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Einleitung

1 Einleitung

Erosionen sind Zahnhartsubstanzverluste, die durch vermehrten Kontakt von S&uren
mit der Zahnoberflache ohne Beteiligung von Mikroorganismen entstehen [Pindborg,
1970]. Diese Sauren kénnen endogenen oder exogenen Ursprungs sein.

Exogene Sauren stammen meist aus Nahrungsmitteln. So fuhrt der hdufige Genuss
von Zitrusfrichten oder saurehaltigen Fruchtsaftgetrdnken und Limonaden zu einem
sauren pH-Wert in der Mundhdhle und fordert so die erosive Demineralisation der
Zahnhartsubstanz. Eine Studie zeigte beispielsweise ein erhéhtes Erosionsrisiko, wenn
Zitrusfriichte haufiger als zweimal pro Tag gegessen oder Softdrinks taglich getrunken
werden [Jarvinen et al., 1991]. Auch durch die Austibung bestimmter Berufe kénnen
Sauren in die Mundhohle gelangen [Wiegand und Attin, 2007].

Die endogene Ursache von Erosionen ist der Kontakt von Magensaure oder saurem
Mageninhalt mit den Zahnen. Haufiges Erbrechen, zum Beispiel bei psychischen
Erkrankungen wie Bulimia nervosa, gastro-6sophagealer Reflux und Regurgitation des

Mageninhaltes kénnen Ursachen daflr sein [Bartlett, 2006].

Erosionen zdhlen wie Abrasionen, Attritionen und Abfraktionen zu den
nichtkariesbedingten Zahnhartsubstanzverlusten, unterscheiden sich jedoch von
diesen in ihrer Atiologie.

Abrasionen entstehen durch den Kontakt der Zdhne mit einem zusétzlichen Medium.
So konnen zum Beispiel Mundhygienemaflinahmen und gewohnheitsbedingtes
AufbeiRen auf harte Gegensténde (Habits) atiologische Faktoren darstellen. Attritionen
bezeichnen den Zahnhartsubstanzverlust durch Kontakt von antagonistischen Z&hnen,
ohne Beteiligung eines weiteren Objektes. Abfraktionen stellen sich als keilfdrmiger
Defekt im Zahnhalsbereich dar. Als Ursache wird eine funktionelle Uberbelastung
diskutiert [Rees et al., 2003] und die so geschwachte zervikale Region kann dann
anfalliger fir mechanisch-abrasive Vorgdnge sein, so dass die Defekte weiter

voranschreiten konnen [Lussi et al., 2011].

Erosionen entstehen durch die Einwirkung von Sauren, wenn das umgebende
wassrige Milieu untersattigt ist in Bezug auf die im Zahn enthaltenden Mineralien
[Larsen, 1990]. Fur eine gewisse Zeit kann die Zahnoberflache durch die Pellikel,
welche aus Speichelbestandteilen besteht, geschutzt werden [Hannig und Balz, 2001].
Kommt es zu einem Kontakt der S&ure mit der Zahnoberflache, werden dort durch
Wasserstoffionen aus Sauren Mineralien wie Kalzium und Phosphat herausgelost.

Auch Chelatbildner, wie zum Beispiel Zitronensaure, sind in der Lage mit Kalziumionen
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einen Komplex zu bilden, wodurch diese von der Kristalloberflache entfernt werden
konnen [Featherstone und Lussi, 2006].

Wirken Sauren Uber einen langeren Zeitraum ein, konnen L&sionen entstehen [Ganss,
2006]. Wahrend bei einer karidsen Initiallasion die Zone der grof3ten Demineralisation
direkt unter der pseudointakten Oberflache liegt, schreiten erosive L&sionen im
Schmelz zentripetal voran und die Zone der grof3ten Demineralisation liegt peripher
[Lussi et al., 2011].

Im Dentin beginnt die Lasion im peritubularen Dentin, bei weiterem Voranschreiten sind
auch die intertubuléaren Bereiche betroffen, wobei eine raue und porése Oberflache
entsteht und die Dentintubuli erweitert werden [Meurman et al.,, 1991]. Wenn die
anorganischen Bestandteile herausgel6st werden, bleibt zumindest unter in vitro
Bedingungen die organische Dentinmatrix bestehen und behindert die Diffusion der
Sauren. Je dicker die entmineralisierte organische Matrix wird, desto langsamer

schreitet die Demineralisation voran [Ganss et al., 2004].

Klinisch ist eine beginnende erosive Lasion nur schwer zu erkennen. Zunachst zeigt
sich eine matt glanzende Oberflache mit verdnderter Schmelzstruktur, wobei auch
schon bei Jugendlichen in diesem Bereich die Perikymatien fehlen [Lussi und Jaeggi,
2008]. An den Glattflachen entstehen bei weiterem Voranschreiten koronal der
Schmelz-Zement-Grenze flachige Konkavitéaten, wobei ein zervikales Schmelzband
meist intakt bleibt [Ganss und Lussi, 2006]. Dies ist darauf zurlickzufuihren, dass sich
dort meist ein Plaquesaum befindet, welcher die S&ureeinwirkung auf den Zahn
verringert. Zudem Uubt die Sulkusfliissigkeit eine neutralisierende Wirkung auf erosive
Flussigkeiten aus [Lussi et al., 2004]. Die Léasionen sind in ihrer Ausdehnung
wesentlich breiter als tief, wodurch sie sich von keilférmigen Defekten unterscheiden,
die in ihrer Tiefenausdehnung gréfer sind als in ihrer Breitenausdehnung.

Okklusal kommt es zunachst zu muldenférmigen Vertiefungen an den Hockerspitzen,
die bei einem weiteren Voranschreiten zu einem Verlust des gesamten HoOcker-
Fissuren-Reliefs fihren kdnnen. Fillungen kénnen Uber das Niveau der umliegenden
Zahnhartsubstanz hinausragen [Ganss und Lussi, 2006].

Zur Bestimmung des Schweregrades von Erosionen und Beurteilung der
Behandlungsbediirftigkeit wurde ein internationaler Index, die sogenannte Basic
Erosive Wear Examination (BEWE) eingefuhrt. Jedem Schweregrad wurden
Therapieempfehlungen zugeordnet.

Zur Erhebung des BEWE-Index wird sextantenweise die Auspragung der Erosionen an
Glattflachen beziehungsweise Okklusalflachen beurteilt. Dafir wird ein vierstufiges

Bewertungsschema genutzt (Tab.1).
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Tabelle 1: Einteilung zur Bewertung des Schweregrades der erosiven Destruktion [Bartlett et al.,
2008]

Score Bewertungskriterien
0 Keine Erosionen
7777777 Tnitialer Verlust der Oberflachenstrukturen
! (z. B. Glanz, Perikymatien)
77777777 Kinisch manifester Defekt
2 (oft mit Dentinbeteiligung) Zahnhartsubstanzverlust auf weniger als 50 % der
e _____Zahnoberflache _ _ _ ___ ____ _______________
Klinisch manifester Defekt
3 (oft mit Dentinbeteiligung) Zahnhartsubstanzverlust auf 50 % oder mehr der
Zahnoberflache

Es werden alle Zahne untersucht und der jeweils hochste Wert eines Sextanten
erfasst. Aus diesen Einzelwerten wird ein Summenwert gebildet welcher maximal 18
Punkte betragen kann. Der Summenwert wurde in vier Kategorien eingeteilt, wobei
jeder Kategorie kausale und symptomatische Therapieempfehlungen zugeordnet sind.
Liegt ein Wert von kleiner oder gleich 2 vor, besteht kein Handlungsbedarf. Bei einem
Wert zwischen 3 und 8 werden erosionsbezogene Erndhrungsempfehlungen
ausgesprochen. Liegt der Wert zwischen 9 und 13 werden die Ursachen der Erosionen
gesucht sowie kausale und symptomatische Therapien empfohlen. Bei einem
Summenwert ab 14 sollten auch restaurative Therapiemal3nahmen in Betracht

gezogen werden [Bartlett et al., 2008].

Als TherapiemalRnahmen konnen kausale von symptomatischen Ansatzen
unterschieden werden. Die kausale Therapie besteht zum einen in einer Herabsetzung
der Saureexposition. Zum anderen soll, zum Beispiel durch Zugabe von Mineralien,
eine Reduzierung oder vollstdndige Eliminierung der Untersattigung an Mineralien der
Séaure in Bezug auf die Zahnhartsubstanz erreicht werden. Die Verweildauer der
sauren Speisen und Getranke im Mund sollte mdglichst kurz gehalten werden. Der
gleichzeitige Konsum von Milchprodukten mit sdurehaltigen Nahrungsmitteln kann die
Wirkung der Sauren abschwéachen [Lussi et al., 2004]. Durch den Zusatz von
Mineralien wie Kalzium kann die Erosivitat von Getranken herabgesetzt werden. In
einer Studie konnte der Zusatz von Kalzium und Phosphat zu Orangensaft mit einem
niedrigen pH-Wert von etwa 4 das erosive Potential des Getranks herabsetzen.

Verglichen mit dem gleichen Orangensaft ohne Zusatz der Mineralien zeigte der
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Orangensaft mit Kalzium- und Phosphatzusatz einen signifikant niedrigeren
Schmelzverlust [Larsen und Nyvad, 1999].

Wenn eine kausale Therapie nicht moglich ist, weil die Saure nicht eliminiert werden
kann, wird eine symptomatische Therapie angestrebt.

Die Ziele einer symptomatischen Therapie sind die Verringerung der erosiven
Demineralisation und die Erhdhung der Saureresistenz der bestehenden
Zahnhartsubstanz. Hierzu koénnen fluoridhaltige Produkte eingesetzt werden.
Herkdmmliche Fluoridverbindungen wie Aminfluorid und Natriumfluorid sind in der
Lage, eine kalziumfluoridahnliche Deckschicht auf der Zahnoberflache zu bilden
[Caslavska et al., 1975]. Diese Deckschicht kann nur von sauren Produkten
ausgebildet werden, wobei die Dicke mit sinkendem pH-Wert, steigender
Fluoridkonzentration und zunehmender Einwirkzeit zunimmt [Saxegaard und Rolla,
1988]. Die Schicht kann kurzfristig die Zahnhartsubstanz wirksam vor erosiver
Demineralisation schitzen. Nachteilig an der kalziumfluoridahnlichen Deckschicht ist
jedoch, dass sie wenig saure- [Ganss et al., 2007b] und abrasionsstabil ist [Wegehaupt
et al., 2009]. Unter Mundbedingungen miusste bei Verwendung der herkdmmlichen
Fluoridprodukte die Deckschicht durch hé&ufige Applikation und lange Einwirkzeiten
immer wieder erneuert werden. Dies ware sehr zeit- und kostenintensiv und haufig

nicht mit dem Alltag vereinbar.

In neueren Studien konnte die hohe Wirksamkeit von Fluoridverbindungen gezeigt
werden, die polyvalente Metallkationen enthalten. Dazu gehort zum Beispiel
Titantetrafluorid (TiF,). Das Auftragen von TiF, auf die Zahnhartsubstanz fiihrte bei
niedrigem pH-Wert (1,2) zur Ablagerung von saureresistenten titanhaltigen Prazipitaten
[Wiegand et al.,, 2009]. Diese bilden eine glasurdhnliche Schicht auf der
Zahnoberflache, die gegen Sauren resistenter ist als die kalziumfluoriddhnliche
Deckschicht [Schlueter et al., 2007; Hove et al., 2007; Hooper et al., 2007].

Als noch effektiver stellten sich in diesem Zusammenhang saure
Zinnfluoridverbindungen dar. In Form von Mundspulldsungen konnten sie auch nach
kurzer Applikationsdauer und unter sehr sauren Bedingungen sowohl unter in vitro als
auch unter in situ Bedingungen einen erosiven Zahnhartsubstanzverlust reduzieren
[Schlueter et al., 2009d; Schlueter et al., 2009c]. Eine in vitro Studie untersuchte
Schmelzproben, die nach zyklischer De- und Remineralisation mit zinn- und
fluoridhaltigen Lésungen behandelt wurden. Alle Testldsungen enthielten Aminfluorid
und NaF (jeweils 750 ppm F) sowie SnCl, mit unterschiedlichem Zinngehalt (2100
ppm, 1400 ppm, 400ppm Sn?"). Es wurde ein méglicher Substanzverlust gemessen

und anschlieBend mittels energiedispersiver Roéntgenspektroskopie (EDX) die
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Ablagerung von Zinn auf der Oberflache sowie der Einbau von Zinn in tiefere Schichten
untersucht. Zusatzlich sollten mit dem Rasterelektronenmikroskop maogliche strukturelle
Veranderungen dargestellt werden. Aus der Behandlung mit den Testldsungen
resultierte eine signifikante Reduzierung des Substanzverlustes, verglichen mit einer
Kontrollgruppe. Mit EDX konnte eine Ablagerung von Zinn auf der Oberflache
nachgewiesen werden, wobei die Menge an Zinn auf der Oberflache (mittelwertig 18,3
wt%, 14,5 wt%, 6,1 wit%) mit dem Zinngehalt der Testldsung abnahm. Auch eine
Inkorporation des Zinnions in die auf3eren Schichten der Zahnhartsubstanz konnte
gezeigt werden. Nach Verwendung der beiden hdher konzentrierten Losungen konnten
Zinnionen bis zu einer Tiefe von 20 um, nach Verwendung der niedrig konzentrierten
Losung bis zu einer Tiefe von 10 pm nachgewiesen werden. Die
rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der Querschnitte stellte eine strukturell
modifizierte Zone dar, deren Dicke flr den hohen und den mittleren Zinngehalt gleich,
flr den niedrigen Zinngehalt geringer war.

Bei den Proben, die mit den Testlésungen behandelt wurden, jedoch keiner zyklischen
Demineralisation ausgesetzt waren, zeigte sich keine strukturell verédnderte Zone im
Querschnitt. Die Oberflache der Proben zeigte amorphe Prazipitate mit einer Dicke von
500 nm, wobei diese zwischen den Gruppen nicht variierte [Schlueter et al., 2009b].
Auch in einer in situ Studie konnte die antierosive Wirksamkeit zinnhaltiger Losungen,
allerdings mit einer anderen Zusammensetzung, gezeigt werden. So verringerte eine
AmF/NaF/SnCl,-haltige Mundspullésung den erosiven Substanzverlust signifikant um
67%, wahrend eine NaF-haltige Losung zu einer Substanzverlustreduzierung von 19%

verglichen mit der Placeboldsung fiihrte [Ganss et al., 2010].

Neben einem raumlichen Substanzverlust resultiert aus der erosiven Demineralisation
eine signifikante Abnahme der Mikroharte [Lussi et al., 1997; Maupome et al., 1998]
und somit eine hdhere Anfélligkeit fir mechanische Noxen [Attin et al., 1997]. Daher
kann nach einem Saurekontakt, zusatzlich zu dem s&urebedingten Substanzverlust,
durch das Biirsten und die Verwendung von Zahnpasten Zahnhartsubstanz abgetragen
werden.

Frihere Empfehlungen, zwischen Saureexposition und Z&hneputzen eine Wartezeit
von ein bis zwei Stunden einzuhalten, um so den abrasiven Substanzverlust zu
verringern, werden heute nicht mehr ausgesprochen. Die Basis dieser Empfehlungen
beruhte auf der Annahme, dass Mineralien aus dem Speichel ausfallen und die
Zahnoberflache wieder erharten wirden. In einer in situ Studie konnte jedoch keine
Verringerung des erosiv/abrasiven Zahnhartsubstanzverlustes nach einer Wartezeit

von zwei Stunden gezeigt werden [Ganss et al., 2007a]. Eine weitere in situ Studie
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konnte nach einer 10 minltigen Saureexposition und einer Remineralisierungsphase
von bis zu drei Tagen in der Mundhohle ebenfalls keine signifikante Erhartung der
Zahnoberflache zeigen [Lippert et al., 2004]. Zudem sind Wartezeiten von ein bis zwei
Stunden im Alltag oft nicht realisierbar. Sinnvoller in diesem Zusammenhang erwiesen
sich Versuche, eine organische Schutzschicht auf der Zahnoberflache zu bilden
[Cheaib und Lussi, 2011] oder die Saureldslichkeit der kristallinen Struktur der
Zahnhartsubstanz zu verringern [Schlueter et al., 2010; Schlueter et al., 2009a].
Letzteres konnte durch den Einsatz von Fluoridverbindungen mit polyvalenten
Metallkationen wie zum Beispiel Zinnionen fur Mundspullésungen bereits gezeigt
werden [Schlueter et al., 2010; Schlueter et al., 2009a].

Neuere Studien zeigen, dass auch Zahnpasten durch die Zugabe von Zinnfluorid
vielversprechende Ergebnisse erzielen konnten. So wurde nach Verwendung zweier
zinnfluoridhaltiger Zahnpasten in einer in situ Studie der erosiv bedingte
Substanzverlust signifikant um 26%, beziehungsweise 34% reduziert. Verglichen mit
einer herkbmmlichen NaF- haltigen Paste (7% Reduktion) zeigten die zinnfluorid-
haltigen Zahnpasten somit eine bessere Wirksamkeit [Huysmans et al., 2011]. In einer
in vitro Studie konnten zwei zinnfluoridhaltige Produkte den erosiv bedingten
Substanzverlust ebenfalls signifikant reduzieren. Dabei wurde jedoch der
Substanzverlst durch das zusatzliche Birsten der Proben auf das Niveau einer
herkbmmlichen NaF-haltigen Zahnpaste reduziert. Wobei zu beachten ist, dass nicht
das Bursten an sich, sondern die Anwesenheit von Abrasiva in der Pasten zu einem
hoheren erosiv/abrasiv bedingten Substanzverlust fuhrt [Ganss et al., 2011;
Huysmans et al., 2011].

Neuere Ansatze verfolgen daher das Ziel, zum Beispiel durch Zugabe von
Biopolymeren, auch den erosiv/abrasiv bedingten Zahnhartsubstanzverlust zu

verringern.

Chitosan ist ein natirlich vorkommendes Biopolymer und entsteht durch die
Deacetylierung von Chitin. Das kationische Polyelektrolyt hat bei niedrigem pH-Wert
eine stark positive Ladung und kann dadurch an negative Oberflachen, wie zum
Beispiel dem Schmelz, binden [Claesson und Ninham, 1992]. Chitosan zeigt einen
hemmenden Einfluss auf Demineralisationsvorgange bei der Kariesentstehung im
Schmelz sowohl in vitro [Arnaud et al., 2010] als auch in situ [Uysal et al., 2011]. Daher
konnte Chitosan als Zusatzstoff auch die anti-erosive und anti-erosiv/abrasive
Wirksamkeit spezieller Zahnpasten verbessern.

Bisher konnte die Wirksamkeit von Chitosan in zwei in vitro und in zwei in situ Studien

gezeigt werden. So reduzierte, im Vergleich mit einer fluoridfreien Kontrollzahnpaste,
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eine chitosanhaltige fluoridfreie Zahnpaste unter in vitro Bedingungen einen
erosiv/abrasiven Substanzverlust des Schmelzes um etwa 25%. Dies entspricht der
Wirksamkeit herkdmmlicher NaF-haltiger Zahnpasten [Ganss et al., 2011]. In einer
weiteren Studie konnte durch die Zugabe von Chitosan zu einer zinn- und
fluoridhaltigen Zahnpaste deren anti-erosiv/abrasive Wirksamkeit signifikant erhéht
werden [Ganss et al., 2012].

Die Wirksamkeit einer F/Sn/Chitosan-Zahnpaste unter in vitro Bedingungen ist also
erwiesen. Ebenso gibt es vielversprechende Hinweise auf die Effektivitat unter in situ
Bedingungen. Zwei in situ Studien, aus denen die Proben der vorliegenden Arbeit
stammen, konnten eine gute Wirksamkeit der F/Sn/Chitosan-Zahnpaste zeigen. Nach
Behandlung mit dem jeweiligen Zahnpastengemisch betrug die Reduktion des
Substanzverlustes verglichen mit einer Placebopaste fir F/Sn 68%, fir F/Sn/Chitosan
76% und fur GelKam, ein zinn- und fluoridhaltiges Gel, 82%. Wurden die Proben
zusatzlich noch gebirstet, war die Reduktion des Substanzverlustes geringer. Es
zeigten sich Werte von 27% flr F/Sn, 46% fur F/Sn/Chitosan und 69% fir GelKam,
verglichen mit einer Placebopaste [Schlueter et al., 2013a].

Der Wirkungsmechanismus fir die Effektivitat von Mundspillésungen ist fir in vitro
Bedingungen untersucht worden [Schlueter et al., 2009b]. Fir Zahnpasten wurden
jedoch fir in vitro Bedingungen sowohl unter erosiven als auch unter erosiv/abrasiven
Bedingungen bisher keine Studien zur Aufdeckung des Wirkungsmechanismus
durchgefuhrt. Wahrscheinlich liegt fir Zahnpasten ein anderer Wirkungsmechanismus
vor. So ist die Zusammensetzung der Pasten im Vergleich zu Spulldsungen komplexer
und der Gehalt der Wirkstoffe niedriger. Zahnpasten enthalten aul3er den Wirkstoffen
noch Zusatze wie zum Beispiel Konservierungsmittel, Tenside, Bindemittel und
Feuchthaltemittel. Es wurde gezeigt, dass die Verfigbarkeit der Wirkstoffe, zum
Beispiel von Zinn, durch die enthaltenen Zusatzstoffe eingeschrénkt ist [Schlueter et
al.,, 2013a]. Zudem enthalten Zahnpasten Abrasivstoffe, welche durch das
mechanische Auftragen der Pasten mit Blrsten zu einem zusatzlich abrasiven Einfluss
fuhren und somit die Ergebnisse beeinflussen.

Unter in situ Bedingungen ist der Reaktionsmechanismus noch véllig ungeklart, sowohl
fur Zahnpasten als auch fir Mundspulllésungen. Dies liegt an dem Einfluss
verschiedener intraoraler Faktoren. Dabei ist vor allem die Rolle des Speichels und der
Pellikel relevant. Organische Bestandteile der Pellikel wie beispielsweise Statherin,
Histatin, Muzine und Albumin kénnen dabei Einfluss auf die Reaktionsmechanismen

nehmen.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den Wirkungsmechanismus einer AmF-NaF-
und SnCl,-haltigen Zahnpaste mit beziehungsweise ohne Chitosanzusatz im Schmelz
zu untersuchen. Das erfolgte an Proben vorangegangener Studien, die sowohl unter in
vitro als auch unter in situ Bedingungen behandelt wurden, um mdgliche Unterschiede
in der Wirkungsweise aufdecken zu kdnnen. Zudem wurden die Proben unter in situ
Bedingungen sowohl rein erosiven als auch erosiv/abrasiven Einfliissen ausgesetzt,
um den Reaktionsmechanismus zwischen der Zahnhartsubstanz und den Wirkstoffen
der Zahnpasten unter beiden Bedingungen zu vergleichen. Die Proben der in vitro
Studie wurden alle erosiv/abrasiv behandelt. In der vorliegenden Arbeit sollte die
Ablagerung von Zinn auf der Schmelzoberflache sowie die Inkorporation von Zinn in
tiefere Schichten des Zahnschmelzes untersucht werden. Zusétzlich wurden
morphologische Strukturveranderungen der Zahnoberflache untersucht. Hierzu wurde
zunachst die Oberflachenrauigkeit bestimmt und anschlielend wurden mit einem
Rasterelektronenmikroskop sowohl eine quantitative Elementanalyse durchgefiihrt als

auch die Oberflachenstruktur der Schmelzproben qualitativ untersucht.



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Auswahl der Proben

Fur die Versuchsdurchfihrung wurden Proben aus bereits abgeschlossenen
Versuchen anderer Studien verwendet [Ganss et al., 2012; Schlueter et al., 2013a;
Schlueter et al., 2013b]. Die Proben stammten aus zwei in vitro sowie zwei in situ
Studien (in situ Studien genehmigt durch die Ethik-Kommission des Fachbereichs
Medizin der Justus-Liebig-Universitat Giel3en, Antragsnummern 46/10 und 05/11). Die
weitere Verwendung der Proben der in situ Studien wurde ebenfalls durch die
Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitat GielRen
genehmigt (Amendments zu den Antragen 46/10 und 05/11).

2.2 Probenherstellung

Das Verfahren zur Herstellung der Proben war fir die in vitro und in situ Studien gleich
und soll im Folgenden gemeinsam beschrieben werden. Die Herstellung und
Behandlung der Proben erfolgte nicht im Rahmen der vorliegenden Dissertation, soll
jedoch zum besseren Verstandnis hier erlautert werden.

Fur die Gewinnung der Schmelzproben wurden ausschlieBlich dritte Molaren
verwendet, die bis zu ihrer Entfernung vollstandig impaktiert waren. Alle Spender leben
in einem Gebiet mit < 0,03 ppm Fluorid im Trinkwasser. Die Zahne wurden zur
Desinfektion und Konservierung in einer gesattigten wassrigen Thymolldsung (Chem.
1) gelagert; vor ihrer Verwendung wurden anhaftende Gewebereste entfernt. Zur
Herstellung der Proben wurden die Wurzeln mit einer diamantierten Bandsage (Mat. 2)
an der Schmelz-Zementgrenze abgetrennt, von den verbliebenen Zahnkronen wurde
der &uRere Schmelzmantel verwendet. Pro Zahn konnten jeweils vier longitudinale
Schmelzschnitte von etwa 1 mm Dicke gewonnen werden. Von den Schmelzproben
wurden von ihrer naturlichen &aufl3eren Oberflache mit Diamantschleifscheiben der
Kornung 30 und 15 pm (Mat. 3) etwa 250 bis 300 um Substanz abgetragen. Die
Proben wurden plangeschliffen (Mat. 4) um ein Versuchsfeld von mindestens 3 mm x 3
mm zu erzeugen. AnschlieBend erfolgte eine Politur des Versuchsfeldes mit einer
Diamantschleifscheibe der Kérnung 3 um (Mat. 3). Alle Trenn- und Schleifvorgange
erfolgten unter ausreichender Wasserkuhlung (ca. 50 ml/min). Bis zu ihrer weiteren

Verwendung wurden die Proben bei 100% Luftfeuchtigkeit im Kihlschrank aufbewahrt.
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2.3 Versuchsgruppen
2.3.1 In vitro Studien

2.3.1.1 Versuchsldésungen und untersuchte Produkte der in vitro Studie

Demineralisationslosung

Bei allen Gruppen wurde eine erosive Demineralisation mit 0,5%iger Zitronensaure (pH
2,6) (Chem. 2) durchgefuihrt. Dazu wurden 5 g Zitronensaure-Monohydrat (Merck,
Darmstadt, Deutschland) in 2000 ml destilliertem Wasser (Aqua dest.) gelost. Der pH-
Wert wurde morgens und abends mit einer ionenselektiven Elektrode (Mat. 6)

Uberpruft.

Remineralisationslosung

Fur die Remineralisationslosung wurden 0,4 g H3PO,4 (Chem. 3) in 40 ml Aqua dest.,
1,5 g KCI (Chem. 4) in 100 ml Aqua dest. und 1 g NaHCO;3; (Chem. 5) in 100 ml Aqua
dest. gelost. Nachdem diese Losungen zusammengegeben und auf 600 ml aufgefillt
wurden, wurde 0,2 g CaCl, (Chem. 6) in 100 ml Aqua dest. geldst und unter Rihren
hinzugeflgt. Die angesetzte Lésung wurde auf 1 L Volumen aufgefillt. Der pH-Wert
der Lésung betrug 6,7.

Aus zwei in vitro Studien wurden Proben verwendet, die insgesamt mit vier
experimentellen Zahnpasten, einschlieBlich einer Placebopaste, und einem
Marktprodukt (GelKkam) behandelt wurden. Eine der beiden Studien hatte das Ziel, die
Wirkung einer experimentellen NaF Zahnpaste und einer Zahnpaste mit
AmF/NaF/SnCl,/Chitosan im Vergleich zu einem Marktprodukt in Bezug auf den
erosiv/abrasiv bedingten Zahnhartsubstanzverlust im Schmelz darzustellen.

Aus der anderen in vitro Studie, welche dem gleichen Protokoll wie die hier
aufgefuhrten Studie folgte, wurden Proben verwendet, welche mit der oben genannten

experimentellen AmF/NaF/SnCl, Paste, allerdings ohne Chitosan behandelt wurden.
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Tabelle 2: Verwendete Zahnpasten der in vitro Studie

Zahnpaste Wirkstoffe pH-Wert

3500 ppm Sn als SnCl,,
F/Sn 700 ppm F als NaF, 4.4
700 ppm F als AmF

3500 ppm Sn als SnCl,,
700 ppm F als NaF,

F/Sn/Chitosan 4.4
700 ppm F als AmF,
0,5% Chitosan
GelKam 1000 ppm F und 3000 ppm Sn als SnF, 4,0
________________ Keine Abrasiva _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ L ____________
NaF 1400 ppm F als NaF 4,7
Placebo Keine Wirkstoffe 6,4

Aus den Testprodukten wurden taglich mit einer Remineralisationsldsung im Verhaltnis
1:3 (nach Gewicht) Zahnpastensuspensionen zubereitet. Der pH-Wert der

Zahnpastensuspensionen wurde zu Versuchsbeginn bestimmt.

2.3.1.2 Versuchsablauf der in vitro Studien

Der in vitro Versuch wurde Uber einen Zeitraum von 10 Tagen (2x funf Wochentage)
durchgefiihrt. Alle verwendeten Losungen wurden jeden Tag erneuert und vor
Versuchsbeginn in die dafiir vorgesehenen Behélter eingeflllt. Die Proben wurden mit
lichthartendem Kunststoff (Mat. 1) auf Probentrager fir einen Birstsimulator (Mat. 5)
geklebt. Die Halfte der Probenoberflaiche wurde mit lichthartendem Kunststoff
abgedeckt, um eine Referenzflache zu erhalten. Die freie Oberflache (Versuchsflache)
wurde sorgfaltig auf Verunreinigungen und Kunststoffreste kontrolliert. Die
Probentrdger wurden in Halterungen eingebracht, um das gleichzeitige Durchfiihren
von De- und Remineralisationsvorgdngen aller Proben einer Gruppe zu ermdéglichen.
Die erosive Demineralisation erfolgte im Abstand von einer Stunde 6-mal taglich. Die
Zeiten wurden mit einer digitalen Stoppuhr (Mat. 6) gemessen und genau eingehalten.
Alle Proben wurden téglich 6 x 2 Minuten in 250 ml der Zitronenséaure geschwenkt
(Frequenz: 35 pro min, Mat. 8) und anschlieBend fur 30 Sekunden unter flieBendem

Wasser abgesplilt. Zweimal taglich, nach der ersten und letzten Demineralisation eines
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Tages, wurden die Proben fur zwei Minuten mit der entsprechenden
Zahnpastensuspension behandelt und wahrenddessen fir 15 Sekunden im
Burstsimulator (ADA Referenzzahnbiirste; Verfahrweg 6, Geschwindigkeit 60, Druck
200 g, Zickzack-Modus; Mat. 5) geburstet. Die Probentrédger wurden beim zweiten
Blrstvorgang eines Tages um 180 Grad gedreht eingesetzt, um ein eventuell
unterschiedliches Einwirken der Bursten auszuschlieRen. Nach jedem Burstvorgang
wurden die Proben eine Minute unter flieBendem Wasser abgesplilt, bis
makroskopisch keine Zahnpastenreste mehr zu erkennen waren, und in die
Remineralisationslosung zurtickgesetzt. Das Birsten und die Demineralisation
erfolgten bei Raumtemperatur. Die Temperatur der Remineralisationslésung wurde bei
25 Grad konstant gehalten. Am Wochenende wurden die Proben in einer feuchten
Kammer bei 100% Luftfeuchtigkeit im Kihlschrank aufbewahrt.

Nach dem 10. Versuchstag wurden die Abdeckungen der Referenzflachen aller Proben
entfernt. Bis zur Auswertung wurden die Proben in einer feuchten Kammer im

Kuhlschrank aufbewabhrt.

2.3.2 In situ Studien

2.3.2.1 Versuchslésungen und untersuchte Produkte der in situ Studien

Demineralisationslosung
Die Proben aller Gruppen wurden, wie in der in vitro Studie, mit 0,5%iger Zitronensaure

(Chem. 2) erosiv demineralisiert.

In den in situ Studien wurde die Wirkung experimenteller AmF/NaF/SnCl,-haltiger
Zahnpasten mit beziehungsweise ohne Chitosan im Vergleich zu einer reinen NaF-
Paste, einer Placebo Paste und einem kommerziellen Produkt (GelKam) in Bezug auf

den erosiv bedingten Zahnhartsubstanzverlust im Schmelz untersucht.
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Es wurden folgende Produkte verwendet:

Tabelle 3: Zusammensetzungen und pH-Werte der verwendete Pasten der in situ Studien,

Bezeichnung der Zahnpaste entspricht dem Gruppennamen

Zahnpaste Wirkstoffe pH-Wert

3500 ppm Sn als SnCl,,

F/Sn 700 ppm F als NaF, 4,4
700 ppm als AmF

3500 ppm Sn als SnCl,,
700 ppm F als NaF,

F/Sn/Chitosan 4,4
700 ppm F als AmF,
0,5% Chitosan
1000 ppm F und 3000 ppm Sn als SnF
GelKam PP PP ? 4,0
Keine Abrasiva
NaF 1400 ppm F als NaF 4,7
Placebo ~ Keine Wirkstoffe T T T T TR0 64

2.3.2.2 Versuchsablauf der in situ Studien

Die in situ Studien wurden als doppelblinde, prospektive, cross over Studien nach den
Richtlinien der Good Clinical Practice (GCP) und der Deklaration von Helsinki
durchgefihrt. Sie wurden in der Poliklinik fur Zahnerhaltungskunde der Zahnklinik der
Universitat GieRen durchgefiihrt, wo ein leitender Untersucher fir das korrekte
Einhalten des Studienprotokolls verantwortlich war; zwei Untersucher fiihrten die
klinischen und technischen Aufgaben durch. Die Studie wurde durch einen externen
Monitor Uberwacht. Es nahmen 10 bzw. 27 Probanden an den Studien teil. Die
Einschlusskriterien waren Volljahrigkeit, keine schweren Erkrankungen, vor allem
keine, die die Speichelflierate beeinflussen, das schriftliche Einverstandnis zur
Teilnahme an der Studie, kein herausnehmbarer Zahnersatz, keine
kieferorthopadischen Apparaturen, gesundes oder suffizient restauriertes Gebiss, keine
sichtbare Plaque, keine klinisch sichtbaren Anzeichen von
Speicheldriisenunterfunktion. Ausschlusskriterien waren bekannte Allergien gegen
Mundhygieneprodukte und/oder orale Therapeutika und/oder dentale Materialien,
Einnahme von Medikamenten, welche die Speichelflieirate beeinflussen, sowie

Schwangerschaft oder Stillen.
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Die Probanden wurden nach der Auswahl muindlich tber Ziel und Durchfiihrung der
Studie informiert und erhielten schriftliche Anweisungen sowie das Formblatt zur
schriftlichen Einverstandniserklarung.

Fur die in situ Versuche wurden je 6 Schmelzproben auf der bukkalen Seite eines aus
Acrylat gefertigten intraoralen Probenhalters fur den Oberkiefer befestigt. Die Halfte der
Probenoberflache wurde mit lichthartendem Kunststoff abgedeckt, um eine
Referenzflache zu erhalten. Die freie Oberflache (Versuchsflache) wurde sorgféltig auf
Verunreinigungen und Kunststoffreste kontrolliert. Vor dem Einsetzen in den Mund
wurden die Proben fur 30 Minuten zur Desinfektion in Ethanol (Chem. 7) gegeben. Die
Versuchszeit wurde in Perioden mit jeweils 7 Versuchstagen pro Zahnpaste aufgeteilt.
Vor jeder experimentellen Periode wurde eine 5-tdgige wash-out Phase eingehalten.
Wahrend der Versuchszeit sollten Speisen und Getranke mit hohem Fluoridgehalt
(Tee, Seefisch, Mineralwasser, fluoridiertes Salz) vermieden werden. Die Mundhygiene
erfolgte mit der Placebo Zahnpaste und einer standardisierten Zahnbirste (Mat. 9)
ohne die experimentelle Apparatur. Au3er den zur Verflgung gestellten Produkten
durften keine weiteren Mundhygieneprodukte verwendet werden.

Die Proben wurden Tag und Nacht getragen, auf3er wahrend den Mahlzeiten. Nach
jeder Mahlzeit wurden 15 Minuten gewartet und die Probentrdger erst dann wieder in
den Mund eingesetzt. FUr die erosive Demineralisation wurden die Proben 6 x 2
Minuten pro Tag auf’erhalb des Mundes in 200 ml der Zitronensdure geschwenkt
(Schittelfrequenz 30/min;  Raumtemperatur). Zwischen den Phasen der
Demineralisation lagen jeweils 1,5 Stunden. Nach der Demineralisation wurden die
Proben fir 1 Minute unter Leitungswasser abgespiilt. Nach der ersten und letzten
Demineralisation eines Tages wurde mit einer erbsengrof3en Menge der jeweiligen
Zahnpasta und einer elektrischen Zahnbirste mit Druckalarm, der bei 2,5 N auslost
(Mat. 10), geburstet. Zuerst wurde okklusal an den eigenen Zahnen fir 15 Sekunden
gebirstet, um eine Zahnpasten-Speichel-Suspension zu produzieren. AnschlielRend
wurden die Schmelzproben fir 5 Sekunden mit einem Druck von 2,5 N geblirstet. Das
Speichel/Zahnpasta-Gemisch wurde inklusive der Putzzeit 2 Minuten im Mund
behalten. AnschlieBend wurde der Mund fir 3 Sekunden mit Leitungswasser gespluilt,
der Probenhalter aus dem Mund entnommen und die Proben dann fir eine Minute
unter Leitungswasser abgespult, um alle Zahnpastenreste zu entfernen. Die Proben
auf der linken Seite (fir Linkshander auf der rechten Seite) der Apparatur wurden
demineralisiert, mit der Zahnpastensuspension behandelt und gebdurstet, die auf der
rechten Seite (fir Linkshander auf der linken Seite) nur demineralisiert und mit der
Suspension behandelt. Am Abend jedes Versuchtages wurde die Apparatur fur eine

Minute in eine Chlorhexidindigluconatlosung (Chem. 8) getaucht, um eine
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Plagueansammlung an den ungebuirsteten Proben zu vermeiden. Die Probentréger,
nicht aber die Proben wurden mechanisch mit einer Biirste ohne Zahnpaste gereinigt.

Die Probanden wurden umfangreich auf den Ablauf vorbereitet und erhielten
schriftiche Anweisungen sowie einen Plan des Ablaufes mit Kontrolllisten fur die
Dokumentation. Alle Zeiten wurden mit einer Stoppuhr (Mat. 6) kontrolliert. Die
Einhaltung der Demineralisations- und Putzzeiten sowie der Zahnpastenphasen wurde
von den Untersuchern anhand des von den Probanden ausgefillten Ablaufplanes

kontrolliert.

2.4 Messmethoden

Im Folgenden wird beschrieben, wie sowohl Proben aus den vorhergegangenen
Studien als auch fir die vorliegende Arbeit neu angefertigte Proben fiir die vorliegende

Dissertation nachuntersucht wurden.

2.4.1 Bestimmung der Oberflachenrauigkeit

Zur Untersuchung der Oberflachenbeschaffenheit wurde ein optisches Messgerét (Mat.
11) verwendet. Dessen Messprinzip beruht auf der chromatischen Abstandsmessung.
Hierzu wird weil3es Licht mittels einer Optik mit ausgepragter chromatischer Aberration
aus einer Hochleistungs-LED auf die Probenoberflache gestrahlt. Fir die Wellenlange,
fur die sich die Oberflache im Fokus befindet, wird das Licht maximal reflektiert.
Anhand des an der Probenoberflache reflektierten Spektrums des gestreuten Lichts
zeigt sich ein Peak, aus dessen spektraler Position die Oberflachenbeschaffenheit
errechnet werden und Informationen Uber HOhe, Rauheit bzw. Profil gewonnen
werden.

Es wurde eine Messfeldgrofie von 0,4 mm x 0,4 mm (200 x 200 Bildpunkte) festgelegt,
um ein ausreichend reprasentatives Areal zu messen. Die Intensitat wurde bei 100 Hz
konstant gehalten. Die vertikale Auflosung betrug 10 nm, die laterale Auflésung 1-2
pm.

Zur Darstellung der Oberflachengeometrie wurden als Parameter Ra (arithmetischer
Mittelwert der Profilabweichung von der Mittellinie = arithmetischer Mittenrauwert) und
Rz (arithmetische Mittel aus den Einzelrautiefen von funf &quidistanten
aneinandergrenzenden Einzelmessstrecken = gemittelte Rautiefe) gewéhlt und mit

dem Softwarepaket Mark 11l (Mat. 12) ausgewertet.
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Aus der in vitro Studie wurden von den Gruppen F/Sn/Chitosan, GelKam, NaF und
Placebo jeweils 15 Proben untersucht (n = 60).

Von einem anderen Doktoranden (Matthias Jung) erfolgte analog die Untersuchung
von 15 Proben der Paste F/Sn. Die gewonnenen Daten wurden in der vorliegenden
Arbeit zum Vergleich herangezogen.

Aus den in situ Studien wurden jeweils 30 Proben (je 15 gebirstete und 15
ungebirstete Proben) der Gruppen F/Sn, F/Sn/Chitosan, GelKam, NaF und Placebo
untersucht (n = 150).

2.4.2 Energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDX) und

Rasterelektronenmikroskopie

In einem Rasterelektronenmikroskop wird durch einen Wolframdraht oder einen LaBe-
Kristall als Elektronenquelle ein Elektronenstrahl erzeugt, welcher die
Probenoberflache abfahrt. Dazu wird der Elektronenstrahl mit einer Magnetspule
fokussiert. Um Wechselwirkungen mit Atomen und Molekulen der Luft zu vermeiden,
findet dieser Prozess im Regelfall unter einem Hochvakuum statt. Die Elektronen
treffen auf das Objekt und die dort stattfindenden Wechselwirkungen werden zur
Bilderzeugung genutzt. Die Primarelektronen, die durch den Strahl auf die
Objektoberflache treffen, erzeugen dort eine Sekundarelektronenemission. Diese
Sekundarelektronen (SE) koénnen von einem SE-Detektor erfasst und zur
Bilderzeugung genutzt werden. Sie haben eine Energie von wenigen eV und bilden die
oberflachlichste Schicht eines Objektes ab. Uber diese Sekundarelektronen kann somit
die Topographie der betrachteten Oberflache dargestellt werden.

Ein Materialkontrastbild kann anhand der von der Objektoberflache zurlickgestreuten
Elektronen (Back-Scatter-Elektronen; BSE) erstellt werden. Diese BS-Elektronen
werden von einem speziellen Detektor (BEC-Detektor) erfasst und bildlich durch
unterschiedliche Grauwerte dargestellt.

Durch das Auftreffen des Elektronenstrahls auf die Atome der Probe werden neben
Sekundarelektronen und BS-Elektronen auch Rontgenstrahlen emittiert. Durch den
Elektronenstrahl wird aus der inneren Schale des Atoms ein Elektron
herausgeschlagen; die so entstandene Licke wird durch ein héherwertiges Elektron
aufgefillt und die restliche Energie als Rontgenquant freigesetzt. Die so entstandene
Rontgenstrahlung ist fur jedes Element spezifisch und erlaubt eine Quantifizierung der

Elemente innerhalb einer Probe. Fir die Energiedispersive Rontgenspektroskopie wird
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diese charakteristische ROntgenstrahlung mit einem speziellen Detektor (EDX-
Detektor) erfasst.

In den folgenden Analysen sollte sowohl die Elementverteilung auf der Oberflache mit
einem EDX-Detektor als auch die Topographie der Oberflache mit dem SE-Detektor
dargestellt werden. AnschlieBend wurden die Proben in Kunststoff eingebettet,
Querschnitte hergestellt und sowohl die Elementverteilung als auch die

Materialkontrastbilder der Querschnitte untersucht.

Energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDX)

Nach der Bestimmung der Oberflachenrauigkeit wurden die Proben vorsichtig von
ihrem Probentrager abgelost und auf Rasterteller (Mat. 13) geklebt. Dazu wurden
leitfahige Haftaufkleber (Mat. 14) verwendet. Anschliel3end wurden die Proben 3 Tage
bei Raumluft getrocknet. Danach wurden sie mit einem Sputtergerat (Mat. 15) fur eine
Minute mit Gold beschichtet. Dies erfolgte bei Raumtemperatur unter einer
Argonatmosphare (8 Pa) bei einer Stromstarke von 20 mA.

Fur die Energiedispersive Rontgenspektroskopie wurde ein Rasterelektronenmikroskop
mit Wolframkathode (Mat. 16) und einem Siliziumdriftdetektor (Mat. 17) genutzt. Die
Hochspannung betrug 15 kV. Der Arbeitsabstand (15 mm), die Zahlrate (ca. 1 kc/s),
die SpotgroRRe, der Neigungswinkel und der Scan-Modus wurden konstant gehalten.
Die Messung erfolgte Uber einen Zeitraum von 120 Sekunden. Es wurde eine
BildgréRe von 300 pm x 400 pm erfasst. Mit dem SE-Detektor wurde ein
reprasentatives Areal ausgewdhlt und die Messung mit dem EDX-Detektor
durchgefuhrt.

Die Reproduktionsmessungen zeigten fir das 10malige Aufsuchen der selber Stelle
auf einer Probe eine Standardabweichung von 0,17 und fiir das 10malige Untersuchen

einer Probe eine Standardabweichung von 0,25.

Die Auswertung der Spektren wurde mit dem Softwarepaket Esprit (Mat. 18)
durchgefihrt. Es erfolgte eine standardfreie Analyse unter Verwendung der Peak-zu-
Untergrund-ZAF-Korrektur (Korrektur der Faktoren Ordnungszahl, Absorption und
Fluoreszenz). Es wurden folgende Elemente quantifiziert: Kalzium (Ca), Kohlenstoff
(C), Phosphor (P), Sauerstoff (O) und Zinn (Sn). Gold (Au) wurde entfaltet aber nicht in
die Quantifizierung eingerechnet, da es, um eine elektrostatische Aufladung zu
verhindern, nachtraglich auf die Probenoberflaiche gebracht wurde. Abbildung 1 zeigt

ein Spektrum einer unbehandelten Schmelzprobe.
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Da sich bei der Auswertung deutliche Unterschiede im Kohlenstoffgehalt zwischen in
vitro und in situ ergaben, erfolgte zusatzlich noch eine kohlenstoffbereinigte

Auswertung der in situ-Proben.
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Abbildung 1: Spektrum einer unbehandelten Schmelzprobe; aufgenommen mit einem
Rasterelektronenmikroskop mit Wolframkathode (Mat. 16) und Siliziumdriftdetektor (Mat. 17),
bei einer Spannung von 15 kV, einem Arbeitsabstand von 15 mm und einer Zéhlrate von ca. 1
kc/s. Markiert sind die Peaks der quantifizierten Elemente: Kalzium (Ca), Kohlenstoff (C),
Phosphor (P), Sauerstoff (O) und Zinn (Sn). Gold (Au).

In vitro:

Aus den Gruppen, die mit zinnhaltigen Pasten behandelt wurden, wurden alle Proben
analysiert (n = 15 je Gruppe). Aus den NaF- und Placebogruppen wurden zufallig
jeweils 5 Proben ausgewabhilt.

Aus der zuvor erwahnten anderen in vitro Studie wurden von einem anderen
Doktoranden (Matthias Jung) 15 Proben der F/Sn Paste untersucht und die Daten fir
die vorliegende Studie zum Vergleich herangezogen.

In situ:

Aus allen Gruppen, die mit zinnhaltigen Pasten behandelt wurden, wurden je 15
gebirstete und 15 ungeblrstete Proben analysiert. Aus den NaF- und Placebogruppen

wurden zuféllig 5 geburstete und 5 ungeburstete Proben ausgewahlt und untersucht.
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In einem zusétzlichen Experiment wurden aus einer der in situ Studien jeweils 10 zuvor
noch nicht analysierte Proben pro Gruppe (n = 50) zuerst réntgenspektroskopisch
untersucht, dann, entsprechend der Demineralisationszeit der in situ Studie, zwei
Minuten in der 0,5%iger Zitronensaure geschwenkt (Schuttelfrequenz 30/min, Mat. 8)
und anschlielend nochmals rdntgenspektroskopisch untersucht. Diese Messungen
erfolgten, um die Saurestabilitat der Elemente auf der Oberflache zu untersuchen.

Nach einer morphologischen Analyse der Oberflache (siehe unten) wurden die Proben
in lichthartendem Kunststoff (Mat. 1) eingebettet, um eine Analyse von Querschnitten
der Proben zu ermdglichen. Hierzu wurden die Proben senkrecht in eine Silikonform
geklebt, welche mit einem lichthartenden Kunststoff (Mat. 1) aufgeflllt wurde. Die
Proben wurden auf Plexiglasplatten geklebt und mit einer diamantierten Bandsége
(Mat. 2) etwa in der Mitte senkrecht zur Probenoberflache und senkrecht zum Verlauf
der Grenze zwischen Versuchs- und Referenzflache durchgesagt. Anschlie3end
wurden die Proben mit Schleifpapier (Mat. 19) plangeschliffen, mit einer diamantierten
Schleifscheibe mit 3 pm Koérnung poliert (Mat. 3) und dann fir eine Minute mit Gold
beschichtet (Mat. 15).

Fur die EDX-Analyse wurden die eingebetteten Proben im Rasterelektronenmikroskop
bei 5000facher VergroRerung auf ein reprasentatives Areal untersucht. Dort wurde ein
Messfeld von 24 x 1 um an der Kante zur Probenoberflache festgelegt. Dabei wurde
darauf geachtet, dass sich kein Kunststoff im Messfeld befand (siehe Abbildung 2).

Die Messung der Proben und Auswertung der Spektren erfolgte wie oben beschrieben.

e=mm Finbettmasse (Kunststoff)

=
Veranderte Zone { Messfeld (24 x 1 um)

= Schmelzquerschnitt

Abbildung 2: Schemazeichnung der EDX-Analyse der Querschnitte. Das Messfeld liegt in einer
veranderten Zone des Schmelzquerschnittes an der Oberflache, welche sich als dunkles Band
darstellte. Dabei wurde ein moglichst geringer Abstand zur Oberflache angestrebt, die

Einbettmasse jedoch nicht berihrt.

19



Material und Methoden

Rasterelektronenmikroskopie

Fur Untersuchungen der Topographie der Oberfliche wurden aus den jeweils 15
Proben der zinnhaltigen Gruppen aus allen Studien nach der EDX-Analyse jeweils 5
Proben zufallig ausgewéhlt. Von den NaF- und Placebopasten wurden dieselben
Proben wie zuvor beschrieben verwendet.

Aus dem erwahnten zusatzlichen Experiment zur Untersuchung der Saurestabilitat

wurden pro Gruppe jeweils 5 Proben ausgewahit.

Nach der energiedispersiven Roéntgenspektroskopie wurde die Struktur der
Probenoberflache beziehungsweise die Materialkontrastbilder der Querschnitte
untersucht. Dazu wurde fiir die Oberflachen ein SE-Detektor und fiir die Querschnitte
der BEC-Detektor verwendet. Die Hochspannung betrug 15 kV, der Arbeitsabstand
wurde bei 9 mm konstant gehalten.

Die Oberflachen wurden in 3 verschiedenen VergréZerungen aufgenommen (10000x,
5000x, 1500x, bezogen auf einen 6 x 8 cm Mittelformatfilm). Die Aufnahme der Bilder
der Querschnitte erfolgte bei 5000facher Vergrof3erung.

Anhand der Bilder der Oberflachen in 1500x VergroRerung wurde die Struktur
hinsichtlich folgender Parameter beurteilt und kategorisiert:

1. st ein Atzmuster erkennbar (Ja/Nein)?

2. Wie ist die Beschaffenheit der Oberflache (glatt, zerkliftet)?

3. Sind Prazipitate zu sehen (Ja/Nein)?

4. Welche Strukturen sind erkennbar (Schollen, Krusten, Schleifspuren)

Der Kappa-Wert der intrapersonellen Ubereinstimmung betrug dabei fir die Parameter
Atzmuster und Prazipitate 1, fir die unterschiedlichen Strukturmerkmale (Schollen,

Krusten, Schleifspuren) 0,88.
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Oberflache
A: glatt

B: zerkliftet

X1.500. A0pm  —

Prazipitate
A: Ja
B: Nein

i

X1.500 AON * m—

Struktur
A: Schollen

B: Krusten

Struktur

Schleifspuren

x1.500 10pm

Abbildung 3: Beispielbilder in 1500-facher VergréfRerung fir die verwendeten Kategorien der
qualitativen Strukturanalyse.
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2.5 Statistik

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels IBM SPSS 20.0 fir Windows, IBM
Corporation. Zur Uberprifung von Abweichungen von der Normalverteilung der stetig
skalierten Daten (Zinngehalt und Rauigkeit) wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test
verwendet.

Die Daten fur Rauigkeit, Zinnablagerung auf der Oberflache und Zinnretention unter
erosiven Bedingungen zeigten keine signifikante  Abweichung von der
Normalverteilung. Fur diese Daten erfolgte der Vergleich der Gruppen untereinander
mit einer einfachen Varianzanalyse (ANOVA).

Fur die Rauigkeitswerte wurde Tukey's post hoc Test fir den Vergleich der
verschiedenen Zahnpasten verwendet (Levene's Test ergab keine signifikante
Abweichung von der Homogenitat der Varianzen). Der Vergleich der in vitro mit den
korrespondierenden in situ Daten wurde mit dem t-Test fiir unabhangige Stichproben
durchgefuhrt. Der Vergleich der gebursteten in situ Proben mit den ungebdirsteten in
situ Proben erfolgte mit einer einfachen Varianzanalyse (ANOVA).

Der Zinngehalt auf der Oberflaiche nach Verwendung der verschiedenen Zahnpasten
wurde mit einer ANOVA und Tamhane's post hoc Test verglichen (Levene's Test
ergab eine signifikante Abweichungen von der Homogenitat der Varianzen). Die
korrespondierenden Daten der in vitro und in situ Studie wurden mit dem t-Test fir
unabhangige Stichproben verglichen (sowohl vor als auch nach der
Kohlenstoffbereinigung). Der Vergleich der Werte vor wund nach der
Kohlenstoffbereinigung erfolgte mit dem t-Test fir gepaarte Stichproben. Der Vergleich
der gebirsteten in situ Proben mit den ungebursteten in situ Proben erfolgte mit einer
einfachen Varianzanalyse (ANOVA).

Weil eine signifikante Abweichung von der Normalverteilung fur die Daten des
Zinngehalts in den Querschnitten der in vitro Studien gefunden wurde, wurde der
Vergleich der Gruppen mit nicht parametrischen Tests durchgefuhrt (Kruskal-Wallis-
Test, post hoc: Mann-Whitney-Test). In den Querschnitten der in situ Proben wurde
kein Zinn gefunden, daher wurden keine Vergleiche zwischen in vitro und in situ
Proben oder zwischen den gebursteten und ungebiirsteten in situ Proben durchgefiihrt.
Die Stabilitét von Zinn vor und nach Erosion wurde mit dem t-Test flr gepaarte
Stichproben getestet. Der Vergleich zwischen den verschiedenen Gruppen beziiglich
der Zinnretention erfolgte mit einer ANOVA und Tamhane’s post hoc Test (Levene's

Test zeigte eine signifikante Abweichung von der Homogenitat).
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Das Signifikanzlevel wurde auf a = 0,05 festgesetzt. Fir die Analyse der Querschnitte
erfolgte eine Bonferroni Anpassung und das Signifikanzniveau wurde auf 0,005

festgesetzt.
Die Daten der qualitativen Strukturanalyse werden nur deskriptiv dargestellt, eine

statistische Analyse erfolgte nicht.
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2.6 Materialien und Chemikalien

Materialliste

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

1:

10:

Lichthartender Kunststoff
Technovit 7230 VLC, Kulzer-Exact, Wehrheim, Deutschland

Exakt Trennschleifsystem

Exakt-Apparatebau, Norderstedt, Deutschland

Diamantschleifscheiben; Kérnung 30um, 15um, 3um
Buhler GmbH, Disseldorf, Deutschland

Exakt Mikroschleifsystem
Exakt-Apparatebau, Norderstedt, Deutschland

Burstsimulator
SD Mechatronik GmbH, Feldkirchen-Westerham, Deutschland

Messuhr

Eurochron GmbH, Seebach, Deutschland

Mikroprozessor-pH-Meter 761

Knick elektronische Messgerate GmbH & Co, Berlin, Deutschland
pH/P+ 1000 Einstabmesskette N 1041

Schott, Mainz, Deutschland

Schitteltisch 3006,

Gesellschatft fur Labortechnik mbH, Burgwedel, Deutschland

Elmex Sensitiv Zahnburste Extra Soft
GABA AG, Therwil, Schweiz

Elektrische Zahnbirste
Oral-B Professional Care 3000, Oral-B, Schwalbach am Taunus,

Deutschland
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Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

11:

12:

13:

14:

15:

16:

17:

18:

19:

Optisches Profilometer MicroProf
FRT CWL F 300 um Sensor
Fries Research & Technology, Bergisch-Gladbach, Deutschland

Software Mark Ill
Fries Research & Technology, Bergisch-Gladbach, Deutschland

Rasterteller 0,5 Aluminium Specimen Stubb

Agor Scientific Limited, Stansted, England

Leitfahige Haftaufkleber Plano Leit Tabs 12 mm &
W. Plannet GmbH, Wetzlar, Deutschland

Sputtergerat Sputter Coater JFC1200
Jeol, Tokyo, Japan

Rasterelektronenmikroskop JSM-6510
mit der Software "SEM Control User Interface" Version 3 D4
Jeol Germany GmbH, Eching, Deutschland

Siliziumdriftdetektor X-Flash Detektor 410-M
Bruker Nano GmbH, Berlin, Deutschland

Softwarepaket Esprit
Bruker Quantax AXS Mikroanalysis GmbH, Berlin, Deutschland

Siliziumcarbid Schleifpapier, P 1200
Leco, St. Joseph, Mo., USA
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Chemikalienliste

Chem. 1: Thymollésung
Thymol, Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Chem. 2: Zitronenséure-Monohydrat
CAS-Nr. 5949-29-1
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Chem. 3: Orthophosphorséaure
CAS-Nr. 7664-38-2
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Chem. 4: Kaliumchlorid
CAS-Nr. 7447-40-7
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Chem. 5: Natriumhydrogencarbonat
CAS-Nr. 144-55-8
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Chem. 6: Calciumchlorid
CAS-Nr. 10043-52-4
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Chem. 7: Ethanol (70%ig)
Otto Fischar GmbH & Co KG, Saarbriicken, Deutschland

Chem. 8: Chlorhexidindigluconat
Chlorhexamed Fluid 0,1%,
GlaxoSmithKline Consumer Healthcare GmbH & Co KG, Biihl,

Deutschland



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Bestimmung der Oberflachenrauigkeit

In vitro:

In den Gruppen der in vitro Studie zeigte sich der hochste Mittenrauwert (Ra, Tab. 4)
bei der NaF-haltigen Paste (0,31 = 0,07 um). Die Placebopaste und die zinn- und
chitosanhaltige Zahnpaste zeigten ahnliche Werte (Placebo: 0,29 = 0,04 pm;
F/Sn/Chitosan: 0,28 + 0,04 um, n.s). Eine geringere Oberflachenrauigkeit, verglichen
mit den anderen Gruppen, wurde durch die Behandlung der Oberflachen mit GelKam
erreicht. Dabei zeigte sich zwischen GelKam und der Placebopaste (GelKam 32%
geringer als Placebo, p < 0,01), zwischen GelKkam und F/Sn/Chitosan (GelKam 27%
geringer als F/Sn/Chitosan, p < 0,001) sowie zwischen GelKam und der NaF-Paste
(GelKam 41% geringer als NaF, p < 0,001) ein signifikanter Unterschied. Unterschiede
konnten auferdem beim Vergleich der F/Sn mit der F/Sn/Chitosan Paste (F/Sn 17%
geringer als F/Sn/Chitosan, p < 0,05) und der NaF-Paste (F/Sn 29% geringer als NaF,
p < 0,001) dargestellt werden. Auch die gemittelte Rautiefe (Rz) war bei der NaF-Paste
am groRten (3,20 + 0,53 um). F/Sn/Chitosan und die Placebopaste zeigten ahnliche
Werte. Die mit GelKam behandelte Gruppe zeigte auch hier den niedrigsten Wert (35%
geringer als NaF). Signifikante Unterschiede bestanden zwischen GelKam und
F/Sn/Chitosan (GelKam 19% geringer als F/Sn/Chitosan, p < 0,05) sowie zwischen
GelKam und der NaF-Paste (GelKam 35% geringer als NaF, p < 0,05). F/Sn wies
einen signifikant geringeren Wert auf als NaF (27%, p < 0,05)

In situ:

Die gebirsteten Proben der in situ Studien zeigten fir GelKam den niedrigsten Ra-
Wert (0,38 + 0,14 um, Tab 4). Die Werte der anderen Gruppen waren &ahnlich. Die
gemittelte Rautiefe (Rz, Tab. 4) war bei den mit der Placebopaste behandelten Proben
am niedrigsten (5,06 * 3,38 um).

Bei den ungebursteten Proben wurde der niedrigste Mittenrauwert Ra in der Gruppe
gemessen, die mit der F/Sn Paste behandelt wurde. Die gemittelte Rautiefe (Rz) war
bei den Proben, die mit GelKkam behandelt wurden am niedrigsten. Es bestand in
keinem Fall, sowohl fir Ra, als auch fir Rz ein signifikanter Unterschied zwischen den

Gruppen innerhalb der Proben aus den in situ Studien.
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Der Vergleich der gebirsteten Proben der in vitro Studie mit den gebursteten Proben
der in situ Studien zeigte sowohl fur die Werte Ra als auch fir Rz signifikante
Unterschiede bei F/Sn (p < 0,01 fir Ra, p < 0,05 fur Rz), F/Sn/Chitosan (p < 0,001 fir
Ra und Rz) und GelKam (p < 0,05 fir Ra und Rz), wobei die Werte aus der in situ
Studie immer hoher waren. Bei der NaF-Paste war der Rz Wert der in situ Studie
signifikant hoher (p < 0,05).

Die Werte fir die Oberflachenrauigkeit der in vitro und in situ-Gruppen sind in Tabelle 4

wiedergegeben.

Tabelle 4: Mittelwerte (MW) %= Standardabweichungen (SD) der profilometrisch gemessenen
Oberflachenrauigkeit (um, Ra = Mittenrauhwert, Rz = gemittelte Rautiefe) der Proben der in
vitro und in situ Studien nach zyklischer Demineralisation und Remineralisation und Behandlung
mit der jeweiligen Paste, mit (geblrstet) bzw. ohne Birsten (ungeburstet) der Proben.
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen innerhalb einer Studie sind mit
unterschiedlichen Kleinbuchstaben angegeben, zwischen den Studien innerhalb einer Gruppe

mit unterschiedlichen GroRRbuchstaben; das Signifikanzniveau betrug 0,05.

Ra Rz
Studie Behandlung Paste
(UM, MW + SD) (UM, MW + SD)
F/Sn A0,24 + 0,03 ¢ A251+0,27°2°
F/Sn/Chitosan " 0,28 + 0,04 2 A2,83+0,59"°
in vitro gebiirstet Gelkam A0,22+0,02° A237+040%
NaF A0,31+0,07° A3,20+0,53"
Placebo A0,29 0,04 2° A2,86+0,40 2"
""""""""""" Flsn  ®038+014%  °554+446°%
F/Sn/Chitosan  ® 0,39 + 0,08 541+211°
gebirstet GelKam £0,30+0,13% B4,13+260°
NaF A0,34+0,04° 8420+051°
T I Placebo_____"035+009°  “506:338"
F/Sn 0,38+0,092 433+1,82°
F/Sn/Chitosan 0,39+0,11° 5,29 + 3,08 2
ungebirstet GelKam 0,39+0,14° 421+1,49°2
NaF 0,51 +0,28 2 5,98 + 4,62
Placebo 0,44 +0,12 2 6,20 + 3,85 2
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3.2 Bestimmung des Zinngehaltes mit der EDX-Analyse

Oberflachen
In vitro:

Auf den Oberflachen der in vitro Proben (Tab. 5) konnte bei den Zahnpasten NaF und
Placebo kein Zinn festgestellt werden. Bei den zinnhaltigen Gruppen war der
Zinngehalt fur GelKkam am hochsten und am niedrigsten fur F/Sn. Die F/Sn/Chitosan
Gruppe siedelte sich dazwischen an. Es bestanden signifikante Unterschiede im
Zinngehalt zwischen allen mit Zinn behandelten Gruppen (p< 0,001). F/Sn/Chitosan
wies 22% weniger und F/Sn 60% weniger Zinn auf als GelKam. F/Sn zeigte einen um
57% niedrigeren Wert als F/Sn/Chitosan.

In situ:

Auf den Proben der in situ Studien (Tab. 5) konnte bei den gebursteten und bei den
ungebirsteten Proben fur die NaF- und die Placebopaste kein Zinn auf der Oberflache
nachgewiesen werden.

Es bestanden bei den gebirsteten Proben signifikante Unterschiede im Zinngehalt
zwischen den zinnhaltigen Gruppen und den Gruppen ohne Zinn: F/Sn: (p < 0,01
verglichen mit Paste NaF; p < 0,05 verglichen mit der Placebopaste), F/Sn/Chitosan: (p
< 0,001 verglichen mit den Pasten NaF und Placebo), GelKam: (p < 0,01 verglichen mit
Paste NaF und Placebo). Bei den zinnhaltigen Gruppen zeigte GelKam den héchsten
Zinngehalt. Verglichen mit GelKam wiesen F/Sn 81% weniger Zinn und F/Sn/Chitosan
77% weniger Zinn auf der Oberflache (p < 0,05) auf. Zwischen den beiden zinnhaltigen
Pasten F/Sn und F/Sn/Chitosan bestand kein Unterschied.

Bei den ungebursteten Proben zeigten sich ebenfalls signifikante Unterschiede
zwischen den zinnhaltigen Zahnpasten und den Zahnpasten ohne Zinn: F/Sn: (p <
0,001 verglichen mit der Placebopaste; p < 0,01 verglichen mit Paste NaF),
F/Sn/Chitosan: (p < 0,001 verglichen mit Paste NaF und Placebo), GelKam: (p < 0,01
verglichen mit Paste NaF und Placebo). Bei den zinnhaltigen Gruppen war fur GelKam
der hdchste Zinngehalt und fur F/Sn der niedrigste Zinngehalt zu finden. F/Sn/Chitosan
siedelte sich dazwischen an. Verglichen mit GelKam zeigte F/Sn 75% weniger Zinn auf
der Oberflache (p < 0,05), wéhrend F/Sn/Chitosan 58% weniger Zinn aufwies (n.s.).
Zwischen den beiden zinnhaltigen Pasten F/Sn und F/Sn/Chitosan bestand kein

Unterschied.
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Der Vergleich der gebirsteten mit den ungebirsteten Gruppen eines Produktes der in
situ Studie ergab keine signifikanten Unterschiede im Zinngehalt.

Der Vergleich der gebursteten Proben der in vitro Studie mit den gebirsteten Proben
der in situ Studie konnte fur den Zinngehalt auf der Oberflache bei der F/Sn/Chitosan
Zahnpaste einen signifikant hoheren Wert fir die in vitro Proben zeigen (p < 0,001).
Fur die anderen Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied gezeigt werden.

Detaillierte Ergebnisse sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Gemessener Zinngehalt (wt%) auf den Oberflachen der gebirsteten in vitro Proben
sowie der gebirsteten und ungeblrsteten in situ Proben; die Behandlung erfolgte mit den
jeweiligen Zahnpasten. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen innerhalb einer Studie
sind mit unterschiedlichen Kleinbuchstaben angegeben, zwischen den Studien innerhalb einer
Gruppe mit unterschiedlichen GroRbuchstaben; das Signifikanzniveau betrug 0,05.

: Zinngehalt
Studie Behandlung Paste
(Wt%, MW + SD)
F/Sn £0,90+0,27%
F/Sn/Chitosan A2,10+0,40"°
in vitro gebirstet GelKam A270+0,32°¢
NaF A0,03+0,04°
___________________ Placebo _________%004x005% ___________.
F/Sn A0,73+0,65°
F/Sn/Chitosan £0,90+0,56%
gebiirstet Gelkam A3,99+332"°
NaF £0,02+0,05°
T | Placebo. _ ________2005£007° ____________
F/Sn 0,76 +0,55 2
F/Sn/Chitosan 1,28+ 0,83 *°
ungebiirstet Gelkam 3,03+2,64°"
NaF 0,05+0,10 °
Placebo 0,01 +0,01°
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Wahrend der Auswertung zeigten sich deutliche Unterschiede im Kohlenstoffgehalt
(Abb. 4) zwischen den in vitro und in situ Proben. Daher erfolgte zusatzlich eine

kohlenstoffbereinigte Auswertung der in situ Proben (Tab. 6).

Kohlenstoffgehalt

in vitro gebirstet  ®min situ geblrstet  ®in situ ungeburstet

C (Wt % ; MW # SD)
N

F/Sn F/Sn/Chitosan Gelkam NaF Placebo

Abbildung 4: Kohlenstoffgehalt (wt%) auf den Oberflachen der gebirsteten in vitro Proben
sowie der gebursteten und ungebursteten in situ Proben nach Behandlung mit den jeweiligen
Zahnpasten. Der Vergleich der in vitro Proben mit den in situ Proben zeigte in allen Gruppen

einen signifikant hoheren Kohlenstoffgehalt auf den in situ Proben (p < 0,001).
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Nach der kohlenstoffbereinigten Auswertung (Tab. 6) stieg der Zinngehalt im Vergleich
zur Auswertung mit Kohlenstoff signifikant. Fur F/Sn/Chitosan um 22% (p < 0,05) und
fur GelKam um 40% (p< 0,01). Fur F/Sn stieg der Zinngehalt nicht signifikant um 43%.
Die Verhaltnisse der Gruppen zueinander &nderten sich jedoch nicht.

Tabelle 6: Zinngehalt (wt%) auf den Oberflachen, gemessen auf geblrsteten Proben der
Gruppen F/Sn, F/Sn/Chitosan und GelKam der in situ Studie. Auswertung mit Kohlenstoff
beziehungsweise kohlenstoffbereinigt. Signifikante Unterschiede in einer Zeile sind mit

unterschiedlichen Kleinbuchstaben angegeben.

Zinngehalt Zinngehalt
G (W%, MW + SD) (Wt%, MW + SD)
mit Kohlenstoff ohne Kohlenstoff
FISn 07+07% T 10+10% T T T T TT
F/Sn/Chitosan 0,9 +0,6 2 1,1+0,9°
GelKam 4,0+33°? 56+46°"°
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Zwischen den gebirsteten Proben der in vitro und der in situ Studie, die mit
zinnhaltigen Pasten behandelt wurden, ergaben sich bei der kohlenstoffbereinigten
Auswertung zum Teil signifikante Unterschiede (Abb. 5). Der Zinngehalt fir
F/Sn/Chitosan war bei den in vitro Proben 91% hoher (p < 0,01) und fir GelKam 52%
niedriger (p < 0,05) als bei den in situ Proben. Fur F/Sn war der Zinngehalt der in vitro

Proben 10% niedriger als bei den in situ Proben (nicht signifikant).

Zinngehalt ohne C

12 F/Sn ®F/Sn/Chitosan ®Gelkam

— 5,6
(&) 4
& 10
+l

8 4
=
= 6 -
s
EEE 2,7
2 2,1 1,0 1,1
c 241 09
%) g T

0 i

in vitro in situ

Abbildung 5: Zinngehalt auf den Oberflachen der geblrsteten Proben der in vitro und in situ
Studien, nachdem diese zyklisch demineralisiert und mit den Zahnpasten F/Sn, F/Sn/Chitosan

und GelKam behandelt wurden. Die Auswertung erfolgte kohlenstoffbereinigt.
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Oberflachen vor und nach zusatzlicher Saureexposition

Die Auswertung der in situ Proben vor und nach einer zusétzlichen Saureexposition
zeigte, dass der Zinngehalt auf den Oberflachen relativ stabil blieb.

Die Proben, die mit GelKkam behandelt wurden, zeigten sowohl bei den gebirsteten,
als auch bei den ungebursteten Proben keine Veradnderung des Zinngehaltes nach
Saureexposition. Bei den geblirsteten Proben gab es nach Verwendung der Zahnpaste
F/Sn einen Verlust an Zinngehalt von 0,23 wt% (24% Reduktion, p< 0,001) bei
Verwendung der Zahnpaste F/Sn/Chitosan einen Verlust von 0,26 wt% (24%
Reduktion, p< 0,001). Fur die ungebirsteten Proben war ein geringerer Verlust zu
finden. Fur Paste F/Sn 0,18 wt % (17% Reduktion, p< 0,05) und 0,15 wt% (15%
Reduktion, p< 0,01) fir Paste F/Sn/Chitosan.

Querschnitte

In vitro:

Die Proben der in vitro Studie, die mit den zinnhaltigen Zahnpasten behandelt wurden,
zeigten eine Einlagerung von Zinn in die oberen Schichten der Querschnitte (Paste
F/Sn MEDIAN: 0,03 wt%, MIN: 0 wt%, MAX: 0,6 wt%; Paste F/Sn/Chitosan MEDIAN:
1,26 wt%, MIN: 0,5 wt%, MAX: 2,5 wt%; GelKam MEDIAN: 1,22 wt%, MIN: 0,9 wt%,
MAX: 2,0 wt%.) Die Proben der Pasten NaF und Placebo wiesen kein Zinn in den
Querschnitten auf (MEDIAN = 0 wt%).

Der Vergleich der Gruppen untereinander zeigte fur die Gruppen F/Sn/Chitosan und
GelKam signifikante Unterschiede zu den zinnfreien Kontrollgruppen NaF und Placebo
(p< 0,001). Beim Vergleich mit der Zahnpaste F/Sn zeigte sowohl F/Sn/Chitosan als
auch GelKam signifikant hohere Zinnwerte (p< 0,001). Der Vergleich der Pasten

GelKam und F/Sn/Chitosan untereinander ergab keinen signifikanten Unterschied.

In situ:

In den Querschnitten der Gruppen der in situ Studie konnte kein Zinn festgestellt
werden (MEDIAN in allen Gruppen 0 wt%).
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3.3 Qualitative Strukturanalyse

Die qualitative Strukturanalyse der Oberflachen ergab nur geringe Unterschiede
zwischen den verschiedenen Gruppen, sowohl zwischen den gebursteten, als auch
zwischen den ungebiirsteten Gruppen. Auch beim Vergleich der zinnhaltigen Gruppen
der in vitro Studie mit den zinnhaltigen Gruppen der in situ Studie waren kaum
Unterschiede zu erkennen. In der in vitro Studie wurden weniger Prazipitate gefunden
als in der in situ Studie, dort waren alle Proben von Préazipitaten bedeckt Die
Ablagerungen auf den Oberflachen variierten von einzelnen globularen oder amorphen
Prazipitaten zu flachenhaft bedeckenden Schichten, wobei einige von wolkiger Struktur
und unscharf begrenzt erschienen und andere eine scharf begrenzte, krustenahnliche
Oberflache zeigten. Diese krustendhnlichen Strukturen wiesen zum Teil Risse auf. Die
Tabellen 7-10 zeigen die Ergebnisse der Strukturanalyse der Oberflachen.

Die Analyse der Querschnitte ergab sowohl in vitro als auch in situ keine Unterschiede
zwischen den Gruppen. In allen Gruppen zeigte sich an der Oberflache eine Schicht,
die eine dunklere Farbung als die restliche Zahnhartsubstanz aufwies.

Zum Teil verlief dieses Band wellenférmig oder zeigte eine Art Schichtung, wobei sich
hellere und dunklere Abschnitte abwechselten.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen der Behandlung der Proben (gebirstet/
ungebdrstet), der Studienart (in vitro/in situ) oder den verschiedenen Zahnpasten zu
der Breite oder der Beschaffenheit der dunkleren Zone erkannt werden.

Auch die Elementanalyse ergab keinen Zusammenhang zwischen Elementverteilung
und Aussehen der Schicht.

Die Abbildungen 6-8 zeigen fir die verschiedenen Gruppen exemplarische Bilder der
Strukturanalyse der Oberflaichen und der Querschnitte sowie die zugehdrigen EDX-
Schriebe.
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Tabelle 7: Verteilung der Strukturmerkmale "Atzmuster" und Préazipitate" nach qualitativer
Strukturanalyse der Probenoberflachen mit dem Rasterelektronenmikroskop bei 1500-facher
VergréRerung. Es wurden in vitro und in situ Proben nach zyklischer Demineralisation in
0,5%iger Zitronensaure und Behandlung mit den jeweiligen Zahnpasten, und in situ Proben, die
nach der Behandlung mit den Zahnpasten zusatzlich fur zwei Minuten in 5%iger Zitronensaure

geschwenkt wurden, verwendet. Die Werte sind in Prozent angegeben.

Atzmuster Prazipitate
Studie Ja Nein Ja Nein
in situ (gesamt) 82 18 100 0
(geburstet/ungebirstet) (80/84) (20/16) (100/100) (0/0)
zinnhaltige Gruppen 80 20 100 0
(geburstet/ungebiirstet) (80/80) (20/20) (100/100) (0/0)
NaF/Placebo 85 15 100 0
_ (gebrstet/ungebiirstet) | __(80/%0) ___(20110) _ _ (100/100) __ __ ©0) .
in situ (zinnhaltige
Gruppen nach 67 33 80 20
zusatzlicher Erosion)
_(gebirstet/ungebirstet) __ (73/60) ___(27/40) __ _ @) . aszn__ .
in vitro (gesamt) 100 0 75 25
zinnhaltige Gruppen 100 0 80 20
NaF/Placebo 100 0 70 30

Die Unterteilung der Gruppen in zinnhaltige Gruppen und solche ohne Zinn zeigte nur
geringe Unterschiede (Tabelle 7). In der in situ Studie zeigten 80% der Proben der
zinnhaltigen Pasten ein Atzmuster, wahrend die Gruppen ohne Zinn bei 85% ein
Atzmuster zeigten.

In der in vitro Studie unterschied sich der Parameter ,Prazipitate” insofern, dass 80%
der zinnhaltigen, und 70% der Gruppen ohne Zinn Prézipitate auf der Oberflache

zeigten.
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Tabelle 8: Verteilung der Strukturmerkmale "Atzmuster" und Préazipitate" nach qualitativer
Strukturanalyse der Probenoberflachen mit dem Rasterelektronenmikroskop bei 1500-facher
VergréRerung. Es wurden in vitro und in situ Proben nach zyklischer Demineralisation in
0,5%iger Zitronensaure und Behandlung mit den jeweiligen Zahnpasten, und in situ Proben, die
nach der Behandlung mit den Zahnpasten zusatzlich fur zwei Minuten in 5%iger Zitronensaure
geschwenkt wurden, verwendet. Die Werte sind in Prozent angegeben; die Ergebnisse sind
unterteilt in Gruppen, die mit Chitosan behandelt wurde und in Gruppen, die nur mit Zinn,

jedoch ohne Chitosan, behandelt wurden.

Atzmuster Prazipitate
Studie Ja Nein Ja Nein
in situ (gesamt) 82 18 100 0
(gebtrstet/ungebirstet) (80/84) (20/16) (100/100) (0/0)
F/Sn/Chitosan 100 0 100 0
(geblrstet/ungebirstet) (100/100) (0/0) (100/100) (0/0)
F/Sn + GelKam 70 30 100 0
(geblrstet/ungebirstet) (70/70) (30/30) (100/100) (0/0)
‘insitu (alle zinnhaltige [T T
Gruppen nach zusatzlicher 67 33 80 20
Erosion)
(gebtrstet/ungebirstet) (73/60) (27/40) (87/73) (13/27)
F/Sn/Chitosan 70 30 70 30
(geburstet/ungebrstet) (80/60) (20/40) (100/40) (0/60)
F/Sn + GelKam 65 35 85 15
(geburstet/ungebuirstet) (70/60) (30/40) (80/90) (20/10)
in vitro (gesamt) 100 0 75 25
F/Sn/Chitosan 100 0 100 0
F/Sn + GelKam 100 0 60 40

Bei der Unterteilung in Gruppen, die mit beziehungsweise ohne Chitosan behandelt
wurden, wurden kleine Unterschiede sichtbar (Tabelle 8). In der in situ Studie war auf
den Proben mit Chitosan immer ein Atzmuster sichtbar, wahrend bei den Proben ohne
Chitosan nur bei 70% ein Atzmuster zu sehen war. Bei den in situ Proben, die
zusatzlich mit S&aure behandelt wurden, zeigte sich nach Behandlung mit der
F/Sn/Chitosan-Zahnpaste bei 40% der Proben Prazipitate, bei den Gruppen ohne
Chitosan waren es 90%. In der in vitro Studie zeigten alle Proben ein Atzmuster,
wahrend sich der Parameter ,Prazipitate” unterschied. Wahrend die Gruppen, die mit
Chitosan behandelt wurden, alle Prazipitate aufwiesen, waren es bei den Gruppen

ohne Chitosan nur 60%.
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Tabelle 9: Verteilung der Merkmale "Rauigkeit" und "Struktur" nach qualitativer Strukturanalyse
der Probenoberflachen mit dem Rasterelektronenmikroskop bei 1500-facher VergréRerung. Es
wurden in vitro und in situ Proben nach zyklischer Demineralisation in 0,5%iger Zitronensaure
und Behandlung mit den jeweiligen Zahnpasten, und in situ Proben, die nach der Behandlung
mit den Zahnpasten zusatzlich fir zwei Minuten in 5%iger Zitronensaure geschwenkt wurden,

verwendet. Die Werte sind in Prozent angegeben.

Rauigkeit Struktur
Schleif-
glatt zerkliftet Schuppen  Krusten Keine
Studie spuren
in situ (gesamt) 34 66 18 26 4 50
(gebiirstet/ungebiirstet)  (48/20) (52/80) (24/12) (28/24) (4/4)  (44/56)
zinnhaltige Gruppen 30 70 13 43 7 33
(gebirstet/ungebiirstet)  (40/20) (60/80) (7/20) (47/40)  (7/7)  (40/27)
NaF/Placebo 40 60 25 0 0 75

_ gebirstet/ungebirster) _ (60/20) _ __ (40/80) (500) ___ (00)___ (0/0) _ (507100)
in situ (zinnhaltige
Gruppen nach 17 83 13 43 3 40
zusatzlicher Erosion)

_(gebrstetungebirstet) __(27/7)____(7893) (@70) __ 3353 _ (7o) _ (3347
in vitro (gesamt) 40 60 25 0 30 40
zinnhaltige Gruppen 30 70 10 0 60 30
NaF/Placebo 50 50 40 0 0 50

Bei der Untersuchung der Strukturen wurde ein deutlicher Unterschied sichtbar fur den
Parameter ,Kruste® beim Vergleich der zinnhaltigen in situ Proben mit den in situ
Gruppen ohne Zinn (Tabelle 9). Bei den zinnhaltigen Gruppen zeigten fast 50% der
Proben eine mit Krusten bedeckte Oberflache, wahrend die zinnfreien Gruppen keine
Krusten zeigten. Im Vergleich zeigten die in situ Proben insgesamt bei 26% Krusten
auf der Oberflache, wahrend in vitro keine Krusten zu sehen waren.

Fur den Parameter ,Rauigkeit® und auch fir die anderen Parameter zeigten sich
sowohl beim Vergleich der Gruppen innerhalb der Studien als auch zwischen den

Studien kaum Unterschiede.
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Tabelle 10: Verteilung der Merkmale "Rauigkeit” und "Struktur" nach qualitativer
Strukturanalyse der Probenoberflachen mit dem Rasterelektronenmikroskop bei 1500-facher
VergréRerung. Es wurden in vitro und in situ Proben nach zyklischer Demineralisation in
0,5%iger Zitronensaure und Behandlung mit den jeweiligen Zahnpasten, und in situ Proben, die
nach der Behandlung mit den Zahnpasten zusatzlich fur zwei Minuten in 5%iger Zitronensaure
geschwenkt wurden, verwendet. Die Werte sind in Prozent angegeben; die Ergebnisse sind
unterteilt in die Gruppen, die mit Chitosan behandelt wurde und in Gruppen, die nur mit Zinn,

jedoch ohne Chitosan, behandelt wurden.

Rauigkeit Struktur
Schleif- .
glatt  zerkliftet Schuppen Krusten Keine

Studie spuren

in situ (gesamt) 34 66 18 26 4 50
(gebiirstet/ungebiirstet) (48/20)  (52/80) (24/12) (28/24) (4/4) (44/56)

F/Sn/Chitosan 20 80 0 40 10 40
(gebiirstet/ungebiirstet) (20/20)  (80/80) (0/0) (40/40) (20/0) (40/40)

F/Sn + GelKam 35 65 20 45 5 30
_(gebrstetungebirstet)  (50/20) | (50/80) _ (10/30) ___(50/40)  (0/10) __(40/20)_
in situ (zinnhaltige

Gruppen nach 17 83 13 43 3 40
zusétzlicher Erosion)

(gebiirstet/ungebiirstet)  (27/7)  (73/93) (2710) (33/53) (7/0) (33/47)

F/Sn/Chitosan 20 80 20 30 0 50
(geblrstet/ungebirstet) (40/0) (60/100) (40/0) (20/40) (0/0) (40/60)

F/Sn + GelKam 15 85 10 50 5 35
_ (gebirstet/ungebirstet) (20/10)  (80/90) | (20/0) _(40/60) __ (10/0) _ (30/40)_
in vitro (gesamt) 40 60 25 0 30 40

F/Sn/Chitosan 100 0 0 0 60 40

F/Sn + GelKam 60 40 20 0 60 20

Bei der Unterteilung in Gruppen, die mit beziehungsweise ohne Chitosan behandelt
wurden, wurden Kkleine Unterschiede bezlglich der Parameter ,Rauigkeit und
»Struktur® sichtbar (Tabelle 10). Bei den mit Chitosan behandelten Gruppen traten
weniger oft Schuppen auf als bei der Gruppen ohne Chitosan, sowohl in vitro als auch
in situ.

In vitro zeigte die F/Sn/Chitosan Paste bei allen Proben eine glatte Oberflache,
wahrend bei den anderen zinnhaltigen Pasten 60% eine glatte und 40% eine

zerkluftete Oberflache zu sehen war.
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Bei den in situ Proben zeigten insgesamt 26% der Proben Krusten, die Verteilung
innerhalb der Gruppen zeigte keine Unterschiede. Auf den Proben der in vitro Studien
zeigten sich keine Krusten.

Sowohl in situ als auch in vitro waren Schleifspuren zu sehen. Es ergaben sich kaum
Unterschiede innerhalb der Gruppen.

Es muss jedoch beachtet werden, dass nach der Unterteilung die Anzahl der Proben
pro Gruppe sehr Klein ist, besonders wenn noch zusatzlich zwischen gebursteten und

ungebdirsteten Proben unterschieden wird.
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An vitro Oberflécﬁe
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Placebo gebUrsfet_(iﬁrbbé 24y,
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Abbildung 6: Reprasentative Bilder der verschiedenen Gruppen (I: F/Sn; II: F/Sn/Chitosan; IlI:
GelKam; IV: NaF; V: Placebo) der qualitativen Strukturanalyse von gebirsteten Proben der in
vitro Studie. A zeigt die jeweilige Probenoberfliche bei 1500facher VergroRerung,
beziehungsweise bei 5000facher VergréRerung (kleines Bild). Es sind die zuvor definierten
Strukturmerkmale wie glatte, beziehungsweise raue Oberflache, Atzmuster, Prazipitate, Krusten
Schollen und Schleifspuren zu erkennen, wobei deutlich wird, dass nur geringe Unterschiede
zwischen den Gruppen auftraten. B zeigt dieselbe Probe im Querschnitt bei 5000facher
VergréRerung. Dort ist unter der Oberflache ein unterschiedlich breites Band einer veranderten
Zone auszumachen. Die korrespondierenden Kleinbuchstaben zeigen den zugehérigen EDX-
Schrieb. Markiert sind die Peaks fir Kohlenstoff (C) und Zinn (Sn).
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Abbildung 7: Reprasentative Bilder der verschiedenen Gruppen (I: F/Sn; Il: F/Sn/Chitosan; III:
GelKam; IV: NaF; V: Placebo) der qualitativen Strukturanalyse von gebirsteten Proben der in
situ Studie. A zeigt die jeweilige Probenoberflache bei 1500facher Vergrof3erung,
beziehungsweise bei 5000facher VergrofRerung (kleines Bild). Es sind die zuvor definierten
Strukturmerkmale wie glatte, beziehungsweise raue Oberflache, Atzmuster, Préazipitate, Krusten
Schollen und Schleifspuren zu erkennen, wobei deutlich wird, dass nur geringe Unterschiede
zwischen den Gruppen auftraten. B zeigt dieselbe Probe im Querschnitt bei 5000facher
VergrofRerung. Dort ist unter der Oberflache ein unterschiedlich breites Band einer veranderten
Zone auszumachen. Die korrespondierenden Kleinbuchstaben zeigen den zugehérigen EDX-
Schrieb. Markiert sind die Peaks fur Kohlenstoff (C) und Zinn (Sn). Dabei sind die teilweise sehr

hohen Kohlenstoffpeaks zu erkennen.
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Abbildung 8: Reprasentative Bilder der verschiedenen Gruppen (I: F/Sn; Il: F/Sn/Chitosan; IlI:
GelKam; IV: NaF; V: Placebo) der qualitativen Strukturanalyse von ungebursteten Proben der in
situ Studie. A zeigt die jeweilige Probenoberflache bei 1500facher Vergrofl3erung,
beziehungsweise bei 5000facher VergréRerung (kleines Bild). Es sind die zuvor definierten
Strukturmerkmale wie glatte, beziehungsweise raue Oberflache, Atzmuster, Prazipitate, Krusten
Schollen und Schleifspuren zu erkennen, wobei deutlich wird, dass nur geringe Unterschiede
zwischen den Gruppen auftraten. B zeigt dieselbe Probe im Querschnitt bei 5000facher
VergroRerung. Dort ist unterhalb der Oberflache ein unterschiedlich breites Band einer
veranderten Zone auszumachen. Die korrespondierenden Kleinbuchstaben zeigen den
zugehorigen EDX-Schrieb. Markiert sind die Peaks fir Kohlenstoff (C) und Zinn (Sn). Dabei
sind die teilweise sehr hohen Kohlenstoffpeaks zu erkennen.
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4 Diskussion

4.1 Versuchsaufbau

Die fur die vorliegende Arbeit verwendeten Schmelzproben stammen ausschlief3lich
von dritten Molaren, die vollstéandig retiniert waren. So konnte sichergestellt werden,
dass die Zahne keinen Einflissen der Mundhdhle ausgesetzt waren und es nicht zu
einer exogenen Anreicherung von Mineralien, wie beispielsweise Fluorid oder Zinn
kommen konnte. Nach dem Zahndurchbruch kann es durch Veranderung des
Mineralgehaltes zu einer individuellen Veranderung der Saureldslichkeit kommen
[Driessens et al., 1985]. Die verwendeten Zahne wurden sorgfaltig ausgewahlt und die
Proben, die aus einem Zahn gewonnen wurden, wurden zufallig auf die
unterschiedlichen Studien und Gruppen verteilt. Dadurch konnte sichergestellt werden,
dass es nicht zu einer Beeinflussung der Ergebnisse durch unterschiedliche
Saureldslichkeit beziehungsweise strukturelle Unterschiede der Proben kommen
konnte.

Zur Erzeugung einer Messflache musste eine plane Oberflache geschaffen werden.
Durch das Beschleifen der Proben wurde die natiirliche prismenfreie Zahnoberflache
entfernt, welche im Vergleich zu prismatischem Schmelz weniger s&ureltslich ist
[Meurman und Frank, 1991]. Somit koénnen die gemessenen Werte der
Oberflachenrauigkeit eventuell htéher sein als sie unter natirlichen Bedingungen
auftreten wuirden. Im natirlichen Gebiss wird jedoch die Schmelzoberflache durch
Vorgénge wie Attrition, Abrasion und vorangegangene Erosionen im Laufe des Lebens
abgetragen. Durch diese Vorschadigung ist der Schmelz anféllig und kann bei
Erosionspatienten zu einem héheren MalR an Erosion flhren [Lussi et al., 1991]. Daher
sind die verwendeten bearbeiteten Schmelzproben mit der natirlichen Zahnoberflache
von Erosionspatienten vergleichbar [Attin et al., 1996].

Zur Erzeugung der erosiven Demineralisation wurde 0,5%ige Zitronenséure genutzt,
um eine extrinsische Saurezufuhr zu imitieren. Als Saurelieferanten kénnen sowonhl
Softdrinks oder andere Getrdnke mit erosivem Potential als auch einfache Sauren
genutzt werden. In der Literatur wurden oft Erfrischungsgetrdnke oder saure
Fruchtsafte zur Erzeugung von Erosionen genutzt [Meurman et al., 1990; Grenby et al.,
1989; Schweizer-Hirt et al., 1978; Reussner et al., 1975; Davis und Winter, 1980].
Diese Getranke stellen zwar eine realistische Situation dar, variieren aber oft bei
unterschiedlichen Chargen und enthalten zudem Zusatzstoffe, welche die Pellikel
beeinflussen koénnen. Einfache Sauren bieten die Mdglichkeit einer besseren

Standardisierung und die Versuche lassen sich gut reproduzieren. [Shellis et al., 2011].
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Zitronenséure ist eine haufig in Lebensmitteln vorkommende Sé&ure, sodass sie
besonders gut geeignet ist, exogene Erosionen zu simulieren [West et al., 2001].

Die erosive Demineralisation erfolgte sechsmal am Tag fur zwei Minuten. Die
Haufigkeit und Dauer der Demineralisation entspricht der Aufnahme von drei Haupt-
und drei Nebenmahlzeiten mit erosivem Potential. Es konnte belegt werden, dass
Patienten, die schwere Erosionen aufweisen, mehrmals taglich erosive Nahrungsmittel
zu sich nehmen. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass das Erosionsrisiko um
das 37fache erhéht sein kann, wenn mehr als zweimal pro Tag erosive Nahrungsmittel
verzehrt werden und noch weitere Risikofaktoren, wie z.B ein verringerter Speichelfluss
vorliegen [Jarvinen et al., 1991]. Auch eine Studie an 130 Rohkéstlern zeigte, dass es
bei dieser Ernahrungsform zu einer maximalen Aufnahme von 96% (Durchschnitt 62%)
Obstanteil in der Nahrung kommen kann. Die Haufigkeit der Einnahme von sauren
Mabhlzeiten kann dabei bis zu 16 Mal (Durchschnitt 4,8) am Tag betragen [Ganss et al.,
1999]. Somit sind Dauer und Haufigkeit der Demineralisation im Versuchsaufbau als
realistisch fur Personen mit hohem Erosionsrisiko einzustufen. Zudem wurden in
ahnlichen Studien der Arbeitsgruppe die gleichen Zeiten gewahlt, was Vergleiche der
Studien untereinander zulasst [Ganss et al., 2012; Ganss et al., 2011].

Die Abrasionserzeugung erfolgte in den in vitro Studien mittels eines Birstapparates
mit einem Auflagegewicht von 200 g fur 15 Sekunden. Der Anpressdruck der Birste,
der bei einem Auflagegewicht von 200 g entsteht, entspricht in etwa dem
durchschnittlichen Putzdruck von Probanden [Ganss et al., 2009] und wird fur in vitro
Versuche empfohlen. In den in situ Studien wurde mit einer elektrischen Zahnbirste
zweimal taglich mit 2,5 N fur 5 Sekunden pro Probe gebirstet. Dies entspricht etwa
einer Gesamtzahnputzzeit von 2 Minuten, wobei jeder Quadrant etwa 30 Sekunden
geburstet wird. Diese Zeit spiegelt eine realistische Putzzeit im Alltag wider und wird fir

in situ Versuche empfohlen [Wiegand und Attin, 2011].

Um die Wirksamkeit der experimentellen Pasten einordnen zu kénnen, musste fir die
durchgefihrten Versuche ein Referenzprodukt als Positivkontrolle gewéhlt werden.

Es stellt sich prinzipiell als schwierig dar, fir Zahnpasten eine Richtlinie und somit eine
Positivkontrolle festzulegen, da sich Zahnpasten durch ihre vielen Zusatzstoffe wie
Stabilisatoren, Verdickungsmittel, Konservierungsstoffe und Abrasiva in ihrer
Zusammensetzung stark unterscheiden.

Als Positivkontrolle wurde fur die vorliegende Arbeit ein zinnfluoridhaltiges Gel
(Colgate® GelKam®) ausgewahlt. Es enthélt in etwa die gleiche Menge an Zinn wie

die experimentellen Pasten, ist jedoch keine Zahnpaste im eigentlichen Sinn, da es
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eine einfachere Zusammensetzung ohne Abrasiva und andere Zusatzstoffe aufweist.
Somit kann die Untersuchung des Reaktionsmechanismus von Zinn mit der
Zahnoberflache ohne Beeinflussung von anderen Inhaltsstoffen der Zahnpasten wie
z.B. Abrasiva und Stabilisatoren erfolgen. Diese konnen die Verflugbarkeit der
Zinnionen beeinflussen. Zudem wurde dieses Produkt in der Arbeitsgruppe schon in
anderen Studien als Positivkontrolle verwendet und erlaubt damit einen Vergleich der
Studien.

4.2 Messmethoden

Die Bestimmung der Oberflachenrauigkeit erfolgte, um Veranderungen in der
Oberflachenstruktur der Schmelzproben durch erosive Demineralisation und die
anschliel3ende Behandlung mit verschiedenen Zahnpasten mit beziehungsweise ohne
Birsten zu untersuchen.

Zur Messung der Oberflachenrauigkeit wurde ein optisches Profilometer eingesetzt.
Die Oberflachenprofilometrie beschreibt den Verlust an Zahnhartsubstanz im Vergleich
zu einer Referenzflache und liefert aul3erdem Informationen Uber die Rauigkeit der
Oberflache wobei meist der Mittenrauwert (Ra) erfasst wird [Field et al., 2010]. Um
mittels Profilometrie ein zwei- oder dreidimensionales Profil der Oberflache zu erstellen
kann ein mechanischer Taster oder ein optischer Sensor genutzt werden.
Kontaktsensoren bestehen aus einem Fihler mit einer Spitze aus Diamant oder Stahl.
Der Nachteil dieses Systems besteht darin, dass die verwendeten Taster die
Oberflache berthren und eventuell beschadigen und so das Messergebnis
beeinflussen kodnnen [Schlueter et al., 2011]. AuBerdem kann die taktile Messung
durch eine mogliche Ablagerung von Prazipitaten auf der Oberflache beeinflusst
werden. Fir die vorliegende Arbeit wurde daher eine optische Methode mit einem
Sensor mit chromatisch aufgefachertem Licht genutzt. Dabei berihrt der Messkopf die
Probenoberflache nicht und vermeidet somit eine Beschadigung derselben. Der in der
vorliegenden Arbeit verwendete Sensor weist mit einer vertikale Auflésung von 10 nm

und einer lateralen Auflésung von 1-2 um eine hohe Messgenauigkeit auf.

Zur quantitativen Elementanalyse und somit zur Bestimmung des Zinngehaltes auf den
Oberflachen und in den Querschnitten der Proben wurde die energiedispersive
Rontgenanalyse (EDX) genutzt. Es existieren zwei gangige Verfahren zur
Elementquantifizierung, die wellenlangendispersive Rodntgenanalyse (WDX) und die
energiedispersive Rontgenanalyse (EDX). Ein WDX-Detektor wird auf die spezifische

Wellenlange eines Elementes ausgerichtet und kann so durch die fir ein Element
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spezifische, von der Probe zurlickgeworfene Rontgenstrahlung alle Elemente mit einer
Ordnungszahl von mindestens vier detektieren. Bei dieser Methode kann wahrend
einer Messung jeweils nur ein Element quantifiziert werden. Dafir kann durch WDX
eine hohere Nachweisempfindlichkeit (0,01 Gewichtsprozent) und eine ho6here
spektrale Auflésung des Rontgenspektrums erreicht werden. Die
Nachweisempfindlichkeit eines EDX-Detektors ist eine 10er Potenz niedriger (0,1
Gewichtsprozent). Der Vorteil des in der vorliegenden Arbeit verwendeten EDX-
Verfahrens liegt darin, dass ein EDX-Detektor gleichzeitig das gesamte
Rontgenspektrum und somit alle Elemente analysieren kann. Dies ist besonders fir die
in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten ,Reihenmessungen® von Vorteil. Die etwas
niedrigere Nachweisempfindlichkeit des EDX-Detektors war fur die Fragestellung der
vorliegenden Arbeit ausreichend, da das Hauptaugenmerkt auf die relative Verteilung
der unterschiedlichen Elemente gelegt wurde.

Wahrend der EDX-Analyse wurden Variablen wie Beschleunigungsspannung,
Emmissionsstrom, Spot-Gréf3e, Scan-Modus und Aufnahmewinkel immer konstant
gehalten. Auch Aufnahmezeit und Vergroé3erung waren bei allen Messungen gleich um
eine Vergleichbarkeit der Werte untereinander zu gewahrleisten.

Zur Auswertung der Spektren wurde ein standardfreies Quantifizierungsverfahren
verwendet. Im Gegensatz zu einem Verfahren, welches ein Standard als Vergleich
verwendet, erlaubt es nur eine relative Bestimmung der auf der Probe enthaltenen
Elemente. Wenn dabei die wichtigsten Elemente quantifiziert werden, kann eine
Naherung an den ,wahren“ Wert erreicht werden. Dieses Verfahren war fur die

Fragestellung der Arbeit ausreichend.
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4.3 Ergebnisse

4.3.1 Rauheitswerte

Durch die Bestimmung der Oberflachenrauigkeit kann anhand der topographischen
Variablen eine Aussage Uber die GleichmaRigkeit und Glatte der Oberflache gemacht
werden. Es werden Gipfel und Mulden auf der Oberflache gemessen und anhand
dessen konnen erosiv, beziehungsweise erosiv/abrasiv bedingte potentielle
Veréanderungen auf der Oberflache gezeigt werden.

In einer in vitro Studie an bovinem Schmelz wurde deutlich, dass sich die
Oberflachenrauigkeit nach Kontakt der Proben mit sdurehaltigen Getranken vergrof3ert.
Mit Hilfe von optischer 3D Mikroskopie wurde nach Erzeugung der Erosionen mit Cola
nach einer Minute ein Ra-Wert von 22,7 nm und nach 60 Minuten ein Wert von 84,7
nm (Kontrolle Ra = 15,4 nm) gemessen. Nach Verwendung von Orangensaft anderte
sich der Kontrollwert von Ra = 17,3 nm auf 22,0 nm nach einer Minute und 61,4 nm
nach 60 Minuten [Fujii et al., 2011]. Diese Werte sind um den Faktor 5-10 geringer als
die gemessenen Ra- Werte der vorliegenden Studie. Dies kénnte sich durch die
einmalige Demineralisation in oben genannter Studie erklaren. In der vorliegenden
Arbeit wurden die Proben Uber einen Zeitraum von 10 Tagen taglich jeweils 6 x 2
Minuten in Zitronensaure geschwenkt und anschliel3end remineralisiert.

Auch eine weitere in vitro Studie zeigte nach Behandlung von Schmelzproben mit
Orangensaft (pH = 3,8) fir 20 Minuten 5 x taglich Uber einen Zeitraum von 5 Tagen
eine VergroRerung der Oberflachenrauigkeit. Dabei wurde die flachenhafte Rauigkeit
Sa bestimmt, wobei Sa vor der Behandlung 1,2 um und nach der Behandlung mit
Orangensaft 2,02 um betrug. Im Vergleich dazu wurde die Rauigkeit hach Behandlung
mit Wasser nicht groRer (1,25 um vor und 1,21 um nach der Behandlung) [Ren et al.,
2009]. Diese Werte bestatigen die Theorie, dass eine langere Demineralisation,
beziehungsweise mehrere Behandlungen mit Saure pro Tag eine grof3ere Rauigkeit
hervorrufen. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich fir die Placebogruppe eine
flachenhafte Rauigkeit von 0,29 um, also ein Wert um ca. den Faktor 10 geringer. Da
in der zitierten Studie die Demineralisationszeit 20 Minuten betrug, also etwa 10 mal
langer als in der vorliegenden Arbeit, sind die Werte dementsprechend gut
vergleichbar. Es muss jedoch beachtet werden, dass die Werte Sa und Ra nicht

unmittelbar miteinander vergleichbar sind.

Die Proben der in vitro Studie zeigten nach Bursten mit den zinnhaltigen Praparaten

tendenziell niedrigere Werte der Oberflachenrauigkeit als die Gruppen ohne Zinn.
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Dabei zeigte GelKam signifikant niedrigere Werte als die zinnfreien Gruppen und auch
als F/Sn/Chitosan.

Die geringere Oberflachenrauigkeit der in vitro Proben nach Verwendung von GelKam
im Vergleich zu den anderen Zahnpasten kénnte sich zum einen durch die einfachere
Zusammensetzung des Gels erklaren lassen. GelKam ist keine Zahnpaste im
eigentlichen Sinn, da es kaum Zusatzstoffe und keine Abrasiva enthalt. Abrasiva sind
Putzkdrper und werden Zahnpasten beigemischt, um eine Beseitigung von
Ablagerungen zu erzielen. Dies konnen zum Beispiel Silica (Siliciumdioxid),
Aluminiumoxid oder Calciumcarbonat sein. Es wurde gezeigt, dass Zahnpasten einen
bestimmten Gehalt an Abrasivitat bendtigen, um einen Belag auf den Zahnen zu
reduzieren [Dawson et al.,, 1998]. Diese Abrasivstoffe entfernen jedoch nicht nur
Belage, sondern kénnen auch zu einem Abtrag der Zahnhartsubstanz fihren. Die
Abrasion der Zahnhartsubstanz muss also von zwei Seiten betrachtet werden. Zum
einen verdeutlicht die Messung des Substanzverlustes den quantitativen Aspekt der
Abrasivitat. Zuséatzlich ist es jedoch wichtig, auch den qualitativen Aspekt zu
untersuchen, welcher zumindest nach einem erfolgten Saureeinfluss in einer Anderung
der Oberflachenstruktur und somit in einer Veranderung der Rauigkeit besteht.
Beziglich des Substanzverlustes muss zwischen gesundem und zuvor erodiertem
Schmelz unterschieden werden.

Das Birsten von gesunder Zahnhartsubstanz fiihrt zu einem zu vernachlassigenden
Substanzabtrag, sowohl von Schmelz als auch von Dentin [Addy und Hunter, 2003].
Fur zuvor erodierten Schmelz hingegen konnte in einer in vitro Studie ein
Zusammenhang zwischen Zahnhartsubstanzverlust und der Abrasivitdt der
verwendeten  Zahnpaste  gezeigt  werden. Es  wurden  verschiedene
Zahnpastengemische mit unterschiedlich hohem REA (relative enamel abrasitivity,
relative Schmelzabrasivitat) verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass die
Anwesenheit von Abrasiva in Zahnpasten den Abtrag von Schmelz vergréRRert, die
Werte waren jedoch fur mittlere und hohe REA Werte gleich [Wiegand et al., 2008].

In einer weiteren in vitro Studie wurden Schmelz- und Dentinproben einer zyklischen
Demineralisation und Remineralisation ausgesetzt und zusatzlich gebdirstet. Es wurden
drei verschiedene Zahnpasten mit drei verschiedenen Abrasivitatsstufen verwendet.
Auch hier wurde deutlich, dass mit hoherer Abrasivitdt der Zahnpasten ein grol3erer
Substanzverlust einherging [Hara et al., 2009].

Es ist also denkbar, dass abrasive Partikel in Zahnpasten nicht nur den
Substanzverlust von erodierter Zahnhartsubstanz vergréf3ern, sondern auch zu einer
Erhéhung der Rauigkeit fuhren kénnen. Zwar konnte in einer in vitro Studie kein

Zusammenhang zwischen RDA (relative dentin abrasion) und Rauigkeit verwendeter
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Dentinproben gezeigt werden [Liljeborg et al., 2010], eine andere in vitro Studie zeigte
jedoch, dass sich die Rauigkeit des Schmelzes nach Putzen mit abrasiven Zahnpasten
erhohte [Bolay et al., 2012]. Somit kann die geringere Oberflachenrauigkeit nach
Verwendung des nicht abrasiven Gels durchaus erklart werden.

Die Untersuchungen der in situ Proben ergaben keine Unterschiede zwischen den
Gruppen bezuglich der Oberflachenrauigkeit. Eine Ursache dafir kdnnte die Pellikel
sein, welche sich durch das Tragen der Proben im Mund auf den Schmelzoberflachen
gebildet hat. Diese organische Schicht wurde in der vorliegenden Arbeit nicht entfernt,
sodass sie bei den Rauigkeitsmessungen als Oberflachenstruktur gemessen wurde.
Die Pellikel fihrte zwar bei den in situ Proben zu einer Nivellierung der Oberflache, es
kénnen jedoch die Werte der in situ und in vitro Studien untereinander verglichen
werden. Dabei wird deutlich, dass es durch die Ablagerung der Pellikel auf den in situ
Proben zu einer Erhéhung der Rauigkeit kam.

Es liegen derzeit keine vergleichbaren in situ Studien vor, zur Einordnung der
Ergebnisse missen daher Studien genannt werden, die unter Laborbedingungen durch
kinstliche Erzeugung einer Pellikel den in situ Bedingungen am néachsten kommen.
Eine in vitro Untersuchung an bovinem Schmelz zeigte eine VergréRerung der
Oberflachenrauigkeit Ra nach Behandlung der Proben mit 1%iger beziehungsweise
0,1%iger Zitronenséure. Die Halfte der Proben wurde fir 24 Stunden in einer
Speichellésung aufbewahrt, um eine kinstliche Pellikel zu formieren. Anschlielend
wurden die Proben fir eine Minute mit der Séaure in Kontakt gebracht. Die
Oberflachenrauigkeit Ra bei gesundem, unbehandelten Schmelz betrug 89,6 nm. Nach
Behandlung mit der 0,1%igen S&ure stieg der Wert um 18,4 nm, bei den mit Pellikel
bedeckten Proben nur um 2,0 nm. Nach Behandlung mit der 1%igen Saure stieg Ra
um 46,4 nm und bei den mit Pellikel bedeckten Proben um 10,0 nm [Nekrashevych und
Stosser, 2003]. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
Zahnhartsubstanzoberflache durch die Anwesenheit der Pellikel beeinflusst wurde.
Anders als in der vorliegenden Arbeit waren die Rauigkeitswerte der mit Pellikel
bedeckten Proben jedoch geringer als die der Proben ohne Pellikel.

Auch in einer weiteren in vitro Studie wurde der Einfluss der Pellikel auf
Erosionsvorgange untersucht. Dazu wurde durch gesammelten menschlichen Speichel
eine Pellikelbildung induziert. Die Schmelzproben wurden in vier Gruppen eingeteilt
und dann in acht Zyklen zuerst in der Speichellosung (zwei Gruppen), einer
Remineralisationslosung, beziehungsweise einer feuchten Kammer (Kontrollgruppe)
aufbewahrt und anschlieBend fir jeweils eine Minute in Zitronensaure (pH = 3,6)

demineralisiert. Nach jedem Zyklus wurden optische Messungen durchgefiihrt. Bei
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einer der Gruppen, die in Speichel remineralisiert wurden, wurde die Pellikel vor den
Messungen mittels einer NaOH-LOsung entfernt. Die Ergebnisse zeigten eine
Beeinflussung der Messungen durch die Pellikel. Durch die organische Schicht auf der
Oberflache waren zum Beispiel die Rauigkeitswerte niedriger als erwartet. Dabei zeigte
sich, dass nach Entfernung der Pellikel eine signifikant niedrigere optische Reflektion,
das heil3t, dass eine hohere Rauigkeit, gemessen wurde [Lussi et al., 2012]. In der
zZitierten Studie wurde, wie in der vorliegenden Arbeit, ein optisches Verfahren zur
Messung der Rauigkeit verwendet und es kam durch Ablagerungen von organischen
Substanzen auf der Oberfliche zu einer Beeinflussung der Messergebnisse. Die
genannten Studien zeigten eine geringere Rauigkeit durch die Anwesenheit der
Pellikel, wahrend in der vorliegenden Arbeit die in situ Proben héhere Rauigkeitswerte
aufwiesen als die in vitro Proben. Die Ursache hierfir ist bisher jedoch noch unklar.
Eine mogliche Erklarung koénnte der gepoolte ex-vivo Speichel sein, der in der
genannten Studie verwendet wurde. Es ware denkbar, dass dieser Speichel, auch
durch vorangegangene Manipulation (Zentrifugation, Einfrieren, Auftauen), andere
Eigenschaften aufweist als der in-vivo Speichel der Studie, aus der in der vorliegenden
Arbeit Proben untersucht wurden.

Es wird also deutlich, dass die Pellikel auf die Rauigkeitswerte Einfluss nimmt. Es
zeigten sich sowohl héhere, als auch niedrigere Werte als bei den Vergleichsproben. In
der vorliegenden Studie zeigte sich, dass trotz unterschiedlicher Behandlungen
(Erosion bzw. Erosion/Abrasion) nur ein geringer Unterschied der Rauigkeit zwischen
den in situ Proben zu messen war. Um die Art der Beeinflussung besser definieren zu

konnen, sind weitere Studien notig.

Ob durch die Anwesenheit unterschiedlicher Prazipitate auf der Oberflaiche eine
weitere Beeinflussung der Rauigkeit sowohl unter in vitro, als auch unter in situ
Bedingungen erfolgte, konnte nicht abschlieRend geklart werden. Wie in der
Strukturanalyse deutlich wird, zeigten sich auf den meisten Proben Prazipitate (in vitro
75%, in situ 100%, in situ nach zusatzlicher Erosion 80%). Diese unterschieden sich
zwar in ihrem Aussehen, die unterschiedlichen Formen beeinflussten die Rauigkeit
jedoch nicht. Da nahezu alle Proben Prézipitate in irgendeiner Form zeigten, konnte
jedoch auch nicht gezeigt werden, dass ohne deren Anwesenheit eine geringere
Rauigkeit vorgelegen hatte. Weitere Studien sind noétig, um die Beschaffenheit der
Préazipitate zu untersuchen und deren Einfluss auf die Rauigkeit der Oberflaiche zu

zeigen.
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4.3.2 Zinnretention

Die vorliegende Arbeit beschéaftigte sich mit der Untersuchung des genauen
Wirkungsmechanismus der zinnhaltigen Zahnpasten. Die antierosive Wirksamkeit
dieser Produkte auch im Vergleich zu NaF-haltigen Produkten konnte bereits gezeigt
werden [Ganss et al., 2012; Young et al., 2006; Schlueter et al., 2013a].

So zeigte sich in der in vitro Studie, aus denen ein Teil der Proben fur die vorliegende
Arbeit stammen, eine Reduktion des Substanzverlustes fir F/Sn um 38%, flr
F/Sn/Chitosan um 65% und fur GelKam um 77%, verglichen mit der Kontrollgruppe
[Ganss et al., 2012]. Auch in anderen Studien konnte eine bessere Effektivitdt von
zinnhaltigen Produkten gezeigt werden [Young et al., 2006].

Eine in vivo Studie, bei der Oberkieferfrontzadhne von 20 Probanden zuerst mit
Zitronensaure demineralisiert und anschlieRend mit einer natriumfluoridhaltigen oder
einer zinnfluoridhaltigen Zahnpaste behandelt wurden, wies eine signifikante
Verringerung der Ldslichkeit der Schmelzoberflache nach Verwendung der
zinnfluoridhaltigen Zahnpaste (20% Reduktion) im Vergleich zur natriumfluoridhaltigen
Zahnpaste auf (keine Reduktion) [Young et al., 2006].

Ebenso konnten die beiden in situ Studien, aus denen die Proben fir die vorliegende
Arbeit stammen, positive Ergebnisse hinsichtlich einer Reduktion des
Substanzverlustes durch zinnhaltige Produkte zeigen [Schlueter et al., 2013a;
Schlueter et al., 2013b]. Die Reduktion des Substanzverlustes nach Behandlung mit
den Zahnpasten ohne Birsten, verglichen mit der Placebopaste, betrug flr F/Sn 68%,
fur F/Sn/Chitosan 76% und fir GelKam 82%. Wurden die Proben zusatzlich noch
geburstet, zeigte sich eine verringerte Reduktion des Substanzverlustes von 27% fir
F/Sn, 46% fur F/Sn/Chitosan und 69% fur GelKam, verglichen mit der Placebopaste.
Dies zeigt, dass die vielversprechenden Ergebnisse durch das Birsten etwas
abgeschwacht werden, es wird jedoch trotzdem deutlich, dass das Gel den geringsten
Substanzverlust erzielen konnte. Aber auch die experimentelle chitosanhaltige
Zahnpaste zeigte einen signifikant geringeren Wert als die Placebopaste und auch als
die zinnhaltige Paste ohne Chitosan [Schlueter et al., 2013a].

Abbildung 8 zeigt die prozentuale Reduktion des Substanzverlustes der in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Pasten, die in den oben genannten in vitro und in situ
Untersuchungen gemessen wurden [Ganss et al.,, 2012; Schlueter et al., 2013a;
Schlueter et al., 2013b].

58



Diskussion

100 -
Oin vitro Win situ

77

=]
o
L

69
65

@D
o
L

46
38

%Reduktion des
Substanzverlustes
.
o

27
24

20 17

O T T
NaF F/Sn F/Sn/Chitosan Gelkam

Abbildung 8: Prozentuale Reduktion der Substanzverlustwerte (%) im Vergleich zu der
jeweiligen Placebopaste nach Verwendung der verschiedenen Zahnpasten unter in vitro
(hellgrau) und in situ Bedingungen (dunkelgrau). Die Proben wurden zyklisch demineralisiert (6
X 2 min pro Tag, 0,5%ige Zitronensaure), intermittierend in Speichel (in situ) oder gesattigter
Ca/P-Ldsung (in vitro) gelagert und zweimal taglich geblrstet [Schlueter et al., 2013a; Schlueter
et al., 2013b; Ganss et al., 2012]

Wahrend also die Effektivitat bereits gezeigt werden konnte, lagen bisher keine
genauen Kenntnisse Uber die Mechanismen vor, die hinter der bemerkenswerten
Wirksamkeit stehen. Eine bisherige Erklarung fir Mundspullésungen ist die Retention
von Zinnionen auf der Zahnoberflache.

Bei der EDX-Analyse der Oberflachen der in vitro Proben zeigte GelKam mit 2,7 wt%
den hochsten Zinngehalt. Die chitosanhaltige Zahnpaste siedelte sich mit einem
Zinngehalt von 2,1 wt% in der Mitte an, die Zahnpaste F/Sn zeigte mit 0,9 wt% den
geringsten Zinngehalt. Vergleichbare Untersuchungen zur Zinnretention nach
Anwendung zinnhaltiger Zahnpasten existieren nach Wissen der Autorin nicht.
Allerdings wurden in der Vergangenheit bereits Studien zur Zinnretention auf der
Schmelzoberflache nach der Anwendung zinnhaltiger Mundspullésungen durchgefihrt,
die hier zum Vergleich herangezogen werden sollen. Es muss dabei jedoch bedacht
werden, dass Mundspllésungen in ihrer Zusammensetzung weniger komplex sind als
Zahnpasten. So enthalten Zahnpasten neben den Wirkstoffen auch noch Zusatzstoffe

wie Konservierungsmittel, Bindemittel, Feuchthaltemittel, Tenside und Putzkorper.
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Auch die Anwendung der Produkte unterscheidet sich, da die Losungen durch Spilen
und die Zahnpasten durch Birsten mit der Zahnhartsubstanz in Verbindung gebracht
werden.

In einer in vitro Studie wurden Lésungen mit unterschiedlichem Zinngehalt im Hinblick
auf ihr antierosives Potential getestet. Zusatzlich wurden die Zinnretention sowie die
Zinninkorporation, vergleichbar mit der in den in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Methoden, gemessen. Die Proben wurden 10 Tage lang zyklisch demineralisiert und
remineralisiert. Dabei zeigte die Lésung mit dem hdchsten Zinngehalt von 2100 ppm
Sn** eine Ablagerung von mittelwertig 18,3 wt% Zinn auf der Oberflache. Die Lésung
mit einem Zinngehalt von 1400 ppm zeigte mittelwertig 14,5 wt% und die Lésung mit
einem Zinngehalt von 400 ppm mittelwertig 6,1 wt% Zinn auf der Oberflache [Schlueter
et al., 2009b].

Eine weitere in vitro Studie zeigte nach rasterelektronenmikroskopischer Analyse von
Schmelzproben die Ablagerung von Zinn auf der Oberflaiche. Die Schmelzproben
wurden fur 30 Sekunden, 4 Minuten, 8 Minuten, 24 Stunden, 48 Stunden
beziehungsweise eine Woche in eine 10%ige zinnfluoridhaltige Losung gegeben. Die
anschliellende Analyse ergab einen Zinngehalt von 0,6 wt%, 1,7 wt%, 0,2 wt%, 12,8
wit%, 17,0 wt% und 32,0 wt% [Wei und Forbes, 1974].

In beiden genannten Studien konnte also gezeigt werden, dass es nach Behandlung
von Schmelzproben mit zinnhaltigen Loésungen zu einer Ablagerung von Zinn auf der
Oberflache kommt. Diese Studien zeigen zum Teil hohere Zinnwerte als in der
vorliegenden Arbeit. Dies liegt unter anderem daran, dass es sich bei zuvor genannten
Studien um flissige Testprodukte handelt, mit denen die Proben behandelt wurden.
Dabei war die Einwirkzeit zum Teil langer und die Zinnkonzentration hoher als bei den
Produkten der vorliegenden Studie. Es scheint also eine Dosis-Wirkungsbeziehung
vorzuliegen.

Es zeigt sich jedoch, dass nicht nur Einwirkzeit und Konzentration, sondern auch die
Verfugbarkeit des Zinns in dem Testprodukt eine Rolle spielen.

Durch die verschiedenen Zusatzstoffe in den Zahnpasten kann die Verfiigbarkeit von
Zinn eingeschrankt sein [Schlueter et al., 2013a]. Um daher eine bessere
Vergleichbarkeit mit bisher erfolgten Studien unter Verwendung von Mundspullésungen
zu ermoglichen und eine Positivkontrolle mit mdglichst wenig Zusatzstoffen
bereitzustellen, wurde in der vorliegenden Studie GelKam verwendet.

In der in vitro Studie war nach Verwendung des Gels eine hthere Zinnablagerung auf
den Schmelzproben messbar als nach Verwendung der Zahnpasten. Daflr gibt es

verschiedene Erklarungsansatze.
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Die Zusammensetzung des Gels kénnte dabei eine grof3e Rolle spielen. Dieses enthalt
weniger Zusatzstoffe als Zahnpasten, so unter anderem, wie bereits erwéhnt, keine
Abrasivstoffe. Es kann zu Wechselwirkungen zwischen dem Zinnion und den Abrasiva
kommen. Zumeist werden Silica verwendet, so auch in den Zahnpasten, die auf den
Proben der vorliegenden Arbeit verwendet wurden. Silica haben ein negatives
elektrokinetisches Potential, so dass Zinnionen durch elektrostatische Anziehung
potentiell daran binden kdnnen. In einer Studie wurde der Zinngehalt einer zinnhaltigen
Zahnpaste sowohl durch chemische Extraktion bestimmt als auch in dem Uberstand
der Zahnpasta gemessen. Es wurde deutlich, dass der Zinngehalt in dem Uberstand
geringer war, als nach chemischer Extraktion. Dabei war der Zinngehalt auf der
Oberflache von Silica um diese Differenz héher [Ganss et al., 2012]. Dies weist darauf
hin, dass ein Teil der Zinnionen eine Verbindung mit Silica eingegangen sind. Diese
scheint zudem ziemlich stabil zu sein, sodass die Zinnionen offensichtlich nicht mehr
verfugbar sind.

Zudem enthalt GelKam im Gegensatz zu den anderen verwendeten Produkten kein
Wasser. Eine Theorie ist, dass das Zinnion in wassrigen Lésungen mit dem Sauerstoff
aus dem Wasser reagieren und stabiles Zinnoxid oder Zinnhydroxid bilden kann
[Honnick und Zuckerman, 1976]. Durch diese Reaktion wirden Zinnionen ebenfalls fur
die Bindung an die Oberflache verloren gehen.

In wasserfreien Produkten ist die Stabilitat hoher, da es nicht zu einer Reaktion
zwischen Zinn und Sauerstoff kommen kann. In einer Studie zu Hypersensibilitat
konnte gezeigt werden, dass Zinn in einem wasserfreien Produkt leichter verfugbar ist
und sich nach Aufbirsten des Produktes auf der Dentinoberflache ablagert. Im
Vergleich dazu zeigte sich nach Verwendung eines wasserhaltigen Produktes keine
zinnhaltige Schicht auf der Zahnhartsubstanzoberflache. Zudem enthélt das
wasserfreie Produkt GelKam Glycerin. Glycerin ist ein kurzkettiger Zuckeralkohol
welcher die Oxidation und Hydrolyse von Zinnfluorid zumindest theoretisch verhindern
oder reduzieren kann [Shannon, 1969]. Es wird auflerdem in der Industrie als
Feuchthaltemittel und Schmiermittel eingesetzt und kann nachweislich die Abrasivitat
von Silica beeinflussen [Harte und Manly, 1976]. Eine mdgliche Erklarung dafir ist,
dass Glycerin eine Art Schmierschicht um die Abrasivstoffe bildet und somit die
physikalischen Einfliisse des Birstens mit einer Paste, also auch das Abbursten der
Zinnschicht auf der Oberflache verringert. Zwar ist Glycerin auch den anderen
Zahnpasten beigemischt, jedoch nur in geringen Mengen, wahrend es fur GelKam die
Grundlage bildet.

Ein weiterer Aspekt ist, dass Zinnfluorid in wassrigen Ldosungen stabilisiert werden

muss. Die Pasten enthalten Zinn in Form von Zinnchlorid und zusatzlich Aminfluorid,
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welches das eigentlich instabile Zinn stabilisieren kann [Barbakow et al., 1985].
Dadurch kann die Bioverfligbarkeit an freiem Zinn herabgesetzt sein [Miller et al.,
1994]. Ob diese Reaktionen im vorliegenden Fall tatsachlich stattgefunden haben,
dartiber kann bisher jedoch nur spekuliert werden.

Allerdings konnten durch die vorliegende Studie diese Uberlegungen insofern bestéatigt
werden, als dass sich nach Verwendung der wasserhaltigen Produkte eine geringere

Menge an Zinn auf der Oberflache zeigte.

Interessanterweise zeigte die F/Sn/Chitosan Zahnpaste, welche zusatzlich zu den
Zinn- und Fluoridverbindungen Chitosan enthalt, unter in vitro Bedingungen eine
groRere Menge an Zinn auf der Zahnoberflache als das Produkt mit den gleichen
Inhaltsstoffen ohne Chitosan (F/Sn). Da beide Zahnpasten sonst inhaltlich identisch
waren und auch die gleichen Mengen an Abrasiva enthielten, lasst sich dieser
Umstand offensichtlich auf die Anwesenheit von Chitosan zurtckfihren.

Chitosan ist ein positiv geladenes Biopolymer und kann an negativ geladene
Oberflachen adsorbieren. Es konnte gezeigt werden, dass sich bei Kontakt von
Chitosan mit negativ geladenen Teilchen aufgrund von elektrostatischen
Anziehungskréaften eine erste Chitosanschicht auf der negativen Oberflache bildet.
Daraus folgt eine Verschiebung der Oberflaichenladung zum Positiven. Es folgt
trotzdem weitere Adsorption; dabei kommt es zur Ausbildung einer mehrlagigen
Chitosanschicht, wobei die Chitosanmolekiile untereinander durch hydrophobe
Interaktion, Wasserstoffbriickenbindungen und van der Waal's Kréfte in Verbindung
stehen und angezogen werden [Guo und Gemeinhart, 2008].

Auch menschlicher Schmelz hat eine negativ geladene Oberflache [Young et al.,
1997]. Somit ist es wahrscheinlich, dass Chitosan auch an die Schmelzoberflache
binden kann und dort eine mehrlagige Chitosanschicht bildet.

Es wird vermutet, dass Chitosan als Adsorber fungiert und in wassrigen oder
organischen Ldsungen Metallionen binden kann [Muzzarelli und Tubertini, 1969]. In
einer Studie konnte gezeigt werden, dass es durch die Modifikation von Glaskugeln mit
Chitosan zu einer Anheftung von Zinnionen kam [Liu et al., 2002]. Es wére daher
durchaus plausibel, dass nach der Adsorption von Chitosan an die Schmelzoberflache
eine Bindung der Zinnionen an die Chitosanschicht erfolgt. Dies kdnnte im
vorliegenden Fall die grol3ere Menge an Zinn auf der Oberflache nach Verwendung der

chitosanhaltigen Zahnpaste erklaren.
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Auch unter in situ Bedingungen zeigte sich nach Verwendung von GelKam, verglichen
mit den zinnhaltigen Zahnpasten, sowohl bei den gebursteten als auch bei den
ungebirsteten Proben der héchste Zinngehalt auf der Oberflaiche. Ebenso zeigte
F/Sn/Chitosan in beiden Fallen einen hdheren Zinngehalt als F/Sn.

Es ist wahrscheinlich, dass dabei die gleichen Aspekte, wie bereits zuvor fur die in vitro
Studie genannt, eine Rolle spielen. Zusatzlich missen jedoch die Besonderheiten
unter in situ Bedingungen betrachtet werden. Wie bereits im Kontext der
Rauheitsmessungen erwahnt, ist unter Mundbedingungen der Speichel anwesend,
durch dessen Einwirkung es zur Bildung der Pellikel kommt.

Die Pellikel ist eine organische azellulare Schicht aus adsorbierten Proteinen,
Glycoproteinen und anderen Makromolekilen aus der die Zahne umgebenden
Speichelflissigkeit, welche sich an dem Hydroxylapatit des Schmelzes anheftet [Yin et
al., 2006]. Schon einige Sekunden nach Kontakt der Schmelzoberflache mit Speichel
beginnt die Ausbildung der Pellikel [Hannig und Balz, 1999]. Dabei binden
verschiedene Proteine wie zum Beispiel Statherin und Histatin an die Oberflache und
bilden eine 10-20 nm dicke Schicht [Hannig und Joiner, 2006]. In der zweiten Phase
der Pellikelformation bildet sich eine 100-1000 nm dicke Schicht durch weitere
Adsorption von Proteingruppen [Hannig et al., 2001; Vukosavljevic et al., 2014].
Grundsatzlich zeigt die organische Schicht der Pellikel eine schitzende Wirkung in
Bezug auf erosiv bedingten Zahnhartsubstanzverlust, indem sie eine physikalische
Barriere zwischen Saure und Schmelzoberflache bildet [Siqueira et al., 2012]. Dabei
spielen sowohl die Dicke, als auch der Reifegrad der Pellikel eine Rolle [Vukosavljevic
et al.,, 2014]. Es wurde gezeigt, dass eine dickere Schicht einen besseren Schutz
gegen Erosionen erzielte [Amaechi et al., 1999]. Hannig et al. zeigten in einer Studie,
dass ein unterschiedlicher Reifegrad der Pellikel in keinem signifikanten Unterschied in
Bezug auf Substanzverlust resultiert. Dabei wurden verschiedene Reifezeiten zwischen
2 und 24 Stunden gewahlt [Hannig et al., 2003]. In einer in situ Studie konnte
nachgewiesen werden, dass durch die Anwesenheit der Pellikel der abrasive
Substanzverlust nach Birsten der Proben mit einer herkdmmlichen fluoridhaltigen
Zahnpaste signifikant reduziert werden konnte (Substanzverlust ohne Pellikel 0,23 pm,
Substanzverlust mit Pellikel 0,03 um; p < 0,05) [Joiner et al., 2008].

Zwar ist bisher nicht geklart, in wieweit die positiven Effekte von zinnhaltigen
Zahnpasten, die unter in vitro Bedingungen gezeigt wurden, durch die Anwesenheit der
Pellikel beeinflusst werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Zinnfluorid in der
Lage ist an Speichelproteine zu adsorbieren, und dort die vernetzenden Aktivitaten zu
beeinflussen [Veeregowda et al., 2011], wodurch die Porositat der Proteinschicht und

damit die lonendurchlassigkeit sinkt [Berg et al., 2003]. Durch die Adsorption von

63



Diskussion

Zinnionen an die Speichelproteine in der Pellikel kann daraus eine hohere Resistenz
gegenuber erosiven Sauren resultieren. In diesem Zusammenhang zeigte eine in vitro
Studie die Effekte von Zinn und Fluorid in Kombination mit der Pellikel. Bovine
Schmelzproben wurden nach Pellikelformation funf Tage lang sechsmal taglich 5
Minuten demineralisiert (pH 2,6) und dreimal taglich far zwei Minuten mit
unterschiedlichen Testldsungen behandelt (SnCl,, Sn+F (SnCl, + NaF), NaF).
AnschlieRend wurde der Substanzverlust gemessen, wobei es bei allen Lésungen zu
einer Reduktion des Substanzverlustes kam, verglichen mit einer Negativkontrolle
(destilliertes Wasser). Sn + F zeigte eine Reduktion um 89%, SnCl, um 67% und NaF
um 42%. AnschlieBend wurde die Proteinzusammensetzung der Pellikel analysiert. Es
wird diskutiert, dass bestimmte Proteine die antierosive Wirksamkeit von Zinn und
Fluorid beeinflussen kénnen [Algarni et al., 2015]. Rykke et al konnten bereits zeigen,
dass sich die Aminosédurezusammensetzung von in situ Pellikel nach Behandlung mit
SnF, andert [Rykke et al., 1991]. In der zuvor erwahnten Studie zeigte sich in der SnF
Gruppe ein signifikant héherer Anteil an Muzinen (MUC7 und MUC5B). Diese Muzine
bilden hdchstwahrscheinlich eine physikalische Barriere zwischen Sé&ure und
Zahnoberflache. MUC5B zeigte dabei eine hohe Saurestabilitdt [Hannig et al., 2009].
Auch der Gehalt an Albumin war in der SnF Gruppe hoher als in den anderen
Gruppen. Es wurde gezeigt, dass Albumin in Anwesenheit von Zinn und Fluorid den

Schutz vor Erosion und Abrasion erhoht [Hara et al., 2013; Algarni et al., 2015].

Auch im Hinblick auf Chitosan ist die Rolle der Pellikel interessant. Chitosan hat die
Tendenz, an die Pellikel zu adsorbieren. Durch die positiv geladenen Aminogruppen in
Chitosan kommt es zu einer Interaktion mit der negativ geladenen Oberflache der
Pellikel. Dabei kommt es zu einer Umkehrung der Ladung der Pellikel. Zudem induziert
Chitosan durch elektrostatische Interaktionen eine Aggregation von Speichelproteinen
zu der mit Chitosan bedeckten Pellikel [van der Mei et al., 2007]. Dadurch kommt es zu
einer Verdickung der Pellikel, woraus eine hohere Resistenz gegen Séuren resultieren
kann. Aul3erdem wurde gezeigt, dass die an Muzine gebundene Chitosanschicht stabil
ist gegen oberflachenaktive Substanzen wie zum Beispiel Tenside [Dedinaite et al.,
2005]. Auch Svensson et al. konnten eine gegen Abspiilen stabile Bindung zwischen
Chitosan und Muzinen zeigen, welche auf eine starke Interaktion der Partikel
untereinander hinweist [Svensson et al., 2008]. Tenside sind wegen der
Schaumwirkung zu einem geringen Teil Zahnpasten zugesetzt. Somit ware es maoglich,
dass Wirkstoffe der Zahnpaste, im vorliegenden Fall Fluorid und Zinn mit Hilfe von
Chitosan stabil an die von Pellikel bedeckte Zahnoberflache binden und nicht so leicht

durch Tenside von der Oberflache geldst werden kdnnen. Daraus wirde eine grol3ere
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Menge an Zinn auf der Oberflaiche resultieren. Aber auch eine Interaktion von
Speichelproteinen mit der chitosanbedeckten Schmelzoberflache ist maglich.

Durch die Zugabe von Chitosan zur F/Sn-haltigen Paste wurde die Zinnretention im
Vergleich zur F/Sn-Paste nicht verringert, jedoch auch nicht erhéht. Es konnte gezeigt
werden, dass Chitosan an negativ geladene Mica-Oberflachen (aus Schichtsilikaten
gebildete Oberflache) adsorbiert und dort bei einem pH-Wert von 6 eine kompakte
Schicht ausbildet. Dabei kommt es durch eine Verringerung der elektrostatischen
Anziehungskrafte zum Austausch von einzelnen Glucosaminsegmenten des Chitosans
mit lonen aus der Umgebung. Sinkt der pH-Wert, steigt die Anziehungskraft der
Segmente untereinander und es kommt zur Ausbildung einer flach der Oberflache
anliegenden Schicht der Chitosanmolekile. Diese Schicht bleibt auch bei saurem pH-
Wert (pH = 3,6) auf der Oberflache bestehen [Claesson und Ninham, 1992]. Diese
Ergebnisse konnten in einer weiteren Studie bestatigt werden, in der es auf
schmelzahnlichen Oberflachen (mit Hydroxylapatit bedeckte Kristalle) nach Erzeugung
einer kunstlichen Pellikel zur Ausbildung einer Chitosanschicht kam. Daraufhin wurden
die Proben in 10 Zyklen mit jeweils 5 mindtiger Erosion in Zitronensaure (pH = 2,8)
demineralisiert. Es wurde gezeigt, dass die ausgebildete Schicht, vor allem wenn die
Chitosanmolekile untereinander vernetzt sind, die Oberflache vor Erosion schitzen
kann [Lee et al., 2012]. Es ist somit denkbar, dass die Eigenschaften von Chitosan zu
einer besseren Retention der Zinnionen unter sauren Bedingungen fihren kdnnen,
indem es zur Ausbildung einer Chitosanschicht auf der Oberflache kommt, welche sich
wiederum mit Zinn anreichert.

Ob es zur Ausbildung einer solchen Schicht auch unter Mundbedingungen kommen
kann, und wie lange die antierosive Wirkung anhalt, muss noch weiter untersucht
werden.

In den fur diese Arbeit durchgefiihrten Studien zeigte zwar nach Behandlung mit der
chitosanhaltige Paste auf den Probenoberflachen einen héheren Zinngehalt als bei der
Paste ohne Chitosan, es konnte aber keine grof3ere Menge an Zinn unter in situ
Bedingungen im Vergleich zu in vitro Bedingungen gezeigt werden. Daraus wird
deutlich, dass der Wirkungsmechanismus in situ noch wesentlich komplexer ist als
unter in vitro Bedingungen und bisher noch nicht ausreichend geklart werden konnte.
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Chitosan die Effektivitat der zinnhaltigen
Pasten erhoht, indem es vermutlich eine Verdickung der Pellikel und die Umkehr der
Ladung von negativ zu positiv induziert. Daraus folgt, dass der Einfluss erosiver
Sauren vermutlich verringert wird und es somit wohl zu einer Reduktion des

Substanzverlustes kommt.
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Bei der Elementanalyse der Oberflachen wurde ein deutlicher Unterschied in der
Verteilung der Elemente zwischen in vitro und in situ Proben deutlich. Wé&hrend der
Kohlenstoffgehalt der geblrsteten in vitro Proben bei durchschnittich 5,7
Gewichtsprozent lag, betrug der Kohlenstoffgehalt der entsprechenden in situ Proben
21,6 Gewichtsprozent und bei den ungebiirsteten Proben sogar 28,6 Gewichtsprozent.
Dieser grol3e Unterschied ist im Wesentlichen auf die Anwesenheit der Pellikel auf den
in situ Proben zuriickzufuhren. Der hohe Kohlenstoffanteil entsteht durch die vielen
organischen Bestandteile der Pellikel. Um vergleichbare Ergebnisse zu erreichen
wurde eine kohlenstoffbereinigte Auswertung der Daten der in situ Proben
vorgenommen. Da im vorliegenden Fall bei der guantitativen Elementanalyse die
relativen Anteile der einzelnen Elemente bestimmt wurden, stieg durch die Entfernung
des Kohlenstoffs der Zinngehalt. Es wird jedoch deutlich, dass sich lediglich die Werte
erhdhten, das Verhaltnis der gemessenen Werte der verschiedenen Pasten zueinander
anderte sich jedoch nicht.

Es ist jedoch unklar, inwieweit die Messergebnisse durch die Anwesenheit der Pellikel
beeinflusst wurden. Es ist unwahrscheinlich, dass die Elementanalyse tatsachlich den
Zinngehalt auf der Oberflache der Zahnhartsubstanz wiedergibt, vielmehr erfolgte die
Messung wahrscheinlich zum Teil in den Bestandteilen der Pellikel. Da die Pellikel die
Probenoberflache bedeckt hat, ist es wahrscheinlich, dass der Elektronenstrahl nicht
bis auf die Schmelzoberflache gelangen konnte. Um dartber Klarheit zu erlangen sind
weitere Untersuchungen ndétig, unter anderem auch die Elementanalyse nach

Entfernung der Pellikel.

Das fir die vorliegende Studie an einigen in situ Proben zusétzlich durchgefihrte
Experiment zur Séaurestabilitat des Zinns konnte zeigen, dass auch nach einer
erneuten Demineralisation die Zinnablagerungen auf der Oberflache stabil blieben.
Diese Saurestabilitat konnte bereits in einer in vitro Studie gezeigt werden. Dabei
wurden verschiedene hochkonzentrierte fluoridhaltige Lésungen auf ihre antierosive
Wirksamkeit untersucht. Nach einer 3 minitigen Vorbehandlung mit den verschiedenen
Losungen wurden die Proben fir 5 Tage 6 x taglich fir eine Minute in Zitronensaure
(pH = 2,6) demineralisiert und anschlieRend remineralisiert. Die EDX-Analyse der
Oberflachen am Ende der Testphase zeigte bei einer Sn/F -Losung (7,5 g
Zinnfluorid/100 ml 2 5700 ppm Sn** und 1800 ppm F’, pH= 2,7) vor Erosion einen
Zinngehalt von 2,09 wt% und nach Erosion 1,06 wt%. Die selbe Lésung zeigte bei
einem pH-Wert von 4 vor Erosion 1,26 wt% Zinn und nach Erosion 1,08 wt% Zinn auf
der Oberflache [Yu et al., 2010].
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Aus den Ergebnissen des Versuches lasst sich schliel3en, dass es nach Verwendung
von zinnhaltigen Zahnpasten zur Ausbildung einer zinnhaltigen Schicht auf der
Oberflache der Zahnhartsubstanz kommt, die auch bei weiterer Saureexposition nicht
vollstandig verloren geht. Dies konnte bereits in einer anderen Studie fir
Mundspulldsungen gezeigt werden [Schlueter et al., 2009b]. Es wurde bei der Reaktion
von Zinnchlorid mit Hydroxylapatit die Ausbildung einer Schicht auf der Oberflache
beobachtet, welche nach Erosion den Substanzverlust reduzieren konnte [Stenhagen
et al., 2013]. Dabei kommt es zur Ausbildung saureresistenter metallreicher Prazipitate
[Ellingsen, 1986]. Es wird diskutiert, dass die Schicht Sn,OHPQ,, SnsFsP0O,4, Ca(SnFs),
und CaF, enthalt [Babcock et al., 1978; Schlueter et al., 2009b].

4.3.3 Zinninkorporation

Die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit zeigen, dass unter in vitro Bedingungen
eine Inkorporation von Zinn in die oberen Schmelzschichten stattfindet.

Dass der Einbau von Zinnionen aus zinnhaltigen Mundspulldsungen auch in tiefere
Schichten des Schmelzes erfolgt, konnte in einer Studie bereits gezeigt werden. Zinn
wurde jedoch nur aufgenommen, wenn zeitgleich eine zyklische Demineralisation
erfolgte. In gesundem Schmelz konnte kein Zinn in tieferen Schichten nachgewiesen
werden, auch wenn sich vergleichbare Mengen an Zinn auf der Oberflache befanden.
Es werden komplexe Vorgénge diskutiert, wobei wohl eine Demineralisation des
Schmelzes und anschlieBende Reprazipitation von Zinnionen stattfindet, die zu einem
Einbau von Zinn in die Zahnhartsubstanz fihren [Schlueter et al., 2009b]. In der
zitierten Studie erfolgte die Einlagerung der Zinnionen in wesentlich tiefere Schichten
(bis zu 30 um unterhalb der Oberflache) als nach der Verwendung der Zahnpasten in
der vorliegenden Studie. In der vorliegenden Studie wurden die Messungen direkt
unter der Oberflache durchgefihrt. In den Querschnitten der Proben konnte dabei flr
F/Sn/Chitosan ein Zinngehalt (MEDIAN) von 1,26 wt%, fir GelKkam ein Wert von 1,22
wit% und fir F/Sn von 0,03 wt% nachgewiesen werden.

Obwohl GelKam auf der Oberfliche den hochsten Zinngehalt zeigte, wurde nach
Verwendung von F/Sn/Chitosan mehr Zinn in den Querschnitten gefunden. Diese
Werte unterschieden sich aul3erdem signifikant von dem Wert der Paste ohne
Chitosan. Die zuvor erwéhnten Vorteile des Gels scheinen im vorliegenden Fall also
nicht zu einer verbesserten Inkorporation von Zinn in tiefere Schichten gefuhrt zu
haben. Die Ergebnisse weisen jedoch darauf hin, dass Chitosan die Inkorporation von

Zinnionen in die Zahnhartsubstanz beeinflusst. In welchem Mal} dies stattfindet und
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wie die genauen Mechanismen aussehen, muss noch genauer untersucht werden, da

Reaktionen mit Chitosan, wie bereits beschrieben, sehr komplex sind.

Bei den Proben der in situ Studien konnte kein Zinn in tieferen Schichten der
Querschnitte festgestellt werden, obwohl sich auf der Oberflache Zinn nachweisen liel3.
Da die Proben auf dhnliche Weise behandelt wurden, wie die Proben der in vitro Studie
(gleiche Zahnpasten, dhnliches Demineralisationsprotokoll, ahnliche Blrstabrasion), ist
es wahrscheinlich, dass die Anwesenheit der Pellikel unter in situ Bedingungen, wie
schon fir die Oberflachen beschrieben, einen maf3geblichen Einfluss hat.

Ob dabei die Aufnahme von Zinn in tiefere Schichten der Zahnhartsubstanz durch die
organischen Bestandteile verringert wird, ist bisher nicht geklart.

Auch hier hatte Chitosan, wie fir die Oberflachenanalyse unter in situ Bedingungen,

keinen Einfluss auf die Ergebnisse.

4.3.4 Strukturanalyse

Oberflachen

Die qualitative Strukturanalyse konnte keinen Zusammenhang zwischen der Struktur
der Oberflache und der Rauigkeit, beziehungsweise der Menge an Zinn auf der
Oberflache zeigen. Bei dem groBBten Teil der Proben war auf der Oberflache ein
Atzmuster zu sehen, sowohl bei den in vitro als auch bei den in situ Proben. Es
bestand dort auch kein Unterschied zwischen gebursteten und ungeblrsteten Proben.

Auch die Prazipitate waren auf allen Proben relativ gleichmafiig zu sehen.

Es war jedoch ein Unterschied bezlglich der flachendeckenden krustenartigen
Strukturen zu sehen. Bei den in situ Studien zeigten insgesamt 26% aller Proben
krustenartige Prazipitate, unter denen kein Atzmuster mehr erkennbar war. Dies
beschrankte sich jedoch auf die zinnhaltigen Gruppen (43%), wahrend sich auf den
Proben, die mit NaF oder Placebopaste behandelt wurden, keine Krusten zeigten. Die
in situ Proben, die noch zusatzlich erodiert wurden, zeigten ebenfalls bei 43% der
zinnhaltigen Gruppen diese Strukturen, wéhrend bei den in vitro Proben solche
Prazipitate nicht auftauchten. Eine Erklarung dafir ist wahrscheinlich erneut die
organische Schicht auf der Oberflache der in situ Proben, welche sowohl das
Atzmuster als auch Schleifspuren (iberdeckt. Dafiir wiirde der hohe Kohlenstoffgehalt

auf den Oberflachen der in situ Proben sprechen. Dagegen spricht jedoch, dass diese
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Krusten nur bei den zinnhaltigen Gruppen auftauchten. Dies kdnnte darauf hinweisen,
dass Zinn unter Mundbedingungen und unter Anwesenheit der Pellikel durch Reaktion
zwischen den organischen und anorganischen Bestandteilen zu einer Formation von
flachenhaften Krusten fihren kann. Wie bereits zuvor erwahnt wird vermutet, dass es
durch die Anwendung von Zinnchlorid zur Ausbildung einer Schicht kommt, welche
unter anderem Sn,OHPO,, Sn;FsPO,4, Ca(SnFs), und CaF, enthélt. Es wird vermutet,
dass sich diese Schicht mit der Pellikel verbindet und so auf der Zahnoberflache
verbleibt [Khambe et al., 2014].

In zwei in vitro Studien wurden bereits &hnliche Ergebnisse gezeigt. Dort wurde nach
7mindtiger Behandlung von Schmelzproben mit einer 0,2 %igen SnF, Lésung eine
Deckschicht aus kleineren und gréf3eren Préazipitaten sichtbar. Diese Schicht war zum
Teil von Rissen durchzogen. Auch bei Proben, die zuvor erodiert worden waren, war
eine Deckschicht zu erkennen, diese war jedoch nicht so homogen wie die Schicht der
nicht erodierten Proben [Ellingsen, 1986]. Auch in einer weiteren Studie konnte gezeigt
werden, dass sich nach Behandlung mit zinnfluoridhaltigen Lésungen auf der
Oberflache erodierter Schmelzproben eine Deckschicht ausbildet, die darunter
liegende Strukturen verdeckt [Cooley, 1961].

Ob diese Krusten zur guten Wirksamkeit der zinnhaltigen Produkte beitragen,
beziehungsweise die Ursache dafir sind, kann nur vermutet werden. Im Hinblick
darauf, dass diese Strukturen bei den in vitro Proben nicht zu sehen waren, sich dort
jedoch allgemein eine gute Wirksamkeit der zinnhaltigen Produkte zeigte, ist es sehr
unwahrscheinlich. Eine genauere Untersuchung der Strukturen nicht nur hinsichtlich
ihrer Elementzusammensetzung, sondern auch hinsichtlich der sich gebildeten
Verbindungen kdnnte dartber Aufschluss geben.

Die vorliegende Arbeit konnte nicht klaren, ob es sich bei den Prazipitaten im
Allgemeinen, welche sowohl in vitro als auch in situ auftraten, um zinnhaltige Partikel
oder Ausfallungen aus anderen Bestandteilen der Zahnpasten oder der
Remineralisationsldsung beziehungsweise Speichelbestandteile handelt. Da die
Prazipitate jedoch sowohl bei den zinnfreien als auch bei den zinnhaltigen Zahnpasten
auftraten und sich im Aussehen nicht deutlich voneinander unterschieden, handelt es

sich wahrscheinlich nicht ausschliel3lich um zinnhaltige Prazipitate.

Querschnitte

Die in den Querschnitten sichtbare bandférmige strukturelle Veranderung unterhalb der
Oberflache konnte bereits zuvor nachgewiesen werden. So zeigte sich in einer in vitro

Studie an erodierten Schmelzproben eben diese Veranderung. Es wurden Proben der
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Negativkontrolle (nur Demineralisation) und Proben, die nach Demineralisation mit
zinnfluoridhaltigen Losungen unterschiedlicher Konzentrationen behandelt wurden,
untersucht. Die Querschnitte zeigten bei allen Proben eine strukturell veranderte Zone
unterhalb der Oberflache. Die Negativkontrolle wies ein mittelwertig 8,9 + 1,6 um
breites verédndertes Band auf. Bei den Testlésungen zeigte sich bei gleichzeitig
reduziertem Substanzverlust ein breiteres, strukturell modifiziertes Band (Zinngehalt
400 ppm: mittelwertig 18,4 + 4,4 um; Zinngehalt 1,400: mittelwertig 24,0 £ 4,9 um;
Zinngehalt 2,100 ppm: mittelwertig 26,9 + 5,8 um) [Schlueter et al., 2009b]. Im
vorliegenden Fall zeigte sich sowohl bei den Zahnpasten mit, als auch ohne Zinn und
bei der Negativkontrolle eine ver&nderte Zone. Wie in der zuvor genannten Studie war
bei der Negativkontrolle, aber auch bei der Zahnpaste ohne Zinn das Band schmaler.
Es ist wahrscheinlich, dass die Demineralisation zu einer strukturell veréanderten Zone
fuhrte, welche durch den Einfluss von Zinn noch weiter modifiziert wurde. Es ist jedoch
nicht abschlieRend geklart, ob allein die Zinnionen die Bildung der strukturell
modifizierten Schicht bewirken, oder ob diese auch durch Fluoridionen beeinflusst wird.
Es ist denkbar, dass es auch durch Remineralisations- bzw. Reprazipitationsvorgange
zu Veranderungen unter der Oberflache kommt. Im vorliegenden Fall waren die
Veranderungen sowohl unter in vitro als auch unter situ Bedingungen zu erkennen.
Unter in vitro Bedingungen koénnte es zur Einlagerung unterschiedlichster Elemente
aus der Remineralisationsldsung gekommen sein. Dort zeigte die verénderte Zone eine
Lamellenstruktur, welche bei den in situ Proben weniger zu beobachten war. Diese ist
auf die Remineralisationslésung der in vitro Versuche zurlickzufihren, wahrend es
durch das im Speichel enthaltene Statherin unter in situ Bedingungen nicht

beziehungsweise kaum zur Ausbildung solcher Strukturen kam.
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4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Schlussfolgernd ist zu sagen, dass die Wirksamkeit zinnfluoridhaltiger Zahnpasten mit
der Bildung einer zinnhaltigen Schicht auf der Oberflache zusammenhéngt. Diese
Schicht kann sowohl Erosion durch S&uren als auch zusatzliche Abrasion durch
Birsten verringern. Es ist wahrscheinlich, dass die Struktur der Zahnhartsubstanz
durch Zinnablagerungen auf und unter in vitro Bedingungen Zinnaufnahme in die
Oberflache beeinflusst wird, und dass mogliche strukturelle Veranderungen einen
hoheren Schutz vor Saure bieten. Es wurde deutlich, dass unter in vitro Bedingungen
eine Aufnahme von Zinn in tiefere Schichten des Schmelzes mit geringerem
Substanzverlust korreliert. Die Zugabe von Chitosan zeigte unter in vitro Bedingungen
vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich der Aufnahme von Zinn in die
Zahnhartsubstanz und die Reduzierung eines  Substanzverlusts.  Der
Reaktionsmechanismus unter in situ Bedingungen ist allerdings offensichtlich sehr viel
komplexer als unter in vitro Bedingungen und scheint sich deutlich davon zu
unterscheiden. Zur vollstandigen Aufklarung sind weitere Untersuchungen notwendig.
Es scheint dabei nicht alleine die Ablagerung und Inkorporation der Zinnionen
ausschlaggebend zu sein. So zeigte die chitosanhaltige Paste keinen hoheren
Zinngehalt, jedoch eine hohere Effektivitat. Es ist wahrscheinlich, dass die Pellikel und
damit die Reaktionen an der Oberflache zwischen Pellikel und Zinnionen
beziehungsweise Chitosan eine gro3e Rolle spielen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten einen Einblick in den
Wirkungsmechanismus zinnhaltiger Zahnpasten unter in vitro Bedingungen geben.
Dabei kommt es zur Bildung einer zinnhaltigen Schicht auf, und einem Einbau von Zinn
in die Schmelzoberflache. Daraus resultiert eine Reduzierung des erosiv- und
erosiv/abrasiv- bedingten Zahnhartsubstanzverlustes.

Unter in situ Bedingungen konnte zwar eine zinnhaltige Schicht auf der Oberflache
nachgewiesen werden, nicht jedoch eine Inkorporation in tiefere Schichten.

Die Erforschung des genauen Wirkungsmechanismus zinnhaltiger Zahnpasten,
insbesondere in Kombination mit dem Biopolymer Chitosan und unter in situ
Bedingungen, sollte also Gegenstand der Forschung bleiben. Studien unter
Mundbedingungen, die den Einfluss der Pellikel untersuchen, kénnen dabei hilfreich
sein. So ware es interessant den Zinngehalt nach der Entfernung der organischen
Schicht zu messen, beziehungsweise zu untersuchen, ob die Pellikel eine Art Barriere
bildet, welche zwar die Ablagerung von Zinn in gewissem Mal3e zulasst, ein Eindringen

der Zinnionen in tiefere Schichten des Schmelzes jedoch verhindert. Die Vorgénge an
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der Oberflache scheinen um einiges komplexer zu sein als unter in vitro Bedingungen
und dabei ist insbesondere die Rolle von Chitosan sehr interessant.

AbschlieRend ist zu sagen, dass die vielversprechenden Ergebnisse hinsichtlich
Substanzverlustreduktion der untersuchten Pasten die Kklinische Relevanz der
vorliegenden Studie zeigen. Zur Aufklarung des genauen Wirkungsmechanismus
sollten beispielsweise ultrastrukturelle Untersuchungen zur Reaktion zwischen

Chitosan, Zinn und Speichelbestandteilen (z.B. Muzin, Statherin) erfolgen.
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5 Zusammenfassung

Es wurden Proben aus einer bereits abgeschlossenen in vitro und zwei in situ Studien
nachuntersucht. In der in vitro Studie wurden humane Schmelzproben fir 10 Tage
zyklischer Demineralisation (0,5%ige Zitronensaure, pH 2,5; 6 x 2 Minuten taglich) und
wahrend einer zweimindtigen Einwirkzeit in Zahnpastengemischen einem Bursten (2 X
15 s/Tag, 200 g Gewicht) ausgesetzt. Fir die randomisierten cross over in situ Studien
trugen 10, beziehungsweise 27 Probanden fir 7 Tage Apparaturen mit menschlichen
Schmelzproben im Unterkiefer. Die Proben wurden aufRerhalb des Mundes
demineralisiert (7 Tage, 0,5%ige Zitronensaure, pH 2,6; 6 x 2 Minuten/Tag) und
intraoral 2 x 2 Minuten/Tag einem Zahnpastengemisch ausgesetzt. Dabei wurden 50%
der Proben mit einer elektrischen Zahnbirste gebirstet (5 s, 2,5 N). In den Studien
wurden folgende Pasten getestet: Placebopaste (Negativkontrolle), drei experimentelle
Zahnpasten (NaF: 1400 ppm F7; F/Sn: 1400 ppm F, 3500 ppm Sn?*; F/Sn/Chitosan:
1400 ppm F, 3500 ppm Sn®**, 0,5% Chitosan) und ein zinnhaltiges Gel
(Positivkontrolle, GelKkam: 3000 ppm Sn?*, 1000 ppm F)

Zusatzlich wurde in einem weiteren Experiment die Erosionsstabilitat von Zinn auf in
situ Proben gemessen, indem diese Proben erneut demineralisiert wurden (2 Minuten,
0,5%ige Zitronensaure).

Untersuchungsparameter waren die Oberflachenrauigkeit, die Retention und
Inkorporation von Zinn, sowie morphologische Veranderung des Schmelzes auf der
Oberflache und im Querschnitt.

Die Oberflachenrauigkeit der Proben wurde mit einem optischen Profilometer
bestimmt. Fir die Bestimmung des Zinngehaltes auf den Oberflachen und in der Tiefe
der Proben wurde die energiedisperse Rontgenspektroskopie genutzt. Eine qualitative
Strukturanalyse erfolgte anhand von rasterelektronenmikroskopischen Bildern. Dabei
wurden die Parameter Atzmuster, Oberflaichenbeschaffenheit beziehungsweise -
struktur, sowie die Anwesenheit von Préazipitaten untersucht.

Die Rauigkeitsmessungen ergaben in der in vitro Studie nur geringe Unterschiede.
Dabei zeigte GelKam die niedrigste Rauigkeit. Die Untersuchung der in situ Proben
ergab keine Unterschiede zwischen den Gruppen. Der Vergleich der in vitro mit den in
situ Proben zeigte signifikante Unterschiede bei F/Sn, F/Sn/Chitosan und GelKam,
wobei die Werte der in situ Studie fur alle Proben héher war (Ra und Rz). Auch fir NaF
zeigte die in situ Studie héhere Werte (nur Rz).

Bei der Untersuchung der Zinnablagerung auf der Oberflache zeigte GelKam sowohl in

vitro, als auch in situ (geburstet und ungebiirstet) den hdchsten Zinnwert. Unter in vitro
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Bedingungen, nicht jedoch unter in situ Bedingungen, konnte durch die Zugabe von
Chitosan eine erhdhte Zinnablagerung im Vergleich zu der Paste ohne Chitosan erzielt
werden.

Die Einlagerung von Zinn in tiefer Schichten der Proben konnte nur unter in vitro
Bedingungen nicht aber fur in situ Bedingungen nachgewiesen werden. Dabei zeigte
sich fur die in vitro Proben ein Zusammenhang zwischen dem Zinngehalt in den
Querschnitten und dem auf der Oberflache. Die Strukturanalyse der Oberflache ergab
nur kleine Unterschiede in der Verteilung der Merkmale. In allen Gruppen waren
Atzmuster und Prazipitate zu sehen.

Zusammenfassend konnte unter in vitro Bedingungen die Wirkungsweise zinnhaltiger
Zahnpasten weitestgehend erklart werden. So geht eine gréRere Menge an Zinn auf
der Oberflache mit einer besseren Wirksamkeit einher, wobei Chitosan dabei die
Zinnaufnahme und -retention erhéhen kann. Auch die Inkorporation von Zinnionen in
tiefere Schichten spielt dabei eine Rolle. Dies konnte unter in situ Bedingungen nicht
gezeigt werden. Es ist wahrscheinlich, dass die Anwesenheit der Pellikel die
Wirkungsweise beeinflusst, wobei der genaue Mechanismus nicht abschlieRend geklart
werden konnte. Zum besseren Verstandnis sind weitere Untersuchungen vor allem
hinsichtlich der Interaktion von Zinnfluorid in Kombination mit Chitosan und der Pellikel

unter in situ Bedingungen notig.
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6 Summary

For the present study specimens of one already completed in vitro and two in situ
studies were investigated. For the in vitro study enamel samples were subjected to
cyclic erosion procedures (10 days; 0.5% citric acid, pH 2.5; 6 x 2 min/day), and
brushing (2 x 15 s/day, load 200g) during immersion in slurries (2 min). For the
randomised cross over in situ studies 10 respectively 27 volunteers took part for 7
days. Samples were mounted on buccal shields of mandibular mouth appliances and
worn for 24 h, except during meals and oral hygiene. Samples were demineralized
extraorally with 0.05 M citric acid (pH 2.6) for 6 x 5 min per day and intraorally exposed
to toothpaste suspensions (2 x 2 min/day). Within the suspension immersion time, one
half of the specimens were additionally brushed intraorally with a powered toothbrush
(5 s, 2.5 N). Tested preparations were a placebo toothpaste (negative control), three
experimental toothpastes (NaF: 1400 ppm F, F/Sn = 1400 ppm F~, 3500 ppm Sn?*;
F/Sn/Chitosan = 1400 ppmF~, 3500 ppm Sn**; 0.5 % Chitosan) and a SnF,. containing
gel (positive control, GelKam = 3000 ppm Sn®*, 1000 ppm F°).

The stability of tin retention was investigated on the tin treated specimens from the in
situ study by analysing the tin content prior an after an acid etching with citric acid
(0.5% citric acid, 2 min).

Parameters of investigation were surface roughness, retention and incorporation of tin
and structural changes of enamel on the surface and in cross sections.

Surface roughness was quantified profilometrically. Energy-dispersive X-ray
spectroscopy was used to measure the tin content on and beneath the surface. In
addition scanning electron microscopy was conducted. Investigated parameters were
etching pattern, surface condition/structure and possible precipitates.

Regarding roughness only minor differences were found for in vitro, but not for the in
situ specimens. Under in vitro conditions specimens treated with GelKam showed the
lowest roughness values. The comparison of in vitro and in situ specimens showed
significant differences for F/Sn, F/Sn/Chitosan and GelKam with higher values for the in
situ specimens (Ra and Rz). For specimens treated with NaF in situ values were also
higher (only Rz).

Tin retention on surfaces was highest after the use of GelKam, both under in situ and in
vitro conditions and both with and without brushing. Under in vitro but not under in situ
conditions, Chitosan was able to increase tin retention in comparison to the product

without Chitosan.
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An incorporation of tin was only found on the cross sections of the in vitro but not of the
in situ specimens. The amount of incorporated tin was related to tin retention on the
surface. Structural analysis revealed only small differences between the various
groups; in all groups etching pattern and precipitates were found.

Concluding the results only under in vitro conditions but not under in situ conditions
effect related differences in mode of action between both tin containing toothpastes
were found. Under in vitro conditions the better effect of the Chitosan containing
toothpaste can be explained with a higher tin retention, however, this does not apply for
in situ conditions. The presence of the pellicle seems to modify the mode of action
distinctly. Further research is necessary for a better elucidation of the mode of action,
especially regarding the interaction of tin-fluoride in combination with Chitosan and the

pellicle.
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