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1  Einleitung

Der Zahnhartsubstanzverlust durch Einwirkung von Séuren ohne die Beteiligung kariogener
Mikroorganismen wird als Erosion bezeichnet (Eccles 1979). Erosionen werden ausgel6st
durch die Einwirkung exogener (in Lebensmitteln, Getrdnken oder Medikamenten) oder
endogener S&uren (Magenséaure) auf den Schmelz oder das Dentin (Meurman und Ten Cate
1996). Epidemiologische Studien zeigen eine zunehmende Prévalenz dentaler Erosionen
innerhalb aller Bevolkerungsschichten und Altersgruppen (Jaeggi und Lussi 2006). Daher
gewinnt die Erforschung und Prophylaxe von Erosionen zunehmend an Bedeutung. Der
Speichel bietet durch seinen hohen Gehalt an Kalzium und Phosphat bzw. durch seine Spiil-,
Puffer- und Verdunnungsfunktion einen nattirlichen Schutz gegentiber Saureangriffen (Dawes
2008). Dartber hinaus bildet er die Pellikel aus, die sich innerhalb von Sekunden auf allen
oral exponierten Oberflachen durch Adsorption von Speichelproteinen formiert (Hannig M
und Joiner 2006). Die Pellikel bietet einen gewissen anti-erosiven Schutz, der in vielen In-
vitro- und In-vivo-Studien nachgewiesen wurde und mit Zunahme der Pellikelbildungszeit
effektiver wird (Zahradnik et al. 1976, Hannig M und Balz 1999, Nekrashevych und Stdsser
2003, Wetton et al. 2007, Hannig C et al. 2009a). Auch eine gewisse Abh&ngigkeit des anti-
erosiven Schutzes vom oralen Expositionsort konnte nachgewiesen werden (Amaechi et al.
1999, Hannig M und Balz 2001). In vielen Pellikel-Studien wurden sehr lange
Pellikelbildungs- und Saureinkubationszeiten untersucht, die jedoch fur die Simulation der In-
situ-Bedingungen wenig relevant sind. Hannig M et al. (2003) und Hannig C et al. (2009a)
konnten zeigen, dass die Pellikel bereits in den ersten Minuten des Sdurekontakts ausgedinnt
und somit der protektive Effekt schnell reduziert wird. Eine fortlaufende
Erosionsuntersuchung zur Erfassung der Kinetik initialer erosiver Effekte in Anwesenheit
einer Pellikel wurde bisher in der Literatur noch nicht beschrieben. Daher war das Ziel der
vorliegenden Untersuchung, den anti-erosiven Effekt der In-situ-Pellikel mit einer
Bildungszeit von 3, 30 und 120 min innerhalb der ersten Sekunden bis Minuten des
Séurekontaktes zu evaluieren. Ferner wurde auch der Einfluss des oralen Expositionsortes auf
die protektiven Eigenschaften der Pellikel untersucht. Mit einem hochsensitiven Verfahren
wurde die Kalzium-Freisetzung aus pellikelbedeckten bovinen Schmelzproben bei Inkubation
mit Salzséure unterschiedlicher Konzentration in vitro bestimmt. Die pH-Werte wurden dabei
konstant gehalten, um einen standardisierten Vergleich der unterschiedlichen

Saurekonzentrationen zu gewahrleisten.



2 Literaturibersicht

2.1  Definition, Atiologie und Pravalenz von Erosionen

Die dentale Erosion ist ein irreversibler Verlust von Zahnhartsubstanz, die durch chemische
Prozesse ohne Beteiligung von Mikroorganismen ausgelost wird (Eccles 1979, Imfeld 1996).
Fur die Entstehung von Erosionen sind Sauren der hauptsachliche &tiologische Faktor, die
durch ihren niedrigen pH-Wert zu einer Entmineralisierung und Destruktion der
Zahnhartsubstanzen fuhren (Lussi et al. 2004). Nach Meurman und Ten Cate (1996) betragt
der kritische pH-Wert 5,5, bei dessen Unterschreiten erosive Defekte an Zahnschmelz
auftreten. Bei Karies wird die Absenkung des pH-Wertes indirekt durch Bakterien und ihre
Stoffwechselprodukte in der Plaque hervorgerufen; demgegentiber kommt es bei Erosionen
ausschlieBlich durch direkte S&ureeinwirkung zur Schadigung der Zahnhartsubstanz.
Mikroorganismen sind nicht beteiligt (Hickel 1989).

Erosionen gehoren neben der Attrition und Abrasion zu den altersbedingten physiologischen
Abnutzungsprozessen der Zahnhartsubstanzen. Durch die Entmineralisierung tritt eine
signifikante Reduktion der Oberflachenhérte der Zahnhartsubstanz ein (Lussi et al. 1995,
Maupomé et al. 1998). Bei entsprechend langer Einwirkzeit der sauren Noxen resultiert ein
klinisch sichtbarer Defekt an der Zahnhartsubstanz. In einzelnen Féllen kommt es zu einem
vollstandigen Verlust der Zahnmorphologie und einer progredienten Reduktion der
Kronenhohe (Lussi et al. 2006).

Es wird zwischen extrinsischen und intrinsischen Ursachen fur dentale Erosionen
unterschieden (Zero 1996). Sdureeinwirkungen, ausgelost u.a. durch Ernéhrung,
Medikamenteneinnahme, Umwelt, Beruf und Lebensstil, z&hlen zu den extrinsischen
Ursachen (Zero 1996). Intrinsische Ursachen sind z.B. chronisches Erbrechen und Stérungen
der gastro-6sophagealen Funktion. Durch den Kontakt der Magensdure mit den Zahnen
kommt es zu erosiven Veranderungen der Zahnhartsubstanz (Jarvinen et al. 1988, Jarvinen et
al. 1991).

Bereits sehr friihe Studien konnten zeigen, dass Erosionen extrinsischer Ursache durch
haufigen Konsum sdurehaltiger Lebensmittel sowie saurer Getranke hervorgerufen werden
(Bieri et al. 1946, Stafne und Lovestedt 1947, Eccles und Jenkins WG 1974). Die erosiven

Defekte werden durch Sduren aus Fruchtsaftgetranken, Friichten, essighaltigen Lebensmitteln



und sauren SiRigkeiten hervorgerufen. Nach Zero (1996) ist die Erndhrung in modernen,
westlichen Gesellschaften als wichtigster Faktor fir die Entstehung von Erosionen anzusehen.
Die Arten der Sauren in Lebensmitteln und Getrdnken sind vielféltig. In Frichten und
Gemise kommen Zitronen- und Maleinsdure am haufigsten vor (West et al. 2001). In
Erfrischungsgetranken, wie z.B. Softdrinks, werden vornehmlich Phosphor- und
Zitronensdure nachgewiesen (West et al. 2000, West et al. 2001). Oxalsdure ist Bestandteil
von Rhabarber, Weinsaure von Wein und Weintrauben. Maleinsaure kommt in Apfeln und
Apfelgetranken, Pflaumen sowie Pfirsichen vor (Wiktorsson et al. 1997, West et al. 2000).
Oft liegt der pH-Wert von séurehaltigen Getrdnken und Nahrungsmitteln deutlich unter 5
(West et al. 2000). Viele Getréanke zeigen pH-Werte zwischen 2 und 3 (Lussi et al. 2002,
Lussi et al. 2004).

Verschiedene Studien fanden heraus, dass die regelmaRige Aufnahme von Getranken oder
Lebensmitteln mit niedrigem pH-Wert ein erhéhtes Risiko fur die Ausbildung von Erosionen
darstellt. Jarvinen et al. (1991) konnten zeigen, dass ein generelles Erosionsrisiko besteht,
wenn Zitrusfrichte mehr als zweimal pro Tag verzehrt oder Softdrinks taglich getrunken
werden.

Auch der haufige Konsum von Wein fihrt zu einem erhohten Erosionsrisiko. Rees und
Griffiths (2002) untersuchten diverse Weillweine hinsichtlich ihres Erosionspotentials. Die
Weine zeigten einen pH-Wert von 3,0 bis 4,0 und die meisten waren mindestens so erosiv wie
Orangensaft (pH 3,7). Darliber hinaus konnten Lupi-Pegurier et al. (2003) in einer
Untersuchung von Rotweinen zeigen, dass bereits nach 120 s Expositionszeit signifikante
erosive Effekte an den Z&hnen auftreten.

Meurman et al. (1987) und Rytdmaa et al. (1988) haben nachgewiesen, dass von sauren
Milchprodukten keine erosive Wirkung ausgeht. Milchprodukte wie Joghurt (pH-Wert von
4,2 bis 4,3) oder Buttermilch (pH-Wert 4,3 bis 4,4) sind zwar séurehaltig, rufen jedoch wegen
ihres hohen Gehaltes an Kalzium und Phosphat keine Erosionen hervor.

Uberdies sind saure Medikamente ein atiologischer Faktor fiir die Entstehung von Erosionen.
Neves et al. (2010) untersuchten 23 verschiedene Arzneimittel, wie Antihistaminika,
Antitussiva oder Bronchodilatatoren. Sie stellten fest, dass viele dieser Medikamente einen
niedrigen pH-Wert aufweisen und somit ein erosives Potential besitzen.

Ferner kdnnen Vitamin-C-Praparate urséchlich fiir Erosionen sein. Alle Vitamin-C-Préparate
sind potentiell erosiv, wenn sie in Kontakt mit den Zahnen kommen (Meurman und

Murtomaa 1986). Ungepufferte Praparate mit Acetylsalicylsaure (z.B. Aspirin©), die gekaut



oder in Wasser geldst eingenommen werden, rufen ebenfalls Erosionen hervor (Rogalla et al.
1992).

Sogar Mundhygieneprodukte koénnen Erosionen verursachen. Pontefract et al. (2001)
untersuchten Mundspllungen mit einem niedrigen pH-Wert in einer In-situ- und In-vitro-
Studie auf ihre Erosivitdt und stellten fest, dass sie bei Langzeitanwendung erosive
Zahnhartsubstanzverluste hervorrufen kénnen.

Ein weiteres extrinsisches Risiko stellt die hdufige Benutzung schlecht gewarteter
Badeanlagen und Schwimmbéder dar. Ein zu hoher Chloreinsatz zur Keimreduktion
verursacht einen niedrigen pH-Wert des Wassers. Regelmélige Benutzer dieser
Schwimmanlagen sind anfallig fiir die Ausbildung generalisierter Erosionen (Centerwall et al.
1986).

Erosionen kdnnen aber auch durch berufsbedingte Saureexposition hervorgerufen werden.
Durch séurehaltige Dampfe, wie z.B. in der Herstellung von Batterien oder in der Phosphat-
Industrie, kénnen Entmineralisierungen an den Z&hnen auftreten (Tuominen M und Tuominen
R 1991, Amin et al. 2001, Arowojolu 2001, Suyama et al. 2010).

Erosionen mit intrinsischer Ursache werden durch Magensdure ausgeltst (Bartlett 2006).
Dabei gelangt Magenséure entweder durch Erbrechen oder Regurgitation (unwillkirliches
AufstoRen von Magenséure) in die Mundhohle. Urséchlich hierflr sind oftmals psychogene
Essstérungen wie Bulimie oder Anorexia nervosa (Jarvinen et al. 1991), gastro-6sophagealer
Reflux (GORD, gastro-oesophageal reflux disease) (Jarvinen et al. 1988) oder chronischer
Alkoholabusus (Smith BG und Robb 1989).

Magenséure weist einen pH-Wert von 1 bis 1,5 auf, der wesentlich niedriger ist als der
kritische pH-Wert fur Schmelz von 5,5, wie er von Meurman und Ten Cate (1996) angegeben
wurde. Im Gegensatz zu sauren Getrdnken oder Nahrungsmitteln ist der pH-Wert von
Magensaft niedriger und die Menge an titrierbarer Sdure hoher, so dass das Ausmal dentaler
Erosionen oftmals wesentlich groRer ist (Bartlett 2006).

In einer Studie von Willershausen et al. (1990) wurden 52 Patienten mit Anorexia nervosa
oder Bulimie untersucht. Sie zeigten gegenlber Kontrollgruppen mit normalem Essverhalten
signifikant haufiger Schmelzerosionen. Dynesen et al. (2008) konnten nachweisen, dass bei
Patienten mit Bulimie die Speichelflieirate auf Grund von Medikamenteneinnahmen reduziert
war und sie signifikant hdufiger an dentalen Erosionen litten als Kontrollprobanden. Eine
Studie von Rytdmaa et al. (1998) zeigte ebenfalls, dass die Erosionsinzidenz bei Patienten mit
Bulimie im Gegensatz zu Kontrollgruppen gesunder Patienten héher ist.



Die Beziehungen zwischen erosiven Zahnhartsubstanzverlusten und gastro-6sophagealem
Reflux wurde in vielen Studien an Erwachsenen und Kindern untersucht (Bartlett 2006,
Alfaro et al. 2008, Pace et al. 2008). Jarvinen et al. (1988) untersuchten Patienten mit GORD
und diagnostizierten eine Verbindung zwischen GORD und der Entwicklung dentaler
Erosionen. In einer Studie von Moazzez et al. (2004) wurden Patienten mit GORD untersucht;
die Pravalenz von Erosionen bei an GORD erkrankten Patienten war hoher als bei gesunden
Kontrollgruppen. Die erkrankten Patienten zeigten signifikant hdufiger palatinale, aber auch
generalisierte Erosionen. Auch eine neuere Studie von Holbrook et al. (2009) dokumentierte
die Assoziation zwischen dentalen Erosionen und GORD. Allerdings entstehen Reflux-
assoziierte Erosionen erst, wenn der Reflux der Magensédure haufig auftritt und lange besteht
(Jarvinen et al. 1988). Mildere Formen dieser Erkrankung fuhren nicht zu Erosionen
(Meurman et al. 1994).

Chronischer Alkoholabusus stellt ebenfalls einen &tiologischen Faktor flr die Entstehung
dentaler Erosionen dar. RegelméBiger Alkoholkonsum kann in einer Gastritis und
chronischem 6sophagealen Reflux mit haufigem Erbrechen resultieren (Gottfried et al. 1978).
In einer Studie von Robb und Smith (1990) wurden 37 Patienten untersucht, die an
chronischem Alkoholabusus litten. Diese zeigten signifikant haufiger
Zahnhartsubstanzschéden als Kontrollgruppen gleichen Alters oder Geschlechts. Die erosiv
bedingten Zahnhartsubstanzverédnderungen betrafen zu 40 % die Palatinalflachen der oberen
Inzisivi, was auf haufiges Erbrechen zuriickzufiihren war.

In einer weiteren Studie diagnostizierten Dukic et al. (2010) bei 70 alkoholkranken Patienten
signifikant haufiger Erosionen als bei gesunden Kontrollgruppen.

Studien zur Pravalenz dentaler Erosionen sind nur schwer vergleichbar, da Methoden und
Ergebnisse epidemiologischer Studien stark voneinander abweichen. Grinde hierfur sind
unterschiedliche Indizes zur Bewertung der erosiven Zahnschéden, inhomogene Testgruppen
oder nicht vergleichbare geographische Lokalisationen. Ferner unterscheiden einige Studien
nicht zwischen Abrasion, Attrition oder Erosion (Jaeggi und Lussi 2006).

In einer der ersten Pravalenzstudien zu Erosionen untersuchten Sognnaes et al. (1972) 10.000
extrahierte Zahne. 18 % der Zahne zeigten Erosionen, untere Inzisivi waren am haufigsten
betroffen. Eine Differenzierung nach Altersklassen bzw. Erosion, Attrition und Abrasion
erfolgte nicht.

Bartlett et al. (1998) fuhrten eine Studie zur Prévalenz von Erosionen bei 210 Kindern im
Alter von 11 bis 14 Jahren durch. 57 % der Kinder wiesen Schmelzerosionen an mehr als

zehn Zdhnen auf, jedoch war eine Dentinbeteiligung nur selten. Am hdufigsten waren die



oberen Inzisivi betroffen. Geschlechtsspezifische Unterschiede wurden in dieser Studie nicht
beobachtet.

In einer weiteren Studie aus Grol3britannien untersuchten Dugmore und Rock (2003) 1753 12-
jahrige Kinder auf Erosionen. Zwei Jahre spater wurden 1308 dieser Kinder erneut untersucht.
Im Alter von 12 Jahren wurden bei 56,3 % der Falle Erosionen diagnostiziert, nach 2 weiteren
Jahren bei 64,1 %. Bei 12,3 % der Kinder, die im Alter von 12 Jahren keine Erosionen
aufwiesen, entwickelten sich Erosionen in den folgenden zwei Jahren. Neue oder weiter
progrediente Erosionen wurden nach zwei Jahren bei 27 % der Kinder festgestellt. Madchen
zeigten signifikant weniger Erosionen als Jungen.

In einer neueren Studie belegten Hasselkvist et al. (2010) an 609 Kindern und Jugendlichen,
dass Erosionen haufiger bei maénnlichen Testpersonen anzutreffen sind und Erosionen
deutlich mit dem Konsum von Softdrinks assoziiert sind.

In der Schweiz wurden 391 randomisiert selektierte Personen zweier Altersgruppen (26-30
Jahre und 46-50 Jahre) untersucht (Lussi et al. 1991). Die Okklusalflachen der Zdhne waren
am h&ufigsten von Erosionen betroffen. Die jiingeren Probanden hatten in 29 % der Félle, die
alteren in 42,6 % erosive Defekte mit Dentinbeteiligung an mindestens einem oder mehreren
Zahnen. Vestibuldre Erosionen wurden bei 7,7 % der jungeren und 13,2 % der éalteren
Testpersonen diagnostiziert. Linguale Erosionen traten bei 3,6 % der jingeren und 6 % der
alteren Personen auf.

Alle Studien zur Prévalenz dentaler Erosionen zeigen, dass Erosionen eine allgegenwartige
Erscheinung sind, Milch- sowie permanente Zéhne betreffen und die Préavalenz besonders bei
jungeren Personen ansteigt. Daher werden in Zukunft erosionspréventive Malinahmen eine

wichtige Komponente der Oralprophylaxe sein (Jaeggi und Lussi 2006).

2.2 Prophylaxe von Erosionen

Zur frihzeitigen Erfassung und Quantifizierung erosiver Zahnhartsubstanzschéden existieren
keine diagnostischen Hilfsmittel, so dass die Diagnose ausschlieBflich durch das klinische
Erscheinungsbild erfolgt. Zur Vermeidung der Entstehung oder der Progression von
Erosionen muss das Vorliegen moglicher &tiologischer Faktoren evaluiert werden, um
Erosionen kausal behandeln zu koénnen (Serra et al. 2009). Ziel ist es, die Ursachen der
erosiven Zahnschaden zu erfassen und zu beseitigen. Lussi und Hellwig (2006) empfehlen die



Anfertigung eines mehrtagigen Ernahrungsprotokolls, um wichtige Hinweise auf erosive
Quellen in der Nahrung, die Haufigkeit der Nahrungsaufnahme, mogliche erosive
Zwischenmahlzeiten und die Art und Dauer der Sdureexposition zu erhalten.

Risikopatienten flr Erosionen konsumieren oftmals mehr als vier saurehaltige Getréanke oder
Genussmittel pro Tag, essen signifikant haufiger Obst und Gemise oder zeigen
erosionsfordende Trinkmethoden, wie zum Beispiel das lange Verweilen des Getrankes im
Mund vor dem Schluckvorgang (O”Sullivan und Curzon 2000). Da ein volliger Verzicht auf
saurehaltige Nahrungsmittel nicht zu realisieren ist, muss der Risikopatient im Sinne einer
Steuerung des Sdurekonsums beraten werden. Die Haufigkeit der Aufnahme saurehaltiger
Produkte sollte reduziert und die Verweildauer der S&uren im Mund verringert werden (Lussi
und Hellwig 2006). Johansson et al. (2004) untersuchten den Einfluss verschiedener
Trinkmethoden auf die Ausbildung erosiver Zahnhartsubstanzdefekte und fanden heraus, dass
das intraorale Halten des sauren Getrénkes vor dem Schlucken ein sehr hohes Risiko fiir die
Ausbildung von Erosionen darstellt. Ein zligiges Trinken oder die Verwendung eines
Trinkhalms zur Verringerung des S&urekontaktes mit der Dentition ist daher empfehlenswert.
Ferner wird empfohlen potentiell erosive Mahlzeiten mit kalziumreichen Nahrungsmitteln
(Milch, Kéase oder Joghurt) zu beenden, um durch die Kalzium-lonen eine Remineralisation
zuvor demineralisierter Zahnhartsubstanz zu férdern (Gedalia et al. 1991). Zur Steigerung der
SpeichelflieBrate und somit Pufferung und Verdinnung der S&uren nach dem Essen kann
weiterhin das Kauen eines zuckerfreien Kaugummis indiziert sein (Lussi et al. 2004). Ein
weiterer Vorteil des Kaugummikauens nach den Mahlzeiten besteht in der Reduktion des
postprandialen 6sophagealen Refluxes, was insbesondere bei GORD-assozierten Erosionen
(gastro-6sophagealer Reflux) zur Anwendung kommen kann (von Schonfeld et al. 1997,
Smoak und Koufman 2001). Das Vorliegen intrinsischer é&tiologischer Faktoren wie
Essstorungen, gastro-osophagealer Reflux oder chronischer Alkoholabusus erfordern die
Verwendung von Antacida, allgemein-medizinische Behandlung, psychologische Therapie
oder sogar chirurgische Eingriffe, um die psychosomatischen oder organischen Ursachen der

Erosionen zu beseitigen (Lussi und Hellwig 2006, Magalhaes et al. 2009¢).

Das erosive Potential von Getranken und Nahrungsmitteln kann durch ihre chemische
Modifikation reduziert werden. Werden ausreichend Kalzium- und Phosphat-lonen einem
erosiven Agens zugesetzt, wird es chemisch Ubersattigt und erodiert nicht den Zahnschmelz
(Barbour et al. 2005, Lussi 2009). Larsen und Nyvad (1999) fanden heraus, dass Orangensaft
(pH 4,0) keine erosiven Zahnhartsubstanzschaden verursacht, wenn er mit 40 mmol/l Kalzium



und 30 mmol/l Phosphat versetzt wurde. Ein Orangensaft ohne Kalzium- und Phosphat-
Zusétze wirkte hingegen erosiv. Attin et al. (2003) untersuchten den erosiven Effekt von
Zitronensdure (1,0 %, pH 2,21) mit Mineral-Additiven. Es konnte ein signifikanter
Erosionsschutz durch Zugabe einer Mischung von Kalzium, Phosphat und Fluorid
nachgewiesen werden, wahrend ein Zusatz ausschlieflich von Fluorid keinen signifikanten
Schutz vor Erosion gewéhrte. Hingegen konnten Larsen und Richards (2002) in einer In-vitro-
Studie zeigen, dass ein Fluorid-Zusatz das erosive Potential von Soft-Drinks um 28 %
reduzieren kann, wenn der pH-Wert der Getranke nicht geringer als 3 ist. Bei Getranken mit
einem pH-Wert unter 3,0 konnte trotz hoher Fluoridbeigaben (bis 20 ppm) kein
erosionsprotektiver Effekt beobachtet werden.

Ein weiterer Ansatz zur Reduktion der Erosivitat saurer Getrénke ist der Zusatz von Metall-
lonen. Kato et al. (2007) versetzten Soft-Drinks mit Eisen-lonen (Eisensulfat) und stellten
einen signifikanten Erosionsschutz im Vergleich zu unbehandelten Soft-Drinks fest.

Einen &hnlichen erosions-inhibitorischen Effekt von Eisen-lonen konnten Bueno et al. (2010)
in einer In-vitro-Studie feststellen. Sie applizierten Eisen-Gel (10 mmol/l) fur 1 min auf
bovine Schmelzproben und inkubierten sie anschlieBend 10 min in einem sauren Soft-Drink
(Coca-Cola). Das Eisen-Gel reduzierte signifikant den Verlust der Oberflachenhédrte im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollproben. Allerdings muss darauf hingewiesen werden,
dass im Rahmen der Produktmodifikation durch Zusétze von Kalzium, Phosphat, Fluorid oder
Metall-lonen der Geschmack der Lebensmittel negativ beeinflusst werden kann oder
toxikologische Nebeneffekte auftreten konnen (Magalhaes et al. 2009c).

Zur Erosionspravention oder wenn eine S&ureexposition der Zahne nicht verhindert werden
kann (z.B. bei intrinsischen Ursachen), ist die Applikation von erosionsprotektiven oder
remineralisationsfordernden Substanzen indiziert.

Viele Studien konnten den Erosionsschutz von Fluoridverbindungen in Mundspullésungen,
Gelen, Zahnpasten oder Lacken belegen (Attin et al. 1997, Ganss et al. 2004, Lagerweij et al.
2006). Durch Reduktion der Hydroxylapatitloslichkeit sowie durch Forderung der
Remineralisation zeigen Fluoride anti-erosive Eigenschaften (Shellis und Duckworth 1994,
Ekstrand und Oliveby 1999). Oral applizierte Fluoride bilden eine stabile Kalzium-Fluorid-
Schicht auf Zahnoberflachen aus, deren Schutzfunktion durch Absenkung des pH-Wertes und
Erh6hung der Fluorid-Konzentration zusétzlich intensiviert werden kann (@gaard 2001).
Ganss et al. (2004) konnten in einer In-situ-Studie zeigen, dass die regelmé&Rige orale
Anwendung von fluoridhaltigen Zahnpasten und Mundspullésungen die Ausbildung und das

Fortschreiten von Erosionen in Schmelz und Dentin signifikant verringert. Neben den



bekannten Fluoridverbindungen, wie z.B. Amin-, Zinn- und Natriumfluorid, gewahren auch
Titan-Tetrafluoride erosions-inhibitorische Effekte, wie neuere Studien belegen kodnnen
(Magalhaes et al. 2009a, Wiegand et al. 2010). Diese Substanzen sollten jedoch nur von
zahnmedizinischem Fachpersonal und nicht von den Patienten selbst appliziert werden, da sie
einen sehr niedrigen pH-Wert von 1-2 aufweisen (Magalhaes et al. 2009c).

Weiterhin  kénnen auch Zinnverbindungen in Kombination mit Fluoriden zur
Erosionsprophylaxe verwendet werden. Ganss et al. (2010) verglichen das erosionsprotektive
Potential einer Natrium-Fluorid-Spilung (NaF) mit einer Mundspillésung, die eine
Kombination aus Zinn und Fluoriden enthielt. Wahrend die NaF-Spilung die Erosion an
Schmelz um 19 % und an Dentin um 23 % reduzierte, zeigte die Spilung mit einer Zinn-
Fluorid-Kombination an Schmelz eine Erosionsreduktion um 67 % und an Dentin um 47 %.
Die reinen Fluorid-Verbindungen (berlegene anti-erosive Eigenschaft von Zinn-Fluorid-
Kombinationen an Schmelz wurde in einer Studie von Schluter et al. (2010) bestétigt.
Allerdings konnten sie in Dentin keine Zunahme der Sdureresistenz im Vergleich zu
Mundspullésungen nachweisen, die kein Zinn enthielten.

In den letzten Jahren wurde auch der anti-erosive Effekt von kalziumhaltigen Produkten
erforscht. Nanokomplexe aus amorphem Kalzium-Phosphat (ACP) mit Casein-
Phosphopeptiden (CPP), z.B. in Tooth Mousse (GC Tokio, Japan), sollen die
Remineralisation von erodiertem Zahnschmelz férdern und die Ausbildung der schiitzenden
Kalzium-Fluorid-Deckschicht begunstigen (Hannig M und Hannig C 2010). Lennon et al.
(2006) untersuchten mit der Profilometrie Produkte mit CPP-ACP sowie Substanzen mit
Natrium- und Aminfluorid hinsichtlich ihrer anti-erosiven Eigenschaften. Sie stellten fest,
dass der Erosionsschutz von CPP-ACP begrenzt und wesentlich geringer ist als der von
fluoridhaltigen Produkten. Zu &hnlichen Ergebnissen kommt eine Studie von Wegehaupt und
Attin (2010). Sie untersuchten mit der Oberflachenprofilometrie den Zahnhartsubstanzverlust
boviner Schmelzproben in einer Abrasions-/Erosions-Versuchsanordnung in Anwesenheit von
Fluorid-Gelen unterschiedlicher Zusammensetzung oder CCP-ACP. Die tagliche Applikation
von Fluorid-Gelen reduzierte signifikant den Verlust an Zahnhartsubstanz durch Erosion und
Abrasion, wahrend die Anwendung von CCP-ACP eine wesentlich geringere Effizienz zeigte.
Vongsawan et al. (2010) konnten hingegen beweisen, dass eine Paste mit CCP-ACP die
Remineralisation von erodierten Zahnhartsubstanzen signifikant erhoht. Cai et al. (2007)
versetzten zuckerfreie Kaugummis mit CCP-ACP und untersuchten ihren Einfluss auf die

Remineralisation zuvor demineralisierter Schmelzproben in situ. Sie fanden heraus, dass CPP-



ACP-haltige Kaugummis im Vergleich zu CCP-ACP-freien Kaugummis die Remineralisation
erodierter Schmelzproben signifikant steigern. Wird CCP-ACP mit Fluoriden ergénzt, steigert
dieses noch zusétzlich die Effektivitdt des Remineralisationsprozesses, wie eine Studie von
Reynolds et al. (2008) zeigen konnte.

Eine weitere Substanz aus der Nanotechnologie zur Remineralisation erodierter
Zahnhartsubstanzen sind Nanopartikel aus Kalziumkarbonat-Apatit (Hannig M und Hannig C
2010). Die GroRe dieser biomimetischen Nanopartikel entspricht der GroRe der natirlichen
im Schmelz bzw. Dentin vorhandenen Apatit-Kristalle von 100 bzw. 20 nm. Roveri et al.
(2009) verglichen den Effekt von Fluoriden und Kalziumkarbonat-Apatit-Partikeln auf
demineralisierte Zahnhartsubstanz in vitro. Fluorid bewirkte eine Oberflachenveranderung der
natlrlichen Apatit-Kristalle und eine damit verbundene erhohte Widerstandskraft gegen
erosive Saureangriffe. Die biomimetischen Kalziumkarbonat-Partikel hingegen flihrten durch
Einlagerung in die erosiv verdnderte Zahnhartsubstanzoberflache zu einer Remineralisation

und damit zu neuen Apatit-Kristallen.

Der Speichel ist ein wichtiger biologischer Faktor in der Pravention dentaler Erosionen (Lussi
und Hellwig 2006). Speichel bietet durch seinen hohen Gehalt an Kalzium und Phosphat ein
Remineralisations-Reservoir fir die Zahnhartsubstanzen, besitzt Puffer-, Spil- und
Verdinnungsfunktion gegeniiber S&ureangriffen in der Mundhdhle und bildet die Pellikel, die
als dunner Biofilm einen gewissen Schutz vor erosiven Substanzen gewahrt (Dawes 2008). In
vielen Studien wurde der anti-erosive Effekt der Pellikel untersucht und nachgewiesen (siehe
Kapitel 2.5). Dabei konnte eine tendenzielle Zunahme des anti-erosiven Potentials in
Abhéngigkeit von der Pellikelbildungszeit beobachtet werden (Hannig M und Balz 2001,
Hannig M et al. 2004b). Risikopatienten flir Erosionen sollten daher direkt nach Prozessen,
die die Pellikel von der Zahnoberflaiche entfernen oder sie ausdinnen (Z&hneputzen,
professionelle Zahnreinigung oder Bleaching), keine saurehaltigen Lebensmittel konsumieren
(Lussi und Hellwig 2006), um die Neu-Etablierung der erosionsprotektiven Pellikel zu
unterstutzen.

Ein weiterer interessanter Ansatz ist die gezielte Modifikation der Pellikel, um ihren
Erosionsschutz zu erhdhen. In einer In-vitro-Studie untersuchten Hemingway et al. (2010) den
Einfluss von Proteinen (Casein und Ei-Ovalbumin), die verschiedenen S&uren und Soft-
Drinks zugesetzt wurden. Als Zusatz in bestimmten S&uren und Getrdnken reduzierten die
Proteine in Anwesenheit einer Pellikel signifikant den erosiven Zahnhartsubstanzverlust. Die

Verfasser stellten daher die Hypothese auf, dass Casein und zu einem geringeren Malie
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Ovalbumin potenzielle erosions-reduzierende Additive in Soft-Drinks sein kdnnen, die den

anti-erosiven Charakter der Pellikel beeinflussen.

Weitere erosions-inhibitorische  Substanzen sind Polyphenole, die hemmend auf
Matrixmetalloproteinasen (MMP) wirken. MMP sind im Dentin und Speichel lokalisierte
Enzyme und bewirken eine Degradation der im Dentin vorhandenen organischen Matrix.
Diese Eigenschaft der MMP steht im Zusammenhang mit der Progression erosiver
Substanzverluste in Dentin (Magalhaes et al. 2009b). Durch eine enzymatische Hemmung der
MMP durch Polyphenole kann eine Verlangsamung der Erosionsprogression herbeigefiihrt
werden. Kato et al. (2009) konnten in einer In-situ-Studie zeigen, dass polyphenol-haltiger
Griiner Tee den Zahnhartsubstanzverlust in einer Abrasions-/Erosions-Versuchsanordnung
signifikant reduzieren konnte. Neben Griinem Tee konnten Magalhaes et al. (2009b) auch fur
den MMP-Hemmer Chlorhexidin eine erosions-hemmende Wirkung in Dentin nachweisen.
Kato et al. (2010) verglichen die Wirkung von Natrium-Fluorid, Chlorhexidin und dem
MMP-Hemmer EGCG (epigallocatechin gallate) auf die Progression von Erosionen in Dentin
in situ. Intraoral getragene bovine Dentin-Proben wurden mit NaF, Chlorhexidin oder EGCG
behandelt und nachfolgend mit einem sauren Medium (Coca-Cola) erodiert. Mit der
Profilometrie wurde der Verlust der Oberflachenhérte evaluiert. EGCG und Chlorhexidin
verringerten signifikant den Verlust der Oberflachenhdrte im Vergleich zu Placebo-
Substanzen und waren in dem anti-erosiven Potential sogar Natrium-Fluorid-Verbindungen

uberlegen.

2.3 Methoden zur Untersuchung erosiver Effekte

Fur die Untersuchung erosiver Effekte auf Schmelz und Dentin wurde eine Vielzahl von
Methoden angewendet. Geeignet sind bildgebende Verfahren, wie zum Beispiel
elektronenmikroskopische Aufnahmen (Eisenburger et al. 2004), chemische Verfahren wie
die photometrische Bestimmung in Losung gegangener Kalzium-lonen (Hannig C et al.
2005a) und die Atomabsorptionsspektroskopie (Wiegand et al. 2008a) oder physikalische
Verfahren wie Mikroh&rtebestimmung (Lupi-Pegurier 2003) oder Oberflachenprofilometrie
(Ganss et al. 2009).
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Mit der Mikrohéartebestimmung wird die Harte der Zahnoberfliche gemessen. Der erosive
Prozess fihrt zu einer Demineralisation der Zahnhartsubstanz, die ein Erweichen der
Oberflache bewirkt. Eine Diamantspitze mit definierter geometrischer Dimension und
Eindringkraft hinterlésst je nach Oberflachenbeschaffenheit der zu messenden Schmelzproben
eine Vertiefung. Das AusmaR dieser Vertiefung wird mit einem Mikroskop bestimmt und
durch  mathematische Formeln der Substanzverlust durch die s&urebedingte
Oberflachenerweichung berechnet. Der Vorteil der Mikrohartebestimmung liegt in der
einfachen und kostengunstigen Anwendung (Barbour und Rees 2004). Allerdings ist diese
Methode nicht sehr sensitiv, da initiale erosive Zahnhartsubstanzverluste nicht erfasst werden
kénnen (Hannig C et al. 2008a). Ein weiterer Nachteil der Mikrohartebestimmung ist die
Tatsache, dass nur planparallel beschliffene Proben untersucht werden konnen, eine
Untersuchung von nativen Zahnhartsubstanzoberflachen ist nicht méglich (Attin et al. 2005a).
Ferner ist als Nachteil anzusehen, dass in Losung gegangene Zahnhartsubstanzschichten nicht
erfasst werden, da nur die Oberflache der Proben untersucht wird. Diesen Nachteil weisen
auch die lichtinduzierte Fluoreszenzmessung und die transversale Mikroradiographie auf
(Barbour und Rees 2004, Attin et al. 2005a).

Bei der Oberflachenprofilometrie wird der Prufkorper mit einem mechanischen Sensor oder
Lasersensor abgetastet und so der erosive Zahnhartsubstanzverlust gegentiber nicht erodierten
Referenzflachen bestimmt. Voraussetzungen sind genau reproduzierbare Referenzpunkte
wéhrend des Messvorganges und planparallel beschliffene Proben (Azzopardi et al. 2000).
Eine Untersuchung von nativen Oberflachen ist daher auch mit dieser Methode nicht méglich
(Attin  2006). Weitere Nachteile sind die hohen Standardabweichungen in den
profilometrischen Messungen und die Tatsache, dass erst erosive Effekte quantifiziert werden
kénnen, die nach 1 bis 2 min Saureinkubation eintreten (Hannig C et al. 2008). Eine
Erfassung initialer erosiver Effekte ist daher nicht moglich.

Rasterelekronenmikroskopische Aufnahmen dienen der qualitativen Untersuchung erosiv
bedingter Oberflachenveranderungen (Attin 2006). Als Vorteil dieser Methode ist anzusehen,
dass sowohl polierte als auch unbehandelte Prufkérper untersucht werden kénnen und sie
auch erfolgreich anwendbar ist zur Evaluation der anti-erosiven Eigenschaften der Pellikel
(Meurmann und Frank 1991, Hannig M und Balz 2001). Nachteilig sind die aufwéndige
Probenvorbereitung, die sehr zeitintensive Versuchsdurchfihrung und die sehr teure
technische Ausrustung (Shellis und Hallsworth 1987, Eisenburger et al. 2004). Mit dieser
Methode ist zwar eine Differenzierung und Objektivierung von initialen erosiven Effekten
maoglich, eine Quantifizierung der erosiven Kurzzeiteffekte ist jedoch nicht evaluierbar
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(Hannig M und Balz 1999, Barbour und Rees 2004, Hannig C et al. 2005a). Dieses gilt auch
fiir die Rasterkraft-Mikroskopie (atomic force microscopy) (Hannig M et al. 2004a).

Die konfokale Laserscan-Mikroskopie (CLSM) bietet die Mdoglichkeit, hochaufldsende
dreidimensionale Bilder erosiv veranderter Zahnhartsubstanz-Oberflachen anzufertigen.
Ebenso ist eine Visualisierung von unter der Oberflache lokalisierten Strukturveranderungen
maoglich (Attin 2006). Als Vorteil kann die Verwendung von polierten, aber auch unpolierten
oder sogar feuchten Proben angesehen werden. Da die konfokale Laserscan-Mikroskopie die
erosions-induzierten Strukturveranderungen nur qualitativ erfassen kann, sollte sie mit
anderen Untersuchungsmethoden kombiniert werden.

Eine Bestimmung des erosiven Zahnhartsubstanzabtrags ist durch einen quantitativen
Nachweis in Losung gegangener Kalzium-lonen mdglich, da Schmelz zu ann&hernd 100 %
aus Kalzium und Phosphat in einem Verhéltnis von 1,7:1 besteht (Elliot 1997). Zur
chemischen Erfassung durch Erosion geldster Kalzium-lonen werden der photometrische
Kalzium-Nachweis (siehe auch Kapitel 5), kalziumsensitive Elektroden (Nekrashevych und
Stosser 2003) und die Atomabsorptionsspektroskopie (Finke et al. 2000, Hannig M et al.
2003, Wiegand et al. 2008a) verwendet. Diese Methoden weisen eine sehr hohe Sensitivitat
auf und es ist moglich, in Losung gegangene Zahnhartsubstanzschichten zu analysieren.

Mit dem photometrischen Kalzium-Nachweis lassen sich bereits 400 pmol Kalzium-lonen in
einer Testlosung von 1 bis 20 ul nachweisen (Hannig C et al. 2005a). Das entspricht etwa der
Menge an Kalzium, die nach 5 s Inkubationszeit im sauren Medium in Ldsung geht (Hannig
C et al. 2008a). Weiterhin ist diese Methode geeignet fir die Erfassung der Erosions-Kinetik,
da durch die geringe Testvolumen-Entnahme aus dem Inkubationsmedium fortlaufende
Messungen durchgefuhrt werden kénnen (Hannig C et al. 2005a, Hannig C et al. 2008a).
Weitere Vorteile der photometrischen Kalzium-Messung sind die einfache und schnelle
Versuchsdurchfuhrung und die unkomplizierte Probenpréparation. Ferner kdnnen auch
unbehandelte, native Schmelzproben fir die Messung verwendet werden, ein Abschleifen und
Polieren der Proben-Oberflache ist nicht zwingend erforderlich (Attin 2006). Da jedoch die
colorimetrische Messung der Kalzium-Konzentration immer in vitro erfolgen muss, kénnen
die erosionsbedingten Oberflachenverdnderungen der Schmelzoberflachen niemals in einer
In-situ-Versuchsanordnung quantifiziert werden.

Kalziumsensitive Elektroden bendtigen einen spezifischen pH-Wert, um optimal arbeiten zu
konnen. Ferner bilden einige Sduren Komplexe mit Kalzium aus, was eine korrekte Kalzium-
Messung unmdoglich macht (Attin 2006). Zudem ist diese Methode sehr zeitintensiv. Fir die

Atomabsorptionsspektroskopie werden aufwéndig praparierte Testlésungen bendtigt und die
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Methode ist sehr zeit- und kostenaufwendig (Hannig M et al. 2004a, Attin 2006). Bei beiden
Messmethoden ist als Nachteil anzusehen, dass sehr grofie Messvolumina von mehr als 100 pl
erforderlich sind, um korrekte Messungen durchzufiihren (Attin et al. 2005a). Ein groRer
Vorteil ist auch bei diesen beiden Techniken die Erfassung der Erosionskinetik, die mit

anderen Methoden nicht zu realisieren ist (Barbour und Rees 2004).

2.4  Aufbau und Zusammensetzung der Pellikel

Der Begriff ,,Pellikel wurde erstmals von Dawes et al. (1963) zur Beschreibung der
hautchendhnlichen Schicht verwendet, die sich auf Zahnoberflachen direkt nach Durchbruch
durch die Gingiva bildet. Auch auf allen (brigen oral exponierten Oberflachen bildet sich
innerhalb von Sekunden durch Adsorption von Speichelproteinen ein Proteinfilm (Hannig M
und Joiner 2006). Grund fur diese Adsorption sind elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen Kalzium- und Phosphat-lonen der Schmelzoberflache und korrespondierenden
Teilladungen der Proteine. Bennick et al. (1979) konnten nachweisen, dass bestimmte
Speichelproteine  die  Fahigkeit  besitzen, an  Kalzium-lonen der  Schmelz-
Hydroxidapatitkristalle zu binden. Fur die Protein-Adsorption an die Schmelzoberflache sind
jedoch nicht nur elektrostatische Kréfte, sondern auch van-der-Waals-Krafte und hydrophobe
Wechselwirkungen verantwortlich (Hannig M und Joiner 2006, Hannig C und Hannig M
2009).

Allerdings binden nicht alle Speichelproteine an die Schmelzoberflache. Die Bildung der
Pellikel ist ein selektiver Prozess, da nicht alle im Speichel vorhandenen Bestandteile in die
Pellikel inkorporiert werden (Hay 1967, Yao et al. 2003). Die ersten Proteine, die wéhrend
der Pellikelbildung an die Schmelzoberflache binden, sind Phosphoproteine, die eine hohe
Affinitdt zu Hydroxylapatit aufweisen, zum Beispiel Prolin-reiche Proteine (Bennick et al.
1979, Bennick et al. 1983). Weitere wichtige Phosphoproteine, die an der initialen Bildung
der Pellikel beteiligt sind, sind Statherine und Histatine (Hay 1973). Um weitere
Komponenten der In-vitro- und In-situ-Pellikel zu detektieren, wurden zahlreiche Studien
durchgefiihrt. Dabei kamen Verfahren wie die Aminosédure-Analyse und histochemische,
chromatographische, elektrophoretische, immunologische und optische Methoden zum
Einsatz (Mayhall 1977, Carlen et al. 1998, Schiipbach et al. 2001, Yao et al. 2001, Yao et al.
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2003, Li et al. 2004c, Vitorino et al. 2004, Deimling et al. 2007, Siqueira et al. 2009, Siqueira
et al. 2010).

Li et al. (2004b) immunisierten Mduse mit In-vivo-Pellikeln und analysierten die Serum-
Immunantworten. Mit dieser poly-klonalen Antikérper-Methode wurden die Proteine
Albumin, Amylase, carbonische Anhydrase Il, slgA, 1gG, IgM, Laktoferrin, Prolin-reiche
Proteine, Statherin, Histatin und mukdses Glykoprotein in der Pellikel nachgewiesen. Weitere
Studien konnten belegen, dass darlber hinaus auch Muzin, Cystatine, Lysozym, Lactoferrin,
Carboanhydrase und Glykosyltransverase Bestandteile der frithen In-vivo-Pellikel sind (Vacca
Smith und Bowen 2000, Li et al. 2004c, Hannig C et al. 2005b).

Vacca und Bowen (2000) untersuchten die Zusammensetzung der In-situ-Pellikel mit einer
Pellikelbildungszeit von 30 s bzw. 1, 5, 10 und 20 min auf Hydroxylapatit-Scheiben unter
Verwendung der Ninhydrin-Analyse und Western-Blot-Methode. Zu jedem Zeitpunkt fanden
sie ahnliche Protein-Mengen auf den Hydroxylapatit-Scheiben. Die Menge der Enzyme
Amylase und Lysozym blieb ab einer Pellikelbildungszeit von 5 min konstant. Die Aktivitat
des Enzyms Fruktosyltransferase nahm bis zu einem Zeitpunkt von 1 min zu und sank
hiernach ab, wahrend die Aktivitit des Enzyms Glykosyltransferase mit der
Pellikelbildungszeit kontinuierlich zunahm (Vacca und Bowen 2000).

Untersuchungen von Hannig C et al. (2004, 2008b, 2009b, 2009c) ergaben, dass die Enzyme
Amylase, Peroxidase, Lysozym, Transaminase und alkalische Phosphatase nicht nur
Strukturproteine der initialen Pellikel sind, sondern auch enzymatische Aktivitaten aufweisen
und daher relevant fiir die biologische Funktion und den Reifungsprozess der Pellikel sind.
Das Enzym Amylase war bereits in der 3-min-Pellikel aktiv, wobei die Enzymaktivitét intra-
und interindividuelle Unterschiede zeigte (Hannig C et al. 2004). Die Enzyme Transaminase,
Peroxidase und Lysozym waren ebenfalls bereits in der 3-min-Pellikel vorhanden. In einer
weiteren Studie von Hannig C et al. (2008d) wurde mit Hilfe der Elektronenmikroskopie das
bakterielle Enzym Glykosyltransferase in der Pellikel nachgewiesen. Dieses Enzym ist ein
wichtiger Virulenzfaktor des Bakteriums Streptokokkus mutans und war bereits in der 30-
min-Pellikel enzymatisch aktiv.

Ein weiterer Bestandteil der Pellikel sind Kohlenhydrate. Sgnju et al. (1974) fanden heraus,
dass Glukose das am hdufigsten vorkommende Kohlenhydrat in der Pellikel ist. Grunde fiir
den relativ hohen Glukose-Gehalt der Pellikel sind das Vorhandensein von Glykoproteinen
(Mayhall und Butler 1976), durch bakterielle Glykosyltransferasen in die Pellikel
inkorporierte Glukose-Molekule oder Glykolipide, die Hauptbestandteile der in der Pellikel
vorhandenen Lipid-Fraktion sind (Hannig M und Joiner 2006). Ferner liegen in der Pellikel
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die Kohlenhydrate Galactose, Mannose, Fukose und Glukosamin vor (Sgnju 1975, Mayhall
und Butler 1976).

Neben Kohlenhydraten sind Lipide ein wesentlicher Bestandteil der Pellikel. Bis zu 22 % des
Trockengewichtes der Pellikel bestehen aus Lipiden (Slomiany et al. 1986). Die wichtigsten
Lipid-Arten sind neutrale Lipide (Triglyceride und Cholesterol), Phospholipide und
Glykolipide (Hannig M und Joiner 2006).

Die Adsorption der Speichelproteine an die Zahnoberflachen ist kein gleichmaRiger Prozess.
In einer Studie von Skjerland et al. (1995) wurde die Rate der Pellikelbildung in situ
innerhalb eines Zeitraumes von 2,5 min bis 10 Stunden untersucht. Es wurde herausgefunden,
dass die Pellikel eine initiale Dicke in einem Zeitraum von 2 bis 3 min erreichte und bis zu
einer Pellikelbildungszeit von 30 min keine Zunahme der Pellikeldicke festzustellen war.
Nach einer Pellikelbildungszeit von 30 min nahm die Pellikel um das Dreifache der initialen
Dicke zu und blieb daraufthin bis zum Ende des Versuchszeitraumes von 10 Stunden konstant.
Die Pellikelbildung verl&uft somit in zwei Phasen (Skjgrland et al. 1995).

Die initiale Pellikel ist in TEM-Aufnahmen 10 bis 20 nm dick und besteht aus einer
elekronendichten, fein-granuldren Schicht mit homogener Struktur. Diese Basal-Schicht weist
keinen Unterschied hinsichtlich des oralen Expositionsortes auf (Hannig M 1999).

Die zweite Phase der Pellikelbildung ist durch eine langsame Dickenzunahme der Pellikel
gekennzeichnet. Das Wachstum dieser zweiten Schicht ist nicht durch die Adsorption
einzelner Proteine gekennzeichnet, sondern von Biopolymeren (Hannig M und Joiner 2006).
Diese Protein-Aggregate besitzen ein hydrophobes Inneres und eine negativ geladene Hiille
und werden daher Micell-ahnliche Strukturen genannt (Rykke et al. 1995). Vitkov et al.
(2004) stellten in TEM-Aufnahmen fest, dass sich auf mit Speichel benetzten festen Flachen
bereits nach 10 s so genannte supramolekulare Pellikel-Vorlaufer adsorbieren. Mit Zunahme
der Pellikelbildungszeit formiert sich durch Fusion dieser Pellikel-Vorlaufer eine strukturierte
Proteinschicht (Vitkov et al. 2004).

Fur die Vernetzung dieser Protein-Aggregate sind im Wesentlichen Protein-Protein-
Wechselwirkungen zustandig. Eine wichtige Funktion erftllen hierbei die Pellikel-Enzyme
Transglutaminase und alkalische Phosphatase, die essentiell fiir die intrinsische Reifung der
Pellikel sind. Diese Prozesse sind nach Hannig C et al. (2008c) bedeutsamer fiir den
Reifungsprozess der Pellikel als die extrinsische Maturation durch Speichelproteasen.
Abhéngig von lokal verfuigbaren Biopolymeren hinsichtlich des oralen Expositionsortes und
mechanischen Einflussen, wie zum Beispiel Scherkéften der Zunge (Amaechi et al. 1999a,
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Amaechi et al. 2003), erreicht die Pellikel bukkal nach 2 Stunden eine Dicke von 200 bis 700
nm, nach 24 Stunden eine Dicke von 1000 bis 1300 nm (Hannig M 1999). Die reifere bukkale
Pellikel weist eine komplexe Ultrastruktur mit dichten granularen und globuléren Bereichen
auf. Die Dicke der palatinalen Pellikel betragt nach 2 Stunden 20 bis 80 nm, nach 24 Stunden
100-200 nm und zeigt in TEM-Aufnahmen eine homogene granuldre Struktur (Hannig M
1999). In einer weiteren Studie von Amaechi et al. (1999) wurde mit der konfokalen
Laserscan-Mikroskopie (CLSM) festgestellt, dass sich die Pellikeldicken an verschiedenen
intraoralen Flachen signifikant voneinander unterscheiden. Nach einer Pellikelbildungszeit
von 1 Stunde betrug die Pellikeldicke 0,3 um an den palatinalen Flachen der oberen Inzisivi,
beziehungsweise 1,06 um an den lingualen Flachen der unteren Molaren. Diese Differenzen
sind Folge einer unterschiedlichen Benetzung der Zahnflachen mit Speichel, der
Abrasionswirkung der keratinisierten Zungenoberflache (Amaechi et al. 1999b) und eines

lokal unterschiedlichen Angebotes an Biopolymeren (Carlén et al. 1998).

Die initiale Pellikel wurde, im Gegensatz zur mikrobiell besiedelten dentalen Plaque, lange
Zeit als bakterienfreier Biofilm angesehen (Dawes et al. 1963, Lendenmann et al. 2000,
Hannig M und Joiner A 2006). Li et al. (2004a) untersuchten in vivo gebildete Pellikel mit
einer Bildungszeit von 0, 2, 4 und 6 Stunden. Durch ein DNA-DNA-Hybridisationsverfahren
konnten sie in den frihen Phasen der Bioadhdsion vornehmlich Actinomyceten-Arten, spater
zunehmend auch Streptokokken-Arten nachweisen. Durch konfokale Laserscan-Mikroskopie
(CLSM) konnte gezeigt werden, dass A. naeslundii hauptsachlich in den inneren Schichten
des oralen Biofilms mit einer Bildungszeit von 6 Stunden lokalisiert ist und sich somit direkt
auf der Pellikel ansiedelt (Dige et al. 2009).

Unter Verwendung der Fluoreszenz-Mikroskopie mit einer 4°,6-diamidino-2-Phenylindol-
Farbung (DAPI) und der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) konnten Hannig C et al.
(2007Db) belegen, dass bereits nach einer Pellikelbildungszeit von 3 min randomisiert verteilte
Bakterien in der Pellikel vorhanden sind. Fur die Bakterien-Adhdsion sind wichtige
Pellikelbestandteile wie Amylase und Prolin-reiche Proteine zustandig, die spezifische
Aminosdure-Sequenzen als Rezeptoren fiir die Interaktion mit Bakterien besitzen (Douglas
1994, Scannapieco 1994, Hannig C und Hannig M 2009).
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2.5 Funktion der Pellikel

Die Pellikel ist nicht nur ein strukturelles Phdnomen, sondern hat innerhalb der Mundhohle
auch funktionelle Bedeutung. Eine wichtige Funktion der Pellikel ist die Ausbildung eines
Gleitfilmes zwischen der Zahnhartsubstanz und den angrenzenden Hart- und Weichgeweben.
So erleichtert die Pellikel als Lubrikant das Sprechen, den Schluckakt, aber auch den
Kauvorgang (Aguirre A et al. 1989). Fur den Gleiteffekt der Pellikel sind Glykoproteine wie
Muzin (Tabak et al. 1982, Tabak 1995) oder Statherin verantwortlich (Douglas et al. 1991,
Ramasubbu et al. 1993). Unter Verwendung der kolloidalen Rasterkraft-Mikroskopie
(colloidal probe atomic force microscopy) zeigten Berg et al. (2003), dass die Anwesenheit
der Speichelpellikel den Friktionskoeffizienten zwischen Zahnhartsubstanzen um den Faktor
20 verringert. Hahn Berg et al. (2004) untersuchten mit der gleichen Methode die
Lubrikations-Effekte von Prolin-reichen Proteinen, bovinem Muzin und humanem Statherin.
Es konnte gezeigt werden, dass Prolin-reiche Proteine der Pellikel eine héhere Lubrikation

verleihen als bovines Muzin oder Statherine.

Uberdies agiert die Pellikel als semipermeable Membran, die den De- und
Remineralisationsprozess der Zahnhartsubstanz beeinflusst und anti-erosive Eigenschaften
aufweist (Hannig M und Joiner 2006). Zahlreiche Studien wurden in vitro oder in situ
durchgefiihrt, um den anti-erosiven Charakter der Pellikel gegenuber Sdureangriffen zu
untersuchen.

In einer Studie von Zahradnik et al. (1976) wurde die Diffusion von Wasser und
verschiedenen Anionen durch eine Hydroxylapatit-Membran in Anwesenheit einer In-vitro-
Pellikel untersucht. Bedeckte eine Pellikel diese Hydroxylapatit-Membran, so reduzierte sich
die Diffusionsrate der Anionen durch die Membran um bis zu 50 %, die Diffusion von Wasser
wurde hingegen nur geringfugig beeinflusst. Diese Ergebnisse zeigten den semipermeablen
Charakter der Pellikel.

Der Nachteil vieler Erosionsstudien in Anwesenheit einer Pellikel besteht darin, dass sehr
lange Pellikelbildungs- und S&ureinkubationszeiten gewéhlt wurden. Diese Tatsache reduziert
die klinische Relevanz dieser Studien, da in situ diese Bedingungen nur sehr selten erfllt
sind.

Nekrashevych und Stdsser (2003) untersuchten die anti-erosiven Eigenschaften der In-vitro-
Pellikel nach einer Bildungszeit von 24 Stunden mit Hilfe von Mikroh&rte-Messung, Messung
der Oberflachen-Rauhigkeit, Elekronenmikroskopie und Kalzium-Freisetzung. Der Schutz der
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In-vitro-Pellikel hing von der Sdurekonzentration und der Dauer der Sdureinkubation ab. Bei
geringer Saurekonzentration bot die Pellikel effektiven anti-erosiven Schutz vor kurzzeitigen
Angriffen durch organische Sauren. Uberraschenderweise wurde kein signifikanter
Unterschied in der Kalzium-Freisetzung aus pellikelbedeckten und pellikelfreien Proben
festgestellt.

In einer weiteren In-vitro-Studie untersuchten Wetton et al. (2007) den anti-erosiven Effekt
einer Pellikel nach einer Pellikelbildungszeit von 2 Stunden von unterschiedlichen Probanden.
Die in dieser Studie angewandte Profilometrie zeigte, dass die Pellikel von verschiedenen
Probanden unterschiedlich ausgepragte anti-erosive Potentiale hatte. Wetton et al. (2006)
inkubierten Schmelz- und Dentinproben 10 min mit Zitronensaure (pH 3,2) in Anwesenheit
einer Pellikel mit Bildungszeiten von 2 min bis 4 Stunden und bestimmten den
Hartsubstanzverlust der Proben durch Profilometrie. Die Schmelz-Pellikel bot erst ab einer
Bildungszeit von einer Stunde signifikanten Schutz vor Erosionen, die Dentin-Pellikel
uberraschenderweise bereits nach 2 min.

Jedoch bietet die Pellikel keinen vollstdndigen Schutz vor Erosionen durch Sduren. Meurman
und Frank (1991) inkubierten in einer In-vitro-Studie bovine pellikelbedeckte Schmelzproben
120 min in einem Cola-Getrank (pH 2,6) und untersuchten die séurebedingten
Oberflachenalterationen im Elekronenmikroskop. Auch eine In-vitro-Pellikel mit einer
Bildungszeit von sieben Tagen bot keinen vollstdndigen Schutz vor S&ureangriffen. Sie
reduzierte lediglich das Ausmal der Erosion.

In situ durchgefiihrte Studien belegen ebenfalls den partiellen anti-erosiven Schutz der
Pellikel gegeniiber Sdaureangriffen. So konnten Hannig M und Balz (1999) nachweisen, dass
die In- situ-Pellikel Zahnschmelz zu einem gewissen Umfang vor Angriffen durch
Zitronensaure schiitzen kann. Sie zeigten, dass eine Pellikel mit einer Bildungszeit von 24
Stunden keinen groReren Erosionsschutz bietet als eine Pellikel mit einer Bildungszeit von 7
Tagen. Ferner wurde in dieser Studie festgestellt, dass im Verlauf des S&ureangriffs die
Pellikel teilweise aufgeldst wird, jedoch verblieben auch noch nach 5 min Séureeinwirkung
Pellikel-Residuen auf der Schmelzoberflache. Dieser partielle S&durewiderstand der Pellikel
wurde in weiteren Studien bestatigt. Hannig C et al. (2009a) untersuchten ultrastrukturelle
Veranderungen der In-situ-Pellikel unter dem Einfluss von sdurehaltigen Getréanken. In
elektronenmikroskopischen Bildern zeigte sich eine Destruktion der Pellikel durch die
Saureeinwirkung. Allerdings verblieb nach dem S&urekontakt eine kontinuierliche basale
Pellikel bzw. Pellikel-Uberreste auf der Schmelzoberflache. In den Erosionslakunen unterhalb
dieser Basal-Pellikel wurde organisches Material nachgewiesen, das aus Pellikel-ahnlichen
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Protein-Aggregaten bestand. In einer weiteren Studie bewiesen Hannig C et al. (2007a), dass
eine 120-min-Pellikel auch nach einer S&ureinkubation von 5 min nicht vollstandig aufgeldst
wird. Die Pellikel-Residuen hatten eine elekronendichte granuldre Struktur und eine Dicke
von 100-300 nm.

In einer anderen Studie von Hannig M et al. (2003) wurden mit der Atomabsorptions-
Spektroskopie und elektronenmikroskopischen Aufnahmen die anti-erosiven Effekte der In-
situ-Pellikel mit den Bildungszeiten von 2, 6, 12 und 24 Stunden erforscht. Es konnten keine
signifikanten ~ Unterschiede im  Erosionsschutz ~ zwischen  den  verschiedenen
Pellikelbildungszeiten festgestellt werden. Bereits die 2-Stunden-Pellikel schiitzte Schmelz zu
einem gewissen Grad vor sdurebedingter Demineralisation. Der Maturationsprozess der
Pellikel besitzt folglich in situ nicht so groRen Einfluss auf die protektiven Eigenschaften, wie
in vitro (Hannig M et al. 2003).

In einer weiteren Studie wurde nachgewiesen, dass bereits eine In-situ-Pellikel mit einer
Bildungszeit von 3 min einen anti-erosiven Schutzeffekt gegeniiber Angriffen durch
Zitronensdaure bietet (Hannig M et al. 2004b). Dieser protektive Effekt unterschied sich nicht
signifikant von dem einer Pellikel mit einer Bildungszeit von einer bzw. zwei Stunden.

Aus Untersuchungen von Amaechi et al. (1999b) geht hervor, dass die Pellikel-Dicke an
verschiedenen Orten innerhalb der Mundhohle variiert. Sie stellten die These auf, dass diese
unterschiedliche Dicke der Pellikel ein wichtiger Faktor fur den lokalisations-abhangigen
Schutzeffekt der Pellikel sei. In einer Studie von Hannig M und Balz (2001) wurde
demgegenuber belegt, dass die Abhéangigkeit des erosiven Schutzes der Pellikel vom
Pellikelbildungsort gering ist. Fir den anti-erosiven Schutz ist nicht so sehr die dickere
globuldre Schicht zustéandig, sondern vielmehr die elektronendichte, diinne basale Schicht
(Hannig M und Balz, 2001). Dieses Ergebnis wird bestétigt durch eine In-situ-Studie von
Hannig C et al. (2009a), die ebenfalls der Basal-Schicht eine wichtigere anti-erosive
Bedeutung zuschreibt als der dufl3eren globuléren Pellikel-Schicht.

Nur wenige Studien untersuchten den protektiven Effekt der Pellikel auf Dentin. Wetton et al.
(2006) belegten in einer In-vitro-Studie, dass die Dentin-Pellikel bereits nach einer
Bildungszeit von 2 min Dentin vor Saureangriffen durch Zitronensaure (pH 3,2) mit einer
Einwirkzeit von 10 min schitzen kann. Allerdings gewéhrte die Dentin-Pellikel weniger
Schutz als die Pellikel, die sich auf Schmelzproben etablierte. Zu einem &hnlichen Ergebnis
kommt eine Studie von Wiegand et al. (2008a). Mit der Atomabsorptions-Spektroskopie
wurden die anti-erosiven Eigenschaften der 2-Stunden-Pellikel auf Schmelz und Dentin

untersucht. Salzséure, Zitronensdure und Phosphorsaure mit pH 2,6 wurden als saure Medien
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verwendet. Alle pellikelbedeckten Schmelz- und Dentin-Proben wiesen signifikant weniger
Kalzium-Verluste auf als pellikelfreie Kontroll-Proben. Allerdings wurden die Schmelz-
Proben effektiver durch die Pellikel vor Erosion geschutzt als die Dentin-Proben. Ein
Unterschied im Erosionsschutz zwischen den verschiedenen Sduren wurde nicht festgestellt.
Hannig C et al. (2007a) stellten in einer Ex-vivo-/In vitro-Studie fest, dass eine Dentin-
Pellikel mit einer Bildungszeit von 2 Stunden Dentin vor einem Saureangriff durch Salzsdure
(pH 2,3) nur begrenzt schiitzen kann. Einen vollstandigen Schutz vor S&ureangriffen bot die
Dentin-Pellikel auch in dieser Studie nicht.

Demgegenuber konnten Hara et al. (2006) keinen Schutz der Pellikel vor Dentin-Erosion
nachweisen. Sie erforschten mit der Oberflachenhérte-Messung und der Mikroradiographie
die anti-erosiven Effekte der Dentin-Pellikel mit einer Bildungszeit von 2 Stunden. Als saures
Medium wurde Orangensaft (pH 3,8) mit einer Inkubationszeit von 10, 20 und 30 min
gewahlt. Die Dentin-Pellikel zeigte bei diesen sehr langen Inkubationszeiten keinen

signifikanten Schutz vor dem Saureangriff.

2.6 Ziele der Studie

Zahlreiche Studien wurden durchgefiihrt, um den anti-erosiven Effekt der Pellikel zu
untersuchen (Zahradnik et al. 1976, Hannig M und Balz 1999, Nekrashevych und Stdsser
2003, Wetton et al. 2007, Wiegand et al. 2008a, Hannig C et al. 2009a). In vielen Pellikel-
Studien wurden sehr lange Pellikelbildungs- und Séureinkubationszeiten gewdhlt, deren
Relevanz fir die Simulation der In-situ-Bedingungen jedoch gering ist. Nur wenige
Informationen liegen daruber vor, wie viel Kalzium in den ersten Sekunden des erosiven
Séurekontaktes aus pellikelbedecktem Schmelz gelost wird. Ferner wurde eine fortlaufende
Erosionsuntersuchung zur Erfassung der Kinetik initialer erosiver Effekte in Anwesenheit
einer Pellikel in der Literatur noch nicht beschrieben.

Ziel dieser Studie war es daher, den anti-erosiven Effekt der In-situ-Pellikel mit einer
Bildungszeit von 3, 30 und 120 min innerhalb der ersten Sekunden bis Minuten des
Séurekontaktes zu bestimmen. Auerdem wurde der Einfluss des oralen Expositionsortes auf
die anti-erosiven Eigenschaften der Pellikel evaluiert. Mit einem hochsensitiven Verfahren
(Arsenazo-I11-Methode) wurde die Kalzium-Freisetzung aus pellikelbedeckten bovinen

Schmelzproben bei Inkubation mit Salzsdure unterschiedlicher Konzentration in vitro
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bestimmt. Die pH-Werte von 2,0, 2,3 und 2,6 wurden dabei konstant gehalten, um einen

standardisierten Vergleich der unterschiedlichen Saurekonzentrationen zu gewahrleisten.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsplanung

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die erosiven Effekte von Salzsdure verschiedener
pH-Werte auf bovine Schmelzproben unter Berlcksichtigung der protektiven Eigenschaften
der In-situ-Pellikel zu untersuchen. Hierzu wurden standardisierte bovine Schmelzproben in
Kunststoffschienen montiert, die von 6 Probanden fur unterschiedliche Zeit im Munde
getragen wurden. Die Schmelzproben befanden sich sowohl bukkal als auch palatinal. So
konnte beruicksichtigt werden, dass sich die Pellikeldicke an unterschiedlichen Bildungsorten
innerhalb der Mundhohle voneinander unterscheidet. Daraus resultieren mdglicherweise
unterschiedliche protektive Eigenschaften gegentiber Sdureangriffen. Die Schienen wurden
von den Probanden fir 3, 30 wund 120 min getragen, um unterschiedliche
Pellikelbildungszeiten zu simulieren. Nach Entfernung der Proben aus dem Mund wurden die
pellikelbehafteten Proben in vitro mit der Séure inkubiert. Als Konzentration der Salzséure
wurden pH-Werte von 2,0; 2,3 und 2,6 gewéhlt. Die Quantifizierung der Erosion erfolgte tiber
die photometrische Bestimmung der Kalzium-Freisetzung. Die Konzentration des in Ldsung
gegangenen Kalziums wurde Uber eine Farbreaktion mit Arsenazo Il colorimetrisch

bestimmt.

Durch die Wahl ausreichend groRer Inkubationsvolumina sollte gewéhrleistet werden, dass
ein S&ureiiberschuss, d.h. ein konstanter pH-Wert tber den gesamten Messzeitraum vorliegt.
Dazu war fur die Sauren ein Inkubationsvolumen von 1000 pl erforderlich. Zur Kalzium-
Bestimmung wurden nacht =155, 30 s, 45 s, 60 s und 2, 3, 4, 5 min jeweils Testvolumina
entnommen und in Mikrotiterplatten Gberfuhrt; die Kalzium-Freisetzung wurde photometrisch

bestimmt.

Zusétzlich wurden Schmelzproben der photometrischen Kalzium-Bestimmung zugefihrt, die
nicht von den Probanden im Munde getragen wurden. Diese pellikelfreien Proben dienten als
Vergleichsgruppe und wurden ebenfalls mit S&uren der pH-Werte 2,0; 2,3 und 2,6 inkubiert.
Das Grundprinzip des Versuchsaufbaus ist in Abb. 1 dargestellt.
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Bovine Schmelzproben

(n=438)

6 Probanden fiir die In-situ-Bildung der Schmelzpellikel

(n=378)

Pellikelbildungszeit Pellikelbildungszeit Pellikelbildungszeit
t =3 Minuten t =30 Minuten t =120 Minuten
Bildungsort Bildungsort Bildungsort
bukkal - palatinal bukkal - palatinal bukkal - palatinal

Inkubation der Proben aller Untergruppen in Sduren mit den pH-Werten

2,0/2,3/2,6

Pellikelfreie Referenzproben (n=60) fiir die Bestimmung des Kalzium-Abtrages bei
pH 2,0 (n=20)
pH 2,3 (n=20)

pH 2,6 (n=20)

Abb. 1: Grundprinzip des Versuchsaufbaus
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3.2 Gerate und Instrumente

Alle fir die Durchfiihrung der Untersuchungen notwendigen Geréte und Instrumente sind im
Datenanhang aufgelistet (s. Kap. 8.1).

3.3 Sonstiges Verbrauchsmaterial

Eine Ubersichtsliste tiber das sonstige Verbrauchsmaterial befindet sich im Datenanhang (s.
Kap. 8.2).

3.4  Chemikalien und Reagenzien

Eine Ubersichtsliste tber die Chemikalien und Reagenzien ist ebenfalls im Datenanhang

eingeflgt. (s. Kap. 8.3).

3.5 Schmelz-Proben

Die bovinen Inzisivi stammten von zweijédhrigen Rindern aus einem Schlachthof in
Paderborn, die negativ auf BSE getestet wurden. Bis zur weitergehenden Verwendung
lagerten sie in einer Thymol-Losung (1%). Mit einem in einer Standbohrmaschine
eingespannten Trepanbohrer wurden aus der Fazialflache zylindrische Schmelzproben (5 mm
Durchmesser) gewonnen. Die Proben wurden unter Wasserkiihlung herausgebohrt, um
hitzebedingte Veranderungen der Schmelzstruktur zu verhindern. AnschlieBend erfolgte das
Ausdinnen der Proben auf der Ruckseite, indem die Dicke der Dentinschicht mit einem
rotierenden Diamanten reduziert wurde.

An den Schmelzproben anhaftende Bohrriickstdnde wurden mit Leitungswasser abgespiilt.
Nach dem Herausbohren wurden die einzelnen Proben 10 min in einem Ultraschallbad mit

Natriumhypochlorit mit einer Konzentration von 3 % gereinigt.
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Die Proben wurden unter Aussparung der stirnseitigen Schmelzflache (Aufkleben auf
Tesafilm) mit einem Atzgel fiir 30 s beschickt. Nach Entfernung des Atzgels mit Wasserpray
wurde der ,,Primer” (Optibond Flasche 1) aufgebracht und nach 30 s mit Olfreier Luft
verpustet. AbschlieBend wurde das ,.Bonding™ (Optibond Flasche 2) appliziert und fir
mindestens 30 s lichtpolymerisiert.

Weil sich in Vorversuchen herausgestellt hatte, dass eine einmalige Versiegelung keinen
ausreichenden Schutz gegen erosive Effekte von Sduren bot, wurde die Applikation des
,,Bondings* mit anschlielender Licht-Polymerisation insgesamt dreimal durchgefihrt.

Von den nicht versiegelten Schmelzflachen wurden in einem standardisierten Schleifvorgang
mit Hilfe einer Schleifmaschine ca. 200 um abgetragen. Das Beschleifen erfolgte unter
Wasserkiihlung zuerst mit Schleifpapier der Kornung 1200 und anschlieBend mit
Schleifpapier der Kdérnung 4000. Das Ausmall des Substanzabtrages wurde mit einem
mechanischen  Mikrometermessgerat  kontrolliert (Digimatic Micrometer, Mitutoyo
Corporation, Bejing, China).

Die Schmelzproben wurden nach dem Schleifvorgang mit einem Auflichtmikroskop auf
Veréanderungen in der Oberflachenstruktur untersucht. Proben, die nach dem Schleifvorgang
noch strukturelle Abweichungen oder Entkalkungen zeigten, wurden verworfen.

Im Rahmen der Vorversuche durchgefiihrte Untersuchungen ergaben, dass auf der
Schmelzoberflache der noch nicht mit Sdure behandelten Schmelzproben Kalziumriickstande
anhafteten.

Es war nicht mdglich, diese Rickstdnde durch Spiilen in aqua-bidest oder durch vorsichtige
mechanische Behandlungen zu entfernen. Daher wurden die Proben vor der Verwendung mit
NaOCl 3% im Ultraschall-Bad gereinigt, anschlieBend mit Ethanol 70 % fir 5 min
desinfiziert und hiernach abgedampft. Bevor die Schmelzproben verwendet wurden, wurden
sie fur 24 Stunden in aqua-bidest gelagert, um eine Hydratisierung der Schmelzoberflache zu

gewahrleisten.

3.6 Sauren

Es wurde das Erosionspotenzial von Salzsdure bei pH 2,0 (10 mmol/l); 2,3 (5 mmol/l) und 2,6
(2,5 mmol/l) untersucht. Die pH-Werte der Sduren wurden mit Hilfe eines pH-Meters durch

Zugabe von aqua-bidest eingestellt.
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Salzsaure (HCL) ist eine anorganische S&ure mit einem pKs-Wert von -7 und liegt in
waéssriger Losung vollstandig dissoziiert vor. Ein Sdureverbrauch fihrt zu einer direkten
Erh6hung des pH-Wertes, weil keine weiteren Sauremolekiile dissoziieren kdnnen.

Um Uber den gesamten Messzeitraum von 5 min einen Sauretiberschuss und damit einen

konstanten pH-Wert zu gewaéhrleisten, betrug das Inkubationsvolumen 1000 pl.

3.7 Grundprinzip des photometrischen Kalzium-Nachweises

Die Freisetzung von Kalzium wurde in einem photometrischen Verfahren mit einem
Mikrotiterplattenphotometer bestimmt. Fur die Kalzium-Bestimmung wurde die Methode von
Smith und Bauer (1979) nach Modifikation von Attin et al. (2005a) verwendet. Diese
Methode ist mit wenigen Ausnahmen fir eine direkte Bestimmung der Kalziumfreisetzung in
verschiedenen Sauren unterschiedlicher Konzentrationen anwendbar (Attin et al. 2005a,
Hannig C et al. 2005a). In einer Studie von Hannig C et al. (2008a) konnte gezeigt werden,
dass Salzsdaure mit den ausgewéhlten pH-Werten von 2,0; 2,3 und 2,6 mit der
colorimetrischen Methode eine hohe Sensibilitat und Prazision gewahrleistet.

Fur einen Kalzium-Nachweis sind nur wenige Mikroliter der sauren Losung nétig und bereits
nach 5 s lassen sich sicher erodierte Kalzium-lonen detektieren (Attin et al. 2005a, Hannig C
et al. 2005a, Hannig et al. 2008a).

Es wurden Mikrotiterplatten mit 96 ,,wells“ (Flachboden, 300 pl Fassungsvermdégen) benutzt.
Zum Kalzium-Nachweis diente eine Arsenazo-111-Lésung als Indikator. Die Summenformel
ist CpoH1sAS,N4014S,. Nachfolgend ist die Strukturformel von Arsenazo Il (2,7-Bis(2-

arsonophenylazo)-1,8-dihydroxynaphtalin-3,6-disulfonséure) dargestellt.
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Dieser Indikator bildet durch die Bindung an Kalzium Farbkomplexe aus, die photometrisch
messbar sind. Mit zunehmender Kalzium-Konzentration nimmt die Konzentration der
gebildeten Farbkomplexe zu. Durch photometrische Messungen der Absorption bei A = 650
nm lasst sich die Konzentration der Farbkomplexe zum Kalzium-Nachweis ermitteln. Die
Absorption korreliert mit der Kalziumkonzentration.

Fur den Kalzium-Nachweis wurden dem Testvolumen jeweils 100 pl Kalzium-Indikator
zugesetzt.

Die photometrischen Kalzium-Messungen wurden nach Zugabe des Kalzium-Indikators
innerhalb einer halben Stunde durchgefiihrt. Die Signalstabilitat des Kalzium-Indikators wird
laut Herstellerangaben mit einer Stunde angegeben. Alle Messungen wurden bei einer
Raumtemperatur von 22 °C durchgefthrt.

3.8  Eingesetzte Inkubationsvolumina und Testvolumina

Um einen konstanten pH-Wert im Messzeitraum von 5 min zu gewéhrleisten, wurde in
Vorversuchen ermittelt, welches Inkubationsvolumen nétig ist, damit kein Saureverbrauch
stattfindet. Hierflrr war furr die Sduren ein Inkubationsvolumen von 1000 pl erforderlich.

Die Schmelzproben wurden zusammen mit der jeweiligen Saure in Eppendorfgefalien (2 ml
Fassungsvermdgen) inkubiert. Wéhrend der Messung wurde die Flussigkeit in den
Inkubationsgefallen zwischen den Entnahmezeiten 15 s, 30 s, 45 s und 60 s mit der
Pipettenspitze bewegt, um eine gute Durchmischung sicherzustellen. Die Pipettenspitze wurde
in das Eppendorfgefal eingebracht und der Pipettenstempel langsam und gleichmé&Rig im
Sekundenrhythmus auf und ab bewegt. Hierfur wurde eine Pipette mit einem Hub-Volumen
von 100 ul verwendet. Zwischen den Entnahmezeiten 2, 3, 4 und 5 min wurden die
Inkubationsgefalie manuell geschwenkt.

Um fur die photometrischen Messungen optimale Konzentrationen an Kalzium zu erhalten,
wurde ein spezifisches Testvolumen von 10 pl verwendet. Um eine zeitgerechte Entnahme
der spezifischen Testvolumina zu jedem Zeitpunkt der Messung zu gewéhrleisten, wurde zu
jedem Messzeitpunkt ein Gesamt-Testvolumen von 100 pl entnommen. Von diesem Gesamt-
Testvolumen wurde anschlieBend das entsprechende spezifische Testvolumen fir die

Kalzium-Messung gewonnen. Bei mdglichen Fehlmessungen durch das Photometer konnten
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von dem Gesamt-Testvolumen von 100 pl weitere spezifische Testvolumina entnommen
werden.

Um einem Sdureverbrauch durch die Reduktion des Inkubationsvolumens vorzubeugen,
wurden die entnommenen 100 pl Gesamt-Testvolumen sofort nach der Entnahme durch 100

pl frische Séure des jeweiligen pH-Wertes ersetzt.

3.9 Bestimmung der erodierten Kalzium-Konzentration

Die photometrisch ermittelte Extinktion bei der Kalzium-Messung konnte im Abgleich mit
einer Kalzium-Eichkurve in die vorliegende Kalzium-Menge umgerechnet werden.

Die Kalzium-Eichkurve wurde mit Hilfe einer industriell hergestellten Stammlésung (Fluitest,
Ca-A-Ill, Analyticon, Lichtenfels, Germany) erstellt. Fir die Eichkurven wurde ausgehend
von dieser Stammldsung zundchst eine Verdinnungsreihe mit 6 Verdlinnungsschritten zu je
10 pl erstellt. Der erste Schritt entsprach der unverdinnten Stammlésung, in jedem weiteren
Verdinnungsschritt wurde die Halfte der vorherigen Konzentration eingesetzt. Die
Verdinnungen wurden mit aqua-bidest durchgefihrt. Zusatzlich wurde ein Nullwert in die
Eichkurven mit aufgenommen. Dieser Nullwert entsprach reinem aqua-bidest. Der
Verdunnungsreihe der Kalzium-Stammlésung und dem Nullwert wurde die jeweilige Menge

Sdure zugesetzt, die auch als Testvolumen eingesetzt wurde (10 pl).

3.10 Berechnung des kumulativen erosiven Kalzium-Abtrages

Durch Abgleich mit den Eichkurven konnten die photometrisch erfassten Extinktionen der
Kalzium-Messung in die freigesetzten Mengen an Kalzium umgerechnet werden. Diese
Berechnungen erfolgten mit Microsoft Excel. Da die Berechnung der erosiven Kalzium-
Freisetzung z.T. sehr komplex war, gibt die folgende Aufstellung zunéchst eine vereinfachte
Ubersicht tber das Grundprinzip. Nachfolgend werden die Rechenschritte ausfiihrlich

erlautert.
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Berechnung des Abtrages von Salzsdure mit dem pH-Wert von 2,0; 2,3 und 2,6:
1) Abgleich der Messdaten mit den Eichkurven (mmol Abtrag/Il)

2) Bertcksichtigung der Verdinnung vom Inkubationsvolumen durch Wiederauffillen
mit frischer Sdure nach Entnahme des Testvolumens; Berechnung der pro

Entnahmezeit neu hinzugekommenen Absolut-Abtrdge in mmol/l.

3) Berechnung des Absolutabtrages unter Beriicksichtigung der Entnahmezeit (innerhalb
der ersten Minute in Abstanden von 15 s, danach Entnahme der Testvolumina in
Abstanden von 60 s).

4) Berechnung der Gesamt-Abtrage von Kalzium unter Beriucksichtigung der pro
Entnahmezeit neu hinzugekommenen Absolut-Abtrdge in mmol/l und Umrechnung

der Gesamt-Abtrage von mmol/l in nmol/l.

5) Berechnung des Kalzium-Abtrages pro mm?2 Schmelzoberflache.

Rechenschritt 1:

Die durch das Photometer gewonnenen Daten lagen in der Einheit mmol Ca/l vor.

Rechenschritt 2:

Da nach jeder Entnahme eines Gesamt-Testvolumens von 100 pl das Wiederauffiillen des
Inkubationsvolumens mit gleicher Volumenmenge an frischer Séure beriicksichtigt werden
musste, wurde zunéchst der pro Zeiteinheit neu hinzugekommene absolute Abtrag berechnet.
Dazu wurde der im Inkubationsvolumen der vorigen Entnahmezeit enthaltene Abtrag vom
jeweiligen Zeitabtrag subtrahiert. Dem Inkubationsvolumen wurden von 1000 pl zu jedem
Entnahmezeitpunkt 100 pl Gesamt-Testvolumen entnommen. Daher wurde auch nur der
Abtrag des zum né&chsten Entnahmezeitpunkt verbleibenden enemaligen Inkubationsvolumens
(900 pl) subtrahiert.

Da 900 pl der 0,9fache Teil von 1000 pl ist, wurde der zu subtrahierende Abtrag des jeweils

vorherigen Entnahmezeitpunkts mit 0,9 multipliziert. Es gilt daher x=0,9.

Abtrag (15 s) = Abtrag absolut (15 s) (keine Rechnung)
Abtrag (30 s) - Abtrag (15 s) * x = Abtrag absolut (30 S)
Abtrag (45 s) - Abtrag (30 s) * x = Abtrag absolut (45 s)

30



Abtrag (60 s) - Abtrag (45 s) * x = Abtrag absolut (60 S)
Abtrag (120 s) - Abtrag (60 s) » x = Abtrag absolut (120 S)
Abtrag (180 s) - Abtrag (120 s) * x = Abtrag absolut (180 s)
Abtrag (240 s) - Abtrag (180 s) « x = Abtrag absolut (240 s)
Abtrag (300 s) - Abtrag (240 s) « x = Abtrag absolut (300 s)

Rechenschritt 3:

Um herauszufinden, welcher Kalzium-Abtrag pro Sekunde vorlag, wurde der Absolut-Abtrag
durch die Zeit dividiert.

Far die Entnahmezeit bis 60 s galt:

Abtrag absolut (15 s bis 60 s) + 15 = der pro Sekunde neu hinzukommende Kalzium-Abtrag
in mmol/I

Fur die Entnahmezeit 120 bis 300 s galt:

Abtrag absolut (120 s bis 300 s) + 60 = der pro Sekunde neu hinzukommende Kalzium-
Abtrag in mmol/Il

Rechenschritt 4:
Die fur die einzelnen zu jedem Entnahmezeitpunkt neu hinzukommenden absoluten Abtrége

(Rechenschritt 2) wurden dann in die Gesamt-Abtrdge umgerechnet.

Abtrag absolut (15 s) = Abtrag gesamt (15 s) (keine Rechnung)

Abtrag absolut (30 s) + Abtrag gesamt (15 s) = Abtrag gesamt (30 s)
Abtrag absolut (45 s) + Abtrag gesamt (30 s) = Abtrag gesamt (45 s)
Abtrag absolut (60 s) + Abtrag gesamt (45 s) = Abtrag gesamt (60 s)
Abtrag absolut (120 s) + Abtrag gesamt (60 s) = Abtrag gesamt (120 s)
Abtrag absolut (180 s) + Abtrag gesamt (120 s) = Abtrag gesamt (180 s)
Abtrag absolut (240 s) + Abtrag gesamt (180 s) = Abtrag gesamt (240 s)
Abtrag absolut (300 s) + Abtrag gesamt (240 s) = Abtrag gesamt (300 s)

Rechenschritt 5:

Um die Gesamt-Abtrdge auf die Schmelzprobenoberflaiche von einem mm?2
(Probendurchmesser 5 mm = 20 mm? Flache) zu beziehen, wurden sie durch 20 dividiert.
Abtrag gesamt (zur Entnahmezeit x) nmol gesamt/20mm?2 + 20 = Abtrag gesamt (zur

Entnahmezeit x) nmol/mm2
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3.11 Berechnung des Kalzium-Abtrages pro Minute

Erganzend zu der Berechnung der kumulativen Kalzium-Freisetzung wurde die Kalzium-
Freisetzung pro Minute flr jeden Messzeitraum bestimmt. Dabei wurde die Kalzium-
Freisetzung pro Minute als Einzelsteigung der Geraden zu den verschiedenen Zeitintervallen

errechnet.

Die Steigung wurde nach der folgenden mathematischen Formel bestimmt:

Ay ya=w
m= =
Ax Xy — Xo

3.12 Probanden

Als Probanden wurden sechs Personen ausgewahlt, davon finf Ménner und eine Frau. Alle
Probanden waren in einem Alter von 23 bis 28 Jahren und allgemein-anamnestisch gesund.
Vor der Teilnahme an den Versuchen wurden die Probanden einer genauen
zahnmedizinischen Untersuchung unterzogen, die bei allen Probanden keine Hinweise auf
Gingivitis oder Karies ergab. Kein Proband litt an Erkrankungen der Speicheldriisen. Die
Probanden wurden Uber die Versuchsdurchfiihrung aufgeklart und nahmen freiwillig an der
Studie teil. Das Studiendesign wurde von der Ethikkommission der Universitat Gottingen
uberprift und genehmigt (Antrag 16/6/05).

Zur Vorbereitung der Schienen wurde von jedem Probanden ein Abdruck des Oberkiefers mit
einem konfektionierten Abdruckléffel und Alginat als Abdruckmaterial genommen. Diese
Abdricke wurden mit handelstiblichen Alginat-Desinfektionslosungen gereinigt und mit

herkdmmlichem zahnmedizinischen Gips ausgegossen.
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3.13 Herstellung der Probentréager

Als Trager fur die Schmelzkorper dienten individuell angefertigte Kunststoffschienen. Diese
Schienen bestanden aus 1,5 mm dicken Methacrylat-Folien, die im Tiefziehverfahren an die
Oberkiefer-Dentition des Probanden angepasst wurden.

Fur die Aufnahme der Priifkorper wurden im Bereich der ersten Molaren sowie der beiden
Pramolaren Befestigungskavitdten aus lichtpolymerisierbarem Kunststoff angebracht (Tetric
ceram, Ivoclar Vivadent, Liechtenstein). Drei Befestigungskavitdten befanden sich vestibular,
drei palatinal.

Die Schmelzproben wurden in den Befestigungskavitaten mit einem Abdruckmaterial auf der
Basis von Polyvinyl-Siloxan (President light body, Coltene, Schweiz) fixiert, so dass nur die

unversiegelten Oberflachen der Proben der Mundhdhle ausgesetzt waren.

3.14 Bildung der In-situ-Pellikel

Die Probanden wurden angewiesen, sich an den Versuchstagen die Zahne mit Zahnbrste,
jedoch ohne Zahnpasta zu reinigen. Hiernach folgte eine Getranke- und Nahrungsmittelkarenz
von einer Stunde. Wéhrend des Tragens der Schienen durften die Probanden keine Nahrung
zu sich nehmen oder sdurehaltige Getranke konsumieren.

Die mit den Schmelzproben beschickten Schienen wurden eingesetzt und Uber die Zeitperiode
der jeweiligen Pellikelbildungszeit (3, 30 und 120 min) getragen. Nach der Bildung der In-
situ-Pellikel wurden die Schienen aus der Mundhohle entnommen, die Schmelzkorper
vorsichtig mit Hilfe anatomischer Pinzetten aus den Befestigungskavitaten entfernt und
verbliebender Speichel mit destilliertem Wasser abgesplt.

Hiernach wurden die Schmelzkorper in Kunststoffgefaen (5 ml, PS-Rohrchen, Greiner Bio-
One, Solingen, Deutschland) zwischengelagert und innerhalb von 30 min der Sdureinkubation
zugefuhrt.
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3.15 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS 15.0. Die Signifikanz gefundener Unterschiede
wurde mit ANOVA, gefolgt von der Scheffé-Prozedur, evaluiert (p < 0,05).
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4  Ergebnisse

4.1  Kinetik der Kalzium-Freisetzung aus Schmelz unter dem Einfluss von

Salzsaure unterschiedlicher Konzentration ohne In-situ-Pellikel

Die Kinetik der mittleren Kalzium-Freisetzung aus Schmelz unter dem Einfluss von Salzsdure
mit den drei pH-Werten von 2,0, 2,3 und 2,6 tber den Zeitraum von 5 min ist in Abbildung 1
dargestellt. Eine Pellikelbildung fand auf diesen Schmelzproben nicht statt.
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Abb. 1: Mittlere Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus Schmelz bei 5 min Einwirkzeit

von Salzsdure mit konstanten pH-Werten von 2,0, 2,3 und 2,6. Probenanzahl n
= 54. SD = Standardabweichung.

Salzsdure mit einem pH-Wert von 2,0 fiihrte zu einer stérkeren Kalzium-Freisetzung aus den
Schmelzproben als bei pH 2,3. Im Bereich von pH 2,3 wurde wiederum mehr Kalzium
erodiert als bei pH 2,6. Es zeigte sich, dass die Kalzium-Freisetzung unter dem Einfluss von
Salzséure bei den pH-Werten 2,0/2,3/2,6 in zeitlicher Abh&ngigkeit nicht linear erfolgte.
Allerdings erfolgte die Kalzium-Freisetzung in direkter Korrelation zum pH-Wert und

deutlich zeitabhéngig.
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Aus der Abbildung 1 ist ersichtlich, dass die Steigung der einzelnen Geraden (ber den
Messzeitraum von 5 min zunimmt. Die Steigung der Geraden wird in Kapitel 4.6 naher
erlautert.

Fur Salzsédure wurde gepruft, ob eine Abhangigkeit zwischen der kumulativen Kalzium-
Freisetzung und der Protonenkonzentration der untersuchten pH-Werte bestand. Da der pH-
Wert der negative dekadische Logarithmus der Protonenkonzentration ist, konnte der pH-
Wert nach der Gleichung

pH = —logyo(ay)

in die entsprechende Protonenkonzentration umgerechnet werden.
Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, welche Protonenkonzentrationen bei den einzelnen pH-Werten

vorlagen.

pH-Werte und die entsprechende
Protonenkonzentration [mol/l]
pH 2,0 0,01
pH 2,3 0,005
pH 2,6 0,0025

Tab. 1: Protonenkonzentration [mol/I] der drei untersuchten pH-Werte 2,0/2,3/2,6.

In Vorversuchen wurde sichergestellt, dass sich durch die Wahl eines ausreichenden
Inkubationsvolumens kein S&ureverbrauch innerhalb eines Messzeitraumes von 5 min
einstellte und somit die pH-Werte bzw. die Protonenkonzentrationen konstant blieben.

Die untersuchten pH-Bereiche wurden so gewéhlt, dass bei pH 2,0 eine viermal stdrkere
Protonenkonzentration in wassriger Losung vorlag als bei pH 2,6 und bei pH 2,3 eine
zweimal starkere als bei pH 2,6. Durch diese Uberlegungen kann festgestellt werden, ob auch
ein entsprechendes Vielfaches an Kalzium bei den verschiedenen pH-Werten aus den
Schmelzproben herausgel6st wird. Hierzu wurde das relative Ausmal} der Gesamt-Kalzium-
Freisetzung nach einem Messzeitraum von 15, 60, 120 und 300 s bei den verschiedenen pH-
Werten ermittelt. Der Wert fur die Gesamt-Kalzium-Freisetzung bei pH 2,6 wurde als
Referenzwert = 1 angesetzt (Tab. 2).
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Relatives Ausmal} der Kalzium-Freisetzung
(pH 2,6 = Referenzwert 1)

pH 2,0 pH 2,3 pH 2,6
15 [s] 3,0 1,90 1
60 [s] 3,23 1,84 1
120 [s] 3,64 1,82 1
300 [s] 4,53 2,05 1
Tab. 2: Relative Kalzium-Freisetzung von Salzsaure mit dem pH-Wert 2,0 und 2,3

bezogen auf die s&durespezifische Kalzium-Freisetzung bei pH 2,6
(Referenzwert 1) bei Saureinkubation von 15, 60, 120 und 300 s mit
konstantem pH-Wert.

Es war entsprechend des Verhéltnisses der Protonenkonzentration der untersuchten pH-Werte
zu erwarten gewesen, dass bei pH 2,0 viermal so viel Kalzium pro nmol/mm?2 aus den
Schmelzproben herausgel6st wird wie bei pH 2,6 und bei pH 2,3 zweimal mehr als bei pH
2,6. Wie aus Tabelle 2 zu entnehmen ist, spiegelte bei pH 2,3 die Kalzium-Freisetzung bei
allen S&ureeinwirkzeiten das Verhaltnis der Protonenkonzentration nahezu gleichmé&Rig
wider. Bei pH 2,0 wurde nach 5 min nicht eine 4,0mal hohere Kalzium-Freisetzung
festgestellt, sondern eine 4,5fache. Bei einer Saureeinwirkzeit von 15 s flhrte Salzséure mit
pH 2,0 nur zu einer dreimal starkeren Kalzium-Freisetzung aus den Schmelzproben.

Auch bei den pellikelbedeckten Schmelzproben fanden sich keine Abweichungen in dem

Verhaltnis der Kalzium-Freisetzung von der Protonenkonzentration.

4.2 Ergebnisse der Pilot-Versuche: Kalzium-Freisetzung aus der Pellikel, aus
dem  Silikon-Befestigungsmaterial und  aus  voll-versiegelten

Schmelzproben

Um den Kalzium-Gehalt der Pellikel zu evaluieren, wurden in Pilot-Versuchen in situ
exponierte Titan-Prifkdrper nach der Entnahme aus dem Mund in Salzsdure inkubiert und die
Kalzium-Freisetzung aus der Pellikel quantifiziert. Die potenziell freigesetzten Kalzium-

Mengen blieben unterhalb der Nachweisgrenze des hochsensiblen Arsenazo-111-Assays. Somit
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kann davon ausgegangen werden, dass die Pellikel als solche keine nennenswerten Kalzium-
Mengen enthélt. Ebenso wurde das Silikonmaterial Uberprift, das zur Befestigung der
Schmelzproben an der Schiene verwendet wurde. Auch hier lieR sich kein Kalzium
nachweisen.

In Vorversuchen wurde weiterhin die Kalzium-Freisetzung aus dreimal zirkuldr mit Optibond
versiegelten Schmelzproben gemessen. Auch hier lag die potentielle Kalzium-Freisetzung
unterhalb der Nachweisgrenze. Die dreifache Versiegelung der Schmelzproben unter
Aussparung der stirnseitigen Schmelzflache fur die Versuchs-Proben gewahrleistete also, dass
nur aus der Schmelzoberflache wéhrend des erosiven Saureangriffs Kalzium herausgelst

werden konnte.

4.3 Kinetik der Kalzium-Freisetzung aus Schmelz unter dem Einfluss von

Salzsaure unterschiedlicher Konzentration mit In-situ-Pellikel

Fur den Vergleich der kumulativen Kalzium-Freisetzung aus Schmelz unter dem Einfluss von
Salzsdure mit den pH-Werten 2,0; 2,3 und 2,6 mit In-situ-Pellikel wurden exemplarisch die
Messwerte flr die 3-min-Pellikel Uber den Messzeitraum von 5 min in Abbildung 2
dargestellt. Es fand eine Mittelwertbildung aus bukkalen und palatinalen Schmelzproben statt.
Die Kinetiken fur die Pellikelbildungszeiten von 30 und 120 min wichen nur minimal von der
Kinetik der 3-min-Pellikel ab. Die Kinetiken der Kalzium-Freisetzung fir die
Pellikelbildungszeiten von 30 und 120 min sind im Datenanhang dargestellt (s. Kap. 8.4, Abb.
21-22).
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Abb. 2: Mittlere Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen und palatinalen
Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem pH-Wert von
2,0, 2,3 und 2,6 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min. Probandenzahl 6,

Probenanzahl n = 36. SD = Standardabweichung.

Salzsdure mit einem pH-Wert von 2,0 fiihrte auch bei den pellikelbedeckten Schmelzproben
zu einer starkeren Kalzium-Freisetzung als bei pH 2,3. Im Bereich von pH 2,3 wurde mehr
Kalzium erodiert als bei pH 2,6. Auch hier war die kumulative Kalzium-Freisetzung, wie bei
den pellikelfreien Schmelzproben, abhdngig vom jeweiligen pH-Wert und von der
Einwirkzeit der Saure. Im Unterschied zu den pellikelfreien Schmelzproben (Abb. 1) ist in der
Abbildung 2 jedoch eine Abnahme der Steigung der Geraden nach einer Saureeinwirkzeit von
4 min zu erkennen, insbesondere bei pH 2,0. Zum Messzeitpunkt t = 5 min betrug die
Differenz in der Kalzium-Freisetzung zwischen pellikelfreien Proben und den Proben mit
einer 3-min-Pellikel bei pH 2,0 im Mittel 7 nmol/mmz2. Fiir einen genauen Vergleich der
Kalzium-Freisetzung unter dem Einfluss ohne Pellikel, bzw. mit Pellikel wird auf das Kapitel
4.5 verwiesen.

Das Verhéltnis der Kalzium-Freisetzung zur Protonenkonzentration entsprach dem Verhéltnis

bei den pellikelfreien Kontrollproben.
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4.4  Einfluss des oralen Expositionsortes auf die protektiven Eigenschaften der

In-situ-Pellikel

Im Rahmen der Untersuchungen wurden die Kinetiken der Kalzium-Freisetzung aus Schmelz
unter dem Einfluss von Salzsdure unterschiedlicher Konzentration unter Beriicksichtigung der
Lokalisation der oral exponierten Schmelzproben verglichen. Dabei sollte festgestellt werden,
ob sich die protektiven Eigenschaften der bukkalen In-situ-Pellikel von denen der palatinalen
In-situ-Pellikel unterscheiden.

Die Kalzium-Freisetzung aus bukkal bzw. palatinal getragenen Schmelzproben unterschied
sich in dieser Studie nicht oder nur geringflgig.

Die Kinetik der mittleren Kalzium-Freisetzung aus Schmelz unter dem Einfluss von Salzsdure
mit dem pH-Wert von 2,0 Uber den Zeitraum von 5 min ist exemplarisch in Abbildung 3
dargestellt. Die Pellikelbildungszeit betrug 3 min, die Schmelzproben waren bukkal bzw.

palatinal lokalisiert.
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Abb. 3: Mittlere Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen und palatinalen
Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem pH-Wert von
2,0 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min. Probandenzahl 6, Probenanzahl n =
36. SD = Standardabweichung.

Die Kinetik der Kalzium-Freisetzung aus Schmelz unter dem Einfluss von Salzsaure mit pH

2,0 zeigte bei einer Pellikelbildungszeit von 3 min keine Abhéngigkeit von der Lokalisation
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der Schmelzproben. Sowohl die Kinetiken als auch die Summe der kumulativen Kalzium-
Freisetzungen glichen einander. Aus den bukkalen Schmelzproben wurde praktisch genauso
viel Kalzium durch erosive Effekte herausgelost wie aus den palatinalen Proben. Dieses
Ergebnis liegt bei allen untersuchten pH-Werten und einer Pellikelbildungszeit von 3 min vor.
Auch bei einem pH-Wert von 2,0 und einer Pellikelbildungszeit von 30 und 120 min war kein
Unterschied der Werte von bukkalen und palatinalen Proben zu erkennen. Die Kinetiken fur
die pH-Werte 2,3 und 2,6 mit 3-min-Pellikel, sowie fur den pH-Wert 2,0 mit 30- und 120-
min-Pellikel sind im Datenanhang dargestellt (s. Kap. 8.4, Abb. 23-26).

Die Kinetik der mittleren Kalzium-Freisetzung aus Schmelz unter dem Einfluss von Salzsdure
mit dem pH-Wert von 2,3 tber den Zeitraum von 5 min ist exemplarisch in Abbildung 4
dargestellt. Die Pellikelbildungszeit betrug 120 min. In der Graphik sind die Werte der bukkal

bzw. palatinal lokalisierten Schmelzproben aufgetragen.
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Abb. 4: Mittlere Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen und palatinalen
Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem pH-Wert von
2,3 und einer Pellikelbildungszeit von 120 min. Probandenzahl 6, Probenanzahl n
= 36. SD = Standardabweichung.

Bei einem pH-Wert von Salzsdure von 2,3 und einer Pellikelbildungszeit von 120 min war ein
tendenzieller Unterschied der kumulativen Kalzium-Freisetzung im Vergleich der bukkalen
und palatinalen Schmelzproben zu erkennen.

Die Kinetiken der Kalzium-Freisetzung aus bukkalen und palatinalen Schmelzproben sind
ahnlich. Allerdings loste Salzsdure aus den bukkalen Schmelzproben (ber den gesamten
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Messzeitraum von 5 min etwas weniger Kalzium heraus als aus den palatinalen Proben. Dabei
wurden die Unterschiede in der Kalzium-Freisetzung mit zunehmender Messzeit immer
groller. Zum Messzeitpunkt t = 5 min wurde aus den bukkalen Schmelzproben im
Durchschnitt 9,2 nmol/mm?2 weniger Kalzium herausgeldst als aus den palatinal lokalisierten
Proben.

Tendenzielle Unterschiede in dem Erosionsverhalten von bukkal oder palatinal lokalisierten
Schmelzproben fanden sich auch bei pH 2,3 und einer Pellikelbildungszeit von 30 min und
bei einem pH-Wert von 2,6 und einer Pellikelbildungszeit von 30 und 120 min. Stets wurde
aus den bukkal lokalisierten Schmelzproben tendenziell weniger Kalzium erodiert als aus den

Proben, die palatinal im Munde der Probanden lokalisiert waren (s. Kap. 8.4, Abb. 27-29).

4.5 Vergleich der Kalzium-Freisetzung aus  pellikelfreien  und
pellikelbedeckten Schmelzproben unter dem Einfluss von Salzsdure

unterschiedlicher Konzentration

451 Vergleich der Kalzium-Freisetzung aus Schmelz unter dem Einfluss von
Salzsaure zwischen pellikelfreien Schmelzproben und pellikelbedeckten

Schmelzproben bei pH 2,0

Die mittlere kumulative Kalzium-Freisetzung aus pellikelfreien Schmelzproben im Vergleich
zu pellikelbedeckten Schmelzproben Uber einen Inkubationszeitraum von 5 min ist in
Abbildung 5 dargestellt. Die Schmelzproben wurden in Salzsaure mit einem pH-Wert von 2,0
inkubiert. Die Bildungszeit der Pellikel betrug 3, 30 und 120 min. Dargestellt ist der

Mittelwert aus bukkalen und palatinalen Schmelzproben.
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Abb.5:  Mittlere kumulative Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen und
palatinalen Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem
pH-Wert von 2,0 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min (dargestellt als
dunkelgraue Séaule), 30 min (dargestellt als hellgraue Séule) und 120 min
(dargestellt als weille Saule). Die Werte fur die pellikelfreien Schmelzproben sind
durch die schwarze Sdule dargestellt. SD = Standardabweichung.

Zum initialen Messzeitpunkt t = 15 s wurde bei pH 2,0 aus den pellikelfreien Schmelzproben
etwa genau so viel Kalzium herausgelost, wie aus den Schmelzproben nach einer
Pellikelbildungszeit von 3 min (6,0 nmol/mm?2 bei pellikelfreien Proben, 5,9 nmol/mm? bei
der 3-min-Pellikel). Bei einer Pellikelbildungszeit von 30 min wurden im Mittel 5,5
nmol/mmz2, bei einer Pellikelbildungszeit von 120 min 5,2 nmol/mm?2 Kalzium initial
herausgelost.

Innerhalb des Messzeitraumes t = 15 s bis t = 60 s wurde aus den pellikelfreien
Schmelzproben stets mehr Kalzium herausgeldst als aus den pellikelbedeckten Proben. Bei
den pellikelbedeckten Proben wurde aus den Proben mit der 3-min-Pellikel stets mehr
Kalzium erodiert als aus den Proben mit der 30-, bzw. 120-min-Pellikel. Aus den Proben mit
der 120-min-Pellikel wurde innerhalb dieses Zeitraumes stets am wenigsten Kalzium durch
erosive Effekte herausgelost, wobei die Differenz  zwischen den einzelnen
Pellikelbildungszeiten tber den Messzeitraum immer deutlicher wurde. Zum Messzeitpunkt t
= 60 s wurde aus den pellikelfreien Proben 20,1 nmol/mm?; aus den Proben mit der 3-min-
Pellikel 18,3 nmol/mm?; aus den Proben mit der 30-min-Pellikel 17,6 nmol/mm? und aus den

Proben mit der 120-min-Pellikel 16,4 nmol/mm?2 Kalzium erodiert.
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Zum Zeitpunkt t = 120 s war diese RegelméaRigkeit nicht mehr deutlich ausgepragt. Jedoch
wurde aus den pellikelbedeckten Schmelzproben (bis auf den Messzeitpunkt t = 240 s)
tendenziell immer etwas weniger Kalzium erodiert als aus den pellikelfreien. Wichtig ist, dass
die pellikelbedeckten Proben nicht vollstandig vor Saureangriffen geschiitzt wurden. In der
initialen Phase des Messzeitraumes wurde aus den pellikelbedeckten Proben etwas weniger
Kalzium erodiert als aus den pellikelfreien Proben. Allerdings waren die Unterschiede
zwischen pellikelfreien und pellikelbedeckten Proben generell nur sehr gering ausgepragt.

45.2 Vergleich der Kalzium-Freisetzung aus Schmelz unter dem Einfluss von
Salzsdure zwischen pellikelfreien Schmelzproben wund pellikelbedeckten
Schmelzproben bei pH 2,3

Die mittlere kumulative Kalzium-Freisetzung aus pellikelfreien Schmelzproben im Vergleich
zu pellikelbedeckten Schmelzproben Uber einen Inkubationszeitraum von 5 min ist in
Abbildung 6 dargestellt. Die Schmelzproben wurden in Salzsaure mit einem pH-Wert von 2,3
inkubiert. Die Bildungszeit der Pellikel betrug 3, 30 und 120 min. Dargestellt ist der

Mittelwert bukkaler und palatinaler Schmelzproben.
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Abb. 6:  Mittlere kumulative Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen und
palatinalen Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem
pH-Wert von 2,3 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min, 30 min und 120 min.
SD = Standardabweichung.
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Die Kalzium-Freisetzung aus pellikelfreien, bzw. pellikelbedeckten Schmelzproben bei pH
2,3 glich in ihrem Verlauf der Kalzium-Freisetzung bei pH 2,0. Auch bei einem pH-Wert von
2,3 wurde zum initialen Messzeitpunkt t = 15 s aus den pellikelfreien Proben etwas mehr
Kalzium erodiert (3,8 nmol/mm?) als aus den Proben mit der 3-min-Pellikel (3,2 nmol/mm?),
der 30-min-Pellikel (2,9 nmol/mm?) und der 120-min-Pellikel (2,6 nmol/mm?). Die Differenz
zwischen den verschiedenen Pellikelbildungszeiten wurde bis zum Messzeitpunkt t = 120 s
kontinuierlich groRer. Stets wurde aus den pellikelfreien Proben etwas mehr Kalzium
herausgeldst als aus den pellikelbedeckten Proben. Jedoch war dieser Effekt nur sehr schwach
ausgepragt. Eine deutlich reduzierte Kalzium-Freisetzung aus pellikelbedeckten
Schmelzproben war nicht feststellbar.

Im Vergleich der drei Pellikelbildungszeiten untereinander zeigte sich, dass sich bis zum
Messzeitpunkt t = 120 s aus den Proben mit der 3-min-Pellikel stets am meisten Kalzium
Ioste, aus den Proben mit der 120-min-Pellikel am wenigsten.

Ab dem Messzeitpunkt t = 180 s bis t = 300 s wurde aus den pellikelfreien Proben stets mehr
Kalzium erodiert als aus den pellikelbedeckten Proben. Dabei wurde aus den Schmelzproben
mit der 120-min-Pellikel tendenziell immer am wenigsten Kalzium freigesetzt. Die erosiven
Kalzium-Freisetzungen aus den Schmelzproben mit der 3- und 30-min-Pellikel unterschieden

sich ab t = 180 s kaum voneinander.

45.3 Vergleich der Kalzium-Freisetzung aus Schmelz unter dem Einfluss von
Salzsaure zwischen pellikelfreien Schmelzproben und pellikelbedeckten
Schmelzproben bei pH 2,6

Die mittlere kumulative Kalzium-Freisetzung aus pellikelfreien Schmelzproben im Vergleich
zu pellikelbedeckten Schmelzproben (ber einen Inkubationszeitraum von 5 min ist in
Abbildung 7 dargestellt. Die Schmelzproben wurden in Salzsédure mit einem pH-Wert von 2,6
inkubiert. Die Bildungszeit der Pellikel betrug 3, 30 und 120 min. Dargestellt ist der
Mittelwert der bukkalen und palatinalen Schmelzproben.
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Abb. 7:  Mittlere kumulative Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen und
palatinalen Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsaure mit konstantem
pH-Wert von 2,6 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min (dargestellt als
dunkelgraue Séule), 30 min (dargestellt als hellgraue Saule) und 120 min
(dargestellt als weille Saule). Die Werte fur die pellikelfreien Schmelzproben sind
durch die schwarze Sdule dargestellt. SD = Standardabweichung.

Bei Salzséure von pH 2,6 wurde zum initialen Messzeitpunkt t = 15 s aus den pellikelfreien
Schmelzproben (2,2 nmol/mm?) tendenziell etwas mehr Kalzium erodiert, als aus den Proben
mit der 30- und 120-min-Pellikel (1,0 nmol/mm?, bzw. 1,5 nmol/mm?). Die Kalzium-
Freisetzung aus den Proben mit der 3-min-Pellikel glich tber den gesamten Messzeitraum von
300 s etwa der Kalzium-Freisetzung aus den pellikelfreien Proben. Die Kalzium-
Freisetzungen aus Proben mit der 30-min-Pellikel und aus Proben mit der 120-min-Pellikel
waren (ber den gesamten Messzeitraum von 300 s geringer ausgepragt als die Kalzium-
Freisetzung aus pellikelfreien, bzw. aus Proben mit 3-min-Pellikel. Jedoch wurde aus
Schmelzproben mit der 30-min-Pellikel praktisch genau so viel Kalzium erodiert wie aus
Proben mit einer oralen Expositionszeit von 120 min. Ein ausgepragter Unterschied zwischen
einer Pellikelbildungszeit von 30 min und einer Pellikelbildungszeit von 120 min war bei
Salzsdure von pH 2,6 nicht erkennbar. Auch bei Inkubation von Salzsdure mit pH 2,6 muss
festgehalten werden, dass nur geringe Unterschiede zwischen pellikelfreien und
pellikelbedeckten Proben bestanden. Ab einem Messzeitpunkt von t = 120 s waren kaum noch
Unterschiede in der Kalzium-Freisetzung zwischen den verschiedenen Pellikelbildungszeiten

zu erkennen.
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4.6  Kalzium-Freisetzung pro Minute aus pellikelfreien und pellikelbedeckten
Schmelzproben unter dem Einfluss von Salzsdure unterschiedlicher

Konzentration

Die kumulative Kalzium-Freisetzung in Abhangigkeit der Einwirkdauer von Salzsdure zeigte
innerhalb des Messzeitraums von 5 min sowohl bei pellikelfreien, als auch bei
pellikelbedeckten Schmelzproben einen deutlichen Anstieg. Daher wurde die Kalzium-
Freisetzung pro Minute als Steigung berechnet. Bei diesen Werten handelt es sich um die
errechnete mittlere Kalzium-Freisetzung pro Minute als Steigung der Geraden zu den
einzelnen Messzeitpunkten. In den Abbildungen 8, 9 und 10 ist die erosive Kalzium-
Freisetzung pro Minute unter dem Einfluss von Salzsdure auf pellikelfreie und
pellikelbedeckte Schmelzproben dargestellt. Salzsaure wurde in drei unterschiedlichen
Konzentrationen (pH 2,0/2,3/2,6) untersucht. Fir jede Séure-Konzentration wurde die erosive
Wirkung auf pellikelfreie  und pellikelbedeckte ~ Schmelzproben evaluiert. Die
unterschiedlichen Pellikelbildungszeiten betrugen 3, 30 und 120 min.

Bei Betrachtung aller pH-Werte wurden gewisse Tendenzen beobachtet. Wahrend der ersten
15 s war die Kalzium-Freisetzung pro Minute bei den pellikelfreien Schmelzproben stets
hoher als bei den pellikelbedeckten Prufkdrpern. Der initiale Schutzeffekt zum Zeitpunkt t =
15 s war bei pH 2,6 am gréiten und bei pH 2,0 am geringsten ausgepragt. Bei pH 2,0 und pH
2,3 war dieser leichte protektive Effekt der Pellikel auch abhangig von der jeweiligen
Pellikelbildungszeit. Bei pH 2,6 schien die Pellikelbildungszeit ab t = 30 s keinen direkten
Einfluss auf die Schutzfunktion der Pellikel zu haben. Wahrend der ersten 60 s war bei allen
pH-Werten, insbesondere bei pH 2,0 und 2,3, die Kalzium-Freisetzung pro Minute deutlich
geringer als nach 2 bis 5 min. Die Kalzium-Freisetzung pro Minute war also eindeutig
zeitabhangig. Die Pellikel zeigte insbesondere in der initialen Phase der S&ureinkubation
protektive Effekte, die jedoch nach 1 bis 2 min Sdureeinwirkzeit nachlieRen.
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Abb. 8: Mittlere Kalzium-Freisetzung pro Minute [nmolsmm 2smin~'] aus bukkalen und

palatinalen Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsaure mit konstantem
pH-Wert von 2,0 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min (dargestellt als
dunkelgraue Saule), 30 min (dargestellt als hellgraue Saule) und 120 min
(dargestellt als weille Saule). Die Werte fir die pellikelfreien Schmelzproben

sind durch die schwarze Saule dargestellt.

Aus den pellikelfreien Schmelzproben wurde bei pH 2,0 zum initialen Messzeitpunktt = 15 s
mehr Kalzium pro Minute erodiert als aus den pellikelbedeckten Proben. Aus den
pellikelfreien Proben loste sich initial 24,0 nmolemm™emin™!, aus den Proben mit der 3-min-
Pellikel 23,6, aus den Proben mit der 30-min-Pellikel 22,0 und aus den Proben mit der 120-
min-Pellikel 20,8 nmolemm™2emin™".

Diese Tendenz blieb bis zum Zeitpunkt t = 60 s erhalten, wobei aus den Proben mit der 120-
min-Pellikel immer am wenigsten Kalzium pro Minute gelost wurde. Innerhalb des
Messzeitraumes t = 15 s bis t = 60 s war die Kalzium-Freisetzung zudem abhéngig von der
Pellikelbildungszeit. Aus den Proben mit der 3-min-Pellikel wurde tendenziell mehr Kalzium
pro Minute erodiert als aus den Proben mit der 30-min-Pellikel. Die 120-min-Pellikel schien
bei pH 2,0 bis zu einem Messzeitpunkt von t = 60 s den gro3ten protektiven Effekt gegenuiber
erosiven Veranderungen durch Salzséure zu besitzen.

Bereits ab einem Messzeitpunkt von t = 120 s waren diese Tendenzen jedoch nicht mehr
feststellbar. Die Kalzium-Freisetzung pro Minute war bei pH 2,0 in den ersten 60 s deutlich
geringer als nach 2 bis 5 min. Ab einem Messzeitpunkt von t = 60 s nahm die Kalzium-

Freisetzung pro Minuten stetig zu und erreichte bei t = 240 s ein Maximum.
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Die pellikel-assoziierten Effekte auf die Kalzium-Freisetzung pro Minute waren also
insbesondere initial zu beobachten. Mit Zunahme der Inkubationszeit verlor dieser Pellikel-
Effekt an Wirkung.
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Abb. 9: Mittlere Kalzium-Freisetzung pro Minute [nmol*mm 2smin~'] aus bukkalen und

palatinalen Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsaure mit konstantem
pH-Wert von 2,3 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min (dargestellt als
dunkelgraue Saule), 30 min (dargestellt als hellgraue Saule) und 120 min
(dargestellt als weille Saule). Die Werte fir die pellikelfreien Schmelzproben

sind durch die schwarze Saule dargestellt.

Bei einem pH-Wert von 2,3 wurde zum Zeitpunkt t = 15 s aus den pellikelfreien
Schmelzproben mit 15,2 nmolemm™emin' deutlich mehr Kalzium pro Minute erodiert als aus
den pellikelbedeckten Proben. Die Proben mit einer intraoralen Expositionszeit von 120 min
wiesen mit 10,2 nmolemm™emin™! die geringste Kalzium-Freisetzung pro Minute zum
Zeitpunkt t = 15 s auf. Tendenziell war auch tber den gesamten Messzeitraum von 5 min die
Kalzium-Freisetzung pro Minute aus den pellikelbedeckten Proben geringer als aus den
pellikelfreien. Die Abhéngigkeit des protektiven Effektes der Pellikel von der
Pellikelbildungszeit war bei pH 2,3 geringer als bei pH 2,0. Auch bei pH 2,3 war
insbesondere in der initialen Phase der Sdureinkubation tendenziell ein protektiver Effekt der
Pellikel zu beobachten, der jedoch mit Zunahme der Inkubationszeit nicht mehr nachweisbar

war.
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Abb. 10: Mittlere Kalzium-Freisetzung pro Minute [nmolsmm =smin™] aus bukkalen und

palatinalen Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsaure mit konstantem
pH-Wert von 2,6 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min (dargestellt als
dunkelgraue Saule), 30 min (dargestellt als hellgraue Saule) und 120 min
(dargestellt als weille Saule). Die Werte fir die pellikelfreien Schmelzproben

sind durch die schwarze Saule dargestellt.

Bei pH 2,6 war die Kalzium-Freisetzung pro Minute im Vergleich zu den pH-Werten 2,0 und
2,3 am geringsten. Zum Messzeitpunkt t = 15 s betrug die Kalzium-Freisetzung pro Minute
aus pellikelfreien Schmelzproben 8,8 nmolsmm™2emin™ und war bei den pellikelbedeckten
Proben mit 7,2 nmolemm™emin™" fir die 3-Minuten-Pellikel, 3,8 nmolemm™2emin™" fir die 30-
min-Pellikel und 6,0 nmolemm™emin™" fur die 120-min-Pellikel deutlich geringer. Bei pH 2,6
war der Anstieg der Kalzium-Freisetzung pro Minute nach den ersten 60 s der Inkubationszeit
nicht so ausgepragt wie bei pH 2,0 und 2,3. Eine Abhangigkeit der Kalzium-Freisetzung pro
Minute von der Pellikelbildungszeit war bei pH 2,6 tendenziell nicht festzustellen. Ein
protektiver Effekt der Pellikel konnte bei pH 2,6 tendenziell nur nach initialer
Saureinkubationszeit von 15 s beobachtet werden. Mit Zunahme der Inkubationszeit konnten

diese protektiven Effekte nicht mehr nachgewiesen werden.

Die Kalzium-Freisetzung pro Minute bei den einzelnen pH-Werten wurde auch separat fur die

bukkalen und palatinalen Expositionsorte evaluiert. Es wurden keine ausgepragten
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Unterschiede zwischen den bukkal, bzw. palatinal lokalisierten Schmelzproben festgestellt.
Ebenso war der protektive Effekt der Pellikel nach 15 s Expositionszeit im sauren Medium
am grofiten. Exemplarisch ist die Kalzium-Freisetzung bukkaler und palatinaler Proben in
Abbildung 11 und 12 fur pH 2,0 dargestellt. Die Graphiken fir die pH-Werte 2,3 und 2,6
befinden sich im Datenanhang (s. Kap. 8.4, Abb. 30-33).
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Abb. 11: Mittlere Kalzium-Freisetzung pro Minute [nmol*mm ™ *min~'] aus bukkalen

Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsaure mit konstantem pH-Wert
von 2,0 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min (dargestellt als dunkelgraue
Saule), 30 min (dargestellt als hellgraue Saule) und 120 min (dargestellt als
weille Saule). Die Werte fur die pellikelfreien Schmelzproben sind durch die

schwarze Saule dargestellt.
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Abb. 12: Mittlere Kalzium-Freisetzung pro Minute [nmolsmm™smin™"] aus palatinalen

Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem pH-Wert
von 2,0 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min (dargestellt als dunkelgraue
Saule), 30 min (dargestellt als hellgraue Saule) und 120 min (dargestellt als
weille Saule). Die Werte fur die pellikelfreien Schmelzproben sind durch die

schwarze S&ule dargestellt.

4.7 Kumulative Kalzium-Freisetzung aus Schmelz: Statistische Auswertung

ausgewahlter Sdureexpositionszeiten

Fur die ausgewdhlten S&ureexpositionszeiten von 15, 60, 120 und 300 s erfolgte eine
statistische Auswertung (ANOVA), um den protektiven Effekt der Pellikel zu erfassen. Ergab
die Varianzanalyse einen signifikanten Einfluss der Pellikel (ANOVA p < 0,005), erfolgte der

erganzende paarweise Vergleich mit der Scheffé-Prozedur.
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4.7.1 Statistische Auswertung der kumulativen Kalzium-Freisetzung aus Schmelz
unter dem Einfluss von Salzsaure bei einer Saureexpositionszeit von 15

Sekunden

Die Gegenuberstellung der kumulativen Kalzium-Freisetzung unter dem Einfluss von
Salzsaure mit den pH-Werten 2,0, 2,3 und 2,6 fir die initiale Sdureexpositionszeit von 15 s ist
in Abbildung 13 dargestellt, die Ergebnisse der statistischen Auswertung finden sich im
Datenanhang (s. Kap. 8.4, Tab. 7 - 9).

8 - W pellikelfrei
T H 3-Min-P.

B 30-Min-P.
6 - 0 120-Min-P.

Ca-Freisetzung [nmol/mm?]

2,0 2,3
pH-Wert
Abb 13: Messzeitpunkt t = 15 s: Mittlere kumulative Kalzium-Freisetzung aus Schmelz
unter dem Einfluss von Salzsdure mit dem pH-Wert von 2,0, 2,3 und 2,6 und

unterschiedlichen Pellikelbildungszeiten. SD = Standardabweichung.

Die verschiedenen Pellikelbildungszeiten hatten bei pH 2,0 keinen signifikanten Einfluss auf
die Kalzium-Freisetzung (ANOVA p = 0,377). Bei Betrachtung der Werte ist jedoch eine
tendenzielle Abhdngigkeit der Kalzium-Freisetzung von der Pellikelbildungszeit erkennbar.
Die mittlere Reduktion des Kalzium-Verlustes aus pellikelbedeckten Schmelzproben im
Vergleich zu pellikelfreien Proben betrug bei der 3-min-Pellikel 3,3 %, bei der 30-min-
Pellikel 8,3 % und bei der 120-min-Pellikel 13,7 % (s. Tab. 3).
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155 3-min-Pellikel 30-min-Pellikel 120-min-Pellikel
pH 2,0 3,3 8,3 13,7
pH 2,3 16,3 25,0 34,2
pH 2,6 17,7 57,7 31,8
Tab. 3: Messzeitpunkt t = 15 s: Mittlere Reduktion der Kalzium-Freisetzung aus

pellikelbedeckten Schmelzproben im Vergleich zu pellikelfreien Referenz-

Proben in Prozent.

Bei pH 2,3 hatte die Pellikel demgegeniber einen signifikanten Einfluss auf die Kalzium-
Freisetzung (ANOVA p = 0,012). Der erganzende paarweise Vergleich ergab signifikante
Unterschiede zwischen den Pellikelbildungszeiten. So unterschied sich der Wert fur die
kumulative Kalzium-Freisetzung aus Proben mit der 120-min-Pellikel signifikant von allen
anderen Pellikelbildungszeiten (Scheffé-Prozedur p = 0,020). Die mittlere Reduktion des
Kalzium-Verlustes gegentber pellikelfreien Proben betrug 16,3 % bei der 3-min-Pellikel, 25,0
% bei der 30-min-Pellikel und 34,2 % bei der 120-min-Pellikel (s. Tab. 3).

Bei pH 2,6 hatte die Pellikel ebenfalls einen signifikanten Einfluss auf die Kalzium-
Freisetzung (ANOVA p < 0,001). Der erganzende paarweise Vergleich ergab signifikante
Unterschiede zwischen den Pellikelbildungszeiten. Der Unterschied zwischen pellikelfreien
Proben und der 3-min-Pellikel war nicht signifikant. Demgegeniiber war der Unterschied
zwischen den pellikelfreien Proben und der 30-min-Pellikel, bzw. zwischen den pellikelfreien
Proben und der 120-min-Pellikel signifikant (p < 0,001, bzw. p < 0,05). Weiterhin war der
Unterschied zwischen der 30- und der 120-min-Pellikel signifikant (p = 0,022). Aus Proben
mit der 30-min-Pellikel wurde die niedrigste Kalzium-Freisetzung gemessen. In Anwesenheit
der 3-min-Pellikel wurde im Mittel 17,7 % weniger Kalzium aus den Proben erodiert als aus
den pellikelfreien Proben. Bei der 30-min-Pellikel betrug diese Reduktion 57,7 %, bei der
120-min-Pellikel 31,8 % (s. Tab. 3).
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4.7.2 Statistische Auswertung der kumulativen Kalzium-Freisetzung aus Schmelz
unter dem Einfluss von Salzsaure bei einer S&ureexpositionszeit von 60

Sekunden

Die Gegenuberstellung der kumulativen Kalzium-Freisetzung unter dem Einfluss von
Salzsaure mit den pH-Werten 2,0, 2,3 und 2,6 flr die S&ureexpositionszeit von 60 s ist in
Abbildung 14 dargestellt, die Ergebnisse der statistischen Auswertung finden sich im
Datenanhang (s. Kap. 8.4, Tab. 10 - 12).
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Abb 14: Messzeitpunkt t = 60 s: Mittlere kumulative Kalzium-Freisetzung aus Schmelz

unter dem Einfluss von Salzsdure mit dem pH-Wert von 2,0, 2,3 und 2,6 und

unterschiedlichen Pellikelbildungszeiten. SD = Standardabweichung.

Bei pH 2,0 hatte die Pellikel zum Messzeitpunkt t = 60 s einen signifikanten Einfluss auf die
Kalzium-Freisetzung (ANOVA p = 0,003). Der erganzende paarweise Vergleich ergab einen
signifikanten Unterschied zwischen der 120-min-Pellikel und den pellikelfreien Proben. Die
Kalzium-Freisetzung aus Proben mit 3-min-, bzw. 30-min-Pellikel unterschied sich nicht
signifikant von der Kalzium-Freisetzung aus pellikelfreien Proben. Tendenziell war eine
Abhéngigkeit der Kalzium-Freisetzung von der Pellikelbildungszeit erkennbar. Bezogen auf
die pellikelfreien Kontroll-Proben zeigte die 3-min-Pellikel eine Reduktion der Kalzium-
Freisetzung von 9,1 %, die 30-min-Pellikel von 12,5 % und die 120-min-Pellikel von 18,5 %
(s. Tab. 4).
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60s 3-min-Pellikel 30-min-Pellikel 120-min-Pellikel
pH 2,0 91 12,5 18,5
pH 2,3 14,2 14,2 22,8
pH 2,6 3,4 27,9 19,1
Tab.4: Messzeitpunkt t = 60 s: Mittlere Reduktion der Kalzium-Freisetzung aus

pellikelbedeckten Schmelzproben im Vergleich zu pellikelfreien Referenz-

Proben in Prozent.

Auch bei pH 2,3 hatte die Pellikel einen signifikanten Einfluss auf die Kalzium-Freisetzung
(ANOVA p < 0,05). Die Kalzium-Freisetzung aus Schmelzproben mit der 3-min- und der 30-
min-Pellikel war nicht signifikant geringer als die aus pellikelfreien Proben. Allerdings wurde
aus den Proben mit der 120-min-Pellikel signifikant weniger Kalzium erodiert als aus den
pellikelfreien Proben (Scheffé-Prozedur p = 0,004). Die mittlere Reduktion der Kalzium-
Freisetzung gegenuber pellikelfreien Kontroll-Proben betrug fir die 3-min-Pellikel 14,2 %,
fiir die 30-min-Pellikel 14,2 % und fir die 120-min-Pellikel 22,8 % (s. Tab. 4).

Bei pH 2,6 war ebenfalls ein signifikanter Einfluss der Pellikel auf das Ausmal} der Erosion
erkennbar (ANOVA p < 0,001). Die Kalzium-Freisetzung aus Proben mit der 30-min-Pellikel
war signifikant geringer als die Kalzium-Freisetzung aus pellikelfreien Proben.
Demgegenuber unterschieden sich die Werte der 3-min-Pellikel bzw. 120-min-Pellikel nicht
signifikant von den Werten der pellikelfreien Proben. Die mittlere Reduktion des Kalzium-
Verlustes aus pellikelbedeckten Schmelzproben im Vergleich zu pellikelfreien Proben betrug
bei der 3-min-Pellikel 3,4 %, bei der 30-min-Pellikel 27,9 % und bei der 120-min-Pellikel
19,1 %. (s. Tab. 4).

Wahrend der prozentual ermittelte protektive Effekt der Pellikel bei pH 2,0 vom

Messzeitpunkt t = 15 s bis t = 60 s zunahm (s. Abb. 15), nahm er bei pH 2,3 und pH 2,6
bereits nach dem Messzeitpunkt t = 15 s ab (s. Abb. 16 und Abb. 17).
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pH 2,3: Mittlere Reduktion der Kalzium-Freisetzung aus pellikelbedeckten
Schmelzproben mit Pellikelbildungszeiten von 3, 30 und 120 min im Vergleich

zu pellikelfreien Kontrollproben.
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Abb. 17: pH 2,6: Mittlere Reduktion der Kalzium-Freisetzung aus pellikelbedeckten

Schmelzproben mit Pellikelbildungszeiten von 3, 30 und 120 min im Vergleich

zu pellikelfreien Kontrollproben.

4.7.3 Statistische Auswertung der kumulativen Kalzium-Freisetzung aus Schmelz
unter dem Einfluss von Salzsdure bei einer Saureexpositionszeit von 120
Sekunden

Die Gegeniiberstellung der kumulativen Kalzium-Freisetzung unter dem Einfluss von
Salzsdure mit den pH-Werten 2,0, 2,3 und 2,6 fiir die S&ureexpositionszeit von 120 s ist in
Abbildung 18 dargestellt, die Ergebnisse der statistischen Auswertung finden sich im
Datenanhang (s. Kap. 8.4, Tab. 13 - 15).
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Abb 18: Messzeitpunkt t = 120 s: Mittlere kumulative Kalzium-Freisetzung aus Schmelz

unter dem Einfluss von Salzsdure mit dem pH-Wert von 2,0, 2,3 und 2,6 und

unterschiedlichen Pellikelbildungszeiten. SD = Standardabweichung.

Bei pH 2,0 hatte die Pellikel bei einer Sdureinkubationszeit von 120 s einen signifikanten
Einfluss auf die Kalzium-Freisetzung (ANOVA p = 0,036). Der sich anschlieRende paarweise
Vergleich ergab einen signifikanten Unterschied der 30-min-Pellikel zu den pellikelfreien
Kontroll-Proben (Scheffé-Prozedur p = 0,044). Die Kalzium-Freisetzung aus Schmelzproben
mit 3-min-Pellikel und 120-min-Pellikel unterschied sich nicht signifikant von pellikelfreien
Proben.

Die Reduktion des Kalzium-Verlustes aus pellikelbedeckten Schmelzproben im Vergleich zu
pellikelfreien Proben betrug bei der 3-min-Pellikel 5,7 %, bei der 30-min-Pellikel 11,4 % und
bei der 120-min-Pellikel 7,2 % (s. Tab. 5). Wéahrend bei pH 2,0 zunéchst eine Zunahme des
protektiven Effekts der Pellikel bei allen Pellikelbildungszeiten nach t = 15 s zu beobachten
war, wurde ab dem Messzeitpunkt t = 120 s ein Nachlassen der protektiven Wirkung der
Pellikel festgestellt (s. Abb. 15).
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120 s 3-min-Pellikel 30-min-Pellikel 120-min-Pellikel
pH 2,0 57 114 7,2
pH 2,3 10,2 114 15,0
pH 2,6 0,0 10,6 8,7
Tab. 5: Messzeitpunkt t = 120 s: Mittlere Reduktion der Kalzium-Freisetzung aus

pellikelbedeckten Schmelzproben im Vergleich zu pellikelfreien Referenz-

Proben in Prozent.

Bei pH 2,3 hatte die Pellikel ebenfalls einen signifikanten Einfluss auf die Kalzium-
Freisetzung (ANOVA p = 0,004). Tendenziell war eine Abhéangigkeit der Kalzium-
Freisetzung von der Pellikelbildungszeit zu erkennen. Wahrend sich die Werte fir die 3-min-
Pellikel nicht signifikant von denen der pellikelfreien Proben unterschieden, war der
Unterschied zwischen den pellikelfreien Proben und der 30-min-Pellikel bzw. 120-min-
Pellikel signifikant. Aus Proben mit einer 120-min-Pellikel wurde am wenigsten Kalzium
erodiert.

Bezogen auf die pellikelfreien Kontroll-Proben zeigte die Pellikel eine mittlere Reduktion der
Kalzium-Freisetzung von 10,2 %, 11,4 % und 15,0 % flr die 3-, 30- und 120-min-Pellikel (s.
Tab. 5). Beim Vergleich dieser Prozentangaben mit den Werten des Messzeitpunktes t = 60 s
war bei pH 2,3 ein kontinuierliches Nachlassen der anti-erosiven Kapazitat der Pellikel zu
beobachten (s. Abb. 16).

Auch bei pH 2,6 konnte ein signifikanter Unterschied zwischen pellikelfreien und
pellikelbedeckten Proben aufgezeigt werden (ANOVA p = 0,009). Der erganzende paarweise
Vergleich ergab, dass sich der Wert fir die 30-min-Pellikel signifikant von den Werten der
pellikelfreien Proben und 3-min-Pellikel, aber nicht von denen der 120-min-Pellikel
unterschied. Aus den Proben mit der 30-min-Pellikel wurde am wenigsten Kalzium erodiert.
Die mittlere Reduktion des Kalzium-Verlustes aus pellikelbedeckten Schmelzproben im
Vergleich zu pellikelbedeckten Proben betrug bei der 3-min-Pellikel 0,0 %, bei der 30-min-
Pellikel 10,6 % und bei der 120-min-Pellikel 8,7 % (s. Tab. 5). Auch hier war (wie bei pH 2,0
und 2,3) ein weiteres Nachlassen der protektiven Funktion der Pellikel, bezogen auf den
Messzeitpunkt t = 60 s, feststellbar (s. Abb. 17).
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4.7.4 Statistische Auswertung der kumulativen Kalzium-Freisetzung aus Schmelz
unter dem  Einfluss von Salzsdure bei einer S&ureexpositionszeit von 300

Sekunden

Die Gegenuberstellung der kumulativen Kalzium-Freisetzung unter dem Einfluss von
Salzsdure mit den pH-Werten 2,0, 2,3 und 2,6 fiir die Sdureexpositionszeit von 300 s ist in
Abbildung 19 dargestellt, die Ergebnisse der statistischen Auswertung finden sich im
Datenanhang (s. Kap. 8.4, Tab. 16 - 18).
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Abb 19: Messzeitpunkt t = 300 s: Mittlere kumulative Kalzium-Freisetzung aus Schmelz

unter dem Einfluss von Salzsdure mit dem pH-Wert von 2,0, 2,3 und 2,6 und

unterschiedlichen Pellikelbildungszeiten. SD = Standardabweichung.

Bei pH 2,0 und einer S&ureexpositionszeit von 300 s hatte die Pellikel keinen signifikanten
Einfluss auf die Kalzium-Freisetzung. Die mittlere Reduktion des Kalzium-Verlustes aus
pellikelbedeckten Schmelzproben im Vergleich zu pellikelbedeckten Proben betrug bei der 3-
min-Pellikel 4,3 %, bei der 30-min-Pellikel 8,2 % und bei der 120-min-Pellikel 3,7 % (s. Tab.
6). Im Vergleich zum Messzeitpunkt t = 120 s ist auch hier eine weitere Reduktion des anti-
erosiven Potentials der Pellikel zu erkennen (s. Abb. 15).

Eine tendenzielle Abhéngigkeit der Kalzium-Freisetzung von der Pellikelbildungszeit ist bei

einem Messzeitpunkt von t = 300 s nicht mehr nachweisbar.
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300 s 3-min-Pellikel 30-min-Pellikel 120-min-Pellikel
pH 2,0 4,3 8,2 3,7
pH 2,3 9,6 7,0 1,7
pH 2,6 1,2 4,9 3,3
Tab. 6: Messzeitpunkt t = 300 s: Mittlere Reduktion der Kalzium-Freisetzung aus

pellikelbedeckten Schmelzproben im Vergleich zu pellikelfreien Referenz-

Proben in Prozent.

Auch bei pH 2,3 unterschieden sich die verschiedenen Pellikelbildungszeiten nicht signifikant
voneinander (ANOVA p = 0,06). Die Pellikel hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Kalzium-Freisetzung.

Die mittlere Reduktion des Kalzium-Verlustes aus pellikelbedeckten Proben im Vergleich zu
pellikelfreien Proben betrug bei der 3-min-Pellikel 9,6 %, bei der 30-min-Pellikel 7,0 % und
bei der 120-min-Pellikel 7,7 % (s. Tab. 6).

Wie bei pH 2,0 und 2,3 hatte die Pellikel auch bei pH 2,6 keinen signifikanten Einfluss auf
die Kalzium-Freisetzung (ANOVA p = 0,611). Es wurde aus den pellikelfreien Kontroll-
Proben so viel Kalzium erodiert wie aus den pellikelbedeckten Proben. Die mittlere
Reduktion des Kalzium-Verlustes aus pellikelbedeckten Proben im Vergleich zu pellikelfreien
Proben betrug bei der 3-min-Pellikel 1,2 %, bei der 30-min-Pellikel 4,9 % und bei der 120-
min-Pellikel 3,3 % (s. Tab. 6).

4.8 Kinetik der Kalzium-Freisetzung aus Schmelz und Dentin unter dem
Einfluss von Salzsaure mit pH 2,3 aus pellikelfreien und

pellikelbedeckten Proben

In Zusatzversuchen wurde die Kalzium-Freisetzung aus Dentin unter dem Einfluss von
Salzsdure mit pH 2,3 aus pellikelfreien und pellikelbedeckten Dentinproben (ber einen
Zeitraum von 270 s ermittelt. Eine Unterscheidung hinsichtlich des Pellikelbildungsortes
wurde bei den Dentinproben nicht vorgenommen. Die Pellikelbildungszeit betrug 120 min.
Die Kinetiken fir die kumulative Kalzium-Freisetzung aus Dentin- und Schmelzproben sind
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in Abbildung 20 dargestellt. Salzsaure mit einem pH-Wert von 2,3 fiihrte bei pellikelfreien
und pellikelbedeckten Dentinproben zu einer starkeren Kalzium-Freisetzung als aus den
pellikelfreien und pellikelbedeckten Schmelzproben. Aus den pellikelfreien Dentinproben
wurde mehr Kalzium erodiert als aus den pellikelbedeckten Proben. Die kumulative Kalzium-
Freisetzung aus Dentin war, wie auch aus Schmelz, deutlich zeitabhangig.

Der protektive Effekt der In-situ-Pellikel mit einer Bildungszeit von 120 min war bei der
Saureinkubation der Dentinproben starker ausgepragt als bei den Schmelzproben.

Zum Messzeitpunkt t = 30 s wurde aus den pellikelfreien Dentinproben 21,58 + 5,89

+

nmol/mm?2 Kalzium erodiert, aus den Proben mit der 120-min-Pellikel 14,47 + 2,59
30 s

nmol/mmz2. Aus den pellikelbedeckten Dentinproben wurden zum Messzeitpunkt t
somit 32,9 % weniger Kalzium gel0st als aus den pellikelfreien Dentinproben.

Bis zum Messzeitpunkt t = 270 s nahm die Differenz in der kumulativen Kalzium-Freisetzung
zwischen pellikelfreien und pellikelbedeckten Dentinproben kontinuierlich zu. Der erosive
Kalzium-Verlust betrug zu diesem Messzeitpunkt bei pellikelfreien Dentinproben 183,33 +
27,77 nmol/mm?, bei pellikelbedeckten 132,71 + 16,65 nmol/mm?2. Es wurde also zu diesem
Messzeitpunkt aus den pellikelbedeckten Dentinproben 27,6 % weniger Kalzium erodiert als
aus den pellikelfreien.

Aus den pellikelfreien Schmelzproben wurde zum Messzeitpunkt t = 30 s 6,1 £ 1,6
nmol/mm? Kalzium gel6st, aus den pellikelbedeckten Proben 4,3 + 1,2 nmol/mm2. Die
Reduktion des Kalzium-Verlustes aus pellikelbedeckten Schmelzproben im Vergleich zu
pellikelfreien Schmelzproben betrug zum Messzeitpunkt t = 30 s im Mittel 29,5 %. Zum
Messzeitpunkt t = 300 s wurde aus den pellikelfreien 81,9 + 6,8 nmol/mm?, aus den
pellikelbedeckten Schmelzproben 76,0 £ 7,3 nmol/mm? Kalzium erodiert. Das entsprach einer

Reduktion des Kalzium-Verlustes durch die Pellikel um 7,7 %.
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Mittlere kumulative Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?Z] aus pellikelfreien und
pellikelbedeckten Schmelzproben bzw. Dentinproben unter dem Einfluss von
Salzsaure mit pH 2,3. Die Inkubationszeit betrug bei den Schmelzproben 300 s,
bei den Dentinproben 270 s. Die Pellikelbildungszeit betrug 120 min.

Probenanzahl n = 46. SD = Standardabweichung.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Untersuchung wurde eine photometrische Methode zur hochsensitiven
Bestimmung erosiver Effekte durchgefiihrt (Attin et al. 2005a, Attin et al. 2005b, Hannig C et
al. 2005, Hannig C et al. 2008a). Durch einen direkten photometrischen Kalzium-Nachweis
war eine Quantifizierung kleinster Mengen erodierter Zahnhartsubstanz  nach
Kurzzeitinkubation mit Salzsdure moglich.

Die angewandte Methode basiert auf Arsenazo Il und zeichnet sich durch eine sehr hohe
Sensitivitét aus, die in friheren Studien belegt wurde (Smith HG und Bauer 1979, Attin et al.
2005a, Attin et al. 2005b, Ganss et al. 2005, Hannig C et al. 2005a, Hannig C et al. 2008a,
Ganss et al. 2009). Sie ist sicher in sauren Medien durchzufiihren (Morgan et al. 1993), weist
eine sehr hohe Prazision und einen sehr niedrigen Variationskoeffizienten auf (Hannig C et al.
2008a). Ein wichtiger Vorteil der Methode ist, dass schon sehr geringe Mengen an geldstem
Kalzium sicher detektiert werden kdnnen. Bei Verwendung von Salzsdure lassen sich bereits
Kalziummengen von 400 pmol in einer Testlésung von 1 bis 20 pl nachweisen (Attin et al.
2005a, Hannig C et al. 2005a). Damit konnen erosiv bedingte Kalzium-Freisetzungen
gemessen werden, die bereits nach 5 s im sauren Medium in Lésung gehen (Hannig C et al.
2008a). Hannig C et al. (2008a) konnten nachweisen, dass gangige Methoden zur Evaluation
erosiver Schmelzverluste, wie Oberflachenhédrte-Messung und Profilometrie, keine
vergleichbare Sensitivitat besitzen. Sie sind nicht zur Messung initialer Schmelz-Verluste
durch Sduren geeignet. Somit ist die in dieser Studie verwendete Methode anderen Methoden
fiir eine quantitative, initiale Untersuchung von dentalen Erosionen iberlegen (Hannig C et al.
2008a).

Da fir die Arsenazo-Ill1-Methode zudem nur sehr geringe Testvolumina bendtigt werden,
eignet sich diese Methode hervorragend fur fortlaufende Messungen Uber einen langeren
Zeitraum und damit zur Erfassung der Erosions-Kinetik (Hannig C et al. 2005a). Ein weiterer
Vorteil besteht in der Tatsache, dass die empfindliche, erosiv veranderte Oberflache der
Schmelzproben nicht durch mechanische Beeinflussung veréndert wird. Es werden nur
erodierte Kalzium-lonen detektiert. Erweichte, aber remineralisierbare Oberflachen werden
nicht erfasst (Attin 2006). Ein Nachteil der Methode ist jedoch, dass die photometrische
Bestimmung der erosiven Effekte niemals in einer In-situ-Versuchsanordnung durchgeftihrt
werden kann. Ein weiterer Nachteil der photometrischen Kalzium-Bestimmung liegt darin,

dass die Auswirkung von Erosionen nur quantitativ, aber nicht qualitativ erfasst werden
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konnen. Eine Aussage Uber Strukturveranderungen der erodierten Zahnhartsubstanzoberflache
oder ber die genaue Tiefe des Substanzabtrages kann nicht getroffen werden (Ganss et al.
2009). Um diese Strukturveranderungen zu evaluieren, wird empfohlen, die colorimetrische
Methode mit anderen Techniken zu kombinieren (Attin 2006). Rein rechnerisch sind bei
einem Probendurchmesser von 2 mm erosive Schmelzverluste von 1,6 nm und mehr sicher
detektierbar (Attin et al. 2005a). Die exakte metrische Quantifizierung der erosiven Effekte
uber die Bestimmung der Kalzium-Freisetzung ist limitiert. Eine ndherungsweise
Umrechnung der geldsten Kalzium-Menge in einen Betrag fiir den Substanz-Abtrag ist jedoch
maoglich und dient der besseren Vergleichbarkeit mit anderen Erosions-Studien (Ganss et al.
2005). Jedoch miissen diese Berechnungen zuriickhaltend bewertet werden. Sie setzen voraus,
dass der Erosionsprozess homogen verlauft und vor allem der Mineralgehalt und die Dichte
des Zahnschmelzes bekannt und tberall gleich sind (Elliot et al. 1997). Wilson und Beynon
(1989) konnten jedoch zeigen, dass die Schmelzdichte ausgehend von der Schmelzoberflache
nach zentral abnimmt. Weiterhin nimmt die Kalzium-Konzentration von koronal in Richtung
zervikal ab (Theuns et al. 1983). Diese Abweichungen innerhalb der Schmelzproben missen
bei der Interpretation der Berechnungsergebnisse beachtet werden (Ganss et al. 2005). In der
vorliegenden Studie wurde deshalb der Angabe einer Masseneinheit gegentber einer

metrischen Quantifizierung der VVorzug gegeben.

In der vorliegenden Studie wurden finierte bovine Schmelzproben verwendet. Im Vergleich
zu humanem Zahnschmelz steht der Rinderzahnschmelz in nahezu unbegrenzter Menge fir
Versuchszwecke zur Verfligung (Oesterle et al. 1998). Da fur die Durchfuhrung der Versuche
eine Probenanzahl von mindestens n = 384 bendtigt wurde, wurde auf die Gewinnung von
humanen Schmelzproben verzichtet. Rinderzahnschmelz wurde bereits in vielen In-vitro-
Studien als Substituent des menschlichen Schmelzes verwendet, da er strukturell mit dem
menschlichen Schmelz vergleichbar ist. (Oesterle et al. 1998, Esser et al. 1998, Ruse et al.
1990, Rytémaa et al 1999, Attin et al. 2003, Turssi et al. 2010). Mikrohérte, Dichte und der
Gehalt an Kalzium und Phosphat entsprechen den Werten humanen Schmelzes (Nakamichi et
al. 1983, Esser et al. 1998). Bei der Bewertung der Messergebnisse muss jedoch
beriicksichtigt werden, dass Erosionen an bovinem Schmelz doppelt so schnell voranschreiten
wie an humanem Schmelz (Amaechi et al. 1999a, Attin et al. 2007). Mdgliche Griinde kdnnen
die geringere Fluoridkonzentration von ca. 200 ppm bei bovinem Zahnschmelz sein, die
deutlich unter dem Wert von menschlichem Zahnschmelz liegt (ca. 1300 ppm) (Mellberg und
Loertscher, 1974), die grolReren Apatitkristallite in bovinem Schmelz (Arends und Jongebloed
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1978) oder der breitere interprismatische Raum (Edmunds et al. 1988). Aktuelle Studien
haben jedoch gezeigt, dass boviner Schmelz trotzdem als moglicher Ersatz fur humanen
Schmelz in Erosions-Versuchen verwendet werden kann (Attin et al. 2007, Turssi et al. 2010).
Zur Standardisierung der Prufkdérper wurden aus den extrahierten Rinderzahnen mit einem
Trepanbohrer (5 mm Durchmesser) Proben herausprapariert, deren Oberflache in einem genau
definierten Schleifprozess um 200 pm reduziert wurde, um eventuell vorhandene
Entkalkungen und Oberflachen-Alterationen zu entfernen. Vorversuche zeigten, dass die
Proben unter Aussparung der Oberflache dreimal mit einem licht-hdrtenden Haftvermittler
versiegelt werden mussten, damit in den Versuchsreihen Kalzium ausschliellich aus der
Schmelzoberflache herausgeldst wurde. In einer Studie von Hannig C et al. (2005a) zeigte
sich, dass bei gleicher Probenherstellung die initialen photometrischen Messwerte durch die
nicht erosiv bedingten Kalzium-Anhaftungen an der Probenversiegelung, bzw. der
Probenoberflache, verfalscht wurden. Daher wurden die Schmelzproben in der vorliegenden
Studie zusatzlich in einem Ultraschallbad mit Natriumhypochlorit gereinigt und hiernach
intensiv mit einem Heilldampfgerat gesaubert, um diese Kalzium-Riickstande zu entfernen.

24 Stunden vor der Versuchsdurchfiihrung wurden die Schmelzproben in aqua bidest.
uberfuhrt, um das feuchte Milieu der Mundhdhle zu simulieren und durch die Ausbildung
einer Hydrat-Hille die Adsorption der Speichelproteine an die Schmelzoberflache zu

begunstigen.

In Zusatzversuchen wurde zudem die Kalzium-Freisetzung aus bovinem Dentin unter dem
Einfluss von Salzsdure mit pH 2,3 evaluiert. Hierzu wurden bovine Schmelzproben
verwendet, bei denen in einem Schleifprozess der Schmelz abgetragen wurde, bis das Dentin
exponiert war. Bei der Interpretation der Ergebnisse muss jedoch beachtet werden, dass sich
die Zusammensetzung und Struktur von bovinem Dentin von humanem Dentin unterscheiden.
Bovines Dentin weist eine geringere Mikrohdrte auf (Hara et al. 2003) und besitzt einen
grolleren Querschnitt der Dentin-Tubuli (Jung et al. 2010). Die Verwendung von bovinem
Dentin als Ersatz von humanem Dentin ist limitiert und die Ergebnisse aus Erosionsstudien
mit bovinem Dentin dirfen nur zuriickhaltend auf humanes Dentin Ubertragen werden
(Schmalz et al. 2001, Wegehaupt et al. 2008, Jung et al. 2010, Turssi et al. 2010).

Auch wenn sich bovines Dentin von humanem Dentin im Erosionsverhalten unterscheidet,
kann davon ausgegangen werden, dass die Pellikelformation und Pellikelzusammensetzung
auf beiden Zahnhartsubstanzen dhnlich ist. Mehrere Studien belegten, dass die Pellikelbildung
nicht abhéngig vom pellikelbedeckten Material ist, sondern von den in der Mundhohle
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verfiigbaren Proteinen und Biopolymeren (Hannig M 1997, Hannig M et al. 2004, Hannig C
et al. 2006, Hannig C et al. 2007¢) und somit die Dentin-Pellikel der Schmelz-Pellikel gleicht.

Fur die Untersuchung der protektiven Eigenschaften der In-situ-Pellikel wurde Salzséure als
Erosionsmedium gewdhlt. Wiegand et al. (2008a) fanden unter Anwendung der
Atomabsorptions-Spektroskopie heraus, dass der protektive Effekt der In-situ-Pellikel bei pH
2,6 fur Salzsdure, Zitronensdure und Phosphorsdure fur Schmelz und Dentin identisch ist.
Daher wurde in der vorliegenden Studie nur Salzsaure als Erosionsmedium verwendet. ES
wurden pH-Werte von 2,0, 2,3 und 2,6 gewahlt, da der pH-Wert vieler saurehaltiger Getranke
und Lebensmittel in diesem Bereich liegt (Lussi et al. 2002, Lussi et al. 2004). Im Gegensatz
zu sauren Getrénken, in denen meist Kombinationen verschiedener Sauren und Erosion
beeinflussende Zusétze, wie zum Beispiel Mineralien (Kalzium, Fluoride) enthalten sind
(Bartlett, Coward et al. 2001), liegt Salzséure oftmals in reiner Form in der Mundhdéhle vor
(Featherstone, Lussi 2006). Dies ist besonders relevant bei Personen, die unter chronischem
Erbrechen (Anorexia nervosa, Bulimie oder Alkoholabusus) oder chronischem gastro-
oesophagealen Reflux leiden (Lussi 2006, Wang und Lussi 2010). Gelangt Salzséure als
Bestandteil des Magensaftes in die Mundhdhle, so verursacht sie schwerwiegendere erosive
Zahnhartsubstanzdefekte als sdurehaltige Getrdnke, da der pH-Wert von Magensaft
signifikant niedriger ist (Bartlett und Coward 2001).

Fur mehrere Sduren ist bekannt, dass sie eine korrekte Kalzium-Messung mit Arsenazo-111
verhindern, indem sie unter anderem mit Schmelzbestandteilen Chelat-Komplexe eingehen
(Oxal- und Zitronensdure) (Hannig C et al. 2005a, Attin et al. 2005a, Attin et al. 2006) oder
aber durch Chemisorption an die Schmelzoberflache binden (Malein- und Weinsaure) (Fu et
al. 2004, Fu et al. 2005). Diese chemischen Wechselwirkungen sind fiir Salzséure nicht
bekannt, da sie in Wasser vollstandig in Protonen und Chlorid-lonen dissoziiert.
Ausschliel3lich die Protonen I6sen die Erosion aus, die Chlorid-lonen haben keinen Einfluss
auf die erosiven Prozesse (Featherstone und Lussi 2006). Mit Salzsdure lassen sich daher gut
definiert und reproduzierbar die protektiven Eigenschaften der Pellikel, besonders in der
initialen Phase des S&ureangriffs, evaluieren. Mit anderen S&uren, die komplexere
Interaktionen mit Schmelz aufweisen, ist dieses nicht moglich.

In vielen friheren Studien, die die protektiven Eigenschaften der Pellikel untersuchten,
wurden Sdure-Inkubationszeiten von 1 min (Hannig M et al. 2004, Wiegand et al. 2008a), 5
bis 30 min (Nekrashevych und Stosser 2003, Hara et al. 2004, Hara et al. 2006, Wetton et al.
2007, Wiegand et al. 2008b) bzw. bis zu 2 Stunden gewahlt (Meurman und Frank 1991). In
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der vorliegenden Studie wurden erstmals fortlaufende Inkubationszeiten von 15 s bis 300 s
evaluiert, da in die Mundhohle eingebrachte S&uren innerhalb weniger Minuten durch die
komplexen Clearance-Funktionen (Erhéhung der SpeichelflieBrate, Pufferfunktionen des
Speichels) verdiinnt bzw. neutralisiert werden (Millward 1997, Zero und Lussi 2005, Attin
2006, Hara und Lussi 2006). Weiterhin wurde sichergestellt, dass durch die Wahl ausreichend
groRer Inkubationsvolumina der pH-Wert tber den gesamten Messzeitraum von 300 s
konstant gehalten wurde. Es trat kein S&ureverbrauch ein, da ein Sduretiberschuss vorhanden
war (Attin et al. 2005a). Die Kurzzeituntersuchung mit dem Konstanthalten des pH-Wertes
entspricht daher weitgehend der In-vivo-Situation, in der die Saure zum Beispiel beim Genuss
eines sauren Getréankes oder bei chronischem Erbrechen (iber einen kurzen Zeitraum im
Uberschuss (mit konstantem pH-Wert) in der Mundhohle vorliegt. Dieser Saureiiberschuss
flihrt dazu, dass der pH-Wert auf den Zahnoberflachen und auf den oralen Weichgeweben fir
wenigstens 2 min niedrig bleibt (Meurman et al. 1987, Millward et al. 1997, Dawes 2008).

In friheren Studien wurde bereits nachgewiesen, dass die Erosion von Schmelz unter dem
Einfluss von S&uren Zeit- und pH-abhangig ist. Je langer die Inkubationszeit oder je niedriger
der pH-Wert, desto stérkere erosive Wirkungen wurden festgestellt (Grobler et al 1990, West
et al. 2001, Hannig C et al. 2005a). In dieser Studie wurde die Abhéangigkeit des erosiven
Substanzabtrages von der Expositionszeit und dem pH-Wert bestétigt. Diese Abhangigkeit
fand sich sowohl bei pellikelfreien als auch bei pellikelbedeckten Schmelz- und Dentin-
Proben.

Weiterhin wurde in vielen bisherigen Studien angenommen, dass die erosive Kapazitat von
Sauren nicht nur vom pH-Wert, sondern auch von der Menge an titrierbarer Sdure abhéngt
(Lussi et al. 1993, Zero et al. 1996, Bartlett und Coward 2001, Lussi et al. 2004). Es wurde
vermutet, dass die Menge an titrierbarer Séure sogar wichtiger ist als der pH-Wert (Grenby et
al. 1989, Bartlett und Coward 2001). In der vorliegenden Studie wurde ausschlief3lich der pH-
Wert der Sdure untersucht und nicht die Menge an titrierbarer Séure. Hannig C et al. (2005a)
stellten fest, dass bei der photometrischen Kalzium-Messung mit Arsenazo-Ill und bei
Kurzzeit-Inkubation Uber einen Zeitraum von 5 min keine Korrelation zwischen der Menge an
titrierbarer Sdure und dem Erosionspotential zu beobachten war.

Wie bereits oben beschrieben, erméglicht der photometrische Kalzium-Nachweis mit der
Arsenazo-l11-Methode die sichere Evaluation erosiver Effekte schon nach einer
Sdureinkubationszeit von 5 s (Hannig C et al. 2008a). In dieser Studie liegen die initialen
Messintervalle jedoch bei 15 s, da sich in Vorversuchen gezeigt hat, dass eine

Testvolumenentnahme im Abstand von 5 s nicht realisierbar ist. Sdureentnahme aus den
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Inkubationsgefdlien, Auffullen der Inkubationsvolumina mit frischer Sdure und
anschlieBender Durchmischung der Sdure mit der Pipettenspitze sind innerhalb dieses
Inkubationszeitraumes nicht moglich. Der Durchmischung der S&ure zwischen den
Entnahmezeiten kam wesentliche Bedeutung zu, da die FlieBbewegung der Séure einen
wichtigen Einfluss auf das Ausmal der Erosion in Schmelz und Dentin besitzt (Lussi et al.
1993, Wiegand et al. 2007).

In dieser Studie wurden Pellikelbildungszeiten von 3, 30 und 120 min gewéhlt, um mogliche
Unterschiede des protektiven Effekts der Kurzzeit-Pellikel in Abhéangigkeit von der
Pellikelbildungszeit zu untersuchen. In vielen friiheren Studien wurden Pellikelbildungszeiten
von mehreren Stunden, einigen Tagen (Meurman und Frank 1991, Skerland et al. 1995,
Maupomeé et al. 1999, Hannig M und Balz 2001, Hannig M et al. 2003, Nekrashevych und
Stosser 2003) bis zu 2 Wochen (Hall et al. 1999) untersucht. Hannig M und Balz (2001),
sowie Hannig M (2003) konnten jedoch feststellen, dass die Pellikel durch die
Saureeinwirkung innerhalb von wenigen Minuten ausgedunnt wird und dadurch der
protektive Effekt schnell abnimmt. Daher haben sehr lange Pellikelbildungszeiten wenig
klinische Relevanz, besonders bei Risikopatienten fir Erosionen, die haufig saure Medien
konsumieren (Wetton et al. 2006, Wetton et al. 2007). Weiterhin stellten Hannig M et al.
(2003) fest, dass eine Pellikelbildungszeit von 6, 12 oder 24 Stunden nicht mehr Schutz vor
Saureangriffen bietet als eine Pellikel mit einer Bildungszeit von 2 Stunden. Andererseits
postulierten Hannig M et al. (2004), dass eine In-situ-Pellikel mit einer Bildungszeit von 30
min keine signifikanten Unterschiede zu einer In-situ-Pellikel mit einer Bildungszeit von 60
oder 120 min aufweist. Ferner fanden Wetton et al. (2007) heraus, dass erst eine
Pellikelbildungszeit von 60 min einen protektiven Effekt auf Saureangriffe auf Schmelz
gewadhrte. Diese Feststellung steht im Gegensatz zu den Ergebnissen einer Studie von Hannig
M et al. (2004), die besagt, dass bereits eine In-situ-Kurzzeit-Pellikel von 3 min einen
gewissen Schutz vor erosiven Saureangriffen bietet. In der genannten Studie von Wetton et al.
(2007) wurde zur Erfassung des erosiven Substanzabtrages die Profilometrie angewandt, die
wesentlich weniger sensitiv ist als die photometrische Messung mit der Arsenazo-111-Methode
(Attin 2006, Hannig C et al. 2008a). Weiterhin fand die Pellikelreifung, im Gegensatz zur
Studie von Hannig M et al. (2004) und zur vorliegenden Studie, nicht in situ, sondern in vitro
statt. Dass die 3-min-Pellikel in situ dennoch einen gewissen anti-erosiven Schutz gewahrt,
kann mit Studien von Kautsky und Featherstone (1993) und Hannig M (2003) erklart werden,
die aufzeigten, dass der Reife- bzw. Alterungsprozess der Pellikel bei In-vivo-Experimenten
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weniger Relevanz hat als in vitro. Generell muss bei der Interpretation von In-vitro-
Experimenten beachtet werden, dass sich der Reifungsprozess der Pellikel von dem der In-
situ-Pellikel unterscheidet. So konnten Yao et al. (2001) zeigen, dass sich in einer In-vitro-
Pellikel mehr unverdnderte native Proteine befinden, wahrend unter In-situ-Bedingungen
mehr enzymatisch degradierte Proteine in der Pellikel vorhanden sind. Diese Tatsache kann
ein Grund fur den unterschiedlichen protektiven Effekt der Pellikel zwischen In-vitro- und In-

situ-Experimenten sein.

In der vorliegenden Studie wurde ferner der Einfluss des oralen Expositionsortes auf die
protektiven Eigenschaften der In-situ-Pellikel bei Kurzzeitinkubation in Salzséure evaluiert.
In verschiedenen Studien wurde bereits festgestellt, dass die Pellikel an bukkalen Zahnflachen
des Oberkiefers dicker ist als an palatinalen Zahnflachen des Oberkiefers (Amaechi et al.
1999b, Hannig M 1999, Hannig M et al. 2003). Amaechi et al. (1999b) fanden heraus, dass
die Pellikel mit einer Bildungszeit von einer Stunde im Oberkiefer bukkal dicker ist als
palatinal und einen grofReren erosiven Schutz aufweist als die diinnere palatinale Pellikel.
Jedoch wurde die erosive Erfassung des Schmelzverlustes mit der transversen
Mikroradiographie durchgefiihrt, die initiale Kurzzeiteffekte von Erosionen nicht erfassen
kann (Attin 2006). Die Pellikelbildungszeit betrug in jener Studie 1 Stunde, die
Inkubationszeit des sauren Reagenz (Orangensaft mit pH 3,85) sogar 2 Stunden (Amaechi et
al. 1999b).

In der vorliegenden Studie ware zu erwarten gewesen, dass die palatinale Pellikel einen
geringeren protektiven Effekt besitzt als die bukkale Pellikel. Palatinale Zahnflachen werden
nicht nur mit geringeren Speichelmengen benetzt als bukkale Zahnfldchen im Oberkiefer oder
bukkale und linguale Zahnflachen im Unterkiefer (Amaechi et al 1999b). Sie unterliegen auch
den abscherenden Zungenkontakten, die die Pellikeldicke reduzieren und die Progression
erosiver Substanzverluste steigern kdnnen (Amaechi et al. 1999, Amaechi et al. 2003, Gregg
et al. 2004). Weiterhin variiert die Speichelzusammensetzung an verschiedenen Orten
innerhalb der Mundhohle (Dawes et al. 1989, Dawes und Macpherson 1993, Veerman 1996),
so dass sich die Pellikel daher an verschiedenen Bildungsorten in der Mundhohle in
Zusammensetzung, Dicke und Aufbau unterscheidet (Carlén et al. 1998, Hannig M 1999,
Amaechi et al. 1999b, Hannig M und Joiner 2006). Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass
der orale Expositionsort bei kurzer Séureinkubationszeit nur einen minimalen Einfluss auf den
erosiven Kalzium-Verlust hat. Bei niedrigem pH-Wert (2,0) unterscheidet sich der
Schutzeffekt der bukkalen Pellikel nicht von dem der palatinalen Pellikel. Das wurde bei pH
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2,0 fur alle Pellikelbildungszeiten beobachtet. Die 3-min-Pellikel wies bei allen pH-Werten
(2,0, 2,3 und 2,6) keinen Unterschied im Erosionsschutz hinsichtlich des oralen
Expositionsortes auf, wéahrend bei hoheren pH-Werten (2,3 und 2,6) die 30-min- und 120-
min-Pellikel bukkal tendenziell einen etwas groferen Schutzeffekt hatte als die
entsprechenden palatinalen Pellikel. Allerdings waren diese Unterschiede nicht signifikant.
Diese Ergebnisse stimmen mit anderen Studien Uberein, die einen nur geringen Unterschied
im Schutzeffekt zwischen der dickeren bukkalen und der dunneren palatinalen 24-Stunden-
Pellikel feststellen konnten (Hannig M und Balz 1999, Hannig M und Balz 2001). Auch eine
jungere Studie kommt zu dem Schluss, dass eine Kurzzeit-Pellikel mit einer Bildungszeit von
3, 30 und 120 min bei einer S&ureinkubation von Zitronensdaure fur 1 min bukkal keinen
signifikant gréReren Erosionsschutz bietet als palatinal (Hannig M et al. 2004b).
Maoglicherweise besitzt die initiale, elektronendichte Basal-Schicht der Pellikel, die innerhalb
der ersten Minuten der oralen Expositionszeit auf der Schmelzoberflache gebildet wird, eine
starkere protektive, anti-erosive Eigenschaft als die dueren Pellikelschichten, die aus locker
strukturierten globuldren Bestandteilen aufgebaut sind (Hannig M und Balz 2001). Die initiale
Basal-Schicht ist in elektronenmikroskopischen Bildern sowohl auf bukkalen als auch auf
palatinal exponierten Schmelzproben erkennbar, in ihrer Dicke identisch und weist einen
relativ hohen Saurewiderstand auf (Hannig M 1999). Die &uRere, locker strukturierte,
globulére Pellikel-Schicht ist bukkal wesentlich dicker als palatinal, aber in
Erosionsversuchen sdureldslicher (Skerland et al. 1995, Hannig M 1999, Vitkov et al. 2004,
Hannig und Joiner 2006). Ein weiterer Hinweis darauf, dass eher die initiale elekronendichte
Pellikelschicht hauptverantwortlich fir den Erosionsschutz ist, ist die Tatsache, dass bereits
eine 3-min-Pellikel einen gewissen Erosionsschutz bietet und sich dieser Schutz nicht
signifikant von dem einer Pellikel mit einer Bildungszeit von 120 min unterscheidet (Hannig
M et al. 2004b).

Eine fortlaufende Erosionsuntersuchung innerhalb eines Messzeitraumes von 15 bis 300 s
wurde bisher in der Literatur noch nicht beschrieben. Mit dem vorliegenden Messprotokoll
war es erstmals moglich, den zeitlichen Verlauf des Kalzium-Verlustes aus Schmelz unter
dem Einfluss von Salzsaure unterschiedlicher Konzentration in Anwesenheit einer In-situ-
Pellikel mit verschiedenen Bildungszeiten in den ersten Sekunden der S&ureinkubation zu
untersuchen.

Die Pellikel zeigte bei hoher Saurekonzentration (pH 2,0) in den ersten 15 s der Inkubation

einen tendenziellen protektiven Einfluss auf die Kalzium-Freisetzung aus Schmelz. Dieser
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Effekt war jedoch nicht signifikant. Erst ab einer Inkubationszeit der Sdure von 60 s
reduzierte die Pellikel mit Bildungszeiten von 30 min bzw. 120 min signifikant die Kalzium-
Freisetzung im Vergleich zu pellikelfreien Proben. Ein signifikanter Unterschied zwischen
den Pellikelbildungszeiten von 30 min und 120 min war nicht erkennbar. Mit Zunahme der
Saureeinwirkzeit reduzierte sich dieser protektive Effekt deutlich. Die Pellikel mit einer
Bildungszeit von 3 min hatte bei hoher S&urekonzentration keinen signifikanten Einfluss auf
die Kalzium-Freisetzung tber den gesamten Messzeitraum.

Bei hoherem pH-Wert (pH 2,3 und 2,6) war der Schutzeffekt der Pellikel mit einer
Bildungszeit von 30 min bzw. 120 min bereits in der initialen Phase (t = 15 s) des
Saureangriffs erkennbar, wobei eine tendenzielle Abhdngigkeit des anti-erosiven Schutzes
von der Pellikelbildungszeit feststellbar war. Eine Pellikelbildungszeit von 3 min bot bei
schwacherer Séurekonzentration einen geringen, jedoch nicht signifikanten Schutz vor der
sauren Noxe. Wie bei pH 2,0 wurde mit Zunahme der Sdureinkubationszeit der protektive
Pellikeleffekt geringer und war ab einem Inkubationszeitpunkt von t = 300 s nicht mehr
nachweisbar. Ein moglicher Grund fir die Abnahme des Pellikeleffektes tber die Zeit ist die
Reduktion der Pellikeldicke durch die einwirkende S&ure, die in friheren Studien beschrieben
wurde (Hannig M und Balz 2001, Hannig M et al 2003, Hannig C et al. 2009a).

Die In-situ-Pellikel bot gegentber erosiven Saureangriffen auf Schmelz keinen volligen
Schutz. Sie zeigte einen gewissen protektiven Effekt, wenn der Sdaureangriff zeitlich limitiert
und die Saurekonzentration moderat war. Die Pellikelbildungszeit besal einen tendenziellen
Einfluss auf die initiale erosive Kalzium-Freisetzung, dieser nahm jedoch mit zunehmender
Dauer der Sdureinkubation ab. Diese Ergebnisse werden bestatigt durch eine Studie von
Hannig C et al. (2009a), die ebenfalls einen zeit- und pH-abhangigen anti-erosiven Schutz der
Pellikel nachweisen konnte.

Die Pellikel kann daher nicht als eine dichte Diffusionsbarriere angesehen werden, die vor
Sdureangriffen auf die Zahnhartsubstanzen schiitzt. Vielmehr kann sie als eine semipermeable
Membran interpretiert werden, die den lonenaustausch zwischen Zahnhartsubstanzoberflache
und Speichel steuert. Diese Erkenntnisse werden durch viele andere Studien Uber die Pellikel
bestatigt (Zahradnik et al. 1976, Busscher et al. 2003, Hannig M et al. 2003, Hara et al. 2006,
Wiegand et al. 2008a, Hannig C et al. 2009a). Mdglicherweise verlangsamt die Pellikel die
Diffusion von S&ure in die Zahnhartsubstanz hinein und die Diffusion von Kalzium- und
Phosphat-lonen aus der Zahnhartsubstanz heraus (Zahradnik et al. 1976, Slomiany et al.
1986).
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Als Konsequenz dieser Ergebnisse hinsichtlich der Prophylaxe dentaler Erosionen kann ein
schnelles Trinken sdurehaltiger Getranke als weniger erosiv angesehen werden. Eine h&ufige
Aufnahme kleiner sdurehaltiger Mengen Uber einen langeren Zeitraum oder ein Umspulen des
sauren Getrankes im Munde vor dem Schluckvorgang sollten vermieden werden (Johansson
et al. 2004). Um die Etablierung der protektiven Pellikel zu férdern, sollte direkt nach
vollstandiger Entfernung der Pellikel (Bleaching, professionelle Zahnreinigung, intensive
Mundhygiene) auf den Konsum séurehaltiger Lebensmittel verzichtet werden. Wirken jedoch
Sauren mit sehr niedrigen pH-Werten auf die Zahnhartsubstanzen ein (z.B. Magenséure bei
chronischem Erbrechen), so ist die erosionsinhibitorische Wirkung einer Pellikel auch mit

langer Pellikelbildungszeit sehr eingeschrankt.

In Zusatzversuchen wurde evaluiert, ob die 120-min-Pellikel einen protektiven Effekt auf
Dentin-Proben ausibt, die mit Salzsdure (pH 2,3) inkubiert wurden. Die vorliegende Studie
konnte zeigen, dass die 120-min-Pellikel die Dentin-Oberfl&ache zu einem gewissen Grad vor
erosiven Sdaureangriffen schitzt und den erosiven Kalzium-Verlust im Vergleich zu
pellikelfreien Dentin-Proben um durchschnittlich 30 % senkt. Diese Ergebnisse werden durch
andere Studien Uber den protektiven Effekt der Dentin-Pellikel bestétigt (Wetton et al. 2006,
Wiegand et al. 2008a). Hara et al. (2006) hingegen postulierten, dass die Pellikel auf Dentin
keinen anti-erosiven Effekt hat. Allerdings wurde diese Studie mit Orangensaft als saurem
Medium und einer Inkubationszeit von 10 bis 30 min durchgefuhrt, wodurch die
abweichenden Ergebnisse erklart werden kénnen.

Ein weiteres Ergebnis der vorliegenden Arbeit stellt die Tatsache dar, dass die Dentin-Pellikel
gegeniiber der Schmelz-Pellikel einen protektiven Effekt Giber einen langeren Zeitraum zeigte.
Wahrend der protektive Effekt bei der Schmelz-Pellikel spétestens ab einem Messzeitpunkt
von t = 60 s nachlieB, hielt er bei der Dentin-Pellikel iber den gesamten Messzeitraum von
270 s an. Ein moglicher Grund hierfir kann eine starkere S&ureresistenz der Dentin-Pellikel
sein. Maoglicherweise haftet die Pellikel durch Protein-Protein-Wechselwirkungen an den
organischen Komponenten des Dentins, die durch den erosiven Prozess demaskiert wurden,
fester an der Dentin-Oberflache. Dieser Aspekt konnte Gegenstand zukinftiger Forschung
sein.

TEM-Bilder belegen weiterhin die Semipermeabilitit der Dentin-Pellikel, wie sie bereits fir
die Schmelz-Pellikel beschrieben wurde (siehe oben). Hannig C et al. (2007a) bewiesen, dass

die Dentin-Pellikel wahrend der S&ureinkubation nicht vollstandig von der Dentin-Oberflache
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geldst wird, es aber zeitgleich zu einer Demineralisation der oberflachlichen Dentinschicht
kommt.

Die in dieser Studie angewandte Methode bietet die Mdoglichkeit, die protektiven
Eigenschaften oraler Therapeutika auf die Zahnhartsubstanzen bereits in der initialen Phase
des Séureangriffs zu testen. So kdnnten diese Therapeutika zeitgleich mit Schmelzproben in
situ eingebracht werden. Nach definierter Einwirkzeit der Therapeutika und Entnahme der
Schmelzproben erfolgt dann die Evaluation der Kalzium-Freisetzung ex vivo/in vitro. Dieser
Versuchsaufbau ermdglicht einerseits die Untersuchung der biofunktionellen Modulation der
Pellikel durch die Anflutung und Immobilisation protektiver Pellikelenzyme wie Peroxidase,
Lysozym oder IgA z.B. in Form von Mundspulldsungen. Andererseits kdnnen die protektiven
Effekte verschiedenster Fluorid-Préparate oder Hydroxylapatit-haltiger Zahncremes auf die

Zahnhartsubstanzen mit dieser Methode evaluiert werden.

Schlussfolgerungen:

. Die In-situ-Pellikel mit einer Bildungszeit von 3, 30 und 120 min bietet keinen
vollstandigen Schutz gegeniiber Salzséure im pH-Bereich 2 bis 3.

. Der anti-erosive Effekt der Pellikel ist zeitlich limitiert. Wahrend der protektive Effekt
der Pellikel bei pH 2,0 vom Messzeitpunkt t = 15 s bis t = 60 s zundchst ansteigt und
ab t = 60 s nachlaBt, nimmt er bei pH 2,3 und 2,6 bereits nach t = 15 s kontinuierlich

ab.

. Der Schutzeffekt der Pellikel ist tendenziell abhdngig von der Pellikelbildungszeit.

. Die protektive Wirkung bukkaler und palatinaler Pellikel unterscheidet sich nicht.

. Die Dentin-Pellikel zeigt einen etwas hoheren protektiven Effekt als die Schmelz-
Pellikel.
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6  Zusammenfassung

Ziel der Studie: In der vorliegenden Studie wurde der protektive Effekt der In-situ-Pellikel
gegeniiber Salzsdure unterschiedlicher pH-Werte untersucht.

Material und Methoden: Die Pellikelbildung erfolgte auf bovinen Schmelzproben bei 6
Probanden in situ fir 3, 30 bzw. 120 min bukkal und palatinal. Die Schmelzproben wurden in
vitro mit Salzsdaure der pH-Werte 2,0, 2,3 bzw. 2,6 inkubiert. Pellikelfreie Schmelzproben
dienten als Referenzproben. Die Kalzium-Freisetzung aus Schmelz unter dem Einfluss von
Salzsdure wurde mit einem photometrischen Verfahren (Arsenazo-111-Methode) ermittelt. Die
Messungen erfolgten fortlaufend zu den Zeitpunktent =15s, 30 s, 45 s, 60 s, 120 s, 180 s,
240 s und 300 s.

Ergebnisse: Die Kalzium-Freisetzung erfolgte bei pellikelfreien und pellikelbedeckten
Schmelzproben zeitabhangig in direkter Korrelation zum pH-Wert. Die Kalzium-Freisetzung
aus bukkal getragenen Schmelzproben unterschied sich nicht oder nur geringfligig von
palatinal getragenen Proben.

Die Pellikel hatte, auBer bei pH 2,0, initial (Messzeitpunkt t = 15 s) einen signifikanten
Einfluss auf die Kalzium-Freisetzung aus Schmelz, wobei eine tendenzielle Abhangigkeit der
Kalzium-Freisetzung von der Pellikelbildungszeit zu beobachten war. Der Schutz-Effekt der
Pellikel reduzierte sich mit Zunahme der Inkubationszeit. Wahrend der protektive Effekt der
Pellikel bei pH 2,0 vom Messzeitpunkt t = 15 s bis t = 60 s zundchst anstieg und ab t = 60 s
nachlie}, nahm er bei pH 2,3 und 2,6 bereits nach dem Messzeitpunkt t = 15 s kontinuierlich
ab. Zum finalen Messzeitpunkt t = 300 s konnte kein signifikanter Einfluss der Pellikel mehr
nachgewiesen werden.

Schlussfolgerungen: Mit der angewandten Methode war es erstmals moglich, die Kinetik des
Kalzium-Verlustes aus Schmelz unter dem Einfluss von Salzsdure unterschiedlicher
Konzentration in Anwesenheit einer In-situ-Pellikel mit verschiedenen Pellikelbildungszeiten
zu untersuchen.

Die Pellikel bietet gegeniiber erosiven Sdureangriffen auf Schmelz keinen vollstdndigen
Schutz. Sie hat einen gewissen protektiven Effekt, wenn der Saureangriff zeitlich limitiert und
die Sdurekonzentration moderat ist, wobei die Pellikelbildungszeit einen tendenziellen

Einfluss auf den anti-erosiven Schutz hat.
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Summary

Aim: The aim of the present study was to investigate the protective properties of the pellicle
layer with regard to different formation times and intraoral sites during incubation with
hydrochloric acid (HCI).

Materials and Methods: Bovine enamel slabs were fixed on buccal and palatal sites of
individual upper jaw splints and exposed to the oral cavity of 6 subjects for 3, 30 or 120 min
for pellicle formation in situ. In the following, the slabs were incubated with HCI (pH 2.0, 2.3
and 2.6) in vitro and erosive calcium-release was measured photometrically (arsenazo-I1I-
method). Pellicle free samples served as controls. The measurements were conducted
continuously att=15s,30s,455s,60s, 120 s, 180 s, 240 s and 300 s.

Results: Calcium-release from pellicle coated and pellicle free samples was correlated with
pH level and incubation time. Calcium-release from buccal samples was not or only
marginally different from calcium-release from palatal samples. Except of pH 2.0, the pellicle
initially showed a significant influence on calcium-release, which in general depended on
pellicle formation time. The protective effect was reduced with increasing incubation time in
HCI. At pH 2.0 the anti-erosive property increased betweent =15stot = 60 s and decreased
after t = 60 s, whereas the protective effect decreased continuously at pH 2.3 and 2.6. At the
final point of measurement (t = 300s), there was no significant influence of the pellicle.
Conclusions: For the first time, the methods of the present study allowed investigation of
kinetics of calcium-release in the presence of an in situ acquired pellicle with regard to
different pH levels and pellicle formation time.

The protective properties of the acquired pellicle against an erosive impact on the enamel
surface are limited. The pellicle offers a certain anti-erosive effect, if the time of the acidic
challenge is limited and the pH level is moderate. The pellicle formation time has an influence

on the anti-erosive effect of the pellicle.
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8  Datenanhang

8.1 Liste der Geréate und Instrumente

- Abdampfgerét

- Abformloffel, konfektioniert in den GroRen S, M und L

- Mikrometer, Digimatic Micrometer, Mitutoyo Corporation, Bejing, China

- Mikrotiterplattenphotometer, kinetic microplate reader UV max, Molecular Devices,
Sunnyvale, Kalifornien, USA

- pH-Meter, Typ 761 Calimatic, Knick, Berlin, Deutschland

- Polymerisationslampe, Degulux softstart, Degussa Dental, Hanau, Deutschland

- Schleifmaschine, Typ DP-U3, Struers, Kopenhagen, Danemark

- Standbohrmaschine, Typ T6, Metabo, Nirtingen, Deutschland

- Tiefziehgerét fur Kunststofffolien

- Titrationspipetten

- Trepanbohrer, Eigenproduktion, Wissenschaftliche Werkstatten des Klinikums, Gattingen,
Deutschland

- Ultraschall-Reinigungsgerét

8.2 Liste des sonstigen Verbrauchsmaterials

- Abruckmaterial: Alginat Super 500 DS, Pluradent AG & Co. KG, Offenbach

- Adhasivsystem, Optibond (2-Flaschen-System), Optibond FL Primer (Flasche 1) und
Adhesive (Flasche 2), Kerr Corporation, Orange, Kalifornien, USA

- Atzgel, Phosphorséure 37%, Ultra-Etch, Ultradent, South Jordan, Utah, USA

- Eppendorfgefélie 2 ml, Safe-Lock-Tubes, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

- Lichtpolymerisierbarer Kunststoff (Tetric ceram, Ivoclar Vivadent, Liechtenstein)

- Mikrotiterplatten (96 well, Flachboden), Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

- Polyvinyl-Siloxan, President light body, Coltene, Schweiz

- Schleifpapier (Kérnung 2000 und 4000), dia-plus, Oststeinbeck, Deutschland

- Tiefziehschienen, 1.5 mm aus Methacrylat
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- verschlieRbare Kunststoffgefédlie 5 ml, PS-Réhrchen, Greiner Bio-One, Solingen,

Deutschland

8.3  Liste der Chemikalien und Reagenzien

- Salzsdure (5mol/l), Merck, Darmstadt, Deutschland
Die sauren Losungen der untersuchten pH-Werte von 2,0 (10 mmol/l), 2,3 (5mmol/l) und
2,6 (2,5 mmol/l) wurden vor Gebrauch stets frisch angesetzt.

- Kalzium-Indikator: Fluitest Ca-A-I11 (0,12 mmol Arsenazo I11/l und 100 mmol/l Imidazol-
Puffer bei pH 6,5) Biocon, VVohl/Marienhagen, Deutschland.

- Kalzium-Stammlésung als Standard-Reagenz zur Bestimmung der erodierten Kalzium-
Konzentration, 2,5 mmol/l Kalzium (Fluitest, Ca-A-Il1, Analyticon, Lichtenfels, Germany).

- Agua-bidest

- NaOCl 3%

- Ethanol 70 %
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8.4 Abb.21-33,Tab.7-18
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Abb. 21: Mittlere Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?Z] aus bukkalen und palatinalen
Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem pH-Wert von
2,0, 2,3 und 2,6 und einer Pellikelbildungszeit von 30 min. Probandenzahl 6,
Probenanzahl n = 36. SD = Standardabweichung.
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Abb. 22: Mittlere Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen und palatinalen

Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem pH-Wert von
2,0, 2,3 und 2,6 und einer Pellikelbildungszeit von 120 min. Probandenzahl 6,
Probenanzahl n = 36. SD = Standardabweichung.
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Abb. 23: Mittlere Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen bzw. palatinalen
Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem pH-Wert von
2,0 und einer Pellikelbildungszeit von 30 min. Probandenzahl 6, Probenanzahl n =
36. SD = Standardabweichung.
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Abb. 24: Mittlere Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen bzw. palatinalen

Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem pH-Wert von
2,0 und einer Pellikelbildungszeit von 120 min. Probandenzahl 6, Probenanzahl n
= 36. SD = Standardabweichung.
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Abb. 25: Mittlere Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen bzw palatinalen
Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem pH-Wert von
2,3 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min. Probandenzahl 6, Probenanzahl n =
36. SD = Standardabweichung.
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Abb. 26: Mittlere Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen bzw. palatinalen

Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem pH-Wert von
2,6 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min. Probandenzahl 6, Probenanzahl n =
36. SD = Standardabweichung.
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Mittlere Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen bzw. palatinalen

Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem pH-Wert von

2,3 und einer Pellikelbildungszeit von 30 min. Probandenzahl 6, Probenanzahl n =

36. SD = Standardabweichung.
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Mittlere Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen bzw. palatinalen

Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem pH-Wert von

2,6 und einer Pellikelbildungszeit von 30 min. Probandenzahl 6, Probenanzahl n =

36. SD = Standardabweichung.
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Abb. 29: Mittlere Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen bzw. palatinalen
Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem pH-Wert von
2,6 und einer Pellikelbildungszeit von 120 min. Probandenzahl 6, Probenanzahl n
= 36. SD = Standardabweichung.
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Abb. 30: Mittlere Kalzium-Freisetzung pro Minute [nmolsmm™min~] aus bukkalen

Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem pH-Wert
von 2,3 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min (dargestellt als dunkelgraue
Saule), 30 min (dargestellt als hellgraue Saule) und 120 min (dargestellt als
weille Saule). Die Werte fur die pellikelfreien Schmelzproben sind durch die

schwarze S&ule dargestellt.
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Abb. 32:
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Mittlere Kalzium-Freisetzung pro Minute [nmolsmm2smin~'] aus palatinalen
Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsaure mit konstantem pH-Wert
von 2,3 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min (dargestellt als dunkelgraue
Saule), 30 min (dargestellt als hellgraue Saule) und 120 min (dargestellt als
weille Saule). Die Werte fur die pellikelfreien Schmelzproben sind durch die

schwarze Saule dargestellt.
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Mittlere Kalzium-Freisetzung pro Minute [nmol*mm2*min~'] aus bukkalen
Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsdure mit konstantem pH-Wert
von 2,6 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min (dargestellt als dunkelgraue
Saule), 30 min (dargestellt als hellgraue Séaule) und 120 min (dargestellt als
weille Saule). Die Werte fur die pellikelfreien Schmelzproben sind durch die

schwarze S&ule dargestellt.
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Abb. 33: Mittlere Kalzium-Freisetzung pro Minute [nmolsmm2smin~'] aus palatinalen
Schmelzproben bei 5 min Einwirkzeit von Salzsaure mit konstantem pH-Wert
von 2,6 und einer Pellikelbildungszeit von 3 min (dargestellt als dunkelgraue
Saule), 30 min (dargestellt als hellgraue Saule) und 120 min (dargestellt als
weille Saule). Die Werte fur die pellikelfreien Schmelzproben sind durch die
schwarze Saule dargestellt.

ANOVA Pellikelfrei 3-min-P. 30-min-P. 120-min-P.
p=0,377
Pellikelfrei 0,999 0,893 0,612
3-Min-P. 0,999 0,889 0,499
30-Min-P. 0,893 0,889 0,935
120-Min-P. 0,612 0,499 0,935

Tab. 7: Statistischer Vergleich (ANOVA mit Post-Hoc-Test: Scheffé-Prozedur) der

mittleren kumulativen Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen und

palatinalen Schmelzproben unter dem Einfluss von Salzsaure mit pH 2,0 zum

Messzeitpunktt = 15 s.
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ANOVA Pellikelfrei 3-min-P. 30-min-P. 120-min-P.
p=0,012
Pellikelfrei 0,536 0,113 0,020
3-Min-P. 0,536 0,760 0,276
30-Min-P. 0,113 0,760 0,792
120-Min-P. 0,020 0,276 0,792

Tab. 8: Statistischer Vergleich (ANOVA mit Post-Hoc-Test: Scheffé-Prozedur) der

mittleren kumulativen Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen und

palatinalen Schmelzproben unter dem Einfluss von Salzsdure mit pH 2,3 zum

Messzeitpunktt = 15 s.

ANOVA Pellikelfrei 3-min-P. 30-min-P. 120-min-P.
p <0,001
Pellikelfrei 0,480 < 0,001 0,043
3-Min-P. 0,480 < 0,001 0,471
30-Min-P. < 0,001 < 0,001 0,022
120-Min-P. 0,043 0,471 0,022
Tab. 9: Statistischer Vergleich (ANOVA mit Post-Hoc-Test: Scheffé-Prozedur) der

mittleren kumulativen Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?Z] aus bukkalen und

palatinalen Schmelzproben unter dem Einfluss von Salzsdure mit pH 2,6 zum

Messzeitpunktt = 15 s.

ANOVA Pellikelfrei 3-min-P. 30-min-P. 120-min-P.
p = 0,003
Pellikelfrei 0,357 0,131 0,005
3-Min-P. 0,357 0,872 0,116
30-Min-P. 0,131 0,872 0,548
120-Min-P. 0,005 0,116 0,548

Tab. 10: Statistischer Vergleich (ANOVA mit Post-Hoc-Test: Scheffé-Prozedur) der

mittleren kumulativen Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen und

palatinalen Schmelzproben unter dem Einfluss von Salzsdure mit pH 2,0 zum

Messzeitpunkt t = 60 s.
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ANOVA Pellikelfrei 3-min-P. 30-min-P. 120-min-P.
p =0,004
Pellikelfrei 0,160 0,124 0,004
3-Min-P. 0,160 1,000 0,506
30-Min-P. 0,124 1,000 0,432
120-Min-P. 0,004 0,506 0,432

Tab. 11: Statistischer Vergleich (ANOVA mit Post-Hoc-Test: Scheffé-Prozedur) der

mittleren kumulativen Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen und

palatinalen Schmelzproben unter dem Einfluss von Salzsdure mit pH 2,3 zum

Messzeitpunkt t = 60 s.

ANOVA Pellikelfrei 3-min-P. 30-min-P. 120-min-P.
p <0,001
Pellikelfrei 0,984 0,002 0,080
3-Min-P. 0,984 < 0,001 0,060
30-Min-P. 0,002 < 0,001 0,411
120-Min-P. 0,080 0,060 0,411

Tab. 12: Statistischer Vergleich (ANOVA mit Post-Hoc-Test: Scheffé-Prozedur) der

mittleren kumulativen Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?Z] aus bukkalen und

palatinalen Schmelzproben unter dem Einfluss von Salzsdure mit pH 2,6 zum

Messzeitpunkt t = 60 s.

ANOVA Pellikelfrei 3-min-P. 30-min-P. 120-min-P.
p = 0,036
Pellikelfrei 0,536 0,044 0,314
3-Min-P. 0,536 0,325 0,961
30-Min-P. 0,044 0,325 0,602
120-Min-P. 0,314 0,961 0,602

Tab. 13: Statistischer Vergleich (ANOVA mit Post-Hoc-Test: Scheffé-Prozedur) der

mittleren kumulativen Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen und

palatinalen Schmelzproben unter dem Einfluss von Salzsaure mit pH 2,0 zum

Messzeitpunkt t = 120 s.

104




ANOVA Pellikelfrei 3-min-P. 30-min-P. 120-min-P.
p =0,004
Pellikelfrei 0,122 0,044 0,005
3-Min-P. 0,122 0,989 0,620
30-Min-P. 0,044 9,989 0,757
120-Min-P. 0,005 0,620 0,757

Tab. 14: Statistischer Vergleich (ANOVA mit Post-Hoc-Test: Scheffé-Prozedur) der

mittleren kumulativen Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen und

palatinalen Schmelzproben unter dem Einfluss von Salzsdure mit pH 2,3 zum

Messzeitpunkt t = 120 s.

ANOVA Pellikelfrei 3-min-P. 30-min-P. 120-min-P.
p =0,009
Pellikelfrei 1,000 0,167 0,331
3-Min-P. 1,000 0,038 0,122
30-Min-P. 0,167 0,038 0,965
120-Min-P. 0,331 0,122 0,965

Tab. 15: Statistischer Vergleich (ANOVA mit Post-Hoc-Test: Scheffé-Prozedur) der

mittleren kumulativen Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?Z] aus bukkalen und

palatinalen Schmelzproben unter dem Einfluss von Salzsdure mit pH 2,6 zum

Messzeitpunkt t = 120 s.

ANOVA Pellikelfrei 3-min-P. 30-min-P. 120-min-P.
p <0,001
Pellikelfrei 0,643 0,141 0,372
3-Min-P. 0,643 0,587 0,003
30-Min-P. 0,141 0,587 < 0,001
120-Min-P. 0,372 0,003 < 0,001

Tab. 16: Statistischer Vergleich (ANOVA mit Post-Hoc-Test: Scheffé-Prozedur) der

mittleren kumulativen Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen und

palatinalen Schmelzproben unter dem Einfluss von Salzsdure mit pH 2,0 zum

Messzeitpunkt t = 300 s.
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ANOVA Pellikelfrei 3-min-P. 30-min-P. 120-min-P.
p =0,045
Pellikelfrei 0,056 0,222 0,164
3-Min-P. 0,056 0,816 0,925
30-Min-P. 0,222 0,816 0,995
120-Min-P. 0,164 0,925 0,995

Tab. 17: Statistischer Vergleich (ANOVA mit Post-Hoc-Test: Scheffé-Prozedur) der

mittleren kumulativen Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?] aus bukkalen und

palatinalen Schmelzproben unter dem Einfluss von Salzsdure mit pH 2,3 zum

Messzeitpunkt t = 300 s.

ANOVA Pellikelfrei 3-min-P. 30-min-P. 120-min-P.
p=0,611
Pellikelfrei 0,995 0,735 0,891
3-Min-P. 0,995 0,776 0,941
30-Min-P. 0,735 0,776 0,979
120-Min-P. 0,891 0,941 0,979

Tab. 18: Statistischer Vergleich (ANOVA mit Post-Hoc-Test: Scheffé-Prozedur) der

mittleren kumulativen Kalzium-Freisetzung [nmol/mm?Z] aus bukkalen und

palatinalen Schmelzproben unter dem Einfluss von Salzsdure mit pH 2,6 zum

Messzeitpunkt t = 300 s.
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