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1 Einleitung

Die Hyposalivation ist eine Nebenwirkung nach Radiatio im Kopf-Hals-Bereich und
geht haufig mit erheblicher Einschrankung der Lebensqualitat der Patienten einher.
Die Hyposalivation wirkt als Kofaktor bei der Entstehung der radiogenen Karies,
welche fur die schnelle Zerstorung der Zahnhartsubstanzen verantwortlich gemacht
wird [Willich et al. 1988; Kielbassa et al. 2006]. Deshalb ist fur Patienten nach
Radiatio die Anwendung praventiver Malinahmen, wie eine optimale Mundhygiene
sowie die unterstutzende Fluoridierung unerlasslich. Im Allgemeinen weist die
Mehrheit der Patienten nach einer Strahlentherapie jedoch eine schlechte
Compliance gegenuber fluoridhaltigen Gelen und Mundspullésungen auf [Carl 1993;
Epstein et al. 1996]. Zur symptomatischen Linderung der Mundtrockenheit stehen
Speichelersatzmittel zur Verfugung. Ein Speichelersatzmittel sollte zum einen die
subjektive Mundtrockenheit der Patienten durch gute viskoelastischen Eigenschaften
effektiv und langandauernd lindern und zum anderen durch die Zusammensetzung
die Remineralisation der Zahnhartsubstanzen fordern. Speichelersatzmittel enthalten
als Basis meist ein Polymer wie z. B. Carboxymethylcellulose (CMC), Muzin oder
Leinsamen. Durch die Zugabe von Kalzium- und Phosphationen zu den Basisstoffen
konnten die remineralisierenden Eigenschaften der Speichelersatzmittel verbessert
werden [Vissink et al. 1984; Vissink et al. 1985]. Jedoch kdnnen Interaktionen der
Polymere der Basisstoffe mit Kalzium und Phosphat auftreten, wodurch die
remineralisierenden Eigenschaften dieser Losungen reduziert werden konnen. Fur
eine Remineralisation sind adaquate Sattigungen bezlglich relevanter Kalzium- und
Phosphatsalze notwendig [Chow 2001]. In einer vergangenen In-vitro-Untersuchung
mit hoch viskdsen CMC-Losungen fuhrte das Mittel mit der hochsten Sattigung
bezuglich Oktakalziumphosphat (Sokp 3) zu einer Remineralisation von bovinem
Schmelz [Meyer-Lueckel et al. 2007]. Eine ubersattigte Losung hinsichtlich
Oktakalziumphosphat scheint demnach als Speichelersatzlésung optimal geeignet zu
sein. Es blieb jedoch unklar, ob niedrig viskose Speichelersatzmittel ebenfalls
remineralisierende Eigenschaften aufweisen und ob eine Erh6hung der Sattigung
von Oktakalziumphosphat zu einer ausgepragteren Remineralisation fuhrt. Das Ziel
der vorliegenden Studie war daher, dass Remineralisationspotenzial verschiedener
Basislosungen (CMC, Muzin und Leinsamen) mit unterschiedlichen Sattigungen
bezuglich Oktakalziumphosphat (Sokp: 0-8) und Dikalziumphosphatdihydrat (Spkep:

0-5,2) anhand von demineralisierten, bovinen Schmelz in vitro zu untersuchen.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Zahnschmelz

2.1.1 Chemische Zusammensetzung

Der Zahnschmelz besteht zu 95 % aus anorganischer Substanz, 4 % aus Wasser
und zu 1 % aus organischer Matrix [Schroeder 1992]. Den Hauptbestandteil der
anorganischen Substanz bildet Hydroxylapatit, welches durch Einschlisse von
Karbonat, Fluorid, Natrium und anderen lonen nicht als stochiometrisch reines
Material angesehen werden darf [Ten Cate et al. 2008]. Hydroxylapatit wird durch
Kalzium und Phosphat gebildet, welche in einem Verhaltnis zwischen 1,8 und 2,4 in
Form kleiner Kristalle vorliegen. Durch interne Substitutionsreaktionen kann
Fluorapatit oder fluoridiertes Apatit gebildet werden, dessen Kristallstrukturen stabiler
als die von reinem Hydroxylapatit sind. Die organischen Substanzen des Schmelzes
sind vorwiegend Proteine (58 %), Lipide (40 %) sowie Spuren von Kohlenhydraten
und organischen Sauren [Schroeder 1992; Hellwig et al. 2003]. Das im Schmelz
vorhandene Wasser ist Uberwiegend kristallin in der Hydratationsschale der
Apatitkristalle gebunden und nur zu 25 % frei verfugbar. Es ist vorwiegend an die
anorganische Matrix gebunden [Dibdin 1972].

2.1.2 Boviner Zahnschmelz im Vergleich zu humanem Zahnschmelz

Im Vergleich zu menschlichem Zahnschmelz steht Rinderzahnschmelz in nahezu
beliebiger Menge fur Versuchszwecke zur Verfugung [Oesterle et al. 1998]. Die
chemische Zusammensetzung boviner Zahnhartsubstanz entspricht, trotz
unterschiedlicher Nahrungszusammensetzung von Rind und Mensch, weitgehend
der  Menschlichen. Durch  die  Vergleichbarkeit  von Rinder-  und
Humanzahnhartsubstanz eignet sich der bovine Zahnschmelz somit besonders gut
fur Versuche [Esser et al. 1998]. Boviner Schmelz weist eine ahnliche Mikrostruktur
wie menschlicher Zahnschmelz auf [Oesterle et al. 1998]. Da die
Zahnhartsubstanzen der Rinder relativ gleich bleibenden aufleren Einflissen sowie
einer homogenen Nahrung unterliegen, kann weiterhin von einer uniformen
Reaktionsfahigkeit ausgegangen werden. Einschrankend ist zu sagen, dass die
Fluoridkonzentration von ca. 200 ppm bei bovinem Zahnmaterial deutlich geringer ist
als die menschlicher Zahne (ca. 1300 ppm) [Mellberg und Loertscher 1974]. Dabei ist
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boviner Zahnschmelz geringfugig weicher [Arends und Jongebloed 1978] und
poroser als humaner Zahnschmelz, was zu einer hoheren Diffusionsrate und einer
schnelleren Ausbildung karidser Lasionen fuhren kann [Featherstone und Mellberg
1981].

2.1.3 Entstehung einer initialen Schmelzkaries

In  der Mundhohle ist die Zahnhartsubstanz  standigen De- und
Remineralisationsprozessen ausgesetzt. Es gilt dabei ein dynamisches
Gleichgewicht zwischen De- und Remineralisation zu erhalten, da es bei Uberwiegen
der Demineralisation zur Ausbildung einer Karies kommen kann. Die von MILLER im
Jahr 1889 begriundete und heute im Allgemeinen anerkannte Theorie zur
Kariesentstehung beschreibt einen chemoparasitaren Prozess, bei dem kariogene
Mikroorganismen der Mundhohle in Form von Plaque beim Zufuhren von
niedermolekularen Kohlenhydraten durch Verstoffwechselung organische Sauren
bilden. Dabei werden unter anderem Laktat, Pyruvat und Butyrat gebildet, welche
den pH-Wert unter den fur Schmelz kritischen Wert von 5,2-5,8 senken kdonnen und
somit ein Herauslosen von Kalzium und Phosphat aus den Schmelzkristallen
bewirken [Leonard et al. 1994].

2.1.4 Aufbau einer Schmelzkaries

Klinisch erscheint die initiale Schmelzkaries als weilllich-opake Veranderung (white
spot), wobei die Oberflache zwar aufgeraut, jedoch noch intakt erscheint. Das
kreidige Erscheinungsbild ist bedingt durch eine veranderte Lichtbrechung des
kariogen angegriffenen Zahnschmelzes [Kidd und Mejare 2008]. Bei der
Untersuchung karioser ~ Schmelzdinnschliffe mit dem Licht- bzw.
Polarisationsmikroskop kann man von der Schmelzoberflache in Richtung Schmelz-
Dentin-Grenze die pseudointakte Oberflache, den Lasionskorper, die dunkle Zone
und die transluzente Zone erkennen. Gesunder Zahnschmelz hat ein Porenvolumen
von 0,1 % [Hellwig et al. 2003]. Die pseudointakte Oberflachenschicht dagegen ist
durch ein Porenvolumen von weniger als 5 % und einem Mineralverlust von 1-10 %
gekennzeichnet. Der anschlieliende Lasionskorper ist die Zone mit dem grofRten
Mineralverlust (Porenvolumen zwischen 5-25 %). In seine vergroferten Poren

konnen Speichelbestandteile wie Wasser und Proteine eindringen. Es folgt die
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dunkle Zone mit einem Porenvolumen von 2-4 % und die an das Dentin

anschlieRende transluzente Zone mit einem Porenvolumen von 1 %.

2.1.5 Remineralisation einer Schmelzkaries

Die Speichelmenge und -zusammensetzung sowie eine optimale Mundhygiene und
die lokale Fluoridierung spielen bei der Remineralisation einer inititalen
Schmelzkaries eine bedeutende Rolle. Der Remineralisationsprozess verlauft in der
Regel sehr langsam ab, so dass sich die Mineralien in die Schmelzkristalle einbauen
konnen [Arends und Schuthof 1981]. Die Kristallite sind dadurch grofder, dichter
gepackt und bewirken eine Verringerung der Lasion. Jedoch wird Dbei
Mineralverlusten von mehr als 30 % im Zentrum der Lasion angenommen, dass in
dieser selbst keine vollstandige Remineralisation mehr stattfindet, sondern nur noch
oberflachlich Mineralien und Fluorid aufgenommen werden. Es kann somit zu einer
Verbreiterung der oberflachlichen Schicht kommen und ein Defekt in der Tiefe der
Lasion zurtckbleiben [Silverstone 1984]. Bei Anwesenheit von Fluorid kann es durch
die umgekehrte lonenbewegung bei Neutralisation des sauren pH-Wertes nach einer
Demineralisation zur Entstehung des stabileren Fluorapatits kommen. Darlber
hinaus ist bekannt, dass Lasionen mit niedrigem Mineralgehalt aufgrund eines
erhohten Konzentrationsgradienten fur Kalzium-, Phosphat- und Fluoridionen

zwischen Speichel und Zahnschmelz leichter remineralisieren [Fejerskov et al. 2008].

2.2 Der Speichel — seine Zusammensetzung und Funktion

Der Speichel wird von den exokrinen Speicheldrisen der Mundhohle sezerniert.
Unterschieden werden drei grol3e, paarige Drusen (Glandula parotidea, Glandula
submandibularis, Glandula sublingualis) von zahlreichen kleinen Speicheldrisen, die
verstreut in der gesamten Mundhohle vorkommen. Die grof3en Speicheldrusen liegen
aullerhalb der Mundschleimhaut, entleeren jedoch ihr Sekret durch einen
Drisengang (Ductus) in die Mundhohle [Samandari und Mai 1995]. Die nervale
Versorgung erfolgt aus dem vegetativen Nervensystem, wobei die sympathische
Komponente (adrenerge Fasern) die Produktion eines hoch viskdsen Speichels und
die parasympathische Komponente (cholinerge Fasern) die eines dunnflissigen
Speichels vermittelt. Feingeweblich sind Azini, Tubuli, Schaltstlcke, Streifensticke

und Ausfuhrungsgange die wesentlichen Bestandteile der Speicheldrusen, wobei die



2 Literaturibersicht 11

Azini fur die Produktion des Primarspeichels verantwortlich sind. Dieser wird durch
Natriumresorption und Abgabe anderer Elemente wie Jod und Kalium durch die
Streifensticke und Sekretion von Bikarbonat in den Ausfuhrungsgangen modifiziert
[Grotz 2002]. Chemisch besteht der Speichel aus 99,4 % Wasser. Aulierdem enthalt
er zu 0,5 % losliche organische Stoffe wie Proteine, Glukose, Harnstoff, Enzyme,
Glykoproteine und anorganische Stoffe wie Hydrogenkarbonat, Kalium-, Natrium-,
Kalzium-, Chlorid-, Phosphationen. Zusatzlich befinden sich im Speichel etwa 0,1 %
unlosliche Bestandteile wie Epithelreste, Mikroorganismen und Speisebestandteile.
Die Zusammensetzung des Speichels ist variabel und abhangig von dem
Stimulationsgrad, der Stimulationsart und -dauer sowie der Sekretionsrate. Unter
physiologischen Bedingungen werden taglich 700 bis 1500 ml Speichel sezerniert
[Grotz  2002], wobei die Speichelproduktion erheblichen tageszeitlichen
Schwankungen unterliegt. So erzeugen die Speicheldrisen nachts sehr wenig
Sekret. Die maximale Sekretproduktion wird in den Mittags- bis Nachmittagsstunden
erreicht [Machtens 1991]. Die Speichelsekretionsrate reicht von 0,1 ml/min in Ruhe
auf bis zu 4 ml/min durch Stimulation wahrend der Nahrungsaufnahme [Grotz 2002;
Kielbassa 2006]. Unter Ruhebedingungen besteht der Speichel zu etwa 25 % aus
dem Sekret der Gll. parotides, zu etwa 70 % aus dem Sekret der Gll.
submandibulares und zu 3-4 % aus dem der GIl. sublinguales und der kleinen
Speicheldrusen. Der pH-Wert des Speichels liegt bei Ruhesekretion zwischen 5,5
und 6,5 und steigt bei Stimulation auf 7,7 an. Fur die Aufrechterhaltung des pH-
Wertes verfugt der Speichel Uber zwei Puffersysteme, den Bikarbonatpuffer und den
Phosphatpuffer. Der Phosphatpuffer ist wahrend der Saurebildungsphasen der
Plaque von untergeordneter Bedeutung. Der Bikarbonatpuffer hingegen spielt eine
wichtige Rolle wahrend einer kariogenen Attacke, da er in der Lage ist durch die
Plaque zu diffundieren und organische Sauren zu neutralisieren [Hellwig et al. 2003].
Bikarbonat wird hauptsachlich von den Gll. parotides und den Gll. submandibulares
gebildet.

In seiner Gesamtheit stellt der Speichel ein wichtiges naturliches Schutzsystem dar
und Ubt die in Tabelle | dargestellten Funktionen aus.
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Tab. I: Wichtige, physiologische Speichelfunktionen nach [Grdtz 2002]

anti- unterstiitzende
aptlkarlogene inflamatorische Wirkung bei der sonstige _W|cht|ge
Wirkung durch . Nahrungsaufnahme Funktionen
Wirkung durch durch

mechanische

e Antikdrper (Ig-A)  Gleitmittelfunktion fur ~ Mukosalubrifikation fur
Reinigung der

Zahnoberflachen Muzin Kau- und Schluckakt Phonetik und Sprechen
Remineralisation der Lysozym Vorverdauung mittels  Mukosalubrifikation fur
Zahnhartsubstanz Laktoferrin Amylase Prothesenadaptation

Pufferkapazitat und  Neuraminsaure-
Stabilisierung des pH- reste der
Wertes Glykoproteine

Unterstutzung der
Geschmacksperzeption

Beschichtung der
Zahnoberflache

antibakterielle Effekte
kariogener Erreger

Laktoperoxidase

2.3 Die Xerostomie und ihre Ursachen

Versiegt der Speichelfluss, so bezeichnet man die subjektiv empfundene Trockenheit
der Mundhohle und der Lippen als Xerostomie. Dabei reduziert sich der
Ruhespeichelfluss auf <0,1 ml/min und der stimulierter Speichelfluss auf
< 0,5 ml/min [Stratmann und Mokrys 2000a].

Ein reduzierter Speichelfluss kann ein Indikator fur eine systemische Erkrankung
(z. B. Sjogren-Syndrom) oder einer exokrinen Drusendysfunktion (z. B. Sialolithiasis)
sein. Imfeld [Imfeld 1984a] teilt den verminderten Speichelfluss in funktionell

(quantitativ) (Tab. Il) und organisch (quantitativ und qualitativ) (Tab. IIl) ein.
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Tab. Il: Funktionelle Salivationsverminderungen [Imfeld 1984a]

Funktionelle Salivationsverminderungen:

1. Sialadenosen
neurogen, endokrin, metabolisch-dystrophisch

2. Pharmakogene Salivationsverminderung
Wirkung Uber ZNS (Euphorika, Psychopharmaka)
Ganglienblocker (Nikotin)
Sympatholytika (Phentolamin, Antihypertensiva)
Parasympatholytika (Atropin, Scopolamin, Phentotiazin)

3. Emotionale und psychogene Xerostomie
Stress, Depressionen, Angstzustande, Psychosen

4. Unkonditionierte Reflexe
Vagusverletzungen, Beeintrachtigung der Kaufunktion,
Beeintrachtigung der Geschmacksperzeption

5. Mechanische Abflussbehinderung
Sialolithiasis
6. Operative Speicheldriisenentfernung

Neck dissection

Die medikamentos induzierte Hyposalivation ist in den Industrienationen und bei der
Alterspopulation jenseits der vierten Lebensdekade die haufigste Form der
Salivationsverminderung, ist aber in den meisten Fallen nach Absetzen des
Medikamentes reversibel [Stratmann und Mokrys 2000a]. Betroffen sind einer Studie
zufolge vor allem Frauen ab dem 65. Lebensjahr, von denen 12 % mindestens zehn
Medikamente regelmalig einnehmen [Kaufmann et al. 2002]. Sreebny und Schwartz
beschrieben mehr als 400 verschiedene Medikamente mit moglichen xerogenen
Nebenwirkungen, wobei die Anticholinergika (periphere Wirkung) und die
trizyklischen Antidepressiva (zentrale Wirkung) die starkste xerogene Wirkung
entfalten [Sreebny und Schwartz 1986]. Die Xerogenitat des jeweiligen Wirkstoffes ist
nicht zuletzt abhangig von der applizierten Tagesdosis und seinem
pharmakologischen Wirkungsmechanismus.

Demgegenuber steht die organische Hyposalivation, die sowohl eine quantitative als
auch qualitative Veranderung des Speichels verursacht (Tab. Ill).
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Tab. lll: Organische Salivationsverminderungen [Imfeld 1984a]

Organische Salivationsverminderungen:

1. Radioxerostomie

2 Sjogren-Syndrom

3 Sialadenitis

4. Speicheldriisen-Tumore

5 Aplasie der Speicheldriisen

Bei dem Sjogren-Syndrom handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung, die mit
der Symptom-Trias Xerostomie, Arthritis und Keratokonjunktivitis einhergeht. Hierbei
ist vor allem das Gewebe der Gll. parotides durch lymphoeptheliale Zellproliferation,
Degeneration der Azinuszellen und Metaplasien des Ausfuhrungsganges betroffen
[Stratmann und Mokrys 2000a]. Fur eine entzindliche Erkrankung der
Speicheldrisen kann eine Vielzahl unterschiedlicher Erreger verantwortlich sein. Bei
den akuten Sialadenitiden tritt ein verminderter Speichelfluss als begleitendes,
reversibles Symptom ohne weitergehende Bedeutung auf [Grotz 2002].

Eine Aplasie der Speicheldrisen stellt eine Raritat dar und hat deshalb fur das
Leitsymptom Xerostomie fast keine klinische Bedeutung [Grotz 2002].

2.4 Bedeutung der tumortherapeutischen Kopf-Hals-Bestrahlung

In Deutschland erkranken jahrlich mehr als 400 000 Menschen an einem Malignom
[RKI 2006]. Der Anteil der malignen Tumoren der Mundhohle und des Rachen
belauft sich auf etwa 5000 Neuerkrankungen pro Jahr. Die steigende Zahl der
Neuerkrankungen wird nicht allein auf den wachsenden Altersdurchschnitt der
deutschen Bevolkerung zuruckgefuhrt, sondern ist ebenso Folge verbesserter
diagnostischer Methoden [Barasch und Coke 2007].

Die Radiatio der Malignome im Mund-Kiefer-Gesichtsbereich hinterlasst bei den
Patienten in Abhangigkeit von der Strahlendosis und vom Herdvolumen meist
ausgepragte und irreversible Nebenwirkungen. Diese werden in frihe und spate
Strahlenfolgen eingeteilt. Hierbei haben die radiogene Mukositis als frihe
Strahlenfolge und die Radioxerostomie als haufig chronisch, persistierende sowie die
Strahlenkaries und das Risiko der infizierten Osteoradionekrose als spate
Strahlenfolgen eine wichtige Bedeutung. Da die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir friih
erkannte orale Malignome dank unterschiedlicher Therapien deutlich gestiegen ist,




2 Literaturibersicht 15

werden die Spatfolgen einer Bestrahlung immer bedeutsamer. Bei Patienten mit
einem Tumor im Kopf-Hals-Bereich tritt die Radioxerostomie nach
strahlentheraupeutischer Behandlung mit einer Pravalenz zwischen 94 und 100 %
auf [Sciubba und Goldenberg 2006]. Speicheldrisengewebe hat bei Bestrahlung des
ganzen Organs eine Toleranzdosis (TD) 100/5 von 50 Gray [Seegenschmied et al.
2000]. Dabei bezeichnet die TD 100/5 diejenige Strahlendosis, die mit einer
Wahrscheinlichkeit von 100 % innerhalb von funf Jahren eine klinisch relevante,
eindeutig definierte Strahlenfolge hervorruft [Dorr und Riesenbeck 2000]. Ab einer
kritischen Grenzdosis von 30 Gray, welche unter modernen Therapien stets erreicht
wird, sind die Schadigungen der gro3en Speicheldrisen so ausgedehnt, dass die
Speichelproduktion um etwa 50 % sinkt [Chambers et al. 2004]. Die Bestrahlung
fuhrt anfanglich zu einer Permeabilitdtssteigerung der Endothelzellen in den
periduktalen Kapillaren der Speicheldriise mit der Folge der Odembildung [Maier et
al. 1990]. Durch die resultierende Kompression der kleinen
Speicheldrusenausfuhrungsgange kommt es zur fortschreitenden Obstruktion. Die
Folge ist die Destruktion des Gangepithels und ein fibrotischer Umbau des
Drisengewebes, so dass nur minimale Mengen an Speichel produziert werden
konnen. Die serose Glandula parotis ist am starksten betroffen, da sich die serésen
Drisenazini als aullerordentlich strahlensensibel erweisen. Bei hoheren
Strahlendosen zeigen sich dann ebenfalls Veranderungen an den mukosen
Drusenendsticken und am Gangsystem. Die physiologische Speichelfliessrate sinkt
von 1-3 ml/min auf unter 0,5 ml/min und kann unter Umstanden bis auf 10 % des
Wertes vor Behandlungsbeginn abfallen [Kielbassa et al. 2006]. Der Speichel
verandert sich zudem qualitativ und wird zu einem zahfliellenden, weil}, gelb oder
braunen Sekret mit  verminderter Pufferkapazitat und veranderter
Elektrolytzusammensetzung [Ben-Aryeh et al. 1975; Dreizen et al. 1976].

2.5 Folgen der Xerostomie

Xerostomiepatienten leiden fortwahrend unter einer erheblichen Einschrankung des
Lebensgefuhls. Die daraus entstehenden Folgen konnen differenziert werden in
Primar- und Sekundarfolgen [Imfeld 1984b]. Die Primarfolgen beschreiben die
matten, atrophischen und hypersensiblen Veranderungen der Mundschleimhaut und
Zunge. Sekundar kommt es zu Kaubeschwerden vor allem beim Verzehr von

trockener Nahrung, Schluckbeschwerden beim Leerschlucken, Sprachstorungen
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durch Adhasion der Schleimhaute, Abweichungen in der Geschmacksperzeption,
erhohtes Durstgefuhl, Verdauungsproblemen sowie Brennen im Mundbereich und
Unvertraglichkeit der Prothesen mit schmerzhaften Druckstellen [Stratmann und
Mokrys 2000a]. Neben dem quantitativen Umschlag des Speichels fuhrt die
qualitative Anderung des Speichels, besonders nach einer tumortherapeutischen
Bestrahlung, zu einer erhdhten Kariesinzidenz bedingt durch eine Veranderung der
Mundhdhlendkologie [Kielbassa et al. 2006]. Der Verlust der Selbstreinigung der
Mundhdhle und des antikorpervermittelten Immunsystems flihren zu einer Zunahme
von kariogenen Mikroorganismen wie Streptokokkus mutans und Laktobazillen
[Keene et al. 1981; Epstein et al. 1998]. Der pH-Wert des Speichels sinkt nach einer
Bestrahlung von 7,0 auf 5,0, welcher eine Demineralisation begunstigt und kariogen
wirkt [Kielbassa et al. 2006]. Die verminderte Pufferkapazitat und der niedrige pH-
Wert des Speichels verlagern das Gleichgewicht zwischen Remineralisation und
Demineralisation zu Gunsten einer verstarkten Demineralisation. Es kommt zu einem
gesteigerten Mineralverlust der Zahnhartsubstanzen. Bei dieser so genannten
radiogenen Karies kommt dem verminderten Speichelfluss und der veranderten
Speichelzusammensetzung eine zentrale Rolle zu [Vissink et al. 2003]. Daruber
hinaus sind noch andere Faktoren bei der Kariesentstehung in Folge einer
ausgepragten Xerostomie von Bedeutung. So stellen Patienten mit einem
verminderten Speichelfluss oft ihre Nahrung auf eher weiche Kost um, mit dem
Nachteil, dass diese starker an der Zahnoberflache haftet. Ein haufig beobachteter
Kariestyp nach einer Bestrahlung beginnt unvermittelt zunachst mit Lasionen zervikal
und auf den Labialflachen der Front- und Eckzahne. Es kommt zu einer Erweichung
des Dentins, wodurch Schmelzbereiche leichter abplatzen kdnnen. Weitere Formen
einer Strahlenkaries sind beobachtet worden, so ist ein zweiter Lasionstyp durch
generalisierte superfizielle Defekte gekennzeichnet, die die Glattflachen aller
Zahnkronen befallt. Hiervon sind auch die Glattflachen der Unterkieferfrontzahne
betroffen, welche gemeinhin bei gesunden Patienten mit einer maligen
Mundhygiene wegen der Selbstreinigungskrafte des Speichels relativ kariesresistent
sind [Frank et al. 1965]. Die Region unterhalb des approximalen Kontaktpunktes ist
bei bestrahlten Patienten oft die zuletzt betroffene. Samtliche Kariesformen kdnnen
an verschiedenen Zahnen gleichzeitig beobachtet werden [Vissink et al. 2003]. Die
Folge sind Veranderungen in der Transluzenz und der Farbe und eine erhohte
Bruchanfalligkeit bis hin zu Spontanfrakturen [Kielbassa et al. 2006]. Daneben fuhrt
eine schnellere Abrasion der Kauflachen und der Inzisalkanten zur Freilegung des



2 Literaturibersicht 17

erweichten Dentins. Neben der erhohten Kariesinzidenz aufgrund der quantitativen
und qualitativen Veranderungen des Speichels, weisen einige Studien auch auf eine
direkte Schadigung der Zahnhartsubstanz nach einer Bestrahlung hin [Kielbassa et
al. 2006]. Tabellle 1V fasst die Veranderungen der Zahnhartsubstanzen nach einer

Bestrahlung zusammen

Tab. IV: Auswirkungen einer Bestrahlung auf Zahnhartsubstanzen [Pioch 2004]

Generalisierte oberflachliche Defekte in Form von kreidigen Verfarbungen bis hin zur
Fraktur und vollstandigen Ablésung des Schmelzes.

Braun-schwarze Verfarbungen, z. T. bis auf die gesamte Zahnoberflache ausweitend, mit
spaterem Zerbrechen des Schmelzmantels bei Druck.

Allmahliches ,Wegschmelzen“ der Schneidekanten und der Okklusionsflachen.

Oberflachliche Zerstérung der Zahnhalse mit Ausdehnung auf die Glattflachen bis zum
vollstadndigen zirkuldren Schwund des Zahnschmelzes im Niveau der Gingiva.

Neben der Zunahme von kariogenen Bakterien kommt es auch zum vermehrten
Auftreten von Candida albicans in der Mundhdhle. Fast ein Drittel aller Xerostomie-
Patienten entwickeln eine Candidiasis. Zusatzlich verhindert der verminderte
Speichelfluss den Transport von Geschmacksstimulantien sowie die Erregbarkeit der
Geschmacksknospen bis hin zu deren Zerstorung, so dass es zu einem teilweisen
(Hypogeusie) oder vollstandigen Verlust der Geschmacksperzeption (Ageusie)
kommen kann. Nach einer Strahlentherapie regenerieren jedoch teilweise die Zellen
innerhalb von vier Monaten [Bornstein 2001].

2.6 Diagnose der Xerostomie

Bei Patienten mit einer manifesten Xerostomie ist eine ausfuhrliche Anamnese von
groRer Bedeutung, da sich daraus Hinweise auf die Atiologie ableiten lassen. Mit
Hilfe der Sialometrie, welches das einzige objektive Verfahren zum Nachweis einer
bestehenden Hyposalivation ist, lasst sich die Speichelflieirate bestimmen
[Stratmann und Mokrys 2000b]. Die Bestimmung sollte zur jeweils selben Tageszeit
— zwischen 9 und 11 Uhr vormittags — erfolgen. Die Patienten sollten 90 Minuten vor
dem Test keine Nahrung oder Flussigkeit zu sich genommen und keinen Tabak
konsumiert haben. Der Ruhespeichel wird in der Regel Uber einen Zeitraum von 15
Minuten bestimmt, wahrend die Messung des stimulierten Speichelflusses Uber 5

Minuten verlauft [Kielbassa 2006]. Die Bestimmung des Ruhespeichels erfolgt ohne
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jegliche Reize in einer ruhigen, entspannten Atmosphare. Dabei lasst der Patient mit
leicht geneigtem Kopf nach einem letzten Schlucken den produzierten Speichel in
einen Becher tropfen, dessen Inhalt nach 15 Minuten gewogen wird Die Bestimmung
erfolgt nach Subtraktion des Leergewichtes des Bechers in der Einheit g/min, was
nahezu der Einheit ml/min entspricht. Die Bestimmung des stimulierten Speichels
erfolgt im Anschluss. Hierbei kaut der Patient fur 5 Minuten auf einem Stlck Paraffin
(geschmackloses Kaumaterial) und gibt den gesammelten Speichel alle 30
Sekunden in einen Becher. Die Berechnung des stimulierten Speichels erfolgt analog
der Bestimmung des Ruhespeichels. Anhand der in Tabelle V beschriebenen
Referenzwerte lasst sich der gemessenen Wert des Patienten vergleichen und gibt
Ruckschluss auf eine bestehende Hyposalivation. Einer Studie zufolge scheint die
Benetzung der oralen Mukosa bei einer bestehenden Hyposalivation jedoch gleich zu
bleiben [Wolff & Kleinberg 1999]. Hiernach unterliegt der dorsale Zungenrucken der
hochsten und der harte Gaumen der niedrigsten Anfeuchtung durch den Speichel.

Tab. V: Referenzbereiche von Ruhespeichel und Reizspeichel sowie entsprechende
Abweichungen [Goode und Smith 1970; Chiappin et al. 2007]

Ruhespeichel Stimulierter Speichel
Hypersalivation > 1 ml/min > 3,5 ml/min
Normosalivation 0,1-1 ml/min 0,5-3,5 ml/min
Hyposalivation < 0,1 ml/min < 0,5 ml/min

2.7 Therapiemoglichkeiten der Xerostomie

Bei den Behandlungskonzepten fur Patienten mit persistierender Xerostomie kann
zwischen einer kausalen und einer symptomatischen Therapie unterschieden werden
[Stratmann und Mokrys 2000b]. Die kausale Therapie umfasst, wenn mdglich, die
Ausschaltung atiologischer Faktoren wie z.B. den Ersatz eines xerogenes
Medikamentes durch ein alternatives, nicht-xerogenes Medikament. Daruber hinaus
gibt es die Moglichkeit im Vorfeld der tumortherapeutischen Bestrahlung im Kopf-
Hals-Bereich die Patienten prophylaktisch mit Medikamenten wie dem organischen
Thiophosphat Amifostin® zu behandeln, welches das Driisenparenchym vor
Fibrosierung schitzen soll [Schonekas et al. 1999]. Die Wirkung konnte allerdings
bislang noch nicht eindeutig belegt werden [Wasserman et al. 2005]. Die
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Therapiemoglichkeiten einer manifesten Xerostomie beschranken sich jedoch
zumeist auf die symptomatische Behandlung der Patienten mit dem Ziel der
Linderung der Mundtrockenheit. Bei dieser Therapieform muss grundsatzlich
zwischen Patienten mit einer Restaktivitat der Speicheldrisen und Patienten mit
einer irreversiblen Schadigung des Speicheldrisengewebes unterschieden werden.
Sind die Speicheldrisen noch in der Lage, wenn auch stark vermindert, Sekret zu
produzieren, sollte eine Stimulierung der Speicheldrisen im Vordergrund stehen.
Hierzu gehoren systemische bzw. gustatorisch-mechanische Stimulantien wie
Kaugummis, saure Lutschbonbons und saure Getranke [Imfeld 1984b; Sreebny
1989; Guchelaar et al. 1997]. Manche dieser speichelanregenden Substanzen
konnen nicht empfohlen werden, da sie durch ihre Saure bei bezahnten Patienten zu
Erosionen und Demineralisationen an den Zahnen und bei Unbezahnten zu
Schmerzen an der Mundschleimhaut fuhren konnen [Van der Reijden et al. 1999].
Eine weitere Therapie bei vorhandener Restaktivitat der Speicheldrisen stellt die
Gabe von systemisch wirkenden, den Speichelfluss stimulierenden Medikamenten,
wie Pilocarpin und Cevimeline dar [Atkinson et al. 2005]. Pilocarpinhydrochlorid ist
ein Parasympathomimetikum mit direkter Stimulierung der muskarinergen
Rezeptoren der parasympathisch innervierten exokrinen Driusen. Der systemische
Einsatz beider Substanzen ist durch die parasympathischen Nebenwirkungen
(Bronchokonstriktion, Bradykardie, Ubelkeit etc.) und die Kontraindikationen
(Myokardinfarkt, Magengeschwur, Asthma bronchiale etc.) nur begrenzt mdglich.
Therapiemoglichkeiten der Xerostomie durch intraorale [Strietzel et al. 2007] bzw.
extraorale [Domingo 2004] elektrische Stimulierung der Speicheldrisen bedurfen
weiterer klinischer Untersuchungen.

Nach heutigem Kenntnisstand beschrankt sich die Therapie der Mundtrockenheit auf
die symptomatische Erleichterung durch den Einsatz von Mundspulldsungen und
Speichelersatzmitteln. Zur Linderung der Mundtrockenheit greifen aufgrund der
einfachen Handhabung viele Patienten aber auch auf Wasser zurtuck. Das Spulen
mit Wasser mehrmals am Tag bewirkt eine Anfeuchtung der Mundschleimhaut und
reinigt die Zahne von Speiseresten. Daruber hinaus hilft Wasser wahrend der
Nahrungsaufnahme besonders beim Schlucken und bei der
Geschmacksempfindung. Da haufig altere Patienten an einer Xerostomie und
zusatzlich an einer mangelnden Flussigkeitszufuhr leiden, verhindert das Trinken von
Wasser ferner eine mogliche Dehydratation [Atkinson et al. 2005]. Neben Wasser

wurden in vielen Studien auch reizlose Mundwasser und verschiedene Ole zur
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Linderung der Mundtrockenheit empfohlen [Imfeld 1984b]. Ferner wurden
Mundspullésungen mit Fluoriden, fluoridhaltiges Mineralwasser, einige Teesorten
und Milch wegen ihrer kariesprotektiven Wirkung beflrwortet. Allen gemeinsam ist,
dass sie aufgrund ihrer geringen Substantivitat die Mundschleimhaut nicht
ausreichend benetzen und damit die Symptome nur unzureichend lindern. Aul3erdem
sollten die Substanzen nach Maoglichkeit kein Koffein, Alkohol, Zucker und titrierbaren
Sauren enthalten, da sie zum einen die Mukosa irritieren und zum anderen durch
den niedrigen pH-Wert zumindest in vitro die Zahnhartsubstanzen schadigen
[Kielbassa und Meyer-Lueckel 2001; Meyer-Lueckel und Kielbassa 2002].

2.8 Therapie mit Speichelersatzmitteln

Seit ungefahr vier Jahrzehnten werden Speichelersatzmittel zur Linderung der
Symptome bestehender Xerostomie eingesetzt [Van der Reijden et al. 1999]. In der
Vergangenheit wurden Speichelersatzmittel auf der Basis von
Carboxymethylcellulose =~ (CMC), Natrium-Carboxymethylcellulose = (Na-CMC),
Carboxyethylcellulose (CEC), Sorbitol, Hydroxyethylcellulose (HEC), tierischem
Muzin, Leinsamendl und -extrakten sowie Polyethylenoxid (POE) entwickelt. Die
Mittel unterschieden sich zudem in Bezug auf anorganische Zusatze, das
Vorhandensein von Enzymen und den pH-Wert. Ein Speichelersatzmittel sollte im
Allgemeinen die gleichen rheologischen, befeuchtenden und benetzenden
Eigenschaften wie der Speichel besitzen [Vissink et al. 1986; Hatton et al. 1987; Van
der Reijden et al. 1994] und aullerdem ein Remineralisationspotenzial aufweisen.
Die Ubersattigung des Speichels mit Kalzium und Phosphat erméglicht eine
naturliche Remineralisation initialer Schmelzlasionen. Dabei werden die wahrend der
Demineralisation aus der Zahnhartsubstanz in Losung gegangenen Kalzium- und
Phosphationen wieder eingelagert. Daruber hinaus ware es wunschenswert, wenn
die Mittel eine antimikrobielle Wirksamkeit gegen karies- und parodontopathogene
Keime besalien [Imfeld 1984b; Levine et al. 1987; Guijarro Guijarro et al. 2001]. Ein
angenehmer Geschmack und die Fahigkeit die Symptome der Mundtrockenheit
langfristig zu lindern verbessert die Akzeptanz eines Speichelersatzmittels bei den
Patienten. Die Compliance hangt allerdings nicht zuletzt auch von den
Beschaffungskosten und -moglichkeiten ab. Zu beachten ist dartber hinaus, dass die
Wirksamkeit der verschiedenen Speichelersatzmittel bei den Patienten zu variieren
scheint. Dies wird dadurch deutlich, dass Patienten mit unterschiedlichen
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SpeichelflieRraten Mittel mit verschiedenartigen Basisstoffen bevorzugen [Van der
Reijden et al. 1996; Momm et al. 2005].

2.8.1 Zum rheologischen Verhalten von Speichelersatzmitteln

Da der Effekt der kommerziell erhaltlichen Speichelersatzmittel sehr kurzzeitig ist und
fur den Patienten nur einen begrenzten Nutzen aufweist, sollte die kunftige
Entwicklung von Speicheleratzmitteln darauf abzielen, die rheologischen
Eigenschaften des Speichels besser zu imitieren. Die Bildung eines lang anhafteten
Feuchtigkeitsfilms in der Mundhohle ist durch die im Speichel enthaltenen Muzine
moglich. Diese setzen die Oberflachenspannung des Speichels herab, fuhren
dadurch zu einer ausgepragten Adhasion an der Mukosa und an den Zahnen und
schutzen folglich die Zahnhartsubstanz vor einer Demineralisation durch S&uren
[Nieuw Amerongen et al. 1987]. Von vielen Autoren werden Speichelersatzstoffe auf
Muzinbasis wegen ihrer dem menschlichen Speichel ahnlichen viskoelastischen
Eigenschaften favorisiert [Vissink et al. 1984; Vissink et al. 1986; Hatton et al. 1987;
Levine et al. 1987]. Untersuchungen zeigen, dass das menschliche Speichelmuzin
gefolgt vom Magensaftmuzin des Schweines und vom bovinen Submandibularmuzin
die grolte Affinitat zu Hydroxylapatit aufweisen [Nieuw Amerongen et al. 1989]. Im
Vergleich zu Speichelersatzmitteln auf CMC-Basis zeigten die Produkte auf
Muzinbasis sowohl auf poliertem Schmelz als auch auf der Mundschleimhaut gute
befeuchtende Eigenschaften [Vissink ef al. 1986] und scheinen deshalb die
Zahnhartsubstanz ebenfalls vor Attrition zu schutzen [Hatton et al. 1987]. In einer
Studie Uber die rheologischen Eigenschaften von Speichelersatzmitteln wurden
kommerziell erhaltliche Produkte auf verschiedener Basis (CMC, Muzin, Leinsamen)
mit dem menschlichen Speichel verglichen. Hierbei zeigten die Mittel auf Muzin- und
Leinsamenbasis im Gegensatz zu dem Vergleichsprodukt (CMC) eine dem Speichel
ahnlich gute Tendenz zur Ausbildung von Filmen an der Grenzschicht zwischen
Zahn/Flussigkeit und Luft/Flussigkeit. Allerdings bevorzugten Patienten mit einer
ausgepragten Xerostomie in einer klinischen cross-over Studie bezuglich
Geschmack und Handhabung ein Speichelersatzmittelspray auf CMC-Basis
(Glandosane®, Cell Pharma, Hannover, Deutschland) gegenuber
Vergleichsprodukten auf Muzin, Ol oder Cellulose-Gel [Momm et al. 2005]. Der Erfolg
von Speichelersatzmitteln scheint von der Fahigkeit abhangig zu sein, einen
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Schutzfilm sowohl auf hydrophoben als auch hydrophilen Oberflachen bilden zu
konnen [Christersson et al. 2000].

2.8.2 Die Wirkung auf die Zahnhartsubstanzen

Es ist bekannt, dass zumindest in vitro einige kommerziell erhaltliche
Speichelersatzmittel einen demineralisierenden Effekt auf die Zahnhartsubstanzen
aufweisen [Kielbassa und Shohadai 1999; Kielbassa und Meyer-Lueckel 2001;
Kielbassa et al. 2001; Smith et al. 2001; Meyer-Lueckel et al. 2002]. Der naturliche
Speichel hingegen besitzt durch die Uberséttigung von Kalzium und Phosphat und
durch den annahernd neutralen pH-Wert ein Remineralisationspotenzial. Die Zugabe
von Kalzium-, Phosphat- und Fluoridionen zu einer Losung mit saurem pH-Wert kann
eine demineralisierende Wirkung durch die Veranderung des Sattigungsgrades
bezlglich Oktakalziumphosphat (OKP) und Hydroxylapatit (HAP) reduzieren [Meyer-
Lueckel und Kielbassa 2006; Meyer-Lueckel et al. 2006].

Das in liber 70 % der deutschen Kliniken verbreitete Produkt Glandosane® wies
aufgrund seines sauren pH-Wertes von 5,3, des geringen Kalzium- und
Phosphatgehaltes sowie des Fehlens von Fluorid in vielen Untersuchungen ein stark
demineralisierendes Potenzial an Zahnhartsubstanzen auf [Meyer-Lueckel et al.
2002; Tschoppe et al. 2007]. Das neu auf dem Markt erhaltliche Speichelersatzmittel
Saliva natura® (pH-Wert 5,8) hingegen zeigte ein annahernd neutrales Verhalten
gegenuber Schmelzproben, fuhrte jedoch zu einem weiteren Mineralverlust der
Dentinproben [Tschoppe et al. 2007]. Die Ergebnisse dieser Untersuchung erklaren
sich unter anderem durch den pH-Wert, denn Saliva natura® unterschreitet den
kritischen pH-Wert fur Dentin, jedoch nicht denjenigen fir Schmelz. Der Grad der
Sattigung relevanter Kalzium-Phosphat-Salze ist stark vom pH-Wert abhangig ist, so
dass ein niedriger pH-Wert die Loslichkeit der Kalzium-Phosphat-Salze erhoht
[Larsen 1986].

Das Produkt Oralube® (derzeit nur auf dem austral-asiatischen Markt erhaltlich) weist
einen annahernd neutralen pH-Wert und einen hohen Gehalt an Kalzium- Phosphat-
und Fluoridionen auf. Es bewirkte in mehreren In-vitro-Untersuchungen eine
Remineralisation von kunstlich erzeugten Schmelz- und Dentinlasionen [Kielbassa et
al. 1999; Kielbassa et al. 2001; Meyer-Lueckel et al. 2002].

In der Interaktion zwischen Fluorid, Kalzium und Phosphat mit dem Zahnschmelz

kann man grundsatzlich mehrere Wirkmechanismen unterscheiden. Das ionisch
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gebundene Fluorid fuhrt nach initialer Auflosung des Schmelzminerals zu einer
Reprazipitation eines kalziumfluoridhaltigen Niederschlages. Auflerdem reprazipiert
fluoridiertes Hydroxylapatit bzw. Fluorapatit an der oberflachlichen Schmelzschicht,
welches die Saurelbslichkeit des Schmelzes verringert. Bei kovalent gebundenem
Fluorid wird Monofluorphosphat nach Diffusion in den Schmelz gegen Phosphat
ausgetauscht. Es kommt zudem durch Speichelenzyme und Sauren zu einer
Hydrolyse des Monofluorphosphates, was die Reaktion freier Fluoridionen mit
Schmelz bewirkt [Hellwig et al. 2003]. Fluorid kann aufgrund seiner hohen
Elektronegativitat Protonen aus der demineralisierten Zahnhartsubstanz binden und
somit die Wiedereinlagerung von Kalzium ermoglichen. Ein Fluoridgehalt von 2 ppm
in Speichelersatzmitteln wird als optimal eingeschatzt [Shannon und Edmonds 1978].
Es wurde zudem beobachtet, dass sich wahrend der Remineralisation das stabile
Hydroxylapatit (HAP) im Vergleich zum Oktakalziumphosphat (OKP) und
Dikalziumphosphatdihydrat (DKPD) erheblich langsamer bildet [Brown et al. 1962;
Johnsson und Nancollas 1992]. Die Formation der Kristallite und die Sattigung der
Kalzium- und Phosphat-Salze sind dabei unter anderem sehr stark abhangig vom
pH-Wert. Bei einem sauren pH-Wert sinkt die Sattigung der lonensalze [Larsen und
Jensen 1986] und es bilden sich zunachst DKPD und OKP, welche bei einem pH-
Wert unter 4 stabiler sind als HAP. Erst ab einem pH-Wert Uber 4 gewinnt das
Hydroxylapatit an Stabilitat [Johnsson und Nancollas 1992]. Es wird jedoch vermutet,
dass die Polymere der Basisstoffe Leinsamen und Muzin mit den Kalzium- und
Phosphationen reagieren und Komplexe mit ihnen bilden [Vissink et al. 1985],
wodurch das Remineralisationspotenzial der Speichelersatzmittel geschwacht wird
[Gelhard et al. 1983]. Daher scheint eine Ubersattigte Losung hinsichtlich OKP als
Speichelersatzlosung optimal geeignet zu sein. Untersuchungen mit hoch viskdsen
CMC-Loésungen (20 g/l) und einer OKP-Sattigung von 3 fuhrten zu einer
Remineralisation von bovinem Schmelz [Meyer-Lueckel et al. 2007]. Bei Losungen
auf Leinsamen- und Muzinbasis konnte dieser Effekt ebenfalls an Schmelzproben
[Meyer-Lueckel et al. 2006; Meyer-Lueckel et al. 2006] beobachtet werden. Es blieb
bei den Untersuchungen jedoch ungeklart, ob niedrig viskdsere CMC-LOsungen
(10 g/l) einen identischen Effekt auf die Schmelzproben austuben und ob dariber
hinaus hohere OKP-Sattigungen zu einer noch starkeren Remineralisation fUhren
konnen. Bei bovinen Dentinproben fuhrten die niedrig viskdseren CMC-LOosungen mit

einer OKP-Sattigung von 2 zu einer Remineralisation. LOsungen mit einer hoheren
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Sattigung von Sokp 4 und Sokp 8 zeigten hingegen neutrale Effekte nach einer
Lagerung von zehn Wochen [Tschoppe et al. 2008].

Neben der chemischen Zusammensetzung der Speichelersatzmittel konnen die
physikalischen Parameter der Losungen die Mineralisation ebenfalls beeinflussen
[Lyklema 2000]. So wird vermutet, dass eine hohere Viskositat der
Speichelersatzldsungen durch langere Austauschvorgange an der
Schmelzoberflache zu einer starkeren Demineralisation fuhrt [Vissink et al. 1985;
Amaechi und Higham 2001].
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3 Ziel der Arbeit

Zur symptomatischen Behandlung einer ausgepragten Xerostomie werden haufig
Speichelersatzmittel verabreicht, welche meist das subjektive Wohlbefinden des
Patienten verbessern. Aus zahnmedizinischer Sicht ist die Wirkung dieser
Speichelersatzmittel auf die Zahnhartsubstanzen von grol3er Bedeutung. Einige
kommerziell erhaltlichen Mittel fhren zu einer fortschreitenden Demineralisation der
Zahnhartsubstanzen. Infolgedessen ware es wunschenswert, wenn kunftige
Speichelersatzmittel eine Remineralisation der Zahnhartsubstanz fordern, gute
viskoelastische Eigenschaften besitzen und die Symptome der Mundtrockenheit lang
andauernd lindern warden.

Das Ziel dieser In-vitro-Studie war es daher, dass Remineralisationspotenzial
verschiedener Basislosungen (CMC, Muzin und Leinsamen), die sich hinsichtlich
ihrer Sattigungen bezlglich Oktakalziumphosphat (Soxp) und
Dikalziumphosphatdihydrat (Spkep) unterschieden, auf demineralisierten, bovinen
Schmelz in vitro zu untersuchen. Parallel dazu wurden zum Vergleich die
handelsiiblichen Speichelersatzmittel Glandosane® (auf Basis von CMC), Salinum®
(auf Basis von Leinsamen) und Saliva Orthana® (auf Basis von Muzin) getestet.
Dartber hinaus wurden die Kalzium- und Fluoridkonzentrationen der einzelnen
Losungen gemessen. AulRerdem wurden im Rahmen der vorliegenden Studie sowonhl
die experimentellen als auch die kommerziellen Speichelersatzmittel bezuglich ihrer
physikalischen Parameter wie Viskositat, Oberflachenspannung und Kontaktwinkel
untersucht.

Die Studienhypothese besagte, dass verschiedene Speichelersatzmittel (CMC,
Leinsamen, Muzin), die sich hinsichtlich ihres Sattigungsgrades bezuglich OKP und
DKPD unterscheiden signifikant hinsichtlich ihrer remineralisierenden Eigenschaften

auf bovinen Schmelz differieren.
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4 Material und Methoden

41 Herstellung der Schmelzproben

Fur die Untersuchung wurden aus 85 frisch extrahierten Rinderfrontzdhnen, welche
nach schonungsvoller Sauberung bis zur weiteren Verarbeitung in 0,9 % iger
Kochsalzlésung (NaCl-Losung 0,9 %; Delta Select, Pfullingen, Deutschland) gelagert
wurden, insgesamt 340 Schmelzproben hergestellt. Hierzu wurden aus den
Labialflachen vier Proben je Zahn in einer Grofde von 3x4x2 mm?® manuell mittels
einer diamantierten Trennscheibe (Trennscheibe Hyperflex; Komet, Lemgo,
Deutschland) unter Wasserkuhlung herausprapariert. Zur weiteren Verarbeitung
wurden jeweils sechs Schmelzproben mit Hilfe einer Silikonform in Kunstharz
eingebettet (Technovit 4071; Heraeus Kulzer, Werheim, Deutschland) und deren
Oberflachen mit einer Poliermaschine (Poliermaschine Phoenix Alpha; Buehler,
Dusseldorf, Deutschland) und Schleifpapier (Kérnung 1200, 2500, 4000; Exakt,
Norderstedt, Deutschland) mit ansteigender Kornung bei einer Umdrehungszahl von
300 U/min plan poliert und zur etablierten Oberflache parallelisiert. Um eine spatere
Kontrolle der gesunden Schmelzoberflache zu gewahrleisten, wurde an der linken
Seite jeder Probe ein 2 mm? groRer Bereich mit saureresistentem Nagellack (L'Oréal,
Karlsruhe, Deutschland) abgedeckt (Kontrolle Gesund). Bis zur weiteren
Verarbeitung wurden die hergestellten Schmelzproben in 0,9 % iger Kochsalzlésung
(Delta Select) bei 37 °C (CRT Brutschrank Incubat; Melag, Berlin, Deutschland)
gelagert.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Probenherstellung und deren weitere Verarbeitung

4.2 Demineralisation der Proben

Um eine kunstliche kariose Lasion zu erzeugen (Tiefe ca. 100 um) wurden die
Schmelzproben zwei Wochen in einer demineralisierenden Losung (Tab. VI) bei
37 °C im Warmeschrank (Melag) bei einem pH-Wert von 4,95 gelagert. Damit ein
konstanter pH-Wert zwischen 4,98 und 4,92 erreicht werden konnte, wurde dieser
taglich mit einem pH-Meter (pH-Meter GMH 3510; Greisinger, Regenstauf,
Deutschland) kontrolliert und im Falle einer Abweichung die Losung durch Zugabe
von Salzsaure (10 %; Merck, Darmstadt, Deutschland) bei Erhdéhung und
Kalziumhydroxid (1 M; Merck) bei Erniedrigung korrigiert. Zur Kalibrierung des pH-
Meters wurden spezielle Pufferlosungen (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) mit

einem pH-Wert von 4,0 und 7,0 bei einer Genauigkeit von 0,01 verwendet.
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Tab. VI: Zusammensetzung der Demineralisationslosung [Buskes et al. 1985]

Inhaltsstoff Menge Konzentration
Kalziumdichlorid-2-hydrat (CaCl, x 2H,0) 2205 mg 3 mM
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) 2040 mg 3 mM
Milchsaure (C,HsCOOH) (90 %) 25 ml 50 mM
Kalilauge (KOH) ad pH 5,0 29 ml 10M
Methylendiphosphorsaure (MHDP) 5,4 mg 6 uM

Thymol (C4oH140) in Spuren

Aqua dest. (H;0) ad 5000 ml

Die Demineralisationstiefe wurde nach zwei Wochen an sechs Proben anhand von
Dunnschliffen mit Hilfe der transversalen Mikroradiografie (TMR) kontrolliert.
Zur Kontrolle der Demineralisation wurde erneut ein 2 mm? grof3er Bereich mit

Nagellack abgedeckt (Kontrolle Demin).

4.3 Herstellung der Losungen

Die Basis der hergestellten Speichelersatzmittel beruhte auf Leinsamen,
Carboxymethylcellulose (CMC) und Magensaftmuzin vom Schwein. Fir die
CMC-Grundlésung wurde jeweils 10 g CMC (Signum, Steinheim, Deutschland) und
fur die Muzingrundlosung 30 g Muzin (Signum) in einem Liter destilliertem Wasser
mit einem Homogenisator (Ultra-Turrax T25; Janke & Kunkel, IKA® Labortechnik,

Staufen, Deutschland) zu einer einheitlichen Losung vermengt.

Um die Leinsamenbasislosung herzustellen, wurden 58 g ganze Leinsamen (Vitalia,
Sauerlach, Deutschland) in einem feuerfesten Glasbehalter zusammen mit einem
Liter destilliertem Wasser Uber einer Gasflamme erhitzt und unter standigem Ruhren
eine Stunde gekocht. Die erhaltene Leinsamenlosung wurde anschlieRend mit Hilfe
einer Wasserstrahlpumpe (Brand GmbH, Wertheim, Deutschland) von Schalenresten
gereinigt.
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Tab. VII: Zusammensetzung der experimentellen Speichelersatzmittel

Gruppe Sokp CaCl, x 2 H,0 KH,PO,

[mM] [mM]
Salinum®- S 2,7
L1f 1 0,8 1,25
LO 0 0 0
LO,5 0,5 0,34 0,54
L1 1 58 g/l Leinsamen 0,8 1,25
L2 2 1,8 2,9
L4 4 4.5 7,2
L8 8 12 19,5
Glandosane® - G 0,3
Co 0 0 0
C0,5 0,5 0,34 0,54
C1 1 0,8 1,25
o2 5 10 g/l CMC 18 29
C4 4 4.5 7,2
C8 8 12 19,5
Saliva Orthana® SO

MO 0 0 0
MO0,5 0,5 0,34 0,54
m; ; 30 g/l Muzin (1): 12’,295
M4 4 4.5 7,2
M8 8 12 19,5
KO 0 0 0
K1 1 Aqua dest. 0.8 125

4.3.1 Gruppeneinteilung

Die Grundlosungen CMC, Leinsamen und Muzin wurden jeweils mit identischen
Zusatzen versehen, so dass fur jede Grundlosung jeweils eine Gruppe mit einer
Oktakalziumphosphatsattigung (Soke) von 0; 0,5; 1; 2; 4 und 8 eingeteilt wurde (Tab.
VIl). Fur die Leinsamenlosung wurde zusatzlich eine filtrierte Gruppe mit einer Sokp
von 1 angesetzt.

Die experimentellen Gruppen enthielten weiterhin 20 g/l Sorbit, 4,2 ml NaF, 1,218 g/l
KCI, 0,856 g/l NaCl, 0,052 g/ MgCl,, 1 g/l Methyl-4-hydroxybenzoat und 0,2 g/l
Propyl-4-hydroxybenzoat (alle Chemikalien von Merck).

Alle Zusatze wurden mit einer Waage (Analysewaage Typ AG204; Mettler Toledo,
Gielten, Deutschland) abgewogen und anschlieRend der jeweiligen Gruppe
beigemengt und homogenisiert (Janke & Kunkel). Als Kontrollgruppen dienten zwei
Losungen auf der Basis von destilliertem Wasser (Sokp 0 und 1). Die kommerziell
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erhaltlichen Produkte Salinum® (Leinsamenbasis), Glandosane® (CMC-Basis) und

Saliva Orthana® (Muzinbasis) wurden ebenfalls untersucht.

4.3.2 Berechnung des Sattigungsgrades

Mit dem Computerprogramm ION-PRODUCT kann der Sattigungsgrad (DS) von
wassrigen Losungen bestimmt werden, wenn die Konzentration von Kalzium,
Phosphat und allen anderen lonen sowie der pH-Wert bekannt sind [Shellis 1988].
Hierbei berechnet das Programm das lonenaktivitatsprodukt (IAP) und deren
Loslichkeitsprodukt (Ks) und stellt somit den Grad der Sattigung dar (DS = IAP/Ks).
Fir die Studie wurde ein Kalzium-Phosphat-Verhaltnis von 1:1,6 gewahlt.

4.3.3 Messung von Kalzium und Fluorid

Die Kalziumbindungskapazitat und die Konzentrationen des freien Kalziums der
verschiedenen experimentellen Speichelersatzlosungen wurden mittels einer
Kalziumelektrode (Ca-ISE, Nr. 6.0508.110; Metrohm, Filderstadt, Deutschland) und
der entsprechenden Software (Tiamo 1.1; Metrohm) mit Hilfe automatischer Titration
(Metrohm) bestimmt [Gebauer et al. 2008]. Die Messungen erfolgten alle bei einem
pH-Wert von 6,5. Hierbei wurde der pH-Wert durch Zugabe von 0,01 M NaOH
(Merck) und 0,01 M HCI (Merck) konstant gehalten.

FUr die Messung der Kalziumbindungskapazitat wurden die Originalldsungen in
einem Verhaltnis von 1:333 verdunnt. Wahrend der Aufzeichnung der Elektrode
wurde eine 0,025 M Kalziumchloridlosung (= 99.5 %; Sigma-Aldrich, Mudnchen,
Deutschland) mit einer Dosierung von 0,01 ml/min zu 25 ml der jeweiligen
Probenlésung beigefugt. Die parallele Verschiebung des gebildeten freien Kalziums
entlang der X-Achse beschrieb hierbei die Kalziumbindung. Der weiterfuhrende
Abschnitt des linearen Graphes auf der X-Achse gab Ruckschlisse auf die Menge
der haftenden Kalziumionen. Die Kalziumelektrode wurde vor jeder einzelnen
Messung kalibriert indem die verdunnte Kalziumchloridlésung unter identischen
Bedingungen zu 25 ml destilliertem Wasser hinzugefugt wurde. Die Konzentrationen
des freien Kalziums der unfiltrierten LOosungen konnten anhand der
Kalibrierungskurve berechnet werden.

Fir die einzelnen Messungen des freien Kalziums der ultrafiltrierten Originalldsungen

(Verdinnung 1:10) wurde die beschriebene Methode angewandt.
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Die Kalzium- und Phosphatkonzentrationen der Losungen C1, C2, C4 und C8
wurden mit Hilfe eines optischen Emissionsspektroskopes (ICP OES Optima 2100
DV; Elmer Perkin Fremont, USA) ermittelt. FUr die einzelnen Messungen wurden
2,5 ml der jeweiligen ultrafiltrierten Probenlosung (Filtration durch eine Membran mit
5000D) durch 3 ml Salpetersaure (65 %, Merck) angesauert und in 50 ml
unionisiertem Wasser verdinnt. Fur jede Losung wurden insgesamt 2 x 3
Messungen durchgefuhrt.

Die Fluoridkonzentrationen der Losungen wurden mit einer speziellen lonenelektrode
(Typ 96-09 BNC Orion Auto chemistry System 960, Fisher Scientific, Ulm,
Deutschland) gemessen. Zur Kontrolle der lonenstarke wurde TISAB Il (1:1; Fisher
Scientific) verwendet, welches mit 0,1 M Fluoridlésung (Fisher Scientific)
standardisiert wurde. Es erfolgten jeweils drei Messungen pro Probelosung.

Die Berechnung des Sattigungsgrades (DS) der kalziumhaltigen Bestandteile wurde
unter Berucksichtigung der gewonnenen Messungen wiederholt (Tab. XIV).

Fur die Untersuchung des Prazipitates der Losung C8 (Soke 8) wurde die Probe
zunachst auf eine Masse von 37000 g zentrifugiert und im Anschlufd durch eine
spezielle rontgenologische Streustrahlentechnik (WAXS) mit Hilfe eines
Diffraktometers (PDS 120; Nonius, Solingen, Deutschland) durchleuchtet.

Die Messung der lonen erfolgte nur bei den Losungen auf CMC- und Wasserbasis,
da die Muzin- und Leinsamenldsungen bezuglich des pH-Wertes instabil waren.

4.4 Durchfiihren des Versuches

Die vorbereiteten Schmelzproben wurden auf 24 Gruppen a 14 Proben aufgeteilt
(Tab. VII). Die Proben lagerten in den unterschiedlichen Losungen insgesamt zehn
Wochen bei 37 °C (Melag), wobei das Losungsbad alle 48 Stunden erneuert wurde.
Zuvor wurde der pH-Wert jeder einzelnen Losung auf 6,5 kontrolliert und bei
Abweichung korrigiert (Zugabe von Salzsdure (Merck) bei Erhohung,
Kalziumhydroxid (Merck) bei Erniedrigung). Nach den ersten funf Wochen wurden
alle Proben aus den einzelnen Losungen herausgenommen und mit physiologischer
Kochsalzldsung vorsichtig abgespult. Es wurde wiederholt ein 2 mm? grol3er Bereich
mit Nagellack als letzter Vergleich abgedeckt (Effekt 5 Wochen). Aufgrund von
Instabilitat fiel der pH-Wert der Speichelersatzmittel auf Leinsamenbasis nach sieben
Wochen rapide ab, so dass die entsprechenden Gruppen (1 bis 8) vorzeitig aus den

Suspensionen genommen und die Proben in physiologischer Kochsalzlésung
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aufbewahrt wurden. Die Auswertung der Gruppen auf Leinsamenbasis erfolgte
deshalb nur nach funf Wochen. Ebenfalls unerwartet mussten die Proben aus den
Losungen auf Muzinbasis entfernt werden, da die Grundlésung nach zwei Wochen
aufgrund von Garung nicht mehr verwertbar war. Infolgedessen wurden die zu
untersuchenden Gruppen auf Muzinbasis (17 bis 22) inklusive Vergleichsprodukt
(Saliva Orthana®) komplett aus dem Versuch genommen. Nach zehn Wochen
wurden die restlichen Schmelzproben gemall ihrer Gruppen ebenfalls in
Kochsalzl6sung gelagert.

4.5 Oberflachenspannung

Oberflachenspannung entsteht zwischen einer Flussigkeit und einem Gas wie etwa
der Luft. Um diese Oberflache zu verformen, muss Energie aufgewendet werden. Die
zur Verformung einer gegebenen Flache zu verrichtende Arbeit wird als
Oberflachenspannung bezeichnet.

Mit einem Tensiometer (Prozessor Tensiometer K12/T; Kriss, Hamburg,
Deutschland) wurde die Oberflachenspannung mit Hilfe eines an einer
Prazisionswaage hangenden, optimal benetzbaren Messkorpers ermittelt. Der
Messkorper wurde mit der zu vermessenden Flussigkeit mit Hilfe eines
hohenregulierbaren Probentragers in Kontakt gebracht (Abb. 2). Als Messkorper
diente ein horizontal aufgehangter Platinring (Ring RI12; Kruss, Hamburg,
Deutschland) mit bekannter Geometrie. Die zu untersuchenden LOsungen wurden
vor der Messung mit Hilfe eines Wasserbades auf 37 °C temperiert. Dann wurde der
Platinring in das zu messende Speichelersatzmittel eingetaucht und anschliel3end
wieder herausgezogen, so dass unter dem Ring eine Flussigkeitslamelle entstand.
Dieser Vorgang wurde 20 Mal wiederholt. Gemessen wurde das Kraftmaximum, das
erforderlich war, um den Ring durch die Grenzflache zu ziehen. Durch Kenntnis des
Ringumfanges konnte aus der gemessenen Kraft die Spannung der Oberflache
berechnet werden. Da neben der Kraft, die durch die Oberflachenspannung wirkte,
auch das Gewicht der unter dem Ring hangenden Flussigkeit mit einherging,
mussten die Messwerte nachtraglich korrigiert werden. Dazu wurde der

Korrekturfaktor nach Harkins und Jordan verwendet [Harkins und Jordan 1939].
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Oberflachenspannung

4.6 Kontaktwinkelbestimmung

Als Kontaktwinkel wird der Winkel bezeichnet, den ein Flussigkeitstropfen auf der
Oberflache eines Feststoffs zu seiner Oberflache bildet (Abb. 3). Als Feststoff diente
eine polierte Schmelzprobe. Die Grofde des Kontaktwinkels zwischen der Losung und
der Schmelzoberflache hangt von der Wechselwirkung zwischen den Stoffen an der
Beruhrungsflache ab. Je geringer diese Wechselwirkung ist, desto grofRer wird der
Kontaktwinkel. Zur Messung wurde das jeweilige Speichelersatzmittel in eine Spritze
mit Kanule gegeben. Die Spritze wurde anschlielend in die automatische
Dosiereinrichtung des Kontaktwinkelmessgerates (Kontaktwinkelmessgerat G 10;
Kruss, Hamburg, Deutschland) gespannt. Damit lie® sich der Kolben der Spritze fein
dosiert bewegen und es wurde ein Tropfen von 2-3pul GroRe auf die
Schmelzoberflache abgegeben und mit einer speziellen Videokamera mit
Zoomobjektiv (DCC Kamera; Kruss), die an das Kontaktwinkelmessgerat (Kruss)
montiert war, erfasst. Die Messung erfolgte jeweils nach zehn Sekunden. Bei kleinen
Tropfen (bis ca. 2 mm Durchmesser) konnte eine kugelformige Gestalt des Tropfens
angenommen werden, aus welcher sich dann der Kontaktwinkel berechnen liel3.
Diese erfolgte mit dem Tropfenkonturanalyse-System (Tropfenkonturanalyse-System
DSA 10; Kruss) mit der gleichnamigen Computersoftware. Fur jede Gruppe wurden
funf Wiederholungen vorgenommen. Dabei wurde nach jeder Untersuchung eine
neue, saubere Probenoberflache gewahlt. Aus den funf Messungen pro Gruppe lief3
sich anschlie3end der Mittelwert fur das jeweilige Speichelersatzmittel berechnen.
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Kontaktwinkels

4.7 Viskositatsbestimmung

Viskositat ist ein Mall fur die Zahigkeit eines Fluids. Die Viskositat der
Speichelersatzmittel wurde mit Hilfe eines Mikrokapillarviskosimeters nach
Ubbelohde (Schott, Mainz, Deutschland, Abb. 4) gemessen. Untersucht wird der
Fluss der zu messenden Flussigkeit durch eine Kapillare bei konstanter laminarer
Stromung. Die Schwerkraft ist beim Ubbelohde-Viskosimeter die treibende Kraft. Vor
den Messungen wurden die Speichelersatzmittel auf Leinsamenbasis bei
3000 U/min. far 20 Minuten zentrifugiert (Ultrazentrifuge L 70; Beckmann Coulter,
Krefeld, Deutschland) um die Losungen von verbliebenen Schalenresten zu trennen.
AnschlieRend wurden die einzelnen Speichelersatzmittel mittels eines Wasserbades
erwarmt, so dass die Messungen alle bei 37 °C durchgefuhrt werden konnten.
Wahrend einer Messung wurde die zu untersuchende Losung durch einen erzeugten
Unterdruck angesaugt, so dass sich das Niveaugefald, die Kapillare und das
Messgefald bis zur oberen Ringmessmarke R1 fullten. Sobald die Flussigkeit die
obere Markierung erreicht hatte, wurde die Saugkraft abgeschaltet. Die Losung
gelangte unter Einfluss der Gravitation in das untere Behaltnis zurick. Gemessen
wurde die Zeit, die die Flussigkeit bendtigte, um von der oberen Ringmessmarke R1
zur unteren Ringmessmarke R2 abzusinken. Die Messung wurde fur jedes
Speichelersatzmittel dreimal in Folge durchgefuhrt und aus den ermittelten Zeiten der
Mittelwert gebildet. Die kinematische Viskositat konnte anschlieBend ermittelt
werden, indem man die Zeit in Sekunden mit der Konstante der Kapillare

multiplizierte.
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Abb. 4: Schematischer Aufbau einer Mikrokapillare [Schott 2008]

4.8 Vorbereitung der Proben fir die Mikroradiografie

Die Proben wurden nach Abschluss der In-vitro-Exposition senkrecht zu ihrer
Oberflache durchtrennt (Bandsage Exakt 300cl; Exakt Apparatebau, Norderstedt,
Deutschland). AnschlieBend wurden die entstandenen Schnittflachen mit
Schleifpapier aufsteigender Kornung poliert (2500, 4000; Exakt) und mittels
Sekundenkleber (Omnident, Rodgau, Deutschland) auf Objekttrager aus Plexiglas
(Diaplus, Oststeinbeck, Deutschland) angebracht. Von den befestigten
Probenblocken wurden daraufhin mit einer 200 um dicken, diamantierten Bandsage
(Bandsage Exakt 300cl; Exakt Apparatebau) unter stetiger Wasserkuhlung Schnitte
von 350 uym Dicke hergestellt. Dabei betrug die Schnittgeschwindigkeit der Sage
200 m/min und die Vorschubkraft des Probentisches 50 g. Fur die weitere
Verarbeitung mussten die Probenoberflache parallelisiert und geglattet werden.
Hierzu wurden sie mit gewassertem Schleifpapier aufsteigender Kérnung und einer
Mikroschleifapparatur (1200, 2500, 4000 Exakt Mikroschleifsystem; Exakt
Apparatebau) bearbeitet. Die erhaltene Schliffdicke der Proben betrug 100 pm,
welche mit einem digitalen Mikrometer (Digimatic Bugelmessschraube; Mitutoyo,
Kawasaki, Japan) bei einer Genauigkeit von 1 ym Uberpruft wurde. Die vorbereiteten
Dunnschliffe wurden anschlielend mit einem Skalpell aus den Kunstharzresten
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herausprapariert und auf Probenhalter speziell fur die Transversale Mikroradiografie
(TMR) (TMR-Probenhalter; Plano, Wetzlar, Deutschland) mit Hilfe von Leukofix
(Beiersdorf, Hamburg, Deutschland) befestigt.

4.9 Die Transversale Mikroradiografie (TMR)

Die transversale Mikroradiografie dient der Quantifizierung des Mineralverlustes von
Zahnhartsubstanzen (ausgedruckt in Vol.% x um) sowie der Lasionstiefe (in um).

Die unterschiedlichen Bereiche der Schmelzproben dienten dabei als Ausgangspunkt
der Auswertung. Der abgedeckte gesunde Bereich diente als Kontrollbereich. Dieser
stellte den Mineralgehalt einer intakten, unbehandelten Probenoberflache dar und
war die Grundlage fur die Berechnung des Mineralverlustes und der Lasionstiefe. Die
weiteren Bereiche der Probe beschrieben zum einen die standardisiert
demineralisierte Oberflache (Kontrolle Demin) und zum anderen die den Losungen
ausgesetzten Bereiche nach funf Wochen und nach zehn Wochen (Effekt 5
Wochen/10 Wochen).

FUr die mikroradiografische Untersuchung wurden Aufnahmen mit einem speziellen
Kameragehause angefertigt, welches mit der ,Objektivseite” am Rontgentubus des
Rontgengenerators (Rontgenstrahlgenerator PW 1730/10; Phillips, Eindhoven,
Niederlande) befestigt war. Auf Filmhohe war im Kameragehause eine
Aluminiumeichtreppe (step wedge) montiert, die fur die spatere Auswertung der
mikroradiografischen Filme am Computer zur Kalibrierung diente. Dabei hat der step
wedge den gleichen Strahlenabschwachungskoeffizienten wie das Hydroxylapatit, so
dass jedem Grauwert im Mikroradiogramm ein definierter Mineralgehalt zugeordnet
werden kann. Daneben befand sich rechts ein Aluminiumschlitten zur Aufnahme der
TMR-Probenhalter (Plano). Der Aluminiumschlitten gewahrleistete die exakte
Positionierung der Schmelzproben zu der Aluminiumeichtreppe wahrend der
mikroradiografischen Aufnahmen. Zum Wechseln der Proben wurde der
Aluminiumschlitten bei geschlossenem Kameragehdause mit eingelegtem Film
entnommen und die Probe anschlielend erneuert. Durch Rontgenstrahlung wurden
der TMR-Probenhalter und die Probe zusammen mit der Aluminiumeichtreppe auf
einen speziellen hochempfindlichen, hochauflosenden holografischen Film (high
speed holographic film SO 253; Kodak, Stuttgart, Deutschland) projiziert, welcher
manuell von einer lichtundurchlassigen Kassette auf eine handelsubliche Filmrolle
aufgespult wurde. Die Rontgenstrahlen wurden gleichzeitig in einer vertikal
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montierten Rontgenrohre (PW 1730/10; Phillips) von einer Kupferanode mit
Nickelfilterung emittiert.

4.9.1 Herstellen der Mikroradiogramme

Die vorbereiteten Probenhalter mit den Schmelzproben wurden mittels Druckluft
behutsam von Kochsalzlosung gereinigt, getrocknet und in den speziellen Halter der
Aluminiumeichtreppe eingefuhrt und an der Rontgenrohre des
Rontgenstrahlgenerators angebracht. Dabei war die Probenoberflache parallel zum
Film ausgerichtet. In Vorversuchen waren die Einstellungsparameter bestimmt
worden, so dass die Belichtung der mikroradiografischen Filme bei einer
Rohrenspannung von 20kV, einem Rohrenstrom von 40mA und einer
Belichtungszeit von 15 Sekunden erfolgte. Um einem Austrocknen entgegen zu
wirken, wurden die Proben nach den Rontgenaufnahmen wieder in Kochsalzldsung
gelagert.

Die mikroradiografischen Aufnahmen wurden nach der Entwicklung einzeln mit
einem Mikroskop (Durchlichtmikroskop 60318; Zeiss, Oberkochen, Deutschland), an
dem eine Videokamera (CCD Videokamera Modul XC 77CE; Sony, Tokio, Japan)
befestigt war, ausgewertet. Der Mineralverlust (Vol.% x ym) wurde bestimmt, indem
die Differenz des Mineralgehaltes (Vol.%) zwischen gesundem und
demineralisiertem Schmelz Uber die gesamte Lasionstiefe (um) berechnet wurde.
Dabei definierte die Lasionstiefe den Abstand von der Schmelzoberflache (20 Vol.%)
bis zu dem Punkt in der Lasion, an dem der Mineralgehalt groRer als 95 Vol.% des
Mineralgehaltes von gesundem Schmelz ist. (Abb. 5). Fur gesunden bovinen
Zahnschmelz wurde im Programm ein Mineralgehalt von 88 % voreingestellt.

Zur Berechnung der Parameter diente das Computerprogramm Transversal
Microradiography (TMR fur Windows, Version 2.0.27.2; Inspektor Research System

BV, Amsterdam, Niederlande).
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Gesund Demineralsation

Effekt 5 Wochen  Effekt 10 Wochen

Abb. 5:Darstellung der einzelnen Probenabschnitte anhand von Mikroradiogrammen an

einer exemplarischen Schmelzprobe

4.9.2 Statistische Auswertung

Anhand der mikroradiografischen Untersuchung wurden die unterschiedlichen
Mineralverluste und Lasionstiefen des Schmelzes nach Demineralisation und nach
Lagerung in den einzelnen Speichelersatzmitteln fur funf (Effekt 5) und zehn (Effekt
10) Wochen berechnet. Die Mineralgehalte (AZgesund) und die Lasionstiefen (LTgesund)
der gesunden Schmelzbereiche wurden hierzu von dem jeweiligen Wert der
demineralisierten Oberflache (AZpemin, LTpemin) als auch von den Schmelzbereichen,
welche fur funf Wochen (AZgfeki 5, LTEsekt 5) bzw. zehn Wochen (AZgset 10, LTEffekt 10) N
den unterschiedlichen Speichelersatzlésungen lagerten, abgezogen. Anderungen der
Mineralverluste (AAZs = AZpemin - AZgfekt 5, AAZ 10 = Apemin - AZEset 10) UNd der
Lasionstiefen (ALTs = LTpemin - LTeffekt 5, ALT 10 = LTpemin - LTefrekt 10) des Schmelzes
wurden ermittelt und der Varianzanalyse unterzogen (ANOVA). Die Einzelvergleiche

zwischen den Gruppen erfolgte mit dem post-hoc Test nach Bonferroni. Der
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Vergleich zwischen den Mineralverlusten und Lasionstiefen nach Demineralisation
und denen nach Lagerung der Proben in den einzelnen Losungen erfolgte mit dem
gepaarten t-Test. Die Ergebnisse des t-Testes wurden der Bonferroni-Korrektur mit
dem Faktor 17 unterzogen. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem
SPSS Programm (SPSS Version 11.5, SPSS GmbH, Midnchen, Deutschland). Das
Signifikanzniveau wurde mit 5 % festgelegt.
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5 Ergebnisse
5.1 Quantitative Auswertung

5.1.1 Auswertung der Mineralverluste der Leinsamengruppen

Die in vitro demineralisierten Schmelzproben entwickelten gleichmalige Lasionen
unterhalb einer pseudointakten Oberflache. Hierbei unterschieden sich die Werte der
einzelnen Gruppen nicht signifikant voneinander (p = 0,357; ANOVA; n = 13). Eine
Schmelzprobe ist wahrend der weiteren Verarbeitung verlorengegangen. In der
Tabelle VIII sind die mittleren Mineralverluste sowie die dazugehorigen
Standardabweichungen der einzelnen Versuchsgruppen vor (AZpemin) uUnd nach
Lagerung der demineralisieten Schmelzproben in den verschiedenen
Leinsamenldsungen fur jeweils funf Wochen (AZgsekt 5) zusammengefasst. Das
Produkt Salinum® sowie die Lésungen mit den OKP-Sattigungen 0, 0,5, 1, 1 (filtriert);
2 und 4 fuhrten nach funf Wochen Lagerung zu einer signifikanten Zunahme des
Mineralverlustes (p < 0,05; gepaarter t-Test). Die Losung L8 mit einer OKP-Sattigung
von 8 und DKPD-Sattigung von 5,2 fuhrte nach funf Wochen zu keiner signifikanten
Anderung des Mineralverlustes (p > 0,05).

Tab. VIII:  Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (Stabw) der Mineralverluste

(Vol.% x um) nach Demineralisation und Lagerung in den Speichelersatzmitteln

auf Leinsamenbasis fiir funf Wochen

Gruppe Sattigung AZpemin AZ ekt 5
OKP DKPD MwW Stabw Mw Stabw p
Salinum® S 2188 433 3103 1156 | 0,016
L1f 1 0,5 2167 1042 6200 1764 | 0,007
LO 0 0 2063 540 7315 1530 | 0,007
L0,5 0,5 0,2 2223 1111 5702 1939 | 0,007
Leinsamen
L1 1 0,5 1994 733 4363 1155 | 0,007
L2 2 1,1 2648 1059 4851 1824 | 0,007
L4 4 2,4 2134 662 4899 1090 | 0,007
L8 8 5,2 1807 688 2446 1082 | 0,136

Signifikante Unterschiede zwischen den Mineralverlusten nach Demineralisation und denen
nach Lagerung in den Ldsungen sind grau gekennzeichnet (p < 0,05; gepaarter t-Test,

Bonferroni-Korrektur, Faktor 8)(n = 13).
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Abbildung 6 zeigt die Veranderung des Mineralverlustes (AAZ) in Vol.% x ym der
demineralisierten Schmelzproben nach funf Wochen Lagerung in den verschiedenen
Speichelersatzmittel auf Leinsamenbasis in Form von Mittelwerten und 95 %
Konfidenzintervallen. Das Produkt Salinum® filhrte zu einem vergleichbaren
Mineralverlust wie die Losung L8 mit der hochsten OKP-Sattigung (p > 0,05). Es
konnte kein signifikanter Unterschied in der Wirkung der Lésungen LO,5, L1, L2 und
L4 (Soke 0,5, 1, 2 bzw. 4) beobachtet werden (p>0,05). Die filtrierte
Leinsamenlosung L1f (Sokp 1) fuhrte im Vergleich zu der unfiltrierten Losung L1
(Sokp 1) zu einem signifikant hoheren Mineralverlust (p < 0,05). Die Lagerung der
Proben in der Losung LO ohne Zusatze von Kalzium und Phosphat fihrte zu dem
hochsten Mineralverlust.
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Abb. 6: Mineralverluste  (Vol.% x ym) nach  Lagerung der demineralisierten

Schmelzproben (n = 13) in den verschiedenen Lésungen (Mittelwerte und 95 %
Konfidenzintervalle). Gruppen mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander (p > 0,05; ANOVA, Bonferroni post hoc Test).
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5.1.2 Auswertung der Lasionstiefe der Leinsamengruppen

Tabelle IX zeigt die mittleren Lasionstiefen der demineralisierten Schmelzproben
sowie die den verschiedenen Speichelersatzmitteln fur funf Wochen ausgesetzten
Bereiche (LTesext 5). Die Mittelwerte der Lasionstiefen der einzelnen Gruppen wiesen
nach der Demineralisation keine signifikanten Unterschiede (p > 0,139; ANOVA; n =
13) auf. Die Lésungen 2 bis 7 sowie das Produkt Salinum® fiihrten nach fiinf Wochen
Lagerung zu einer signifikanten Zunahme der Lasionstiefe (p < 0,05; gepaarter t-
Test). In der Gruppe L8 mit einer OKP-Sattigung von 8 und DKPD-Sattigung von 5,2
wurde nach funfwdchiger Lagerung in dem Speichelersatzmittel keine signifikante
Anderung der Lasionstiefe (p > 0,05) beobachtet.

Tab. IX:  Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (Stabw) der L&sionstiefen (um)
nach Demineralisation und flinfwdchiger Lagerung in den Speichelersatzmitteln

auf Leinsamenbasis

Gruppe Sattlgung LT pemin LTettekt 5

OKP DKPD MW  Stabw Mw Stabw P

Salinum® S 2,7 110 20 127 29 0,032
L1f 1 0,5 126 28 295 56 0,007
LO 0 0 129 23 301 48 0,007
L0,5 0,5 0,2 99 35 259 81 0,007

Leinsamen
L1 1 0,5 106 27 205 43 0,007
L2 2 1,1 125 43 230 63 0,007
L4 4 24 126 34 205 48 0,007
L8 8 5,2 99 39 17 48 0,368

Die signifikanten Unterschiede zwischen der Demineralisation und den Mineralverlusten
nach Lagerung in den Ldsungen sind grau hinterlegt (p < 0,05; gepaarter t-Test, Bonferroni-
Korrektur, Faktor 8) (n = 13).

Die Anderung der Lasionstiefe (ALT in um) der demineralisierten Schmelzproben
nach funf Wochen Lagerung in den verschiedenen Speichelersatzmittel ist in
Abbildung 7 in Form von Mittelwerten und 95 % Konfidenzintervallen dargestellt. Das
Produkt Salinum® und die Lésung L8 mit der héchsten OKP-Sattigung und DKPD-

Sattigung (Soke 8, Spkep 5,2) zeigten in ihrer Wirkung keinen signifikanten
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Unterschied (p > 0,05). Weiterhin ist keine signifikante Differenz von ALT zwischen
den Losungen L1f, LO, LO,5 (Sokp filtriert 1, 0, 0,5) sowie L1, L2, L4 (Sokp 1, 2, 4) zu
beobachten (p > 0,05).
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Abb. 7: Lasionstiefen (um) nach Lagerung der demineralisierten Schmelzproben (n = 13)

in den verschiedenen Leinsamenlésungen (Mittelwerte und 95%
Konfidenzintervalle). Gruppen mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht

signifikant voneinander (p > 0,05; ANOVA, Bonferroni post hoc Test).

5.1.3 Auswertung der Mineralverluste der CMC- und Kontrollgruppen

Alle in vitro demineralisierten Schmelzproben entwickelten oberflachliche Lasionen,
wobei die Mittelwerte der einzelnen Gruppen keine signifikanten Unterschiede (p =
0,800; ANOVA; n = 9-14) zeigten. Bei Praparation sind 17 Schmelzproben
verlorengegangen. In Tabelle X sind die Mittelwerte der Mineralverluste sowie die
dazugehdrigen Standardabweichungen der einzelnen Versuchsgruppen vor (AZpemin)
und nach Lagerung der demineralisierten Schmelzproben in den verschiedenen

Losungen fur funf Wochen (AZegei 5) und zehn Wochen (AZgfekt  10)
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zusammengefasst. Die Lagerung der Schmelzproben fur funf bzw. zehn Wochen in
dem Speichelersatzmittel Glandosane® bewirkte eine signifikante Zunahme des
Mineralverlustes im Vergleich zur Demineralisation (p < 0,05, t-Test). Die Losungen
ohne Zusatze von Kalzium und Phosphat (CO und KO; Sokp 0) verursachten eine
signifikante Zunahme des Mineralverlustes sowohl nach funf als auch nach zehn
Wochen Lagerung (p < 0,05). In den CMC-Gruppen mit einer OKP-Sattigung von 0,5,
1, 4 und 8 sowie der positive Kontrollgruppe (K1, Soke 1) wurde keine signifikante
Anderung des Mineralverlustes sowohl nach funf als auch zehn Wochen (p > 0,05)
beobachtet.

Die CMC-Losung mit der OKP-Sattigung von 2 und DKPD-Sattigung von 1,1 (C2)
fuhrte zu einem signifikanten Mineralgewinn sowohl nach funf als auch zehn Wochen
(p <0,05).

Tab. X: Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (Stabw) der Mineralverluste
(Vol.% x um) nach Demineralisation und Lagerung in den Speichelersatzmitteln

auf CMC-Basis fur funf und zehn Wochen

Gruppe Sattigung AZpemin AZEgtext 5 AZEgtext 10

OKP DKPD MW Stabw MW Stabw p MW Stabw p

Glandosane® G 0,3 0,2 1673 930 (4244 1553 |0,008|6457 2328 |0,008
co 0 0 1605 1181 2400 1410 [0,009|3077 1265 |0,009
co,5 05 0,2 1884 948 (2593 1450 | 0,27 |3229 1428 (0,326
c1 1 0,5 |[1796 1010 [1868 871 1 11867 920 1
cMe C2 2 1,1 1714 622 (1396 552 |0,027| 913 453 |0,009
C4 4 2,4 2065 627 (2507 1053 |0,612]1720 691 1
Cs8 8 5,2 1765 918 |2334 1216 |0,099|2336 1065 |0,171
Ko 0 0 1474 580 (2283 891 |0,008|2737 1440 (0,027
Aqua dest.
K1 1 0,5 |1611 703 |1333 867 |0,882|1015 795 | 0,54

Signifikante Unterschiede zwischen den Mineralverlusten nach Demineralisation und denen
nach Lagerung in den Lésungen sind grau gekennzeichnet (p < 0,05; gepaarter t-Test,
Bonferroni-Korrektur, Faktor 9) (n = 9-14).

Abbildung 8 zeigt die Anderung des Mineralverlustes (AAZ) in Vol.% x ym der
demineralisierten Schmelzproben nach funf und zehn Wochen Lagerung in den
verschiedenen Speichelersatzmittel in Form von Mittelwerten und 95 %
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Konfidenzintervallen. Das Produkt Glandosane® filhrte zu einem signifikant héheren
Mineralverlust im Vergleich zu allen CMC-Gruppen nach funf und zehn Wochen
(p < 0,05; ANOVA, Bonferroni). Es konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich
des Mineralverlustes zwischen den Negativkontrollen (CO und KO) beobachtet
werden (p > 0,05). Die Lagerung der Proben in der Losung C2 (Soke 2, DKPD 1,1)
fuhrte zu einem signifikanten Mineralgewinn im Vergleich zu den beiden
Negativkontrollen (CO und KO) und der CMC-L6sung mit einer OKP-Sattigung von
0,5 (p <0,05), dagegen zu einem vergleichbaren Effekt wie die CMC-Lésungen mit
den OKP-Sattigungen 1, 4 und 8 und der positiven Kontrollgruppe (K1, Sokp 1;
p > 0,05).
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Abb. 8: Mineralverluste  (Vol.% x ym) nach  Lagerung der demineralisierten

Schmelzproben in den verschiedenen Lésungen (Mittelwerte und 95 %
Konfidenzintervalle). Gruppen innerhalb der jeweiligen Lagerungszeiten mit
gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p > 0,05;
ANOVA, Bonferroni post hoc Test).
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5.1.4 Auswertung der Lasionstiefen der CMC- und Kontrollgruppen

In Tabelle Xl sind die mittleren Lasionstiefen der demineralisierten Schmelzproben
sowie die den verschiedenen Speichelersatzmitteln fur funf Wochen (LTesext 5) und
zehn Wochen (LTesekt 10) ausgesetzten Bereiche zusammengefasst. Die Mittelwerte
der Lasionstiefen der einzelnen Gruppen zeigten nach Demineralisation keine
signifikanten Unterschiede (p > 0,139; ANOVA; n = 9-14). Das Produkt Glandosane®
fuhrte nach funf- und zehnwochiger Lagerung zu einer signifikanten Zunahme der
Lasionstiefe (p < 0,05; gepaarter t-Test). Die CMC-Negativkontrolle (CO) verursachte
keine signifikante Zunahme der Lasionstiefe (p > 0,05) nach funf Wochen, jedoch
einen Anstieg nach zehn Wochen Lagerung (p < 0,05). Die Negativkontrolle auf
Wasserbasis (KO) dagegen fuhrte zu einer signifikanten Erhdhung der Lasionstiefe
nach funf Wochen (p <0,05), zu keiner weiteren Zunahme nach zehn Wochen
(p > 0,05). Die Lasionstiefen der Schmelzproben verringerten sich signifikant nach
zehnwochiger Lagerung in der CMC-Losung mit einer OKP-Sattigung von 2 und
DKPD 1,1 (C2; p <0,05); dieser Effekt ist nach funf Wochen Lagerung nicht zu
beobachten (p > 0,05). Bei den CMC-Gruppen CO0,5, C1, C4 und C8 (Sokp 0,5; 1; 4
und 8) sowie der positiven Kontrollgruppe K1 (Soke 1) konnte keine signifikante
Erhdhung der Lasionstiefe nach funf und zehn Wochen (p > 0,05) beobachtet

werden.
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Tab. XI: Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (Stabw) der L&sionstiefen (um)
nach der Demineralisation und Lagerung in den Speichelersatzlésungen fir finf

und zehn Wochen

Gruppe Sattigung LTbemin L TEfrext 5 L Tesrext 10

OKP DKPD MW Stabw MW Stabw p MW Stabw p
Glandosane® G 0,3 0,2 82 35 |133 32 0,008 156 51 |0,008
co 0 0 78 34 |106 34 |0,081|146 52 |0,030

Co0,5 0,5 0,2 95 42 |116 63 |0,532|113 46 1

Cc1 1 0,5 109 41 96 33 1 93 40 1
CMC
C2 2 1,1 95 25 81 23 |0,171| 57 22 0,008
C4 4 2,4 113 27 123 35 1 95 24 1
C8 8 5,2 97 36 |107 40 |0,756|104 40 1
KO0 0 0 93 29 (108 32 |0,008|115 49 (0,073
Aqua dest.
K1 1 0,5 101 28 97 59 1 105 78 1

Signifikante Unterschiede zwischen den Mineralverlusten nach Demineralisation und denen
nach Lagerung in den Lésungen sind grau gekennzeichnet (p < 0,05; gepaarter t-Test,
Bonferroni-Korrektur, Faktor 9) (n = 9-14).

In Abbildung 9 ist die Veranderung der Lasionstiefen (ALT in pm) der
demineralisierten Schmelzproben nach funf und zehn Wochen Lagerung in den
verschiedenen Speichelersatzmittel in Form von Mittelwerten und 95 %
Konfidenzintervallen dargestellt.

Die Lagerung der Schmelzproben in Glandosane® fiihrte im Vergleich zu den
CMC-L6sungen mit den OKP-Sattigungen 1, 2, 4, 8 und der positiven Kontrollgruppe
(K1, Soke 1) zu einer signifikanten Erhdhung von ALT (p < 0,05; ANOVA, Bonferroni,
post hoc Test). Die Negativkontrollen (CO und KO) hatten keinen signifikanten
Unterschied in ihrer Wirkung voneinander (p > 0,05). Die Losung C2 (Soke 2, Spkep
1,1) fuhrte im Vergleich zu den beiden Negativkontrollen nach zehn Wochen
Lagerung zu einer signifikanten Verringerung von ALT (p < 0,05). Im Vergleich zu
den CMC-L6sungen mit einer OKP-Sattigung von 0,5, 1, 4 und 8 und der positiven
Kontrollldsung (Sokp 1; p > 0,05) fuhrte die Gruppe C2 zu einem analogen Effekt.
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Abb. 9: Lasionstiefen (um) nach Lagerung der demineralisierten Schmelzproben in den
verschiedenen Lésungen (Mittelwerte und 95 % Konfidenzintervalle). Gruppen innerhalb der
jeweiligen Lagerungszeiten mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant
voneinander (p > 0,05; ANOVA, Bonferroni post hoc Test).

Die Muzingruppen wurden, wie bereits in Material & Methode erwahnt, nicht
ausgewertet.

5.2 Ergebnisse der physikalischen Parameter

Tabelle Xl zeigt die ermittelten Werte der Viskositat, der Oberflachenspannung und
des Kontaktwinkels sowie die Gesamtmenge der wahrend des Versuches
zugegebenen Salzsaure bzw. Kalziumhydroxid pro Gruppe. Es wird ersichtlich, dass
das Produkt Salinum® die héchste Viskositdt besaR; inbesondere im Vergleich zu
den Produkten Glandosane® und Saliva Orthana® Die Viskositat sowie der
Kontaktwinkel der Leinsamenlosungen waren hoher als die der CMC-L6sungen. Die
Kontrollgruppen auf der Basis von Wasser hatten die geringste Viskositat. Die
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Speichelersatzmittel auf CMC-Basis wiesen eine hohere Oberflachenspannung als
die Losungen auf Leinsamenbasis auf. Der Kontaktwinkel und die
Oberflachenspannung verhielten sich nach Zugabe der Elektrolyte Kalzium und
Phosphat relativ bestandig. Die Viskositat erschien bei den CMC-LAsungen ebenfalls
konstant, dagegen tendierten die LeinsamenlOosungen nach Zugabe der Elektrolyte

zu einer niedrigeren Viskositat.

Tab. Xll:  Zugabe der Menge an Kalilauge (KOH) und Salzsdure (HCI) zu den einzelnen
Lésungen, sowie die physikalischen Parameter Viskositat, Oberflachenspannung
(OFS) und Kontaktwinkel (KW) mit Standardabweichung (Stabw)

KOH HCI mittlerer

Lésung KOH-HCI Viskositit OFS KW Stabw
ml ml pH
Salinum® 0 0 6,9 0,00 278 42,8 416 17
L1f 1835 03 6,0 18,05 18,0 461 594 3,0
LO 19,76 1 6,2 18,76 216 456 54,6 26
L0,5 20,02 035 6,2 19,67 18,8 454 511 07
L1 1828 15 62 16,78 17,9 464 50,6 15
L2 17,47 0 6,2 17,47 17,3 474 43,9 12
L4 13,49 027 63 13,22 13,4 465 447 12
L8 17,3 0,1 6,2 17,20 14,7 46,7 444 1,0
Glandosane® 0 0 5.4 0,00 3,8 39,4 51,7 29
o) 0,07 0,09 65 0,02 15,1 58,3 38,0 0,9
C0,5 0,01 0,09 6,5 -0,08 14,9 60,8 37,9 04
C1 0 02 65 0,20 14,3 61,4 341 09
c2 0,1 048 6,6 0,38 13,9 61,5 36,0 2,1
c4 0 047 6,6 -0,47 14,2 614 32,7 09
c8 0,07 027 65 0,20 14,0 60,6 34,3 1,0
g?t“r:/:na‘@ 0 0 53 0,00 2,9 40,9 40,3 16
KO 0,22 043 64 -0,21 0,2 57,7 39,8 09
K1 0 019 6,5 0,19 0,2 60,5 349 2.1

Die pH-Werte der Leinsamengruppen verhielten sich Uber die gesamte
Versuchsdauer nicht stabil, so dass grol’e Mengen an Kalziumhydroxid (KOH) hinzu
gegeben werden mussten. Der mittlere pH-Wert der Leinsamenlosungen betrug
dabei 6,2. Die Losungen auf CMC-Basis bendtigten fur die gesamte Versuchsdauer
nur minimale Mengen an Kalziumhydroxid (KOH) und Salzsaure (HCI) zur
Einstellung des pH-Wertes.
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5.3 Ergebnisse der Kalzium- und Fluoridmessung

In Tabelle XllI sind die zu den Speichelersatzmitteln hinzugegebenen
Konzentrationen an Kalzium, Phosphat und Fluorid (mM) sowie die gemessene
Konzentration der lonen aufgefuhrt. Die hochste Kalziumbindungskapazitat wurde fur
die CMC-L6sung CO (9 mM) und die niedrigste Bindungskapaziat fur die Losung C8
(3 mM) gemessen. Die Bindungskapazitat fur Kalzium war bei den Kontrollldsungen
(KO und K1) unterhalb der Sensivitat der Elektrode (< 0,5 mM). Die Konzentration
des freien Kalziums der Losungen CO, CO0,5 und KO betrug weniger als 0,02 mM. Die
gemessenen Konzentrationen fur die Losungen K1 (0,52 mM), C1 (0,05 mM), C2
(0,76 mM), C4 (0,78 mM) und C8 (4,58 mM) waren bedeutend unterhalb der
zugefugten Kalziumkonzentrationen, so dass geringere Sattigungsgrade resultierten
als beabsichtigt (Tab.XIV). Die ermittelten Phosphatkonzentrationen der Losungen
C1, C2 und C2 waren identisch der Zugefugten. Einzig bei der Losung C8 wurde
1,6 mM weniger Phosphat gemessen als urspringlich hinzugefugt (19,5 mM).

Die Fluoridkonzentrationen der Kontrollosungen (KO, K1) und der Losungen CO,
C0,5, C1 und C2 entsprachen der Ausgangskonzentration (0,1 mM). Jedoch wurden
fur die Losungen C4 und C8 reduzierte Fluridkonzentrationen gemessen (0,07 mM).
Bei den Losungen mit den hochsten OKP-Sattigungen (Sokp 4 und Sokp 8) wurden
Prazipitate beobachtet. Die nahere rontgenologische Untersuchung des ultrafiltrierten
Prazipitates der Losung C8 ergab keine kristalline Struktur, so dass es sich

vermutlich um amorphes Kalziumphosphat handelt.
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Tab. XllI: Hinzugeflgte und effektiv gemessene lonenkonzentrationen
hinzugefiigte
Gruppe Konzentrationen gemessene Konzentrationen (mM)
(mM)
freies freies . . 4 5
1 2 freies Bindung® Phosphat 6
Ca PO4 F | G maq C°™  ca acpe) F
Glandosane G 1 26 O
Cco 0 0 0.01 0,01 - 9 - 0,09
C0,5( 0,34 0,54 0,03 0,02 - 9 - 0,1
0,06 1,2
MG C1 0,8 1,25 0,1 0,08 (0,001) 8 (0,003) 0,1
0,16 2,9
C2 1,8 29 0,1 0,17 0,07 (0,001) 7 (0,02) 0,1
0,78 7,1
C4 45 7,2 0,57 0,55 (0,001) 5 (0,02) 0,07
4,58 17,9
C8 12 19,5 5 3,49 (0.04) 3 (0.1) 0,07
KO 0 0 0,01 - - <0,5 - 0,08
Aqua dest.
K1 0,8 1,25 0,52 - - <0,5 - 0,09
CMC (Carboxymethylcellulose)
'unfiltrierte  Originalldsung (Verdiinnung 1:333). 2° ultrafiltrierte (Membran 5000D)

Originalldsung (Verdiinnung 1:10% 1.20%) gemessen mit Elektrode Ca-ISE? oder ICP-OES®.

* Kalziumbindungskapazitat der ultrafiltrierten (Membran 5000D) Originalldsung (1:333).
® ultrafiltrierte  (Membran 5000D) Originallésung (Verdiinnung 1:20) gemessen mit der
Elektrode ICP-OES. ° unfiltrierte Originalldsung verdinnt in TISAB Il (1:1). Fir die
Fluoridmessungen waren die Standardabweichungen (Stabw) unterhalb 0,01 mM. Fir alle

anderen Messungen ist nur die anwendbare Standardabweichung angegeben.
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Tab. XIV: Theoretische und tatsachlich gemessene Sattigungsgrade beziglich
Dikalziumphosphatdihydrat (DKPD), Oktakalziumphosphat (OKP), Hydroxylapatit (HA) und
Kalziumfluorid (CaF,)

Sattigungsgrad spe
Gruppe (urspriinglich hinzugefiigt) Sattigungsgrad (gemessen)
DKPD OKP HA CaF; DKPD OKP HA CaF;
Glandosane G 02 03 09 0
co 0 0 0 0 0 0 0 0
co5*| 0,2 05 22 0,28 0,1 0,2 0,6 0,13
C1 0,5 1 4,5 0,36 0,1 0,3 1 0,15
CMC
Cc2 1,1 2 9,1 0,47 0,3 0,6 2,5 0,21
C4 2,4 4 18,3 0,59 1,1 1,8 7,3 0,34
C8 5,2 8 36,2 0,72 3,4 5,1 22,2 0,55
KO 0 0 0 0 0 0 0 0
Aqua dest.
K1* 0,5 1 4,5 0,36 0,5 1 4,5 0,36

Lésungen, die zu Prazipitation neigten, sind grau hinterlegt. * Die Phosphatkonzentrationen

von C0,5 wurden abgeleitet von den Messungen der Lésungen C1, C2, C4 und C8.

5.4 Qualitative Auswertung

Mikroradiografische Auswertung des Mineralverlustes

Nachdem die Schmelzproben demineralisiert und in den verschiedenen
Speichelersatzmitteln fur funf bzw. zehn Wochen gelagert wurden, konnte das
Ausmall des Mineralverlustes bzw. der Lasionstiefe mit Hilfe der TMR-Software
visualisiert und berechnet werden.

Abbildung 10 zeigt den typischen Verlauf der unterschiedlichen Messkurven einer
Schmelzprobe. Die Grafiken zeigen jeweils das Mikroradiogramm nach
Demineralisation fur 14 Tage (A), Lagerung in der Losung C2 (CMC, Sokp 2) nach
funf Wochen (B) sowie zehn Wochen (C). Nach 14-tagiger Demineralisation wurde
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ein Mineralverlust von 1837 Vol.% % ym und eine Lasionstiefe von 133 ym errechnet
(Abb. 10A). Nachdem die Schmelzproben fur funf Wochen in der CMC-Losung C2
gelagert wurden, verringerte sich der Mineralverlust auf 1197 Vol.% x ym und die
Lasionstiefe auf 91 uym (Abb. 10B). Nach zehn Wochen Lagerung betrug der
Mineralverlust 724 Vol.% x ym und die Lasionstiefe 59 ym (Abb. 10C). Es konnte
somit eine signifikante Remineralisation beobachtet werden.

A Messkurve der demineralisierten Schmelzprobe B Messkurve der Schmelzprobe nach 5 Wochen
Lagerung in der CMC-L&sung C2 (OKP 2)
i AZ: 1837 Vol.% x ym i
11 ¢ LT: 133 ym | AZ: 1197 Vol.% x ym
° o LT: 91 pm
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C Messkurve der Schmelzprobe nach 10 Wochen
_ Lagerung in der CMC-Losung C2 (OKP 2)
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Abb. 10: Berechnung des Mineralverlustes (AMin) und der Lasionstiefe (LT) mit dem TMR-

Programm bei einer reprasentativen Schmelzprobe aus der Gruppe C2 (CMC).

Im Vergleich dazu zeigt die Abbildung 11 die Messkurven einer Schmelzprobe,
welche fur funf Wochen in einer Leinsamenlosung mit der gleichen OKP-Sattigung

gelagert wurde (L2). Hierbei beschreiben die Grafiken das Mikrogramm der
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Schmelzprobe nach Demineralisation fur 14 Tage (A) und nach Lagerung in der
Speichelersatzlosung L2 (Leinsamen, Sokp 2) fur funf Wochen (B). Der
Mineralverlust der Schmelzprobe betrug nach Demineralisation 1829 Vol.% x ym und
die Lasionstiefe 131 ym (Abb. 11A). Nachdem die Schmelzprobe in der
Leinsamenldsung fur funf Wochen gelagert wurde, ergab sich ein Mineralverlust von
3899 Vol.% x ym und eine von Lasionstiefe 239 ym (Abb. 11B). Eine signifikante
Zunahme des Mineralverlustes mit intakter Schmelzoberflache konnte beobachtet
werden.

A Messkurve der demineralisierten Schmelzprobe B Messkurve der Schmelzprobe nach 5 Wochen
Lagerung in der Leinsamenlésung L2 (OKP 2)

AZ: 1829 Vol.% x ym A2 5599 Vol.%xpm
] LT: 131 ym 7 ' Hm
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Abb. 11: Berechnung des Mineralverlustes (AMin) und der Lasionstiefe (LT) mit dem TMR-

Programm bei einer reprasentativen Schmelzprobe aus der Gruppe L2 (Leinsamen).

Das kommerzielle Speichelersatzmittel Glandosane® verursachte nach fiinf Wochen
Lagerung Erosionen der Schmelzoberflache, welche nach zehn Wochen zunahmen.
Abbildung 12 zeigt den Verlauf der mikroradiografischen Messkurven. Die
Schmelzprobe wurde 14 Tage demineralisiert (A) und anschlieBend in dem
Speichelersatzmittel (Glandosane®) fiir fiinf Wochen (B) und zehn Wochen (C)
gelagert. In Abbildung 12A betrug der Mineralverlust nach Demineralisation
1211 Vol.% x ym bei einer Lasionstiefe von 80 ym. Nach funfwochiger Lagerung in
Glandosane® konnte ein Mineralverlust von 4984 Vol.% x pm und eine Lasionstiefe
von 153 ym ermittelt werden (Abb. 12B). Der Mineralverlust betrug nach zehn
Wochen Lagerung 9730 Vol.% x ym und die Lasionstiefe 237 um (Abb. 12C). Es war
eine Zunahme des Mineralverlustes und eine Erosion der Schmelzoberflache
erkennbar.
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A Messkurve der demineralisierten Schmelzprobe B Messkurve der Schmelzprobe nach 5 Wochen
Lagerung in Glandosane®
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Abb. 12: Berechnung des Mineralverlustes (AMin) und der Lasionstiefe (LT) mit dem TMR-

Programm bei einer reprasentativen Schmelzprobe, die in Glandosane® gelagert wurde.

Nach Lagerung der Schmelzproben in dem kommerziellen Speichelersatzmittel
Salinum® ist ebenfalls eine Zunahme des Mineralverlustes und der Lasionstiefe nach
funf Wochen erkennbar. Hier ist die Schmelzoberflache im Gegensatz zu der
Lagerung in Glandosane® nicht erodiert. Die unterschiedlichen Messkurven einer
Schmelzprobe nach Lagerung in dem Produkt Salinum® sind in Abbildung 13
dargestellt. Das Mikroradiogramm zeigt die Probe nach Demineralisation fur 14 Tage
(A) und nach Lagerung in dem Mittel Salinum® fir funf Wochen (B). Nach
Demineralisation betrug der Mineralverlust 1723 Vol.% x ym bei einer Lasionstiefe
von 114 ym (Abb. 13A). Nachdem die Probe fur funf Wochen in Salinum® gelagert
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wurde, konnte ein Mineralverlust von 3080 Vol.% x uym und eine Lasionstiefe von

244 ym gemessen werden (Abb. 13B).

A Messkurve der demineralisierten Schmelzprobe B Messkurve der Schmelzprobe nach 5 Wochen
Lagerung in Salinum®
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Abb. 13: Berechnung des Mineralverlustes (AMin) und der Lasionstiefe (LT) mit dem TMR-

Programm bei einer reprasentativen Schmelzprobe, die in Salinum® gelagert wurde.
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6 Diskussion

6.1 Diskussion von Material und Methode

6.1.1 Bovine Schmelzproben

Fur die vorliegende In-vitro-Studie wurden Schmelzproben von frisch extrahierten
Rinderfrontzahnen verwendet. Da humane Zahne oft nicht im kariesfreien Zustand
und notwendiger Zahl vorliegen, wurden in der Vergangenheit bereits viele
Untersuchungen zum Demineralisations- und Remineralisationsverhalten von
Schmelz an Rinderzahnen durchgefuhrt [Mellberg 1992; Esser et al. 1998]. Boviner
Zahnschmelz ist im Gegensatz zu humanem Zahnschmelz weniger durch Karies und
FluoridierungsmalRnahmen in seiner Zusammensetzung und Struktur beeinflusst,
was eine in friheren Studien nachgewiesene gleichmalligere Demineralisation der
Schmelzproben erklaren konnte [Mellberg 1992]. Daruber hinaus stehen
Rinderzéahne im Gegensatz zu menschlichen Zahnen in unbegrenzter Zahl und

gleichmafiger Qualitat zur Verfugung.

6.1.2 Vorbereitung der Schmelzproben

Die Bearbeitung der Schmelzproben erfolgte in Anlehnung an frihere Studien durch
Einbettung in Kunstharz und Standardisierung der Probenoberflache [Meyer-Lueckel
et al. 2002]. Die Entfernung der &aufersten Schmelzschicht scheint keinen
wesentlichen Einfluss auf die Tiefe der entstehenden Lasionen im Vergleich zur
unbehandelten Oberflache zu haben [Featherstone und Mellberg 1981].

Damit kariesahnliche Lasionen mit der typischen intakten Oberflache erzeugt werden
konnten, wurden die Schmelzproben nach der Standardisierung der Oberflache fur
14 Tage in einer speziellen Demineralisationslosung bei einem pH-Wert von 4,95
gelagert [Buskes et al. 1985]. Die gewonnenen Lasionen zeigten eine fur eine initiale
Schmelzkaries  charakteristische intakte  Oberflachenschicht und  einen
Lasionskorper. Die Kontrolle durch die mikroradiografische Untersuchung bestatigte
das fur eine Schmelzkaries charakteristische Bild (Abb. 3).
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6.1.3 Zusammensetzung und der pH-Wert der experimentellen Losungen

Als Basis fur die experimentellen Speichelersatzésungen dienten CMC, Leinsamen
und Muzin. Die einzelnen Versuchslosungen wurden mit unterschiedlichen
Mischverhaltnissen von Kalzium und Phosphat angesetzt. Als Kontrollldsung dienten
Mittel auf der Basis von Wasser. Zusatzlich wurde von jeder Basislosung eine
Gruppe ohne Kalzium und Phosphat angemischt. Mit Hilfe der verschiedenen
Losungen konnte gezielt die ideale Kalzium-Phosphat-Konzentration ermittelt
werden, die zu einer Remineralisation initialer karioser Lasionen fuhrt. Die Zugabe
von Kalzium und Phosphat zu einer sauren Losung reduziert die demineralisierende
Wirkung durch eine Herabsetzung des Loslichkeitsproduktes von Apatit [Brudevold et
al. 1965].

Durch Fluoridzugabe kann ebenfalls die Demineralisation des Schmelzes reduziert
werden [Arends et al. 1984; Borsboom et al. 1985]. Untersuchungen bestatigen, dass
Fluoridlosungen mit einem niedrigeren pH-Wert, verglichen mit einer neutralen
Losung, zu einer starkeren Remineralisation der Zahnhartsubstanzen fuhren [Takagi
et al. 1997]. Somit stellt die Verwendung von Fluoridionen den wichtigsten, direkt
beeinflussbaren Faktor zur Optimierung der Remineralisationsrate dar [Ten Cate et
al. 1981]. Ein Fluoridgehalt von 2 ppm wurde in Speichelersatzmitteln als optimal
eingeschatzt, weshalb dieser in der vorliegenden Studie verwendet wurde [Shannon
und Edmonds 1978]. Eine Intoxikation durch diese Fluoridkonzentration kann selbst
bei Hyposalivationspatienten mit einem relativ. hohen Verbrauch an
Speichelersatzmitteln ausgeschlossen werden [Gelhard et al. 1983].

Fur die gegenwartige Studie wurde ein physiologisches Kalzium-Phosphat-Verhaltnis
von 1:1,6 gewahlt. Grundsatzlich bewegt sich das Kalzium-Phosphat-Verhaltnis von
anorganischen mineralisierten menschlichen Geweben (Knochen, Schmelz und
Dentin) zwischen 1:1,63 und 1:1,71 [Dorozhkin und Epple 2002]. Jedoch zeigten
aktuelle Untersuchungen keinen signifikanten Einfluss unterschiedlicher Verhaltnisse
auf das Remineralisationpotenzial von CMC-L6sungen [Meyer-Lueckel et al. 2007].

Beim Ansetzen der experimentellen Speichelersatzmittel mit hohen OKP-Sattigungen
(Soke 4 und 8) kam es zur Bildung von Prazipitaten. Bei den Losungen auf der Basis
von destilliertem Wasser war die Prazipitatsbildung so stark, dass die Losungen mit
den entsprechend hohen OKP-Sattigungen aus der Studie ausgeschlossen wurden.
Als Kontrollgruppe auf Wasserbasis diente deshalb eine OKP-Sattigung von 1.
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Der pH-Wert der experimentellen Losungen (pH 6,5) wurde dem physiologischen pH-
Wert des Speichels von 6,5 angenahert. Es wurde angenommen, dass sich ein
niedrigerer pH-Wert innerhalb kurzer Zeit an den physiologischen anpassen wurde.
Aulerdem imitierte dieser fast neutrale pH-Wert die klinischen Bedingungen vor und
wahrend einer Strahlentherapie [Ben-Aryeh et al. 1975]. Ferner zeigten
Untersuchungen von Speichelersatzmittel auf Muzinbasis ein besseres
Remineralisationspotenzial von Losungen mit einem pH-Wert von 6,5 als von 5,5
[Meyer-Lueckel et al. 2006].

6.1.4 Durchfiihren des Versuches

Die insgesamt 340 demineralisierten Schmelzproben wurden Uber einen Zeitraum
von funf bzw. zehn Wochen in den unterschiedlichen genannten
Speichelersatzmitteln gelagert. Hierbei erfolgte der Versuch wahrend der gesamten
Zeit unter konstanten Temperaturbedingungen bei 37 °C, um In-vivo-Bedingungen
moglichst nahe zu kommen. Die Losungen wurden jeden zweiten Tag gewechselt
und der pH-Wert kontrolliert. Dieser wurde gegebenenfalls angeglichen, damit die
Schmelzproben fur die gesamte Versuchsdauer von dem entsprechenden
Speichelersatzmittel umgeben waren. Jener auferst intensive Kontakt ist unter
klinischen Bedingungen nicht zu erwarten. Da jedoch ein kulnstliches
Speichelersatzmittel nach Bedarf verabreicht wird, unterliegt er selbst bei
bestimmungsgemalier Anwendung Ublicherweise keiner Tageshdchstdosis, so dass
die beobachteten Effekte in vivo bei langerer Anwendung der Losungen auftreten
konnten.

Die vorliegende Studie untersuchte die Proben Uber einen sehr langen Zeitraum (bis
zehn  Wochen), wohingegen vergangene Studien zu experimentellen
Speichelersatzmitteln Uber einen deutlich geringeren Zeitraum (bis zwei Wochen)
erfolgten. Dadurch kann es zum einen durch die verlangerte Kontaktzeit zu grof3eren
Austauschvorgangen  entlang des  Konzentrationsgradienten (Zahn —
Speichelersatzmittel) kommen. Zum anderen konnen Instabilitaten des pH-Wertes
der Speichelersatzmittel auftreten, welche in der aktuellen Arbeit fur die
Leinsamenlosungen, jedoch nicht fur die CMC-Losungen beobachtet werden
konnten.

Bei den experimentellen Speichelersatzmittel auf der Basis von Muzin kam es nach
wenigen Tagen zur bakteriellen Besiedlung der Losungen. Die Gruppen 17 bis 22
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wurden deshalb vorzeitig aus der Studie ausgeschlossen. Die gewahlte
Konzentration der Konservierungsmittel in den experimentellen
Speichelersatzlosungen wurde der zugelassenen taglichen Aufnahmemenge (ADI-
Wert: 10 mg/kg) angepasst. Es konnten daher keine neuen Muzinldsungen mit hoher
konzentrierten Konservierungsmitteln angesetzt werden [Europaische Behorde flr
Lebensmittelsicherheit 2004]. Das kommerzielle Produkt Saliva Orthana® auf
Muzinbasis wurde deshalb ebenfalls aus der Untersuchung genommen.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

Der vorliegende Versuch sollte die Wirkung von experimentellen Leinsamen-, CMC-
bzw. Muzin-basierten Speichelersatzmitteln mit unterschiedlichen Kalzium- und
Phosphat-Sattigungen auf den Mineralgehalt und die La&sionstiefe von
demineralisiertem bovinen Schmelz untersuchen. Zu Vergleichszwecken wurden
kommerzielle Speichelersatzmittel auf Leinsamen-, CMC- und Muzinbasis Uberpruft.
Naturlicherweise fuhrt die metabolische Aktivitat von Mikroorganismen in der
Mundhohle bei entsprechender Substratzufuhr zu einem pH-Wert-Abfall und zu
Intervallen der Demineralisation an der Zahnoberflache. Da der menschliche
Speichel eine kalzium- und phosphatubersattigte Losung ist und somit eine
naturliche Remineralisationslosung darstellt, konnen in die Zahnhartsubstanzen
wahrend der Demineralisation verlorengegangene Kalzium- und Phosphationen
wieder eingelagert werden [Lagerlof und Oliveby 1994]. In der gegenwartigen Studie
fuhrten die Speichelersatzlosungen ohne Zusatze kariesprotektiver lonen (Sokp O;
LO, CO und KO) zu einer Demineralisation der Zahnoberflache. Hierbei unterschieden
sich die CMC-L6sung (CO) und die Negativkontrolle auf Wasserbasis (KO) nicht
sonderlich in ihrer Wirkung (Abb. 8). Die hinsichtlich Kalzium und Phosphat
untersattigte Losung konnte zu einer verstarkten Diffusion von lonen entlang des
Konzentrationsgradienten (Zahn — Speichelersatzmittel) mit der Folge einer
Demineralisation gefuhrt haben.

Im Gegensatz dazu wird vermutet, dass zu hohe Kalziumkonzentrationen frei
verfugbare Fluoridionen vorzeitig binden und somit das Remineralisationspotenzial
einer Losung ebenfalls vermindern kdnnen [Chow et al. 1992; Takagi et al. 1997].
Diese Theorie wird dadurch gestutzt, dass niedrigere Kalziumkonzentrationen eine
grolRere Reduktion der Lasionstiefen zeigten als hohe Konzentrationen [Schemehorn
et al. 1999]. Die Ergebnisse dieser Studie bestatigen diese Annahme, da in den
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Loésungen mit den hochsten OKP-Sattigungen (Soke 4 und 8) eine leicht geringere
Fluoridkonzentration gemessen wurde als erwartet.

In wassrigen Losungen werden Oktakalziumphosphat und
Dikalziumphosphatdihydrat als Vorstufen fur eine Remineralisation angesehen. Da
jedoch Speichelersatzmittel in der Regel auf der Basis von Carboxymethylcellulose
(CMC), Muzin oder Leinsamen bestehen, treffen diese Beobachtungen nur bedingt
zu. Fur die in CMC, Leinsamen- und Muzin-Losungen enthaltenen Polymere wurden
Interaktionen mit Kalzium und Phosphat mit dem Resultat der Komplexbildung
beobachtet, welche in einem geringeren Remineralisationspotenzial resultierten
[Gelhard et al. 1983; Vissink et al. 1985; Meyer-Lueckel und Kielbassa 2006; Meyer-
Lueckel et al. 2006].

Diese Beobachtung konnte fur CMC beim Vergleich einer aktuellen und der
vorliegenden Untersuchung nicht bestatigt werden. Das Remineralisationspotenzial
von hoch viskésen (20 g/l) CMC-Losungen [Meyer-Lueckel et al. 2007] und niedrig
viskosen (10 g/l) (gegenwartige Studie) differierte nicht sonderlich. Aul3erdem
unterschieden sich die niedrig viskosen wasserbasierten Kontrollgruppen (KO, K1)
und die entsprechenden CMC-L6sungen (CO, C1) nur geringfugig in ihrer Wirkung
(Abb. 8). Diese Ergebnisse bestatigen Studien mit Dentin [Tschoppe et al. 2008].
Weiterhin wurde in vergangenen Untersuchungen beobachtet, dass das Wachstum
von Hydroxylapatitkristallen durch eine gering konzentrierte CMC-L6sung (0,005 %
w/v) bei einem neutralen pH-Wert verhindert wurde [Van der Reijden et al. 1997].
Demgegenuber wurde bei einem niedrigeren pH-Wert von 5,2 der Zerfall des
Hydroxylapatits ebenfalls gehemmt. CMC scheint beim periodischen Durchlaufen der
pH-Werte sowohl eine De- als auch Remineralisation zu hemmen. Es wird
angenommen, dass sich eine Schicht des Polymers auf der Schmelz- bzw.
Hydroxylapatitoberflache absorbiert [Van der Reijden et al. 1997]. In der
vorliegenden Studie hat CMC die Remineralisation nicht wesentlich gehemmt, da fur
die CMC-Losung (C1) im Vergleich zur wasserbasierten Losung (K1) einige zwar
nicht-signifikante, aber deutliche positive Unterschiede bezuglich der
Remineralisationseigenschaften beobachtet werden konnten.

Im Gegensatz zu wassrigen Losungen, in denen frei verfugbare Kalzium- und
Phosphationen den Schmelz direkt beeinflussen konnen, ist in CMC-haltigen
Losungen die Diffusionsrate von Kalzium und anderen lonen verlangsamt. Diese
Beobachtung erklart sich durch die temporare Bindung von Kalzium an CMC
[Gebauer et al. 2008]. Die absorbierte Polymerschicht auf der Oberflache agiert in
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diesem Fall als ,lonenschwamm”, in dem Kalzium an das Karboxylat des CMC
gebunden wird. Hierdurch entstehen kalziumreiche Regionen an der Grenzflache
Schmelz-Speichelersatzmittel. Durch die hohere Affinitdt von Phosphat zu Kalzium
als zu Karbonat oder Karboxylat wird das vorher an die Karboxylatgruppen des CMC
gebundene Kalzium in einer Konkurrenzreaktion wieder frei und bindet an das in den
Losungen vorhandenen Phosphat. Dies wird folglich als eine Remineralisation
sichtbar.

Die CMC-Lésung C2 mit einer theoretisch leichten Ubersattigung hinsichtlich OKP
(Soke 2) fuhrte zu einer signifikanten Remineralisation der Schmelzproben (Tab. X),
obwohl diese Losung gemal der durchgefuhrten Messungen faktisch ungesattigt war
(Tab. XIV). Demnach wurden alle frei verfugbaren Kalziumionen in der absorbierten
Polymerschicht auf der Schmelzoberflache gebunden. Diese Ergebnisse korrelieren
mit Untersuchungen, bei denen eine CMC-LAsung mit einer OKP-Sattigung von 3 zu
einer signifikanten Remineralisation der Schmelzproben in vitro flihrte [Meyer-
Lueckel et al. 2007]. Ferner wurde die OKP-Sattigung von 2 einer CMC-L6sung fur
Dentin ebenfalls als optimal angesehen [Tschoppe et al. 2008].

Die CMC-L6sungen mit den hochsten Sattigungsgraden C4 und C8 (Soke 4, 8)
wiesen eine geringere Remineralisierungskapazitat auf als die Losung C2. Die
Losungen C4 und C8 neigten zur Prazipitation. Jedoch konnten in ihnen im
Gegensatz zur Losung C2 freie Kalziumionen gemessen werden (Tab. XIlll). Die
weitere Untersuchung des Prazipitats der Losungen ergab die Bildung von
amorphem Kalziumphosphat. Die Bildung des amorphem Kalziumphosphats erfolgte
nicht nur in den Losungen, sondern auch auf der vom CMC gebildeten
Polymerschicht an der Schmelzoberflache. Infolgedessen kdnnte es zu einer lokalen
heterogenen Keimbildung gekommen sein, so dass die absorbierte Polymerschicht
ihre Funktion als lonenschwamm verlor. Dadurch waren weniger Kalzium und
Phosphationen an der Schmelzoberflache fur eine Remineralisation verfugbar.
Bezogen auf den OKP- und DKPD-Sattigungsgrad scheint fur eine erfolgreiche
Remineralisation ein ideales Gleichgewicht zwischen der Bindung von Kalziumionen
an das CMC in der absorbierten Polymerschicht an der Schmelzoberflache und der
Bildung von amorphem Kalziumphosphat von Vorteil zu sein.

Obwohl Leinsamen naturlicherweise Kalzium- und Phosphationen enthalt, konnte
durch die Basis allein bzw. durch weitere Zugabe der lonen keine Remineralisation
der Schmelzproben erreicht werden. Es sollte berucksichtigt werden, dass allen
Leinsamenldsungen wahrend der gesamten Versuchsdauer hohe Mengen an
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Kalziumhydroxid zugegeben werden mussten, um den pH-Wert konstant bei 6,5 zu
halten (Tab. XIl). Der pH-Wert der Leinsamenldsungen sank dessen ungeachtet
nach sieben Wochen rapide ab, so dass die Proben vorzeitig aus den
Speichelersatzlosungen herausgenommen wurden. Der Grad der Sattigung der
Kalzium-Phosphat-Salze ist indes stark vom pH-Wert abhangig. Ein sinkender pH-
Wert erhoht die Loslichkeit der Kalzium-Phosphat-Salze [Larsen 1986]. Fallt also der
pH-Wert, nimmt die Sattigung aller geldsten Salze ebenfalls ab [Larsen und Jensen
1986]. Infolgedessen fuhrten fast alle Speichelersatzmittel auf Leinsamenbasis (Gr. 2
bis 7) trotz unterschiedlich hoher OKP-Sattigungen zu einer weiteren Zunahme des
Mineralverlustes und der Lasionstiefe. Bei der Leinsamenlosung L8 mit der hochsten
OKP-Sattigung (Sokp 8) konnte keine signifikante Veranderung des Mineralverlustes
nach Lagerung der Proben fur funf Wochen festgestellt werden. Diese Tatsache
konnte damit zu erklaren sein, dass trotz des haufig unter pH 6.5 liegenden pH-
Wertes der Leinsamenlosungen, bei denjenigen mit einer Sokp 8 meist eine leichte
Uberséttigung hinsichtlich relevanter Kalzium-Phosphat-Vebindungen, wie OKP oder
DKPD vorlag.

Das kommerziell erhaltliche Produkt Salinum® welches im Rahmen dieser Studie
untersucht wurde, war hinsichtlich Oktakalziumphosphat (Soke 3), Hydroxylapatit
(Swap 12,4) und Fluorapatit (Srap 34,6) gesattigt. Es enthalt jedoch nur geringe
Konzentrationen an Fluorid (0,08 mM). Die niedrigere Fluoridkonzentration und eine
relativ hohe Viskosiat (27,8) kénnten erklaren, weshalb Salinum® in der aktuellen
Untersuchung nach funfwochiger Lagerung eine weitere Demineralisation der
Schmelzproben verursachte. Die demineralisierende Eigenschaft von Salinum®
wurde bereits in vergangenen Studien beobachtet [Meyer-Luckel et al. 2006]. Das
Produkt ist aufgrund von pH-Instabilitaten auf dem Markt nicht mehr verfugbar.

Das ferner getestete kommerzielle Produkt Glandosane® (Gr. 9) fiihrte nach fiinf
Wochen zu einem erheblichen Anstieg des Mineralverlustes und teilweise zu
Erosionen der Oberfliche, welche sich nach zehn Wochen verstérkten. Glandosane®
hatte im Vergleich zu Salinum® eine erheblich niedrigere Viskositét. Es wies jedoch
aufgrund des geringen Kalzium- und Phosphatgehaltes (Sokp 0,3), seines sauren pH-
Wertes von 5,3 sowie des Fehlens von Fluorid ein stark demineralisierendes
Potenzial in Bezug auf die Zahnhartsubstanzen auf, was ebenfalls schon in friheren
Untersuchungen beobachtet wurde [Joyston-Bechal und Kidd 1987; Kielbassa et al.
2001; Meyer-Lueckel et al., 2002; Tschoppe et al. 2008]. Dieses Produkt sollte
bezahnten Patienten demnach nicht empfohlen werden.
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7 Schlussfolgerungen

Aus den Ergebnissen dieser Studie lasst sich schlussfolgern, dass bezuglich OKP
und DKPD theoretisch leicht gesattigte Speichelersatzmittel auf CMC-Basis in der
Lage sind nach langen Versuchsperioden (5-10 Wochen) Schmelz in vitro zu
remineralisieren. Eine CMC-Losung mit einer theoretischen OKP-Sattigung von 2
und einer DKPD-Sattigung von 1,1 wies das hochste Remineralisationspotenzial auf,
obwohl faktisch die Losungen hinsichtlich OKP und DKPD ungesattigt waren. Eine
Erhohung der OKP-Sattigung fuhrte zu keiner ausgepragteren Remineralisation. Die
Hohe der OKP-Sattigung hatte hierbei keinen einen Einfluss auf die physikalischen
Parameter Viskositat, Kontaktwinkel und Oberflachenspannung.

Die Speichelersatzmittel auf Leinsamen- und Muzinbasis waren wegen der pH-
Instabilitat fur die lange Versuchsdauer nicht geeignet.

Schlussfolgernd kann weiterhin gesagt werden, dass die getesteten kommerziellen
Produkte Glandosane® und Salinum®, von denen letzteres auf dem Markt nicht mehr
erhaltlich ist, dem bezahnten Patienten aus zahnmedizinischer Sicht nicht empfohlen
werden sollten.

Die klinische Relevanz dieser Ergbenisse sollte in kdnftigen In-situ-

Untersuchungen uberpruft werden.
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8 Zusammenfassung

Problemstellung: Die Xerostomie wird meist rein symptomatisch durch die
Verabreichung von Speichelersatzmitteln therapiert. Viele dieser Mittel weisen jedoch
ein demineralisierendes Potenzial auf die Zahnhartsubstanzen auf. Das Ziel dieser
Studie war es, experimentelle Speichelersatzmittel auf der Basis von
Carboxymethylcellulose (CMC), Leinsamen und Muzin mit unterschiedlichen
Sattigungen bezuglich Oktakalziumphosphat (Soke: 0-8) und
Dikalziumphosphatdihydrat (Spkep: 0-5,2) auf den Mineralgehalt und die Lasionstiefe
von prademineralisierten bovinen Schmelzproben in vitro zu untersuchen. Zwei
Kontrolllosungen auf der Basis von destilliertem Wasser sowie drei kommerzielle
Speichelersatzmittel (Glandosane®, Salinum® und Saliva Orthana®) wurden ebenfalls
untersucht. Material und Methoden: Aus 85 frisch extrahierten Rinderfrontzahnen
wurden 340 Schmelzproben gewonnen, welche nach Einbettung in Kunstharz und
oberflachlicher Politur fur 14 Tage (pH 4,95) demineralisiert wurden. Zuvor wurde ein
gesunder Kontrollbereich mit Nagellack abgedeckt. Nach erfolgter Demineralisation
wurde ein weiterer Teil der Oberflache abgedeckt. Die Proben wurden auf 24
Speichelersatzlosungen aufgeteilt (n = 9-14) und funf Wochen bei 37 °C gelagert,
wobei die Losungen alle 48 Stunden erneuert wurden. AnschlieBend wurde
wiederum ein Teilbereich der Probe mit Nagellack abgedeckt, welcher als Kontrolle
des Effektes nach funf Wochen diente. Die Proben wurden nochmals unter
identischen Bedingungen fur funf Wochen in den Medien gelagert, so dass ein
zweiter Effektbereich nach zehn Wochen entstand. Im Anschluss wurden 100 ym
dicke Dunnschliffe hergestellt, welche mit Hilfe der Mikroradiografie (TMR fur
Windows, Version 2.0.27.2) bezuglich Mineralverluste und Lasionstiefen ausgewertet
wurden. Ergebnisse: Die getesteten Speichelersatzmittel fuhrten fast alle zu einem
neutralen Effekt bzw. zu einer Zunahme des Mineralverlustes und der Lasionstiefe
ausgenommen die CMC-L6sung mit einer Sokp 2 und Spkep 1,1 (C2), welche nach
funf als auch nach zehn Wochen Lagerung zu einer signifikanten Remineralisation
der Schmelzproben (p < 0;027 t-Test) fuhrte. Bei den Losungen auf Leinsamen- bzw.
Muzinlésungen kam es zu Instabilitaiten des pH-Wertes, weshalb die Versuche
teilweise abgebrochen wurden. Schlussfolgerung: Bezuglich Oktakalziumphosphat
(Soke 2) theoretisch leicht gesattigte, faktisch aber ungesattigte Speichelersatzmittel
auf CMC-Basis sind am besten in der Lage Zahnschmelz zu remineralisieren. Eine
Erhohung der OKP-Sattigung fuhrte zu keiner ausgepragteren Remineralisation.
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Objectives: Xerostomia is usually treated by the prescription of saliva substitudes.
However many of these artificial salivas seem to have a demineralizing potential on
teeth. The aim of the present study was to evaluate the effects of experimental saliva
substitudes based on carboxymethylcellulose (CMC), linseed and mucin differing in
saturation with respect to octacalcium phosphate (Socp: 0-8) and dicalcium
phosphate dihydrate (Spcep: 0-5.2) on the mineral loss of pre-demineralized enamel
in vitro. Three priory studied saliva substitutes (Glandosane®, Salinum® and Saliva
Orthana®) and two aqueous solutions (Soce: 0; 1) served as controls. Materials and
methods: From 85 bovine teeth, specimens were prepared, embedded in epoxy
resin and polished. The surface was partially covered with nail varnish (control of
sound enamel) and demineralized (37 'C; pH 4,95) for 14 days. Afterwards the
demineralized area was partially covered again. The samples (n = 9-14) were stored
in 24 different solutions for five weeks first of all (37 °C) where the solutions were
renewed every 24 hours. After five weeks the exposed area was likewise covered
with nail varnish and the samples were stored in the solutions again for another five
weeks. After ten weeks exposure the specimens were cut perpendicular to the
enamel surface and the sections were ground to a uniform thickness of 100 um. Con-
tact microradiographs of the samples were obtained and studied with a digital image
analysing system. Software (TMR for Windows, Version 2.0.27.2) was used to calcu-
late mineral loss and lesion depth. Results: All tested saliva substitutes had rather
neutral effects or caused an increase of mineral losses and lesion depths, except the
CMC solution with Socp of 2 and Spcpp of 1.1 (C2) which induced a significant
remineralization after five and ten weeks of exposure (p < 0,027; t-test). For the
experimental saliva substitutes based on linseed and mucin ph instabilities could be
observed, which led to partial withdrawal. Conclusions: It can be concluded that with
this in vitro setting CMC-based saliva solutions beeing theoretically slightly
supersaturated (Socp 2) but nominally unsaturated with respect to OCP and DCPD
can induce remineralization of enamel. This effect could not be observed with

higher degrees of saturation.
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1 Anhang

1.1 Materialliste

Mat 1 Analysewaage Typ AG204; Mettler, GielRen, Deutschland

Mat 2 Bandsage Exakt 300cl; Exakt Apparatebau, Norderstedt, Deutschland
Mat 3  Carboxymethylcellulose; Sigma, Steinheim, Deutschland

Mat 4 CCD Videokamera Modul XC77CE; Tokio, Sony, Japan

Mat 5 CRT Brutschrank Incubat; Melag, Berlin, Deutschlan

Mat 6 Diffraktometer PDS 120; Nonius, Solingen, Deutschland

Mat 7 Durchlichtmikroskop 60318; Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Mat 8 Falcon Probenrohrchen 50 ml; Merck, Darmstadt, Deutschland

Mat 9 Flouridlésung 0,1 M; Fisher Scientific, Ulm, Deutschland

Mat 10 Glasbehalter feuerfest , Merck, Darmstadt, Deutschland

Mat 11  High speed holographic Film So-253; Kodak, Stuttgart, Deutschland

Mat 12 lonenelektrode Typ 96-09 BNC Orion Auto chemistry System 960; Fisher
Scientific, Ulm, Deutschland

Mat 13 Kaliumchlorid 99,5-100,5 %; Merck, Darmstadt, Deutschland

Mat 14 Kaliumdihydrogenphosphat min. 98 %; Merck, Darmstadt, Deutschland

Mat 15 Kaliumhydroxid-Platzchen min. 85 %; Merck, Darmstadt, Deutschland

Mat 16 Kalziumchlorid = 90,0 % wasserfrei gepulvert; Merck, Darmstadt,
Deutschland

Mat 17 Kalziumelektrode Ca-ISE; Metrohm, Filderstadt, Deutschland

Mat 18 Kamera DCC; Kruss, Hamburg, Deutschland

Mat 19 Kamera Kontax RTS; Yashika Co., LTD, Tokio, Japan

Mat 20 Mikrokapillarviskosimeter Ubbelohde; Schott, Mainz, Deutschland

Mat 21 Kontaktwinkelmessgerat G 10; Kruss, Hamburg, Deutschland

Mat 22 Leinsamen ganze Korner; Vitalia, Sauerlach, Deutschland

Mat 23 Leukofix; Beiersdorf, Hamburg, Deutschland

Mat 24 Magnesiumchlorid > 98 % wasserfrei; Merck, Darmstadt, Deutschland

Mat 25 Methylendiphosphonsaure >98 %; Merck, Darmstadt, Deutschland

Mat 26 Methyl-4-hydroxybenzoat min. 99 %, Merck; Darmstadt, Deutschland

Mat 27 Mikrometerschraube Digimatic Blgelmessschraube; Mitutoyo GmbH,
Kawasaki, Japan

Mat 28 Mikropipette Acura 821; Socorex, Lausanne, Schweiz
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Mat 29 Milchsaure etwa 90 %; Merck, Darmstadt, Deutschland

Mat 30 Muzin vom Schweinemagen Typ lll; Sigma, Steinheim, Deutschland

Mat 31 Nagellack Jet Set; L'Oréal, Karlsruhe, Deutschland

Mat 32 Natriumchlorid min. 99,5 %; Merck, Darmstadt, Deutschland

Mat 33 Natriumchlorid 0,9 % L6sung; Delta Select GmbH, Pfullingen, Deutschland

Mat 34 Natriumfluorid min. 99,0 % reinst; Omikron GmbH, Neckarwestheim,
Deutschland

Mat 35 Objekttrager; Diaplus, Oststeinbeck, Deutschland

Mat 36 Optisches Emissionsspektoskop, ICP OES Optima 2100 DV; Elmer Perkin
Fremont, USA

Mat 37 pH-Meter GMH 3510; Greisinger, Regenstauf, Deutschland

Mat 38 Platinring RI12; Kriss, Hamburg, Deutschland

Mat 39 Propyl-4-hydroxybenzoat min. 99 %; Merck, Darmstadt, Deutschland

Mat 40 Prozessor Tensiometer K12/T; Kruss, Hamburg, Deutschland

Mat 41 Pufferlésung pH 4,00 und 7,00, Sigma-Aldrich; Steinheim, Deutschland

Mat 42 Rontgenstrahlgenerator PW 1730/10; Philips, Eindhoven, Niederlande

Mat 43 Ruhrgerat IKA-Combimag RCT; Janke & Kunkel, Staufen, Deutschland

Mat 44 Salinum®; Sinclair, Surrey, United Kingdom

Mat 45 Saliva Orthana®; Kastrup, Kopenhagen, Danemark

Mat 46 Sekundenkleber; Omnident GmbH, Rodgau, Deutschland

Mat 47 Schleifpapier Koérnung 500, 1200, 2500, 4000; Exakt, Norderstedt,
Deutschland

Mat 48 Schleif- und Poliermaschine Phoenix Alpha; Wirtz-Buehler, Dusseldorf,
Deutschland

Mat 49 Schleifsystem Exakt 400cs; Exakt, Norderstedt, Deutschland

Mat 50 Sorbit; Merck, Darmstadt, Deutschland

Mat 51 Technovit 4071; Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland

Mat 52 Thymol > 99 %; Merck, Darmstadt, Deutschland

Mat 53 TISAB Il 1:1; Fisher Scientific, UIm, Deutschland

Mat 54 TMR fur Windows, Version 2.0.27.2; Inspektor Research System BV,
Amsterdam, Niederlande

Mat 55 TMR-Probenhalter, Plano, Wetzlar, Deutschland

Mat 56 Trennscheibe Hyperflex diamantiert; Komet, Lemgo Deutschland

Mat 57 Tropfenkonturanalyse-System DAS 10; Kruss, Hamburg, Deutschland
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Mat 58 Ultra-Turrax T25; Janke & Kunkel, IKA®-Labortechnik, Staufen,
Deutschland

Mat 59 Ultrazentrifuge L 70; Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland

Mat 60 Wasserstrahlenpumpe; Brand GmbH, Wertheim, Deutschland
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11.2 Abkiirzungsverzeichnis

CMC Carboxymethylcellulose
DKPD Dikalziumphosphatdihydrat
Spkrb Dikalziumphosphatdihydratsattigung
OKP Oktakalziumphosphat

Sokp Oktakalziumphosphatsattigung
SHap Hydroxylapatitsattigung

Srap Fluorapatitsattigung

TMR Transversale Mikroradiografie
% Prozent

mm Millimeter

Mm Mikrometer

Mm Millimol

mm? Quadratmillimeter

g Gramm

L Liter

ml Milliliter

ppm Parts per million

mg Milligramm

H20 Wasser

Stabw Standardabweichung

MW Mittelwert

HCI Salzsaure

KOH Kalilauge

Vol.% Volumenprozent

mA Milliampere
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kV Kilovolt

OFS Oberflachenspannung

KW Kontaktwinkel

Ml Mikroliter

mm? Kubikmillimeter

U/min Umdrehungen pro Minute

NaF Natriumfluorid

F Fluorid

Ca Kalzium

PO4 Phosphat

KCI Kaliumchlorid

NaCl Natriumchlorid

MgCl, Magnesiumchlorid

KH,PO4 Kaliumdihydratphosphat
CaCl; Kalziumchlorid

AZ Mineralgehalt

LT Lasionstiefe

AANZ Anderung des Mineralgehaltes
ALT Anderung der Lasionstiefe

° Grad

C Celsius

Ks Loslichkeitsprodukt

DS Sattigungsgrad

IAP lonenaktivitatsprodukt

ADI acceptable daily intake (zulassige tagliche Aufnahmemenge)
WAXS wide angle x-ray scattering
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11.4 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektroni-
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11 Anhang 82

11.5 Eidesstattliche Erklarung

,ich, Sara Nasiri, erklare, dass ich die vorgelegte Dissertationsschrift mit dem Thema: Der
Einfluss der Oktakalziumphosphatsattigung experimenteller Speichelersatzmittel auf
bovinen Schmelz in vitro selbst verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen
und Hilfsmittel benutzt, ohne die (unzulassige) Hilfe Dritter verfasst und auch in Teilen
keine Kopien anderer Arbeiten dargestellt habe.”
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