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4. MATERIAL UND METHODEN
4.1. Probanden

Als Probanden stellten sich zehn gesunde Personen zur Verfligung. Anamnestisch wurden
Allgemeinerkrankungen, die die Speichelfliefrate und das Mundhdhlenmilieu beeinflussen
konnten und die Einnahme von Medikamenten, ausgeschlossen. An der Studie durften
ausschlieBlich Probanden im Alter zwischen 22 und 50 Jahren, die ein durchschnittliches
Kariesvorkommen (DMF-T 5-15) und keinerlei schwerwiegende Parodontalerkrankungen
aufwiesen (PBI < 0,5; ST < 4mm), teilnechmen. Alle Probanden wurden hinsichtlich offener
und behandlungsbediirftiger Léasionen untersucht und gegebenenfalls vor Beginn der Studie
konservierend versorgt.

Aufgrund des In-situ-Studiendesigns mit Verwendung humaner Schmelzproben wurde ein
Antrag zur Erteilung eines Votums an die Ethikkommission gestellt. Nach der Zulassung des
Antrags zur Durchfiihrung der geplanten Studie erkldrten die Teilnehmer schriftlich ihre
Einwilligung und erhielten eine Probandeninformation (informed consent), in der sie
ausfiihrlich tiber den Sinn und Zweck der Studie aufgeklart und hinsichtlich des Verhaltens
wihrend der Tragezeit instruiert wurden. Dariiber hinaus wurde jeder der Probanden mit der
Handhabung der Kunststoffapparatur personlich vertraut gemacht.

Zusitzlich konnten sich die Probanden jederzeit an eine Bezugsperson wenden, die fiir Fragen
und auftretende Probleme erreichbar war. Alle Probanden nahmen freiwillig an der Studie
teil. Es war gewihrleistet, dass zu jeder Zeit die Teilnahme ohne Angabe von Griinden

abgebrochen werden konnte.

4.2. Schmelzproben

4.2.1. Gewinnung der Schmelzproben

Zur Herstellung der Schmelzproben wurden zur Extraktion indizierte, impaktierte oder noch
nicht in die Mundhohle durchgebrochene und daher auch kariesfreie, humane Weisheitszdhne
verwendet. Die Zéhne wurden in einem Zeitraum von 3 Monaten in verschiedenen Berliner
Zahnarztpraxen gesammelt und in 0,9%iger Kochsalzlosung (NaCl-Losung 0,9 %; Delta
Select, Pfullingen, Deutschland), die mit 0,1%iger Thymollésung (Thymol > 99 % ; Merck,
Darmstadt, Deutschland) versetzt war, gelagert. Nach vorsichtiger Reinigung wurden aus den
Zihnen unter stindiger Wasserkilhlung in mehreren Préparationsschritten kleine

Schmelzblocke mit Hilfe einer diamantierten Bandsége herauspripariert (Bandsdge Exakt
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300cl; Exakt Apparatebau, Norderstedt, Deutschland). Der erste Sdgeschnitt in der
Horizontalebene verlief dabei in Hohe der tiefsten Fissur, um das Hocker-Fissurenrelief der
Zihne zu entfernen. Parallel dazu erfolgte der zweite Schnitt ca. 1 mm oberhalb der Schmelz-
Zement-Grenze, um die Zahnkrone von ihren Wurzeln zu trennen. Nun konnte aus allen
geraden oder nur schwach gekriimmten Fldchen einer Zahnkrone die endgiiltige Form 3x3x2

3 .
mm- herausgeschnitten werden.

4.2.2. Sterilisation der Schmelzproben

Die so vorbereiteten Proben wurden mit Ethylenoxid bei 55 °C bedampft (gassterilisiert) und
anschlieend flir vier Wochen in sterile Kochsalzlosung gelegt, welche tiglich ausgewechselt
wurde, um auf diese Weise eventuell verbliebene Reste des Ethylenoxids ausdampfen zu

lassen (Gelhard et al. 1979).

4.2.3. Vorbereitung der Proben

Alle Proben konnten nun mit Hilfe von Silikonformen in einen kaltpolymerisierenden
Kunstharz (Technovit 4071; Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland) eingebettet werden.
Mittels einer Poliermaschine (Schleif- und Poliermaschine Phoenix Alpha; Wirtz-Buehler,
Diisseldorf, Deutschland) wurden diese parallel zur Oberfliche in aufsteigender Reihenfolge
der KorngroBen plangeschliffen und poliert (Kérnung: 500, 1200, 2500, 4000, Silicon
Carbide grinding Paper, Exakt Apparatebau, Norderstedt, Deutschland).

4.2.4. Einlegen der Proben in die Demineralisationslosung

Die Demineralisationslosung diente zur Erzeugung einer kariesdhnlichen Lasion mit intakter
Oberfliachenschicht. Bei allen Schmelzproben wurde ca. die Hilfte der Oberfldche mit einem
Nagellack (Betrix, Frankfurt/Main, Deutschland) bedeckt (Abb. 4), der diesen Probenanteil
vor einer Demineralisation schiitzen und bei spiteren Messungen einen Ausgangsreferenzwert

liefern sollte.
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Abb. 4: Schmelzprobe mit unterschiedlichen Bereichen.
Alle Proben wurden gleichzeitig in die Demineralisationslosung (Buskes et al. 1985) gelegt
(Tab. 1) und dort bei 37 °C ( Warmeschrank BR 6000; Heraeus, Hanau, Deutschland) fiir 12

Tage belassen.

Tab. 1: Zusammensetzung der Demineralisationsldsung nach Buskes et al. (1985).

Konzentration
Inhaltsstoff in mmol/l Menge Ansatz
Kalziumchlorid-2-hydrat (CaCl, 2H,0 ) 3,0 2,205 ¢
Kaliumhydrogenphosphat (KH; POy) 3,0 2,041 g
Milchsdure (CH3;COOH) 50,0 15,012 g

zusammen

Kalilauge (KOH) 10M adpH 5 23 ml -
Methylendiphosphonsaure (MHDP) 0.006 53m et
(CHy[P(O)(OH)]2 ’ - e
Thymol (C;0H;40) in Spuren
Aqua dest. 55,6 ad 5 Liter

Fiir die genaue Mengenbestimmung der Inhaltsstoffe diente eine Analysewaage (Typ AG204;
Mettler, Giellen, Deutschland). Der pH-Wert der Losung wurde téglich tiberpriift (pH/Redox-
/Temperatur-Messgerdt GMH 3510; Greisinger, Regenstauf, Deutschland) und im Falle von

Sollwertabweichungen mit geringen Mengen Kaliumhydroxidlosung (10 M) nach unten
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sowie mit Milchsdure nach oben korrigiert. AnschlieBend wurden die Schmelzproben mit
einer diamantierten Hand-Trennscheibe (Gebr. Brasseler GmbH u. Co KG, Lemgo,
Deutschland) unter Wasserkiihlung aus dem Technovitkunststoff ausgebettet und der
Nagellack vorsichtig entfernt. Hiernach wurde erneut Nagellack mittig des Probenkdrpers
aufgetragen, so dass jeweils nur die Hélfte der entstandenen demineralisierten Oberflache und
der gesunden Oberfliache abgedeckt wurde. Die Aufbewahrung der Proben erfolgte bis zum

Einbringen in die Apparaturen in 0,9%iger Kochsalzlosung (NaCl-Losung 0,9 %).

4.3. Intraorale Apparaturen

4.3.1. Herstellung der Apparaturen

Zur Fixierung der Proben im Mund des Probanden wurden individuelle, herausnehmbare
Unterkieferapparaturen hergestellt (Abb. 5). Hierzu wurden nach der Abformung der Kiefer
mit Alginat Situationsmodelle angefertigt, auf welchen die Apparaturen (Koulourides et al.
1974) hergestellt wurden. Bei der Gestaltung wurde auf eine mdglichst grazile Ausfithrung
geachtet, so dass auch die Phonetik nicht beeintréchtigt wurde. Im Vestibulum befanden sich
auf jeder Seite des Unterkiefers ein Fliigel aus kaltpolymerisierendem Kunststoff (Orthocryl;
Dentaurum, Pforzheim, Deutschland), in den vier Vertiefungen pro Seite zur Aufthahme der
Proben eingeschliffen wurden (Abb. 6 und 7).

Die Kunststofffliigel wurden okklusal von einem 0,8 mm dicken federharten Draht
durchzogen (Dentaurum, Ispringen, Deutschland), der distal des letzten Molaren in den
lingualen Anteil der Kunststoffplatte iiberfiihrt wurde und somit die Fliigel mit dem

»Sublingualkunststoff*, der ebenfalls von Draht durchzogen war, verband.

Abb. 5: Schematische Darstellung einer
intraoralen Apparatur. Die zu putzende
Seite wurde zur Vereinfachung in einen
weillen Kunststoff iiberfiihrt, um ein

Verwechseln der Seiten zu vermeiden.

E vertieft eingelassene Proben

l oberflachlich liegende Proben
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Abb. 6: Intraorale Apparatur in Situ, Abb. 7: Intraorale Apparatur in situ,
Sicht auf den Unterkiefer. Seitenansicht 4. Quadrant.

4.3.2. Anordnung der Proben auf der Unterkieferapparatur

Mit Klebewachs wurden die Probenkorper in den vorgefertigten Mulden befestigt und derart
gesichert, dass ein Verschlucken oder Einatmen ausgeschlossen werden konnte. Zwei der vier
Proben einer Seite wurden ca. einen Millimeter vertieft, bzw. auf einer Ebene des
benachbarten Kunststoffes, in die Apparatur eingelassen. Durch diese Anordnung sollten De-
(bei den vertieft eingelassenen Proben) und Remineralisationsprozesse (bei den oberflidchlich
gelegenen Proben) am Schmelz erfolgen.

AnschlieBend wurden auf jeder Probe die Hélfte der gesunden und die Hélfte der in vitro
produzierten, kariesdhnlichen Oberflichen mit Nagellack (Fa. Betrix, Frankfurt/Main,

Deutschland) bedeckt, um auch hier Vergleiche mit der Ausgangssituation ziehen zu kénnen.

4.4. Keksherstellung

Wihrend der Tragedauer sollten die Probanden systemisch fluoridiert werden, um den lokalen
Einfluss des Fluorids auf De- und Remineralisationsprozesse zu untersuchen. Dazu wurden
mit Fluorid zubereitete Backwaren verwendet. Ziel war es, den Probanden téglich eine in 6
Gramm fluoridiertem Speisesalz enthaltene dquivalente Menge an Fluorid zukommen zu
lassen. Um einen besseren Geschmack und damit eine bessere Compliance zu erhalten, wurde
das fluoridierte Salz durch eine zerkleinerte Fluoridtablette substituiert (Fluoretten; 0,5 mg;
Aventis, Frankfurt/Main, Deutschland). Jeder Keks, den die Probanden 3 mal téglich zu sich
nahmen, enthielt somit exakt 0,5 mg Fluorid. Insgesamt wurden fiir jeden Probanden 168
Kekse gebacken. 84 enthielten je 0,5 mg Fluorid, die restlichen 84 waren fluoridfrei. Um

Verwechslungen ausschlieen zu kdnnen, bekamen die Probanden zunéchst nur die Kekse
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zugeteilt, die sie in der ersten Phase konsumieren sollten. Der Rest der Kekse wurde erst zu
Beginn der zweiten Phase ausgehédndigt. Tabelle 2 zeigt das Rezept fiir die Herstellung der
Vanillekipferlkekse.

Tab. 2: Zusammensetzung der Vanillekipferl

Zutaten Menge
Weizenmehl (MUFA, Hamburg, Deutschland) 260 g
Margarine 200 g
Vanilleschoten 1/2
gemahlene Mandeln 100 g
zerkle%ner:te Fluoridtablette (Fluoretten; Aventis, Frankfurt/Main, Deutschland) 5w
(nur fiir die Effektkekse) ’

Die Zutaten wurden zu einem Teig geknetet und fiir einen Tag lang in Folie verpackt im
Kiihlschrank bei 8-10 °C aufbewahrt (AEG OKO SANTO, Germany). AnschlieBend wurde
dem Teig die gewliinschte Menge (ca. 40 g) Portionsweise entnommen und in eine rundliche
Form gebracht. Der Teig der Effektkekse wurde dabei mit je einer zerkleinerten
Fluoridtablette vermischt. Die Kekse wurden separat auf einem Backblech verteilt und im
vorgeheizten Backofen (Siemens HE 48E, Miinchen, Deutschland) bei 175 °C gebacken.
Nach 8-10 Minuten konnten die Kekse entnommen und nach deren Abkiihlung in zwei

unterschiedlich markierte Tuppergefifle gelagert werden.

4.5. In-situ-Exposition

Die Studie gliederte sich in zwei In-situ-Perioden von jeweils vier Wochen. Dazwischen
wurde eine Auswaschphase (wash-out) von zwei Wochen eingehalten (Abb. 8), in der in jede
Apparatur neue Proben eingelassen wurden. Die Festlegung der Reihenfolge der
Untersuchungs- und Kontrollperioden erfolgte sowohl fiir den Probanden als auch fiir den
Untersucher blind.

Zu Beginn der Studie (Tag 0) wurde bei den Probanden eine Zahnreinigung und eine Politur
der Zihne mit fluoridfreier Zahnpasta durchgefiihrt. Dariiber hinaus wurden eine intraorale
Befunderhebung, eine Bestimmung der SpeichelflieBrate, der Speichelpufferkapazitit, der
Anzahl von Strep. mutans und der Laktobazillenanzahl (CRT bakteria; Ivoclar, Vivadent,
Lichtenstein) sowie eine Bestimmung der Fluoridkonzentration im Speichel und im Urin
vorgenommen. Jeder Proband hatte ein Erndhrungsprotokoll zu fiihren, um anschlieend

eventuell vorhandene Unterschiede in der Nahrungsaufnahme ausfindig machen zu konnen.
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Eine Liste mit zu vermeidenden fluoridreichen Nahrungsmitteln und Getrédnken befand sich
ebenfalls in der ausgehdndigten Probandeninformation und erinnerte daran, wihrend der
gesamten Studiendauer darauf zu verzichten. Wihrend der beiden Untersuchungsperioden
nahmen die Probanden zusitzlich zur normalen Erndhrung dreimal téglich (8 Uhr, 16 Uhr,
Mitternacht) ein zuckerfreies Platzchen von ca. 40 Gramm zu sich. Dies geschah nach den
Mabhlzeiten. Die Probanden wurden angehalten, nach dem Zerkauen und Schlucken des
Kekses die Apparatur sofort wieder in den Mund zu nehmen. Anschlieend sollte das

Trinken, Essen und Zdhneputzen fiir mindestens 30 Minuten unterbleiben.

run-in wash-out run-out
— - I —
t 4 b t; 4 & ts Lokt Tty by by b
Y i)
Effektgruppe (mit F) Effektgruppe (mit F)

Placebogruppe (kein F-) Placebogruppe (kein F-)

Abb. 8: Zeitlicher Untersuchungsverlauf der Effekt- und Placebogruppe.

Wihrend der Effektphase befanden sich 0,5 mg Fluorid in je einem Keks. Dies entspricht
einer zusitzlichen Aufnahme von 1,5 mg Fluorid/Tag. Der Unterschied zwischen diesen und
den Placebokeksen konnte weder optisch noch geschmacklich festgestellt werden. Die Kekse
wurden von einer unabhingigen Person randomisiert an die Probanden verteilt. Erst nach der
mikroradiografischen Auswertung erhielt der Untersucher die Mitteilung, in welcher Phase
die einzelnen Probanden fluoridhaltige bzw. fluoridfreie Kekse konsumierten.

Die Apparaturen wurden wihrend der Mahlzeiten und Mundhygienema3nahmen extraoral
und in feuchtem Milieu aufbewahrt (z. B. feuchtes Taschentuch). Zweimal téglich,
vorzugsweise wihrend der Malzeiten, erfolgte die Lagerung der Apparaturen in einer
10%igen Zuckerlosung (dreiBig Minuten), die als Substrat fiir die Demineralisation diente.
Alle extraoralen Zeiten sowie die Zeiten, in denen die Apparaturen in der

Demineralisationslosung  lagen, wurden durch den Probanden protokolliert. Zur
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Standardisierung der hduslichen Mundhygiene wurde den Studienteilnehmern eine elektrische
Zahnbiirste (Plaque Removal System, Wutex No. 4000 allproducts.com, Taipei, Taiwan) und
fluoridfreie Zahnpasta (NENEDENT, Dentinox, Berlin, Deutschland) ausgehéindigt. Auf die
zusétzliche Applikation von systemischen und lokalen Fluoridierungsmitteln sowie
Mundspiilungen mit antimikrobiell wirksamen Substanzen sollte verzichtet werden. Die in
den weillen Kunststofffliigeln eingebetteten Probenkodrper wurden mit den zur Verfligung
gestellten elektrischen Zahnbiirsten zweimal téglich fiir jeweils 20 Sekunden gereinigt. Die
Bestimmung der Speichelfliefrate sowie des Fluoridgehaltes im Urin und Speichel erfolgte in
wochentlichen Abstinden. Darliber hinaus waren von den Probanden keine weiteren
Vorgaben zu beachten. Da die Probanden nur fiir einen sehr kurzen Zeitraum von zwei mal
vier Wochen auf zusitzliche Fluoridierungsmalinahmen verzichten mussten, wurde nach der
Studie lediglich eine Intensivfluoridierung mit Fluoridlack (Duraphat; Colgate, Hamburg,
Deutschland) durchgefiihrt.

Nach Ablauf der jeweiligen Phasen wurden bei allen Probanden die durchschnittlichen
Tragezeiten ermittelt und, falls erforderlich, noch fehlende Zeiten nachgeholt. Anschlieend
erfolgte eine vorsichtige Reinigung der Proben und die Aufbewahrung bis zur weiteren

Verarbeitung in steriler Kochsalzlosung.

4.6. Speichel- und Urinfluoridmessungen

Fiir die Urinfluoridmessungen sammelten die Probanden am Tag des Kontrolltermins ihren
Mittelstrahl-Morgen-Urin in einem verschlieBbaren GefaB3. Dieses wurde dem Untersucher
tibergeben der mit Hilfe einer Fluoridelektrode (Orion Ionplus 94-09, Scientific Instruments,
Schwibisch Gmiind, Deutschland) und eines automatisierten Titrators (Thermo Orion 940,
Scientific ~ Instruments  ion-analyser, = Schwébisch ~ Gmiind,  Deutschland) die
Fluoridkonzentration im Urin bestimmte. Zwei Stunden vor dem Termin zur Speichelfluorid-
und Speichelmengenbestimmung wurden die Zdhne geputzt. Danach wurde nicht mehr
geraucht, getrunken oder gegessen. Jeweils um ca. 14.00 Uhr trafen sich alle Probanden, um
den Nachmittagskeks zu konsumieren. Vor der Einnahme des Kekses bekam jeder Proband
ein Spuckrohrchen, in dem fiir 10 Minuten die produzierte Speichelmenge gesammelt wurde.
Jeder Proband hatte eine Minute Zeit, den Keks zu zerkauen und hinunterzuschlucken.
Anschliefend wurde wiederum 10 Minuten lang der produzierte Speichel in einem weiteren
Behiltnis gesammelt, die Speichelmengen notiert und die Speichelfluoridkonzentration mit

Hilfe der Fluoridelektrode bestimmt. Hierzu wurde die gewonnene Speichelmenge in ein
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Gefal} pipettiert und mit TISAB II im Verhiltnis 1:1 verdiinnt. Ein Magnetriihrer mit Mikro-
riihrstdbchen gewdhrleistete sowohl die Vermischung der Probenlosung mit TISAB II als
auch die Vermischung der mehrmals zugefiihrten definierten Menge einer Standardfluorid-
eichlésung (0,001 mol/l fiir Speichel). Aus der zugefiihrten Menge der Standardeichldsung in
die Probenlésung sowie der Messung der Potentialinderung erfolgte schlieSlich die
Berechnung der Fluoridkonzentration der Probe.

Analog der Speichelfluoridbestimmung wurde der Urinfluoridgehalt mit der Mehrfach-
Inkrement-Analyse bestimmt. Hierzu wurde eine 0,01 molare Fluorideichlosung verwendet.
Die Probenlosung (10 ml Urin) wurde mit TISAB II im Verhéltnis 1:1 verdiinnt und wihrend
der Eichung und Messungen stindig geriihrt. Das weitere Vorgehen erfolgte analog zur

Speichelfluoridbestimmung.

4.7. Herstellung von Dunnschliffen

Nach der Beendigung der In-situ-Exposition wurde jede Probe vorsichtig aus den Platten
entnommen und in einem kleinen markierten Behdlter mit steriler Kochsalzlosung
aufbewahrt, so dass ihre Herkunft, Lage, Position und Phase jederzeit nachvollziehbar war.
Die Proben wurden anschlieBend mit der Oberflache nach unten in eine Silikonform gelegt, in
Technovit eingebettet und senkrecht zur Oberfliche in zwei Hilften getrennt (Bandsidge Exakt
300cl). Jede Hiélfte beinhaltete dabei vier Probenanteile (1. Effekt auf gesunder Oberfléche,
2. gesunde Oberfldche, 3. in vitro erzeugte Kariesldsion, 4. Effekt auf die in vitro erzeugte
Kariesldsion). Die Schnittfliche einer Hélfte des Probenblocks wurde nun mit Schleifpapier
(Kornung 500, 1200, 2500; Fa. Exakt Apparatebau) poliert (Poliermaschine Phoenix Alpha)
und mit Sekundenkleber (Henkel, Diisseldorf, Deutschland) auf einen Objekttriger aus
Plexiglas (Diaplus, Oststeinbeck, Deutschland) geklebt. Dabei wurde der Sekundenkleber nur
um die Probe herum auf den Kunststoff gegeben, um die Schmelzprobe spéter leichter vom
Objekttrager entfernen zu kdnnen. Mit einer diamantierten Bandsége (Bandsdge Exakt 300cl)
konnte nun ein zweiter Sdgeschnitt durchgefiihrt werden, so dass ein planparalleler
Probenkorper von ca. 250 um Dicke auf dem aufgeklebten Objekttrager verblieb.

Zuletzt wurden die Proben mit gewdssertem Schleifpapier in aufsteigender Kornung
(Schleifpapier Kornung 1200, 2500, 4000; Exakt Apparatebau) poliert (Exakt
Mikroschleifsystem; Exakt Apparatebau), um eine glatte Oberfliche sowie eine definitive

Reduktion der Proben auf eine durchschnittliche Dicke (SD) von 100 (10) um zu erzielen.
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Dies wurde durch wiederholte Messungen mit Hilfe einer digitalen Mikrometermessschraube

(Biigelmessschraube Digimatic; Mitutoyo, Kawasaki, Japan) kontrolliert.

4.8. Polarisationsmikroskopische Darstellung

So vorbereitet konnten die Proben unter einem Mikroskop (Durchlichtmikroskop 60318;
Zeiss, Oberkochen, Deutschland) betrachtet, und mit Hilfe einer digitalen Fotokamera

(Nikon; D100, Diisseldorf, Deutschland) dokumentiert werden.

4.9. Mikroradiografische Darstellung (TMR)

Um die Proben mikroradiografisch darstellen zu konnen, wurden die Diinnschliffe vorsichtig
von den Objekttragern und den sie umgebenden Kunststoff befreit und mit einem schmalen
Streifen Leukofix auf speziellen Probenhaltern fixiert (TMR Probenhalter; Plano, Wetzlar,
Deutschland). Probe und Probenhalter wurden anschlieBend in eine Apparatur, bestehend aus
einem Rontgenstrahlgenerator (PW 1730/10; Philips, Eindhoven, Niederlande) und einem
linsenlosen Fotoapparatgehduse mit einer Eichtreppe, eingesetzt. Die Anordnung der Probe
erfolgte unter Kontakt zu dem sich unmittelbar hinter der Probe befindlichen,
hochauflésenden holographischen Film (high speed holographic Film SO-253; Kodak AG,
Stuttgard, Deutschland). Dadurch konnte der Objekt/Film-Abstand minimal klein und der
Objekt/Fokus-Abstand maximal gro3 gehalten werden (34 cm). Der Rontgenfilm wurde in ein
zur Aufnahme der Probenhalter umgefertigtes Kameragehduse mit eingebauter Eichtreppe
(Aluminium-Stufenkeil) eingespannt. Die Kamera wiederum war an den Rontgentubus des
Generators montiert. Die Strahlung durchdrang die Schmelzprobe parallel zur behandelten
Oberfldache und senkrecht zur Schnittebene mit einer Intensitidt von 20 kV und 40 mA. Die
Belichtungszeit betrug 15 Sekunden. Die Filmentwicklung verlief nach einem standardisierten

Verfahren.

4.10. Mikroradiografische Auswertung

Alle mikroradiografischen Aufnahmen wurden nach der Filmentwicklung mit einem

Stereomikroskop (Axioplan; Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit CCD-Sensor (CCD-
Videokamera Modul XC77E; Sony, Tokio, Japan) betrachtet und untersucht.



Material und Methoden 29

Die densitometrische Berechnung der Lésionstiefe und des Mineralverlustes erfolgte
anschlieBend unter dem Mikroskop mit einer speziellen Software (TMR fiir Windows,
Version 2.0.27.2; Inspektor Research System).

Nach Adjustierung der Lichtintensitit wurde zundchst von jeder Probe ein Scan der
Aufnahme der Aluminiumeichtreppe mit einer 16-fachen Vergroferung durchgefiihrt und
gespeichert. Im Computerprogramm sind Dicke und Rontgenabsorption der einzelnen Stufen
der Eichtreppe gespeichert, so dass aus den Grauwerten der Probe der Mineralgehalt (Vol.% x
um) vol% x um als Funktion der Tiefe (um) in Form eines Mikroradiogrammes dargestellt
werden kann. Die Mineralverlust- und Lisionstiefenmessungen wurden bei jeder Probe in drei
ausgewdihlten Bereichen durchgefiihrt. Die erste Messung erfolgte im abgedeckten, nicht dem
Mundmilieu ausgesetzten, in vitro erzeugten Lésionsbereich. Die Zweite im Bereich des
Effektes auf die In-vitro-Lésion und die dritte Messung erfasste den Teil des gesunden
Bereiches, der der Mundhohle ausgesetzt war.

Die im Kontrollbereich ermittelten ,,Fehlerwerte (gesunder Schmelz) wurden von den
Werten der Bereiche, die der Demineralisationslosung bzw. dem Mundmilieu ausgesetzt

waren, subtrahiert.

4.11. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit einem computergestiitzten Statistikprogramm (SPSS
Version 11,5, SPSS GmbH Miinchen, Deutschland). Alle in vitro erzeugten Léasionen wurden
hinsichtlich der Mineralverluste (AAZ = AZpemin - AZgek; Vol.% x um) und der
Lisionstiefendnderungen (ALD = LDpemin — LDgfreke ; pm) untersucht. Die Ergebnisse
wurden anschliefend unter allen Probanden verglichen (ANOVA) und mit dem Allgemeinen
Linearen Modell die Mineralverluste (AZsoung; AAZ) und die Lésionstiefen (LDsoung; ALD)
beziiglich der Faktoren ‘Fluorid’ (ja / nein), ‘Putzen’ (ja / nein), ‘Position” (oberfldchlich /
vertieft) und Region (Prdmolar / Molar) mit einem 5%igen Signifikanzniveau iiberpriift.

Eine Kontrolle auf signifikante Unterschiede der Speichel- und Urinfluoridkonzentrationen

erfolgte mit dem t-Test. Auch hier wurde das Signifikanzniveau auf 5 Prozent festgelegt.



