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Einleitung

1. Einleitung

Es ist ein deutlicher Rickgang der Karies, der bislang haufigsten oralen
Erkrankung, zu verzeichnen. Vom Jahr 1997 bis 2005 wurde in der Bevdlkerung
bei Erwachsenen (DMFT > 20) und bei Senioren (DMFT > 27) ein Rickgang von
10%, bei Kindern (DMFT > 2) von 20% dokumentiert [Micheelis und Schiffner,
2006]. Umso haufiger werden nicht kariesbedingte Zahnhartsubstanzdefekte
diagnostiziert.

Zahne sind direkt nach dem Durchbruch in die Mundhohle allgemeinen
VerschleiRerscheinungen ausgesetzt. Zu diesen VerschleiRerscheinungen zahlen
Abrasionen, Attritionen, Abfraktionen und Erosionen. Auch wenn meist eine Art
der VerschleiRerscheinungen dominiert, kdnnen sie gleichzeitig vorkommen und

sich gegenseitig verstarken [Lussi et al., 2004].

Erosionen nehmen hierbei eine besondere Rolle ein, da sie schon im jugendlichen
Alter schwerwiegende Defekte verursachen kdnnen. Sie entstehen auf sauberen
Zahnoberflachen ohne Beteiligung von Mikroorganismen [Pindborg, 1970] und
sind aufgrund des Pathomechanismus eindeutig von der Karies zu unterscheiden
[tenCate und Imfeld, 1996].

Bei Erosionen handelt es sich um eine erworbene Lasion [Miller, 1907]
multifaktorieller Atiologie, die durch die orale Einwirkung exogener und/oder
endogener Sauren hervorgerufen wird und zu einem zentripetal voranschreitenden
irreversiblen Mineralverlust fuhrt. Der Auspragungsgrad von Erosionen reicht von
minimalen Schmelzverlusten bis hin zur Dentinexposition und kann bei schneller

Progression zur Eroffnung der Pulpa fuhren [Jaeggi und Lussi, 2006].

Besonders haufig kommt es zu Erosionsdefekten bei Personen mit einem hohen
Konsum saurehaltiger Lebensmittel, Personen, die beruflich saurehaltigen
Dampfen ausgesetzt sind oder Personen mit Essstorungen in Kombination mit
Erbrechen oder chronischem Reflux [Lussi et al., 2011].

Die Pravalenz von Erosionen wird sehr unterschiedlich angegeben. Zudem sind
die Pravalenzstudien aufgrund der unterschiedlichen Studiendesigns nur schwer
miteinander vergleichbar und weisen starke Unterschiede in den Ergebnissen auf.
So liegt die Pravalenz im Milchgebiss bei 39,5% [Wiegand et al., 2006b] bis 71%
[Ganss et al., 2001]. In der bleibenden Dentition werden 12% [Ganss et al., 2001]
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bis 67% bei Jugendlichen [El Karim et al., 2007] und bis zu 82% bei Erwachsenen
[Jaeggi und Lussi, 2006] angegeben.

Aufgrund der hohen Pravalenz und des mit Erosionen einhergehenden
irreversiblen Substanzverlustes sind frihzeitige Diagnosen und die Entwicklung
adaquater Praventionsstrategien notig. Dazu kommen in der Erosionsforschung
viele verschiedene Messmethoden zum Einsatz. Eine der am haufigsten
genutzten Methoden zum Nachweis von Mineralverlusten stellt dabei die
Profilometrie dar. Diese Methode ist fir Schmelz validiert, wird jedoch auch im

Dentin angewendet.

Allerdings kann, angesichts der unterschiedlichen Histopathologie von Dentin- und
Schmelzerosionen, nicht jede Messmethode gleichermal3en auf beide Gewebe
angewendet werden. Beim Schmelz flhrt ein erosiver Saureangriff zu einem
Schicht fur Schicht voranschreitenden Mineralverlust, wahrend beim Dentin das
Mineral aus der organischen Matrix herausgeldst wird. Es verbleibt ein Geflecht
aus Kollagen, das die weitere Diffusion der Saure beeinflusst [Hara et al., 2005;

Ganss et al., 2009b] und die Mineralisationsfront verdeckt.

Das persistierende Kollagengeflecht stellt bei der profilometrischen Quantifizierung
des Mineralverlustes die grofdte Herausforderung dar. Wéahrend der optische
Sensor nur die Oberflache des Kollagengeflechtes darstellen kann, dringt der
mechanische Taster bis zu einem unbestimmten Anteil in die organische Matrix
ein. Beide Systeme sind demnach nicht in der Lage, die Mineralisationsfront
abzubilden, solange sich das Kollagengeflecht Uber der Mineralisationsfront
befindet. Dieses Problem wurde erstmalig in der Studie von Ganss et al. [2007]
untersucht und beschrieben. Zudem fihrt eine kurze Verzdogerung des
Messbeginns zu einer Austrocknung der organischen Matrix, die mit einer
Verdnderung der profilometrischen Messergebnisse einhergeht [Ganss et al.,
2007].

Nach der Studie von 2007 folgte die erste Methodenstudie zur Quantifizierung von
Mineralverlusten am Dentin. In dieser Methodenstudie wurden die Ergebnisse
verschiedener Messmethoden miteinander verglichen. Dabei bestatigte sich, dass
der Mineralverlust profilometrisch erst nach Entfernung der organischen Matrix mit
dem mechanischen Taster suffizient quantifiziert werden kann. Gleichzeitig wurde

festgestellt, dass es keine Proportionalitat zwischen der Kollagenoberflache
2
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beziehungsweise der Eindringtiefe des mechanischen Tasters und der
Mineralisationsfront gibt [Ganss et al., 2009D].

In dieser ersten Methodenstudie wurden lange Demineralisationszeiten von 30 bis
120 Minuten gewdahlt. Dennoch sind vor allem zur Entwicklung von
Praventionsstrategien kirzere Demineralisationszeiten von grofRer Bedeutung und

sollen deshalb in der vorliegenden Studie besonders bertcksichtigt werden.

Dariber hinaus soll in der vorliegenden Studie eruiert werden, ob der
mechanische Taster bei kleineren Mineralverlusten und einer folglich geringeren
Auspragung der organischen Matrix bis zur Mineralisationsfront vordringen kann.
Dadurch ware die Quantifizierung des Mineralverlustes ohne aufwendiges
Entfernen der organischen Matrix mdglich.

Zusatzlich sollen Messungen zur Dimensionsdnderung des Dentins, im Speziellen
der organischen Matrix, durch Trocknungseffekte untersucht werden. Bereits nach
wenigen Minuten, die bei der Positionierung der Proben oder bei Einstellungen am
Profilometer verloren gehen, kommt es zu Schrumpfungsprozessen, die die
profilometrischen Messergebnisse erheblich beeinflussen. Es ist allerdings bislang
noch unklar, in welchem Zeitraum und in welcher Grél3enordnung solche
Dimensionsanderungen stattfinden.

Zur Klarung dieser Fragestellungen wird der durch Zitronensaure erzeugte erosive
Mineralverlust im Dentin vor und nach Entfernung der organischen Matrix sowohl
mit einem optischen Sensor als auch mit einem mechanischen Taster im feuchten
und im dehydrierten Zustand erfasst. Zusatzlich werden die Messprobleme und
Trocknungseffekte durch rasterelektronenmikroskopische Strukturaufnahmen

visualisiert.
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2. Literaturibersicht

2.1 Atiologie und klinisches Erscheinungsbild von E rosionen

Erosionen werden als oberflachliche Zahnhartsubstanzverluste definiert, die durch
einen chemischen Prozess ohne Einwirkung von Bakterien entstehen [Pindborg,
1970]. Dabei handelt es sich um einen pathologischen, chronischen und
irreversiblen Zahnhartsubstanzverlust, der durch S&uren und/oder Chelatoren
hervorgerufen wird [tenCate und Imfeld, 1996]. Eine S&ureelimination fuhrt zur

Stagnation des Prozesses.

Die urséchlichen S&uren unterscheidet man nach extrinsischer (exogener) und
intrinsischer (endogener) Herkunft. Sduren extrinsischer Herkunft sind Sauren aus
Lebensmitteln [Hartles und Wagg, 1962], Séauren in Nahrungsergénzungsmitteln
[Hellwig und Lussi, 2006] oder saurehaltige Dampfe am Arbeitsplatz [Petersen und
Gormsen, 1991].

Das erosive Potential einer Séure ist allerdings nicht allein vom pH-Wert abh&ngig.
Ausschlaggebend sind die Menge der titrierbaren Saure, der Gehalt an Kalzium
und Phosphat sowie die komplexbildenden Eigenschaften eines Lebensmittels. Es
geht kein Zahnmineral in Losung, wenn die dem Zahn umgebende Flussigkeit
einen ausreichenden Sattigungsgrad in Bezug auf das Zahnmineral aufweist
[Larsen und Nyvad, 1999; Lussi et al., 2004].

Zu den durch intrinsische Saurequellen hervorgerufen Erosionen kommt es bei
Personen mit ausgepragtem Reflux mit Regurgitationen sowie bei Patienten mit
Essstorungen in Kombination mit Erbrechen, wie bei den Krankheitshildern
Bulimie und Anorexie [Eccles, 1979; Lussi et al., 1991; tenCate und Imfeld, 1996;
Lussi et al., 2004; Bartlett, 2006; Pace et al., 2008].

Das klinische Erscheinungsbild von Erosionen variiert je nach Ursache, Haufigkeit
und Dauer der einwirkenden Saure [Eccles, 1979; Ganss et al., 2002]. Erste
Anzeichen fur Erosionen kdnnen glatte, matte Zahnoberflachen ohne Perikymatien
sein [Lussi et al., 2004]. Danach schreitet der Mineralverlust zentripetal voran und
kann Uber eine reine Dentinexposition bis hin zur Pulpaerdffnung fihren [Jaeggi
und Lussi, 2006].
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Erosionsdefekte sind meist lange Zeit schmerzlos [Lussi et al., 1991]. Seltener
kann es jedoch bei einer Dentinexposition zu schmerzhaften Hypersensibilitdten
bei Beruhrung sowie Warme oder Kalte kommen [Lussi et al., 1991, tenCate und
Imfeld, 1996]. Zudem  koénnen  funktionelle  und/oder  &sthetische
Beeintrachtigungen auftreten [Meurman et al., 1991].

Erosionsdefekte, die durch intrinsische Sauren hervorgerufen werden,
manifestieren sich meist an Palatinal- und Okklusalflachen, wohingegen
Erosionsdefekte, die durch extrinsische Sauren hervorgerufen werden, meist an
Vestibular- und OkKklusalflachen vorzufinden sind [Scheutzel, 1996; Lussi und
Jaeggi, 2008].

Vestibulare und orale Manifestationen zeichnen sich durch eine flachenhafte
Reduktion des Schmelzes bis hin zur Stufenbildung aus. Dabei verbleibt zervikal
der Zahnkrone eine intakte Schmelzleiste. Dies ist zum einen durch marginale
Plaquerickstande zu begrinden, welche eine Diffusionsbarriere gegen den
Saureangriff darstellen [Cheung et al., 2005]. Andererseits wirkt die standig
austretende Sulkusflissigkeit neutralisierend auf die S&uren [Lussi et al., 2004].
An den Okklusalflachen verschwinden zuerst die konvexen Flachen, danach
entstehen kleine Mulden bis hin zum kompletten Verlust der typischen
Oberflachenstrukturen [Lussi und Jaeggi, 2008]. Flllungsrander kénnen sich in
diesem Bereich Uber dem Zahnniveau befinden und (berkonturiert wirken
[Schmidt et al., 2003].

Erosionen sind von anderen nicht kariesbedingten Zahnhartsubstanzdefekten wie
Abrasionen (durch Kontakt zwischen einem Zahn und einem anderem Medium),
Attritionen (durch Kontakt zwischen Zahn und Zahn) und Abfraktionen (keilférmige
Defekte) klinisch abzugrenzen [Ganss und Lussi, 2006]. Diese nicht
kariesbedingten Zahnhartsubstanzdefekte kénnen zu unterschiedlichen Anteilen
gleichzeitig auftreten und das klinische Erscheinungsbild eines Defektes
verstarken [Eccles, 1979; Nunn et al., 1996; Jaeggi und Lussi, 1999; Attin et al.,
2000].

Zur klinischen Beurteilung von Erosionen eignet sich der von Bartlett, Ganf3 und
Lussi erarbeitete Basic Erosive Wear Examination Index (BEWE). Diese Methode
dient der Quantifizierung von Erosionen und liefert eine Empfehlung zur weiteren

Therapie. Die Therapie von Erosionen beginnt zunachst mit der Erkennung und
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Reduktion der Saurequellen. Die Notwendigkeit restaurativer Malinahmen hangt
dabei vom Aktivitatszustand und dem Schweregrad der Erosionen ab [Bartlett et
al., 2008].

Wie bereits erwdhnt betreffen initiale Erosionsdefekte zunachst nur den Schmelz.
Zervikal und im Bereich der mesiobukkalen Hocker ist der Schmelzmantel jedoch
sehr diann [Kono et al., 2002], sodass es an diesen Stellen schon frihzeitig zur
Exposition von Dentin kommen kann.

Erosionsdefekte im Dentin kénnen im Gegensatz zu einer Dentinkaries durch
spezielle BehandlungsmalRnahmen zu jedem Zeitpunkt gestoppt werden.
Dementsprechend stellt Dentin eine wichtige Struktur in der Erosionsforschung

dar.

2.2 Histologie von gesundem Dentin

In der Erosionsforschung werden viele Messmethoden auf gleiche Art und Weise
sowohl fur Schmelz als auch fur Dentin angewendet. Allerdings unterscheidet sich
die Zusammensetzung beider Zahnhartsubstanzen erheblich voneinander. Aus
diesem Grund sind einige Messmethoden nicht einfach von Schmelz auf Dentin
Ubertragbar.

Im Nachfolgenden soll die komplexe Histologie von Dentin erlautert werden, um
die Histopathologie von Dentinerosionen sowie die fur einige Messmethoden

entstehenden Probleme verstandlich zu machen.

Ein entscheidender Unterschied zwischen beiden Geweben ist der organische
Anteil. Im Gegensatz zu Schmelz besteht Dentin zu 30 Vol% aus organischem
Material (Schmelz zu 2 Vol%). Dies wiederum besteht zu 90% aus Kollagen (Typ
[, Typ V, Typ VI, bei der frihen Dentinmatrixbildung auch Typ IIl) und nur zu 10%
aus nichtkollagener Grundsubstanz (Proteoglykane, Glykoproteine/Sialoproteine,
Phosphoproteine, Lipide, Serumproteine, Wachstumsfaktoren) [Radlanski, 2011].
Weiterhin besteht ausgereiftes Dentin zu 45-50 Vol% aus anorganischem Material
und ist demnach nur halb so stark mineralisiert wie Schmelz (86 Vol%) [Nikiforuk,
1985; Radlanski, 2011]. Auch die Hydroxylapatitkristalle sind wesentlich kleiner
und didnner als im Schmelz. Sie setzten sich hauptsachlich aus Kalzium und
Phosphat im Gewichtsverhéltnis 1:2,13 zusammen. Bei dem Apatit handelt es sich
um ein kalziumarmes, karbonatreiches Apatit [Radlanski, 2011] mit einem
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Karbonatanteil zwischen 5-6% [Featherstone und Lussi, 2006]. Aul3erdem sind
geringe Mengen an Magnesium sowie einige Spurenelemente vorzufinden
[Radlanski, 2011]. Bei den restlichen 25 Vol% handelt es sich um Dentinliquor
[Radlanski, 2011], der zu 95% aus Wasser besteht [Pashley, 1996]. Dadurch wird
Dentin im Gegensatz zu Schmelz (12 Vol%) zu einem wasserreichen Gewebe,

das anféllig gegentber Austrocknung ist.

Dentin macht den grof3ten Teil des menschlichen Zahnes aus und wird von
Odontoblasten aus ektomesenchymaler Herkunft zeitlebens gebildet. Die
Morphologie variiert je nach Lokalisation im Zahn und unterliegt Veranderungen

durch Alterungs- und Erkrankungsprozesse.

Den Hauptanteil des Primar- und Sekundardentins bildet zirkumpulpales Dentin,
welches von der Schmelz-Dentin-Grenze bis zur Pulpa von Dentintubuli
durchzogen wird, in denen sich Odontoblastenfortsatze sowie Kollagenfibrillen,
afferente Nervenendigungen und Dentinliquor befinden [Schroeder, 2000b]. Im
koronalen Dentin haben die Dentintubuli einen s-férmigen Verlauf, wahrend sie
apikal eher geradlinig verlaufen. Die Kanaldichte wird mit 10.000-25.000
Kanalen/mm? im Bereich der Schmelz-Dentin-Grenze und 30.000-52.000 in
Pulpanahe angegeben [Radlanski, 2011] und variiert stark mit dem Alter des
Zahnes [Carrigan et al., 1984].

Im Gegensatz zu Schmelz wird Dentin in zwei unterschiedlich stark mineralisierte
Anteile unterteilt. Dazu zahlen das weniger stark mineralisierte, kollagenreiche
intertubulare Dentin, welches sich zwischen den Dentintubuli befindet, und das
starker mineralisierte peritubulare Dentin, welches die Kanalwand der Dentintubuli

auskleidet.

Das weniger stark mineralisierte intertubulare Dentin bildet das organische
Grundgerist des Dentins [Radlanski, 2011]. Es setzt sich hauptsachlich aus
Fasern, die zu 90% aus Kollagenfasern (davon 97% Typ | Kollagen [Shuyuan M.
et al., 2009]) bestehen, sowie aus nichtkollagenen Proteinen und Proteoglykanen
zusammen [Gotliv et al.,, 2006]. Das Kollagengeflecht verlauft quer zur
Verlaufsrichtung der Dentintubuli. Zwischen den Kollagenfasern befindet sich
sowohl intrafibrillar als auch extrafibrillar bis zu 30 Vol% mineralisches Material
[Pashley, 1996], das in unregelmaflig angeordneten Hydroxylapatitkristallen
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vorliegt [Kinney et al., 2003]. Die Mikroharte des intertubularen Dentins nimmt von
0,52 GPa nahe der Schmelz-Dentin Grenze zu 0,18 GPa in Pulpandhe ab [Kinney
et al., 1996].

Im Gegensatz dazu ist peritubulédres Dentin sehr dicht und homogen mineralisiert
(95 Vol% anorganisches Material) [Pashley, 1996]. Es enthélt groRere Mengen an
sauren und neutralen Mukopolysacchariden [Schroeder, 2000a] und keine
Kollagenfasern [Habelitz et al., 2007].

Die Bildung des peritubularen Dentins setzt im Gegensatz zum intertubuldren
Dentin etwas spéater ein und beginnt im koronalen Anteil. Demzufolge ist in den
koronalen Dentinschichten mehr peritubulares Dentin vorzufinden als in
Pulpandhe und im apikalen Bereich [Takuma und Eda, 1966]. Durch die Bildung
des peritubularen Dentins kommt es zu einer Verringerung der Tubulidurchmesser
von ursprunglich 3 um auf 0,6-0,8 um [Garberoglio und Cozzani, 1979; Pashley,
1996] und kann sogar zur vollstandigen Obliteration der Kanale fuhren, da es
zeitlebens gebildet wird.

Die Zusammensetzung des peritubulé&ren Dentins ist im Zahn tberall gleich. Die
Mikroharte des peritubuldren Dentins ist daher im Gegensatz zum intertubularen
Dentin unabhangig von der Lokalisation im Zahn und liegt zwischen 2,23 und
2,54 GPa [Kinney et al., 1996]. Im Bereich des Pradentins und des
Interglobulardentins bleibt die Bildung des peritubularen Dentins jedoch aus.

2.3 Histopathologie von Dentinerosionen

Dadurch, dass Dentin einen hohen organischen Anteil besitzt, handelt es sich bei
einem Saureangriff nicht um einen reinen Substanzverlust, sondern eher um eine
Freisetzung organischer Verbindungen auf der Oberflache. Dabei geht das
kalziumarme, karbonatreiche Hydroxylapatit schneller in Lésung als reines
Hydroxylapatit [Featherstone und Lussi, 2006]. Zunachst I6st die Saure das
starker mineralisierte peritubuldre Dentin auf. Es kommt zu einer Vergrol3erung
der Tubulidurchmesser. AnschlieBend werden die Kollagenfasern des
intertubularen Dentins freigelegt, durch den S&aureangriff an sich jedoch nicht
abgebaut. Extrafibrillare Kristalle 16sen sich vollstandig auf, wahrend intrafibrillar

einzelne unterschiedlich grol3e Mineralkristalle verbleiben kdnnen [Selvig, 1968].
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Das Kollagenflechtwerk wird bereits nach einem 30 Sekunden andauernden
Kontakt der Dentinoberflache mit Zitronenséaure sichtbar [Breschi et al., 2002]. Das
Ausmald der Demineralisation héngt von der Saureart, der Saurekonzentration
sowie der Einwirkungsdauer ab. Mit zunehmender Dicke des Kollagengeflechts
wird die Diffusion der Saure behindert und damit die
Demineralisationsgeschwindigkeit reduziert [Ganss et al., 2009a]. Nach
Entfernung der organischen Matrix steigt die Demineralisationsgeschwindigkeit an
[Hara et al., 2005].

Das freigelegte Kollagengeflecht ist resistent gegeniber physikochemischen
Einflissen. Das Bursten des Kollagens mit einem Burstdruck von 2 N und mehr
fuhrt weder zur Entfernung des Kollagens, noch zu Strukturveranderungen [Ganss
et al.,, 2007]. Die Zugfestigkeit des Kollagengeflechts wird mit 26-32 MPa
angegeben und ist abhéngig von der Ausrichtung der Tubuli zur Zugrichtung
[Sano et al., 1994].

Nach der Saureeinwirkung kann Dentin histologisch in unterschiedliche Schichten
eingeteilt werden. Bei der obersten Schicht handelt es sich um eine vollstandig
demineralisierte Kollagenschicht. Dieser Schicht folgt eine teilweise mineralisierte
Schicht, die wiederum in eine vollstandig mineralisierte Schicht Gbergeht [Kinney
et al., 1995]. Rasterelektronenmikroskopische Bilder zeigen, dass die teilweise
mineralisierte Schicht nicht immer vorhanden ist, sondern auch ein trennscharfer
Ubergang zwischen der demineralisierten Kollagenschicht und dem

mineralisierten Dentin vorliegen kann [Lussi et al., 2011].

Das durch die Saure freigelegte Kollagengeflecht liegt Uber der
Mineralisationsfront und kann in vitro nur enzymatisch vollstandig entfernt werden.
Dementsprechend muss die organische Matrix bei vielen Messmethoden
hinreichend berucksichtigt werden und die Art der Probenvorbereitung an die
Fragestellung angepasst werden.

Bereits aus der Studie von 2007 ist bekannt, dass eine kurze Verzdgerung des
Messbeginns zu einer Dehydrierung und dadurch zu einem Zusammenbruch der
organischen Matrix fuhrt [Ganss et al., 2007]. Die kurzen Verzégerungen kénnen
durch Einstellungen am Profilometer oder durch die Positionierung der Probe auf
dem Messtisch entstehen. Aber auch zu lange Messzeiten bei mehrfach
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hintereinander getatigten Profilschrieben oder einer grof3en einzuscannenden
Flache kénnen eine ungewollte Dehydrierung verursachen. Bislang ist allerdings
noch nicht geklart, in welchem Zeitraum und in welcher Dimension dieser
Zusammenbruch der organischen Matrix einen Einfluss auf die profilometrischen

Messergebnisse hat.

2.4 Messverfahren in der Erosionsforschung

Abhangig vom Studiendesign und der Fragestellung kommen in der
Erosionsforschung viele verschiedene Messmethoden zum Einsatz, um die
Komplexitat des Mineralverlustes verstehen und messen zu kodnnen. Diese
Methoden konnen in chemische, optische und physikalische Verfahren eingeteilt
werden und dabei destruktiv oder nicht destruktiv auf das zu untersuchende
Material wirken. Weiterhin werden quantitative und qualitative Messmethoden
angewendet. Die meistgenutzten Methoden werden fir in vitro Studien am
Schmelz angewendet. Sie wurden bereits validiert und ausfuhrlich beschrieben
[Barbour und Rees, 2004; Hannig et al., 2008]. Diese Methoden kdnnen allerdings
aufgrund der im Kapitel 1.2.2 dargestellten Eigenschaften von Dentin nicht einfach
von Schmelz auf Dentin (bertragen werden und bedurfen einer anderen
Handhabung. Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick Uber Messverfahren
gegeben werden, die fur die Erosionsforschung relevant sind.

2.4.1 Chemische Testverfahren

Chemische Testverfahren sind sensitive Verfahren, die geléste Mineralien in einer
Flissigkeit bestimmen. Diese quantitativen Verfahren finden sowohl bei Dentin-
als auch bei Schmelzproben Anwendung und gehdren zu den etablierten
Methoden in der Erosionsforschung. Meist wird der Gehalt von geléstem Kalzium
und Phosphat in einer Erosionslésung bestimmt. Es kann jedoch auch die
Anderung des pH-Wertes durch die Freisetzung von OH lonen bei der
Demineralisation von Hydroxylapatit bestimmt werden. Bei diesen Verfahren
werden die Daten in Echtzeit gewonnen [Barbour und Rees, 2004]. Sie geben
jedoch weder Aufschluss Uber einen Mineralgewinn noch Uber die physikalischen
oder morphologischen Verdnderungen des verbleibenden Gewebes [Schlueter et
al., 2011]. Kalzium und Phosphat kdnnen sowohl mit einer ionenselektiven
Elektrode als auch mit der Atomabsorptionspektrometrie (AAS) oder

photometrisch bestimmt werden [Barbour und Rees, 2004; Ganss et al., 2005;
10
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Attin et al., 2005a; Attin et al., 2005b; Hara und Zero, 2008; Wiegand et al., 2009a;
Ganss et al., 2009b].

Speziell im Dentin haben diese Methoden den Vorteil, dass der Mineralverlust
unabhangig vom Vorhandensein der organischen Matrix gemessen werden kann.
Es ist jedoch darauf zu achten, dass vor allem bei der Beurteilung initialer
Lasionen der smear layer der Probe vor der Messung entfernt wird, da sonst die
Menge des gelosten Minerals nicht suffizient bestimmt werden kann [Schlueter et
al., 2011].

Kalzium und Phosphatanalysen wurden sowohl in Studien in vitro und in vivo
[Young et al.,, 2006] angewendet. Allerdings ist bei in vivo Studien darauf zu
achten, dass es nicht zur Kontamination mit Speichel kommt [Schlueter et al.,
2011].

2.4.2 Messung des Hartegrades

Bei der Messung des Hartegrades misst man den mechanischen Widerstand, den
ein Werkstoff einem harteren Prufkdrper entgegensetzt. Es handelt sich um ein
destruktives Verfahren, bei dem ein Prifkérper (Brinell-Harte: Stahlkugel; Vickers-
Harte: Gleichseitige Diamantpyramide; Knoop-Harte: Rhomboide
Diamantpyramide) mit einer bestimmten Kraft fir eine bestimmte Zeit auf die
Zahnoberflache gebracht wird. Die Impression wird mikroskopisch vermessen und
in um angegeben. Die Differenz zwischen dem Ausgangswert und dem Messwert
nach dem Versuch gibt Aufschluss Uber den Mineralverlust oder Mineralgewinn
auf der Probenoberflache [Arends und ten Bosch, 1992]. Die Messung des
Hartegrades kann sowohl bei Studien in vitro als auch in situ angewendet werden.
Dazu sind plane sowie parallele Versuchsflachen erforderlich, nattrliche

Zahnoberflachen kénnen nicht verwendet werden [Arends und ten Bosch, 1992].

Mikrohartemessungen werden meist in der Kariesforschung angewendet. Dabei
unterscheidet man zwischen der Messung der Oberflachenmikroharte und der

Querschnittsmikroharte.

Diese Methoden liefern jedoch nur begrenzt zuverlassige Ergebnisse im Dentin.
Aufgrund der unterschiedlich mineralisierten Bereiche greift man auf
atomkraftmikroskopiegestitzte Nanoindentationstechniken zurtick, um selektiv

peritubulares oder intertubulares Dentin messen zu kénnen. Allerdings ist dabei zu
11
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beachten, dass die Mikroharte des intertubularen Dentins von der Lokalisation im
Zahn abhéngig ist [Kinney et al., 1996].

In der Erosionsforschung ist diese Methode nur bei initialen erosiven
Demineralisationen anwendbar, da sie lediglich Aufschluss tiber die Anderung des
Hartegrades als Surrogatkriterium fiir die Anderung des Mineralgehalts gibt. Bei
langeren Demineralisationszeiten kommt es vor allem bei Schmelzerosionen zu
einem zusatzlichen Volumenverlust, der mit einer Mikrohartemessung nicht
darstellt werden kann. Bei Messungen am Dentin werden durch den erosiven
Saureangriff kollagene Fasern freigelegt. Diese Kollagenfasern besitzen jedoch
eine zu hohe Ruckstellungskraft, um suffiziente, reproduzierbare Hartemessungen
durchfihren zu  koénnen. Zudem  konnen  Hartemessungen  durch

Trocknungsartefakte beeinflusst werden [Herkstroter et al., 1989].

2.4.3 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie ermoglicht die optische Beurteilung der Proben
und kann durch Elementanalysen ergénzt werden. Dabei handelt es sich um ein
vorwiegend qualitatives, destruktives Verfahren. Es kdnnen natirliche und polierte
Oberflachen betrachtet werden. Abhangig von der Fragestellung muss Dentin
jedoch aufgrund des hohen Wasseranteils vorher getrocknet werden. Die
Entwasserung erfolgt entweder durch Kritisch-Punkt-Trocknung oder durch
Gefriertrocknung [Attin, 2006]. AnschlieRend werden die Proben mit Gold
bedampft, um eine ausreichende Leitfahigkeit zu erreichen. Bei der
atmospharischen Rasterelektronenmikroskopie (ESEM) kdnnen biologische Zellen
oder biologische Gewebe im feuchten Zustand [Gwinnett, 1994] und ohne Metall-
oder Karbonbedampfung mit geringem Vakuum mikroskopiert werden [Attin,
2006]. Dennoch kann auch mit dieser Methode der Kollaps der organischen Matrix
nicht verhindert werden [Dusevich und Eick, 2002; Wang und Yao, 2010].

2.4.4 Mikroradiografie

Die Mikroradiografie wird hauptsachlich bei De- und Remineralisationsvorgangen
in der Kariesforschung angewendet. Das Prinzip besteht in der Messung der
Rontgenstrahlenabsorption der Zahnhartsubstanz. Dazu kdénnen sowohl Proben
mit einer natirlichen Zahnoberflache als auch planoparallele Proben benutzt

werden [de Josselin de Jong et al., 1988].
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Der Mineralgehalt einer Probe wird dabei densitometrisch bestimmt. Der
zugrundeliegende Algorithmus berechnet den Mineralgehalt unter der Annahme,
dass die Probe zu 100% aus Mineral (stdchiometrischem Hydroxylapatit) besteht.
Diese Methode wurde eigentlich ausschlie3lich fur Schmelz entwickelt und
validiert, wird aber auch im Dentin angewandt. Da der Mineralgehalt im Dentin
deutlich geringer ist, muss die Methode entsprechend modifiziert werden.

In der Erosionsforschung finden die longitudinale Mikroradiografie und die
transversale Mikroradiografie Anwendung. Die longitudinale Mikroradiografie
gehort zu den nicht destruktiven Methoden [Ganss et al., 2005] und dient der
quantitativen Erfassung des Gesamtmineralgehaltes. Fur Messungen am Dentin
werden die Proben parallel zur Zahnoberflache prapariert und missen eine Dicke
von mindestens 800 um aufweisen. Die erste Aufnahme (Basescan) erfolgt vor
Versuchsbeginn und dient zur Bestimmung des Basismineralgehaltes der Probe.
Der Mineralgehalt wird im Vergleich zu einer Aluminiumkalibriertreppe mit
definierter Rontgenabsorption bestimmt. Nach der Durchfihrung des Versuches
werden erneut Mikroradiogramme erstellt und mit dem Basescan verglichen. Die
Differenz beider Mikroradiogramme druckt den Mineralgewinn beziehungsweise
den Mineralverlust aus. Um mit dieser Methode reproduzierbare Ergebnisse zu
erzielen, muss der erosive Mineralverlust im Schmelz mindestens 25 um
aufweisen [Ganss et al.,, 2009b]. Fur Dentin muss der Wert entsprechend

umgerechnet werden.

Bei der transversalen Mikroradiografie werden die Proben mit einer Dicke von
90-200 um senkrecht zur Zahnoberflache prapariert [Arends und ten Bosch, 1992].
Anschliel3end wird der Mineralgehalt als Funktion der Tiefe dargestellt. Durch die
Modifikation von Hall et al. [Hall et al., 1997] und Amaechi et al. [Amaechi et al.,

1998] ist die Quantifizierung eines erosiven Substanzverlustes maglich.

Sowohl die longitudinale Mikroradiografie als auch die transversale
Mikroradiografie misst den Mineralverlust unabhangig vom Vorhandensein der
organischen Matrix im Dentin, liefert jedoch keinerlei Informationen bezuglich der
Struktur des verbleibenden Gewebes. Zudem ist diese Methode vor allem bei

kurzen Demineralisationszeiten nicht sensitiv genug [Ganss et al., 2009b].
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2.4.5 Profilometrie

Die Profilometrie gehért zu den am haufigsten genutzten Methoden, um Erosionen
im Schmelz, aber auch im Dentin zu quantifizieren. Dazu werden sowohl optische
Sensoren, die die Oberflaiche mit Hilfe der Konfokaltechnik oder eines
Lasertriangulationssensors berihrungslos abscannen, als auch mechanische
Taster, die mit einer Diamant- oder Stahlspitze taktil die Oberflachen abfahren,
genutzt. Dabei werden die Referenzflachen der Schmelz- oder Dentinproben vor
Versuchsbeginn  mit saureresistenten Materialien abgedeckt. Nach der
Versuchsdurchfuhrung wird die Abdeckung entfernt und der Taster fahrt die
unbehandelte polierte oder natiirliche Referenzflache [Ganss et al., 2000] sowie
die erodierte Versuchsflache ab. Der vertikale Abstand beider Flachen stellt den
Substanzverlust beziehungsweise den Substanzgewinn einer Probe dar. Die
abgefahrenen Strecken werden danach digital als zwei- oder dreidimensionale

Profile dargestellt und von der dazugehérigen Software ausgewertet.

Profilometrische Auswertungen finden sowohl bei Studien in vitro, in situ als auch
in vivo Anwendung [Schlueter et al., 2011]. Bei in vivo Studien werden
beispielsweise saureresistente sternformige Marker, die als Referenzflache
dienen, auf von Erosionen betroffene Zahne geklebt. Durch das Vermessen
zeitlich  aufeinanderfolgender  Studienmodelle  kann  die  Progression
beziehungsweise Stagnation von Erosionen beurteilt werden [Schlueter et al.,
2005]. Die hochste Sensitivitdt wird jedoch bei planen polierten Proben erreicht,
was in klinischen Studien nicht realisierbar ist [Ganss et al., 2000].

Mit dieser Methode kénnen sowohl initiale als auch ausgepragte Substanzverluste
gemessen werden [Ganss et al., 2009b]. Die Proben werden dabei nicht
irreversibel geschadigt. Damit zéhlt diese Methode zu den nicht destruktiven

Verfahren.

Bei der mechanischen Profilometrie spielen Gréf3e, Art und Form des Tasters eine
Rolle. Der Radius der Spitze des Tasters beeinflusst dabei die Auflésung des
Profils [Field et al., 2010]. Auch Vibrationen oder elektrische Interferenzen kénnen
die Messungen negativ beeinflussen. Aul3erdem kénnen weiche oder locker auf
der Probe liegende Substanzen von mechanischen Tastern verdrangt oder
zerstort werden. Dies stellt beispielsweise ein Problem bei der Vermessung von

Abformungen (Vinylpolysiloxane) dar [Rodriguez et al., 2009]. Einer der grol3ten
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Vorteile ist die gute Feuchtigkeitsresistenz des mechanischen Tasters. Bei der
optischen Profilometrie liegen die Fehlerquellen in der Farbe und der Transparenz
des zu vermessenden Materials, was vor allem beim Messen von Abformungen zu
berticksichtigen ist [DeLong et al., 2001; Rodriguez et al., 2009]. Ein weiteres
Problem besteht bei Wasserruckstanden auf der Probe, da Wasser die Reflektion

beeinflussen kann.

Die profilometrische Ermittlung des Substanzverlustes bei Erosionsdefekten im
Schmelz stellt kein Problem dar. Aufgrund der komplexen Histologie des Dentins,
des groRRen Anteils organischer Komponenten und des hohen Wasseranteils ist
diese Methode jedoch nicht einfach von Schmelz auf Dentin Ubertragbar. Daher ist
sowohl die Auswahl des Tasters als auch die Methode der Probenvorbereitung
davon abhéangig, ob man den Mineralverlust, den Abbau der organischen Matrix

oder die Dicke der organischen Matrix an sich messen mdchte.

In der Studie von 2007 konnte gezeigt werden, dass der optische Sensor
ausschlie3lich die Oberflache des freigelegten Kollagengeflechts abscannt. Im
Gegensatz dazu grabt sich der mechanische Taster bis zu einem unbestimmten
Anteil in die organische Matrix ein, erreicht jedoch nicht die Mineralisationsfront
[Ganss et al., 2007]. Es konnte keine Proportionalitéat zwischen der Eindringtiefe
des Tasters und der Mineralisationsfront der Probe festgestellt werden [Ganss et
al., 2009b]. Dieses Phanomen wurde bei langen Demineralisationszeiten von 30
bis 120 Minuten festgestellt.

Nach enzymatischer Entfernung der organischen Matrix konnten sowohl in der
Studie von 2007 als auch in der ersten Methodenstudie mit dem optischen Sensor
sowie mit dem mechanischen Taster ann&hernd gleiche Ergebnisse erzielt
werden. Dennoch wurde mit dem optischen Sensor ein geringerer Mineralverlust
als mit dem mechanischen Taster gemessen. Dies ist auf kleine organische
Ruckstande auf der Dentinprobe  zurlckzufihren, die mit dem
Rasterelektronenmikroskop nachgewiesen wurden. Diese Auflagerungen kommen
bei groReren Demineralisationszeiten haufiger vor, was die zunehmende Differenz
zwischen den Werten des optischen Sensors und des mechanischen Tasters bei
langeren Demineralisationszeiten erklart [Ganss et al., 2009b]. Es ist jedoch noch
unklar, ob der mechanische Taster die Ruckstande verdrangt oder sogar in die
teilmineralisierte beziehungsweise vollstandig mineralisierte Oberflache eindringt.
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass profilometrisch die Mineralisationsfront
bei groReren Substanzverlusten erst nach Entfernung der organischen Matrix
unter suffizienter Befeuchtung der Proben adaquat quantifiziert werden kann. Die
Werte, die unter diesen Messbedingungen erhoben wurden, stimmen mit den
Werten der Kalziumanalyse, die unabhangig vom Vorhandensein der organischen
Matrix den Mineralverlust quantifiziert, Uberein. Daher kobnnen sie als die
.wahren Werte" fur den profilometrisch quantifizierten Mineralverlust angesehen

werden.
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2.5 Hinflhrung zur Fragestellung und Zielsetzung

Die Profilometrie ist ein etabliertes Verfahren zur Quantifizierung von erosiven
Substanzverlusten im Schmelz. Die komplexe histologische Struktur von Dentin
fuhrt jedoch zu Messproblemen, die bislang nicht hinreichend bearbeitet worden
sind.

Erstmalig wurde der Einfluss der organischen Matrix auf die profilometrische
Quantifizierung des Mineralverlustes in der Studie von Ganss et al. [2007]
beschrieben. Ziel der Studie war es, den Einfluss von Abrasionen auf die
organische Matrix zu untersuchen und dabei die Messergebnisse etablierter
Messmethoden zur Quantifizierung des Mineralverlustes miteinander zu
vergleichen. Dazu wurde der Substanzverlust sowohl mit dem mechanischen als
auch mit dem optischen Profilometer sowie mit der longitudinalen Mikroradiografie
ermittelt. Alle drei Messverfahren fihrten jedoch zu unterschiedlichen
Messergebnissen, was durch das persistierende Kollagengeflecht zu begriinden
ist. Wahrend der optische Taster die Oberflache der organischen Matrix abféhrt,
dringt der mechanische Taster in die organische Matrix ein, erreicht jedoch nicht
die Mineralisationsfront. Zudem wurde in dieser Studie festgestellt, dass eine
kurze Dehydration der Probe an der Raumluft zu Dimensionsveranderungen des
Kollagengeflechtes fuhrt und dadurch die profilometrischen Messergebnisse
zusatzlich beeinflusst.

Erst nach Entfernung der organischen Matrix erzielten die verschiedenen
Messverfahren anndhernd gleiche Ergebnisse. Dadurch konnte gezeigt werden,
dass der Mineralverlust erst nach enzymatischer Entfernung des
Kollagengeflechtes profilometrisch quantifiziert werden kann.

Es folgte eine erste Methodenstudie zur Quantifizierung des Mineralverlustes am
Dentin, in der die Ergebnisse verschiedener Messmethoden wie der
Kalziumanalyse, der longitudinalen Mikroradiografie und der mechanischen und
optischen Profilometrie miteinander verglichen wurden. Die Werte der
Kalziumanalyse wurden dazu als Bezugswerte fir den tatsachlichen
Mineralverlust angesehen und als ,wahre Werte* betrachtet, da diese Methode
unabhangig vom Vorhandensein der organischen Matrix den Mineralverlust

quantifiziert. Fur die longitudinale Mikroradiografie waren die gewahlten
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Demineralisationszeiten von 30 bis 120 Minuten zu kurz, um adéaquate Ergebnisse
zu erzielen.

In dieser Studie konnte bestatigt werden, dass der Mineralverlust profilometrisch
erst nach Entfernung der organischen Matrix suffizient quantifiziert werden kann.
Dabei kann der mechanische Taster die Mineralisationsfront praziser abbilden, da
der optische Taster die organischen Ruckstande auf der Probenoberflache mit
abscannt und infolgedessen den Mineralverlust, vor allem bei langeren
Demineralisationszeiten, leicht unterschétzt.

Um eine Austrocknung der organischen Matrix und eine dadurch resultierende
Anderung der Messergebnisse zu vermeiden, wurden in dieser Methodenstudie
die Messungen jeweils unter feuchten Messbedingungen durchgefuhrt [Ganss et
al., 2009b].

Dennoch blieben weitere Fragen zur profilometrischen Quantifizierung des
Mineralverlustes am Dentin offen, die in dieser vorliegenden Studie eruiert werden

sollen.

Nachfolgend werden noch einmal die drei wichtigsten Aspekte, die zu
Messproblemen bei der profilometrischen Quantifizierung des Mineralverlustes am

Dentin fihren, dargestellt:

1. Die Messsysteme:

Bei der Quantifizierung gro3erer Substanzverluste hat sich gezeigt, dass optische
und mechanische Messsysteme zu unterschiedlichen Ergebnissen fuhren und
dass beide Systeme den Verlust mineralisierten Gewebes erst nach aufwendiger

Entfernung der organischen Matrix darstellen kénnen.

2. Die Handhabung der Proben:

Dentin hat einen hohen Wasseranteil und unterliegt unter Raumluft
Trocknungsph&nomenen. Besonders die organische Matrix kann wahrend der
Messung Schrumpfungsprozessen unterliegen, die die Messergebnisse erheblich
verandern kénnen. Bislang ist jedoch nichts Uber die zeitliche und zahlenmafige

Dimension dieser Phanomene bekannt.

3. Die organische Matrix:
Saureeinwirkungen filhren zur Demineralisierung der organischen Dentinmatrix,

die als Struktur auf der Probenoberflache persistiert und deutlich andere
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Eigenschaften aufweist als das mineralisierte Gewebe. Je nach Fragestellung ist
die organische Matrix Zielgewebe oder Storgrof3e, was eine entsprechende
Vorbereitung und Handhabung der Proben bei profilometrischen Messungen

erforderlich macht.
Vor diesem Hintergrund sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1. Sind mechanische Tastsysteme bei geringen Substanzverlusten zur
Quantifizierung von Mineralverlusten geeignet, ohne die organische Matrix zu

entfernen?

2. In welchem Zeitraum kommt es zu Dimensionsanderungen von Proben

aufgrund von Trocknungsphanomenen?

3. In welcher Grof3enordnung finden solche Dimensionsdnderungen statt und wie
stellen sich diese Dimensionsanderungen bei unterschiedlichen
Substanzverlusten, mit und ohne demineralisierte organische Matrix und bei

Verwendung optischer und mechanischer Messsysteme dar?

Um die dargestellten Messprobleme zu veranschaulichen, wird zusétzlich zu den
profilometrischen Messungen die histologische Struktur von Proben nach
Einwirkung des erosiven Mediums, nach Entfernung der entmineralisierten
organischen  Matrix und nach  verschiedenen  Trocknungsverfahren
elektronenmikroskopisch dargestellt. Dimensionséanderungen der Proben durch

Exposition an der Raumluft werden durch 3D-Scans visualisiert.

Aus den Ergebnissen sollen schliel3lich Empfehlungen fiir geeignete Verfahren zur
profilometrischen Analyse von Dentinproben abgeleitet werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchsaufbau

3.1.1 Herstellung der Dentinproben

Zur Herstellung der Dentinproben wurden humane, vollstandig retinierte dritte
Molaren verwendet. Unmittelbar nach der Osteotomie wurden die Zahne zur
Desinfektion und Konservierung in einer vollstandig gesattigten Thymol-Lésung
(Chem. 1) aufbewahrt.

Zur Weiterverarbeitung wurden die Zahne mit einem Skalpell (Mat. 1) von
eventuell anhaftenden Gewebe- und Blutresten befreit. Danach wurde jeder
Zahn mit einem lichthartenden Fixationskleber (Mat.2) und einem
Polymerisationslichtgerat (Mat. 3) mit der Okklusalflache auf einem
Plexiglasobjekttrager (Mat. 4) befestigt. Mit dem mit einer diamantierten
Bandsage ausgestatteten Exakt-Trennschleifsystem (Mat. 5) wurde die Wurzel
unter ausreichender Wasserkihlung im Bereich der Schmelz-Zement-Grenze
von der Krone abgetrennt und verworfen. Die Schlittenbelastung betrug dabei
ca. 150 g. Von den verbliebenen Zahnkronen wurde der &ul3ere Schmelzmantel
abgetrennt und longitudinale Dentinproben mit einer Dicke von ca. 1,0 mm
prapariert. Diese Dentinschnitte wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei 100%
Luftfeuchtigkeit gelagert. Die Dicke der Dentinproben wurde einzeln mit einer

Mikrometerschraube (Mat. 6) Gberpruft und dokumentiert.

Fur den Schleifvorgang wurden die Proben zunadchst mit der pulpalen Seite
nach oben plan auf einem Plexiglasobjekttrager befestigt und mit dem Exakt-
Mikroschleifsystem (Mat. 7) und Diamantschleifscheiben der Kérnung 15 pm
(Mat. 8) plan geschliffen. Das Auflagegewicht betrug bei diesem Vorgang 400 g.
Die pulpale Probenflache wurde markiert und anschlieRend vorsichtig vom
Plexiglasobjekttrager abgeltst. Die Probe wurde mit der noch unbeschliffenen
Seite nach oben auf den Plexiglasobjekttrager aufgeklebt und nach dem oben
stehenden Schema auf eine Dicke von etwa 800 um reduziert. Abschlie3end
wurden die Proben mit einer Diamantschleifscheibe der Kérnung 3 um (Mat. 9)
und einem Auflagegewicht von 100 g poliert, bis eine Probendicke von 750 pm
(x 20 um) erreicht wurde. Es resultierten planoparallele Dentinschliffe mit einem
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mindestens 3x3 mm grol3em Versuchsfeld. Alle Schleif- und Polierschritte

wurden unter ausreichender Wasserkiihlung durchgefinhrt.

Die so angefertigten Proben wurden profilometrisch auf ihre Planheit untersucht
und bei einer Abweichung von mehr als 0,5 um aussortiert. Bis zur weiteren

Verwendung wurden die Proben bei 100% Luftfeuchtigkeit gelagert.

Insgesamt wurden auf diese Weise 125 Proben hergestellt.

3.1.2 Herstellung der L6sungen

Demineralisationsldsung:

Zur Herstellung einer 0,05 molaren Zitronensaure wurden 10,219
Zitronensaure Monohydrat (Chem. 2) mit Aqua dest. auf 1000 g aufgefullt.

Kollagenaseltsung:

Zunachst wurde eine Mineralsalzlosung nach den Angaben von Gerrard und
Winter [1986] angesetzt. Dazu wurden 0,4 g Orthophosphorséure (Chem. 3) in
40 ml Aqua dest., 1,5 g Kaliumchlorid (Chem. 4) in 100 ml Aqua dest. und 1 g
Natriumhydrogenkarbonat (Chem.5) in 100 ml Aqua dest. geldst. Diese
Ldsungen wurden zusammengefugt und bis zu 600 ml mit Aqua dest. aufgefulit.
Anschlieend wurden 0,2 g Kalziumchlorid (Chem. 6) in 100 ml Aqua dest.
gelést und unter Ruhren hinzugefugt. Der Ansatz wurde mit Aqua dest. zu
einem Volumen von 1 Liter aufgefullt.

Anschlieend wurden 15 kU Kollagenase (Chem.7) in 150 ml
Mineralsalzldsung gel6st. Dies entspricht einer Konzentration von 100 U/ml.

3.1.3 Versuchsdurchfiihrung

Fur die spatere Auswertung wurden Glasobjekttrager (Mat. 10) mit jeweils
5 Bohrungen versehen (Abb. 1). Diese dienten bei der profilometrischen
Auswertung zum wiederholten Auffinden desselben zu untersuchenden Areals.
Die Bohrungen wurden unter Verwendung eines Winkelsticks (Mat. 11) und
eines Diamantbohrers (Mat. 12) parallel zur Langsachse des Objekttragers auf
eine Linie gesetzt und beschriftet. Danach wurden die Bohrungen mit einem

wasserfesten Filzstift markiert. Der untere Teil des Glasobjekttragers wurde mit
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einem Sandstrahlgerat (Mat. 13) bestrahlt, um ein spateres Befestigen der
Proben auf dem Glasobjekttrager zu ermdglichen.

Anschliel3end wurden die Proben mit dem lichthartenden Fixationskleber nach
dem unten stehenden Schema (Abb. 1) auf den Glasobjekttragern angebracht
und zur Halfte mit dem lichthértenden Fixationskleber abgedeckt. Diese durch
Kunststoff abgedeckte Flache diente spater als Referenzflache fur die
profilometrischen Messungen, wahrend der nicht abgedeckte Bereich das
Versuchsareal darstellte. Das Versuchsareal wurde anschlielend sorgfaltig auf

Verunreinigungen untersucht.

Funf Proben pro Gruppe wurden mit einer diamantierten Trennscheibe
(Mat. 14) in zwei Halften geteilt. Die eine Halfte wurde mit einer Probennummer
und die andere Halfte mit derselben Probennummer und dem Buchstaben ,a*
gekennzeichnet. Demnach entstammen die Proben 11 und 1la einem

Dentinschliff. Entsprechendes gilt fir die Proben 12-15.

Insgesamt wurden die Proben in 8 Gruppen (A-H) mit jeweils 20 Proben
eingeteilt. Zur profilometrischen Auswertung wurden 10 Proben (1-10)
verwendet. Von weiteren 5 Proben (11-15) wurde eine Halfte profilometrisch
ausgewertet und danach rasterelektronenmikroskopische Bilder und EDX-
Linescans angefertigt. Von den zweiten Probenhdlften (1la-15a) wurden
ausschliel3lich rasterelektronenmikroskopische Bilder und EDX-Linescans

angefertigt.
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Abb. 1: Beispiel der Probenvorbereitung fir die Gruppe A. ,a“ entspricht der jeweiligen
Probennummer, ,b" sind die Vorbohrungen zum Wiederauffinden desselben zu untersuchenden
Areals. ,c* sind die zu untersuchenden Proben, wobei ,V* das Versuchsareal und ,R* das
Referenzareal einer Probe entspricht. Bei den Proben 11 bis 15 handelt es sich jeweils um eine
Dentinhélfte. Die korrespondierende Dentinhélfte wurde mit derselben Probennummer und

einem zuséatzlichen Buchstaben gekennzeichnet.

Den einzelnen Gruppen (A-H) wurde jeweils eine bestimmte
Demineralisationsdauer zugeordnet. Die Demineralisationszeit fir die Gruppe A
betrug 5 Minuten, fir die Gruppe B 10 Minuten, flr die Gruppe C 15 Minuten,
fur die Gruppe D 20 Minuten, fur die Gruppe E 30 Minuten, fur die Gruppe F
60 Minuten, fur die Gruppe G 90 Minuten und fur die Gruppe H 120 Minuten.

Die Demineralisation erfolgte in einem Wasserbad (Mat.15) mit einer
0,05 molaren Zitronensaure bei einer Schuttelfrequenz von 35 pro Minute und
einer Temperatur von 37°C. Dazu wurden die Glasobjekttrdger mit den Proben
einer Gruppe jeweils in ein Farbegestell eingebracht (Mat.16), um ein
gleichzeitiges  Herausnehmen der Proben zu ermdéglichen. Nach
entsprechender Demineralisationszeit wurden die Proben fur eine Minute unter

flieRendem Wasser abgesplilt.

Die Auswertung der Proben 1-15 aller Gruppen erfolgte nach Entfernung der
Kunststoffabdeckungen zunéchst mit einem optischen Sensor (Mat. 17). Dabei

durchlief jede Probe drei Durchgénge mit unterschiedlichen Messbedingungen.
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Der Substanzverlust wurde pro Probe mit je drei Schrieben charakterisiert, die
anschlieBend zu einem Mittelwert zusammengefasst wurden. Eine

schematische Darstellung der Versuchsdurchfiihrung findet sich in 3.1.4.

Im ersten Durchgang wurde jede Probe fiur 30 Sekunden mit einem
Wassertropfen befeuchtet und sofort nach Entfernung des Wassertropfens mit
einem saugfahigen Tuch (Mat. 18) gemessen. Dieser Vorgang wiederholte sich
zwei Mal. Fur den zweiten Durchgang wurden die Proben nach Entfernung des
Wassertropfens 2 Minuten lang der Raumluft ausgesetzt. Zwischen den drei
Messungen erfolgte eine Rehydrierung der Probe mit einem Wassertropfen fur
jeweils 30 Sekunden. Im dritten Durchgang wurden die Proben 10 Minuten der
Raumluft ausgesetzt, dabei erfolgten die drei Messungen direkt hintereinander,

ohne die Probe zwischendurch erneut zu befeuchten.

Anschliel3end wiederholten sich dieselben Durchgange bei der Auswertung mit

dem mechanischen Tastsystem (Mat. 19).

Zusatzlich wurden bei einer einzelnen Probe jeder Gruppe Trocknungseffekte
Uber die Zeit beobachtet. Insgesamt betrug die Beobachtungszeit 30 Minuten.
In dieser Zeit wurden die Proben nach einer Minute, zwei Minuten, drei Minuten,
vier Minuten, fuinf Minuten, zehn Minuten, finfzehn Minuten und letztmalig nach
30 Minuten profilometrisch untersucht. Die sogenannten Trocknungsreihen
wurden drei Mal pro Probe durchgeflhrt. Zwischen den drei Durchgangen
erfolgte ein erneutes Befeuchten der Probe fur jeweils eine Minute. Die
Messungen erfolgten sowohl mit dem optischen Sensor als auch mit dem

mechanischen Tastsystem.

Nach vollstdndiger Auswertung der Proben wurde die organische Matrix mit der
Kollagenaselosung entfernt. Dazu wurden die Proben in der Kollagenaseltsung
im Schuittelbad bei einer Schittelfrequenz von 35 pro Minute bei 37°C flr
96 Stunden gelagert. Etwaige lose Auflagerungen auf den Probenoberflachen
wurden mit NaOCIl (Chem. 8) und einem Wattekiigelchen (Mat. 20) unter einem
Mikroskop (Mat. 21) entfernt.
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Alle Messungen wiederholten sich fir den optischen Sensor und das
mechanische Tastsystem nach dem oben beschriebenen Schema. Die

Messungen flr 2 Minuten Trocknung bei Raumluft entfielen.

Von den Proben 1la-15a wurden direkt nach entsprechender
Demineralisationszeit mit organischer Matrix und von den Proben 11-15 nach
vollstadndiger  profilometrischer ~ Auswertung ohne organische  Matrix
rasterelektronenmikroskopische Bilder und EDX-Linescans erstellt. Dazu
wurden die Proben zunéchst mit dem Skalpell vom Glasobjekttrager abgelost
und gespalten. Die Spaltung erfolgte senkrecht zur Grenze zwischen Versuchs-
und Referenzflache. Anschlielend wurden die Proben einer Kritisch-Punkt-
Trocknung unterzogen, die unter 3.4 ausfuhrlich beschrieben wird. Da die
Proben 11 und 11a bis 15 und 15a aus einem Dentinschliff stammen, sind die
rasterelektronenmikroskopischen Bilder vom Querschnitt der Probe vor und

nach Entfernung der organischen Matrix direkt miteinander vergleichbar.

In einem zusatzlichen Versuch wurden 5 weitere Dentinproben auf die zuvor
beschriebene Art und Weise hergestellt und in dem gleichen Wasserbad
(37°C), bei gleicher Schuttelfrequenz (35 pro Minute) und in der gleichen
Demineralisationslosung (0,05 molare Zitronensaure) fur 120 Minuten
demineralisiert. AnschlieRend wurden die Proben senkrecht zur Grenzflache
zwischen Versuchs- und Referenzflache gespalten. Die eine Probenhalfte
wurde flr mindestens 4 Tage der Raumluft ausgesetzt, die andere Probenhélfte
wurde einer Kritisch-Punkt-Trocknung unterzogen. Danach wurden von diesen
Dentinproben ebenfalls Querschnittsbilder mit dem Rasterelektronenmikroskop

angefertigt.

25



Material und Methoden

3.1.4 Schematische Darstellung der Versuchsdurchfiih rung

mechanische Profilometrie
N N

vor Entfernung der organischen Matrix nach Entfernung der organischen Matrix
+ v ¥ ¥ ¥
Messung Dehydrierung Dehydrierung Messung Dehydrierung
direkt nach der Probe fir der Probe fiir direkt nach der Probe fir
Entfernung 2 min 10 min Entfernung des 10 min
des Wassertropfens
Wassertropfens
Messung Dehydrierung Dehydrierung Messung Dehydrierung
direkt nach der Probe fir der Probe fiir direkt nach der Probe fiir
Entfernung des 2 min 10 min Entfernung des 10 min
Wassertropfens Wassertropfens
1 f f t f
vor Entfernung der organischen Matrix nach Entfernung der organischen Matrix

™~ Pl
optische Profilometrie

3.2 Messmethoden

3.2.1 Optische Profilometrie

Zur optischen Profilometrie wurde der MikroProf® mit dem FRT CWL Sensor
benutzt. Der Sensor arbeitet dabei nach dem Prinzip der chromatischen
Aberration. Dabei wird die Probe mit fokussiertem Weildlicht (LED) bestrahlt.
Aus der spektralen Verteilung des an der Oberflache gestreuten Lichtes wird
die Hohe der Probe bestimmt. Die vertikale Auflésung des Sensors betragt
dabei 10 nm mit einem lateralen Auflésungsvermdégen von 1-2 um. Der

maximale Héhenmessbereich liegt bei 300 pum.

Der Sensor des MikroProf® lasst sich durch die manuelle Eingabe der
Koordinaten an ein und dieselbe Stelle fahren. Deshalb wurden vor der ersten
Messung flr jede Probe zum einen die x-Achsen Koordinaten der Vorbohrung
und zum anderen die x-Achsen Koordinaten fir den Beginn der Messstrecke

genau definiert und notiert.
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Auf dem Messtisch des Systems wurde ein Lineal mit Klebeband fixiert, um die
Proben in x-Richtung reproduzierbar platzieren zu kénnen. Anschliel3end wurde
der Sensor an die fur jede Probe spezifischen x-Achsen Koordinaten der
Vorbohrung gefahren. Durch manuelle Verschiebung des Objekttragers in
y-Richtung konnte die Vorbohrung danach im Fadenkreuz der Kamera zentriert
werden. Um ein Verrutschen des Glasobjekttragers in y-Richtung zu vermeiden,

wurde dieser mit Knete fixiert.

Abschlieend konnte durch eine erneute Eingabe der zuvor definierten
Koordinaten der Sensor an den Anfang der Messstrecke gefahren werden. Die
nachfolgende Messstrecke wurde mit einer Gesamtlange von 2 mm, also 1 mm
Versuchsareal und 1 mm Referenzareal, definiert, sodass sich die Grenzflache

beider Areale mittig befindet.

Nach der ersten Messung wurden die Koordinaten um 200 pum in y-Richtung
verandert, um einen zweiten Profilschrieb zu erhalten. Eine erneute

Verschiebung um 200 um erfolgte fur den dritten Profilschrieb.
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Abb. 2: Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt eines Glasobjekttragers einer beliebigen Probe.
Hierbei ist ,a“ die Probennummer, ,b* die Vorbohrung zum Wiederauffinden desselben
Ausgangspunktes und ,c“ die zu untersuchende Probe, wobei ,R" das Referenzareal und ,V*
das Versuchsareal darstellt. ,d“ ist die Grenzflache zwischen dem Referenz- und
Versuchsareal. Die gestrichelte Linie stellt den Abstand zwischen der Mitte der Vorbohrung und
Beginn der Messstrecke dar. ,e“ stellt die drei Profilschriebe mit einem Abstand von 200 um

dar.

Die Auswertung der einzelnen Profilschriebe erfolgte mit dem FRT Mark Il
Standard-Analyseprogramm (Mat. 22) und dem Betriebssystem Windows™.
Dazu wurde eine Strecke von 0,5 mm auf dem Referenzareal festgelegt und im
x-y Koordinatensystem ausgerichtet. AnschlieRend wurde dieselbe Strecke als
Ausgleichsgerade im Referenzareal und eine weitere Ausgleichsgerade von
0,5 mm im Versuchsareal festgelegt. Der vertikale Hohenunterschied beider
Ausgleichsgeraden stellt den Substanzverlust dar. Bei Verunreinigungen auf
der Probe wurden die Koordinaten fiir die Ausgleichsgeraden verandert, um
diesen bei der Messung zu umgehen. Die Anderung der Koordinaten wurde bei

jeder Messung derselben Probe aller Gruppen berticksichtigt.
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Topographie [pm]

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
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Abb. 3: Bei der Auswertung der Messstrecke stellt ,1“ sowohl den Ausrichtungsbereich als auch
die Messstrecke auf der Referenzflache dar. ,2" ist die Messstrecke auf der Versuchsflache.

Der vertikale Abstand 3" beider Strecken entspricht der berechneten Stufenhdhe.

Abschlieend  wurden  3D-Bilder einer Probe nach  5-minutiger
Demineralisationszeit erstellt. Dabei wurde ein Bereich von 2x2 mm gescannt.
Die Auflosung der Bilder betrug dabei 400x400 Pixel. Bei diesen
Messbedingungen betragt die Scanzeit 10 Minuten. Die graphische Darstellung

der 3D-Bilder erfolgte mit dem Mark Ill Standard- Analyse-Programm.

3.2.2 Mechanische Profilometrie

Zur Profilometrie unter Verwendung eines mechanischen Tastarms wurde das
Perthometer S8P verwendet. Das Perthometer ist auf einem pneumatisch
gelagerten Spezialtisch positioniert, um Erschitterungen abzufangen.

Der Radius der Nadelspitze des mechanischen Tastarms betragt 10 um, die
vertikale Auflosung des Systems liegt bei 0,015 um.
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Auf dem Messtisch des Perthometers wurde wie beim optischen Profilometer
ein Lineal mit Klebeband befestigt, um eine genaue Repositionierung der
Glasobjekttrager auf der x-Achse zu erreichen. AnschlieBend wurde der
Glasobjekttrager mit den Proben mit Knete fixiert. Nach Zentrierung des Tasters
in der Vorbohrung folgte die Einstellung des Abstandes zwischen Vorbohrung
und Beginn der Messstrecke. Dieser Abstand wurde aus den Koordinaten von
der Vorbohrung und dem Beginn der Messstrecke des optischen Profilometers

errechnet.

Fur den zweiten und dritten Profilschrieb wurde der Tastarm manuell um jeweils

200 pm in y-Richtung verschoben.

Um Abweichungen durch zwei verschiedene Auswertungssysteme zu
vermeiden, wurden die Profilschriebe des Perthometer S8P auch mit dem
FRT Mark Ill Standard-Analyseprogramm nach oben stehendem Schema

ausgewertet.

3.3 Reproduzierbarkeit

3.3.1 Reproduzierbarkeit der Messungen

Die Reproduzierbarkeit der Messungen wurde an beiden Geraten untersucht.
Dabei wurde jeweils eine Probe mit einer Demineralisationszeit von 5 sowie
120 Minuten vor und nach Entfernung der Matrix erneut gemessen. Die
Messungen erfolgten direkt nach Entfernung des Wassertropfens mit einem
Tuch sowie erneut nach 10-minutiger Dehydrierung der Probe bei Raumluft.
Zwischen allen Messungen wurden die Proben fir eine Minute mit einem
Wassertropfen rehydriert, um Trocknungsartefakte zu vermeiden. Die
Messungen starteten wie im Hauptversuch direkt nach Entfernung des
Wassertropfens. Alle Messungen wurden 10-mal ohne Entfernung der Probe
vom Messtisch und 10-mal nach Entfernung und erneuter Repositionierung der

Probe gemessen.
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Tab. 1. Diese Tabelle zeigt die Reproduzierbarkeit der Messungen am mechanischen

Perthometer S8P. Es wurde jeweils 1 Probe mit 5 sowie 120 Minuten Demineralisationszeit vor

und nach Entfernung der organischen Matrix gemessen. Die Messungen erfolgten jeweils

10-mal, sowohl ohne Veranderung der Probenposition als auch nach erneuter Repositionierung

der Probe.

In dieser Tabelle sind die arithmetischen Mittelwerte + Standardabweichung

aufgefiihrt. Die Messungen erfolgten sofort nach Entfernung des Wassertropfens (feucht) sowie

nach 10-minttiger Dehydrierung der Probe.

Reproduzierbarkeit fir mechanische Profilometrie

ohne Veranderung der

Position der Probe

nach erneuter

Repositionierung der Probe

Deminerali- feucht Dehydrierung feucht Dehydrierung
sationszeit der Probe bei der Probe bei
Raumluft fur Raumluft fur 10
10 min min
vor
Entfernung 5 Minuten 2,2+0,3 -09+04 25+0,2 -0,8+0,4
der
organischen
Matrix 120 Minuten 33,3+0,3 29,8+1.3 34,4+0,8 32,9+0,9
nach
Entfernung 5 Minuten 3,1+0,3 -1,8+1,0 26+0,3 -0,2+£0,6
der
organischen
120 Minuten 63,7 £0,4 55,4+£0,8 58,7+2,8 56,6 £ 3,1

Matrix
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Tab. 2: Diese Tabelle zeigt die Reproduzierbarkeit der Messungen am optischen Profilometer
MikroProf®. Es wurde jeweils 1 Probe mit 5 und 120 Minuten Demineralisationszeit vor und
nach Entfernung der organischen Matrix gemessen. Die Messungen erfolgten jeweils 10-mal
mit und ohne Veranderung der Einstellungen. In dieser Tabelle sind die arithmetischen
Mittelwerte + Standardabweichungen aufgefiihrt. Die Messungen erfolgten einmal sofort nach
Entfernung des Wassertropfens (feucht) sowie nach 10-minitiger Dehydrierung der Probe an

der Raumluft.

Reproduzierbarkeit flir optische Profilometrie

ohne Veranderung der nach erneuter
Position der Probe Repositionierung der Probe
Deminerali- feucht Dehydrierung feucht Dehydrierung
sationszeit der Probe bei der Probe bei
Raumluft fur Raumluft far 10
10 min min
Vor
Entfernung 5 Minuten 0,1+0,6 -1,4+0,9 0,2+04 -1,3+0,6
der

organischen

Matrix 120 Minuten 0,6 +0,5 32,4+0,3 1,2+0,3 29,8+0,4

Nach

Entfernung 5 Minuten 2,1+05 -1,3+0,5 1,1+0,5 -2,1+1,1

der

organischen

Matrix 120 Minuten 59,2+0,3 57,4+0,7 59,5+0,6 55,5+1,0

3.3.2 Reproduzierbarkeit der Auswertung
Zur Reproduzierbarkeit der Auswertung wurde jeweils die letzte Messung aller
Durchgange 10-mal hintereinander ausgewertet. Dabei ergab sich eine

Standardabweichung aller Auswertungen von + 0.
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3.4 Rasterelektronenmikroskopie

Bei der Probenvorbereitung fur die rasterelektronenmikroskopischen Bilder fand
zunachst eine Entwasserung der Proben statt. Dies geschah mit einer
aufsteigenden Acetonreihe. Dabei wurden die Proben jeweils fir mindestens
8 Stunden in 70%-, 80%-, 90%-, 95%- und zweimal in 100%iger Acetonldsung

gelagert.

Anschliel3end wurde das Aceton gegen CO; in der Druckkammer des Kritisch-
Punkt-Apparates (Mat. 23) ausgetauscht. Dazu wurde die Kammer mit
flissigem CO, gefillt und das CO,-Aceton-Gemisch aus der Druckkammer
abgelassen. Dieser Vorgang wurde sechs Mal wiederholt, bis ein vollstandiger

Austausch gegen CO; stattgefunden hatte.

Im Anschluss wurde die Druckkammer auf eine Temperatur von 40°C und einen
Druck von 80 bar eingestellt. Dabei wurde der kritische Punkt des CO, von
74 bar und 31°C [Mulisch, 2010] umgangen, um eine Rekondensation wahrend

des Ablassen des Gases zu vermeiden.

Nun wurden die getrockneten Proben mit einem vakuumfesten, leitenden
graphithaltigen Kleber (Mat. 24) auf einem Aluminiumprobenhalter (Mat. 25) mit
leitfahigen Tabs (Mat. 26) befestigt und fir 60 Sekunden bei 20 mA mit Gold
bedampft (Mat. 27), um eine entsprechende Leitfahigkeit der Proben zu

erreichen.

Anschlieend wurden von den Proben sowohl Strukturaufnahmen von den
Querschnitten als auch EDX-Linescans mit einem Rasterelektronenmikroskop
(Mat. 28) angefertigt.

Die Beschleunigungsspannung fur die Strukturaufnahmen betrug dabei 5 kV bei
einem Arbeitsabstand von 10 mm. Die Strukturaufnahmen der Proben nach
5- bis 20-minitiger Demineralisationszeit wurden mit einer 500fachen
Vergro3erung aufgenommen, wahrend die Strukturaufnahmen nach 30- bis
120-minutiger Demineralisationszeit mit einer 300fachen Vergrél3erung
angefertigt wurden. Der Strahldurchmesser (Spot-Size) lag jeweils bei 30. Alle

anderen Einstellungen wurden wahrend der Aufnahmen konstant gehalten.
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Zusatzlich wurden EDX-Linescans mit Hilfe eines energiedispersiven
Rontgenspektrometers (Mat. 29) angefertigt. Dazu wurde die
Beschleunigungsspannung auf 15 kV, der Arbeitsabstand auf 15 mm und die
Zahlrate auf rund 1 kcps (kilo counts per second) erhoht. Aus den
Versuchsflachen der Proben wurde ein reprasentatives Areal ausgewahlt und
2000fach vergrof3ert. Dadurch entstand eine 45 um lange Strecke, die sich
sowohl im demineralisierten als auch im mineralisierten Bereich der Probe
befand. Auf dieser Strecke wurden 99 einzelne Messpunkte erstellt und die
Elemente Kalzium, Phosphor, Kohlenstoff und Sauerstoff quantitativ gemessen.
Die Ergebnisse wurden spéter in Form eines Liniendiagramms dargestellt und
mit Hilfe des Quantax Systems (Mat. 29) ausgewertet. Das zur Verfligung
stehende Auswertungsprogramm gibt die Menge der detektierten

Rontgenquanten fur jeden Messpunkt ausschliellich in der Einheit kcps an.

3.5 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS 20.0 fur Windows. Aus den
jeweils gemessenen Werten wurden die arithmetischen Mittelwerte, Mediane,
Standardabweichungen sowie Minima und Maxima errechnet, um die
Versuchsgruppen zu vergleichen. Dabei ergab der Kolmogoroff-Smirnoff-Test
keine signifikante Abweichung von der Gauss-Verteilung. Fur den Vergleich
innerhalb einer Demineralisationszeit wurde der t-Test fiur abhéangige
Stichproben verwendet. Der Vergleich eines Messzeitpunktes zwischen den
verschiedenen Demineralisationszeiten erfolgte durch die einfache
Varianzanalyse (ANOVA) mit Ausschlusstest nach Tukey.

Zum Vergleich der Ubereinstimmung von Ergebnissen unterschiedlicher
Messmethoden und unterschiedlicher Messzeitpunkte wurden Bland-Altman-
Plots verwendet. Dabei wird der Mittelwert beider Methoden auf der x-Achse
gegen die absolute Differenz auf der y-Achse aufgetragen [Bland und Altman,
2003]. Ein systematischer Fehler liegt vor, wenn die Differenz der Mittelwerte
(®) mit dem t-Test signifikant von 0 abweicht. Ein proportionaler Fehler liegt vor,
wenn die Steigung der Regressionslinie signifikant von 0 abweicht [Ludbrook,
2002].

Das Signifikanzniveau wurde bei 0,05 festgelegt.
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3.6 Materialliste

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

1:

10:

11:

12:

13:

Einmalskalpell, Feather disposable Scalpel No. 15, Feather Safety
Razor Co., Osaka, Japan

Lichthartender Fixierungskleber, Technovit 7230 VLC, Heraeus-Kulzer
GmbH, Wehrheim/Ts., Deutschland

Polymerisationsgerat  Translux  CL, Heraeus-Kulzer = GmbH,
Wehrheim/Ts., Deutschland

Plexiglasobjekttrager 50 x 100 mm, Glas Kontor, Giessen, Deutschland

Exakt-Trennschleifsystem, Exakt Apparatebau O. Herrmann,

Norderstedt, Deutschland

Mikrometerschraube mit Digitalanzeige (0-35 mm; 0,001 mm),

Mitutoyo, Japan

Exakt-Mikroschleifsystem,  Exakt Apparatebau O. Hermann,

Norderstedt, Deutschland

Diamantschleifscheiben der Kérnung 15 um, Buehler, Dusseldorf,

Deutschland

Diamantschleifscheiben der Kornung 3 pum, Buehler, Dusseldorf,

Deutschland

Glasobjekttrager, 76 x 26 mm, R. Langenbrinck, Emmendingen,

Deutschland
Winkelstiick, rot, schnelldrehend, Siemens, Bensheim, Deutschland

Diamantbohrer, Kugeldiamant 1SO No. 806 104 001 524 014,
HORICO, Berlin, Deutschland

Ausbett- und Kombistrahlanlage EWL Typ 5423, KaVo Dental GmbH,
Biberach/Ril3, Deutschland
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Mat. 14:

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

15:

16:

17:

18:

19:

20:

21:

22:

23:

24

25:

26:

27:

Diamantierte Trennscheibe, ISO 806 104 317524 220, Komet, Lemgo,

Deutschland
Wasserbad, Modell 1083, GFL, Burgwedel, Deutschland
Farbekasten, Schott, Mainz, Deutschland

Optisches Profilometer, MikroProf® mit FRT CWL F 300 um Sensor
und der Aufnahme-Software ,Acquire” (Version 1.42), Fries Research
& Technology GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland

Tork Advanced Hand Towel Green Zigzag Fold, SCA Hygiene
Products AB, Goteborg, Schweden

Mechanisches  Profilometer, Perthometer S8P, FRW 750,
Tastspitzenradius 10 um, Kegelwinkel 90°, Messkraft 6 mN, Perthen
Mahr, Géttingen, Deutschland

Wattekugelchen, Ref. 210 110, 4 g, Langenau, Deutschland
Auflichtmikroskop, SMZ-2T, VergrofRerung 10x, Nikon, Tokyo, Japan

Auswertungs-Software, ,FRT Mark 11, Version 3.9.2.2 Standard-
Analyseprogramm, Fries Research & Technology, Bergisch Gladbach,

Deutschland
Kritisch-Punkt-Trockner CPD 030, Baltec, Witten, Deutschland

Leit C Spezialkleber fir die Rasterelektronenmikroskopie, Plano
GmbH, Wetzlar, Deutschland

Stiftprobenteller G301, Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland
Leit-Tabs G3347, Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland

Sputtergerat, JEOL Fine Coater JFC-1200, JEOL Germany GmbH,

Eching bei Minchen, Deutschland
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Mat. 28:

Mat. 29:

Rasterelektronenmikroskop JSM-6510 mit der Software ,SEM Control
User Interface” Version 3.04, JEOL Germany GmbH, Eching bei

Miinchen, Deutschland

Energiedispersives Rontegenspektrometer Bruker Nano QUANTAX
XFlash® 410-M mit der Auswertungssoftware ,Bruker Esprit*, Version
1.9.2.2558, Brucker Nano GmbH, Berlin, Deutschland

3.7 Chemikalienliste
Chem. 1: Thymol Pulver, Art.- Nr. 89330, Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Chem.

Chem.

Chem.

Chem.

Chem.

Chem.

Chem.

2

. Zitronensaure-Monohydrat, CAS-Nummer 5949-29-1, Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland

Orthophosphorséaure, CAS-Nummer 7664-38-2, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

: Kaliumchlorid, CAS-Nummer 7447-40-7, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Natriumhydrogencarbonat, CAS-Nummer 144-55-8, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

: Kalziumchlorid, CAS-Nummer 10043-52-4 Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

: Kollagenase Clostridium histolyticum Typ VII, Art.Nr.: C-0733 Collagen
digestion activity: 1,680 units/mg solid, Sigma Aldrich Chemie GmbH,
St. Louis (MO), USA

. Natriumhypochlorit, Mischungsverhaltnis 1,2 Liter Aqua dest. mit 1
Liter Natriumhypochloritldsung, Art. Nr. 90623, Carl Roth GmbH & Co,
Karlsruhe, Deutschland
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4. Ergebnisse

4.1 Allgemeines

Alle 160 Proben konnten ausgewertet werden. Bei der makroskopischen
Untersuchung war sowohl vor als auch nach Entfernung der organischen Matrix
ein deutlicher Unterschied zwischen Versuchs- und Referenzflache erkennbar. Mit
zunehmender Demineralisationszeit entwickelte sich eine Stufe zwischen beiden
Flachen. Vor Entfernung der organischen Matrix stellte sich die Versuchsflache als
eine weildliche, kreidige, opake, mit einem Skalpell eindriickbare Oberflache dar.
Unmittelbar nach Entfernung der organischen Matrix wurden sowohl auf der
Versuchsflache als auch auf der Referenzflache weil3-opake Auflagerungen
sichtbar. Diese Auflagerungen konnten ohne Zerstérung der Oberflache vorsichtig
mit NaOCI entfernt werden. Anschlieend wirkte die Versuchsflache weiterhin matt
und kreidig, jedoch hart und unveranderbar. Die Referenzflache hingegen wirkte
sowohl vor als auch nach Entfernung der organischen Matrix glatt und glanzend.

Vereinzelt waren Polierstreifen auf der Oberflache sichtbar.
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4.2 Ubersicht der Mittelwerte und Standardabweichun

4.2.1 Optische Profilometrie

gen

Tab. 3: Diese Tabelle liefert einen Uberblick tiber die mit der optischen Profilometrie ermittelten

Werte bei unterschiedlichen Messbedingungen vor und nach Entfernung der organischen Matrix

(arithmetischer Mittelwert + Standardabweichung).

optische Profilometrie

vor Entfernung der
organischen Matrix

nach Entfernung der
organischen Matrix

Deminerali- Messung direkt Dehydrierung der Probe Messung direkt | Dehydrierung
sationszeit nach bei Raumluft nach Entfernung | der Probe bei
Entfernung des des Raumluft fur
Wassertropfens 2 min 10 min Wassertropfens 10 min

5 min 0,3+0,7 08+13 | 0,6+1,3 3,5+0,8 11+1,.2

10 min 0,4+1,2 2,716 | 2,716 6,1+1,2 4,3+1,8
15 min 05+1,3 45+1,7 4,3+ 1,6 9,6+1,8 75+ 24
20 min 0,8+1,7 70+18 | 7620 13,2+2,6 10,5+ 2,7
30 min 10+11 96+20 | 9,6+2,]1 18,6 +3,4 15,9+34
60 min 19+15 154+21 1164+21 324+31 29,6 + 3,6
90 min 3,1+£15 17,7+4,6 | 23,7 3,7 42,1 +4,8 39,9+45
120 min 34+15 22,1+6,7 | 30,0 +4,3 555+7,4 53,9+7,2
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4.2.2 Mechanische Profilometrie
Tab. 4: Diese Tabelle liefert einen Uberblick tber die mit der mechanischen Profilometrie
ermittelten Werte bei unterschiedlichen Messbedingungen vor und nach Entfernung der

organischen Matrix (arithmetischer Mittelwert + Standardabweichung).

mechanische Profilometrie

vor Entfernung der nach Entfernung der
organischen Matrix organischen Matrix
Deminerali- Messung direkt Dehydrierung der Probe Messung direkt | Dehydrierung
sationszeit nach bei Raumluft fur nach der Probe bei
Entfernung des Entfernung des Raumluft fir
Wassertropfens 2 min 10 min Wassertropfens 10 min
5 min 29+11 09+12 | 0,8+0,8 42 +1,3 05+1,0
10 min 49+1,3 34+13 | 25%+1,6 7,1+1,6 35+20
15 min 6,9+1,6 52+22 | 4317 11,1+£2,0 7,1 £2,8
20 min 9,0+1,7 85+22 | 6,8+22 148+25 13,1+2,0
30 min 121+1,7 |(116+2,2 |102+24 19,6 +3,6 16,9 + 3,2
60 min 179+19 18,0+2,6 |16,1+24 341+44 30,0+2,8
90 min 248+42 |1261+39 |246+3,8 43,9 +5,6 39,0+5,6
120 min 30,6 +£58 |[330+£55|32,1+4,4 57,8+8,1 53,5+6,8
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4.3 Trocknungsreihen

Fur jede Demineralisationszeit wurde jeweils eine Probe drei Mal einer
Trocknungsreihe unterzogen. Die Mittelwerte dieser drei Schriebe werden in den
folgenden Liniendiagrammen (siehe Abbildung 4-7) dargestellt. Jeder Graph stellt
dabei die gemessene Stufenhthe zu einer Demineralisationszeit dar. Der erste
Graph mit der kleinsten gemessenen Stufenhéhe entspricht einer
Demineralisationszeit von 5 Minuten. Den folgenden Graphen sind
Demineralisationszeiten von 10 Minuten, 15 Minuten, 20 Minuten, 30 Minuten,
60 Minuten und 90 Minuten zuzuordnen. Der letzte Graph stellt die gemessene

Stufenhdhe nach 120 Minuten Demineralisationszeit dar.

Die Abbildung 4 zeigt die Ergebnisse der optischen Profilometrie vor Entfernung
der organischen Matrix. In den ersten 3 Minuten zeichnet sich ein unregelmafiiger
Anstieg der gemessenen Stufenhohen ab. AnschlieBend wird bei allen
Demineralisationszeiten ein Plateau mit kleinen unregelmafligen Schwankungen

erreicht.

Die Abbildung 5 zeigt die Ergebnisse der optischen Profilometrie nach Entfernung
der organischen Matrix. Die Abbildungen 6 und 7 stellen die Ergebnisse der
mechanischen Profilometrie vor und nach Entfernung der organischen Matrix dar.
Bei allen drei Abbildungen liegen die gemessenen Werte von Anfang an auf einem
Plateau. Dabei variiert die Hohe des Plateaus je nach Art der Probenvorbereitung
und nach Art des Tasters. Innerhalb jedes Plateaus ist bei allen drei Abbildungen
bis zur 10-mindtigen Dehydrierung der Probe ein leichter Abfall, gefolgt von einem
leichten Anstieg der gemessen Werte erkennbar.

Eine Ausnahme stellt bei allen drei Abbildungen die Probe nach 120 Minuten
Demineralisationszeit dar. Bei den Messungen mit dem optischen Sensor nach
Entfernung der organischen Matrix (Abbildung 5) ist ein leichter Anstieg bis zur
einminutigen Dehydrierung der Probe zu erkennen. Danach fallen die Werte leicht
ab und steigen nach 15-mindtiger Dehydrierung wieder an. Mit dem mechanischen
Taster vor Entfernung der organischen Matrix (Abbildung 6) ist der anfangliche
Anstieg bis zur 2-minlutigen Dehydrierung der Probe erkennbar. Es folgt ein
leichter Abfall der Werte bis zur 10-minitigen Dehydrierung. Danach steigen die
Werte wieder leicht an. Bei den Messungen mit dem mechanischen Taster nach
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Entfernung der organischen Matrix (Abbildung 7) ist ausschlief3lich ein Abfall der

gemessen Werte zu erkennen.
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Abb. 4: Ergebnisse der durch den optischen Sensor ermittelten Werte vor Entfernung der

organischen Matrix.
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Abb. 5: Ergebnisse der durch den optischen Sensor ermittelten Werte nach Entfernung der

organischen Matrix.
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Abb. 6: Ergebnisse der durch den mechanischen Taster ermittelten Werte vor Entfernung der

organischen Matrix.
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Abb. 7: Ergebnisse der durch den mechanischen Taster ermittelten Werte nach Entfernung der

organischen Matrix.
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4.4 Einfluss der Dehydrierung der Proben auf die du  rch optische
Profilometrie ermittelten Messwerte

4.4.1 Ergebnisse vor Entfernung der organischen Mat  rix

40
ABC

35

0 ABC

)
a

A BB

)
o

Stufenhdhe (um)
&

=
e

rul T

5 min 10 min 15 min 20 min 30 min 60 min 90 min 120 min

Demineralisationszeit

Abb. 8: Darstellung der arithmetischen Mittelwerte + Standardabweichungen der durch optische
Profilometrie ermittelten Stufenhdhen vor Entfernung der organischen Matrix. Die Balken zeigen
den Substanzverlust direkt nach Entfernung des Wassertropfens (hellblaue Balken) sowie nach
2-mindtiger (blaue Balken) und nach 10-minitiger Dehydrierung der Probe (dunkelblaue Balken).
Gleiche Buchstaben bedeuten, dass sich die gemessenen Stufenhdhen innerhalb einer

Demineralisationszeit nicht signifikant voneinander unterscheiden.

Generell ist mit zunehmender Demineralisationszeit eine Zunahme der
Stufenhéhe bei allen Messbedingungen erkennbar. Der visuell erkennbare
Unterschied ist jedoch bei den Messungen direkt nach Entfernung des
Wassertropfens  (hellblaue Balken) von einer zur nachst langeren

Demineralisationszeit nicht signifikant. Erst nach einer Dehydrierungszeit von
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2 Minuten* und 10 Minuten® wird der Unterschied mit wenigen Ausnahmen

signifikant.

Betrachtet man die unterschiedlichen Messbedingungen innerhalb einer
Demineralisationszeit, ist mit Ausnahme der 5-minitigen Demineralisationszeit ein
deutlicher Unterschied zwischen der Messung direkt nach Entfernung des
Wassertropfens und nach der Dehydrierung der Probe erkennbar. Dieser
Unterschied wird mit zunehmender Demineralisationszeit deutlicher. So steigt die
gemessene Stufenhthe bei einer Demineralisationszeit von 10 Minuten unter
feuchten Messbedingungen im Vergleich zur 10-minidtigen Dehydrierung von
0,4um (£1,2) auf 2,7 um (£1,6) und nach einer Demineralisationszeit von
120 Minuten von 3,4 pum (x 1,5) auf 30,0 um (x 4,3) an.

Demgegenuber unterscheiden sich die Werte bei dem Vergleich der
Dehydrierungszeiten von 2 und 10 Minuten nur geringfligig. Erst nach einer

Demineralisationszeit von 90 und 120 Minuten wird der Unterschied deutlicher.

! 5 zu 10 Minuten, 15 zu 20 Minuten und 20 zu 30 Minuten jeweils p<0,05; 30 zu 60
Minuten p<0,001

2 5 zu 10 Minuten und 90 zu 120 Minuten jeweils p<0,01; 15 zu 20 Minuten, 30 zu 60
Minuten und 60 zu 90 Minuten jeweils p<0,001
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In der folgenden Abbildung wird ein 3D-Scan einer Probe nach 5-mindtiger
Demineralisationszeit vor Entfernung der organischen Matrix gezeigt. Die
Scandauer betrug 10 Minuten.

Der Profilschrieb A, dargestellt durch die untere schwarze Linie in Abbildung 9,
entspricht dem Zustand direkt nach Entfernung des Wassertropfens. Der
Profilschrieb B, dargestellt durch die obere schwarze Linie in Abbildung 9,
entspricht dem Zustand nach 10-mindtiger Dehydrierung bei Raumluft. Die
Dentinprobe hat sich wéahrend der Aufzeichnungsdauer von 10 Minuten gewolbt.
Visuell ist die konkave Wolbung durch den helleren Bereich in der rechten oberen
Ecke auf der Versuchsflache zu erkennen. Zudem ist die Wélbung im Profilschrieb
B durch den Anstieg des Graphen sowohl auf der Referenzflache als auch, noch

deutlicher, auf der Versuchsflache (links) zu sehen.

B L 1 -0,09 um

Topaqraphie [um]

-1,77 um

Topographie [gm]

Abb. 9: 3D-Scan mit dem optischen Profilometer nach 5 Minuten Demineralisationszeit. Der
hellere Bereich der Probe (links) stellt die unbehandelte Referenzflache, der dunklere Bereich
(rechts) die Versuchsflache dar. Daneben befinden sich die entsprechenden Profilschriebe.
Schrieb A (unten) entspricht dem Zustand nach Entfernung des Wassertropfens, Schrieb B (oben)

entspricht dem Zustand am Ende der Scanzeit von 10 Minuten.

46



Ergebnisse

4.4.2 Ergebnisse nach Entfernung der organischen Ma  trix
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40 A B %
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A B
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o Di || L ||

5 min 10 min 15 min 20 min 30 min 80 min 20 min 120 min

Stufenhéhe (pm)

-10 Demineralisationszeit

Abb. 10: Diese Abbildung zeigt die durch optische Profilometrie ermittelten arithmetischen
Mittelwerte + Standardabweichung nach Entfernung der organischen Matrix. Die Balken zeigen
den Substanzverlust direkt nach Entfernung des Wassertropfens (hellblaue Balken) sowie nach
10-minutiger Dehydrierung der Probe durch Raumluft (dunkelblaue Balken). Gleiche Buchstaben
bedeuten, dass sich die gemessenen Stufenhthen innerhalb einer Demineralisationszeit nicht

signifikant voneinander unterscheiden.

Bei dem Vergleich der Saulendiagramme vor und nach Entfernung der
organischen Matrix wird ersichtlich, dass nach Entfernung der organischen Matrix
ausnahmslos grolRere Stufenhdohen unter jeder Messbedingung gemessen
wurden.

Auch in dem hier dargestellten Sdulendiagramm nach Entfernung der organischen
Matrix wird bei der Betrachtung der einzelnen Werte von einer zur nachst langeren
Demineralisationszeit ein deutlicher Anstieg der Stufenhéhe mit zunehmender

Demineralisationszeit erkennbar.
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Dieser Anstieg ist sowohl fur die Werte direkt nach Entfernung des
Wassertropfens®, als auch nach 10-miniitiger Dehydrierung® mit wenigen
Ausnahmen signifikant.

Beim Vergleich der Messbedingungen innerhalb einer Demineralisationszeit ist ein
deutlicher Abfall der Stufenh6he um durchschnittlich 2,3 um nach 10-minttiger
Dehydrierung der Proben im Vergleich zu den feuchten Messbedingungen

feststellbar.

¥ 15 zu 20 Minuten p<0,01; 5 zu 10 Minuten, 10 zu 15 Minuten, 20 zu 30 Minuten, 30 zu
60 Minuten, 60 zu 90 Minuten und 90 zu 120 Minuten p<0,001

410 zu 15 Minuten, 20 zu 30 Minuten p<0,01; 5 zu 10 Minuten, 30 zu 60 Minuten, 60 zu
90 Minuten und 90 zu 120 Minuten p<0,001
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In der folgenden Abbildung wird ein 3D-Scan nach Entfernung der organischen
Matrix gezeigt. Auch hier betrug die Scanzeit 10 Minuten.

Trotz gleicher Demineralisationszeit der Probe von 5 Minuten ist die Stufenh6he
im Vergleich zum 3D-Scan unter 4.4.1 wesentlich gro3er. Der Profilschrieb A,
dargestellt durch die untere schwarze Linie in Abbildung 11, entspricht dem
Zustand direkt nach Entfernung des Wassertropfens. Der Profilschrieb B,
dargestellt durch die obere schwarze Linie in Abbildung 11, entspricht dem
Zustand nach 10-minutiger Dehydrierung bei Raumluft. Auch hier ist wieder eine
Wodlbung der Probe erkennbar, die den Abfall der gemessenen Stufenhdhe nach
10-minutiger Dehydrierung erklart.

B i . -0,79 um

o
3 =
3
)
Tepographic [pm]
b
——y
== |

Abb. 11: 3D-Scan mit dem optischen Profilometer nach 5 Minuten Demineralisationszeit. Der
hellere Bereich der Probe (links) stellt die unbehandelte Referenzflache, der dunklere Bereich
(rechts) die Versuchsflache dar. Daneben befinden sich die entsprechenden Profilschriebe.
Schrieb A (unten) entspricht dem Zustand nach Entfernung des Wassertropfens, Schrieb B (oben)

entspricht dem Zustand am Ende der Scanzeit von 10 Minuten.
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4.5 Einfluss der Dehydrierung der Proben auf die du  rch
mechanische Profilometrie ermittelten Messwerte

4.5.1 Ergebnisse vor Entfernung der organischen Mat  rix
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Abb. 12: Darstellung der arithmetischen Mittelwerte + Standardabweichungen der durch
mechanische Profilometrie ermittelten Stufenhéhen vor Entfernung der organischen Matrix. Die
Balken zeigen den Substanzverlust direkt nach Entfernung des Wassertropfens (hellblaue Balken)
sowie nach 2-minitiger (blaue Balken) und nach 10-minutiger Dehydrierung der Probe
(dunkelblaue Balken). Gleiche Buchstaben bedeuten, dass sich die gemessenen Stufenhdhen

innerhalb einer Demineralisationszeit nicht signifikant voneinander unterscheiden.

Mit zunehmender Demineralisationszeit ist auch hier wieder ein deutlicher Anstieg
der Stufenhdhe bei allen Messbedingungen erkennbar. Diese stetige Zunahme ist

bei den Messbedingungen direkt nach Entfernung des Wassertropfens®, nach

® 10 zu 15 Minuten und 15 zu 20 Minuten p<0,05; 5 zu 10 Minuten p<0,01; 20 zu 30
Minuten, 30 zu 60 Minuten und 60 zu 90 Minuten p<0,001
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2-minitiger Dehydrierung® der Probe und nach 10-miniitiger Dehydrierung’ der

Probe, mit wenigen Ausnahmen signifikant.

Betrachtet man die unterschiedlichen Messbedingungen innerhalb einer
Demineralisationszeit, erkennt man bei den kurzen und mittleren
Demineralisationszeiten bis 60 Minuten eine Abnahme der gemessenen
Stufenhohe mit zunehmender Dehydrierungszeit. Beim direkten Vergleich der
Werte nach Entfernung des Wassertropfens und nach 10-minttiger Dehydrierung

ist ein Abfall der Werte um durchschnittlich 2,2 um zu erkennen.

Bei den Demineralisationszeiten von 90 und 120 Minuten ist zuerst eine Zunahme
der Stufenhéhe vom Zustand direkt nach Entfernung des Wassertropfens im
Vergleich zur 2-minitigen Dehydrierung der Probe zu erkennen. Darauf folgt eine

Abnahme der Werte nach einer Dehydrierungszeit von 10 Minuten.

® 15 zu 20 Minuten, 20 zu 30 Minuten und 90 zu 120 Minuten p<0,05; 5 zu 10 Minuten,
30 zu 60 Minuten und 60 zu 90 Minuten p<0,001

" 15 zu 20 Minuten p<0,05; 20 zu 30 Minuten p<0,01; 30 zu 60 Minuten, 60 zu 90
Minuten und 90 zu 120 Minuten p<0,001
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4.5.2 Ergebnisse nach Entfernung der organischen Ma  trix
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Abb. 13: Diese Abbildung zeigt die arithmetischen Mittelwerte + Standardabweichung der durch
mechanische Profilometrie ermittelten Stufenhéhen nach Entfernung der organischen Matrix. Die
Balken zeigen den Substanzverlust direkt nach Entfernung des Wassertropfens (hellblaue Balken)
und nach 10-minitiger Dehydrierung der Probe durch Raumluft (dunkelblaue Balken). Gleiche
Buchstaben bedeuten, dass sich die gemessenen Stufenhéhen innerhalb einer

Demineralisationszeit nicht signifikant voneinander unterscheiden.

Nach Entfernung der organischen Matrix kommt es auch bei der Verwendung des
mechanischen Tasters zu einer generellen Erhohung der Stufenhdéhen. Dabei ist
auch hier wieder mit zunehmender Demineralisationszeit ein deutlicher Anstieg
der Stufenhéhen sowohl direkt nach Entfernung des Wassertropfens® als auch

nach 10-minitiger Dehydrierung® der Probe erkennbar.

8 15 zu 20 Minuten, 20 zu 30 Minuten, p<0,01; 5 zu 10 Minuten, 10 zu 15 Minuten, 30
zu 60 Minuten, 60 zu 90 Minuten, 90 zu 120 Minuten p<0,001

® 20 zu 30 Minuten p<0,05; 10 zu 15 Minuten p<0,01; 5 zu 10 Minuten, 15 zu 20
Minuten, 30 zu 60 Minuten, 60 zu 90 Minuten, 90 zu 120 Minuten p<0,001
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Beim Vergleich der Messbedingungen innerhalb einer Demineralisationszeit ist
wie bei den Ergebnissen, die durch den optischen Sensor ermittelt wurden, ein
deutlicher Abfall der Stufenh6he um durchschnittlich 3,6 um nach 10-mintiger

Dehydrierung der Probe zu erkennen.

4.6 Bland-Altman-Plots
werden vier die

Ubereinstimmung zwischen funf verschiedenen Messbedingungen untersucht

Im Folgenden Bland-Altman-Plots gezeigt, in denen
wird. Dabei wird, Bezug nehmend auf die erste Methodenstudie [Ganss et al.,

2009Db],
Entfernung der organischen Matrix im hydrierten Zustand gemessen wurde, als

der Substanzverlust, der durch den mechanischen Taster nach

.wahrer Wert* fir den Mineralverlust angesehen und gegen die anderen

Messbedingungen uberpruft.

mechanische Profilometrie
N T

vor Entfernung der organischen Matrix nach Entfernung der organischen Matrix
' ! v ! v
Messung Dehydrierung Dehydrierung Messung direkt Dehydrierung
direktnach cer Probe fiir der Probe fiir nach der Probe fiir
Entfernung des 2 min 10 min Entfernung des 10 min
Wassertropfens Wassertropfens
Mw?2 MW3 MwW1
L 4
Messungdirekt || Dehydrierung Dehydrierung Messung direkt Dehydrierung
nach der Probe fir der Probe fiir nach der Probe fiir
Entfernung des 2 min 10min Entfernung des 10 min
Wassertropfens Wassertropfens
Mw4 MW5
f i f ; i
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optische Profilometrie
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Abb. 14: Bland-Altman-Plots 1-4 zur Darstellung der Ubereinstimmung unterschiedlicher

Messbedingungen mit den durch den mechanischen Profilometer ermittelten Stufenhéhen nach

Entfernung der organischen Matrix im hydrierten Zustand. Dargestellt wird der arithmetische

Mittelwert fir die Differenz aus beiden Methoden (durchgezogene Linie) £ 1,96 x SD (gestrichelte

Linien).

MW1: mechanischer Taster, nach Entfernung der organischen Matrix,

direkt nach Entfernung des Wassertropfens

MW2: mechanischer Taster, vor Entfernung der organischen Matrix,

direkt nach Entfernung des Wassertropfens

MW3: mechanischer Taster, vor Entfernung der organischen Matrix,

nach 10-mindtiger Dehydrierung der Probe

MW4: optischer Taster, vor Entfernung der organischen Matrix,

nach 10-mindtiger Dehydrierung der Probe

MWS5: optischer Taster, nach Entfernung der organischen Matrix,

direkt nach Entfernung des Wassertropfens
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Die Bland-Altman-Plots 1-3 zeigen einen systematischen und proportionalen
Fehler sowie eine mit zunehmender Demineralisationszeit verbundene Zunahme
der Streuung.

Der Bland-Altman-Plot 4 zeigt einen geringen, jedoch signifikanten systematischen
sowie einen ebenfalls geringen, jedoch signifikanten proportionalen Fehler mit

zunehmender Streuung bei zunehmender Demineralisationsdauer.

4.7 Rasterelektronenmikroskopische Bilder

Die nachfolgenden rasterelektronenmikroskopischen Bilder stammen je
Demineralisationszeit aus einer Dentinprobe, die vor Versuchsbeginn in zwei
Halften gespalten wurde. Die eine Halfte mit organischer Matrix (Probe 1la -15a
pro Demineralisationszeit siehe 3.1.3) wurde nicht profilometrisch ausgewertet.
Bei der anderen Halfte (Probe 11-15 pro Demineralisationszeit siehe 3.1.3)
handelt es sich um Proben, die vor und nach Entfernung der organischen Matrix
profilometrisch vermessen wurden. Erst danach wurden

rasterelektronenmikroskopische Bilder angefertigt.

Auf den rasterelektronenmikroskopischen Bildern ist mit zunehmender
Demineralisationszeit ein zunehmender Mineralverlust sowohl vor als auch nach
Entfernung der organischen Matrix erkennbar. Die Mineralisationsfront befindet

sich auf beiden Probenhalften ungefahr auf gleicher Hohe.

Bei der linken Bilderhélfte handelt es sich um Proben mit entmineralisierter
organischer Matrix. Hier wird die Demineralisation durch die Freilegung des
Kollagengeflechts und eine damit einhergehende Erweiterung der Dentintubuli
sowie bei gréReren Demineralisationszeiten zuséatzlich durch einen leichten
Zusammenfall des Kollagengeflechts ersichtlich. Bei den auf der rechten Seite
dargestellten Proben wurde die organische Matrix enzymatisch entfernt. Der
Mineralverlust ist hier als Substanzverlust in Bezug zur Referenzflache

gekennzeichnet.
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5 Minuten Demineralisationszeit
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Abb. 15: Die rasterelektronenmikroskopischen Bilder zeigen den Mineralverlust einer Dentinprobe
je Demineralisationszeit. Auf der linken Seite befindet sich die Strukturaufnahme vor Entfernung
der entmineralisierten organischen Matrix und auf der rechten Seite befindet sich die
Strukturaufnahme nach Entfernung der entmineralisierten organischen Matrix. Die durchgezogene

Linie stellt die Hohe der Referenzflache dar.
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In der unten stehenden Abbildung werden exemplarisch zwei fir 120 Minuten
demineralisierte Dentinproben sowohl nach der Kritisch-Punkt-Trocknung als auch
nach ausschlie3licher Trocknung an der Raumluft dargestellit.

Auf den linken Bilderhalften erkennt man, dass die organische Matrix durch die
Kritisch-Punkt-Trocknung weitestgehend im Originalzustand dargestellt werden
konnte. Dennoch ist ein leichter Zusammenfall des Kollagengeflechts nach
120 Minuten Demineralisationszeit erkennbar. Die entmineralisierte Matrix
imponiert hier durch deutlich vergré3erte Tubulilumen.

Werden die Proben, wie in der rechten Bilderhélfte dargestellt, ausschlief3lich an
der Raumluft getrocknet wird der Zusammenfall der organischen Matrix deutlich
sichtbar. Die entmineralisierte organische Matrix wirkt eingefallen und die

Tubulilumen sind vor allem in der oberen Probe kaum voneinander abgrenzbar.

Abb. 16: Zu sehen sind zwei Dentinproben, die nach 120 Minuten Demineralisationszeit gespalten
wurden. Die jeweils linke Probenhélfte wurde einer Kritisch-Punkt-Trocknung unterzogen, wahrend
die rechte Probenhélfte fir mindestens vier Tage der Raumluft ausgesetzt war, bevor die

rasterelektronenmikroskopischen Bilder angefertigt wurden.
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4.8 EDX-Linescans der einzelnen Demineralisationsze iten vor

und nach Entfernung der organischen Matrix
In den nachfolgenden Diagrammen finden sich die EDX-Linescans vor und nach
Entfernung der organischen Matrix. Zwecks besserer Ubersichtlichkeit werden nur
die Kalziumwerte dargestellt.

Durch die EDX-Linescans kann der Kalziumanstieg als Funktion der Tiefe in
Abhangigkeit von der Mineralisationsfront dargestellt werden. Vor Entfernung des
freigelegten Kollagengeflechtes ist in der obersten entmineralisierten organischen
Schicht kaum Kalzium nachweisbar. Es folgt eine teilweise mineralisierte Schicht,
in der der Kalziumwert zigig ansteigt. Dem folgt ein Plateau, in dem der
Kalziumwert von vollstandig mineralisiertem Dentin widergespiegelt wird. Die
UnregelmaRigkeiten in diesem Plateau sind durch die unterschiedlich stark

mineralisierten Anteile im Dentin zu begrinden.

Nach Entfernung der organischen Matrix steigt der Kalziumgehalt bei allen Proben

innerhalb von wenigen pm stark an.
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Abb. 17:
Die Abbildung zeigt den Anstieg der Kalziumwerte sowohl vor als auch nach Entfernung der
organischen Matrix in Abhangigkeit der Demineralisationszeiten. Auf der x-Achse wird die
45 um lange Messstrecke in 99 Messpunkte unterteilt. Auf der y-Achse wird die Menge der
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5. Diskussion

5.1 Messprobleme aufgrund der komplexen Histologie des
Dentins

Die Profilometrie ist in der Erosionsforschung ein etabliertes Verfahren zur
Quantifizierung von Lasionstiefen am Schmelz. Bei Erosionen am Schmelz
handelt es sich um einen kontinuierlich zentripetal voranschreitenden
Mineralverlust, der durch einen Volumenverlust gekennzeichnet ist. Das
verbleibende Gewebe ist bis zu einer Tiefe von wenigen um teilweise
demineralisiert [Cheng Z.J. et al., 2009; Lussi et al., 2011].

Ungeachtet der komplexen Histologie wird die Profilometrie auch am Dentin
angewendet. Bei einem erosiven Saureangriff am Dentin handelt es sich jedoch,
zumindest in vitro, nicht wie beim Schmelz um einen Volumenverlust, sondern um
Strukturverdnderungen des Gewebes. Der mineralische Anteil wird herausgelost,
wahrend die organischen strukturbildenden Elemente persistieren und sich die
Mineralisationsfront in tieferen Gewebsschichten darstellt.

Das auf der Mineralisationsfront verbleibende organische Gewebe stellt ein
erhebliches Problem bei der profilometrischen Quantifizierung des
Mineralverlustes dar. Dies wurde bereits 2007 thematisiert [Ganss et al., 2007]
und in der ersten Methodenstudie zur Quantifizierung des Mineralverlustes am
Dentin von 2009 ausfuhrlich eruiert [Ganss et al., 2009b]. Beide Studien zeigten
bei der Gegenuberstellung der Ergebnisse, dass aufgrund des persistierenden
Kollagengeflechtes weder der optische Sensor noch der mechanische Taster in
der Lage sind, die Mineralisationsfront korrekt abzubilden [Ganss et al., 2007;
Ganss et al., 2009b].

Aufgrund der unterschiedlichen Messverfahren beider Systeme werden zudem
unterschiedliche Messergebnisse erzielt. Wahrend der optische Sensor die
organische Matrix abscannt, grabt sich der mechanische Taster in die organische
Matrix ein. Dementsprechend ist der messbare vertikale Abstand mit dem
optischen Sensor sehr klein. In der ersten Methodenstudie wurden Werte
zwischen 4,6 ym nach 30 Minuten Demineralisationszeit und 5,4 um nach

120 Minuten Demineralisationszeit gemessen. In der vorliegenden Studie
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reduzierten sich die Werte, durch die Verwendung eines anderen optischen
Profilometers mit schnellerer Messzeit, nochmals und lagen zwischen 1 um und
3,4 um fir die entsprechenden Demineralisationszeiten.

Grollere Stufenhdhen werden durch den mechanischen Taster ermittelt. In der
ersten Methodenstudie wurden Werte zwischen 11,9 um nach 30 Minuten
Demineralisationszeit und 27,8 ym nach 120 Minuten Demineralisationszeit
gemessen [Ganss et al.,, 2009b]. Ahnliche Messwerte wurden auch in der
vorliegenden Studie unter Verwendung desselben mechanischen Profilometers
und mit den gleichen Messbedingungen fir die entsprechenden

Demineralisationszeiten erzielt.

Erst nach enzymatischer Entfernung der organischen Matrix liegt die
Mineralisationsfront frei und kann profilometrisch dargestellt werden. In der ersten
Methodenstudie wurde dies durch den Vergleich der ermittelten Werte, mit den
Ergebnissen der Kalziumanalyse, die unabhéngig von Vorhandensein der
organischen Matrix den Mineralverlust quantifiziert, bestatigt. Zudem bestatigten
die rasterelektronenmikroskopischen Bilder die vollstdandige Entfernung der
organischen Matrix. Die ermittelten Werte lagen in der ersten Methodenstudie bei
18,1 um mit dem optischen Sensor (OP) beziehungsweise 18,3 um mit dem
mechanischen Taster (MP) nach 30-minutiger Demineralisationszeit und bei
43,0 um (OP) Dbeziehungsweise 46, 9um (MP) nach 120-minutiger
Demineralisationszeit [Ganss et al., 2009b]. Ahnliche Ergebnisse konnten auch in
der vorliegenden Studie unter den gleichen Messbedingungen ermittelt werden.
Die unterschiedlichen Werte zwischen den zwei Tasterarten sind durch
Ruckstande auf der Dentinoberflache begrindet. Wahrend der optische Sensor
die Oberflache mit den Ruckstdnden des organischen Materials abscannt, drangt
der mechanische Taster diese zur Seite oder grabt sich in die teilmineralisierte
Mineralisationsfront ein [Ganss et al., 2009b].

Bereits die Studie von 2007 zeigt, dass eine Dehydrierung der Probe einen
erheblichen Einfluss auf die profilometrischen Messergebnisse hat. Im feuchten
Zustand der Probe befindet sich das Kollagengeflecht trotz des erheblichen
Mineralverlustes auf Hohe der Referenzflache. Eine Dehydrierung fihrt zu einem
Zusammenfall des Kollagegeflechtes, das sich jedoch durch Wiederbefeuchtung

in den Ausgangszustand aufrichtet [Ganss et al., 2007].
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Darluber hinaus konnte in der vorliegenden Studie nachgewiesen werden, dass
nicht nur die organische Matrix anfallig gegentber Austrocknung ist, sondern
auch der mineralisierte Anteil Schrumpfungsprozessen waéahrend der
Austrocknung unterliegt. Dies wird bei der Betrachtung der Histologie von
mineralisiertem Dentin verstandlich. Das mineralisierte Dentin ist ein
wasserreiches Gewebe mit einem Wasseranteil von 25 Vol% [Radlanski, 2011].
Damit ist Dentin wesentlich feuchter als Schmelz (12 Vol%) [Radlanski, 2011].
Das Wasser liegt sowohl in gebundener als auch in nichtgebundener Form vor
und nimmt von 1 Vol% nahe der Schmelz-Dentin-Grenze bis hin zur Pulpa stetig
zu [Pashley, 1996]. Durch den hohen Wasseranteil unterliegt Dentin wahrend der
Austrocknung einer dimensionalen Veranderung [Van der Graaf und ten Bosch,
1993]. Diese Schrumpfungsprozesse von mineralisiertem Dentin sind bereits aus
der Kariologie bekannt und werden mit 0,3% [Ruben und Arends, 1993] bzw.
0,5% bis 2% [Kinney et al., 1993] angegeben. Wie die Ergebnisse und der
3D-Scan dieser Studie zeigen, fuhrt diese dimensionale Veranderung zu einer

Wodlbung der Probe und damit zu einer Verkleinerung der gemessenen Werte.

Dehydrierungsbedingte Schrumpfungen des Dentins wurden auch in der
Arbeitsgruppe von Attin at al. beobachtet. Dazu wurde sowohl Schmelz als auch
Dentin verschiedenen Messbedingungen unterzogen und profilometrisch
vermessen. In dem Versuchsaufbau wurden die erodierten Proben in einem
Keramikring befestigt, der eine dehydrierungsunabhangige Referenzflache
darstellte.

Die  Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass Schmelz keinen
Dehydrierungseffekten unterliegt. Auch bei den Messungen von Dentin im
Wasser konnten keine schrumpfungsbedingten Veradnderungen lber die Zeit
festgestellt werden. Erst durch die Dehydrierung der Probe an der Raumluft
wurde ein Anstieg des vertikalen Abstandes durch den Zusammenfall des
Kollagengeflechtes beschrieben. In dieser Studie stiegen die Werte bis zur 30- bis
60-mindtigen Dehydrierung stetig an. Erst danach wurde ein Plateau erreicht. Die
Austrocknung der Proben im Eksikkator fir 7 Tage und ein anschliel3endes
Vermessen der Probe im Wasser fihrte wider Erwarten auch zu einem stetigen
Anstieg der Messergebnisse. Dies ist wahrscheinlich durch das Ablésen der
Probe vom Keramikring und durch eine irreversible Verformung der Probe zu

erklaren.
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Da die Messungen ausschlief3lich mit organischer Matrix durchgefuhrt wurden, ist
keine Unterscheidung zwischen Austrocknungseffekten im entmineralisierten
beziehungsweise mineralisierten Anteil moglich. Darlber hinaus wurden die
Proben langen Trocknungszeiten unterzogen, wahrscheinlich mit dem Ziel, eine
bewusste beziehungsweise vollstandige Austrocknung der Proben zu simulieren.
Die Messdauer lag bei 181 Minuten beziehungsweise 7 Tagen im Eksikkator.
Demgegenuber wurde in der vorliegenden Studie der Schwerpunkt auf kurze
Dehydrierungszeiten gelegt, um die Auswirkungen einer ungewollten

Verzbgerung des Messbeginns oder einer zu langen Messdauer zu untersuchen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass im Gegensatz zum Schmelz nach
einem erosiven Saureangriff die profilometrische Quantifizierung des
Mineralverlustes am Dentin nur nach enzymatischer Entfernung des organischen
Materials im hydrierten Zustand der Probe mdglich ist. Ob der mechanische
Taster in der Lage ist, bei geringeren Substanzverlusten den Mineralverlust zu
guantifizieren, ohne die organische Matrix zu entfernen, sollte in der vorliegenden
Studie eruiert werden.

Zudem ist Dentin durch die komplexe Histologie sowohl im demineralisierten als
auch im mineralisierten Zustand anféllig gegeniber Austrocknung. Schon nach
kurzer Zeit an der Raumluft kommt es zu einem dehydrierungsbedingten
Zusammenfall der organischen Matrix sowie zu einer Verformung des
mineralischen Anteils, was zu einer Verfalschung der Ergebnisse fihrt. Ziel dieser
Studie war es, den Zeitraum und die GrolRenordnung, in denen solche
Dimensionsveranderungen stattfinden, unter verschiedenen Messbedingungen,

Zu evaluieren.

Alle diese Aspekte fuhren jedoch dazu, dass die Profilometrie nicht einfach von
Schmelz auf Dentin Ubertragbar ist, sondern besondere Anforderungen an die
Messmethode stellt, die bislang in der Literatur nur unzureichend berucksichtigt

wurden.
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5.2 Bisherige Anwendung der Profilometrie am Dentin und
dadurch entstehende Messprobleme

5.2.1 Allgemeine Anwendungsverfahren der Profilomet  rie

Fur die profilometrische Darstellung von Erosionsdefekten am Dentin sind die
Messbedingungen nicht standardisiert. Folglich variieren die
Abdeckungsverfahren der Referenzflache, die Tasterart, Anzahl und Lange der
einzelnen Profilschriebe sowie die Art der Auswertung. Hinzu kommt, dass

Angaben zu den Messbedingungen zum Teil ungeniigend sind oder ganz fehlen.

Vor Versuchsbeginn werden die Proben meist zu einem bestimmten Anteil
abgedeckt. Dieser abgedeckte Bereich stellt die Referenzflache dar, die spater
die Ausgangssituation bei der Auswertung widerspiegelt. Die Abdeckung erfolgte
entweder mit lichthartendem Kunststoff [Ganss et al., 2007], einem PVC-Band
[Stafne und Lovestedt, 1947], Tesafilm [Pretty et al., 2003] oder Nagellack [Sales-
Peres et al., 2007]. Die Abdeckung wird dabei so angebracht, dass sich die
Versuchsflache entweder einseitig an der Referenzflache befindet [Ganss et al.,
2009b] oder mit einem definierten Abstand zwischen zwei Referenzflachen liegt
[Wetton et al., 2007].

Die Arbeitsgruppe von Attin et al. [2009] fixierte die Dentinproben adhasiv in
einem Keramikring. Dieser Keramikring stellte dabei eine probenunabhangige
Referenzflache dar, wahrend die gesamte Dentinprobe als Versuchsflache diente.
Liegen die Versuchs- und Referenzflache auf einer Probe, wird zur Ermittlung des
Substanzverlustes nach der Versuchsdurchfihrung die Abdeckung der
Referenzflache entfernt. AnschlieRend fahrt der Taster oder Sensor des
Profilometers sowohl tber die Referenzflache als auch tber die Versuchsflache.

Der vertikale Abstand beider Flachen stellt die gemessene Stufenhéhe dar.

Bei der Ermittlung des Substanzverlustes wird in der Literatur bei der Auswahl der
Tasterart die mechanische Profilometrie fir die Darstellung der Lasionstiefe am
Dentin bevorzugt [Ponduri et al., 2005; Wetton et al., 2006; Wiegand et al., 2010;
Magalhaes et al., 2010; Kato et al., 2010a]. Die optische Profilometrie wurde
hingegen nur vereinzelt angewendet [Wiegand et al., 2004; Austin et al., 2010]
oder vergleichend zu den Ergebnissen des mechanischen Profilometers

hinzugezogen [Ganss et al., 2007; Ganss et al., 2009b]. In anderen Studien
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wurde die Profilometerart nicht dokumentiert [Sales-Peres et al., 2007; Wiegand
et al., 2007].

Die Anzahl der Profilschriebe variiert pro Probe zwischen 2 [Stafne und
Lovestedt, 1947] und 6 Profilschrieben [Wiegand et al., 2007], die spater zu
einem Mittelwert zusammengefasst werden. Der Abstand zwischen den einzelnen
Profilschrieben liegt zwischen 0,2 mm [Wiegand et al., 2007] bis 0,5 mm
[Wiegand et al., 2006a]. Zudem variiert die Profilschrieblange zwischen 250 um
[Wiegand et al., 2006a] und 2 mm [Magalhaes et al., 2012].

Besonders bei der Quantifizierung sehr kleiner Substanzverluste ist die initiale
Planheit der Proben von zentraler Bedeutung. Die Toleranzgrenzen fir die
Abweichung von der Planheit liegen in der Literatur zwischen + 0,1 um
[Macdonald et al., 2010] und = 0,5 um wie in der vorliegenden Studie und sind
abhangig von der Dimension der Zielgrélie.

Eine andere Mdglichkeit, Differenzen zwischen der Versuchs- und Referenzflache
zu umgehen, ist die Uberlagerung von Profilschrieben der Ausgangssituation mit
der Situation nach der Versuchsdurchfihrung. Der vertikale Abstand der
Versuchsflache nach Uberlagerung des ersten und zweiten Profilschriebs, also
vor und nach der Versuchsdurchfiihrung, stellt die Stufenhéhe dar [Wiegand et
al., 2006a].

Vereinzelt wurde die Stufenhéhe auch mit Hilfe eines 3D-Scans bestimmt. Dazu
wurde eine definierte Flache von 2x2 mm eingescannt und mit Hilfe der
dazugehdrigen  Software  ausgewertet. Durch die Differenz  zweier
aufeinanderfolgenden  3D-Scans  konnte  der  Hohenunterschied  zur
Ausgangssituation bei voranschreitender Lasionstiefe dargestellt werden
[Macdonald et al., 2010]. Allerdings stellt die lange Messzeit eines 3D-Scans ein

Problem dar.

5.2.2 Profilometrische Messbedingungen

Unabhéangig von der Art der Messverfahren nimmt die Feuchtigkeitskontrolle der
Proben, wie die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, eine besondere Rolle
bei der profilometrischen Quantifizierung des Mineralverlustes am Dentin ein.
Obwohl die Anfalligkeit des freigelegten Kollagengeflechtes gegentiber

Austrocknung bereits aus der Kariologie bekannt ist, wurde der
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Feuchtigkeitskontrolle bislang bei nahezu allen Studien eine unzureichende
Bedeutung beigemessen. Folglich werden die Messbedingungen in den meisten
Studien nicht dokumentiert [Vanuspong et al., 2002; Pretty et al., 2003; Wetton et
al., 2006; Sales-Peres et al., 2007; Wetton et al., 2007; Wiegand et al., 2010].
Daraus lasst sich die Vermutung ableiten, dass die Proben flir eine unbestimmte
Zeit der Raumluft ausgesetzt wurden, bevor sie profilometrisch vermessen
wurden.

In anderen Studien wurden die Messbedingungen unvollstandig beschrieben. So
wird in zwei Studien eine Trocknung der Dentinproben mit einem Wattepellet
angeben, die Dauer bis zur Messung der Probe wird jedoch nicht erwé&hnt
[Wiegand et al., 2004; Wiegand et al., 2006a]. In einer weiteren Studie wurden die
Dentinproben absichtlich vorher der Raumluft zur Trocknung ausgesetzt, die

Trocknungsdauer ist jedoch unbekannt [Austin et al., 2010].

Vereinzelt wird die Feuchtigkeitskontrolle in den Studiendesigns beachtet,
allerding nicht konsequent durchgefuhrt. So wurden beispielsweise in den Studien
von Magalhaes et al. die Dentinproben vor der Messung feucht gelagert und das
Uberschussige Wasser direkt vor der Messung entfernt [Magalhaes et al., 2008;
Magalhaes et al., 2012]. Nach der Entfernung des Wassertropfens wurden jedoch
5 Profilschriebe hintereinander im Abstand von 0,5 mm aufgezeichnet, ohne die
Proben zwischendurch erneut zu befeuchten. Basierend auf den Erkenntnissen
der Studie von 2007 und den Ergebnissen dieser Studie kann je nach Art des
Profilometers die Aufzeichnungsdauer aller 5 Profilschriebe und die Dauer, bis
alle Einstellungen am Profilometer vorgenommen wurden, um den
entsprechenden Abstand zwischen den Profilschrieben zu gewéhrleisten, zu einer
deutlichen Austrocknung der Probe fuhren.

Zusatzlich wurden diese Dentinproben mit Hilfe eines Aceton-Wasser-Gemisches
(1:1) gesaubert, um den Nagellack zur Abdeckung der Referenzflache vollstandig
zu entfernen. Durch mdgliche Riuckstande des Acetons auf der Probe kdnnte es

zu einer noch schnelleren Austrocknung der Probe gekommen sein.

Das gleiche Problem besteht bei der Stufenhhenmessung durch
aufeinanderfolgende 3D-Scans. In der Studie von Macdonald et al. [2010] wurde
eine 2x2 mm grof3e Flache eingescannt. Die Scandauer beziehungsweise die
Auflésung des 3D-Scans ist unbekannt. Dennoch nimmt abh&ngig von der
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gewdahlten Scanflache, Auflosung und Art des Profilometers ein 3D-Scan einige
Zeit in Anspruch, die zu einer Austrocknung der Probe fuhren kann. In der
vorliegenden Studie wurde ein 3D-Scan mit der gleichen Flache von 2x2 mm und
einer Auflosung von 400x400 Pixel gewahlt (siehe 4.4.1 Abbildung 9 und
4.4.2 Abbildung 11). Die Scandauer betrug hierbei 10 Minuten.

Es gibt nur wenige Studien, in denen die Dentinproben zu jedem Zeitpunkt im
vollstdndig hydrierten Zustand vermessen wurden. Dazu zahlt die
Methodenstudie von Attin et al., in der die Dentinproben im Wasser vermessen
wurden [Attin et al., 2009] und die Studien der Arbeitsgruppe von Ganss et al. In
diesen Versuchen wurden die Dentinproben vor jedem Profilschrieb erneut
befeuchtet und das Uberschissige Wasser direkt vor der Messung entfernt
[Ganss et al., 2009b; Ganss et al., 2010a; Ganss et al., 2010Db].

Neben der unzureichenden Feuchtigkeitskontrolle der Proben wurde in fast allen
Studien das Kollagengeflecht nach dem Saureangriff auf der Probenoberflache
belassen. Vor dem Hintergrund der Ergebnisse der vorangegangenen [Ganss et
al., 2007, Ganss et al., 2009b] und der vorliegenden Studie bedeutet das, dass
keine der Studien die Mineralfront gemessen hat, sondern einen beliebigen Wert

in oder auf der ausgetrockneten organischen Matrix.
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5.3 Methodendiskussion

5.3.1 Probenherstellung

Zur Probenvorbereitung wurden ausschlie3lich vollstandig retinierte humane
Weisheitszahne verwendet, um Veradnderungen der Zahnstruktur durch Karies
oder andere Abnutzungserscheinungen in der Mundhéhle sowie altersbedingte
Unterschiede im Probenmaterial ausschlieRen zu kdnnen.

Erosionen manifestieren sich meist koronal der Schmelz-Zement-Grenze. Aus
diesem Grund wurden fur den Versuchsaufbau Dentinproben aus dem koronalen
Dentin verwendet. Pro Zahn entstanden 3-4 Dentinproben. In einer Studie wurde
gezeigt, dass zwischen den verschiedenen Probeentnahmestellen (mesial, distal,
oral, vestibular) des koronalen Dentins nach einem erosiven Saureangriff keine
signifikanten Unterschiede in der Lasionstiefe auftreten [Ganss et al., 2000].

Auf die Verwendung von Wurzeldentin wurde verzichtet, da infolge der
unterschiedlichen Zusammensetzung von radikularem und koronalem Dentin
signifikante Unterschiede in der La&sionstiefe zwischen beiden Geweben
festgestellt wurden [Ganss et al., 2000].

Zudem wurde bei der Probenvorbereitung darauf geachtet, als Versuchsflache
ausschlief3lich Probenoberflachen aus der dem Schmelz zugewandten Seite zu

verwenden.

5.3.2 Demineralisationslosung

Fur die Demineralisation der Proben wurde Zitronenséure verwendet. 1994 wurde
Uber die Halfte der industriell hergestellten Zitronensaure in der
Lebensmittelindustrie eingesetzt. Dabei wurde der grof3te Anteil zur Herstellung
von Getranken verwendet [Bundesinstitut fur Risikobewertung, 2004]. Die
durchschnittliche Konzentration von Zitronensaure in Getranken liegt zwischen
0,1% und 1% [West et al., 2001].

Zitronensaure findet in der Erosionsforschung haufig als Demineralisationslésung
Anwendung. Um einen Vergleich der gemessenen Werte innerhalb der
Arbeitsgruppe gewahrleisten zu kdnnen, wurde in der vorliegenden Studie eine
0,05 molare Zitronensaure verwendet [Ganss et al., 2009b; Ganss et al., 2010b;
Ganss et al., 2010c]. Diese Konzentration entspricht ungefahr der Konzentration

von Zitronensaure in Orangensaft [West et al., 2001].
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Wahrend der gesamten Erosionszeit wurden die Proben einer konstanten
Temperatur von 37 °C ausgesetzt. Diese Temperatur wurde auch in der
vorangegangen Methodenstudie von 2009 gewahlt, um eine konstante

Temperatur wahrend des Versuches gewahrleisten zu kénnen.

Neben der Temperatur beeinflussen auch die dynamischen Verhéltnisse an der
Grenzflache zwischen Hartgewebe und flussiger Phase das Ausmal3 der Lasion.
Durch den Kontakt einer Saure auf die Zahnoberflache dissoziieren Mineralien.
Je schneller diese freiwerdenden lonen an der Oberflache durch ein anderes
Medium abtransportiert werden, desto grof3er ist der Substanzverlust. Bislang
wurde dies nur bei Schmelzproben untersucht [Eisenburger und Addy, 2003]. Es
ist aber anzunehmen, dass dieser Zusammenhang auch auf Dentin tGbertragbar
ist.

FUr eine bessere Vergleichbarkeit der Werte wurde die Schittelfrequenz von
35 pro Minute ebenfalls aus der vorangehenden Methodenstudie tbernommen
und wahrend der gesamten Versuchsdurchfiihrung konstant gehalten.

5.3.3 Demineralisationszeiten

Ziel bei der Auswahl von Demineralisationszeiten war es, ein moglichst grof3es
Spektrum der am haufigsten verwendeten Erosionszeiten zu verwenden.
Allerdings werden zwischen den einzelnen Arbeitsgruppen neben den
unterschiedlichen Demineralisationszeiten auch unterschiedliche
Demineralisationslésungen, unterschiedliche Temperaturen und
Schuttelfrequenzen gewéahlt. Durch die Aba&nderung der einzelnen Parameter ist
eine Vergleichbarkeit zwischen den erhobenen Werten dieser vorliegenden

Studie und den Werten anderer Arbeitsgruppen kaum maoglich.

In der Erosionsforschung unterscheidet man hauptséchlich zwischen zwei
verschiedenen Modellen der Saureapplikation. Zum einen werden
wiederkehrende kurze Demineralisationszeiten angewendet und zum anderen

werden die Proben der Saure einmalig fur eine bestimmte Zeit ausgesetzt.

Bei der erstgenannten Methode werden klinisch relevante Situationen dargestellt,
indem hochfrequente Saureeinwirkungen simuliert werden, wie sie beispielsweise
bei Patienten mit Essstorungen in Kombination mit Erbrechen auftreten. Daftr
werden taglich mehrmals auftretende kurze Demineralisationszeiten gewahlt. Die
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Erosionszeiten solcher Studiendesigns liegen zwischen 1 und 10 Minuten, 2 bis
6-mal taglich Gber eine Dauer von 5 bis 15 Tagen [Hunter et al., 2000b; Sales-
Peres et al., 2007; Fejerskov und Kidd, 2008; Magalhaes et al., 2008; Magalhaes
AC et al., 2012]. Zwischen den einzelnen Demineralisationsvorgangen folgt eine
Remineralisationsphase. Die Gesamtdemineralisationszeit solcher
Studiendesigns liegt zwischen 18 Minuten [Wiegand et al., 2010] und
600 Minuten [Hunter et al, 2000a], mit einer Spannbreite von
Stufenhohenmessungen zwischen 0,6 pym [Wiegand et al., 2010] und 123 um
[Ganss et al., 2009a]. Die gebrauchlichsten Gesamtdemineralisationszeiten am
Dentin liegen jedoch bei ungefahr 100 Minuten [Ganss et al., 2007; Wetton et al.,
2007; Kato et al., 2009; Kato et al., 2010b].

Die zweite Art der S&aureapplikation wurde auch in der vorliegenden Studie
angewendet. Dabei wurden die Proben nur einmalig der Saure ausgesetzt. Die
Erosionszeiten wurden dabei so gewaéhlt, dass ein groles Spektrum héaufig
verwendeter Demineralisationszeiten abdeckt wird. Dazu wurden Kkurze
Demineralisationszeiten von 1-5 Minuten wie in den Studien von [Wiegand et al.,
2007; Attin et al., 2009; Austin et al., 2010], mittlere Demineralisationszeiten von
10-20 Minuten wie in den Studien [West et al., 2001; Pretty et al., 2003] und
langere Demineralisationszeiten von 30-120 Minuten wie in den Studien [Hara et
al.,, 2005; Wetton et al.,, 2006; Ganss et al.,, 2009b; Wiegand et al., 2009b]
gewabhilt.

Die in der vorliegenden Studie resultierenden Stufenhéhen variieren zwischen
0,3um und 58 um und entsprechen damit der in der Literatur vorhandenen
Spannbreite von 0,1 um wie in der Studie [Wetton et al., 2006] und ca. 50 um wie
in den Studien von Wiegand et al. [2004] und Ganss et al. [2009D].

5.3.4 Messbedingungen

Die Messzeitpunkte wurden zunachst nach den Erkenntnissen der
vorangegangenen Studie von 2007 am Dentin definiert [Ganss et al., 2007].

Dazu zahlte zum einen der Zustand direkt nach Entfernung des Wassertropfens.
Bei dieser Messbedingung wurde die Probe vor jeder Messung erneut befeuchtet,
alle Einstellungen am Profilometer getatigt und nach Entfernung des

Wassertropfens mit einem saugfahigen Tuch die Messung sofort gestartet.
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Dadurch konnte eine vollstandig Rehydrierung der Probe und eine damit
verbundene vollstandige Aufrichtung des Kollagengeflechts gewahrleistet werden.
Zum anderen wurde der Zeitpunkt nach 10-mindtiger Dehydrierung gewahlt. In
der Studie von 2007 wurde nach dieser Trocknungszeit ein Plateau festgestellt, in

dem sich die Werte nur noch geringfuigig anderten [Ganss et al., 2007].

Bei der Anfertigung der Trocknungsreihen mit dem optischen Profilometer vor
Entfernung der organischen Matrix sind jedoch nach 2-minutiger Dehydrierung
der Proben starke Schwankungen der Werte aufgetreten. Aus diesem Grund

wurde ein dritter Messzeitpunkt nach 2-minttiger Dehydrierung hinzugeftgt.

Nach Entfernung der organischen Matrix fielen die gemessenen Werte in den
Trocknungsreihen relativ konstant aus. Demzufolge wurden die Messzeitpunkte
wieder auf je eine Messung direkt nach Entfernung des Wassertropfens und nach
10-minutiger Dehydrierung reduziert.

Die Rehydrierungszeiten wurden bei den Messungen unter den verschiedenen
Messbedingungen auf 30 Sekunden festgelegt. In der Studie von 2007 wie auch
in eigenen Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass diese Zeit ausreicht, um
das Kollagengeflecht bei einer Probe, die zuvor der Raumluft ausgesetzt war,
vollstandig zu rehydrieren [Ganss et al., 2007].

Eine Ausnahme stellt die Rehydrierungszeit bei der Erstellung der
Trocknungsreihen dar. Aufgrund der langen Dehydrierungsdauer von 3-mal
30 Minuten wurde die Wiederbefeuchtungsdauer auf eine Minute verlangert. Auf
diese Weise konnte sichergestellt werden, dass die Proben auch nach dieser

langen Dehydrierungsphase suffizient rehydriert sind.

Zwischen den Messungen wurden alle Proben in einer feuchten Kammer

gelagert, um Dehydrierungsartefakte zu vermeiden.

Bei der profilometrischen Messung von Schmelz wurden in einer Studie Kratzer
mit einer Tiefe von bis 607,6 nm gemessen. Diese entstanden durch einen
diamantierten Taster mit einem Tastspitzenradius von 1,95 um und einer
Auflagekraft von 1,60 mN. Die Tiefe der Kratzer ist dabei abhangig von der

Erosionszeit und dem pH-Wert der verwendeten Saure [Heurich et al., 2010].
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Auch in rasterelektronenmikroskopischen Bildern der vorliegenden Studie wurden
Spuren auf der Versuchsflache nach Verwendung des mechanischen Tasters
nachgewiesen. Zu welchem Ausmald sich der mechanische Taster in die
Oberflache eingréabt oder nur die organischen Ruckstande auf der
Probenoberflache verdrangt, konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.

Aus diesem Grund wurden die Proben erst nach vollstdndiger Auswertung mit
dem optischen Profilometer erneut mit dem mechanischen Taster vermessen.
Diese Reihenfolge wurde auch nach Entfernung der organischen Matrix

beibehalten.

5.3.5 Reproduzierbarkeit

Um die Reproduzierbarkeit der Messungen zu ermitteln, wurde nach dem
Versuch jeweils eine Probe nach 5-minttiger Demineralisationszeit sowie nach
120-mindtiger Demineralisationszeit jeweils vor und nach Entfernung der
organischen Matrix mit dem mechanischen Taster und dem optischen Sensor
mehrfach vermessen. Die Messungen erfolgten jeweils 10-mal, ohne
Veréanderung der Position und ebenso 10-mal nach erneuter Repositionierung in
das Messsystem.

Beim Vergleich der Werte fir die Reproduzierbarkeit erkennt man, dass die
Methode zum Wiederfinden derselben Stelle ausreichend genau war. Die
Standardabweichungen ohne Verdnderung der Position der Probe und nach
erneuter Reposition der Probe waren fiur jede Demineralisationszeit unter den
gewahlten Messbedingungen flr beide Tasterarten annahernd gleich.

Anhand der Standardabweichungen ohne erneute Repositionierung der Probe
wird ersichtlich, dass die Probe durch die standigen De- und
Rehydrierungsprozesse  Dimensionsveranderungen unterliegt, die nicht
beeinflusst werden kénnen. Dementsprechend sind vor allem die Werte bis 1 um
eher Verformungen in der Probe als einem messbaren vertikalen Abstand
zwischen Versuchs- und Referenzflache zuzuschreiben. Folglich missen die
Werte, die durch den optischen Sensor direkt nach Entfernung des
Wassertropfens ermittelt wurden, kritisch betrachten werden. Uneinheitliche
Messergebnisse aufgrund der Auswertung kdnnen ausgeschlossen werden, da

die Standardabweichung aller Auswertungen bei £ 0 lag.
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5.3.6 Enzymatischer Abbau der organischen Matrix

In der Mundhéhle befinden sich natirlich vorkommende Enzyme, die durch Sdure
freigelegtes Kollagen abbauen kénnen. Aus diesem Grund ist die Prasenz der
organischen Matrix in vivo noch nicht vollstandig geklart.

Bei in vitro Versuchen ist die Versuchsflaiche nach ausreichend langer
Demineralisationszeit sichtbar eindriickbar. Bei Erosionsdefekten am Patienten
fuhlt sich die Oberflache bei Sondierung jedoch glatt und hart an. Daher kann
davon ausgegangen werden, dass die organische Matrix durch Enzyme in der
Mundhdhle in einem noch unbekannten Ausmald degradiert wird. Dafur kommen
Enzyme in Frage, die sowohl spezifisch als auch unspezifisch das freigelegte
Kollagen abbauen kénnen.

Die proteolytischen Enzyme wie beispielsweise Matrix-Metallo-Proteinasen
(MMPs) und Cathepsine befinden sich im Speichel, in der Sulkusflissigkeit, im
Plaque und im Dentin [S6der, 1972; Ingman et al., 1994; van Strijp et al., 2003;
Chaussain-Miller et al., 2006; Scaffa et al., 2012] und kénnen Kollagen Typ |
degradieren [Zhang und Kern, 2009].

Allerdings befinden sich in der Mundhéhle auch Inhibitoren, die zu einer
Inaktivierung proteolytischer Enzyme fihren [Chaussain-Miller et al., 2006].
Inwiefern sich das Verhaltnis zwischen proteolytischen Enzymen und Inhibitoren
auf den Abbau des Kollagengeflechts nach erosiver Freilegung auswirkt, ist
bislang noch unklar und bedarf weiterer Erforschung.

Wird in der Mundhohle freigelegtes Kollagen sofort durch kérpereigene Enzyme
abgebaut, entwickelt sich aus einem von Diffusion abhangigen Geschehen unter
in vitro Bedingungen ein oberflachliches Geschehen. Die fur die Dentinerosionen
charakteristischen Eigenschaften wirden entfallen und die Lasionstiefen deutlich

verstarken.

Die organische Matrix besteht vorwiegend aus Kollagen Typ I. Kollagen Typ |
wiederum besteht aus 3 Polypeptidketten, die sich umeinander zu einer
Tripelhelix winden. Durch den Saureangriff werden Hydroxylapatitkristalle sowohl
zwischen den einzelnen Polypetidketten (interfibrillar) der Tripelhelix als auch
zwischen den Kollagenfasern (extrafibrillar) herausgeldst. Die Tripelhelix der
Kollagenfasern bleibt jedoch erhalten und kann auch nach langerer Einwirkdauer

der Saure nicht degradiert werden [Selvig, 1968].
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Rasterelektronenmikroskopische Bilder zeigen auch in dieser Studie den Erhalt
der organischen Matrix nach einem Saureangriff.

Proteolytische Enzyme hingegen kdnnen je nach Lokalisation der verbleibenden
Hydroxylapatitkristalle die Tripelhelix spalten und demnach das Kollagen

denaturieren.

Sowohl in der Erosionsforschung als auch in der Kariologie wurde die
Degradation des Kollagengeflechts durch verschiedene proteolytische Enzyme
untersucht. Je nach Agens wird dabei die organische Matrix unterschiedlich stark
abgebaut und ist damit fiir die vorliegende Studie mehr oder weniger gut geeignet
um die Mineralisationsfront darzustellen. Im Folgenden wird auf die Enzyme

Pepsin und Trypsin, das Agens NaOCI und eine Kollagenase néher eingegangen.

Pepsin und Trypsin sind Peptidasen des Verdauungssystems und kénnen durch
Erbrechen in die Mundhohle gelangen. Trypsin ist ein Enzym des Pankreas,
wahrend Pepsin durch die Hauptzellen der Magenschleimhaut gebildet wird.
Beide Enzyme sind jedoch nicht in der Lage, die organische Matrix vollstandig zu
degradieren [Kleter et al., 1997; Schlueter et al., 2010]. Auch die Kombination
beider Enzyme fuhrte unter den in der Studie gewdahlten Versuchsbedingungen
lediglich zu einem erhohten, jedoch nicht zu einem vollstandigen Abbau der
organischen Matrix [Schlueter et al., 2007; Schlueter et al., 2010]. Aus diesem

Grund sind beide Enzyme nicht geeignet, die Mineralisationsfront darzustellen.

Demgegenuber ist NaOCI als unspezifisches proteolytisches Agens (2,5%) nach
10-minatiger Einwirkzeit bei 37 °C und 150 UpM (Umdrehungen pro Minute) in
der Lage, die Kollagenfasern vollstandig abzubauen. Allerdings wird dabei auch
die teilweise demineralisierte Schicht entfernt. Bei dieser Schicht handelt es sich
um Kollagenfasern mit extra- und intrafibrillaren Hydroxylapatitkristallen [Ahmed
et al.,, 2008]. Dadurch wirde durch die Entfernung der organischen Matrix mit

NaOCI der Mineralverlust Uiberschatzt.

Kollagenasen sind spezifische Matrixmetalloproteinasen, die in der Lage sind, die
Kollagenmolkile an verschiedenen Stellen zu hydrolysieren und das Kollagen bis
zur teilmineralisierten Dentinschicht abzubauen. Die Spaltung der Tripelhelix ist
nicht mehr moglich, sobald sich die Hydroxylapatitkristalle extrafibrillar an den

Kollagenfasern befinden [Ahmed et al., 2008]. Dadurch bleibt bei Verwendung
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dieser Enzyme sowohl das teilweise als auch das vollstdndig mineralisierte
Dentin erhalten, womit es mdglich wird, die Mineralisationsfront suffizient

darzustellen.

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie eine Kollagenase
verwendet. Es handelt sich dabei um Kollagenasen des Bakterienstammes
Clostridium Histolyticum Typ VII. Die Kollagenaseldsung bestand aus mindestens
sieben verschiedenen Kollagenasen mit einem Molekulargewicht von 68.000 bis
125.000 [Klont und ten Cate, 1991], die unspezifisch am Abbau des Kollagens
beteiligt sind. Das Reaktionsmaximum der Enzyme wird im neutralen Bereich
unter Anwesenheit von Kalziumionen erzielt [Angleton und Van Wart, 1988] und
wurde bereits erfolgreich in der Kariologie sowie in der Erosionsforschung
eingesetzt [Klont und ten Cate, 1991; Kleter et al., 1997].

Da vorherige Studien zeigten, dass Kollagenasen in der Konzentration von
100 Units pro ml (1 Unit entspricht 0,5325 png Kollagenase) in einer
Mineralsalzlosung das exponierte Kollagen zuverlassig abbauen [Ganss et al.,
2007; Ganss et al., 2009b], wurde die Kollagenaselésung in dieser Studie auf die
gleiche Weise angesetzt und verwendet. Sowohl rasterelektronenmikroskopische
Bilder als auch die EDX-Linescans dieser Studie belegen den vollstandigen

Abbau des freigelegten Kollagens.

Das Einlegen der Proben in die Kollagenaseldsung kann zu unspezifischen
Auflagerungen auf der Probenoberflache fuhren, die sich vor allem in den
Ergebnissen kurzer Demineralisationszeiten durch eine deutlich positive
Stufenbildung aul3erten. Daher wurden diese Auflagerungen durch ein in NaOCI
getranktes Wattepellet entfernt.

Aufgrund der kurzen Kontaktzeit von NaOCI mit der Probenoberflache kann ein
zusatzlich induzierter Kollagenabbau jedoch ausgeschlossen werden. Sowohl
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen als auch EDX-Linescans bestéatigen
dies durch die nach der NaOCI-Behandlung noch vorhandene teilmineralisierte

Schicht auf der Probenoberflache.
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5.4 Betrachtung der Ergebnisse

5.4.1 Betrachtung der Ergebnisse vor Entfernung der

organischen Matrix
Bei der Betrachtung der rasterelektronenmikroskopischen Bilder unter 4.7 fallt
auf, dass mit zunehmender Demineralisationszeit die Auspragung der
organischen Matrix zunimmt. Der demineralisierte Anteil lasst sich durch den
Vergleich der Ergebnisse, die zum einen durch den optischen Sensor vor
Entfernung der organischen Matrix nach vollstandiger Rehydrierung und zum
anderen durch die Ergebnisse, die durch den mechanischen Taster nach
Entfernung der organischen Matrix im feuchten Zustand gemessen wurden,
errechnen. Dabei wird nach 5 Minuten Demineralisationszeit eine Dicke von
3,9 um und nach 120 Minuten Demineralisationszeit eine Dicke von 54,4 ym
erreicht.
EDX-Linescans bestatigen die von der Demineralisationszeit abhéngige
Auspragung der entmineralisierten organischen Matrix. Der Bereich, in dem
mineralisiertes Gewebe, gekennzeichnet durch den Anstieg von Kalzium und
Phosphat, nachgewiesen werden kann, verschiebt sich in Abhéangigkeit der
Demineralisationszeit stetig nach hinten.
Dennoch liegt keine lineare Zunahme des entmineralisierten Gewebes vor, da
das freigelegte Kollagengeflecht mit zunehmender Dicke als Diffusionsbarriere fir
die erosive Saure wirkt. Zusatzlich zeigt sie auch Puffereigenschaften und
beeinflusst als polare Membran den Diffusionsprozess [Wiegand et al., 2004].
Das heildt, der Mineralverlust pro Minute nimmt mit zunehmender Dicke der
organischen Matrix ab [Kleter et al., 1994; Ganss et al., 2004; Hara et al., 2005].
Dieses Phanomen wird auch in der vorliegenden Studie deutlich. Nach 5 Minuten
Demineralisationszeit liegt der Mineralverlust bei 0,84 um pro Minute. Die
Demineralisationsgeschwindigkeit ~ verringert sich  nach 120 Minuten
Demineralisationszeit auf 0,48 um pro Minute. Dies entspricht einer Reduktion um
fast die Halfte. Demnach beeinflusst die organische Matrix erheblich die
Erosionsgeschwindigkeit und nimmt dadurch eine bedeutende Rolle ein.

Bei der profilometrischen Vermessung der Proben mit dem optischen Sensor, der
die Oberflache des Kollagengeflechts berihrungsfrei abscannt, wird trotz

suffizienter Befeuchtung der Proben ein kleiner, aber mit zunehmender
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Demineralisationszeit ansteigender vertikaler Abstand zur Referenzflache
gemessen. Der geringe messbare Abstand wurde sowohl in der Studie von 2007
als auch in der ersten Methodenstudie durch Dehydrierungserscheinungen
wahrend des Messvorganges begriindet. Das in beiden Studien verwendete
optische Profilometer bendtigt zum Fokussieren des Systems und zum
Aufzeichnen eines Profilschriebs ungefahr 30 Sekunden [Ganss et al., 2007].

Im Gegensatz dazu wurden die Messungen in der vorliegenden Studie ohne ein
weiteres Nachfokussieren direkt nach der Entfernung des Wassertropfens
gestartet. Zudem reduzierte sich in dieser Studie die Messdauer eines
Profilschriebs durch die Verwendung eines anderen optischen Profilometers auf
circa 1 Sekunde. Durch die Veranderung der Aufnahmedauer reduzierte sich der
vertikale Abstand im Vergleich zur ersten Methodenstudie von 5 um [Ganss et al.,
2009b] auf 1 um bei 30-mindtiger Demineralisationszeit und von 5,4 um [Ganss et
al., 2009b] auf 3,4 um bei 120-minutiger Demineralisationszeit der Proben.

Der mit zunehmender Demineralisationszeit dennoch steigende vertikale Abstand
ist durch die geringe Schrumpfung des Kollagengeflechts zu begrinden. Es
handelt sich dabei um ein passives Zusammenfallen der gréRer werdenden
Kollagenschicht nach mehrfacher De- und Rehydrierung durch fehlende
stabilisierende Hydroxylapatitkristalle. Allerdings kann man erst ab einer
Demineralisationszeit von 20 Minuten von einem messbaren Zusammenfall der
organischen Matrix sprechen. Bei allen anderen Proben handelt es sich vielmehr
um dimensionale Veranderungen der Probe, wie die Standardabweichungen der

Reproduzierbarkeitsmessungen ohne erneutes Repositionieren der Probe zeigen.

Die rasterelektronenmikroskopischen Bilder bestéatigen die geringe Schrumpfung
der organischen Matrix mit zunehmender Demineralisationszeit. Allerdings ist bei
der Betrachtung der rasterelektronenmikroskopischen Bilder zu beachten, dass
durch die Kritisch-Punkt-Trocknung die entmineralisierte organische Matrix nur
weitestgehend in dem Zustand abgebildet werden kann, wie sie auch nach
vollstandiger Rehydrierung vorzufinden ist. Zu einer weiteren Schrumpfung der
Probe kommt es im Hochvakuum des Rasterelektronenmikroskops [Carvalho et
al., 1996]. Folglich sind in den rasterelektronenmikroskopischen Bildern, vor allem
bei den langeren Demineralisationszeiten, gréRere Stufen zwischen

Referenzflache und der Oberflache des freiliegenden Kollagengeflechtes im
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Vergleich zu den gemessenen Stufenhéhen nach vollstdndiger Rehydrierung zu
erwarten.

Im Gegensatz zum optischen Sensor grabt sich der mechanische Taster bis zu
einer unbestimmten Tiefe in die organische Matrix ein und erzielt unter den
gleichen Messbedingungen grofere Werte. Dieser Effekt wird in der
nachfolgenden Abbildung bildlich dargestellt. Es besteht jedoch keine

Proportionalitdt zwischen der Dicke der organischen Matrix und der Eindringtiefe

des Tasters.

Abb. 18: Dieses rasterelektronenmikroskopische Bild zeigt eine Dentinprobe nach 120-mindtiger
Demineralisationszeit mit nahezu vollstandig aufgerichteter organischer Matrix, wie sie im
feuchten Zustand vorzufinden ist. Die obere durchgangige Linie ist die Referenzlinie. Der optische
Sensor scannt die Oberflache des Kollagengeflechts ab (obere gestrichelte Linie), wahrend sich
der mechanische Taster in die organische Matrix grabt (untere gestrichelte Linie). Die Pfeile

stellen die tatsachliche Mineralisationsfront dar.

Durch die Anderung des Messsystems von einem optischen Sensor zu einem
mechanischen Taster erhohten sich die Werte von 0,3 £0,7 pm auf 2,9 +1,1 um
nach 5 Minuten Demineralisationszeit und von 3,4 + 1,5 um auf 30,6 £ 5,8 um
nach 120 Minuten Demineralisationszeit.

Dennoch kann keine der beiden Tasterarten die Mineralisationsfront abbilden.
Zudem besteht keine Proportionalitdt zwischen den ermittelten Werten und dem
tatsachlichen Mineralverlust. In dem Bland-Altman-Plot 2 unter 4.6 erkennt man
beim Vergleich der unterschiedlichen Messbedingungen vor und nach Entfernung
der organischen Matrix einen deutlichen signifikanten, proportionalen und
systematischen Fehler sowie eine Zunahme der Streuung bei langeren

Demineralisationszeiten.
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Dementsprechend kann bei Messungen vor Entfernung der organischen Matrix
nicht von ,Substanzverlust* oder ,Mineralverlust® gesprochen werden. Vielmehr
handelt es sich um einen messbaren ,vertikalen Abstand“ oder eine messbare

,Stufenhohe* zur Referenzflache.

Werden die Proben fur eine bestimmte Zeit der Raumluft ausgesetzt, kollabiert
die organische Matrix. Dieser Effekt konnte durch rasterelektronenmikroskopische
Bilder in 4.7 Abbildung 16 bildlich dargestellt werden. Dazu wurden die Proben
nicht Kritisch-Punkt getrocknet, sondern fur mindestens 4 Tage der Raumluft
ausgesetzt. Durch die  Trocknung kollabiert das entmineralisierte
Kollagengeflecht, sodass die einzelnen Tubuli kaum voneinander abgrenzbar
sind.

Bei der Betrachtung der Dehydrierungseffekte mit dem optischen Tastsystem wird
durch den Vergleich der Messzeitpunkte nach Entfernung des Wassertropfens
sowie nach 2- und 10-minutiger Dehydrierung der schnelle Zusammenfall der
organischen Matrix deutlich. Innerhalb der ersten 2 Minuten kommt es zu einem
deutlichen Anstieg der gemessenen Stufenhdhe. Dabei wurde zum Teil eine
Erh6hung der Werte um das 9-fache erreicht. Danach wird ein Plateau erreicht, in
dem sich die Werte bis zur 10-minitigen Dehydrierung kaum noch andern. Nur
bei den langeren Demineralisationszeiten von 90 und 120 Minuten ist nach
2-minutiger Dehydrierung aufgrund der ausgepragten Kollagenschicht noch
Restfeuchtigkeit vorhanden. Folglich kommt es nach 2 Minuten zu einer weiteren
Dehydrierung des Kollagengeflechtes, das sich in einem signifikanten Anstieg der
gemessenen Stufenhdhe bis zur 10-mindtigen Dehydrierung aul3ert.

Auch beim Vergleich der Werte in den Trocknungsreihen erkennt man bei den
Proben, die bis zu 30 Minuten demineralisiert wurden, ein Plateau nach
2 Minuten, wahrend bei 60 und 90 Minuten Demineralisationszeit erst nach
3 Minuten und bei 120 Minuten Demineralisationszeit sogar erst nach 4 Minuten
ein Plateau erreicht wird. Danach andern sich die Werte bis zur 30-mindtigen
Dehydrierung nur noch geringfigig.

Solche ausgepragten Anderungen der Werte durch Dehydrierungseffekte konnen
durch den mechanischen Taster nicht ermittelt werden. Bei dem direkten
Vergleich der einzelnen Messzeitpunkte untereinander erkennt man bei den

kurzen und mittleren Demineralisationszeiten bis 60 Minuten eine Verkleinerung
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des vertikalen Abstandes um circa 2 um bis zur 10-mindtiger Dehydrierung. Die
Verringerung des vertikalen Abstandes konnte durch den Zusammenbruch der
organischen Matrix und einer damit verbunden Verdichtung des
Kollagengeflechts erklarbar sein. Dadurch kann der mechanische Taster nicht

mehr so weit in das Kollagengeflecht vordringen und ermittelt kleinere Werte.

Bei den langeren Demineralisationszeiten von 90 und 120 Minuten kommt es
zunachst zu einem Anstieg und spéter zu einem erneuten Abfall der gemessenen
Stufenhdhe. Aufgrund der Restfeuchtigkeit nach 2 Minuten Dehydrierung kann
sich der Taster moglicherweise zunachst weiter in Richtung Mineralisationsfront

eingraben als nach vollstadndiger Dehydrierung nach 10 Minuten.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse in den Trocknungsreihen wird noch einmal
deutlich, dass sich die Werte von Beginn an bis zur 30-minttigen Dehydrierung
kaum &ndern. Es ist ein Plateau zu erkennen, in dem es nur noch zu
geringfuigigen Anderungen durch den Dehydrierungsprozess kommt. Dennoch ist
ein anfanglicher Abfall der Werte mit einem leichten Anstieg nach 10-minutiger
Dehydrierung zu erkennen. Nur bei den Werten nach 120-minatiger Dehydierung
ist zuerst ein deutlicher Anstieg der Werte mit einem anschlielBenden Abfall zu

erkennen.

Neben der Austrocknung des Kollagengeflechtes muss bei der Betrachtung der
Ergebnisse der mineralisierte Anteil der Probe betrachtet werden. Bei einer
Dehydrierung kommt es zur Verformung der Probe, die bildlich in dem 3D-Scan
unter 4.4.1 in Abbildung 9 dargestellt ist und nach Entfernung der organischen
Matrix noch deutlicher wird. Demnach kommt es neben dem Zusammenfall der
organischen Matrix zu einer Wolbung der Probe, die eine Verkleinerung der

tatsachlichen Stufenhohe bei beiden Tasterarten verursacht.

Auch nach nahezu vollstandiger Austrocknung der Proben sowie einem
vollstandigen Zusammenfall der organischen Matrix sind beide Systeme nicht in
der Lage, die Mineralisationsfront abzubilden. In den Bland-Altman-Plots unter
4.6 erkennt man beim Vergleich der unterschiedlichen Messbedingungen vor und
nach Entfernung der organischen Matrix einen deutlichen signifikanten,
proportionalen und systematischen Fehler sowie auch hier eine Zunahme der

Streuung bei langeren Demineralisationszeiten.
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Durch die nur noch sehr geringfiigige Anderung der Werte nach 30 Minuten
Dehydrierungszeit wird in der vorliegenden Studie davon ausgegangen, dass die
Proben nahezu vollstandig ausgetrocknet sind.

In der Studie von Attin et al. [2009] wird die vollstdndige Austrocknung der Probe
auch nach 30-60 Minuten erreicht. Die Anderungen der Werte bis zur
60-mindtigen Dehydrierung konnte in der Studie von Attin et al. durch den
Keramikring, der als Referenzflache diente, zu erklaren sein. Vermutlich wurde
durch die dehydrierungsunabhangige Referenzflache eine zuséatzliche Verzerrung
der gesamten Dentinprobe gemessen. In der vorliegenden Studie befinden sich
die Versuchs- und Referenzflache jedoch nebeneinander angrenzend auf
derselben Probe. Dadurch ist nur der vertikale Unterschied zwischen beiden
Flachen und nur in geringem MalRe die Dehydrierung der gesamten Probe

messbar.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass es durch die Prasenz der
organischen Matrix nach einem erosiven Saureangriff nicht méglich ist, unter den
in  dieser vorliegenden  Studie  gewahlten  Messbedingungen  die
Mineralisationsfront  profilometrisch ~ darzustellen.  Selbst  mechanische
Tastsysteme konnen bei kurzen Demineralisationszeiten nicht bis zur
Mineralisationsfront vordringen und sind demnach auch nicht geeignet, den
Mineralverlust zu quantifizieren, solange das Kollagengeflecht auf der
Probenoberflache persistiert.

Hinzukommend unterliegen die Proben sowohl im entmineralisierten als auch im
mineralisierten  Anteil  Trocknungsphanomenen. Hierbei nimmt  die
entmineralisierte organische Matrix eine besondere Rolle ein. Durch die
Dehydrierung kollabiert das Kollagengeflecht, sodass bis zu 9-fach hohere Werte
gemessen werden. Dabei handelt es sich um einen schnellen Prozess, der bei
den kurzen Demineralisationszeiten nach 2 Minuten abgeschlossen ist. Danach
treten nur noch kleine Verdnderungen in den Messergebnissen auf. Bei den
langeren Demineralisationszeiten dauert der Zusammenfall aufgrund der
ausgepragten organischen Matrix bis zu 4 Minuten an.

Diese Ergebnisse verdeutlichen die Wichtigkeit der Feuchtigkeitskontrolle. Bereits
eine kurze Verzégerung des Messbeginns fihrt zu einer Verfalschung der

Ergebnisse. Dementsprechend ist es von grof3er Bedeutung, dass die Proben
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direkt nach Entfernung des Wassertropfens vermessen werden, die Rehydrierung
vor jedem Messbeginn wiederholt und die Messdauer moglichst gering gehalten

wird.

5.4.2 Betrachtung der Ergebnisse nach Entfernungde r
organischen Matrix

Der vollstdndige Abbau der organischen Matrix durch die Kollagenaselésung
konnte durch rasterelektronenmikroskopische Bilder bestétigt werden. Bei dem
verbleibenden Gewebe handelt es sich um eine wenige pum dinne Schicht
teilmineralisierten Dentins, an die sich vollstdndig mineralisiertes Gewebe
anschlie3t. Die teilmineralisierte Schicht imponiert durch nahezu vollstandig
mineralisiertes intertubulares Dentin und eine Vergréf3erung der Dentintubuli
durch fehlendes peritubulares Dentin.

EDX-Linescans nach Entfernung der organischen Matrix bestatigen die schmale
teilweise mineralisierte Schicht durch einen schnellen Anstieg der Kalzium- und

Phosphatwerte.

Durch die Entfernung des Kollagengeflechtes konnten sowohl mit dem optischen
Sensor als auch mit dem mechanischen Taster wesentlich groRere Stufenhdhen
gemessen werden als vor Entfernung der organischen Matrix.

Sowohl bei den in der vorliegenden Studie als auch in der Studie von 2007 und
der Methodenstudie von 2009 ermittelten Werten konnte dennoch ein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Tasterarten festgestellt werden. Dies
ist zum einen durch mdgliche Abbauprodukte oder Verunreinigungen, die sich auf
der Oberflache der Dentinprobe befinden, zu begriinden. Diese organischen
Ruckstande werden durch den mechanischen Taster verdrangt, wahrend sie
durch den optischen Sensor abgescannt werden. Mit zunehmender
Demineralisationszeit werden die Unterschiede zwischen den Werten des
mechanischen Tasters und des optischen Sensors gréRer. Nach 5 Minuten
Demineralisationszeit liegt der Unterschied beider Messsysteme bei 0,7 um,
wéahrend nach 120 Minuten Demineralisationszeit der Unterschied bei 2,3 um
liegt. Die Menge des verbleibenden organischen Materials scheint demnach in
Korrelation mit der Dicke der organischen Matrix vor dem enzymatischen Abbau

zu stehen.
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Zudem zeigen rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen Spuren des
mechanischen Tasters auf der Versuchsflache. Dadurch ist ein Vordringen des
mechanischen Tasters in die teilmineralisierte Schicht nicht auszuschlieRen. Wie
tief der Taster in die teilmineralisierte Schicht vordringt oder ob der Taster
ausschliel3lich die organischen Rickstande auf der Probenoberflache zur Seite
drangt, ist jedoch unklar.

Der Bland-Altman-Plot 4 im Kapitel 4.6 zeigt beim Vergleich beider Messarten
einen geringen signifikanten, proportionalen und systematischen Fehler mit einer
zunehmenden Streuung bei zunehmender Demineralisationszeit. Folglich sollte
der Mineralverlust durch den optischen Sensor nach Entfernung der organischen
Matrix im hydrierten Zustand der Probe nur bei kurzen Demineralisationszeiten
dargestellt werden. Die Ungenauigkeit nimmt mit steigender Demineralisationszeit

ZU.

Nach 10-mindtiger Dehydrierung der Probe ist eine deutliche Verkleinerung der
Werte bei allen Demineralisationszeiten und bei beiden Messsystemen
erkennbar. Bei dem optischen Taster wird eine Verkleinerung des vertikalen
Abstandes von durchschnittlich 2,4 um ermittelt. Bei dem mechanischen Taster
wurde eine Verkleinerung des vertikalen Abstandes von durchschnittlich 3,6 pm
gemessen. Hier entfallt der Einfluss der organischen Matrix. Es handelt sich um
eine reine Verformung des mineralisierten Anteils der Probe. Auch nach
30-minudtiger Dehydrierung ist diese Verformung der Probe noch erkennbar, wie
die Trocknungsreihe in Abbildung 2 und Abbildung 4 im Kapitel 4.3 zeigt. Eine
bildliche Darstellung findet sich in dem 3D-Scan im Kapitel 4.4.2.

Die Verformung der Probe entstand, obwohl die Proben unterseitig vollstandig mit
dem Glasobjekttrager verklebt waren.

Ob beziglich des AusmalRes der Verbiegung ein Zusammenhang mit

Befestigungsart und Probendicke besteht, ist momentan noch nicht geklart.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass der Mineralverlust am zuverlassigsten
nach Entfernung der organischen Matrix unter vollstdndiger Rehydrierung der
Probe mit dem mechanischen Taster dargestellt werden kann. Die Ermittlung des
Mineralverlustes durch den optischen Sensor sollte auf klrzere
Demineralisationszeiten beschrankt bleiben. Bei langeren
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Demineralisationszeiten wird die Mineralisationsfront durch organische
Ruckstande auf der Probenoberflache verdeckt und dadurch unzuverlassig.

Nach Entfernung der organischen Matrix betreffen die Trocknungseffekte
ausschlief3lich den mineralischen Anteil der Probe. Die Dehydierung fiihrt zu einer
Wolbung und dadurch zu einer Verkleinerung des messbaren vertikalen
Abstandes um 2-4 um. Es handelt sich hierbei nicht um einen schnellen, sondern
vielmehr um einen kontinuierlichen Prozess, der sich bis zu einem Zeitraum von

10 Minuten erstreckt.

5.5 Bewertung der Daten anhand der Literatur

Die in der Literatur verwendeten Messbedingungen flihren zu einer
Stufenh6henmessung, die aufgrund der gewéhlten Messbedingungen nicht die

.wahren Werte* des Mineralverlustes widerspiegelt.

Im Folgenden soll mit Hilfe von Geradengleichungen der tatsachliche
Mineralverlust aus den Werten, die in der Literatur ermittelt wurden, berechnet
werden. Dazu wurden Geradengleichungen erstellt, die die Beziehung zwischen
der Messmethode, die den tatsédchlichen Mineralverlust wiederspiegelt, und der
Messmethode, die in der Literatur verwendet wurde, abbildet. Allerdings kdnnen
nur Anndherungswerte errechnet werden. Parameter wie beispielsweise die
Probendicke, die die Ergebnisse zusatzlich beeinflussen kdénnen, kénnen in
dieser Berechnung nicht mit bertcksichtigt werden.

FuUr das erste Beispiel dient die Studie von Ranjitkar et al., in der die Wirkung von
Casein Phosphopeptide-Amorphes Kalziumphosphat (CPP-ACP) ermittelt wurde.
In dieser Studie wurden Dentinproben nach einem Saureangriff mit einer
Zahnpastenslurry sowohl mit als auch ohne CPP-ACP behandelt. Die ermittelten
Stufenhohen wurden anschlieBend mit den Werten einer Kontrollgruppe
verglichen [Ranijitkar et al., 2009].

Die Stufenhthe wurde mit einem optischen Sensor ohne Feuchtigkeitskontrolle
gemessen. Daher wird in dem folgenden Rechenbeispiel davon ausgegangen,
dass die Proben eine unbestimmte Zeit lang der Raumluft ausgesetzt waren und

dehydriert sind.

Um den ,wahren“ Mineralverlust zu ermitteln, werden die in der Studie von
Ranijitkar et al. erhoben Werte in eine Geradengleichung eingesetzt.
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Die folgende Geradengleichung setzt die Werte, die fir den mechanischen Taster
im hydrierten Zustand nach Entfernung der organischen Matrix und die Werte, die
durch den optischen Sensor vor Entfernung der organischen Matrix nach

10-minutiger Dehydrierung erhoben wurden, in Beziehung.
Geradengleichung: y=1,8 *x + 3,0

In der folgenden Tabelle werden exemplarisch die Werte, die in der Studie von
Ranjitkar et al. ermittelt wurden, dem tatsachlichem Mineralverlust durch

Einsetzen der Werte in die Geradengleichung gegentbergestellt.

Tab. 5: In dieser Tabelle wird die in der Studie ermittelte Stufenh6éhe dem errechneten
tatsachlichen Mineralverlust gegeniiber gestellt. Die Werte werden in pum angegeben. In
Klammern wird die Reduktion des Substanzverlustes in Bezug zur Kontrollgruppe in

Prozent angegeben.

Kontrollgruppe | Slurry ohne CCP-ACP | Slurry mit CCP-ACP

In der Studie ermittelte Werte 10,3 5,8 (44%) 2,2 (79%)

Der tatsachliche

Mineralverlust nach dem
) o 21,5 13,4 (38%) 6,9 (68%)
Einsetzen der Werte in die

Geradengleichung

Bei der Betrachtung der Werte fallt auf, dass sich der tatsachliche Mineralverlust
bei den groReren Werten (Kontrollgruppe) verdoppelt, wahrend sich die kleineren
Werte, wie in der Versuchsgruppe mit CCP-ACP, verdreifachen.

In diesem Beispiel wird deutlich, dass ungeeignete Messbedingungen zu einer
falschen Aussage Uber die Wirkung von Mundhygieneprodukten flihren kdnnen.
Wahrend sich der Mineralverlust durch die Zugabe von CCP-ACP in der Studie
von Ranjitkar et al. um das 5-fache reduziert, fihrt die Zugabe von CCP-ACP
eigentlich nur zu einer 3-fachen Verringerung des Mineralverlustes. Die Wirkung
von CCP-ACP wird demnach mit der in der Studie von Ranijitkar et al. gewahlten

Messmethode um 9% Uberschatzt.

Wirden die ermittelten Werte noch kleiner ausfallen, ware der Unterschied zum
tatséchlichen Mineralverlust dementsprechend gré3er. So liegt beispielsweise der
tatséchliche Mineralverlust bei einer unter den gleichen Messbedingungen

ermittelten Stufenhdhe von 0,5 um bei tatsachlichen 3,9 um. Demnach wéare der
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tatsachliche Mineralverlust 8-mal grol3er als durch dieses Messverfahren
dargestellt werden kann.

In einem zweiten Beispiel wird die Wirkung verschiedener Zahnpasten mit einem
mechanischen Profilometer untersucht. Auch hier gibt es keine Angaben zur
Feuchtigkeitskontrolle, was eine Dehydrierung der Proben an der Raumluft
vermuten lasst. Exemplarisch werden hier die ermittelten StufenhOhen der
Kontrollgruppe, denen unter Verwendung von reguldrer Zahnpaste sowie von

Backpulver den tatséchlichen Werten gegenuber gestellit.

Um den tatsachlichen Mineralverlust zu ermitteln, werden auch hier die in der
Studie erhoben Werte in eine Geradengleichung eingesetzt. Die folgende
Geradengleichung setzt die Werte, die fir den mechanischen Taster im
hydrierten Zustand nach Entfernung der organischen Matrix und die Werte, die
durch den mechanischen Taster vor Entfernung der organischen Matrix nach

10-minutiger Dehydrierung erhoben wurden, in Beziehung.
Geradengleichung: y=1,7 *x + 3,7

Tab. 6: In dieser Tabelle wird die in der Studie ermittelte Stufenhdhe dem errechneten
tatsachlichen Mineralverlust gegeniber gestellt. Die Werte werden in um angegeben. In
Klammern wird die Erhéhung des Substanzverlustes in Bezug zur Kontrollgruppe in

Prozent angegeben.

Kontrollgruppe Zahnpaste Backpulver
In der Studie ermittelte Werte 22 10 (455%) 13,1 (595%)
Der tatsachliche Mineralverlust nach dem
0, 0,
Einsetzen der Werte in die Geradengleichung 2 201 (o) 25 (S

Auch hier ist bei der Errechnung des tatsachlichen Mineralverlustes eine
Verdopplung der gréReren Werte (Backpulver) und eine Verdreifachung der

kleineren Werte (Kontrollgruppe) zu erkennen.

Das heil3t, umso kleiner die gemessenen Stufenhéhen durch den mechanischen
Taster vor Entfernung der organischen Matrix sind, desto gro3er ist der Abstand
zum tatséchlichen Mineralverlust. Dies ist soweit unbedenklich, wenn
beispielweise Mundhygieneprodukte in ihrer protektiven Wirkung unterschatzt

werden. Klinisch relevant wird es allerdings, wenn Mundhygieneprodukte durch
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nicht standardisierte Methoden in ihrer Wirkung Uberschatzt werden und unter

falschen Annahmen zur Anwendung kommen.

Ein weiteres Problem stellt die nicht standardisierte Feuchtigkeitskontrolle dar.
Werden die Proben nur am Anfang befeuchtet oder befinden sie sich zur
Aufbewahrung in einer feuchten Kammer, sind die Proben zu Beginn der
Messung vollstandig rehydriert, dehydrieren aber mit der Zeit. Dies fuhrt zu einer
Verfalschung der Messergebnisse. Erfolgt die vollstdndige Dehydrierung
zwischen unterschiedlichen Versuchsgruppen, kommt es zu einer deutlichen
Verféalschung der Messergebnisse, die ungewollt zu einer falschen Einschatzung

der Wirkung von Zusatzen in Mundhygieneprodukten flhren kann.

5.6 Schlussfolgerungen und Empfehlungen

Diese Methodenevaluation zeigt auf, dass keine der beiden Tasterarten in der
Lage ist, die Mineralisationsfront korrekt abzubilden, solange die organische
Matrix auf der Oberflache persistiert. Selbst die Vermutung, dass der
mechanische Taster bei einer geringen Demineralisationszeit durch das
Kollagengeflecht dringen kann, hat sich nicht bestéatigt. Umso wichtiger ist es,
dass vor jeder Planung des Studiendesigns das Zielkriterium genau bestimmt

wird und die Messbedingungen daran angepasst werden.

Erst nach vollstandiger Entfernung der organischen Matrix ist es moglich, die
Mineralisationsfront abzubilden. Dies ist bei kurzen und mittleren
Demineralisationszeiten mit Hilfe beider Tastsysteme mdglich. Bei langeren
Demineralisationszeiten sollte der mechanische Taster bevorzugt verwendet
werden, da der optische Sensor die organischen Rickstdnde mit einscannt, die
die Mineralisationsfront verdecken. Dadurch kommt es zu einer geringen

Unterschéatzung des tatséachlichen Mineralverlustes.

Zudem stellte sich in dieser Studie heraus, dass eine konsequente
Feuchtigkeitskontrolle unabdingbar fur eine suffiziente profilometrische Messung
am Dentin ist. Eine ungewollte Dehydrierung der Proben an der Raumluft fuhrt,
innerhalb von 2 Minuten bei kleinen Mineralverlusten und innerhalb von 4 Minuten
bei groReren Mineralverlusten zu einer vollstandigen Schrumpfung der
organischen Matrix. Dieser Prozess é&auf3ert sich in einer erheblichen

VergroRerung der gemessenen Werte. Zudem kommt es zu einer Verformung
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des mineralisierten Anteils und dadurch zu einer zusatzlichen Verkleinerung der
tatsachlichen Ergebnisse. Die Verformung des mineralischen Anteils wird vor

allem bei den Proben nach Entfernung der organischen Matrix deutlich.

Beide Aspekte fuhren dazu, dass bei einer Dehydrierung der Probe keine
adaquaten, reproduzierbaren Messergebnisse erzielt werden konnen. Aus
diesem Grund ist es besonders wichtig, vor jeder Messung auf eine vollstandige
Rehydrierung der Probe zu achten.
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6. Zusammenfassung

Die Profilometrie ist eine etablierte Messmethode in der Erosionsforschung. Sie ist
fur Schmelz validiert, wird aber auch fur Dentin angewendet. Doch im Gegensatz
zu Schmelz weist Dentin eine komplexe Histologie auf. So wird nach einer
Demineralisation ein Kollagengeflecht freigelegt, das innerhalb kurzer Zeit bei
Dehydrierung an der Raumluft zusammenfallt. Zudem ist mineralisiertes Dentin im
Gegensatz zu Schmelz ein wasserreiches Gewebe. Beide Aspekte fihren dazu,
dass die Profilometrie nicht einfach von Schmelz auf Dentin Ubertragbar ist,
sondern besonderer Anpassungen bedarf.

Ziel dieser in vitro Studie war es, den Einfluss der Dehydrierung von Proben auf
die profilometrischen Messergebnisse vor und nach Entfernung der organischen

Matrix sowie den Einfluss der verwendeten Tasterart zu untersuchen.

Dazu wurden Dentinproben (je n=15) mit einer definierten Dicke in Zitronenséaure
(0,05 molar, pH 2,6) fur 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90 und 120 Minuten demineralisiert.
Anschlieend wurde die Stufenhohe zwischen einer Referenz- und einer
Versuchsflache unter verschiedenen Messbedingungen untersucht.

Die Messungen wurden sowohl vor als auch nach Entfernung der organischen
Matrix mit einem mechanischen Taster und einem optischen Sensor durchgefihrt.
Vor Entfernung der organischen Matrix wurden die Proben unter standardisierten
feuchten Messbedingungen und nach 2- und 10-minatiger Dehydrierung der Probe
an der Raumluft profilometrisch vermessen. Nach Entfernung der organischen
Matrix mit einer Kollagenaselosung wurde die Stufenhthe unter standardisierten
feuchten Messbedingungen und ausschliel3lich nach 10-mindtiger Dehydrierung
der Probe an der Raumluft ermittelt. Zusatzlich wurden vor und nach Entfernung
der organischen Matrix mit beiden Tasterarten Trocknungseffekte Uber die Zeit
beobachtet. Um die Messergebnisse zu visualisieren, wurden 3D-Scans und
rasterelektronenmikroskopische  Strukturaufnahmen  sowie  EDX-Linescans

angefertigt.

Vor Entfernung der organischen Matrix konnte im feuchten Zustand der Probe
aufgrund der vollstandigen Hydrierung der organischen Matrix durch den
optischen Sensor kaum eine Stufenhdhe ermittelt werden. Die Werte lagen nach
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5, 10, 15, 20, 30, 60, 90 und 120 Minuten bei 0,3+0,7; 0,4+1,2; 0,5+1,3;
08+1,7,10+1,1; 19+15; 3,1+£1,5und 3,4 £1,5. Im Gegensatz dazu grabt
sich der mechanische Taster in die organische Matrix ein und erzielt dadurch
hohere Werte (Werte fur 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90, 120 Minuten lagen bei 2,9 £ 1,1;
49+13;69+16;90+£1,7; 12,1 £1,7; 17,9+ 1,9; 24,8 +4,2; 30,6 £5,8). Eine
2- und 10-minutige Dehydrierung der Probe an der Raumluft fihrte aufgrund des
Zusammenfalls der organischen Matrix bei beiden Tasterarten zu einer
signifikanten Erhéhung der Werte. Dennoch konnte vor Entfernung der
organischen Matrix die Mineralisationsfront durch beide Tasterarten nicht
dargestellt werden. Dies bestéatigte sich bei dem Vergleich der einzelnen
Messbedingungen durch Bland-Altman-Plots, bei denen sich sowohl signifikante

systematische als auch proportionale Fehler zeigten.

Nach Entfernung der organischen Matrix haben sich die Werte bei beiden
Tasterarten erhoht. Die Trocknung der Proben fiihrte jedoch Gber eine Wdélbung
der Probe, die durch 3D-Scans visualisiert werden konnte, zu einer Verkleinerung
der Werte um 2-4 pm.

Die rasterelektronenmikroskopischen Strukturaufnahmen vor Entfernung der
organischen Matrix zeigten eine mit zunehmender Demineralisationszeit dicker
werdende, entmineralisierte organische Matrix. Die vollstandige Demineralisation
des Kollagengeflechts konnte durch die EDX-Linescans bestatigt werden. Nach
Entfernung der organischen Matrix wurde auf den Strukturaufnahmen ein mit

zunehmender Demineralisationszeit wachsender Substanzverlust erkennbar.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Mineralverlust erst nach
Entfernung der organischen Matrix unter feuchten Messbedingungen adaquat
quantifiziert werden kann. Die Werte, die sowohl vor als auch nach Entfernung der
organischen Matrix unter unterschiedlichen Messbedingungen erhoben wurden,
sind nicht proportional zueinander, da eine Dehydrierung der Probe zu einer

raschen Veranderung der Messwerte fihrt.

Diese Studie betont somit die Wichtigkeit eines entsprechenden Studiendesigns,
um adaquat den Mineralverlust messen zu kénnen. Dazu zahlen sowohl die dem

Zielkriterium entsprechende Auswahl des Tasters und die entsprechende
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Probenvorbereitung, als auch die Einhaltung einer standardisierten
Feuchtigkeitskontrolle.
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7. Abstract

Profilometry is a well-established method in erosion research. It has been
validated for enamel but is also applied to dentine. However, the histology of
dentine is much more complex than that of enamel. After demineralisation, organic
structures remain on the surface of the dentine. These are susceptible to
dimensional change within a short period of time when exposed to ambient air.
Moreover, mineralised dentine, in contrast to enamel, is a physiologically moist
tissue. Both aspects lead to the conclusion that established methods of
profilometry as applied to enamel are not simply transferable to dentine but require

specific adjustments.

The study at hand seeks to evaluate the impact of dehydration prior to and after
the removal of the organic structures of the dentine specimens as well as the

impact of the applied type of measuring method on the results.

For the profilometric measurement dentine specimens with a defined thickness
were eroded with citric acid (0,05 molar, ph 2.6) for 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90 and
120 minutes respectively (each n=15). After the demineralisation period, step
height was determined between a reference and an experimental area under

various conditions.

The measurements were conducted prior to and after the removal of the
demineralised surface material using a non-contact, optical measuring device and
a contact stylus. Prior to the removal of the demineralised surface material, step
height was measured first under standardised moist conditions and also after
exposure to ambient air for 2 and 10 minutes respectively. After removing the
demineralised surface material with a collagenase solution, step height was again
determined under standardised moist conditions as well as after a standardised
10 minute exposure to ambient air. In addition, measurements over the time of
30 minutes prior to and after the removal of the organic structures were made
using both non-contact and contact measuring devices. To visualise the results,
3D scans, scanning electron microscopy images and EDX linescans were made.

In the presence of the demineralised surface material and under moist conditions,

the non-contact measuring device revealed almost no step height. Values
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(um, mean £ SD) after 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90, 120 minutes were 0.3 £0.7,
04+£12,05+£13,08+1.7,1.0+£1.1,19+£1.5, 3.1+£15, 3.4+1.5, caused by
the fully hydrated organic structures. In contrast, the contact stylus partly
penetrated the surface which revealed significantly higher results than the non-
contact measuring device (values for 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90, 120 minutes were
29+11, 49+13, 69+16, 9.0+£1.7, 121+ 17, 179+£19, 248142,
30.6 £5.8 respectively). Higher measurement results were revealed after
exposure to ambient air for 2 and 10 minutes due to shrinkage of the organic
structures caused by dehydration. Nevertheless, prior to the removal of the
organic structures neither measuring device was able to picture the mineralisation
of organic structures. This has been confirmed by Bland-Altman comparison of the

results which revealed distinct significant proportional and relative biases.

After the removal of the demineralised surface material the measurement results
were distinctly higher. Dehydration in ambient air resulted in about 2-4 um warping
of the specimens, which reduced the measurement results and could be visualised
in a 3D scan.

Scanning electron microscopy images taken before the enzymatic removal of
organic structures revealed that the demineralised surface layer increased in
thickness depending on the time spans of demineralisation. The fully
demineralised organic structure could be pictured by EDX linescans. After the
enzymatic removal of the demineralised surface material the loss of mineralisation
could be pictured as a loss of tissue which was also dependent on the time spans

of demineralisation.

In conclusion, the loss of mineralised tissue cannot be adequately quantified
unless demineralised surface material is removed and samples are kept moist.
Most importantly, results obtained in the presence or absence of demineralised
surface material were not proportional. Exposure to ambient air rapidly altered the
measuring results. The study emphasises the necessity of adequate sample
preparation, the careful choice of measuring method with regard to the parameter

under study, and of meticulous standardisation of the measuring procedures.
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9. Anhang

9.1 Trocknungsreihen

9.1.1 Optisch vor Entfernung der organischen Matrix
Tab. 7: Diese Tabelle liefert einen Uberblick tiber die mit der optischen Profilometrie ermittelten
Werte aufeinanderfolgender Messzeitpunkte vor Entfernung der organischen Matrix. MW entspricht

dem Mittelwert, SD der Standardabweichung aller 15 gemessen Proben pro Demineralisationszeit.

0 min 1 min 2 min 3min 4 min 5min 10 min 15 min 30 min

5 min 0,8 +0,3 1,4 +0,2 0,8 0,2 0,5+0,2 0,3+0,3 0,4 +0,3 0,5 0,2 0,8+0,1 1,403

10 min 0,6 +0,4 3,1+0,3 2,7+0,6 2,2 0,7 1,9 +0,7 1,6 0,5 1,1+0,4 1,1+0,5 1,7 £0,5

15 min 1,0 £0,6 4,0+1,1 5,7+0,5 5,8 +0,5 5,504 5,5+0,3 5,2+0,3 5,1+0,3 4,8 +0,4

20 min 0,7 0,9 2,2+1,2 3,7+2,6 6,1 +3,2 7,6 0,8 7,7 0,7 7,9 0,6 7,9 0,6 7,6 0,7

30 min 2,1+0,7 55+2,4 9,5 0,6 9,3 10,2 9,0 40,2 8,910,1 8,9 +0,2 9,1+0,4 9,1+0,6

60 min 3,0+2,1 5,2 40,7 11,4+1,9 | 159+0,5 | 16,2+0,7 | 16,2+0,4 | 16,0£0,2 | 159+0,1 | 15,8 +0,4

90 min 54+14 10,3+1,4 | 125+1,1 | 23,6 +2,1 | 243+0,2 | 24,2+0,4 | 23,9+0,5 | 24,2+0,4 | 24,6 +0,1

120 min 3,8+1,4 4,7 +0,5 11,3+25 | 25,8+2,1 | 28,5+0,7 | 289+0,8 | 28,9+1,1 | 28,9+1,1 | 28,1+0,4
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9.1.2 Optisch nach Entfernung der organischen Matri

Tab. 8: Diese Tabelle liefert einen Uberblick tiber die mit der optischen Profilometrie ermittelten

X

Werte aufeinanderfolgender Messzeitpunkte nach Entfernung der organischen Matrix. MW

entspricht dem Mittelwert,

Demineralisationszeit.

SD der Standardabweichung aller

15 gemessen Proben pro

0 min 1 min 2 min 3 min 4 min 5 min 10 min 15 min 30 min
5 min 5,5+1,0 4,4+10 3,7+0,8 3,56 +0,7 3,3+0,7 3,2+0,7 3,404 3,5+0,3 3,9+0,3
10 min 6,2 0,2 5,5 +0,8 50+1,3 4,7 £1,5 4,5+1,6 4,4+15 3,6 0,2 3,7 +0,5 4,6 +0,4
15 min 9,8 £0,2 8,1 +0,5 7,2 +0,2 6,9 +0,1 6,8 0, 2 6,7 +0,2 6,8 £0,3 6,9 £0,3 6,9 +0,3
20 min 11,8+0,1 | 11,4+0,2 | 10,8+0,4 | 10,4+0,3 | 10,1+0,1 | 10,1+0,1 | 9,9+0,1 10,2+0,1 | 10,5+0,1
30 min 18,1+0,2 | 17,605 | 16,6 0,5 | 16,2+0,5 | 16,2+0,5 | 16,2+0,5 | 16,3+0,2 | 16,5+0,1 | 16,9+0,1
60 min 34,6 +1,3 | 34,4+0,8 | 33,0+0,4 | 31,6+1,3 | 31,0+1,6 | 30,6+1,5 | 29,9+0,3 | 29,8+0,4 | 30,7 0,4
90 min 433+0,4 | 42,8404 | 41,608 |40,7+1,3 |399+1,0 | 39,3+0,5 | 38,6+0,3 |389+0,1 |39,9%0.2
120 min 52,2 +0,7 | 53,6+0,3 | 53,2+0,5 | 52,8 +0,6 | 52,6 +0,6 | 52,4+0,6 | 52,0+0,4 | 51,5+1,1 | 52,3+0,3
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9.1.3 Mechanisch vor Entfernung der organischen Mat

Tab. 9: Diese Tabelle liefert einen Uberblick tber die mit der mechanischen Profilometrie

rix

ermittelten Werte aufeinanderfolgender Messzeitpunkte vor Entfernung der organischen Matrix.

MW entspricht dem Mittelwert, SD der Standardabweichung aller 15 gemessen Proben pro

Demineralisationszeit.

0 min 1 min 2 min 3 min 4 min 5 min 10 min 15 min 30 min
5 min 3,8+1,0 2,7 +0,8 2,3+0,5 1,8 £0,7 1,5+0,8 1,5+0,8 1,4 +0,6 1,6 +0,6 2,0+0,4
10 min 4,8 +0,6 3,8+1,1 2,6 0,7 2,0 0,7 2,0 0,3 1,9 £0,2 1,9+0,4 2,2 0,2 2,804
15 min 7,3 0,7 6,5 +0,7 5,7 0,7 5,3 0,6 5105 5,0 0,6 4,8 +0,3 4,9 0,2 4,9 0,2
20 min 9,3 0,7 9,0 0,2 8,2 0,5 7,8 0,6 7,6 £0,5 7,4 0,5 7,0 £0,4 6,9 0,3 6,8 0,1
30 min 12,0+0,5 | 11,5+1,2 | 11,1 +0,9 | 10,4 +0,7 | 10,0 +0,6 | 9,8 +0,5 9,6 +0,5 9,6 0,5 9,8 +0,4
60 min 18,3+1,1 | 18,3+1,0 | 18,2+1,2 | 18,1+0,8 | 17,8 +0,7 | 17,5+0,7 | 17,2+0,5 | 17,2+0,4 | 17,5 0,2
90 min 26,6 £0,2 | 25,8 #0,2 | 25,5+0,2 | 25,3+0,2 | 25,3 +0,4 | 25,5+1,1 | 25,2 +1,1 | 25,3+0,7 | 26,2 +0,8
120 min 28,3+0,5 | 30,8+0,9 | 32,8+1,8 | 32516 | 32,016 | 31,716 | 31,116 | 31,2+1,4 | 31,714
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9.1.4 Mechanisch nach Entfernung der organischen Ma

Tab. 10: Diese Tabelle liefert einen Uberblick iber die mit der mechanischen Profilometrie

trix

ermittelten Werte aufeinanderfolgender Messzeitpunkte nach Entfernung der organischen Matrix.

MW entspricht dem Mittelwert, SD der Standardabweichung aller 15 gemessen Proben pro

Demineralisationszeit.

0 min 1 min 2 min 3 min 4 min 5 min 10 min 15 min 30 min
5 min 5,7+1,2 3,714 2914 2514 2214 2,1+1,3 19+11 2,0+0,9 2,5+0,6
10 min 7,210,4 5,8 +0,2 5,0 0,3 4,4 +0,3 4,1+0,4 3,5+0,4 2,7 0,7 3,0+0,4 3,6 +0,1
15 min 10,1 #0,7 | 7,8 0,9 6,6 0,7 5,9 £0,6 550,4 5204 4,8 +0,3 4,9 0,3 5,1+0,3
20 min 13,8 +0,4 | 13,904 | 13,905 | 14,0+0,2 | 13,9+0,1 | 13,805 | 13,5+0,3 | 13,6 +0,6 | 13,9 0,2
30 min 19,8 +0,6 | 19,6 +0,3 | 19,4+0,4 | 19,4+0,3 | 19,2 +0,4 | 19,0+0,3 | 19,3+0,3 | 19,3+0,1 | 19,6 +0,1
60 min 358415 | 349+1,2 | 34,1+0,7 | 33,5+0,5 | 33,2+0,6 | 33,1+0,5 | 32,3+0,8 | 32,4+0,9 | 33,2+0,6
90 min 47,4+1,3 | 46,4+1,3 | 45010 | 43909 | 42,7 +0,3 | 42,1+0,2 | 41,4+0,1 | 41,9+0,2 | 43,2 +0,3
120 min 56,5+1,6 | 55,8+1,6 | 55,1%1,2 | 54,7+1,1 | 54,410 | 54,2+0,8 | 53,5+0,8 | 53,1+1,0 | 52,9 0,9
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