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Um die Mineralisationsvorgdnge an Zahnhartgeweben, insbesondere die posteruptive
Schmelzreifung zu studieren, wurde im ersten Versuchsabschnitt ein pH-cycling-
Experiment Uber 4 bzw. 8 Wochen durchgefiihrt. Im zweiten Versuchsabschnitt fand
gepooltes menschliches Blutserum, als von organischen Verbindungen physiologischen
Ursprungs dominierte L6sung, Verwendung.

An 55 Zahnen erfolgte im pH-cycling-System der Wechsel zwischen De- und
Remineralisation. 40 Zahne dienten den Versuchen im zweiten Abschnitt, der sich in 4
Untergruppen zu jeweils 10 Zéahnen mit verschiedenen Ldsungsansatzen untergliederte.
Die Versuchslosungen setzten sich aus menschlichem Serum, Natriumfluorid und einer
synthetischen Kalziumphosphat-L&ésung zusammen.

An den Schliffpraparaten der Versuchszahne erfolgten polarisationsmikroskopische und
rasterelektronenmikroskopische Auswertungen. Die Mikrohérte der Zahnhartgewebe und
die Tiefe der artifiziellen Lasionen wurden bestimmt. An ausgewahlten Praparaten
konnten das Ca/P-Verhéltnis berechnet und die Raman-Spektren erfasst werden.

Die Bestimmung der Mikroharteprofile erwies sich als sensitive Methode, um
Veranderungen im Mineralgehalt der zuvor unbehandelten Versuchsareale festzustellen.
Dabei zeigte sich, dass die Losungsansatze mit Serum und Serum mit Natriumfluorid in
der Lage sind, die Einlagerung von Mineralien in unreifen Schmelz zu férdern. Diese
Einlagerung konnte im pH-cycling-Versuch nicht beobachtet werden. Daher ist davon
auszugehen, dass auch im intraoralen Milieu die proteinogenen Verbindungen einen
groReren Anteil an der Schmelzreifung haben, als bisher vermutet wurde.

Im Wourzelbereich konnte keine Reifung der Zahnhartgewebe erreicht werden. Des
Weiteren zeigen die Ergebnisse, dass sowohl das pH-cycling als auch die 4
Losungsansatze des zweiten Versuchsabschnittes die subfiziellen L&sionen zu
remineralisieren vermdgen. Es wurde jedoch kein Zusammenhang zwischen der
Effektivitat der Remineralisation und der Fahigkeit zu Mineraleinlagerungen in nicht
demineralisierte Zahnhartgewebe deutlich.

Trotz des schwankenden Ca/P-Verhaltnisses konnte eine durch Mineralisationsvorgéange
hervorgerufene Umwandlung der Bindungsverhaltnisse zwischen Kalzium- und

Phosphationen mit Hilfe der Mikro-Raman-Spektroskopie nicht gefunden werden.

Koch, Stephan: Versuche zu Reifungs- und Mineralisationsvorgangen mit anorganischen
und organischen Kalziumphosphat-Losungen an Zahnhartgeweben. Halle, Univ., Med.
Fak., Diss., 78 Seiten, 2003
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1. Einleitung

Seit nunmehr fast einem Jahrhundert widmet sich die zahnarztliche Forschung den
Mineralisationsvorgangen in den Zahnhartgeweben. Prinzipiell zu unterscheiden sind die
praeruptiven Vorgange von den posteruptiv ablaufenden Veranderungen.

Praeruptiv erfolgt die Bildung der Zahnhartgewebe. Ameloblasten und Odontoblasten sind
die Schmelz bzw. Dentin bildenden Zellen. Sie sezernieren neben anorganischen lonen
auch organische Verbindungen. Extrazellular finden dann Interaktionen zwischen
anorganischen Kalziumphosphaten und den organischen Verbindungen statt, die zu der
geordneten Formierung der mineralischen Kristalle fihren. Die praeruptive Entwicklung
der Zahnhartgewebe ist noch immer Gegenstand intensiver Forschungsbemuiihungen.

In den Blickpunkt der Erforschung der posteruptiven Mineralisationsvorgdnge gelangten
vor allem die Demineralisation, als der Mineral herauslésende bzw. abbauende Vorgang
und die Remineralisation, als umgekehrt ablaufender, Mineral einlagernder Vorgang. Zur
Anwendung kamen In-vitro- und In-vivo-Experimente. Die In-vitro-Untersuchungen
beleuchteten die Auswirkungen der Versuchslosungen auf die Zahnhartgewebe beztglich
pH-Wert, Einwirkdauer, Zusammensetzung und lonenkonzentration. In vivo wurde der
Einfluss des Mundhdhlenmilieus untersucht.

Die posteruptive Reifung fand hingegen weniger Beachtung. Nach dem Zahndurchbruch
ist der oberflachliche Schmelz noch nicht vollstandig ausgereift. Er weist Mikroporositaten
und kleinste Kanale auf, die ihn fur karidse Prozesse anfallig machen. Im intraoralen
Milieu finden Mineralisationsvorgange statt, die Uber 3 bis 5, teilweise bis zu 8 Jahre nach
Durchbruch zu einem Verschluss bzw. Einengung der Porositaten im Schmelz fiihren
(Stiefel und Binus 1991). Dieser Vorgang wird als posteruptive Maturation bezeichnet.

Im Gegensatz zur praeruptiven Schmelzreifung, bei der die Ameloblasten ein
Kompartiment bilden, in dem der Schmelz gebildet wird, erfolgt die posteruptive
Maturation durch die Komponenten des intraoralen Milieus. Das intraorale Milieu ist sehr
wechselhaft und haufig exogenen Einflissen ausgesetzt. Daher stellt sich die Frage,
wodurch die Schmelzreifung herbeigefuhrt wird und welche Bestandteile oder Vorgénge

im Mundhohlenmilieu unverzichtbar fir die Maturation sind.



2. Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, verschiedene Aspekte der intraoral ablaufenden Vorgange zu
untersuchen. Daflr ist es erforderlich, die Einflussfaktoren auf die Kernablaufe zu
reduzieren.

Demineralisierende Prozesse werden durch Sauren hervorgerufen. Das saure Milieu kann

sowohl von Bakterien erzeugt werden, als auch saurehaltige Nahrungsmittel den pH-Wert

erniedrigen kénnen. Der Speichel puffert den Saureangriff ab und remineralisiert durch
anorganische Kalzium- und Phosphationen entkalkte Zahnhartgewebe. Dieser
rhythmische Wechsel zwischen De- und Remineralisation soll in einem pH-cycling-

Experiment simuliert werden.

Zu den im Speichel enthaltenen organischen Verbindungen gehért zum Beispiel auch

Serumalbumin, welches Einfluss auf die Kristallbildung von Kalziumphosphaten nehmen

kann. In einem zweiten Versuchsabschnitt sollen daher neben anorganischen auch

organische Verbindungen auf ihre Eignung als Kalzium-Donator bei mineralisierenden

Reaktionen Uberprift werden. Verwendung findet eine durch organische Verbindungen

physiologischen Ursprungs dominierte Versuchslosung — menschliches Blutserum.

Neben der Untersuchung der posteruptiven Maturation des Zahnschmelzes sollen auch

die Auswirkungen der Versuchslésungen auf die Zahnwurzeln und ihre Fahigkeiten zur

Remineralisation von Schmelz- und Wurzellasionen dargestellt werden.

Folgende Fragestellungen formulieren daher die Ziele dieser Pilotstudie:

1. Fordert der stetige intraorale Wechsel des pH-Wertes die posteruptive
Schmelzreifung?

2. Haben organische Verbindungen (z. B. Serumalbumin), die als hinderlich fur die
Bildung und das Wachstum von Kalziumphosphatkristallen eingestuft werden, einen
Einfluss auf die Maturation von Zahnhartgeweben?

3. Nehmen organische Verbindungen Einfluss auf die Remineralisation von
Zahnhartgeweben?

4. Welche Untersuchungsmethoden sind im Rahmen der Erforschung der posteruptiven

Schmelzreifung als geeignet einzustufen?



3. Grundlagen der Mineralisationsvorgange an Zahnhartgeweben
3.1. Anorganische Aspekte der Remineralisation und Maturation
3.1.1. Biologisch relevante Kalziumphosphate

Kalziumphosphate sind in der oralen Biologie und Medizin von grol3em Interesse, da sie
sowohl regelhaft in Schmelz, Dentin, Zement und Knochen, als auch pathologisch in
Speichelsteinen und Zahnstein auftreten. Zu den wichtigsten
Kalziumphosphatverbindungen von biologischer Signifikanz  zahlen: amorphes
Kalziumphosphat  (ACP);  Brushit oder Dikalziumphosphatdihydrat  (DCPD);
Oktakalziumphosphat (OCP); Apatit oder Kalziumhydroxylapatit (HAP); Monetit oder
Dikalziumphosphatanhydrat; Whitlockit oder Trikalziumphosphat (TCP).

ACP besteht aus Kalzium und Phosphat. Es existiert die Mdglichkeit der Substitution
durch Karbonat oder Magnesium. Unsubstituiertes ACP verhalt sich in Lésungen nicht
stabil. Jedoch kann es eine Vorstufe fir die Bildung des thermodynamisch stabilen Apatits
sein. Im elektronenmikroskopischen Bild ist amorphes Kalziumphosphat durch
kugelférmige Aggregate gekennzeichnet (Eanes 1975).

Eine Vorstufe flr Apatit stellt ebenfalls Dikalziumphosphatdihydrat dar (Boskey 1985).
DCPD bildet charakteristische diinne, dreieckige, plattenférmige Kristalle (LeGeros 1991).
Einen  Beitrag zur Identifizierung oder Zuordnung von Proben  aus
Kalziumphosphatverbindungen leistet neben der Kristallmorphologie auch das Ca/P-
Verhaltnis. Fir DCPD betragt es 1,0.

OCP ist die dritte und wichtigste mogliche Vorstufe fur die Bildung von Apatit (Eanes
1985). Eanes zeigte auch die Stabilitatsunterschiede von ACP und OCP bei einem pH-
Wert von 7,4 und einer Temperatur von 25°C auf. Die ACP-Phase war nur 20 Minuten, die
OCP-Phase aber 2,7 Stunden stabil. Oktakalziumphosphat zeichnet sich in
elektronenmikroskopischen Darstellungen durch zwei Morphologietypen aus, deren
Kristalle von jeweils einem gemeinsamen Ursprung ausgehen (LeGeros et al. 1984):
Aggregate bestehend aus kurzen Plattchen und nadel- bzw. bandférmige Aggregate. Das
Ca/P-Verhaltnis fir OCP betragt 1,33.

HAP ist der Grundbaustein des mineralisierten Anteils von Schmelz, Dentin und Knochen.
Im Gegensatz zum synthetischen HAP mit einem Ca/P-Verhaltnis von 1,67 handelt es
sich bei biologisch gebildetem Apatit um nicht stéchiometrisches, Kalzium-defizitares
Apatit mit zusatzlich enthaltenem Fluorid, Magnesium, Natrium, Kalium, Carbonat und
Chlor (Arends und ten Cate 1981). Daher erfolgt unter biologischen Bedingungen nicht die
Ausbildung reiner Apatite. Die Variationen der Konzentrationen dieser lonen in Schmelz,
Dentin und Knochen fuhren zu unterschiedlichen Dimensionen der a-Achsen der
hexagonalen Apatitkristalle und der Ca/P-Verhéltnisse (LeGeros 1991).



Die l6sungsvermittelte Transformation der beschriebenen Kalziumphosphate zu Apatit
und die Dynamik dieser Umwandlungen, aber auch der Rickreaktionen, kdnnen durch die
Losungseigenschaften beschleunigt, gehemmt oder unterdriickt werden. Zu diesen
Eigenschaften zéhlen der pH-Wert, die Temperatur, die Zusammensetzung und die
Konzentration der lonen (Nancollas und Mohan 1970; Feagin et al. 1972; Meyer und
Nancollas 1972).

3.1.2. Remineralisation subfizieller Lasionen

Arends und ten Cate (1981) definierten die Remineralisation als einen Prozess der
Ablagerung von Mineralien in Bereiche vorangegangenen Mineralverlustes.

Erste Experimente gehen auf Head (1912) zurick. Er zeigte, dass bei Anwesenheit von
Speichel die Saurewirkung am Zahnschmelz herabgesetzt ist und dass partiell erweichter
Schmelz in Speichel wieder erharten kann. In klinischen Beobachtungen wurden von
Baker Dirks (1966) und von der Fehr (1964) Schmelzveranderungen als Initialkaries
diagnostiziert, die bei Nachuntersuchungen nicht mehr festzustellen waren.

Neben dem Speichel kamen vor allem synthetische kalzifizierende Losungen
verschiedener Zusammensetzung zur Anwendung. Levine (1972) benutzte eine Losung
mit Kalziumphosphatdihydrat und einem Ca/P-Verhaltnis von 1,0, wahrend Silverstone et
al. (1981) eine Lésung mit Hydroxylapatit verwendeten, die ein Ca/P-Verhaltnis von 1,63
besaR. Kunstliche Remineralisationslésungen wurden ferner aus verschiedenen
Verbindungen, wie z. B. Kalziumchlorid und Kaliumdihydrogenphosphat (ten Cate und
Arends 1977) oder Dinatriumhydrogenphosphat (White et al. 1988), hergestellt.

Ten Cate und Arends (1978) hoben im Falle der subfiziellen Lasion die Diffusion der
Remineralisationsldsung durch die Poren, Licken und Hohlraume der oberflachlichen
Schicht als den geschwindigkeitsbestimmenden und limitierenden Faktor heraus.
Bestatigt werden konnte diese Aussage von Silverstone et al. (1981). Die Autoren zeigten
die  Remineralisationswirkung von  zwei  Losungen mit  unterschiedlicher
Kalziumionenkonzentration. Die Lésung mit 1 mM Ca®* remineralisierte die gesamte
Lasion und fuhrte in einer quantitativen Imbibitionsstudie zur Verminderung der
Hohlrdume um 40%, wihrend eine Lésung mit 3 mM Ca®* nur die oberflachliche Schicht
remineralisierte. Eine Porenverringerung in der gesamten Lasion erfolgte nur zu 17%. Da
die hoch konzentrierte Kalziumlésung sowohl in Bezug auf HAP, OCP und TCP
Ubersattigt war, fielen die leicht loslichen Verbindungen friher als HAP aus und
blockierten die Oberflachenschicht. Als weiteren bestimmenden Faktor des Erfolges einer
Remineralisation sehen Klinger und Wiedemann (1985) und White et al. (1988) den Grad

der vorausgegangenen Demineralisation an. Der kritische Mineralgehalt liegt unter 30%,



denn dann wirkt die verwendete remineralisierende Losung demineralisierend und l6st
das Schmelzmineral auf. Uber dem kritischen Wert verlauft die Remineralisation von
schwach ausgepragten Lasionen vollstédndiger und schneller.

Die Verwendung von Fluoridionen stellt den wichtigsten, direkt beeinflussbaren Faktor zur
Optimierung und Verbesserung der Remineralisationsrate dar (Arends und ten Cate
1981). Klinger und Wiedemann (1987) erreichten in relativ kurzer Zeit mit fluoridhaltigen
Losungen einen groReren Effekt als lange Inkubation in Ldésungen ohne Fluorid.
Fluoridzugaben im ppm-Bereich erhdhen die Ablagerungsrate um das 2-3 fache. Levine
(1972) beschreibt eine Fluoridkonzentration von 10 ppm als vorteilhaft zur
Remineralisation von Dentin. An bovinem und menschlichem Dentin konnte im Gegensatz
zu Schmelz sogar eine ,Ubermineralisation” erzielt werden (Arends et al. 1989, 1990;
Heilman et al. 1997). Diese ,Ubermineralisation” erwies sich als eine Mineralablagerung
auf der Dentinoberflache. Die Mineralkristallite erreichten gréf3ere Dimensionen als im
unbehandelten Dentin. Ten Cate und Arends (1977) fanden keine Unterschiede in den
entstandenen Mineralen bei der Verwendung von Lésungen ohne und mit 1 ppm Fluorid.
Das Ca/P-Verhaltnis stieg in beiden Fallen um 0,2 an. Eine weitere Steigerung der
Remineralisationsrate erreichten ten Cate et al. (1985) durch ein Kkurzes,
zwischenzeitliches Eintauchen der Proben in eine Loésung mit 12 ppm F~ und einem pH-
Wert von 6,0. Sie verweisen besonders auf die erhdhte Remineralisation der gesamten
Lasion und nicht nur der oberflachlichen Schicht. Der Effekt dieses Eintauchens wird
durch den hohen Gehalt an mineralischen lonen und den niedrigen pH-Wert erzielt. Die
initialen Ablagerungen aus l6slichen amorphen Formen nahe der Oberflache werden
allmahlich durch Diffusion nach innen transportiert (Klinger und Wiedemann 1987) und als
unldsliche Form abgelagert (ten Cate und Arends 1980). Im Vergleich zu einer annéhernd
neutralen Losung erreichten Takagi et al. (1997) durch Spilung mit zwei Fluoridiésungen
im sauren pH-Bereich eine starkere Remineralisation. Hoppenbrouwers et al. (1988)
schlugen eine 2-Schritt-Vorgehensweise zur Erzeugung von fluoridiertem Hydroxylapatit
im Wurzelmineral vor. Zuerst erfolgt die Behandlung mit einer sauren DCPD-L6sung,
anschliel3end mit neutraler Fluoridldsung. Koulourides und Cameron (1980) wiesen darauf
hin, dass die Formation von fluoridiertem Apatit in Lasionen zu einer hoheren
Widerstandsfahigkeit gegenltber Sauren fihrt und damit remineralisierte karidse Bereiche
widerstandsfahiger gegen erneute Demineralisationen sind.

Larsen und Fejerskov (1989) zeigten in ihrem mathematischen Modell zur Ermittlung von
Mineralisationsvolumina und Mineralisationszyklen, dass nur geringe Mengen Mineral in
den kalzifizierenden Flussigkeiten gelost sind und deshalb betrachtliche Mengen
Remineralisationslosung benétigt werden. Die Ubertragung dieses mathematischen



Modells auf das orale Milieu verneinen letztlich auch die Autoren, da es sich um
biologische Gewebe und Vorgéange mit vielen variablen Faktoren handelt. Diese Aussage
wird durch die regelmaRig erscheinenden Untersuchungen und Experimente
unterstrichen, die zu uberraschenden Ergebnissen fihren, ungeachtet der grof3en Varianz
in den Versuchsbedingungen. Zum Beispiel erwies sich in den Untersuchungen von
Lammers et al. (1990, 1992) eine Fluoridkonzentration von 2 ppm als hinderlich fur die
Remineralisation von bovinem Schmelz. Allerdings hangt die Art des Einflusses der
Fluoride auf die Remineralisation auch vom pH-Wert der verwendeten Ldsung ab. lijima et
al. (1999) remineralisierten in vitro sowohl nattrlich entstandene initial karidse als auch in
vitro erzeugte subfizielle L&sionen. Fir jede Lasion wurde die individuelle
Mineralaufnahme bestimmt, um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. Die natdrlich
entstandenen Lasionen akkumulierten im gleichen Zeitraum mehr Mineralien als die
artifiziell erzeugten Lasionen. Die Autoren begrindeten dieses Verhalten mit der
unterschiedlichen Entstehungsgeschichte der Lasionen.

Trotz einzelner Berichte Uber eine zu 100% vollstandige Remineralisation subfizieller
Lasionen (ten Cate und Arends 1980) ist es bis heute nicht mdglich, eben dieses zu
erreichen. Aus der Perspektive der anorganischen Reaktionen und Reaktionspartner
durfte das Hauptproblem nicht in der Menge oder Zusammensetzung der Minerale liegen,
die auf dem Wege der Diffusion in das Zahnhartgewebe eingebaut werden, sondern eher
in der Art und Weise wie die Mineralien sich dort niederschlagen und zu Kristallen und
Kristallverbdnden formieren. Ten Cate et al. (1981) kamen zu dem Ergebnis, dass
remineralisierte Kristalle, im Gegensatz zu demineralisierten Kristallen, eine kompaktere
und dickere Form aufweisen, es also zu Mineraleinlagerungen gekommen sein muss.
Jedoch erscheint ihre Anordnung und Verteilung mehr zufallig zu sein, wahrend in

demineralisierten und unbehandelten Bereichen die Kristalle parallel angeordnet sind.

3.1.3. Posteruptive Schmelzreifung

Backer Dirks (1966) bezeichnete die posteruptive Schmelzreifung als einen nétigen
Prozess, um den Zahnschmelz an seine neue Umgebung im oralen Milieu anzupassen.
Dies geschieht durch organische und anorganische Substanzen. Das anorganische
Material befindet sich in standigem Austausch zwischen dem Schmelz und seiner
Umgebung. Beim Menschen erstreckt sich die Schmelzmaturation teilweise Gber 3 bis 5,
mitunter sogar bis zu 8 Jahre nach der Zahneruption (Stiefel und Binus 1991). Im
Gegensatz zu speichelfrei durchbrechenden Zahnen hat eine normale Speichelbenetzung
der durchbrechenden Zahne einen positiven Einfluss auf deren Kariesanfalligkeit, wie

Fanning et al. (1954) zeigen konnten. Schmelzreifung wird durch Speichel geférdert. Nach



Briner et al. (1971) deutet der Bergriff Maturation auf die allmé&hliche Komplettierung der
Schmelzmineralisation hin. Kohari und Bona (1960) beobachteten, dass der Schmelz
oberflachennah friher reift, als in der N&he des Dentins. Kristallwachstum und chemische
Veréanderungen fihrten nach von der Fehr (1964) zu einer reduzierten Reaktivitat und
damit erhohten Kariesresistenz von oberflachlichem Zahnschmelz. Er sah die
Remineralisation und die Maturation als zwei verwandte Vorgange mit unterschiedlichem
Charakter an. Diese Unterscheidung wurde von Lenz und Newesely (1964) bestétigt.
Denn wahrend der Maturation von Zahnschmelz werden die winzigen Zwischenraume in
unreifem Schmelz durch kristallographisches Wachstum entlang der Seitenflachen der
Schmelzkristalle reduziert. Der Prozess der Remineralisation ist hingegen ein Auffillen
der offenen Raume durch prazipitiertes Material.

An Langsschliffen von nicht durchgebrochenen Pramolaren konnte Crabb (1976) in
Auflichtbetrachtung eine definierte  aullere weille Zone zeigen, die im
Polarisationsmikroskop von positiver Doppelbrechung gekennzeichnet war. Die
durchschnittliche Breite dieser Zone betrug 180-300 pum, ohne die Ubergangszone zur
Wurzel zu bertiicksichtigen. In teilweise durchgebrochenen Zéahnen betrug die Breite 95-
180 um. Porositaten im Zahnschmelz sind urséchlich fur das Bild dieser oberflachlich
gelegenen Zone. Die Reduktion der Breite des pordsen Bereiches ist abhangig von der
Zeitspanne nach Durchbruch des Zahnes und nicht vom chronologischen Alter. Die
Verringerung beginnt okklusal und setzt sich nach zervikal fort. In den Untersuchungen
von Binus und Stiefel (1987) war eine diffuse Porositatsverteilung auffallig, die in Richtung
Fissurengrund ansteigt. Die pordse Schicht wies an nicht durchgebrochenen Z&hnen eine
Breite von 180-300 um und an bis zu 7 Monaten durchgebrochenen eine Breite von 100-
180 pm auf. Die posteruptive Schmelzreifung war somit noch nicht beendet, wobei der
Ubergang zu den lebenslang anhaltenden Austauschvorgdangen an  der
Schmelzoberflache flieRend sein wird.

Die Kristalle unterhalb der Oberflache von maturiertem Schmelz sind dicker als in der
Gesamtheit des Schmelzes. In nicht durchgebrochenen Zahnen ist dieser Unterschied
nicht zu finden (Arends et al. 1983 a). Abwechselnde De- und Remineralisation werden
fur die groReren Kristalle verantwortlich gemacht. Eine Korrelation zwischen
Kristalldurchmesser und Fluoridgehalt konnten die Autoren nicht feststellen. Kotsanos und
Darling (1991) konnten auch keinen Zusammenhang zwischen der Fluoridkonzentration
und der Tiefe von artifiziellen Lasionen erkennen, die an Zahnen mit unterschiedlichem
posteruptivem Alter erzeugt wurden. Der Grad der Demineralisation war in jungem und

altem Schmelz ahnlich stark, jedoch stiel3 die Lasionsfront weiter in den jungen Schmelz



vor. Mit fortschreitendem Durchbruchsgrad und Verweildauer im oralen Milieu erfolgt eine
Senkung der Permeabilitat des oberflachlichen Zahnschmelzes (Brudevold et al. 1982;
Petzold et al. 1990). Driessens et al. (1985) konnten ein nahezu vollstandiges
Verschwinden von Natrium und Magnesium bis zu einer Tiefe von 20-30 um feststellen.
Der Grund fir den Abfall der Konzentrationen ist, nach Ansicht der Autoren, im kurzzeitig
intermittierenden Absinken des pH-Wertes zu sehen. Die Schmelzreifung fuhrt zur
oberflachennahen Steigerung des Ca/P-Verhéltnisses von 1,59 auf 1,63 (Wdltgens et al.
1981). Dieses liegt vier Jahre nach Eruption aber immer noch signifikant unter dem
durchschnittlichen Ca/P-Verhaltnis des gesamten Zahnschmelzes von 1,74.
Rasterelektronenmikroskopische Studien von Schmelzoberflachen an noch nicht in die
Mundhoéhle durchgebrochenen Zahnen (Binus und Stiefel 1987; Fejerskov et al. 1984)
zeigten variable Strukturen bestehend aus seichten Gruben, Mikroliicken, irregularen
Fissuren und Schmelziberlappungen. Ungeachtet der Grinde, die zur Entstehung dieser
Imperfektionen  fihren, bilden sie préaformierte Diffusionswege zu tieferen
Schmelzschichten und Retentionsstellen flr Plaque. Fejerskov et al. vermuten, dass die
Defekte in vivo Proteine enthalten, die auf die Zahnentwicklung zuriickzufihren sind.
Angesichts der zweifellos wichtigen anorganischen Aspekte der posteruptiven
Schmelzreifung, wie der durch niedrige Konzentration von Fluoriden geforderten Bildung
von widerstandsfahigen Hydroxyl- und Fluorhydroxylapatiten, weisen Stiefel und Binus
(1991) auf die notige Anpassung der organischen Matrix hin. Erst nach dessen Resorption
und Ersatz durch Gewebsflussigkeit wird die Kristallitausfallung moglich.

3.1.4. PH-cycling

Das pH-cycling stellt eine experimentelle Kombination aus De- und Remineralisation dar.
Entsprechend den physiologischen intraoralen Vorgdngen wechseln héaufige
Demineralisations- mit langer andauernden Remineralisationsphasen ab.

Ten Cate und Duijsters (1982) haben die Auswirkung des pH-cycling auf artifizielle
Schmelzlasionen untersucht. Der pH-Wert der Demineralisationslésung wurde auf 4,7
eingestellt, der der Remineralisationslésung betrug 7,0. Die Experimente wurden bei einer
Temperatur von 37°C und unter stidndigem Rihren durchgefihrt. Das Verhdltnis von De-
zu Remineralisation pro Tag und der Fluoridgehalt wurden variiert. Das pH-cycling fuhrte
in den Gruppen ohne Fluoridzugabe zu einem vermehrten Mineralverlust. Der Zusatz von
2 ppm Fluorid bewirkte nach wenigen Tagen eine Stagnation der Mineralveranderungen,
d. h. weder eine Zu- noch Abnahme resultierten aus weiterem pH-cycling. Die Autoren

sehen einen Zusammenhang zu Gebieten mit einem hohen Trinkwasserfluoridgehalt. In



solchen Gebieten wurden Klinisch Lasionen festgestellt, die inert gegentber der
Reparatur, aber auch einer weiteren Zerstorung sind.

Die Erforschung und Erprobung von verschiedenen Fluoriden, deren Konzentrationen und
Anwendungsformen stellt ein wichtiges Einsatzgebiet des pH-cycling dar. Entsprechend
der intraoralen Verwendung von fluoridhaltiger Zahnpasta wurden die Fluoride nicht der
Remineralisationsldosung zugesetzt, sondern es erfolgte eine separate kurzzeitige
Applikation der Praparate auf die Schmelz- und Dentinproben. White (1987, 1988)
bewegte seine Proben von Hand zwischen der De- und Remineralisationslésung. Als
Remineralisationslosung diente menschlicher Speichel mit einem pH-Wert von 7,5. Uber
eine Testperiode von 12 Tagen wurden die Zahnhartgewebsproben pro Tag viermal den
Fluoridzahnpasten ausgesetzt. Ten Cate et al. (1988) zeigten Uber einen Zeitraum von 15
Tagen an zuvor unbehandeltem menschlichem Schmelz die Auswirkung der Verwendung
einer fluoridhaltigen Zahnpasta. Ohne die Fluoridbehandlung entstanden seichte
Schmelzlasionen. Die tagliche kurzzeitige Benetzung mit dem Fluoridpraparat (1100 ppm
F") verhinderte groRtenteils die Ausbildung von Lasionen.

Neben unterschiedlichen Versuchslosungen wurde die Frequenz des Wechsels zwischen
der De- und Remineralisationslosung den behandelten Fragestellungen angepasst. Eine
sehr niedrige Frequenz, einmal taglich, benutzten Damato et al. (1990). Der Versuch
wurde darum Uber einen Zeitraum von 5 Wochen durchgefihrt. Ein als reverses pH-
cycling bezeichnetes Verfahren kam bei Nelson et al. (1992) zur Anwendung. Hierzu
wurde der Demineralisation ein deutlich starkeres Gewicht beigemessen und
entsprechend das Verhaltnis von De- zu Remineralisation umgekehrt.

Robinson et al. (1992) entwickelten ein computergesteuertes System zum pH-cycling bei
einer Temperatur von 37°C. Die verwendeten 20 Proben wurden dreimal in 24 Stunden
bei einem pH-Wert von 4,8 fir 20 Minuten demineralisiert. Wahrend der restlichen Zeit
erfolgt die Remineralisation bei pH = 7,0. Das Ergebnis war ein Nettomineralverlust am
Schmelz von 0,7% an einem Tag. Dasselbe computergesteuerte System wurde von
Kirkham et al. (1994) zur Untersuchung des Einflusses der Frequenz und Dauer der
Demineralisation auf den menschlichen Zahnschmelz genutzt. Ein automatisches pH-
cycling-System stellten Herkstréter et al. (1991) vor, das nach dem Prinzip der
Durchflusstechnik arbeitet. Damit war es mdglich, zwei Versuchslésungen aus
Vorratsbehéltern mit jeweils 25 Litern Fassungsvermbégen mit einer konstanten
FlieBgeschwindigkeit von 1 I/min, auf die Proben einwirken zu lassen. Mittels einer Pumpe
und durch Magnetventile gesteuert, wurde die Versuchslosung wieder in ihren Behalter
zuriick gepumpt. Zwischenspiilgdnge konnten mit Leitungswasser durchgefihrt werden.
Brandt (1998) entwickelte und baute ein automatisches pH-cycling-System, um eine



groBe Anzahl von Z&hnen oder Zahnschliffen nacheinander zwei verschiedenen
Lésungen auszusetzen, und somit initial karidse Lasionen und Remineralisation zu
erzeugen. Mit diesem pH-cycling-Gerat wurde die Voraussetzung geschaffen, die
Fragestellung zu untersuchen, ob eine sehr haufig wiederholte De- und Remineralisation
von unreifem Zahnschmelz zu dessen Reifung entsprechend der posteruptiven Maturation

fuhren kann.

3.2. Biomineralisation von Zahnschmelz und Dentin
3.2.1. Extrazellulare organische Verbindungen wahrend der Amelogenese

Robinson et al. (1983) unterteilten die Schmelzentwicklung in vier Stufen:

1. Sekretion von teilweise mineralisierter Matrix — Sekretion

2. Selektiver Riickzug von Amelogeninkomponenten — Transition

3. Massiver Verlust von Amelogeninen und Reifung — Maturation

4. Praeruptiv ausgebildeter Zahnschmelz.

Die extrazellulare Proteinmatrix von sich entwickelndem Zahnschmelz st
charakteristischerweise aus einem Komplex von Prolin-reichen Proteinen und
Matrixproteinen, die reich an Serin und sauren Bestandteilen sind, zusammengesetzt.
Erstere werden Amelogenine und letztere Enameline genannt. Die Anteile dieser zwei
Klassen von Matrixproteinen schwanken mit steigendem Mineralisationsgrad und damit
einhergehendem Proteinverlust (Fincham et al. 1982).

Die Amelogenine umfassen ca. 80-90% der im Schmelz vorhandenen Proteine (Fincham
und Belcourt 1985) und sind an der Nukleation von Schmelzmineral, der strukturellen
Organisation der Schmelzprismen und der Kontrolle des Wachstums und der Grof3e der
Schmelzkristalle durch Bildung eines supramolekularen Aggregats beteiligt (Deutsch et al.
1995). Wen et al. (2001) erklaren die Bildung der quartdren Strukturaggregate mit der
Primarstruktur der intakten Amelogenine. Diese haben einen hydrophoben Charakter,
besitzen aber eine hydrophile C-terminale Region. Die bipolare Primarstruktur férdert den
Zusammenschluss von ungefahr 100 Amelogeninmonomeren zu Nanospheren. Die
auRere Oberflache dieser kugelférmigen Aggregate ist hydrophil, hervorgerufen durch die
kollektiven hydrophilen Strukturanteile. Der hohe Grad an Hydrophobie im Inneren fihrt
zur Destabilisierung der Nanospheren und erhdht damit die Chance einer Fusion oder
Zusammenlagerung dieser Molekile zu gréf3eren Aggregaten. In ihren Untersuchungen
zeigten die Autoren, dass unter variierenden Bedingungen die Nanospheren mit einer
GrofR3e von 15-20 nm die stabilste Struktur haben. In Untersuchungen von Moradian-Oldak
et al. (2002) wird die signifikant niedrigere Affinitdit von Amelogeninen ohne carboxy-
terminale Region zu Apatitkristallen gezeigt. Struktur- und Funktionsanalysen lassen
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daher vermuten, dass die hydrophile C-terminale Gruppe eine wichtige funktionelle Rolle
in die Mineralisation von Zahnschmelz spielt und dass das Fehlen dieses Segmentes
abnormale Mineralisationen verursacht. Eine proteolytische Abspaltung der C-terminalen
Sequenz fuhrt zu einer Zerstorung der Nanosphere (Fincham und Simmer 1997). Der
Effekt der Amelogenine auf Apatitkristalle besteht in einer Modulation des Wachstums der
Kristalle. Es resultiert eine Elongation, da die Amelogenine das laterale Kristallwachstum
im Vergleich zum longitudinalen unterdriicken (Warshawsky 1985; Wen et al. 1999). In
Studien an OCP-Kristallen (lijima et al. 2001; Wen et al. 2000) konnte eine Verringerung
der KristallgroRe von OCP in der Reihenfolge b-Achse > c-Achse > a-Achse festgestellt
werden. Diese Hemmung fihrt zur Verlangerung der Kristalle. Ferner besteht eine
Abhangigkeit der Veranderung in GroBe und Morphologie der Kristalle von der
Konzentration der Amelogenine. Die Reaktivitat der verschiedenen Kristalloberflachen mit
Teilen des Amelogeninmolekils ist nach Meinung der Autoren von der Menge des
enthaltenen Wassers und der elektrischen Ladung abhéngig, wenn man sie mit den
hydrophoben Eigenschaften und Ladungsverhaltnissen in Amelogeninmolekilen
vergleicht. Nach Fincham und Simmer (1997) fuhrt erst die Anordnung von vielen
Nanospheren zwischen den Kristallen und um sie herum zu einer strukturierten Matrix, die
eine Formation von geordneten und diinnen Kristallen zulasst.

Die sauren Enameline sind reich an Asparaginséure, Glutaminsaure, Serin und Glycin
und stark phosphoryliert und glucosyliert. Sie sind mit einer wesentlich kleineren Fraktion
als die Amelogenine im Zahnschmelz vertreten (Fincham und Belcourt 1985). Da
Robinson und Kirkham (1985) durch vorherige Dekalzifikation von Schmelz mehr
Enameline extrahieren konnten als ohne, sind diese Proteine vermutlich starker mit der
mineralischen Phase assoziiert als die Amelogenine. Aufgrund des Zeitpunktes ihres
Auftretens vor der Mineralisation, der Lokalisation an der Schmelz-Dentin-Grenze, ihres
sauren Charakters und der Mdéglichkeit zur Bindung an Kristalloberflachen fungieren sie
wahrscheinlich als Nukleatoren und Regulatoren des Wachstums der Schmelzkristalle
(Deutsch et al. 1997). Enameline werden vor dem Mineral und den Amelogeninen von
den Ameloblasten sezerniert. Sie bleiben auch wahrend der Sekretions- und
Reifungsphase in teilweise abgebauter Form im Schmelz und werden als Teil der Proteine
des reifen Schmelzes als Bischelproteine bezeichnet (Deutsch et al. 1995; Robinson et
al. 1997). Beispielhaft sei an dieser Stelle das Tuftelin erwahnt, welches zur Familie der
Enameline gehért. Da im Tuftelinmolekiil eine Ca?*-bindende EF-Hand-Struktur gefunden
wurde (Deutsch et al. 1997), die auch in extra- und intrazellularen Verbindungen
vorhanden ist (Celio et al. 1996), ist eine spezifische Komplexbindung zu Kalziumionen
moglich.
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Ein weiteres Schmelzprotein stellt das Ameloblastin, auch abweichend Amelin oder
Sheathlin genannt, dar (Bartlett und Simmer 1999). Hu et al. (1997) klassifizierten es als
Hullprotein, da es konzentriert im nahen Umfeld der Kristalle vorkommt und darum ein Teil
einer Hullstruktur bilden soll. Die Autoren sprechen ihm 2 Funktionen zu: das
Hineinwachsen von zwischenprismatischen Kristalliten in die Schmelzkristalle wird
wahrend der sekretorischen Phase verhindert und ein Kanal wird offengehalten, durch
den Proteine aus tieferen Schmelzschichten wahrend der Reifungsphase entfernt werden
koénnen.

Die Zunahme des Mineralgehaltes wahrend der praeruptiven Maturation beruht auf dem
Wachstum der bereits existierenden Kristalle und nicht weil vermehrt neue Kristalle
entstehen. Zur Schmelzreifung fuhrt der Abbau von Proteinen, die einen Mineraleinbau
verhindern (Smith 1998). Daher erfolgt kurze Zeit nach ihrer Sekretion die Spaltung durch
Proteinasen. Diese proteolytischen Spaltprodukte haben wieder unterschiedliche
Eigenschaften hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Kristallbindung und Ld&slichkeit. Da gerade
die Protein-Kristall-Interaktionen einen wichtigen Aspekt der Schmelzbildung darstellen,
werden diese Eigenschaften die Schmelzmaturation beeinflussen (Robinson et al. 1983,
1997). Diese zwei Funktionen, Spaltung und Abbau der Schmelzmatrixproteine, werden
durch verschiedene Klassen von Proteinasen ausgefihrt.

Enamelysin ist eine Matrix-Metalloproteinase und gehort zur Hauptgruppe der Zink-
Metalloproteinasen, die fur ihre katalytische Aktivitdt an das Vorhandensein von Zink
gebunden sind. Enamelysin wird bereits wahrend der frihen sekretorischen Phase
synthetisiert. Die Serinproteinasen sind die zweite wichtige Gruppe der Proteinasen im
Zahnschmelz. Zu ihnen gehort die Schmelzmatrix-Serinproteinase 1 (EMSP 1). Im
Gegensatz zum Enamelysin ist die enzymatische Aktivitdt der EMSP 1 im friihen Stadium
der Schmelzentwicklung niedrig und steigt im Verlauf zu den spateren an. Beide
Proteinasen besitzen Propeptide, die vor ihrer Aktivierung abgespalten werden mussen.
Daher ist es moglich, dass separate Aktivierungsenzyme, aber auch gleichzeitig Enzyme
zur Inhibition, in der Schmelzmatrix vorhanden sind (Bartlett und Simmer 1999; Robinson
et al. 1997).

Neben den Proteinen und Peptiden bestehen 0,6% des gesamten Schmelzes und 35%
der organischen Matrix aus Lipiden. Unterschiede finden sich in der Zusammensetzung
der Gruppe der Lipide vor und nach einer Demineralisation. Freie Fettsduren, der grofiite
Teil des Phosphatidylcholin und teilweise Sphingomyelin konnten aus mineralisiertem
Zahnschmelz extrahiert werden, wohingegen Phosphatidylserin, Phosphatidylinositol und
Cardiolipin nur aus zuvor demineralisiertem Schmelz gewonnen werden konnten. Den

groldten Anteil an den Fettsduren im Schmelz haben die Palmitin-, Stearin- und
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Oleinsaure. Weniger haufig sind die Linol- und Linolenséure vertreten. Daraus ergibt sich,
dass einige Phospholipide sehr spezifisch mit Mineralisationsvorgangen assoziiert sein
mussen (Goldberg und Boskey 1996).

3.2.2. Mineralisationsverhalten von nicht kollagenen Dentin-Matrix-Proteinen

Neben dem Kollagen sind vornehmlich die nicht kollagenen Proteine (NCP) an der
Regulation der Mineralisationsprozesse im Dentin beteiligt. Die grof3te Fraktion der NCP
stellen die Phosphoproteine dar. Der Ausdruck Phosphoproteine umfasst speziell den
Anteil der hochgradig phosphorylierten Proteine (PP-H) auch als Phosphoryn (DPP)
bezeichnet. Neben den PP-H existieren weitere Phosphoproteine mit einem geringeren
Grad an Phosphorylierung. Phosphoryn ist ein sehr stark anionisches Protein. Ungefahr
50% der Aminosauren sind Serin und Phosphoserin und ca. 40% Asparaginséure. Mehr
als 80% der Aminoséaurereste tragen negativ geladene Phosphat- und Carboxylgruppen
(Linde 1989; Butler 1995). PP-H bindet Kalziumionen mit hoher Affinitat, allerdings
existieren keine spezifischen Bindungsstellen am Molekdil (Butler et al. 1997; Veis 1985).
In Pradentin konnte PP-H nicht nachgewiesen werden, da es vermutlich von den
Odontoblasten direkt bis an die Mineralisationsfront transportiert wird (Lussi und Linde
1993).

Eine weitere Gruppe der NCP stellen die y-Carboxyglutamat enthaltenden Proteine dar.
Die wichtigste Untergruppe umfasst die Proteine vom Osteocalcin-Typ (Gla-Proteine). Sie
werden von den Odontoblasten noch vor beginnender Mineralisation gebildet. Gla-
Proteine kénnen eine starke Bindung zu Hydroxylapatit aufbauen, hemmen aber dessen
Kristallwachstum und zeigen in LOsung befindlich keinen Effekt auf initiale
Mineralablagerungen (Linde et al. 1980; Boskey 1989).

Die Gruppe der Proteoglycane (PG) umfasst mitunter sehr grof3e Molekile im Knochen-
und Knorpelgewebe. Diese Molekuile zahlen im eigentlichen Sinne nicht zu den Proteinen,
da ihre Eigenschaften durch die Seitenketten und nicht durch den Proteinanteil bestimmt
werden. Im mineralisierten Dentin sind aber nur kleine PG mit einem Molekulargewicht
weit unter 100 kDa und ein bis zwei Seitenketten vorhanden. Die Seitenketten bestehen
aus Glycosaminoglycanen (GAG) und sind kovalent an ein Kernprotein gebunden. Das
Merkmal der PG ist ihre hohe negative Ladungsdichte und die relativ hohe
hydrodynamische GroRRe. Ferner sind sie in der Lage mit Kollagenen zu interagieren und
die extrazellulare Formation der Kollagenfibrillen zu beeinflussen (Embery et al. 2001;
Fisher 1985).

SchlieBlich wurde das Vorkommen von Glycoproteinen im Dentin beschrieben. Zu ihnen
gehoren das Dentin-Sialoprotein (DSP), das Dentin-Matrix-Protein 1 (DMP 1) und das
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Osteonectin. Stellvertretend hervorgehoben wird das DSP. Es ist ein an Sialinsdure
reiches Glycoprotein, bestehend aus ca. 350 Aminosdureresten mit ungefahr 75
Monosacchariden und einem hohen Gehalt an Glycin, Serin, Asparagin- und
Glutaminsaure. Seine Sequenz ist ahnlich der von Osteopontin, einem Sialoprotein des
Knochens (Linde 1989; Butler 1995; Butler et al. 1997).

Zur Klarung der Effekte und Eigenschaften der beschriebenen Dentin-Matrix-Proteine auf
die Mineralisation wurden verschiedene Untersuchungen durchgefuhrt. Boskey et al.
(1989) zeigten in ihren In-vitro-Untersuchungen, dass Phosphoryn in niedrigen
Konzentrationen als Forderer der Bildung von Hydroxylapatitkristallen agiert. Liegt es in
hohen Konzentrationen vor, kehrt sich dieses Verhalten um und es inhibiert die
Kristallbildung. Ebenso kann DSP eine Apatitbildung sowohl férdern als auch verhindern
(Boskey 1996). Linde und Lussi (1989) immobilisierten PP-H, Gla-Protein und PG auf
Agarose-Kugelchen und konnten in vitro Mineralkeime erzeugen. Wenn sich die Molekiile
frei beweglich in Losung befinden, behindern sie Mineralbildung und -wachstum. Nur
geringste Mengen der organischen Verbindungen waren zur Mineralinduktion erforderlich.
Es wurden ebenfalls nur niedrige Ca**-Konzentrationen, vergleichbar denen im Blutserum,
bendtigt (Linde et al. 1989). Lussi und Linde (1993) bestéatigten diese Ergebnisse durch
In-vivo-Untersuchungen. Es zeigte sich, dass die Fahigkeit zur Bildung von Apatitkristallen
bei Phosphoryn und den Proteoglycanen starker ausgepragt ist als bei den Gla—
Proteinen.

Das Kollagen, die Hauptproteinkomponente im Dentin, bildet als relativ passive Matrix die
stabile Unterstiitzung fur die Dentin-Matrix-Proteine, die elektrostatisch oder kovalent an
das Kollagennetzwerk gebunden sind. Den so immobilisierten Proteinen werden folgende
Funktionen zugesprochen: Transport der lonen an der Mineralisationsfront, Steuerung der
Kristallbildung an den vorbestimmten Stellen der Oberflache der Kollagenfibrillen,
Interaktion mit den Wachstumsseiten der Kristalle, Stabilisierung der sich formierenden
Kristalle, Lenkung des Kristallwachstums, Raumbegrenzung fir das Wachstum der
mineralischen Phase, Begrenzung der Diffusionsfahigkeit von reaktiven lonen und
Abschirmung gegen Reaktionen mit anderen lonen (Veis 1985; Linde et al. 1989; Butler et
al. 1997; Embery et al. 2001).

3.2.3. Kollagen als Gerdust fur die Mineralisation

In kalzifizierten Geweben werden zwei Arten der Mineralbildung diskutiert. Die erste
Variante geht davon aus, dass die initiale Bildung von Kristallkeimen direkt an den
Fibrillen des Kollagens stattfindet. Der zweite mogliche Mechanismus sieht extrazellulare

Matrix-Vesikel im Mittelpunkt der Kristallbildung. Im Dentin scheint die erste Moglichkeit,
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angesichts der vorhandenen Menge Kollagen, plausibel zu sein. Boskey (1989) bestétigte
die Fahigkeit von Kollagen Typ | als Keimbildner fir Hydroxylapatit. Eine endgultige
Klarung der Zusammenhénge, die zum mineralisierten Dentin fuhren, wurde jedoch noch
nicht erreicht.

Kollagen Typ | hat den mit Abstand grof3ten Anteil am Gesamtkollagengehalt. Ungefahr
90-95% entfallen auf diesen Typus (Linde 1989). Kollagen Typ V hat einen Anteil von ca.
3%. Das Vorhandensein von Kollagen Typ lll ist als nicht gesichert anzusehen, wéahrend
Kollagen Typ X nicht im Dentin zu finden ist (Butler 1995; Felszeghy et al. 2000). In der
Klassifikation der Kollagene von Miller (1985) gehdren Typ I, lll und V zur Klasse 1 der
Kollagenmolekiile. Sie sind aus ca. 300 nm langen rechtsgéangigen Tripelhelices als
Untereinheiten aufgebaut. Eine Tripelhelix wird von 3 kontinuierlich helikal geformten
Polypeptid-Strangen gebildet. Zur zweiten Gruppe zahlen Kollagene, deren langliche (>
300 nm), zur Helix geformte Untereinheiten, durch nicht helikale Bereiche unterbrochen
sind. Diese Kollagenklasse zeichnet sich durch netzartige Verzweigungen aus, die zum
Beispiel im Kollagen Typ IV der Basalmembranen zu finden sind. Zur dritten Klasse
gehort das Kollagen Typ X, dessen Molekile aus relativ kurzen, teilweise helikal
geformten Einheiten bestehen, die sich zu hexagonalen Netzwerken zusammensetzen
(Felszeghy et al. 2000).

An durch Gendefekte ausgelosten Fehlern und Veranderungen der Struktur der
Kollagenmolekiile ist es madglich, Abweichungen von der normalen Mineralisation zu
erkennen. Kollagen-Typ |-Defekte filhren zu einer Veranderung der Mineralkristalle in
GroRRe und Verteilung sowie einem verringertem Ca/P-Verhdltnis. Defekte am Kollagen
Typ Il verzbgern die Mineralisation und am Typ X ergeben sich veranderte
Mineraleigenschaften (Boskey 1996).

Die Ursache der Fahigkeit des Kollagens in selektiven Geweben als Gerlst fir
Mineralbildung und -ablagerung zu fungieren, liegt erstens in der Bindung von
mineralisationsférdernden Molekilen an das Kollagen begriindet. Endo und Glimcher
(1989) zeigten ein signifikant erhdhtes Potential des Kollagens zur Kristallbildung, wenn
ein Phosphoprotein am Kollagen komplex gebunden ist. Durch Bindung von Proteoglycan
an Kollagen entsteht ein dreidimensionales Netzwerk mit konstanten Gitterparametern,
welches die Keimbildung und das Wachstum von Hydroxylapatitkristallen kontrolliert
(Gafni et al. 1999). Die Eigenschaften der an das Kollagen gebundenen Molekiile
bestimmen den Mechanismus, der zur Initiation einer Kristallbildung fuhrt. Die
Quervernetzungen innerhalb der Kollagenmolekiile stellen den zweiten Grund der
selektiven Mineralisation dar. Die in nicht mineralisiertem Kollagen vorkommenden

multifunktionellen Quervernetzungen halten die Molekile auf kiirzerem Abstand als in
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mineralisierten Geweben mit bifunktionellen Querverbindungen. Dadurch werden der
Zugang von lonen und die Formierung von Hydroxylapatitkristallen behindert. Wenn die
Kollagenmolekiile mineralisiert sind, kbnnen sie sich nicht dicht genug zusammenlagern,
um die multifunktionalen Quervernetzungen auszubilden, denn die ersten Apatitkristalle
treten in den SpaltrAumen der Kollagenfibrillen auf (Mechanic et al. 1985; Linde 1989;
Butler 1995).

Das Kollagennetzwerk hat im Dentin weniger die Aufgabe eines Initiators der
Mineralneubildung als vielmehr die eines Gerlstes, das fur die richtige Lenkung des
Kristallwachstums sorgt, denn die Struktur der Hydroxylapatitkristalle ist mit ihren c-
Achsen parallel zu den Kollagenfibrillen ausgerichtet (Klont und ten Cate 1991; Linde et
al. 1989).

Eine mogliche Beteiligung, der durch Matrix-Vesikel vermittelten Mineralisation ist aber
nur schwer zu bestreiten, da dhnlich dem Zahnschmelz auch im Dentin Lipide vorhanden
sind. Sie sind zu 0,35% am gesamten Dentin und zu 1,75% an der organischen Matrix
beteiligt. Auch sind Unterschiede hinsichtlich des Anteils der verschiedenen Komponenten
zu erkennen. Aus nicht demineralisiertem Dentin konnten Mono- und Diglyceride,
Cardiolipin  und der grofte Teil des Phosphatidylcholin extrahiert werden.
Phosphatidylinositol und Phosphatidylserin wurden nur nach vorheriger Demineralisation
gewonnen (Goldberg und Boskey 1996). Gerade den Phospholipiden wird die Fahigkeit
zur Stabilisierung von sich bildenden Apatitkristallen zugesprochen (Boskey 1996).

Eine Gerustfunktion des Kollagens konnte fir den Schmelz nicht bewiesen werden.
Felszeghy et al. (2000) fanden Kollagen Typ X, eines der Schlisselmolekile der
enchondralen Ossifikation, in der fetalen Zahnentwicklung. Seine Anwesenheit wurde in
Ameloblasten und nur wahrend der frihen Sekretionsphase im Schmelz bestatigt. Boskey
et al. (1989) zeigten, dass Kollagen Typ X allein keinen Effekt auf die Bildung und das
Wachstum von Hydroxylapatit hat. Somit muss im Schmelz ein vollig anderer

Mineralisationsmechanismus als im Dentin vorliegen (Boskey 1985).

3.2.4. Beeinflussung von Mineralisationsvorgéngen durch Blutserum

Albumin stellt mit 55-68% die gro3te Fraktion der im Blutserum befindlichen Proteine. Die
Funktion der Albumine umfasst den Transport von nicht veresterten Fettsauren,
Pharmaka, Vitaminen, Kationen, Spurenelementen sowie Abbau- und toxischen
Produkten. Sie besitzen eine hohe Wasserbindungsfahigkeit und sind fir die
Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Druckes verantwortlich. Die auferst
heterogene Gruppe der Globuline, unterteilt in a;-, a,-, B- und y-Globuline, ist die zweite

grol3e Fraktion der Serumproteine. Sie unterscheiden sich von den Albuminen durch ihre

16



schlechtere Wasserlgslichkeit und ihr hoheres Molekulargewicht (Thomas 1992; Loffler
und Petrides 1998).

Natives menschliches Blutserum ist in Bezug auf DCPD nachhaltig untersattigt, auf OCP
bezogen schwach und auf HAP bezogen stark Ubersattigt (Eidelman et al. 1987 a).
Kalzifizierungen, die in Serum stattfinden, haben OCP als Vorlaufersubstanz, welches in
situ zu einem mehr basischen Apatit hydrolysiert. Die Ergebnisse von Eidelman et al.
(1987 b) deuten darauf hin, dass sowohl die Umwandlung von OCP zu HAP, als auch die
direkte Bildung von HAP im Serum ein relativ langsamer Prozess ist.

Garnett und Dieppe (1990) zeigten in ihren Untersuchungen eine markante Verringerung
des Kristallwachstums von HAP, die konzentrationsabhangig von Blutserum verursacht
wurde. Zwei Drittel der inhibitorischen Aktivitat sind mit Proteinen und anderen
Makromolekilen im Serum assoziiert, der Rest der Aktivitat steht in Verbindung mit
Komponenten von niedrigerem molekularem Gewicht. Die Autoren sehen Albumin allein
fur die Halfte der inhibitorischen Aktivitéat der Proteine und Makromolekule verantwortlich.
Der Mechanismus der Wachstumshemmung begriindet sich durch die Absorption der
Serumproteine an wachsende Hydroxylapatitkristalle. Albumin ist méglicherweise ein
wichtiger Mediator dieses Prozesses. Auf bioaktivem Material fuhrte bovines
Serumalbumin zu nadelférmigen Kristallen mit einem Ca/P-Verhaltnis von etwa 1,55 und
im Vergleich zu Versuchen mit Amelogenin zu verringerter Gré3e (Wen et al. 1999). lijima
et al. (2001) stellten eine verstarkte Reduzierung der Prazipitation von OCP fest, wenn die
Versuchsldsung freies Albumin anstatt Amelogenin enthélt. Jedoch fihrten alle Proteine
zu einer Hemmung der Kristallbildung. Albumin hemmt das Kristallwachstum besonders
stark entlang ihrer c-Achse, ahnlich den Amelogeninen, die zu einer
Wachstumsreduzierung in Richtung der b-Achse fuhren. Ungeachtet der hervorgerufenen
GroRendifferenzen ist eine wichtige Erkenntnis der Untersuchungen von lijima et al. die
starkere Ordnung und Gleichférmigkeit der in Gegenwart von Proteinen gebildeten
Kristalle.

Wenn Albumin auf Hydroxylapatitkristallen immobilisiert ist, wird die Formierung von
regularen, hexagonalen Kristallen aus Kalziumoxalatmonohydrat geférdert (Nancollas und
Wu 2000). Die Zeit bis zur Bildung der Kristalle wird vermindert und die Rate der
Kristallbildung erhéht. Die Autoren vermuten, dass die Adsorption von wasserldslichen
Makromolekilen zu einer Verringerung der Grenzflachenspannung fihrt. Taira et al.
(1995) konnten Aggregate aus Hydroxylapatitkristallen in einem System aus Serum von
Rindern und Acrylamid erzeugen. Sie gehen davon aus, dass eine kalzifizierbare Matrix in
biologischen Systemen aus unldslichen Makromolekilen und anionischen Polymeren
bestent. Ein weiteres Ergebnis ihrer Studien war, dass die alkalische
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Phosphatase und B-Glycerophosphat jeweils fur sich kaum zu einer Erhdéhung der
Mineralbildung flihrten, jedoch gemeinsam verstérkte sich die Mineralbildung betréchtlich.
Da die Fahigkeit des Serums zur Kalzifizierung beizutragen in direkter Beziehung zur
Konzentration der verfugbaren lonen steht, wird die gemeinsame Wirkung der alkalischen
Phosphatase und des [(-Glycerophosphates mit einer lokalen Erhéhung der
Phosphatkonzentration erklart. Einem weiteren Serumbestandteil, dem Immunglobulin G
spricht Boskey (1989) keinen Effekt auf Mineralablagerung und Kristallwachstum zu, da
es kein Produkt der Zellen der mineralisierten Gewebe ist und damit keine essentielle
Rolle in der Mineralisation spielt.

Ob Albumin eine Funktion wéhrend der Mineralisation des Zahnschmelzes hat, ist nicht
mit Sicherheit zu beantworten. Robinson et al. (1992) zeigten, dass Schmelz im Laufe der
praeruptiven Reifungsphase Albumin aufnehmen und das Kristallwachstum hemmen
kann. Es konnte keine proteolytische Aktivitdt im Schmelz gegen Albumin festgestellt
werden. Strawich und Glimcher (1990) fanden in Extrakten aus Zahnschmelz, die die
Gewinnung von Enamelinen zum Ziel hatten, dass ca. 70-80% der Proteine
Serumproteine wie Albumin und y-Globulin, sind. Als Quelle fir die Serumproteine
vermuten die Autoren das Blut. Denn durch Anderungen der Morphologie und Funktion
der Ameloblasten wahrend der Amelogenese kénnte eine Diffusion von Makromolekiilen
wie Albumin in den Schmelz mdglich gemacht werden. Robinson et al. (1998) haben
ebenfalls Albumin, wenn auch nur in sehr geringen Mengen, im Zahnschmelz festgestellt.
Vermehrt wurde Albumin allerdings in kariésen Lasionen nachgewiesen. Eine Aufnahme
von Albumin in artifiziell erzeugte Lasionen nach Inkubation der Schmelzproben fir 16
Stunden in bovinem Serum konnten die Autoren nicht bestatigen.
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4. Material und Methode
4.1. Vorbereitung und Demineralisation der Zahne

Die untersuchten Zahnhartgewebe entstammten 95 menschlichen, bleibenden Zahnen.
Es handelte sich um Pramolaren und Weisheitszéhne, die sowohl extrahiert als auch
operativ entfernt wurden. Zwischen dem Durchbruchszeitraum in das orale Milieu und der
Extraktion lag ein Zeitraum von maximal vier Jahren. Sofort nach der Extraktion erfolgte
eine grobe Reinigung der Zahne unter flieBendem Wasser mit einer Zahnbdirste.
Anschlielend wurden sie bis zur weiteren Verwendung in einer bakterizid wirkenden 0,5%
Formaldehyd-Ldsung gelagert.

Das Untersuchungsmaterial wurde mittels einer Lupe auf Kariesfreiheit geprift. An der
Wurzelspitze erfolgte das Anlegen eines Bohrloches, an dem der Zahn in den
Versuchsbehéltnissen mit einem Faden befestigt werden konnte. Die gesamte
Zahnoberflache wurde mit einem séurefesten Lack bedeckt.

Dieser Lack wurde an den vestibularen und oralen Flachen des Schmelzes und der
Wurzeloberflachen wieder entfernt. Es entstanden rechteckige Fensterungen von 1-2 mm
Hohe und ca. 3 mm Breite. Diese frei liegenden Zahnoberflichen entsprachen den
Arealen b und c in der Abbildung 1. Der Bereich a wurde mit Lack bedeckt und diente

somit zum Vergleich, da er den Ausgangszustand der Zahnhartgewebe dokumentierte.

Abb. 1 Lage der Versuchsareale am Zahn
Bereich a: unbehandelt, nativ
Bereich b: demineralisiert
Bereich c¢: demineralisiert + Versuchslésungen
Bereich d: unbehandelt + Versuchslésungen
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Die Demineralisation der vorbereiteten Zahne erfolgte in 4,5% Hydroxyethylzellulose-
Lésung. Zur Einstellung des pH-Wertes dieser Losung auf 4,5 diente 0,1 M Milchsaure.
Die Gesamtdauer der Demineralisation betrug 28 Tage bei einer Raumtemperatur von
22-25°C. Nach jeweils 5 Tagen wurde der pH-Wert der Hydroxyethylzellulose-Losung mit
0,1 M Milchsaure auf pH = 4,5 eingestellt. Der Zusatz von Thymol verhinderte eine
Besiedlung der Versuchslésung mit Mikroorganismen.

Nach Durchfiihrung der Demineralisation wurde die Zahnoberflache Uber Bereich b mit
saurefestem Lack bedeckt. Dieser Bereich stellt damit den Vergleichszustand der
Zahnhartgewebe nach der Demineralisation dar. Im selben Arbeitsgang wurde der Lack
Uber dem nicht demineralisierten Bereich d entfernt, so dass die Bereiche ¢ und d als
Versuchsareale dienten.

AnschlieBend erfolgte die Langsteilung der Zéhne mittig durch die Fensterungen. Zum
Einsatz kam eine Sage der Geratekette nach Donath. Die entstandenen Sageflachen
wurden mit saurefestem Lack abgedeckt.

Die Einteilung der Zahne in die zwei Versuchsabschnitte erfolgte zuféllig. Die erste
Gruppe bestand aus 55 Z&hnen und diente zur Versuchsdurchfiihrung im pH-cycling-
System. Zur zweiten Gruppe gehdrten 40 Zéhne, die wiederum in vier Untergruppen zu je
10 Zahnen zuféllig unterteilt wurden. An ihnen erfolgten die Versuche mit menschlichem

Blutserum.

4.2. Experiment im pH-cycling-System

Die Versuche wurden an dem pH-cycling-Gerat von Brandt (1998) durchgefiihrt.
Detaillierte  Beschreibungen der technischen Merkmale sind seiner Dissertation zu
entnehmen.

Mit diesem System ist es mdglich, 2 verschiedene Losungsansatze jeweils zwischen 10
Sekunden und 15 Stunden auf das Untersuchungsmaterial einwirken zu lassen. Das
Fassungsvermégen jedes Losungsbehélters betragt 6 Liter. Klarspilungen mit
Leitungswasser stellen die dritte Moglichkeit der Flussigkeitszufuhr dar. Die Reihenfolge
des Zustroms kann beliebig variiert werden.

Als Demineralisationslésung diente eine synthetische Losung, die 2 mM CaCl, und 2 mM
NaH,PO, enthielt (Damato et al. 1990). Der pH-Wert wurde mittels 0,1 M Milchsdure auf
4,5 eingestellt. Zur Remineralisation fand eine synthetische Losung mit jeweils 2 mM
CaCl, und NaH,PO,, einem Zusatz von 1 ppm Fluorid in Form von NaF und einem pH-
Wert von 6,8 Verwendung. Diese Losungen wurden taglich neu angesetzt, um
Veranderungen der Konzentrationswerte wahrend der Pumpvorgange mdaglichst gering zu

halten und die Besiedlung der Versuchsapparatur mit Bakterien zu verhindern. Der pH-
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Wert der Demineralisationslésung wurde insgesamt zweimal pro Tag kontrolliert und neu
eingestellt.

Ein Zyklus wahrend des Versuchs bestand aus:

1. Einwirkung der Demineralisationslosung — Dauer: 2 Minuten

2. Klarspilung mit Leitungswasser — Dauer: 3 Minuten

3. Einwirkung der Remineralisationslésung — Dauer: 9 Minuten und 30 Sekunden

4. Klarspilung mit Leitungswasser — Dauer: 3 Minuten.

Dieser Zyklus bendtigte einen Gesamtzeitraum von 17 Minuten 30 Sekunden und wurde
wahrend des Versuchszeitraumes von acht Wochen somit mehr als 4500-mal
durchlaufen. Darin enthalten sind die Wartungszeiten, die ca. 20 Minuten pro Tag in
Anspruch nahmen. Bereits nach der vierten Woche der Versuchsdurchfiihrung wurde eine
Halfte jedes Zahnes dem laufenden Experiment entnommen und ausgewertet. Die zweite
Halfte befand sich bis zum Ende der achten Woche im Versuch, um dann auch der

Auswertung zugefihrt zu werden.

4.3. Experimente mit Blutserum

Das verwendete Blutserum wurde vom Institut fur Medizinische Immunologie der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg zur Verfigung gestellt. Hierbei handelte es sich um
gepooltes Serum, d. h. das Blutserum von mehreren Personen ist in einem Gefal3
vermischt worden. Zur Gewinnung von Blutserum lasst man menschliches Vollblut nach
Entnahme durch Venenpunktion gerinnen. Dies geschieht durch Abwarten des natirlichen
Gerinnungsprozesses. Nach ca. 2 bis 3 Stunden, wenn alle gerinnungsfahigen
Blutbestandteile koaguliert sind, wird das entstandene Blutkoagulum zentrifugiert. Danach
befindet sich das Blutserum an der Oberflache, wahrend sich der Blutkuchen am
GefalRboden abgesetzt hat. Der so genannte Blutkuchen enthélt neben dem durch die
Gerinnungskaskade aktivierten Fibrin auch die zellularen Blutbestandteile in Form von
Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten. Da nicht das gesamte gewonnene Serum
pro Person fur Untersuchungszwecke im Institut fir Immunologie notig war, fand der
ungenutzte Anteil Eingang in das gepoolte Serum. Bis zur Verwendung wurde das Serum
tief gefroren, bei einer Temperatur von -18°C gelagert.

Die 40 Zahne des zweiten Versuchsabschnittes wurden in vier Untergruppen zu je 10
Zahnen unterteilt, an denen vier verschiedene Losungsansétze erprobt werden sollten. An
der ersten Gruppe kam ausschlieBlich Blutserum als Untersuchungsmedium zur
Anwendung. An den Zahnen der zweiten Gruppe wurde Blutserum mit Zusatz von NaF
getestet. Das Fluorid wurde in einer Konzentration von 1 ppm zugegeben. Diese ersten

beiden Lésungsansatze hatten einen durchschnittlichen pH-Wert von 7,8. Die verwendete
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Losung der dritten Gruppe setzte sich zusammen aus 8 Teilen einer synthetischen
Lésung mit 2 mM CaCl, und 2 mM NaH,PO, (Damato et al. 1990) und 2 Teilen Blutserum
mit einem pH-Wert von 7,3. An der vierten Gruppe kam die synthetische Lésung der
dritten Gruppe zum Einsatz. Die Konzentrationen der biologisch aktiven Kalziumionen
wurden mit dem Radiometer ABL 505 gemessen. Im Blutserum lag sie bei 1,1 mmol/l und
in der Losung der dritten Gruppe bei 1,8 mmol/l.

Als Reaktionsgefalie dienten verschlieBbare Glaschen mit einem Fassungsvermdégen von
10 ml. Fir jeden Zahn wurde ein Glaschen verwendet. Um eine Akkumulation von
Reaktionsprodukten zu minimieren, erfolgte nach jeweils 48 Stunden ein Austausch der
Reaktionsmedien. Die Gesamtdauer der Versuchsdurchfiihrung belief sich auf 28 Tage.
Die Raumtemperatur wahrend dieses Zeitraumes bewegte sich zwischen 22 und 25°C.
Um eine Verfalschung der Untersuchungen durch Mikroorganismen und deren
Stoffwechselprodukten zu verhindern, wurde Natriumazid in einer Konzentration von

0,02% als Bakteriostatikum zugesetzt.

Fir alle Auswertungsmethoden wurde folgende Gruppeneinteilung verwendet:

Tabelle 1 Ubersicht der Versuchsgliederung
Versuchsgruppe Untergruppen

Erster Abschnitt: 1. pH-cycling 4 Wochen
2. pH-cycling 8 Wochen

Zweiter Abschnitt - Serum
Losungsansatze bestehend

aus:

Serum + Natriumfluorid

Kalziumphosphat-Losung + Serum

A W N PRE

Kalziumphosphat-Losung

4.4. Auswertungsmethoden
4.4.1. Polarisationsmikroskopie

Die zu untersuchenden Zahnhdalften wurden mit einem azetonl6slichen Kleber auf
Objekttragern befestigt. Die Herstellung der Dinnschliffe erfolgte mit einem Schleifgerat
der Geréatekette nach Donath. Um im Durchlicht polarisationsoptische Untersuchungen
durchfiihren zu kénnen, wurden Schliffe der unentkalkten Zahnhartgewebe von 80-100
pum Dicke hergestellt. Die Untersuchungen erfolgten bei gekreuzten Polaren in der
Polarisationsmikroskopiefunktion des Lichtmikroskops Axioplan 2 der Firma Carl-Zeiss-
Jena GmbH. Als Imbibitionsmedium diente vorwiegend Xylol, aber auch Wasser und

Ethanol. Ausgewahlte Befunde wurden fotographisch dokumentiert.
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4.4.2. Lasionstiefenmessung

Die Lasionstiefen der demineralisierten und remineralisierten Bereiche konnten im
polarisationsoptischen Bild gemessen werden. Dazu diente ein im Okular des
Polarisationsmikroskops angebrachter Mal3stab. Zur Messung musste die Tiefenscharfe
des Mikroskops soweit heruntergeregelt werden, dass sich nur eine moglichst schmale
Schicht des Schliffpraparates im Fokus befand. So wurde vermieden, ein Summenbild
aller Schichten zu vermessen.

Als Messpunkte fir die Lasionstiefen wurden die Zahnoberflache und der Farbumschlag
zwischen der Lasion und den intakten Zahnhartgeweben gewahlt, die einen
unterschiedlichen Grad der Doppelbrechung aufweisen. An Lasionen, deren Lasionsfront
nicht parallel zur Zahnoberflache verlief, erfolgte die Messung an den am weitesten in die
Zahnhartgewebe vorgedrungenen Stellen, da sie den Auspragungsgrad einer L&sion
bestimmen.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm SPSS 10.07. Zur
Uberprifung der Mittelwertunterschiede zwischen den Tiefen des de- und
remineralisierten Lasionsteils auf Signifikanz diente der gepaarte t-Test. Als
mafigebendes Signifikanzniveau wurde die 5%-Marke herangezogen.

4.4.3. Mikroharteprifung

Zur Ermittlung der Mikrohartewerte fand das Prifgerat MHT-10 der Firma Anton Paar
GmbH Verwendung. Der mechanische Teil war an das Lichtmikroskop Axioplan in der
Auflichtfunktion gekoppelt. Die auf einem Plastelineblock fixierten Zahnschliffe wurden mit
dem Verfahren nach Vickers mit einer Kraft von 10 Pond bei einer Belastungszeit von 10
Sekunden gepriift. Je Messreihe erfolgten insgesamt 13 Mikroharteprifungen im Abstand
10-350 um senkrecht zur Zahnoberflache. In den Bereichen a bis d der Lackfensterungen
wurde jeweils eine Messreihe durchgefiihrt. Um Uberschneidungen und gegenseitige
Beeinflussung der Mikroharteeindriicke zu verhindern, mussten sie gegeneinander
versetzt platziert werden.

Von Interesse war dabei der Vergleich zwischen den Bereichen a und d bzw. b und c.
Somit wurden Aussagen mdglich, ob die unbehandelten Zahnhartgewebe maturiert sind
und ob eine Remineralisation der Lasionen stattgefunden hat. Verwendung fand das
Statistikprogramm SPSS 10.07. Mit Hilfe des gepaarten t-Tests wurden gruppenweise von
insgesamt 30 Schmelz- und 30 Wurzelpraparaten die Messwerte verglichen, die im
selben Abstand von der Zahnoberflache ermittelt werden konnten. Diese
Signifikanzprifungen wurden bis zu einer Tiefe von 100 pm durchgefiihrt. Das
Signifikanzniveau lag bei 0,05.
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4.4.4. Rasterelektronenmikroskopie

Ausgewahlte Schliffpraparate wurden zum Zweck der rasterelektronenmikroskopischen
Untersuchung auf Metallobjekttragern befestigt und mit einer Goldschicht von 50 nm
Starke besputtert. Zum Einsatz kam das Rasterelektronenmikroskop von Typ Tesla BS
301. Es erfolgte die Begutachtung sowohl der Zahnoberflache als auch der geschliffenen
Flachen. Auf die viel gelibte Praktik des vorherigen Anatzens der Zahnhartgewebe wurde
zur Vermeidung von Artefakten verzichtet. Dies flhrt zwar zu einem verringerten
Formenreichtum des dokumentierenden Bildmaterials, jedoch auch zu einer Verringerung

der durch die Manipulation am Untersuchungsmaterial eintretenden Fehler.

4.4.5. EDX-Analyse am ESEM

Die energiedispersive Rontgenspektrometrie (EDX) erlaubt die Bestimmung der
Haufigkeit der verschiedenen Elemente in den untersuchten Zahnhartgeweben, jedoch
nicht chemische Verbindungen und Bindungsverhaltnisse zu klaren. Zur Quantifizierung
des Vorkommens von Spurenelementen in Zahnhartgeweben wie Fluor, Magnesium,
Natrium oder Chlor, ist die Aussagekraft der energiedispersiven Rontgenspektrometrie
begrenzt, da der integrierte Fehler durch das geringe Verhdltnis von Nettointensitat des
nachzuweisenden Elements zur Hintergrundintensitat zu grof3 ist. Die Forderung nach
einem groRen Wert der Verhdltnisse der Intensitaten und damit einem kleinen Fehler,
erfillen die in Zahnhartgeweben haufigen Elemente Kalzium, Phosphor und Sauerstoff.
Daher sind quantitative Aussagen moglich. Im Speziellen interessiert das Verhaltnis von
Kalzium und Phosphor. Diese Verhaltniszahl erlaubt es, dann doch eine Aussage zu
moglichen Bindungsverhaltnissen zu treffen.

Zur Aufnahme der energiedispersiven Rontgenspektren diente ein EDX-Detektor der
Firma EDAX, welcher an ein XL 30 ESEM-FEG der Firma Philips montiert, betrieben
wurde. Im Gegensatz zum herkdmmlichen Rasterelektronenmikroskop, in dessen
Probenkammer ein Hochvakuum zu herrschen hat, kann in der Probenkammer des
Environmental Scanning Electron Microscope (ESEM) Gas vorhanden sein. Mit Driicken
hoher als 10 mbar wird der Partialdruck von H,O erreicht, so dass die Untersuchung
wasserhaltiger Objekte ohne Eintrocknungsartefakte méglich wird. Erforderlich fur diese
Methodik ist ein Abschluss zum Vakuum des Mikroskops durch eine Blende und durch
differentielles Pumpen. Voraussetzung fur derartige Mikroskope ist, dass noch ein
genuigender Bruchteil der Primarelektronen im Gasraum ungestreut bleibt. Die gestreuten
Elektronen bestrahlen das Objekt in einer breiten Verteilung (Skirteffekt). Im ESEM-
Betrieb wird daher vorzugsweise mit wenigen Millimetern Gasstrecke gearbeitet. Wahrend
Ruckstreuelektronen (BSE) mit konventionellen Detektoren erfasst werden, kénnen
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Sekundarelektronen (SE) durch Gasstreuung nicht zum Detektor gelangen. Jedoch durch
eine oberhalb des Objektes gelegene Elektrode wird die Zahl der SE in einer
lonisationskaskade vervielfacht, so dass der kollektierte Elektrodenstrom als SE-Signal
dient. Die Strahlverbreiterung (Skirt) wirkt sich nachteilig auf den Kontrast von BSE- und
SE-Bildern aus, da nur die ungestreuten Elektronen einen Bildkontrastbeitrag leisten und
die gestreuten zum Untergrund beitragen. Letzteres setzt auch das laterale
Auflésungsvermdgen bei einer Rdntgenmikroanalyse mit energiedispersivem Detektor
herab.

Es entfallt der Zwang, die Zahnschliffpraparate zum Zwecke der Untersuchung im ESEM
mit einer leitfahigen Schicht aus Gold oder Kohlenstoff zu versehen. Allerdings musste
eine leitfahige Verbindung zwischen Objekttrager und Praparat realisiert werden. Diese
Aufgabe erflllte eine doppelseitig klebfahige Folie aus Kohlenstoff. Eine Messreihe
bestand aus drei Einzelmessungen. Zwei dieser Messungen erfolgten in den
Zahnhartgeweben der subfiziellen Lasionen, oberflachennah und oberflachenfern. Die
dritte Einzelmessung wurde in einer Entfernung von ca. 170 um von der Zahnoberflache
durchgefuhrt. Das jeweils detektierte Areal hatte eine Breite von 40 um und Héhe von 20
pm. Dadurch konnte Uber einen gréReren Bereich integriert und Einzelfehler minimiert
werden. Eine Messreihe erfolgte pro Bereich a, b, ¢ und d einer Lackfensterung. Die
Messungen wurden bei einem Druck von 1 Torr, einer Energie des Elektronenstahls von

20 keV und uber einen Zeitraum von 150 LTsec durchgefihrt.

4.4.6. Mikro-Raman-Spektroskopie

Die Raman-Spektroskopie beruht auf dem Raman-Effekt. Werden Molekile mit
monochromatischem Licht (Laser) angeregt, so wird aul3er der Streustrahlung (Rayleigh-
Streuung) ein geringer Anteil Strahlung emittiert, die gegeniiber der Frequenz der
Lichtquelle verschoben ist. Diese Spektrallinien nennt man Raman-Linien. Als Raman-
Shift wird die Differenz zwischen Anregungswellenlange und emittierter Raman-Linie
bezeichnet und in relativen Wellenzahlen angegeben. Jedes Molekll oder Festkorper
zeigt ein typisches Bandenmuster, das so hochspezifisch ist, dass Isomere und
Polymorphe derselben Verbindung signifikant unterschieden werden kodnnen. Die
Intensitaten der Raman-Banden eines Gemisches korrespondieren mit den
Konzentrationen der einzelnen Komponenten im Gemisch. Durch die Einfihrung des
konfokalen Prinzips in der Raman-Mikroskopie lassen sich Raman-Spektren aus einem
begrenzten Volumen erhalten, das sich aus der Beugungsgrenze des Laserstrahls ergibt.

Man erreicht die konfokale Abbildung durch eine geeignete Lochblende. Der Einfall von
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Streulicht und moglicherweise auch von Fluoreszenzstrahlung wird durch die Lochblende
verringert.

Verwendung zur Analyse fanden dieselben Préaparate und Messregionen, an denen die
energiedispersive Rontgenspektrometrie durchgefuhrt wurde. Um Fehlmessungen
auszuschlieen, wurde der Messpunkt fir die Mikro-Raman-Spektroskopie neben die
Messfelder der Rontgenspektrometrie gelegt, da der Elektronenstrahl zu Veranderungen
in den Zahnhartgeweben fluhren konnte. Zur Ermittlung der Raman-Spektren diente das
konfokale Mikro-Raman-Spektroskop Labram 1B der Firma dilor, mit einem Helium-
Neon(HeNe)-Laser. Die Datenanalyse erfolgte mit der Software Labspec 4.0. Der HeNe-
Laser erzeugte monochromatisches Licht mit einer Wellenlange von 632,8 nm. Die
Akkumulationszeit der Spektren und der Durchmesser der Lochblende (Hole) mussten im
Gegensatz zur idealen Konstellation, bei der sowohl die Aufnahmezeit als auch das Hole
bei allen Messungen gleiche Werte aufweisen sollten, den lokalen Bedingungen
angepasst werden. Die Zeit variierte zwischen 60 und 120 Sekunden und das Hole
zwischen 200 und 400 Mikrometern. Veranderungen dieser Werte fuhrten vor allem zu
relativen Intensitdtsschwankungen der Spektren. Da jedoch keine quantitative
Auswertung erfolgen sollte, dafir wéare die Registrierung der Intensitdten der Raman-
Spektren in einer Vergleichsstudie erforderlich gewesen, ist es dennoch mdéglich, die
Ergebnisse der Analyse der Mikro-Raman-Spektroskopie im Kontext mit den Ergebnissen
der zuvor erlauterten Auswertungsmethoden zu bewerten und ein Urteil hinsichtlich der

Eignung dieser Form der Analyse fir die vorliegende Fragestellung zu fallen.
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5. Ergebnisse
5.1. Polarisationsmikroskopische Auswertung

An allen 190 Zahnschliffen, die aus den 95 Versuchszéhnen hergestellt wurden, erfolgte
eine polarisationsmikroskopische Begutachtung der artifiziellen L&sionen der
Zahnhartgewebe. Dies entspricht den Bereichen b und c der Lackfensterungen. Da
Zahnhartgewebe biologischen Ursprungs sind und diese individuelle Varianzen
aufweisen, sowohl bedingt durch genetisch determinierte Parameter, als auch durch
einzigartige Lebensumstande und -gewohnheiten der Individuen, muss der Bereich, auf
den die Versuchslosungen eingewirkt haben, mit dem jeweils dazugehérigen Bereich, der
nach der Demineralisation mit Lack bedeckt wurde, verglichen werden. Zur
Dokumentation der Beobachtungen sind fir jeden Versuchsansatz ausgewahlte, als
typisch zu erachtende Praparate, dargestellt. Als Imbibitionsmedium diente bei allen
Mikrographien Xylol.

Wahrend der Begutachtung aller Praparate zeigte sich, dass im Zuge des
Versuchsablaufs die maturierte Zone, entsprechend Bereich d der Lackfensterung, keine
erkennbaren und klar auf das Versuchsareal abzugrenzenden Verdnderungen
hervorbrachte und darum bei der Auswahl des dokumentierten Materials in den

Hintergrund trat.

Abb. 2a Art|f|2|elle Schmelzlasmn Abb. 2b Remlnerallsatlon der Schmelz-
l&sion
Abb. 2 Schmelzpréaparat nach 4 Wochen im pH-cycling-System (pol x, Rot I, 580:1)
Zone 1: Zahnoberflache aul3erhalb der Fokusebene (die Breite dieser Zone ist
abhangig vom Winkel der Zahnoberflache zur Schliffflache)
Zone 2: subfizielle Zahnhartgewebslasion
0: oberflachlicher Lasionsteil
f: Lasionsfront
Zone 3: nicht karidses Zahnhartgewebe
Zone 2+3: Schiliffflache
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Die Abbildung 2 zeigt ein Schmelzpréparat, das nach Erzeugung einer artifiziellen Lasion
4 Wochen lang dem pH-cycling unterzogen wurde. Verglichen mit der Abbildung 2a, dem
Ausgangszustand der Schmelzlasion, offenbart Abbildung 2b eine deutliche Steigerung
der Strukturzeichnung im mittleren L&sionsbereich, welches auf eine stattgefundene
Remineralisation schlie3en lasst. Im oberflachlichen Bereich und an der L&sionsfront ist
eine Zunahme der schwarzen Strukturen zu verzeichnen. Diese entstehen durch
luftgefiillite Hohlrdume. Im demineralisierten Schmelz sind diese Hohlrdume und Spalten
grol3 genug, um das Imbibitionsmedium Xylol eindringen zu lassen. Durch die
Mineraleinlagerungen im Rahmen der Remineralisation verengen sich die Hohlrdume bis
zu einem Grad, ab dem es Xylol nicht mehr gelingt, in die Spaltrdume einzudringen. Die
verbleibende Luft fihrt zu einer Totalreflexion des durchstrahlenden Lichtes.

Ein Schmelzpraparat, das 8 Wochen im pH-cycling-System behandelt wurde, ist in
Abbildung 3 dargestellt. Die Demineralisation fihrte am Préparat zu einem Umschlag der
negativen (gelb/ orange) in die positive (blau) Doppelbrechung entlang der Retziuslinien
(Abbildung 3a). Die Remineralisation ist durch die Verringerung des Ausmalies der

positiven Doppelbrechung gekennzeichnet (Abbildung 3b).

Abb. 3a Art|f|2|eIIe Schmelzlésmn. Abb 3b Remlnerallsatlon der Schmelz-
lasion
Abb. 3 Schmelzpréaparat nach 8 Wochen im pH-cycling-System (pol x, Rot I, 760:1)

Die Abbildung 4 zeigt eine Schmelzlasion, die 4 Wochen mit Serum behandelt wurde.
Oberflachlich kann eine Remineralisation festgestellt werden. Dort erfolgte eine
Verstarkung der negativen Doppelbrechung. Im Bereich der Lasionsfront ist eine
Farbverschiebung zum Roten zu erkennen, was auf eine Verringerung der negativen

Doppelbrechung und Abnahme des Mineralgehaltes deutet.
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Abb. 4a Artifizielle Schmelzlasion Abb. 4b Schmelzlasion nach Versuchs-
durchfihrung
Abb. 4 Schmelzpraparat mit Serum als Versuchslésung (pol x, Rot I, 540:1)

Abb 5a Art|f|2|elle Schmelzlasmn Abb 5b Schmelzlasmn nach Versuchs-
durchfiihrung
Abb. 5 Schmelzpraparat mit Serum und Natriumfluorid als Versuchslésung
(pol x, Rot I, 540:1)

Ein Préparat der Serum-Untergruppe, der Serum und Natriumfluorid als Versuchslésung
diente, ist in Abbildung 5 dargestellt. Die Veranderungen im behandelten L&asionsbereich
lassen im Vergleich zum unbehandelten Lasionsteil eine Remineralisation vorwiegend im
oberflachenfernen Lé&sionsareal erkennen. Dies wird durch die Zunahme luftgefillter
Hohlrdume und damit vermehrter Totalreflexion gestitzt. Im oberflachennahen Lasionsteil

sind keine Veranderungen bezliglich der Doppelbrechung und Struktur festzustellen.
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Abb 6a Art|f|2|elle Schmelzlasmn Abb.6b Schmelzlasion nach Versuchs-
durchfuihrung
Abb. 6 Schmelzpraparat mit Kalziumphosphat-Losung und Serum als Versuchslosung
(pol x, Rot 1, 480:1)

Die Unterschiede im L&sionsbereich eines Schmelzpraparates der 3. Untergruppe des
zweiten Versuchsabschnittes zeigt Abbildung 6. Die Veranderung ist als sehr gering zu
erachten und besteht vorwiegend in einer Verringerung der luftgefullten Hohlrdume. Der
Effekt eines remineralisierenden Materialeinbaus ist daher trotz der geringen Auspragung

vorhanden.

Abb 7a Art|f|2|eIIeSchmeIzIaS|on ] '- Abb. 7b Remlnerallsatlon der Schmelz-
l&sion
Abb. 7 Schmelzpraparat mit Kalziumphosphat-Losung als Versuchslésung
(pol x, Rot I, 500:1)

In den Abbildungen 7a und 7b verdeutlicht die Gegentberstellung der Bereiche einer
Schmelzlasion, an der eine synthetische Kalziumphosphat-Losung zur Anwendung kam,
die erreichte Remineralisation. Vorwiegend wurden die nach der Demineralisation mit Luft
geflllten HohlrGume durch den Mineraleinbau verkleinert. Die Lasionsfront erscheint nach

Verwendung der Versuchslosung besser mineralisiert.
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Nach 4 Wochen pH-cycling sind die Veranderungen an einer Wurzellasion in Abbildung 8
zu erkennen. Auf eine Remineralisation deutet die verstarkte Strukturierung der L&sion,
insbesondere im Bereich der Lasionsfront, im Vergleich zur homogenen, deutlich vom
nicht demineralisierten Wurzeldentin abgegrenzten L&sion vor Versuchsdurchfuhrung, hin.
Die Wurzeloberflache zeigt einen durch die Demineralisation bedingten, erosiven

Substanzverlust.

_’ # ‘I“_’: '_{ "ll .'I' s I _.l-.
b. 8a Artifizielle Wurzellasion

Ab

lasion
Abb. 8 Wurzelpraparat nach 4 Wochen im pH-cycling-System (pol x, Rot |, 300:1)

Abb. 9b Wurzellasion nach Versuchs-
durchfuhrung
Abb. 9 Wurzelpraparat nach 8 Wochen im pH-cycling-System (pol x, Rot I, 300:1)

Abb. 9a Artifizielle Wurzellasion

Das Wurzelpraparat der Abbildung 9 wurde 8 Wochen dem pH-cycling unterzogen und
zeigt a@hnlich der Abbildung 8 eine Verstarkung der Strukturierung innerhalb der Lasion,
welche auf eine Mineraleinlagerung weist. Sowohl nach 4 als auch nach 8 Wochen pH-
cycling ist der Grad der erzielten Remineralisation als gering einzustufen. Teilweise ist
eine Nivellierung der durch Erosion veranderten Wurzeloberflache zu erkennen, die in

erster Linie durch einen weiteren erosiven Substanzverlust verursacht wird.
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Abb 10a Art|f|2|elle WurzeIIaS|on Abb 10b Remlnerallsatlon der Wurzel-
lasion
Abb. 10 Wurzelpraparat mit Serum als Versuchslosung (pol x, Rot I, 300:1)

In der Abbildung 10 ist die Wurzelldsion eines Praparates dargestellt, dem Serum als
Versuchsldsung diente. An der Lasionsfront ist die Remineralisation gekennzeichnet
durch eine Verdichtung des Minerals, was zu einer verringerten Totalreflexion des Lichtes
und Schwarzféarbung in diesem Bereich fiihrt.

Abb 11a Art|f|2|elle WurzeIIaS|on Abb 11b Wourzellasion nach Versuchs-
durchfiihrung
Abb. 11 Wurzelpraparat mit Serum und Natriumfluorid als Versuchsldsung
(pol x, Rot I, 460:1)

Die Abbildungen 11a und 11b dokumentieren die durch Serum und Natriumfluorid als
Versuchsldsung hervorgerufene Remineralisation eines Wurzelpraparates. Im Vergleich
zur Abbildung 10 ist die Remineralisation im Bereich der Lasionsfront sehr schwach
ausgepragt, wahrend im oberflachlichen Lasionsteil die Mineraleinlagerungen deutlich zu
beurteilen sind. Auf der Wurzeloberflache deuten die Farbnuancen (blau/ violett) hingegen
auf einen Wechsel zur positiven Doppelbrechung und damit auf einen Mineralverlust hin,

der aber auf die Oberflache beschrankt ist.
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Eine ausgeprégte Remineralisation zeigt sich an dem in Abbildung 12 dargestellten
Wurzelpraparat der Untergruppe, an denen eine Versuchslésung aus synthetischer
Kalziumphosphat-Lésung und Serum verwendet wurde. Mineraleinlagerungen fanden an
der Lasionsfront und verstérkt in den oberflachlichen L&sionsschichten (Farbwechsel von
blau zu orange) statt. Zusatzlich zu den subfiziellen Einlagerungen sind superfizielle

Auflagerungen festzustellen.

Abb 12a Art|f|2|eIIeWurzeIIaS|on o Abb 12bRefn|neraI|sat|on der Wurzel-
l&sion
Abb. 12 Wurzelpraparat mit Kalziumphosphat-Losung und Serum als Versuchslésung
(pol x, Rot I, 390:1)

Abb. 13b Wurzellasion nach Versuchs-
durchfuhrung
Abb. 13 Wurzelpraparat mit Kalziumphosphat-Lésung als Versuchslésung
(pol x, Rot I, 280:1)

Die Abbildung 13 zeigt eine Wurzellasion ohne (Abbildung 13a) und nach Behandlung mit
einer synthetischen Kalziumphosphat-Losung (Abbildung 13b). Die Verdnderungen im
Sinne einer Remineralisation betreffen die oberflachlich gelegene Lasionshélfte. Im
tieferen Teil an der L&sionsfront hat keine mit dem Polarisationsmikroskop erkennbare
Remineralisation stattgefunden.
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5.2. Lasionstiefenmessung

Die Ermittlung der Léasionstiefen diente nur zur Feststellung des Einflusses der
Versuchslosungen auf die Lasionen. Ein Effekt bezlglich der Maturation der
Zahnhartgewebe kann mit dieser Auswertungsmethode somit nicht getroffen werden. Die
Mittelwerte und Standardabweichungen aller Lasionen sind nach den Versuchsansatzen

geordnet, in den Diagrammen 1 bis 3 aufgefuhrt.

Schmelzlasionen - okklusalwarts

90

80
g 70 - T
< 60 T T T T
L 50 - T _T
[}
= 40 A
2 30 -
o
‘B 20 -
@
—1 10

0 T

pH-cycling  pH-cycling Serum - Serum - Serum - Serum -

4 Wochen 8 Wochen  Untergr. 1 Untergr. 2 Untergr. 3 Untergr. 4

B nicht behandelter Lasionsteil
B der Versuchslésung ausgesetzter Lasionsteil

Diagramm 1 Veranderungen der Tiefe der okklusalwarts gelegenen Schmelzlésionen
im Gruppenvergleich.
Es konnten keine signifikanten Veranderungen der Lasionstiefen statistisch
ermittelt werden (p > 0,05).

Schmelzlasionen - zervikalwérts
90
80
% 70 T
- 60 n
T 401
S 30
g 20
— 10 -
0 - T
pH-cycling  pH-cycling Serum - Serum - Serum - Serum -
4 Wochen 8 Wochen Untergr. 1 Untergr. 2 Untergr. 3 Untergr. 4
B nicht behandelter Lasionsteil
Bder Versuchsldsung ausgesetzter Lasionsteil

Diagramm 2 Veranderungen der Tiefe der zervikalwarts gelegenen Schmelzlasionen
im Gruppenvergleich.
Statistisch konnten keine signifikanten Veranderungen der Lasionstiefen
festgestellt werden (p > 0,05).



Wurzelldsionen

90 =

= 70 S
— 60 m
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0 - T

pH-cycling  pH-cycling Serum - Serum - Serum - Serum -
4 Wochen 8 Wochen Untergr. 1 Untergr. 2 Untergr. 3 Untergr. 4

B nicht behandelter Lasionsteil
B der Versuchslésung ausgesetzter Lasionsteil

Diagramm 3 Verédnderungen der Tiefe der Lasionen des Wurzeldentins im
Gruppenvergleich.
Fur die Serum-Untergruppe 3 konnte eine signifikante Zunahme der
Lasionstiefen (p = 0,034) statistisch ermittelt werden. Die anderen Gruppen
zeigten keine signifikanten Veranderungen der Lasionstiefen (p > 0,05).

Die Veranderungen der Lasionstiefen durch die verschiedenen Versuchslésungen sind als
sehr gering oder nicht vorhanden zu beschreiben. Lediglich in der Gruppe mit
synthetischer Kalziumphosphat-Losung und Serum als Versuchslésung nahm die Tiefe
der Wurzellasionen signifikant zu (p = 0,034). Eine Bewertung dieser Ergebnisse muss im
Zusammenhang mit den Ergebnissen der Polarisationsmikroskopie getroffen werden. Die
signifikante Zunahme der L&sionsausdehnung in der dritten Serum-Untergruppe ist
weniger durch ein Vordringen der Lasionsfront ins Wurzeldentin gekennzeichnet, sondern
erscheint durch oberflachliche Auflagerungen bedingt.

Trotz nachweislich stattgefundener Remineralisation konnten weder das pH-cycling noch
die Losungsansatze des zweiten Versuchsabschnittes die Lasionstiefen signifikant

verringern.

5.3. Mikroharteprifung

Mit dieser Auswertungsmethode ist es moglich, auch einen Vergleich der unbehandelten
Zahnhartgewebe (Bereich a der Lackfensterungen) mit den Arealen, die den
Versuchsldsungen ohne vorherige Demineralisation ausgesetzt wurden (Bereich d der
Lackfensterungen) vorzunehmen. Folglich kénnen die Auswirkungen der De- und
Remineralisation und der Maturation auf die Mikrohartewerte studiert werden, die mit dem

Mineralgehalt der Zahnhartgewebe direkt korrelieren.
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Die Mikroharte wurde an 30 Schmelz- und 30 Wurzelpraparaten in insgesamt 3120
Messungen festgestellt. Getrennt nach Schmelz und Dentin erfolgt die Darstellung der
aus jeweils 5 Einzelmessungen gemittelten Werte der Mikrohérteprofile fir jede
Untergruppe separat in den Diagrammen 4 bis 15. Die Standardfehler wurden zur
Ubersichtlichkeit jeweils nur in eine Richtung eingezeichnet. Die blaue Verbindungslinie
zeigt in den Diagrammen die Remineralisation und die grtine Linie die Maturation an.

Die ermittelten  Mikrohartewerte aller gepriften Praparate bestitigen die
Lasionsausdehnung und lassen erkennen, dass die Versuche zu Veranderungen der
Werte bis zu einer Tiefe von ca. 100 um gefiihrt haben. Bis zu dieser Tiefe wurden die

Veranderungen der Mikroharte auf statistische Signifikanz gepruft.

400 +
350 1 T & I
@ LI,I;I_L.‘_I_. 3
o
x 300 ~ =
L2
z 250 ~ —e&—unbehandelt
Q
< 200 - _—
Q@ —&— demineralisiert
@ 150
<
o 100 —4— demineralisiert +
% ) Versuchslésung
50 - unbehandelt +
Versuchsldsung
0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Entfernung von Oberflache in pm
Diagramm 4 Mikroharte der Schmelzproben nach 4 Wochen pH-cycling.
Signifikante Remineralisation bei 30 und 40 um (p < 0,05).
Keine signifikante Maturation (p > 0,05).
400 -
350
o
2 300 |
2
i 250 + —e— unbehandelt
Q
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® —=&— demineralisiert
5 150 |
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X~ 100 + Versuchsldsung
=
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Entfernung von Oberflache in um

Diagramm 5 Mikroharte der Schmelzproben nach 8 Wochen pH-cycling.
Signifikante Remineralisation bei 10, 20, 30, 40, 50, 70 um (p < 0,05).
Keine signifikante Maturation (p > 0,05).
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Nach 4 und 8 Wochen fihrte das pH-cycling zu einer signifikanten Erhéartung der
artifiziellen L&sionen. Dies lasst auf eine Mineraleinlagerung, also eine Remineralisation
schlieRen. Jedoch konnten die Ausgangswerte nicht wieder erreicht werden. Das pH-
cycling hatte keinen signifikant ausgepragten Einfluss auf die Mikroh&rte des nicht
demineralisierten Schmelzes. Eine Mineraleinlagerung im Sinne der posteruptiven
Maturation konnte daher selbst nach einer so betrachtlichen Anzahl von Wechseln des

pH-Wertes nicht erzielt werden.
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0 Versuchslosung
0 50 100 150 200 250 300 350
Entfernung von Oberflache in um

Diagramm 6 Mikroharte der Schmelzproben mit Serum als Versuchslésung.
Signifikante Maturation bei 10, 20, 30 um (p < 0,05).
Signifikante Remineralisation bei 20 und 30 um (p < 0,05).
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Diagramm 7 Mikroharte der Schmelzproben mit Serum und Natriumfluorid
als Versuchslosung.
Signifikante Maturation bei 20 und 30 um (p < 0,05).
Signifikante Remineralisation bei 30, 40, 50 um (p < 0,05).
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Diagramm 8 Mikroharte der Schmelzproben mit Kalziumphosphat-Lésung
und Serum als Versuchslésung.
Signifikante Remineralisation bei 10, 20, 40, 50 um (p < 0,05).
Signifikante Verringerung der Mikrohérte des zuvor unbehandelten
Schmelzes bei 30 um (p < 0,05).
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Diagramm 9 Mikroharte der Schmelzproben mit Kalziumphosphat-L&sung

als Versuchslésung.

Signifikante Remineralisation bei 10, 20, 30, 40, 60 um (p < 0,05).

Keine signifikante Maturation (p > 0,05).
Die Versuche des zweiten Versuchsabschnittes offenbarten ebenfalls eine Erhéhung der
Mikrohartewerte nach vorangegangener Demineralisation. Die Auspragung der
Remineralisation ist in den 4 Untergruppen unterschiedlich. Wahrend das Blutserum ohne
Zusatz zu oberflachennahen Hartesteigerungen fiihrte, erhdhte sich der Mineraleinbau
unter Verwendung von Serum mit Natriumfluorid vorwiegend in tiefer gelegenen
Lasionsschichten. Dieses Verhalten wird durch den erhdhten Fluoridanteil an der
Versuchsldsung begrindet. Die Versuchslésungen der dritten und vierten Untergruppe

vermochten sowohl oberflachliche, wie auch tiefere Schichten zu remineralisieren.
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Hervorzuheben ist die signifikante Erhohung der Mikroh&rte der nicht demineralisierten
Versuchsareale in der ersten und zweiten Untergruppe. Diese zusatzlichen
Mineraleinlagerungen konnen als Reifung des Zahnschmelzes interpretiert werden. Die
Versuchslosungen der dritten Untergruppe flhrten hingegen zu einer Verringerung der
Mikroharte, so dass von einem Mineralverlust ausgegangen werden muss. Die vierte
Untergruppen zeigte, ahnlich dem pH-cycling, keine Veranderung des Mineralgehaltes der

zuvor unbehandelten Versuchsareale.
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Diagramm 10 Mikroharte des Wurzeldentins nach 4 Wochen pH-cycling.
Signifikante Remineralisation bei 10, 20, 30, 70 um (p < 0,05).
Signifikante Verringerung der Mikroharte des zuvor unbehandelten
Wurzeldentins bei 30, 60, 100 um (p < 0,05).
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Diagramm 11 Mikroharte des Wurzeldentins nach 8 Wochen pH-cycling.
Signifikante Remineralisation bei 10, 20, 30 um (p < 0,05).
Signifikante Verringerung der Mikroharte des zuvor unbehandelten
Wurzeldentins bei 10, 20, 30, 40, 50, 70, 100 um (p < 0,05).
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Wahrend der vier- bzw. achtwochigen Dauer des pH-cycling kam es zu einer
Remineralisation der artifiziell erzeugten Lasionen im Wurzelbereich. Die Einlagerung von
Mineralien erfolgte allerdings nur oberflachennah. Teilweise nach vierwochiger und
ausgepragt nach achtwdchiger Versuchsdauer ist eine signifikante Abnahme der

Mikrohartewerte der zuvor nicht demineralisierten Versuchsareale festzustellen.
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Diagramm 12 Mikrohéarte des Wurzeldentins mit Serum als Versuchslosung.
Signifikante Remineralisation bei 10, 20, 30, 40, 70 um (p < 0,05).
Signifikante Verringerung der Mikroharte des zuvor unbehandelten
Wurzeldentins bei 50 und 70 um (p < 0,05).
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Diagramm 13 Mikroharte des Wurzeldentins mit Serum und Natriumfluorid
als Versuchslosung.
Signifikante Remineralisation bei 10 und 20 um (p < 0,05).
Keine signifikante Maturation (p > 0,05).
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Diagramm 14 Mikrohéarte des Wurzeldentins mit Kalziumphosphat-Ldsung
und Serum als Versuchslosung.
Signifikante Remineralisation bei 10, 20, 30, 40 um (p < 0,05).
Signifikante Verringerung der Mikroharte des zuvor unbehandelten
Wurzeldentins bei 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 100 um (p < 0,05).
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Diagramm 15 Mikrohéarte des Wurzeldentins mit Kalziumphosphat-Ldsung
als Versuchslésung.
Signifikante Remineralisation bei 10, 20, 30, 60 um (p < 0,05).
Signifikante Verringerung der Mikroharte des zuvor unbehandelten
Wurzeldentins bei 10, 30, 40, 50, 60, 70, 100 um (p < 0,05).

In allen Untergruppen des zweiten Versuchsabschnittes fuhrten die Versuchslosungen zu

einer Remineralisation der Wurzeldentinlasionen. Besonders ausgepragt ist diese
Mineralaufnahme an den Praparaten der dritten Untergruppe. Die starkste Zunahme der
Mikroharte ist, &hnlich wie nach dem pH-cycling, oberflachenwarts zu erkennen. Die zuvor
unbehandelten Versuchsareale der ersten (Signifikanz bei 50 und 70 um) und zweiten
Untergruppe (keine statistische Signifikanz) zeigen nur geringe Veranderungen der
Mikrohartewerte, wohingegen die Wurzelpraparate der dritten und vierten Untergruppe

aber eine deutlich ausgepréagte Verringerung ihrer Mikrohéarte verzeichnen.
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5.4. Rasterelektronenmikroskopie

Die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden an ausgewahlten
Praparaten jedes Versuchsansatzes durchgefihrt. Um amorphe oder schwach

gebundene Auflagerungen nicht zu entfernen, erfolgte kein Anatzen der Zahnhartgewebe.

Die Examination der Praparate umfasste sowohl die eigentliche Zahnoberflache als auch
die Schliffflachen.

cobZcp34casnatvSe688

Abb. 14a Unreifer Zahnschmelz Abb. 14b Demineralisierter Schmelz

Abb. 14 Gegenlberstellung der Morphologie der Schliffflachen eines nativen und
demineralisierten Schmelzpraparates.

Abbildung 14a zeigt die Schliffflache von nativem, oberflaichennahem Zahnschmelz.
Deutlich erkennbar sind die haufigen Mikroporositadten und Mikrokandle zwischen den
Prismen, dem Kennzeichen von unreifem Schmelz. In Abbildung 14b ist dasselbe
Praparat nach durchgefiihrter Demineralisation dargestellt. GréRere Kanéle und Licken
haben sich durch die Auflésung von Schmelzmineral gebildet und bestimmen das Bild der

sich in den Schmelz vorbewegenden kariésen Lasion.

Am Beispiel einer Schmelzprobe der Versuchsreihe, in der nur Serum als Versuchslosung
benutzt wurde, zeigen sich die geringen Unterschiede der Versuchsareale zu den
Vergleichsarealen. Die Schmelzbereiche, an denen eine artifizielle Lasion erzeugt wurde
(Abbildung 15c¢ und 15d), offenbarten deutliche Unterschiede, im Sinne von Hohlraumen
und Kanalen, zu den nicht demineralisierten Bereichen (Abbildung 15a und 15b). Die
Veranderungen an den Zahnhartgeweben, die durch die Versuchslésungen hervorgerufen
wurden, sind speziell in der Aufsicht auf die Schliffflachen der Préparate nur gering

ausgepragt. An diesem Praparat sind in Ansatzen sowohl die Maturation wie auch die
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Remineralisation in Form einer Verringerung der Mikroporositaten und Mikrokanéle
erkennbar. In der Mehrzahl der Praparate gestaltete sich die Unterscheidung zwischen
den Ergebnissen von Mineralisationsvorgangen und Artefakten der Schliffherstellung
Uberraschend schwierig. Daher wurde vom Vergleich der einzelnen Untergruppen mit
dem Rasterelektronenmikroskop hinsichtlich des Erfolges der Reifung und
Remineralisation Abstand genommen, denn ein Informationsgewinn in Bezug auf die

Ergebnisse der Polarisationsmikroskopie konnte nicht erzielt werden.

;.

&

cod3cp?sesnat uSBBEx 18pn codbdp?sesninubbex 18pn

Abb. 15a Unbehandelter Schmelz Abb. 15b Unbehandelter Schmelz +
Versuchslésung

codddp?sesdenuSB08x 18 codSdp?sesrenuS0BEx 18

Abb. 15¢c Demineralisierter Schmelz Abb. 15d Demineralisierter Schmelz +
Versuchslésung

Abb. 15 Schliffflachen eines Schmelzpréaparates, dem Serum als Versuchslésung diente.
Durch das Bild verlaufende schmale Kratzer und kleine weil3e Auflagerungen
sind Schleifartefakte.



Vorteilhafter als die Beobachtung der Schliffflachen stellte sich die Begutachtung der
Zahnoberflachen an den Schmelzproben dar. Sie erbrachte ein tber alle Gruppen hinweg
ahnliches, wenn auch unterschiedlich stark ausgepragtes Bild, so dass stellvertretend die
Befunde von zwei Praparaten in Abbildung 16 und 17 dargestellt sind.

co??dpr6llsautdnatS886x coBBdpr611sautdn inS088x 18pn

Abb. 16a Unbehandelter Schmelz Abb. 16b Unbehandelter Schmelz +
Versuchslésungen

co?8dpr6l1sautdden5888x D?derﬁllsatrESBBB  1@m

Abb. 16c Demineralisierter Schmelz Abb. 16d Demineralisierter Schmelz +
Versuchslésungen

Abb. 16 Zahnschmelzoberflachen eines Praparates, an dem pH-cycling 4 Wochen

durchgefihrt wurde.

Abbildung 16a gibt den rasterelektronenmikroskopischen Blick auf die unbehandelte
Schmelzoberflache wieder. Kennzeichnend fir die Oberflachenstruktur von unreifem
Zahnschmelz sind unregelmafige Einstllpungen, Furchen und Mikrokrater. Sie stellen

den Zugang zu den tieferen Schmelzschichten her. In Abbildung 16b ist eine deutliche
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Nivellierung dieser Strukturen zu erkennen. Die VergréRerung und Aufweitung der
Offnungen und Mikrokrater, hervorgerufen durch eine Demineralisation des Schmelzes,
ist in Abbildung 16c¢c dargestellt. Die Versuchslosungen fuhrten auch an den
demineralisierten  Bereichen zu einer Verringerung und Einebnung der
Oberflachenstrukturen (Abbildung 16d).

Im Gegensatz zu den synthetischen Kalziumphosphat-Ldsungen der pH-cycling-Versuche
und der vierten Untergruppe des zweiten Versuchsabschnittes vermochten die

Versuchsldsungen, die Serum enthielten, die Oberflachenstrukturen nicht so ausgepragt

zu nivellieren. Dennoch konnte auch bei diesen Versuchslosungen ein ,Auffilleffekt"
festgestellt werden (Abbildung 17).

b

col9bpZhsecasnatHo08x I 18m coZZbpZhsecasninh088x 18m

Abb. 17a Unbehandelter Schmelz Abb. 17b Unbehandelter Schmelz +
Versuchslésung

Abb. 17 Zahnschmelzoberflachen eines Praparates, dem Kalziumphosphat-Ldsung

und Serum als Versuchsldsung diente.

Im Vergleich zur Schmelzoberflache stellt sich die Wurzeloberfliche wesentlich
heterogener und starker strukturiert dar. Abbildung 18 zeigt ein Préaparat, an dem das pH-
cycling vier Wochen lang durchgefiihrt wurde. Im Gegensatz zur unbehandelten
Wourzeloberflache (Abbildung 18a) ist der oberflachliche Materialverlust am
demineralisierten Areal (Abbildung 18c) deutlich erkennbar. Die Struktur ist durch grobe,
tiefe Furchen und Substanzdefekte gepragt. Das pH-cycling fuhrte am unbehandelten
Wourzelbereich zu einer starker strukturierten Oberflache mit tiefen Einkerbungen und
spitzwinkligen Vorspringen (Abbildung 18b). Dafir sind sowohl Mineralverluste als auch

Mineralablagerungen verantwortlich. Auch wenn damit noch kein oder nur ein geringer



Nettomaterialverlust verbunden ist, entstehen doch oberflachlich Diffusionswege zu
tieferen Schichten. Die Auswirkungen des pH-cycling auf den demineralisierten Bereich
bestehen in einem, gemessen am Nativzustand geringen, jedoch eindeutigen Auffiilleffekt
und damit einer remineralisierenden Mineraleinlagerung (Abbildung 18d).

cuBﬁdprﬁlluaufégatgﬁéBx éu dprﬁlluau£4nin5888x - — IBPm.
Abb. 18a Unbehandelte Zahnwurzel Abb. 18b Unbehandelte Zahnwurzel +
Versuchslésungen

coB8cprbollvauntdren5088x 18pn

cuB?dprﬁll&SLt4demSBBBx.“
Abb. 18c Demineralisierte Zahnwurzel Abb. 18d Demineralisierte Zahnwurzel
+ Versuchsldsungen
Abb. 18 Zahnwurzeloberflachen eines Préaparates, an dem pH-cycling 4 Wochen
durchgeflihrt wurde.
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coSbcp?sewnatuSBBEx 18pn cod9dp?sewninvbdBBx 18pn

Abb. 19a Unbehandelte Zahnwurzel Abb. 19b Unbehandelte Zahnwurzel +
Versuchslosung

cuSBdﬁ?sewr;FUSBBBx 18pn

Abb. 19c¢ Demineralisierte Zahnwurzel Abb. 19d Demineralisierte Zahnwurzel
+ Versuchslosung

Abb. 19 Zahnwurzeloberflachen eines Préparates, mit Serum als Versuchslésung

cod7cp?sewdenvbdBBx 18pn

Serum fuhrt auf unbehandelter und demineralisierter Wurzeloberflache (Abbildung 19a
und 19c¢) zu grobscholligen Auflagerungen (Abbildung 19b und 19d). Die Auflagerungen
weisen Ahnlichkeiten mit plattchenférmigen OCP-Kristallen auf. Die Dichte der
Auflagerungen ist auf der Wurzeloberflaiche des zuvor demineralisierten Bereiches

geringer als auf zuvor unbehandeltem Areal.
Die Versuchslésung der dritten Untergruppe des zweiten Versuchsabschnittes, bestehend

aus Kalziumphosphat-Losung und Serum, vermochte die demineralisierten Bereiche

(Abbildung 20c) der Wurzeloberflaiche des Praparates zu remineralisieren (Abbildung

a7



20d). Die remineralisierte Oberflache weist Ubereinstimmungen zum unbehandelten Areal
auf (Abbildung 20a). An zuvor unbehandelter Wurzeloberflaiche sind einerseits
Auflagerungen, andererseits aber auch tiefe Spalten festzustellen (Abbildung 20b). Trotz
der Ahnlichkeiten der Oberflachenmorphologie zum demineralisierten Bereich muss von
Mineralanlagerungen ausgegangen werden, denn die Oberflache in Abbildung 20b weist
kleinste Vorspringe und Kanten auf, welche auf die Bildung und Ausfallung von

Mineralkristallen deuten.

colScp2Ssecawnat5088x 18pn col4cpZSsecawdBBBx 18pn

Abb. 20a Unbehandelte Zahnwurzel Abb. 20b Unbehandelte Zahnwurzel +
Versuchslésung

colZcpSsecauenufKISBBBx 18pn olEIpSsecaurenSBBx ) 18pn

Abb. 20c Demineralisierte Zahnwurzel Abb. 20d Demineralisierte Zahnwurzel
+ Versuchslosung

Abb. 20 Zahnwurzeloberflachen eines Préparates, dem Kalziumphosphat-L&sung

und Serum als Versuchsldsung diente.




5.5. EDX-Analyse am ESEM

Die Abbildung 21 zeigt stellvertretend die Lage der analysierten Bereiche entlang der
Schiliffflachen. Es erfolgten pro Messreihe zwei oberflachenwarts gelegene Messungen
mit ca. 10 um und ca. 40 um Abstand zur natirlichen Zahnoberflache und eine weitere

Messung, ca. 170 um von der Oberflache entfernt.

Scan A=

N
-

s

“Scanb -

Scan 6 170um tief

Koch pr26-2 gr3 fe5 dem 20,0kV ———60 ym —
Abb. 21 Lage der EDX-Scan-Areale auf den Schiliffflachen.
Im oberen Bilddrittel ist die Zahnoberflache zu erkennen. Der
Doppelpfeil auf der rechten Seite verdeutlicht die Ausdehnung
der artifiziellen Lasion.

Koch pr26-2 gr3 fe5 dem iiber 20,0kV 100 pm —

Abb. 22 Anfang einer subfiziellen Schmelzlasion.
Links: nativer Schmelz; rechter Bildrand: finale Lochblende.
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Die artifiziellen L&sionen heben sich von den nicht demineralisierten Zahnhartsubstanzen
durch stéarkere Aufladung ab (Abbildung 22). Daher wurden das Auffinden und die
Bestimmung der L&sionsgrenzen zweifelsfrei moglich. Die starkeren Aufladungen
zwangen zur Arbeit bei niedrigen Gasdricken. Dieses fihrte zur Reduzierung des
Skirteffektes, der das laterale Auflosungsvermdgen des mittels EDX untersuchten Areals
limitiert.

Die Diagramme 16 und 17 veranschaulichen beispielhaft die fur Schmelz und
Wourzeldentin ermittelten Intensitaten der verschiedenen Elemente. Die Nettointensitat, die
einem einzelnen Element zugeordnet wird, errechnet sich durch Integration der Flache
des zugehorigen Areals im Diagramm, abzuglich der Untergrundintensitat. Mit Hilfe von
Korrekturfaktoren, die die unterschiedlichen Kernladungszahlen, Absorption und
Fluoreszenz der Elemente und deren gegenseitige Beeinflussung korrigieren, wird der
Anteil der Nettointensitat des einzelnen Elements an der Gesamtintensitat und damit der
prozentuale Anteil des Elements am untersuchten Objekt errechnet. Die Anteile von
Kalzium und Phosphor werden zur Bestimmung des Ca/P-Quotienten ins Verhaltnis

gesetzt.

C:\user\Koch\au8\fe2\fe2 rem sc8.spc
FS : 6000 Lsec : 150 13-Mar-2002 14:04:57

Diagramm 16 EDX-Spektrum der Elemente einer zuvor demineralisierten
Schmelzprobe nach 8 Wochen pH-cycling
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Diagramm 17 EDX-Spektrum der Elemente einer zuvor demineralisierten
Wurzeldentinprobe nach 8 Wochen pH-cycling.

Geordnet nach Lokalisation der Lasionen sind die Messreihen der Ca/P-Verhéltnisse in
den Diagrammen 18, 19 und 20 dargestellt. Die Bezeichnungen a, b, ¢ und d entsprechen
den Bereichen a bis d der Lackfensterungen.

2,00

oo Schmelz - okklusalwarts

1,80

1,60

1,50 B B ] 3

1,40

Ca/P-Verhaltnis

1,30
1,20

1,10 -

1,00 A B |
a|b|c|d|a|b|c|d|a|b|c|d|a|b|c|d|a|b]|c |d]|a]|b |c |d

pH-cycling 4 Wo. | pH-cycling 8 Wo. | Serum - Untergr. 1 | Serum - Untergr. 2 | Serum - Untergr. 3 | Serum - Untergr. 4

Ca/P 10 um (1,48|1,42(1,43|1,47|1,40|1,34|1,41|1,45/1,50(1,50|1,49|1,52|1,46|1,43|1,46|1,43|1,47|1,39|1,43|1,43|1,48|1,46|1,47|1,48
W Ca/P 40 um |1,48|1,42|1,46|1,47|1,43|1,39|1,45/1,44|1,52|/1,52|1,49|1,52|1,46|1,44/1,42|1,44/1,45/1,39|1,42/1,44|1,49/1,45|1,45|1,50
OCa/P 170 um |1,50|1,49/1,47|1,47|1,45/1,45|1,47/1,46|1,56|1,51|1,57|1,54/1,46|1,49|1,48|1,48/1,44/1,45|1,45/1,45/1,50|1,49|1,51|1,50

Diagramm 18 Ca/P-Verhaltnisse der okklusalwarts gelegenen Schmelzbereiche
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2,00

oo Schmelz - zervikalwarts

1,80 -

1,70

1,60

1,50 -

1,40 HIE == HIiE =

Ca/P-Verhaltnis

1,30 RiE == RiEIE e
1,20

1,10 +

1,00 - - B
a|b|c|d|a|b]|c |d|a|b|c|d|]a|b|c |d|a]|b|c|d]a|b | c |d

pH-cycling 4 Wo. pH-cycling 8 Wo. | Serum - Untergr. 1 | Serum - Untergr. 2 | Serum - Untergr. 3 | Serum - Untergr. 4

Ca/P 10 ym |1,43/1,36(1,38|1,34|1,42|1,37|1,42|1,43|1,50|1,51|1,43|1,46|1,46|1,45|1,40|1,44|1,44|1,41|1,45/1,49|1,47|1,44|1,46|1,43
mCa/P 40 um |1,46|1,40|1,43/1,35|1,43|1,43|1,45|1,42|1,52|1,45|1,45|1,46|1,46|1,43/1,40|1,43|1,46|1,44|1,47|1,49|1,49|1,45|1,47|1,45
OCa/P 170 um |1,47|1,47/1,44 1,40|1,47|1,48|1,47|1,46/1,54/1,54|1,50(1,49|1,45/1,44|1,45|1,45(1,48|1,48/1,50|1,49|1,50|1,49|1,50|1,48

Diagramm 19 Ca/P-Verhaltnisse der zervikalwérts gelegenen Schmelzbereiche

Das durchschnittliche Ca/P-Verhdaltnis der Proben des unbehandelten Schmelzes von
1,48 (x 0,03) deutet auf Ca-defizitdres Apatit hin. Tendenziell liegen die oberflachlichen
Ca/P-Verhéltnisse unter denen der tieferen Schmelzschichten (ca. 170 um von der
Oberflache entfernt) und eine Demineralisation fihrt zu einem Absinken der Verhéaltnisse.
Da sich die ermittelten Ca/P-Quotienten zwischen den theoretischen Werten fir HAP und
OCP bewegen, ist eine Zuordnung der Bindungsverhaltnisse nicht eindeutig mdglich.
Jedoch scheint aufgrund der geringeren, oberflachlich gelegenen Werte die intermediare
Bildung von HAP-Vorstufen, wie OCP oder DCPD, mdglich.

Die Veradnderungen, die durch die Versuchslésungen hervorgerufen wurden, sind gering
und uneinheitlich ausgefallen. Insbesondere im gereiften Schmelzbereich der ersten und
zweiten Untergruppe des zweiten Versuchsabschnittes ist keine Erhdhung der Ca/P-
Verhéltnisse festzustellen, so dass aufgrund der erzielten Hartesteigerungen von
Mineraleinlagerungen auszugehen ist, nicht aber von einer qualitativ in Richtung
Hydroxylapatit verlaufenden Umwandlung der Kalziumphosphate. Andererseits besteht
die Moglichkeit, dass in den Schmelz eingelagerte organische Verbindungen einen
Anstieg des Ca/P-Quotienten maskieren.

Im unbehandelten Wurzeldentin wurde ein durchschnittliches Ca/P-Verhaltnis von 1,39 (x
0,03) festgestellt. Der erhthte Phosphor-Anteil wird vor allem durch den organischen
Anteil des Dentins bestimmt. Da die organischen Molekile im Wesentlichen kein Kalzium,
dafur aber Phosphatgruppen enthalten, verschiebt sich das Ca/P-Verhdltnis zu Gunsten
des Phosphors. Dies wird auch dadurch bestatigt, dass in starkerem Mal3e als im
Schmelz, ein Absinken des Quotienten nach der Demineralisation stattfindet.
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Zurtickbleibende organische Molekile fihren nach einem Mineralverlust zu einem

gegeniber Kalzium erhdhten Phosphor-Anteil.

Wurzeldentin

Ca/P-Verhaltnis

pH-cycling 4 Wo. | pH-cycling 8 Wo. | Serum - Untergr. 1 | Serum - Untergr. 2 | Serum - Untergr. 3 | Serum - Untergr. 4
mCa/P 10 um |1,36|1,25/1,27|1,42|1,39|1,25|1,37|1,43|1,38|1,22/1,25|1,46|1,42|1,32|1,39|1,40|1,33|1,32|1,30|1,35|1,40|1,30|1,34|1,39
mCa/P 40 um |1,32|1,29/1,37|1,42|1,37|1,33|1,46|1,43|1,37|1,30/1,26|1,43|1,40|1,37|1,37|1,39|1,38|1,33|1,32|1,37|1,39|1,30|1,37|1,39
OCa/P 170 um |1,33|1,34/1,40|1,43/1,38|1,41|1,44/1,40|1,39|1,35|1,36|1,47|1,43|1,43|1,42/1,42|1,38|1,38|1,39|1,38|1,42|1,42/1,41|1,40

Diagramm 20 Ca/P-Verhaltnisse der Bereiche im Wurzeldentin

Die elektronenoptische Begutachtung der Praparate im ESEM unterstlitzt die Ergebnisse
der konventionellen Rasterelektronenmikroskopie hinsichtlich der Nivellierung der
oberflachlichen Schmelzstrukturen. Die Abbildung 23 zeigt ein Préparat, dessen

Versuchsldsung aus einer synthetischen Kalziumphosphat-Ldsung bestand.

Schmelzoberflache, natfl
Abb. 23a Unbehandelte Schmelzoberflache
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Schmelzoberflache, maturierter Mgieic =40 'pm.—|
Abb. 23b Schmelzoberflache nach Versuchsteilnahme in der 4. Untergruppe

Abb. 23 Gegenlberstellung der nativen und maturierten Oberflachen-
morphologie eines Schmelzpraparates.

5.6. Mikro-Raman-Spektroskopie

Die Raman-Spektren der untersuchten Praparate erbrachten das fur Zahnschmelz und
Dentin typische Bandenmuster (Diagramm 21a und 22a). Als Referenzarbeiten zur
Identifikation der Raman-Spektren dienten die Arbeiten von Tsuda und Arends (1993) und
von Tramini et al. (2000). Fur solche Spektren ist der mineralische Hauptbestandteil, das
Hydroxylapatit, verantwortlich. Diese charakteristischen Bandenmuster werden von den
Phosphatgruppen hervorgerufen. Die Phosphat-v,-Bande liegt bei 962 cm™ und ist am
dominantesten ausgepragt. Des Weiteren befinden sich die Phosphat-v,- und -v4-Bande
bei Position 432 cm™ bzw. 585 cm™. Die nur im Schmelz sichtbare Doppelbande bei 1046
cm™ und 1075 cm™ ist ebenfalls den Phosphat-Gruppen (vs) zuzuschreiben. Im Raman-
Spektrum des Wurzeldentins wird sie durch die Karbonat-Bande bei Position 1073 cm™
maskiert.
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Diagramm 21 Raman-Spektren eines Schmelzpraparates, dem Kalziumphosphat-
Losung und Serum als Versuchslésung diente.

Nach einer Demineralisation der Zahnhartgewebe sind die Intensitaten der Bandenmuster
im Vergleich zur Untergrundintensitat verringert. Demzufolge korrelieren die Intensitaten
mit der Konzentration der Verbindungen, die fur das Raman-Spektrum verantwortlich sind.
Organische Molekiule in Zahnhartgeweben zeigen, vergleichbar mit organischen
Verbindungen in anderen biologischen Geweben, nach Anregung durch einen Laser
Fluoreszenz. Die Fluoreszenz fiihrt zu einer Uberlagerung der Raman-Spektren und somit
zu einer Steigerung der Grundintensitat, wie aus Diagramm 22c ersichtlich. Aufgrund des
hoheren organischen Anteils am Dentin ist die Fluoreszenz starker ausgepragt als im
Zahnschmelz (Diagramm 21c).
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Mineraleinlagerungen in die Zahnhartgewebe, im Sinne einer Remineralisation, verringern
die Fluoreszenz und lassen die Raman-Spektren wieder deutlich hervortreten (Diagramm
21d und 22d), jedoch nicht so ausgepragt wie in unbehandeltem Schmelz bzw.
Wurzeldentin. Sowohl nach De- und Remineralisation, als auch nach Einwirkung der
Versuchslosungen auf die unbehandelten Zahnhartgewebe (Diagramm 21b und 22b), ist
keine Veréanderung der Position der Banden in den Raman-Spektren zu erkennen. Dafur
gibt es 2 mogliche Erklarungen: 1. Die Bindungsverhaltnisse haben keine Anderung
erfahren, also hat keine Umwandlung in andere Kalziumphosphate stattgefunden. 2.
Wahrscheinlicher ist, dass Veranderungen stattgefunden haben, aber ein
methodenbedingter Mangel an Sensitivitat diese Umwandlungen nicht erkennen I&sst.
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6. Diskussion
6.1. Diskussion der Methodik

Die vorgestellte Pilotstudie erhebt keinen Anspruch darauf, die physiologischen Vorgange
innerhalb der Mundhohle, die die posteruptive Schmelzreifung herbeifihren, in einer
kunstlichen Versuchsanordnung detailliert und originalgetreu wiederzugeben. Vielmehr
werden einzelne Aspekte in den Vordergrund gestellt, um deren Anteil am
Gesamtkonzept der Auswirkungen des oralen Milieus auf die Zahnhartgewebe zu
studieren.

Dem Gedanken, dass der uber Jahre hinweg stattfindende stetige Wechsel von De- und
Remineralisation zur Schmelzreifung fuhrt, wird durch die Versuche im pH-cycling-System
Rechnung getragen. Die anndhernd 4500 Zyklen entsprechen bei einer angenommenen
intraoralen Demineralisationshéaufigkeit von viermal pro Tag, einer simulierten Zeitspanne
von ca. 3 Jahren. Der im Verhéltnis zur intraoralen Situation haufige Wechsel und damit
einhergehenden kurzen Dauer von De- bzw. Remineralisation erreicht tiefere
Zahnhartgewebsschichten nicht. Ten Cate und Arends (1980) beschreiben die
Abhangigkeit der Mineralisationsvorgéange von der Oberflachenkonfiguration und der
Diffusionsfahigkeit. Da in tieferen Schichten (> 150 um Entfernung von der Oberflache)
die Diffusion das ausschlaggebende Moment darstellt und durch die kurze Dauer der De-
und Remineralisation der pH-Gradient nicht weit vordringen kann, haben Verénderungen
nur innerhalb der oberflachlichen Schichten (< 100 um Entfernung von der Oberflache)
stattgefunden. Ten Cate und Arends (1980) konnten nachweisen, dass innerhalb der
oberflachlichen Zahnhartgewebe sehr schnell eine Remineralisation erfolgt. Daher konnen
trotz der kurzen Einwirkzeit Mineralisationsvorgange ablaufen.

Von den intraoralen Gegebenheiten abgekoppelt ist der Faktor Temperatur. Durch das
Konstruktionsprinzip des pH-cycling-Systems vorgegeben, wurden die Versuche bei einer
Raumtemperatur durchgefiihrt, die unterhalb der physiologischen Korpertemperatur lag.
Verschiedene Untersuchungen konnten nachweisen, dass zwar die Rate, mit der die
Zahnhartsubstanzen de- oder remineralisiert werden bei einer Temperaturverringerung
von 37° C auf 25° C leicht absinkt, etwa um den Faktor 1,5, aber keine Veranderung in
der Zusammensetzung des durch die Remineralisationslosung gebildeten Materials
stattfindet (Meyer und Nancollas 1972; Eanes 1975; Arends und ten Cate 1981). Diese
Ergebnisse stammen aus Untersuchungen Uber kiirzere Zeitraume (1-10 Tage). Da die in
der vorliegenden Studie gewahlten Versuchszeitrdume mit 4 bzw. 8 Wochen dariber
hinausgehen, wird der Faktor Temperatur in seinen Auswirkungen verringert. Die

ermittelten Mineralisationsveranderungen sind daher in ihrer Quantitat geringgradiger
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ausgepragt, die Qualitat erfahrt aber keine Beeinflussung hinsichtlich der Aussagekraft
der Ergebnisse.

Im Vordergrund des ersten Versuchsabschnittes steht der Aspekt der anorganisch
beeinflussten Veranderungen auf das Mineralisations- und Reifungsverhalten von
Zahnhartgeweben. Der zweite Versuchsabschnitt hebt die organischen Gesichtspunkte
hervor. Die Wahl der Versuchslosung fiel auf menschliches Blutserum. Serum ist in seiner
Zusammensetzung konstanter als Speichel, der starken tagesaktuellen Schwankungen
unterliegt. Aufgrund der Muzine weist Speichel eine héhere Viskositat als Serum auf. Die
Diffusion wird im Serum somit weniger behindert. Buddecke (1981) stellte die

Konzentrationen der lonen im Speichel und Serum gegentber (Tabelle 2).

Tabelle 2 Vergleich der Durchschnittswerte der anorganischen Bestandteile des
Gesamtspeichels und des Blutserums (Buddecke 1981)

Kation bzw. Anion Speichel (mmol/l) Serum (mmol/l)
Kalium 20 5

Natrium 15 130

Kalzium 1,5 2,5

Chlorid 18 100

Phosphor (als Phosphat) 15 1,0
Hydrogenkarbonat 20-60 24

Fluorid* 2.10°-75.10° |4,2-10°-6,810°

* Fluoridwerte im Serum nach Irlweck und Sorantin (1977)

Den Gesamteiweil3gehalt von Gesamtspeichel gibt Thomas (1992) mit 1,1-6,4 g/l an, der
fur Serum liegt bei 66-87 g/l. Daraus ist ersichtlich, dass der Proteingehalt im Serum um
mindestens eine Zehnerpotenz hdher ist als im Speichel. Die Zusammensetzung der
Proteinfraktion differiert ebenfalls zwischen Speichel und Serum. Im Speichel sind fast 50
Proteine und Glycoproteine beschrieben worden, deren Funktionen teilweise noch nicht
geklart werden konnte (Schiffner 1997). Neben den Glycoproteinen, die den gréf3ten
Anteil bilden, sind im Speichel Enzyme wie Lysozym, Laktoferrin, Amylase, Peroxidasen,
saure Phosphatasen und Esterasen vorhanden. Ferner enthdlt der Speichel
Serumproteine. Dazu zahlen Albumin, Lipoproteine und Immunglobuline. Das Albumin
liegt in einer Konzentration von 0,246-0,344 g/l vor. Im Serum betragt seine Konzentration
33,1-52,5 g/l (Thomas 1992). VandenBos et al. (1999) untersuchten zwar das
Vorkommen von Osteopontin in Zahnhartgeweben, gehen aber davon aus, dass neben
Osteopontin auch andere, nicht kollagene Proteine und Albumin mit dem Serum
herangebracht werden und ihren Weg tber Speichel und Krevikularfluid zu den Geweben
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fortsetzen kénnen. Zusammenfassend ist festzustellen, dass Speichel und Serum
Gemeinsamkeiten in ihrer Zusammensetzung aufweisen. Andererseits fihrten die
deutlichen Unterschiede zwischen den beiden zur Favorisierung des Serums als
Versuchslosung, da es den Anforderungen an den organisch dominierten
Versuchsabschnitt dieser Pilotstudie in hbherem Mafe gerecht wird.

Wahrend der Lagerung des Serums bei -18° C kommt es nach Eidelman et al. (1987 a) zu
einer Verringerung des CO,-Gehaltes und einer Erh6hung des pH-Wertes. Nach Auftauen
des Serums wurde eine geringfligige Abnahme der Kalzium- und Phosphatkonzentration
nachgewiesen. Jedoch war das Serum noch immer in Bezug auf OCP und HAP
Ubersattigt. Eine signifikante Beeinflussung der Bildung von Kalziumphosphaten konnten
die Autoren nicht konstatieren. Somit ist der tief gefrorenen Lagerung des Serums kein
verfalschender Effekt auf die Ergebnisse zuzuschreiben. Eidelman et al. (1987 b) stellten
ebenfalls keinen qualitativen Einfluss der Temperatur des Serums (25° C und 37° C) auf
die Bildung und Umwandlung von Kalziumphosphaten fest. Ahnlich dem Einfluss der
Temperatur auf das pH-cycling ist die Umsatzrate bei 25° C erniedrigt.

Dem Zusatz von 0,02% Natriumazid als antibakteriell wirkende Verbindung zu den
Versuchsansatzen des zweiten Versuchsabschnittes konnte in zurtickliegenden
Untersuchungen keine Verfalschung der Eigenschaften der Versuchslésungen oder der
Ergebnisse zugesprochen werden (Zahradnik et al. 1976; Reynolds 1997; Wen et al.
2000).

Hoppenbrouwers et al. (1987) sehen es als gerechtfertigt an, Dentin und Zement in ihrem
Verhalten gegenuber De- und Remineralisationsldsungen zusammen zu studieren, da sie
radiographisch und in dem Ldslichkeitsverhalten ihrer anorganischen Phase nicht zu

unterscheiden sind.

6.2. Diskussion der Auswertungsverfahren

Ein Ziel dieser Pilotstudie war es, mehrere Auswertungsverfahren gegeniiberzustellen
und eine Aussage bezuglich ihrer Eignung fur die vorliegenden Fragestellungen zu
treffen.

Die Polarisationsmikroskopie eignet sich vornehmlich dazu, die Grenzen der subfiziellen
Lasionen zu bestimmen und Veranderungen innerhalb der Lasionen zu verdeutlichen. Die
Reifung der Zahnhartgewebe, insbesondere des Schmelzes, ist mit dem
Polarisationsmikroskop nur bedingt darstellbar. Dies begriindet sich darin, dass die
posteruptive Schmelzreifung in vivo ein sehr langsam fortschreitender Prozess ist und
eine in vitro Simulation Uber 4 bzw. 8 Wochen trotz gleich bleibender

Versuchsbedingungen nur schwach ausgepragte Veranderungen hervorruft. Heilman et
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al. (1997) beschreiben sogar, dass die mittels Mikroradiographie sichtbar gemachte
deutliche Remineralisation von Dentin polarisationsmikroskopisch kaum als solche
auszumachen ist. Auch aus den Ergebnissen dieser Studie I&sst sich folgern, dass die
Polarisationsmikroskopie zur Ubersichtlichen Darstellung dient, jedoch die diffizilen
Veranderungen der Reifungsmineralisation des Schmelzes im Gruppenvergleich nicht
befriedigend darzustellen sind.

Die Messungen der Lasionstiefen konnten keinen Aufschluss Uber das Mal3 der durch die
Versuchsldsungen herbeigefiihrten Remineralisation der artifiziellen Lasionen geben.
Dieses Auswertungsverfahren erweist sich in dieser Studie als unbrauchbar, da die
Versuchsldsungen nicht zum Zwecke einer groitmoglichen Remineralisation optimiert
wurden und die erzielten Mineraleinlagerungen nicht durch die Ermittlung der
Lasionstiefen quantifiziert werden konnten. Diese Beobachtungen gehen mit Silverstone
et al. (1981) konform, die keine signifikante Verringerung der L&sionstiefen feststellten,
wahrend die Lasionen nachweislich remineralisiert wurden.

Nach Klinger und Wiedemann (1987) ist die Mikroharte ein Maf3 fiir die irreversible
Verformung einer Préparatoberflache durch eine Diamantpyramide, die mit definierter
Kraft aufgedrickt wird. Die Mikroh&rtewerte nehmen mit vermehrtem Porenanteil ab.
White (1987) konnte statistisch unterlegt zeigen, dass die Mikroharte mit dem
Mineralgehalt, welcher durch Mikroradiographie ermittelt wurde, linear korreliert. Dies gilt
sowohl fir Schmelz als auch fir Dentin. Somit konnen Mikroharteprofile von
Zahnhartgeweben nicht nur als vergleichende Messungen der Mikroharteveranderungen,
sondern auch als direkte Bestimmung des Mineralzugewinns oder -verlustes, resultierend
aus einer De- und/ oder Remineralisation, herangezogen werden (Featherstone et al.
1983). Die Erhohung der Mikroharte im Rahmen einer Remineralisation konnte ebenfalls
von ten Cate et al. (1985) durch die Mikroradiographie als Mineraleinlagerung identifiziert
werden. Dieser mehrfach nachgewiesene Zusammenhang stellt die Grundlage dar,
weshalb die Bestimmung der Mikrohéarte auf einer longitudinal durch den Zahn
verlaufenden Schliffflache eine gute Ubereinstimmung mit den tatsachlich erzeugten
Lasionen und deren Veranderung durch Versuchslésungen erbringt (Nelson et al. 1992).
White (1987) betont die Nutzung dieser sensitiven Analyse, um Unterschiede zwischen
Versuchsgruppen herauszufinden. Die Feststellung der Mikrohérte ist somit sehr gut als
Auswertungsverfahren fir die teilweise geringgradigen Veranderungen in den
vorliegenden Untersuchungen geeignet.

Die Doméne der Rasterelektronenmikroskopie ist die Betrachtung und Auswertung von
strukturierten Oberflachen. Da die Schliffflachen nicht angeéatzt wurden, waren einerseits

weniger Strukturen als vielmehr Kontrastunterschiede erkennbar, andererseits stellten ten
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Cate et al. (1981) fest, dass durch das Anétzen der Zahnhartgewebe amorphes oder
leicht gebundenes Mineral herausgel6st wird, was zu einer Verfalschung der Ergebnisse
fuhrt. Ein Informationsgewinn im Bereich der subfiziellen Lasionen war bezlglich der
Polarisationsmikroskopie durch die konventionelle Rasterelektronenmikroskopie nicht zu
erreichen.

Ahnliches gilt auch fur das ESEM. Es bietet jedoch den Vorteil, dass das
Untersuchungsobjekt ohne Vorbehandlung direkt begutachtet werden kann.
Versuchsobjekte kdénnen sowohl vor als auch nach den Versuchen unter den exakt
gleichen Bedingungen betrachtet werden. Aufgrund dessen koénnten auch
rasterelektronenmikroskopisch zweifelsfrei die Auswirkungen von Versuchslésungen in
einem Bereich eines Praparates studiert werden. Cowan et al. (1996) sehen die
Einsatzgebiete des ESEM nicht nur in der Erforschung der De- und Remineralisation,
sondern auch in der Vertiefung der Erkenntnisse Uber die Interaktionen zwischen
restaurativen Materialien und den Zahnhartgeweben.

Fur die Ermittlung der Ca/P-Verhéltnisse waren die absoluten Nettointensitaten der
Elemente von untergeordneter Bedeutung, doch stellten sich wéahrend der Aufnahme der
EDX-Spektren ortsabhangige Schwankungen dieser Intensitaten heraus. Die
Schwankungen betrafen das gesamte Spektrum, so dass die Verhaltnisse nicht
beeinflusst wurden. Die Nettointensitaten konnten darum nicht separat als
Bewertungsgrof3e zum Vergleich der Praparate herangezogen werden.

Die Vorteile der Raman-Spektroskopie liegen nach Tsuda und Arends (1997) in der
einfachen, nicht destruktiven Probenpréparation und der linearen Korrelation zwischen
den Intensitaten und den Konzentrationen der Verbindungen, die fur die Raman-Spektren
charakteristisch sind. Den Grund fir die recht Gberschaubare Anzahl von Arbeiten Uber
Raman-Spektroskopie im zahnarztlichen Forschungsbereich und der nicht haufigeren
Anwendung dieses Analyseverfahrens sehen die Autoren im Problem der Fluoreszenz
verwurzelt. In Ubereinstimmung mit Tsuda und Arends ist die Fortfiihrung der Raman-
Technik gerade im Dentin durch den im Vergleich zum Zahnschmelz ho6heren
organischen Anteil limitiert. Die Eignung der Mikro-Raman-Spektroskopie zur
differenzierten qualitativen und quantitativen Analyse im Rahmen der Erforschung der
posteruptiven Schmelzreifung kann anhand der vorliegenden Untersuchung nicht

abschliel3end bewertet werden und bedarf weiterer grundlegender Aufklarung.
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6.3. Diskussion der Ergebnisse

Die Vermutungen von einigen Autoren (ten Cate und Duijsters 1982; Arends et al. 1983 b;
Driessens et al. 1985), dass der stetige Wechsel des pH-Wertes innerhalb der Mundhdhle
Uber einen langeren Zeitraum der Hauptgrund fir die Reifung des porbsen
Zahnschmelzes ist, kénnen durch die Ergebnisse dieser Pilotstudie nicht bestatigt
werden.

Das pH-cycling erbrachte, (bereinstimmend durch Polarisationsmikroskopie und
Mikrohartepriifung nachgewiesen, eine begrenzte Remineralisation der artifiziellen
Lasionen sowohl im Schmelz wie auch im Wurzelbereich. Dafir ist, den Arbeiten von ten
Cate und Duijsters (1982), ten Cate et al. (1988), Herkstréter et al. (1991), Robinson et al.
(1992) und Kirkham et al. (1994) folgernd, die Zugabe von Fluoridionen verantwortlich.
Silverstone (1983) gibt eine Fluoridkonzentration von 1 ppm als besonders effektiv zur
Verstarkung der Remineralisation durch eine synthetische Rekalzifizierungslésung an. Fur
diese Konzentration beziffern ten Cate und Arends (1981) die Steigerung der
Einlagerungsrate von Mineral um das 2-3 fache. Ohne Fluoridzugabe héatte in nativem
Zahnhartgewebe ein Nettomineralverlust zur Ausbildung einer Lasion gefiihrt (ten Cate et
al. 1988; Herkstroter et al. 1991). Abweichend von diesen Erkenntnissen stellt sich
lediglich das Mikrohéarteprofil der Praparate nach 8 Wochen pH-cycling dar. Trotz der
Zugabe resultierte ein Mineralverlust. Somit wird der Vermutung von Arends et al. (1983)
und Kotsanos und Darling (1991) zugestimmt, dass keine Korrelation zwischen der
Fluoridkonzentration und dem Durchmesser der Apatitkristalle besteht und der
Fluoridgehalt im Schmelz nicht fiir die abnehmende Kariesanfalligkeit bei zunehmendem
posteruptivem Alter verantwortlich ist.

Da der Wechsel zwischen De- und Remineralisation zu keiner Steigerung der Mikrohéarte
fuhrte, konnten keine Anzeichen einer posteruptiven Schmelzreifung festgestellt werden.
Kritisch muss allerdings beachtet werden, dass die quantitative und qualitative Zunahme
hochwertiger Minerale nicht zwingend in einer Hartesteigerung mindet. Nach den
Erkenntnissen der vorliegenden Untersuchung gebtihrt den organischen Komponenten im
intraoralen Milieu eine essentielle Bedeutung, ohne dass die Rolle der anorganischen
Faktoren in den Hintergrund tritt. Aber nicht zuletzt sind es Proteine und proteinogene
Verbindungen, die die Ausbildung der Zahnhartgewebe in ihrer kompakten, geordneten
und sehr stabilen Konsistenz ermoglichen.

Die Auswertung der Lasionen durch die polarisationsmikroskopische Begutachtung zeigte
in jedem der 4 LOsungsansatze des zweiten Versuchsabschnittes, dass sowohl im
Schmelz als auch in den Wurzellasionen eine Remineralisation stattgefunden hat.
Bestéatigt werden konnten diese Ergebnisse mit Hilfe der Bestimmung der Mikrohéarte. Der
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Vergleich zwischen den Mikrohartewerten der nativen Areale und den zuvor
unbehandelten Arealen, die den Versuchsldsungen ausgesetzt waren, fuhrte im Schmelz
zu einem heterogenen Bild. Wahrend die Versuche mit Serum und Serum mit
Natriumfluorid eine Erhdhung der Mikroharte und damit des Mineralgehaltes erbrachten,
verringerten sich die Werte mit der Versuchslosung, welche aus einer synthetischen
Kalziumphosphat-Lésung und Serum bestand. Nach Verwendung der synthetischen
Ldésung ohne organischen Zusatz waren keine Veranderungen der Mikrohartewerte
festzustellen. Somit konnte das Serum, dessen Hauptbestandteil Albumin nachweislich
das Wachstum von Apatitkristallen hemmt (Boskey 1996), einen positiven Effekt auf die
Schmelzmaturation erzielen. Ob das Albumin letztendlich fir die Hartesteigerung
verantwortlich ist, bleibt spekulativ. Kritisch hervorzuheben ist die geringe Anzahl der
untersuchten Praparate. Trotzdem verdeutlichen diese Ergebnisse, dass die organischen
Verbindungen posteruptiv ein wichtiger Faktor fir die Reifung des Zahnschmelzes sind.
Die Auswirkungen von Speichelproteinen auf die Bildung und das Wachstum von
Apatitkristallen wurden von Moreno et al. (1979) untersucht. Demzufolge verursachen
Statherin, ein Tyrosin-reiches Peptid und 2 Prolin-reiche Speichelproteine ebenfalls eine
signifikante Reduktion der Wachstumsrate von Apatit. Die Anwendung der
Versuchslosungen an den unbehandelten Wurzelarealen erbrachte ein zum Schmelz
differierendes Ergebnis. In beiden Versuchsgruppen, in denen Serum den
Hauptbestandteil der Versuchslésungen ausmachte, war keine Veranderung der
Mikroharte festzustellen, wahrend in den Gruppen, deren Hauptanteil eine synthetische
Kalziumphosphat-Losung bildete, eine Abnahme des Mineralgehaltes zu verzeichnen war.
Daher kann dem Serum durchaus ein protektiver Effekt zugesprochen werden. Die
unterschiedlichen Ergebnisse fur Schmelz, auf der einen und Dentin und Wurzelzement
auf der anderen Seite verdeutlichen die Unterschiede in der Entwicklung und im Aufbau
der Zahnhartsubstanzen und daraus folgend in der Wirkung, die organische
Verbindungen auf sie haben.

Der deutliche Schwankungsbereich der Lé&sionstiefen der Praparate ist im nicht
identischen posteruptiven Alter und damit auch im nicht identischen Maturationsgrad und
Mineralgehalt begriindet. Der in den nativen Zahnhartgeweben vorhandene Mineralgehalt
bestimmt direkt den Mineralgehalt der Lasionen und die maximal mogliche
Wiedererhartung (Groeneveld et al. 1975; White et al. 1988). Dass die Stagnation der
Lasionstiefen nach einem Remineralisationsversuch Mineraleinlagerungen nicht
ausschlief3t, stellten Klinger und Wiedemann (1985) fest, die keine signifikante
Verédnderung der Tiefe von artifiziellen L&sionen vor und nach einer nachweislich

stattgefundenen Remineralisation fanden.
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Die Begutachtung der Praparate mit dem konventionellen Rasterelektronenmikroskop und
dem ESEM fihrten zu Ubereinstimmenden Beobachtungen. Diese stellten sich als
Hohlrdume und Kandale innerhalb des Schmelzes und einer stark unregelmafiigen
Oberflachenmorphologie dar und sind konform zu den Untersuchungen von Goldberg et
al. (1983) und Fejerskov et al. (1984).

Die Bestimmung des Ca/P-Verhaltnisses ist ein haufig gelbtes Verfahren, um aus den
relativen Anteilen der Kalzium- und Phosphationen Rickschlisse auf die
Bindungsverhaltnisse zu ziehen. Im Gegensatz dazu fand die Raman-Spektroskopie trotz
der Entdeckung des Raman-Effektes im Jahre 1928, in der zahnarztlichen Forschung
keine weite Verbreitung. Ten Cate und Arends (1981) ermittelten im oberflachlichen
Schmelz ein Ca/P-Verhaltnis von 1,40-1,45. In tieferen Schichten steigt das Verhéltnis auf
1,6 an. Damit bewegen sich die Ergebnisse dieser Studie im Einklang mit den Werten von
ten Cate und Arends. Mit einem EDX-Detektor bestimmten Kodaka et al. (1991) den
Ca/P-Quotienten von ausgereiftem Schmelz nahe der Schmelz-Dentin-Grenze. Das
Verhéltnis der Elemente bewegte sich zwischen 1,56 und 1,60. In verschiedenen
Untersuchungen, sowohl mit anorganischen als auch organischen Versuchslosungen,
wurden die Ca/P-Verhaltnisse vor und nach den Versuchen berechnet (Kraft und Gangler
1984; Rentsch et al. 1990; Reynolds 1997). Dabei stellte sich heraus, dass die
Demineralisation zu einem Absinken des Verhéaltnisses fiihrt. Eine anschlie3ende
Remineralisation ist in der Lage, den Ca/P-Quotienten wieder zu erhdhen. Der
Ausgangswert konnte allerdings nicht erreicht werden. Daher liegt der Verdacht nahe,
dass zumindest eine teilweise Umwandlung der Kalziumphosphate von Apatit zu OCP
durchlaufen wird. Woéltgens et al. (1981) &ulRerten ebenfalls die Vermutung Uber eine
durch De- und Remineralisation herbeigefihrte Veranderung der
Schmelzzusammensetzung. Diese Vorgange koénnen durch die Gegeniberstellung mit
den Raman-Spektren jedoch nicht bestatigt werden, denn die Mineralabgabe bzw.
Mineralaufnahme der Zahnhartgewebe fihren zu keiner Verschiebung der Raman-
Spektren, sondern lediglich der Intensitaten. Nicht erforscht ist allerdings, ob die
Sensitivitat der Mikro-Raman-Spektroskopie ausreicht, um auch einzelne Anderungen in
den Bindungsverhaltnissen der Kristalle darzustellen, die durch Umwandlung von Apatit
zu OCP oder DCPD und umgekehrt entstehen. Testreihen haben einen
Fokusdurchmesser von 5 pm fur die verwendeten Einstellungen am Mikro-Raman-
Spektroskop ergeben. Somit sind Messungen innerhalb der Lasionsbereiche mit hoher
Ortsauflosung moglich und eine Maskierung der Signale durch unbehandelte
Zahnhartgewebe ist ausgeschlossen.



7. Schlussfolgerungen

Zur Vorstellung, dass der stetige Wechsel zwischen De- und Remineralisation die
treibende Kraft flr die posteruptive Schmelzreifung darstellt, muss ein weiterer Faktor,
wahrscheinlich der Entscheidende, hinzugefiigt werden. Dabei handelt es sich um
organische Verbindungen, die in der Lage sind, mit Kristallen zu interagieren, gezielt ihr
Wachstum zu unterbinden und damit zu steuern, ahnlich den Mechanismen wéahrend der
Entstehung des Zahnschmelzes. Die Hoffnung mittels organischer Verbindungen karidse
Lasionen vollstandig zu remineralisieren, konnte nicht erfillt werden.

Die Kombination der energiedispersiven Réntgenspektrometrie am ESEM und der Mikro-
Raman-Spektroskopie ermdglicht vergleichende Bestimmungen der Zusammensetzung
und der Bindungsverhaltnisse. Vorteile sind jedoch eher bei der Analyse von Schmelz- als
bei Dentinproben zu erwarten. Weitere grundlegende Untersuchungen sind jedoch nétig,
um das Potential der Mikro-Raman-Spektroskopie auszuloten.

Die Mikroharteprufung stellt ein probates Mittel zur Auswertung dar, mit dem auch
geringgradige Unterschiede im Mineralgehalt festgestellt werden konnen. Grol3e
Varianzen treten im Mineralgehalt der Proben auf, die zu Reifungsversuchen benutzt
werden, da es sich um mdoglichst unreife Zahne handeln muss. Um dennoch
vergleichbare Aussagen treffen zu kdnnen, missen die Messungen und Analysen an
einer Probe in einem eng umschriebenen Bezirk erfolgen. Diese natirlich bedingte
Ungleichheit der untersuchten Z&hne bedingt die Einschrénkungen hinsichtlich der
gquantitativen Aussagefahigkeit. Nichtsdestotrotz sind klare Tendenzen in den
Ergebnissen dieser Studie abzulesen, die, folgend dem Charakter einer Pilotarbeit,

wegweisend fur weiterfilhrende Untersuchungen sind.
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8. Zusammenfassung

Die Schmelzreifung ist ein posteruptiv ablaufender Mineralisationsvorgang, der durch das
intraorale Milieu herbeigefihrt wird. Bislang bestand jedoch ein Informationsdefizit
beziglich des Herganges und der beteiligten Komponenten des intraoralen Milieus.
Vermutungen wurden geaul3ert, dass der stetige Wechsel von De- und Remineralisation
diese Ausreifung ermdglicht.

Zu diesem Zweck wurde im ersten Versuchsabschnitt dieser Studie ein pH-cycling-
Experiment tUber 4 bzw. 8 Wochen durchgefiihrt, welches in kurzen Intervallen diese
Wechsel zwischen Saureangriff und Mineraleinlagerung simulieren sollte. Im zweiten
Versuchsabschnitt wurde der Vielzahl von organischen Verbindungen innerhalb des
oralen Milieus Rechnung getragen. Dafir fand gepooltes menschliches Blutserum, als von
organischen Verbindungen physiologischen Ursprungs dominierte Losung, Verwendung.
Um einen umfassenden Eindruck beztglich der Auswirkungen der Versuchslésungen auf
die Zahnhartgewebe zu gewinnen, wurden ebenfalls Versuchsareale im
Zahnwurzelbereich ausgewertet und gleichzeitig an artifiziell erzeugten, subfiziellen
Lasionen im Schmelz und der Wurzel geprift, ob die Versuchslésungen auch eine
rekalzifizierende Wirkung aufweisen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 95 kariesfreie, unreife Pramolaren und Weisheitszahne
verwendet. An 55 Zahnen erfolgte im pH-cycling-System der Wechsel zwischen De- und
Remineralisation. 40 Zahne dienten den Versuchen im zweiten Abschnitt, der sich in 4
Untergruppen zu jeweils 10 Zahnen mit verschiedenen Lésungsansatzen untergliederte.
Die subfiziellen Lasionen wurden mit 4,5% Hydroxyethylzellulose-Losung (pH-Wert = 4,5)
erzeugt. Die Gesamtdauer der Demineralisation betrug 28 Tage. Wahrend des pH-cycling
diente eine synthetische Lésung mit 2 mM CacCl, und 2 mM NaH,PO, als Stammldsung.
Um mit demineralisierendem Charakter zu agieren, erfolgte mit 0,1 M Milchsdure die
Einstellung des pH-Wertes auf 4,5. Der remineralisierenden Lésung wurde 1 ppm Fluorid
in Form von Natriumfluorid zugesetzt. Im ersten Losungsansatz des zweiten
Versuchsabschnittes diente nur Serum als Versuchslosung. Im zweiten Ansatz wurde
dem Serum 1 ppm Fluorid als NaF beigefuigt. Der dritte Losungsansatz bestand aus 2
Teilen Serum und 8 Teilen der synthetischen Losung mit 2 mM CaCl, und 2 mM
NaH,PO,. Im vierten Ansatz kam nur die synthetische Ldsung zum Einsatz. Die
Einwirkdauer auf Schmelz und Wurzel betrug 4 Wochen.

An den 190 Schliffpraparaten der Versuchszahne erfolgten polarisationsmikroskopische
und rasterelektronenmikroskopische Auswertungen. Die Mikroharte der Zahnhartgewebe
und die Tiefe der artifiziellen Lasionen wurden bestimmt. An ausgewdahlten Préparaten

konnten das Ca/P-Verhéltnis berechnet und die Raman-Spektren erfasst werden.
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Die Bestimmung der Mikroharteprofile erwies sich als sensitive und damit geeignete
Methode, um Veranderungen im Mineralgehalt der zuvor unbehandelten Versuchsareale
festzustellen. Dabei wurde die Erkenntnis gewonnen, dass die Losungsansétze mit Serum
und Serum mit Natriumfluorid in der Lage sind, die Einlagerung von Mineralien in unreifen
Schmelz zu foérdern. Diese Einlagerung konnte im pH-cycling-Versuch nicht beobachtet
werden. Daher ist den proteinogenen Verbindungen auch im intraoralen Milieu ein
entscheidender Anteil an der Schmelzreifung zuzusprechen. Der Wechsel zwischen De-
und Remineralisation mit Loésungen, die Kalzium- und Phosphationen enthalten, ist als
alleiniger Faktor offenbar nicht fir die Maturation verantwortlich. Im Wurzelbereich konnte
keine Reifung der Zahnhartgewebe erreicht werden.

Des Weiteren zeigen die Ergebnisse, dass sowohl das pH-cycling als auch die 4
Losungsansatze des zweiten Versuchsabschnittes die subfiziellen Lasionen zu
remineralisieren vermogen. Es wurde jedoch keine Ubereinstimmung zwischen der
Effektivitat der Remineralisation und der Fahigkeit zu Mineraleinlagerungen in nicht
demineralisierte Zahnhartgewebe deutlich. Dass die Versuche teilweise unterschiedliche
Auswirkungen an Zahnschmelz und Zahnwurzel hatten, liegt in ihrer Entstehung und dem
Aufbau begriindet.

Vermutungen uber eine durch De- und Remineralisation herbeigefiihrte Umwandlung der
Bindungsverhéltnisse zwischen Kalzium- und Phosphationen, wie durch das
schwankende Ca/P-Verhdaltnis impliziert, konnten mit Hilfe der Mikro-Raman-
Spektroskopie nicht bestatigt werden, jedoch bedarf es weiterer Klarung, ob sich die
Mikro-Raman-Spektroskopie fur die Bestimmung von Bindungsverhaltnissen in
Zahnhartgeweben als routinemafiges Analyseverfahren eignet.
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10. Thesen

1. Die posteruptive Schmelzreifung ist ein Mineralisationsvorgang, der im intraoralen
Milieu stattfindet. Sie dauert ungefahr 3-5, teilweise bis zu 8 Jahre nach dem
Zahndurchbruch und hat zum Ziel, die im unreifen Zahnschmelz vorhandenen
Mikroporositaten und Mikrokanéle zu verschliel3en.

2. Mit einem pH-cycling-System ist es moglich den intraoral stattfindenden Wechsel
zwischen De- und Remineralisation in einem In-vitro-Versuch nachzuvollziehen. Es
kann untersucht werden, ob das An- bzw. Auflosen der Kristalle wéahrend der
Demineralisation und die anschlie@Rende Remineralisation zu einer

Schmelzverdichtung fihrt.

3.  Wahrend der Schmelzentwicklung steuern von den Ameloblasten abgegebene
organische Verbindungen das Kristallwachstum der Kalziumphosphate. Zu ihnen
werden in der Literatur Enameline, Amelogenine und Ameloblastin gezahlt. Fir den
Abbau dieser Verbindungen sind Proteinasen wie Enamelysin und die

Schmelzmatrix-Serinproteinase 1 verantwortlich.

4. Die Dentinentwicklung ist in wesentlichen Merkmalen unterschiedlich zur
Schmelzentstehung. Kollagen (bt im Dentin eine Gerustfunktion aus und ist fur die
Lenkung des Kristallwachstums verantwortlich. An dieses Kollagennetzwerk sind
Phosphoproteine, y-Carboxyglutamat-Proteine und Proteoglycane elektrostatisch
oder kovalent gebunden und forcieren die Mineralbildung.

5. Die grofite im menschlichen Blutserum befindliche Proteinfraktion stellt das Albumin.
Es kann, ahnlich den Amelogeninen, zu einer Reduzierung und damit Steuerung des

Kristallwachstums der Kalziumphosphate fuhren.
6. Ziel der Arbeit war die Untersuchung, ob der Wechsel des pH-Wertes zu einer

Reifung der Zahnhartgewebe fiihrt und die Eignung von organischen Verbindungen

als Kalzium-Donator bei mineralisierenden Reaktionen zu tberprifen.
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11.

12.

In einem pH-cycling-Experiment wurden 55 Z&hne abwechselnd de- und
remineralisierenden Ldsungen ausgesetzt. Wahrend der Versuchsdauer von 8
Wochen wurden mehr als 4500 Zyklen mit abwechselndem S&ureangriff und
nachfolgender Mineraleinlagerung durchlaufen.

An 40 Zahnen, gleichmaRig verteilt auf 4 verschiedene Losungsansatze, kamen in
einem zweiten Versuchsabschnitt als Versuchslosungen gepooltes menschliches
Blutserum, Natriumfluorid und eine synthetische Kalziumphosphat-Losung zur

Anwendung.

Die Bestimmung der Mikroharte offenbarte keinen Hartezugewinn an den zuvor
unbehandelten Zahnhartgeweben aus dem pH-cycling-Versuch. Hingegen
vermochten die Losungsansatze mit Serum und Serum mit Zusatz von
Natriumfluorid die Mikroharte der nativen Schmelzproben statistisch signifikant zu

steigern.

Angesichts der nachgewiesenen Korrelation zwischen Mikroharte und Mineralgehalt
von Schmelzproben kann in den von organischen Verbindungen dominierten
Versuchsgruppen von  Mineraleinlagerungen ausgegangen werden, die
schlussfolgernd den Schmelz haben reifen lassen. Im pH-cycling-Experiment mit
anorganischen Losungen hat keine Reifung des Schmelzes stattgefunden.

Die polarisationsmikroskopische Auswertung der Praparate zeigte, dass sowohl im
pH-cycling-Versuch  wie auch in den Ldsungsansdtzen des zweiten
Versuchabschnittes eine mehr oder weniger deutlich ausgepragte Remineralisation
der zuvor erzeugten subfiziellen Schmelz- und Wurzellasionen stattgefunden hatte.

Die Tiefe der artifiziellen Lasionen verringerte sich jedoch nicht signifikant.

Veranderungen in den Bindungsverhéltnissen der Kalziumphosphate konnten mit
Hilfe der Mikro-Raman-Spektroskopie nicht dokumentiert werden. Limitierend auf die
Analyse von Zahnhartgeweben wirkt aber die Fluoreszenz, welche die Raman-
Spektren Uberdeckt. Daher erscheint weitere Aufklarung hinsichtlich der Methodik

der Mikro-Raman-Spektroskopie an Zahnhartgeweben erforderlich.
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