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1. Einleitung / Ziel der Dissertation

Zahnschmelz ist das harteste Gewebe des menschlichen Korpers. Er besteht aus
Hydroxyapatit (HAp), welches stabchenférmig gebindelt ist. Diese Bundel werden als
Schmelzprismen bezeichnet [1-3]. Bei pH-Werten unter 5,5 kommt es zu einer
Auflosung der Apatitkristalle. Calcium und Phosphat werden in den Speichel
freigesetzt. Dieser Prozess wird als Demineralisation bezeichnet [4]. Im Gegensatz
hierzu werden bei der Remineralisation Mineralien aus dem Speichel in den
Zahnschmelz eingelagert. Phasen der De- und Remineralisation wechseln sich
zyklisch und physiologisch an den Oberflachen des Zahnschmelzes ab [5]. Sofern
Zyklen der Demineralisation Uberwiegen, verlieren die Schmelzprismen konsekutiv
ihre Struktur, bis Gewebe schlief3lich kollabiert [6-8].

Das erste klinische Zeichen flr eine Demineralisation des Zahnschmelzes sind
sogenannte White Spot Lasionen (WSL), welche makroskopisch als weilllich opake
Flecken imponieren [9]. Durch saurebedingte Demineralisation vergrof3ern sich
interkristalline Poren, weshalb der Brechungsindex verandert wird und optisch weif}
imponierende Flecken entstehen. WSL sind der wichtigste iatrogen induzierte und
unerwlinschte Nebeneffekt einer kieferorthopadischen Therapie mit festsitzenden
Apparaturen. In einer Metaanalyse von Sundararaj et al. [10] wurde eine 68,4%ige
Pravalenz von WSL bei Patienten nach kieferorthopadischer Behandlung festgestellt.
Tufekci et. al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass 46 Prozent der Patienten zwolf
Monate nach einer festsitzenden kieferorthopadischen Behandlung mindestens eine
WSL aufwiesen [11]. Die oberen Schneidezahne waren dabei haufiger betroffen als
die unteren, wahrscheinlich durch eine geringere Benetzung mit Speichel.

Eine WSL als initiale kariése Lasion kann durch intensive Mundhygiene und
Fluoridierungsmallnahmen in einen inaktiven Zustand Uberfuhrt werden. Die
asthetische Beeintrachtigung und ein erhdhtes Risiko fur eine Kariesprogression
bleiben jedoch bestehen [12]. Mit weiterem Fortschreiten der Demineralisation erhoht
sich die Porositat des Schmelzes, es kommt zum Einbruch der Schmelzoberflache und
kariogene, saureproduzierende Bakterien kdnnen sich leicht ansiedeln. Durch die
Saureproduktion der Bakterien wird der Zahnschmelz weiter demineralisiert.

Fur die Therapie von WSL kommen aktuell hochkonzentrierte Fluoridlacke und
-pasten in Frage, die die Progression der Demineralisation durch die Bildung von
saurestabilem Fluorhydroxyapatit (FHAp) verlangsamen [13]. Die Wirksamkeit des
Fluorids ist jedoch von der Qualitat und Quantitat des Speichels abhangig [14]. Auch
Casein-Phosphopeptid-amorphes Calciumphosphat (CPP-ACP) kommt fir die
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Behandlung in Frage. Dieses ermoglicht freiem Calcium und Phosphat die Anlagerung
an den Schmelz und bildet dort Calciumphosphatkristalle [15]. Um die optische
Beeintrachtigung zu kaschieren, wurde ein Kariesinfiltrationssystem erfunden,
welches Kunststoff in die Porositaten infiltriert (ICON). Insgesamt gibt es bisher kein
Verfahren, welches insbesondere die tiefen Lasionen remineralisiert. Aus diesem
Grund ist die Erforschung neuartiger Therapeutika zur Pravention und Therapie
initialer Karieslasionen von enormer Wichtigkeit. Muller et al. konnten in einer Studie
zeigen, dass Polyphosphat Mikropartikel das Potenzial besitzen, Schmelzrisse und
Dentintubuli zu versiegeln. Zudem besitzen Polyphosphate antimikrobielle
Eigenschaften [16]. Da die Demineralisation des Zahnschmelzes im Wesentlichen
durch einen Verlust von Phosphat und Calcium stattfindet [5], kdnnten Polyphosphate
als Phosphatdonor, insbesondere Polyphosphat-Koazervate und Ca-PolyP als
Calcium und Phosphatdonor dienen.

Ziel der vorliegenden in vitro Arbeit war daher, die Remineralisation initialer

karioser Lasionen durch Polyphosphate nachzuweisen.



2. Literaturdiskussion

2.1 Der Zahnschmelz
2.1.1 Chemische Zusammensetzung

Als Zahnschmelz (Substantia adamantina) wird die auf3erste, nicht innervierte oder
vaskularisierte, den koronalen Zahnanteil umgebende Zahnschicht bezeichnet. Sie ist
die harteste Substanz des menschlichen Korpers mit einer durchschnittlichen Knoop
Harte von 250 KHN (Knoop Hardness Number) an der Schmelz-Dentin-Grenze und
390 KHN an der Schmelzoberflache [3]. Aufgrund dieser Harte, kombiniert mit seiner
hohen Elastizitat, kann Zahnschmelz Beil3krafte von bis 1000 Newton (N) aushalten,
sowie extreme pH- und Temperaturschwankungen [17]. Obwohl Zahnschmelz im
Laufe des Lebens weder repariert noch umgebaut werden kann, halt er den
Bedingungen in der Mundhohle oft viele Jahrzehnte stand. Er zeichnet sich durch
einen hohen Mineralanteil mit den Hauptbestandteilen Calcium, Phosphat, Karbonat,
Magnesium und Natrium aus. Ameloblasten bilden Kristalle aus Calciumphosphat,
welche aus hochorganisierten, stabférmigen Bundeln aus HAp bestehen. Diese
werden als Schmelzprismen bezeichnet [1-3]. HAp besitzt die chemische

Summenformel:

Ca10(PO4)s(OH)

Das Verhaltnis von Calcium zu Phosphat betragt in etwa 1,7 bis 2,4 im Zahnmineral.
Demzufolge ist Zahnschmelz chemisch betrachtet aus unterschiedlichen
Calciumphosphaten der Apatitgruppe aufgebaut und gilt durch die Abweichung des
Calcium-/Phosphat Verhaltnisses fur reines HAp (molares Verhaltnis 1,67) als nicht-
stéchiometrisch [5]. Durch die auldergewohnliche Harte kann Zahnschmelz besonders
gut physikalischen Kraften widerstehen, sodass physiologisch eine Ernahrung auch
mit sehr festen und harten Substanzen gut moglich ist. Das unter dem Schmelz
liegende Dentin ist deutlich geringer mineralisiert, zudem sind seine Apatitkristalle
kleiner und die Harte des Dentins ist im Vergleich zu Schmelz um den Faktor 4,2

geringer [18].

Auf chemischer Ebene kdnnen die lonen des HAp substituiert werden, was zu
einer unreineren Form des HAp fuhrt. Substitution mit Fluorid fuhrt zur Bildung von
FHAp, mit Karbonat zu Karbonathydroxyapatit (KHAp) und mit Magnesium zu
Magnesium modifiziertem Hydroxyapatit (MHAp). Obwohl Schmelz das harteste



Gewebe des menschlichen Korpers ist, 10st er sich bei einem pH unter 5,5 auf. Alle
Formen des HAp werden mit fallendem pH des umgebenden wassrigen Milieus
I6slicher, wobei FHAp weniger I6slich als HAp ist, welches wiederum weniger 16slich
als MHAp ist [19]. Daraus resultiert eine geringere Saureresistenz des
Zahnschmelzes, welche die Problematik kariéser Lasionen durch saureproduzierende

Bakterien bedingt.

Anders als beispielsweise Knochen, Zement oder Dentin ist ausgereifter
Schmelz azellular und besitzt je nach Analysemethode und analysierter Probe einen
Mineralanteil von 96 wt%, sowie weniger als 1-2% organisches Material. Hier sind
insbesondere die schmelzspezifischen Proteine zu nennen, sogenannte Enameline,
welche eine hohe Affinitat zur Bindung von Hydroxyapatitkristallen aufweisen. Zudem
beinhaltet Zahnschmelz noch Wasser, welches in etwa 4 wt% seiner
Zusammensetzung ausmacht. Im Gegensatz hierzu besitzt Dentin nur 70 wt% Mineral,
20 wt% organische Matrix und 10 wt% Wasser [20].

Das Alter, die individuelle Ernahrungsweise, sowie genetische und zahlreiche
andere externe Faktoren beeinflussen die individuelle chemische Zusammensetzung
des Zahnschmelzes. Daher kann sich dieser bezuglich seiner Harte und Dicke, sowie
in seiner histologischen Struktur zwischen Personen, aber auch zwischen Zahnen
derselben Person unterscheiden. Dies kann in einer unterschiedlichen Farbgebung
der Zahne, von gelblichen, weildlichen bis hin zu graulichen Schattierungen resultieren
[21-24].

2.1.2 Histologische Struktur

Zahnschmelz besteht aus stabchenformigen Kristalliten, die sich in parallel
angeordneten Schmelzprismen bindeln.

Ein Kristall ist ein Festkorper, dessen Elemente (Atome, lonen oder Molekule) sich in
einem festen, sich wiederholendem dreidimensionalen Muster, der sogenannten
Kristallstruktur, anordnen. Kristallite sind Kristalle, welche die eigentliche Kristallform
nicht oder nur teilweise abzeichnen. HAp kristallisiert im hexagonalen Kristallsystem,
mit einem Durchmesser von ca. 40 nm. Die Lange der Kristalle betragt um die 100 nm
bis 1000 nm [25]. Die stabchenférmigen Schmelzprismen entspringen der Schmelz-
Dentin Grenze und verlaufen bis zur Oberflache des Zahnschmelzes. |hr Durchmesser

betragt 4 um bis 5 ym [26]. Der interkristalline Abstand, oft auch als Poren bezeichnet,



ist geflllt mit Luft, Wasser oder Proteinen. Der Abstand bzw. die GroRe der Poren
nimmt Richtung Oberflache zu. Die Poren erlauben sowohl Diffusion als auch einen
Austausch von FlUssigkeiten mit der Umgebung. Sofern der lokale pH-Wert langer
andauernd unter 5,5 sinkt, vergroflert sich der interkristalline Abstand durch
Demineralisation und den Verlust von Calcium- und Phosphat lonen. Dies kann die
Entstehung karidser Lasionen begulnstigen. Insbesondere, da in die interkristallinen
Poren Mikroorganismen eindringen kdnnen, welche die Kariesentstehung durch die

Produktion eines sauren Mikromilieus fordern [19].

1»45 N x o= \@1 < g ‘.
Abbildung 1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von humanem Zahnschmelz (5 um). Zu
sehen sind zu Stédbchen gebliindelte Apatitkristallite. Bildquelle [27].

Quer zu den Schmelzprismen verlaufen sogenannten Querstreifen (,cross striations®),
welche das appositionelle Wachstum des Schmelzes innerhalb von 24 Stunden
darstellen. Der Abstand zwischen zwei Querstreifen betragt 3 um bis 6 ym und
markiert das Schmelzwachstum eines Tages. Diagonal zu den Querstreifen lassen
sich konzentrisch angeordnete, parallel verlaufende Linien erkennen, sogenannte
Retzius-Streifen. Sie sind nahe der Schmelzoberflache typischerweise 30 um bis 40
Mm voneinander entfernt und sind dort haufig als grabenartige Vertiefungen, als
sogenannte Perikymatien, sichtbar [28,29].

Auf der Oberflache des Zahnschmelzes lassen sich mikroskopisch
entwicklungsbedingte Stérungen, wie Mikroporen, dunne Risse im Schmelz oder
Schmelzvorspriunge erkennen. Zudem gibt es physiologisch bzw.
entwicklungsbedingte Ursachen fur Unebenheiten auf der Schmelzoberflache:
Sogenannte  Tomes-Fortsatze. Dies sind keilformige  Zellfortsatze  der
Adamantoblasten, der schmelzbildenden Zellen. In diesen mikroskopischen
Irregularitaten auf der Schmelzoberflache kénnen sich Mikroorganismen gut ansiedeln
[30].



2.1.3 Amelogenese

Die Schmelzentwicklung lauft in rhythmischen Schiben ab, die am ausgereiften
Schmelz histologisch an den Querstreifen, Retzius Streifen und weiteren strukturellen
Eigenheiten erkennbar sind. Es erfolgt zunachst die praeruptive Schmelzentwicklung,
die mit dem Durchbruch der Zahne endet. Ameloblasten, welche sich aus Zellen des
inneren Schmelzepithels differenzieren und ektodermalen Ursprungs sind,
sezernieren Schmelzmatrixproteine, welche aus Amelogeninen und
Nonamelogeninen (Tuftelin, Ameloblastin, Enamelin, Proteinasen) bestehen und als
Matrixgranula an den Seitenfortsatzen der Tomes Fortsadtze sezerniert werden.
Wahrend der sofort einsetzenden initialen Mineralisationsphase stellen die
Ameloblasten  hauptsachlich  Calcium und Phosphat bereit, welches
Kristallisationskerne bildet (Nukleation). Im weiteren Verlauf reifen die Kristallite zu
ihrer Apatitstruktur aus [31]. Die extrazellulare Matrix wird wahrend der
Kristallreifungsphase abgebaut, um die Mineralisierung abzuschlief3en [32,33]. Durch
gerichtetes Aufwachsen kleiner Kristalle (Epitaxie) oder durch Zusammenlagerung
mehrerer Primarkristalle wachsen die Kristalle [34,35]. Wahrend die Kristallgitter an
Grofle zunehmen, nimmt der wassrige und organische Gehalt des Schmelzes ab
[36,37]. So wird eine Matrix, die ungefahr 30 wt% Mineral enthadlt in eine
hochorganisierte Struktur umgewandelt, die fast vollstandig anorganisch ist (>99%)
[38,39].

Mit dem Durchbruch der Zahne endet die praeruptive Schmelzentwicklung. Der
Schmelz ist noch nicht vollstandig mineralisiert und verliert ab diesem Zeitpunkt die
Fahigkeit, sich zu regenerieren oder reparieren. Wahrend der posteruptiven
Schmelzreifung werden Calcium, Phosphat und Fluorid lonen aus dem Speichel, der
Nahrung oder der Zahnpasta aufgenommen, um den noch porésen Zahnschmelz

weiter zu mineralisieren [22].



2.2. Atiologie und Charakteristika kariéser Lasionen

2.2.1. Faktoren der Kariesentstehung

Das Wort Karies entstammt dem lateinischen ,caries” ab, welches ubersetzt ,Faulnis*
oder ,Morschheit” bedeutet. Karies beschreibt eine destruierende Erkrankung der
Zahnhartgewebe, die multifaktoriell bedingt ist. Sie wird durch einen bakteriellen
Biofilm induziert und durch die Zufuhr vergarbarer Kohlenhydrate aufrecht erhalten
[40]. Karies ist die haufigste, nicht Ubertragbare Krankheit weltweit, mit hoherer
Pravalenz in sozial niedrigeren Schichten [41,42]. Listl et. al schatzen die
durchschnittlich durch Karies verursachten Kosten in industrialisierten und nicht
industrialisierten Landern auf bis zu 5% der allgemeinen Gesundheitsausgaben [43].
Im Jahr 1890 formulierte Willoughby D. Miller, amerikanischer Zahnarzt und
Wissenschaftler der oralen Mikrobiologie, die chemoparasitare Theorie der Karies.
Diese Theorie besagt, dass Karies durch Sauren verursacht wird, welche orale
Bakterien nach der Fermentation von Zucker produzieren.

Diese Theorie wurde zu einem Meilenstein fur zuklnftige Studien in der Kariologie.
Im Jahr 1962 ernannte Paul Keyes folgende Triade der Atiologie der Kariesentstehung:
Wirt/Zahn, Mikroorganismen und Substrat [44]. Wahrend zwei Faktoren einen
begunstigenden Effekt auf die Entstehung einer karidsen Lasion haben, ist das
Zusammenspiel aller drei Faktoren flr die Initiierung der Lasion notwendig. 1971 flgte
Klaus Konig der Trias von Keyes den Faktor Zeit als vierten Faktor hinzu (Abbildung
2). Aus dieser simplifizierten Tetrade lassen sich multiple Einflussfaktoren fur die
Entstehung einer Karies ableiten [19]:

e Individuelle Faktoren: individuelle orale Bakterienflora, die Struktur der
Zahnhartsubstanzen, die Loslichkeit der Zahnmineralien, die Speichelflussrate
und die Zusammensetzung und der pH-Wert des Speichels, Immunabwehr,
Zahnfehlstellungen

e Verhaltensmuster: Frequenz und Art der Aufnahme vergarbarer Kohlenhydrate,
Frequenz und Effektivitat der oralen Hygiene, Frequenz der Zahnarztbesuche
und individuellen Prophylaxe.

e Soziale Faktoren: Soziodkonomischer Status, Bildungsniveau und

Kariesinzidenz im Kindesalter.



Zahn/Wirt

Zeit Karies Zucker

Bakterien

Abbildung 2: Trias der Kariesentstehung nach Keyes, modifiziert bzw. ergdnzt um den Faktor Zeit
nach Kénig (1971).

2.2.2 Mikrobiologie der Karies

Die ,chemisch-parasitaren Kariestheorie“ von Miller fokussierte auf die Mischkultur des
dentalen Biofilms als infektidser Ursache der Karies. Diese Hypothese ist heutzutage
durch die ,spezifische Plaquehypothese®, die ,unspezifische Plaquehypothese®, sowie
die ,,0kologische Plaquehypothese® in den Hintergrund getreten [45].

Die spezifische Plaguehypothese postuliert, dass eine Infektion mit
Streptococcus mutans fur die Entstehung einer Karies verantwortlich ist [46]. Im
Gegensatz zu dieser Theorie wird bei der ,unspezifischen Plaquehypothese”
angenommen, dass die gesamte orale Mikroflora bzw. deren Zusammensetzung fur
orale Erkrankungen ursachlich ist [47,48]. Die ,0kologische Plaquehypothese®
impliziert, dass eine Dysbalance der oralen Mikroflora durch 6&kologischen Stress
auftritt. Dieser fordert das Wachstum bestimmter oralpathogener Keime [49]. Durch
haufigen bzw. hohen Konsum fermentierbarer Kohlenhydrate findet im oralen Milieu
eine Selektion fur Bakterien statt, welche diese zu Sauren verstoffwechseln. Es findet
aus diesem Grund eine schrittweise Verschiebung des oralen Milieus zugunsten von
azidogenen, saurebildenden, Bakterien und azidurischen, sauretoleranten Bakterien
statt. Zu diesen gehdren beispielsweise Lactobacillus spp und Bifidobacterium spp,
sowie S. mutans oder Streptococcus sobrinus. Saureproduzierende Bakterien
verringern den pH-Wert im dentalen Biofilm, was zur Demineralisation des

Zahnschmelzes fuhrt [46,50]. Aus dieser Demineralisation kann eine Initialkaries
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resultieren, sofern kariesprotektive Faktoren (Fluoride, Pufferkapazitat des Speichels
etc.) dieses Ungleichgewicht nicht ausgleichen kdénnen. In weiter fortgeschrittenen
karidsen Lasionen wurden vermehrt Bakterienstamme wie Dialister spp., Prevotella
spp., Eubacterium spp., Selenomonas spp., oder Fusobacterium spp. gefunden [51].
Diese Stamme konnten auch vermehrt im oralen Mikrobiom von Kindern mit aktiver
Karies im Vergleich zu Kindern mit kariesfreien Gebissen nachgewiesen werden [52].
Eine Limitierung aller mikrobiologischen Hypothesen ist die Negierung der
spezifischen Wirtsantwort.

Die Vipeholm Studie aus den 1950er Jahren zeigte, dass trotz gleicher
kariesfordernder ernahrungsphysiologischer Bedingungen (Verabreichung
kohlenhydratreicher Zwischenmahlzeiten mit einer hohen Frequenz Uber den Tag
verteilt) Uber zwei Jahre nur circa 80% der Studienteilnehmer Karies entwickelten [53].
Diese Studie bestatigt, dass die Atiopathogenese der Karies multifaktoriell bedingt ist

und immer im Kontext mit wirtsspezifischen Faktoren betrachtet werden sollte.

2.2.3 Klassifikation karioser Lasionen

Die Klassifikation karioser Lasionen dient als Entscheidungshilfe fur geeignete
therapeutische Interventionen. Die erste Klassifizierung stammt aus dem Jahr 1889
von dem amerikanischen Zahnarzt Green Vardiman Black. Sie orientiert sich an der
Lokalisation der Kavitat am Zahn und findet heute noch Anwendung. Es wurden jedoch
aufgrund der immer minimal invasiveren Techniken zur Restauration von
Zahnhartsubstanzdefekten diverse weitere Klassifikationen entwickelt, von denen an
dieser Stelle die wichtigsten kurz dargestellt werden. Dentale Kavitaten werden nach

Black in flnf verschiedene Klassen eingeteilt [54]:

Klasse | Okklusale Kavitat
Klasse Il Approximale Kavitat im Seitenzahnbereich
Klasse Ill | Approximale Kavitat im Frontzahnbereich ohne Beteiligung der Schneidekante

Klasse IV | Approximale Kavitat im Frontzahnbereich mit Beteiligung der Schneidekante

Klasse V Zahnhalskavitat

Tabelle 1: Kavitatenklassen nach Black [54].

Als Basis zur Quantifizierung der Ausbreitung einer karidsen Lasion in die Tiefe der

Zahnhartsubstanzen, auch radiologisch, dient die Klassifikation nach Marthaler [55].
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Diese teilt die Progression einer karidsen Lasion von der Schmelzoberflache bis in die

Tiefe des Dentins in vier Stufen ein (Abbildung 3):

D0 — Keine Anzeichen einer Karies

D1 — Karies ist auf die auRere Schmelzhalfte begrenzt

D2 — Karies in der inneren Schmelzhalfte
()1 D3 — Karies ist auf auldere Dentinhalfte begrenzt
D3

K \ I 1 D4 — Karies erreicht die innere Dentinhalfte

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Klassifikation dentaler Karies nach Marthaler [55].

Im Jahr 2002 wurde ein weiteres Klassifikationsschema entwickelt und im Jahre 2005
modifiziert, welches sich auf die visuelle Inspektion des Zahnes im trockenen und
feuchten Zustand bezieht. Mit Hilfe des in Tabelle 2 dargestellten Kodierungssystem
»international Caries Detection and Assessment System II* (ICDAS-II) kdnnen karidse
Veranderungen an Okklusal- und Glattflachen der Zahne, sowie den
Wurzeloberflachen und an Restaurationen und Versiegelungen erhoben werden
[56]. Da dieses auch Initiallasionen im Zahnschmelz klassifiziert, kdnnen frihe
therapeutische Malnahmen zum Verhindern der Kariesprogression eingeleitet

werden.

Code 0 Keine sichtbaren karidsen Lasionen, auch nach gezielter Lufttrocknung

(auch Fluorose, Verfarbungen und Erosionen werden mit 0 befundet).

Code 1 Erste visuelle Veranderungen im Schmelz, die nach gezielter

Lufttrocknung sichtbar werden.

Code 2 Optisch sichtbare Schmelzveranderungen am feuchten Zahn, die sich
wie folgt zeigen kdnnen: Opazitaten im Sinne einer WSL und/oder
braunlich-kariésen Verfarbung in den Fissuren/Gribchen. Die
Veranderungen mussen auch am luftgetrockneten Zahn noch sichtbar

sein.

Code 3 Verlust der Schmelzstruktur ohne klinisch visuell sichtbare Beteiligung

des Dentins.
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Code 4 Schattenbildung im Dentin (blaulich, graulich oder braunlich), mit oder

ohne Schmelzeinbruch.

Code 5 Kavitatenbildung mit sichtbarem Dentin.

Code 6 Grol¥flachige Kavitatenbildung mit deutlich sichtbarem Dentin.

Mindestens die Halfte der Schmelzoberflache ist karios zerstort.

Tabelle 2: ICDAS-II Codierung [56].

2.2.4. Histologische Eigenschaften karioser Zahnhartsubstanz

Jeder karidse Prozess am Zahnschmelz beginnt mit der Bildung und Reifung eines
bakteriellen Biofilms, welcher durch die Bildung eines sauren pH-Wertes lonen aus
dem Kiristallgitter des Schmelzes 16st [57]. Von diesem Vorgang abzugrenzen sind
erosive Veranderungen des Zahnschmelzes, welche durch nicht bakterielle Sauren
hervorgerufen werden. Erosive Veranderungen an Zahnhartsubstanzen koénnen
beispielsweise durch das exzessive Trinken von Soft- oder Fruchtsaftgetranken mit
sehr saurem pH-Wert oder durch Magensaure bei gastrodsophagealem Reflux oder
durch haufiges Erbrechen bei Patienten mit Bulimie entstehen [58]. Unter dem Biofilm
|6st sich die makroskopische Oberflachenbeschaffenheit des Zahnschmelzes auf. Im
Laufe der Zeit wird Mineral herausgeldst und auch Schichten unter der Oberflache
werden demineralisiert. Die Entfernung des Biofilms kann die strukturellen
Veranderungen im Zahnschmelz nur partiell rickgangig machen [59].

Histologisch lasst sich Schmelzkaries in vier Zonen einteilen (Abbildung 4), die
sich jeweils durch ihre Porositat und ihnren Mineralgehalt unterscheiden: Pseudointakte

Oberflachenschicht, Lasionskorper, dunkle Zone, transluzente Zone [60-62)].
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Biofilm

/

I Dunkle Zone

Intakter Schmelz

Abbildung 4: Schematische Darstellung der vier Zonen einer Schmelzkaries von aulBen nach innen:

Pseudointakte Oberfldchenschicht, Lasionskérper, dunkle Zone, transluzente Zone, intakter Schmelz.

Pseudointakte Oberflachenschicht

Die aulerste Zone, auch pseudointakte Oberflachenschicht genannt, charakterisiert
sich durch eine relative gesunde Schmelzschicht, welche der demineralisierten Zone
aufliegt. Sie zeichnet sich durch einen Verlust von weniger als 1% Mineral aus, sowie
einer Porositat von 1-2%, welche anndhernd gesundem Schmelz gleicht. Dies erklart
sich durch die Ablagerung von fluoridreichem Mineral in dieser Schicht, was zudem zu
einer erhohten Saureresistenz fuhrt. Allerdings koénnen durch die pordse
Schmelzstruktur Sauren in tiefere Strukturen diffundieren und dort Mineral 16sen [61].
Die Dicke der pseudointakten Oberflachenschicht betragt zwischen 10 um und 50 ym,

im Durchschnitt ungefahr 40 ym. Sie kann jedoch auch bis zu 120 pym betragen [63].

Lasionskorper
Diese Schicht weist eine Porositat von 25-50% auf. Auch in dieser Zone akkumuliert
Fluorid, sowie organisches Material. Die Poren vergrolRern sich konsekutiv, bis die

Schmelzstruktur letztendlich kollabiert und das Gewebe zerstort ist.

Dunkle Zone
Die Porositat betragt in der dunklen Zone ungefahr 5-10%. Die Poren scheinen in

dieser Zone deutlich kleiner zu sein, als in den daruber liegenden Schichten [61]. Dies
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konnte sich durch Remineralisationsvorgange im Rahmen eines naturlichen
Reparationsprozesses erklaren lassen oder durch Akkumulation exogener Proteine

oder endogenem, organischem Material [22].

Transluzente Zone
Die innerste Schicht wird als transluzente Zone bezeichnet, in welcher es zu ca. 1-2%

Mineralverlust kommt. Sie zeichnet sich durch wenige, aber grol3e Poren aus.

2.2.5. White Spot Lasionen

Das erste klinische Zeichen flr eine Demineralisation des Zahnschmelzes sind
sogenannte White-Spot-Lasionen (WSL), welche makroskopisch als weil3lich, opake
Flecken imponieren [9]. Diese kdnnen, mussen aber nicht zur Ausbildung einer
manifesten Karies fuhren. Durch gezielte Remineralisation mit Fluorid kann eine
weitere Demineralisation verhindert werden [64]. Zunachst werde WSL am trockenen
Zahn sichtbar, was auf eine oberflachliche Demineralisation im Schmelz hindeutet.
Zum Zeitpunkt des Erscheinens von WSL am trockenen Zahn muss ein mindestens
zwei Wochen bis mehrere Monate lang andauernder Demineralisationsprozess
stattgefunden haben [65,66]. Bei Progression der Demineralisation in tiefere
Schmelzschichten, sind die Opazitaten bereits am feuchten Zahn sichtbar [9].

WSL zeichnen sich durch eine erhdhte Porositat und groRere interkristalline
Abstande aus, welche durch organisches Material geflllt werden. Diese Poren
ermdglichen sowohl die Diffusion von Mineralien als auch von Sauren in die Lasion
[67]. Hierdurch ist eine weitere Demineralisation, aber auch eine Remineralisation
moglich. Sie erscheinen aufgrund eines optischen Phanomens weil3, welches von der
Grole der Poren im Lasionskorper abhangig ist. Mit zunehmender Demineralisation
nimmt die PorengrofRe zu, wodurch der Brechungsindex des Lichts im Zahnmineral
geandert wird. Der Brechungsindex beeinflusst die Lichtbrechung im Zahnschmelz,
weshalb die Stellen mit vergroRerten Poren weilllich erscheinen. Die Sichtbarkeit der
Opazitat nimmt im trockenen Zustand des Zahns zu, weil der Unterschied des
Brechungsindex von Luft (1,0) zu Zahnschmelz (1,63) groRer ist, als der von
Zahnschmelz zu Wasser (1,33) [68].

WSL besitzen eine pseudointakte Oberflachenschicht, die im Vergleich zu

gesundem Zahnschmelz nur wenig Mineralverlust (ca. 1%) aufweist. In dieser Schicht
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akkumuliert zudem Fluorid, was zu einer erhohten Saureresistenz fuhrt. Durch etwas
pordsere Schmelzstruktur von 1-2%, welche annahernd gesundem Schmelz gleicht,
konnen Sauren in die tieferen Schichten diffundieren und dort Mineral 16sen [61]. WSL
konnen klinisch aktiv oder inaktiv sein [69]. Die pseudointakte Oberflachenschicht ist
bei aktiven Lasionen pordser als bei inaktiven [70]. Arends et al. beschreiben, dass
der Mineralanteil in der pseudointakten Oberflachenschicht einer WSL den
Aktivitatsgrad der Lasion wiedergibt [71]. Cochrane et al. konnten in ihrer Studie jedoch
keine Korrelation bezuglich des Mineralgehalts und der Aktivitat der Lasionen
feststellen [70].

Die Pravalenz der WSL ist insbesondere bei Patienten mit kieferorthopadischen
festsitzenden Apparaturen hoch und wird in der Literatur mit 2% bis 96% beschrieben
[72]. WSL sind eine der haufigsten Nebenwirkungen einer kieferorthopadischen
Therapie und stellen eine funktionelle und asthetische Beeintrachtigung der Patienten
dar (Abbildung 5).

Abbildung 5: WSL nach Entbédnderung von Multibracket-Apparaturen. A) Patient mit Deckbiss und
stark ausgepragten WSL auf der gesamten Zahnfldche der Oberkiefer Front- und Seitenzédhne. B)
Patient mit WSL kranial und kaudal der zuvor adhésiv befestigten Brackets.

Therapeutisch konnen WSL entweder remineralisiert werden (z.B. mit Fluorid) oder
mit niedrigviskdsen Kunststoffen infiltriert werden (ICON) [73]. Die Remineralisation
durch Fluorid beeinflusst bestehende Opazitaten nicht und ist rein funktionell. Mit ICON
konnen optische Verbesserung der Opazitaten erreicht werden. Das Ausmal} des

asthetischen Ergebnisses variiert in der Praxis.
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2.2.6. Funktionen des Speichels

Der Speichel ist nicht nur ein wichtiges physiologisches Hilfsmittel bei der
Nahrungsaufnahme, sondern besitzt auch relevante Funktionen zum Schutz der
Zahnhartsubstanz. Er besteht zu 99% aus Wasser und zu ca. 1% aus Proteinen,
Glykoproteinen und Enzymen. Die paarig angelegten groRen Speicheldrisen des
Kopfes sind flr die Produktion und Sekretion von ca. 90% des Speichels
verantwortlich. Zu diesen zahlen die Glandulae submandibulares, von denen ca. 65 %
des Speichels produziert werden, die Glandulae parotideae, die fir ca. 30 % der
Speichelproduktion verantwortlich sind und die Glandulae sublinguales, die ungefahr
5% des Speichels produzieren. Die kleinen Speicheldrisen, welche diffus palatinal,
labial und lingual verteilt sind, sind flr 10% der Speichelproduktion verantwortlich. Pro
Minute werden ca. 0,1 bis 0,3 mL Speichel aus den Speicheldrisen sezerniert [74].
Die sogenannte Speichelflussrate variiert jedoch inter- und intraindividuell und wird
beispielsweise durch die Aktivitdt des Parasympathikus stimuliert. Bei Dehydrierung,
sportlicher Betatigung oder bei sympathischer Aktivitat und dem Ausstol} von
Adrenalin ist sie erniedrigt [75]. Im Rahmen einer medikamentdsen Therapie, einer
tumorbedingten Bestrahlung im Kopf-Hals-Bereich oder bei bestimmten
Erkrankungen, zum Beispiel dem Sicca-Syndrom im Rahmen eines Sjogren Syndroms
kann der Speichelfluss dauerhaft erniedrigt sein. Dieser Zustand wird als
Hyposalivation bezeichnet. Eine dauerhafte Trockenheit der Mundhodhle als
Xerostomie. Zu einer gesteigerten Produktion von Speichel, einer Hypersalivation,
kann es physiologisch durch den zirkadianen Rhythmus kommen, bei Ubelkeit oder
durch neurologische Erkrankungen [74,76]. In Bezug auf die Pravention karioser
Lasionen besitzt Speichel vier wesentliche Eigenschaften: Spulfunktion (Clearance),

Pufferfunktion, Remineralisationsfunktion, sowie antibakterielle Wirkung.

Spilfunktion (Clearance)

Saure und stark zuckerhaltige Bestandteile der Nahrung werden durch den Speichel
verdunnt und konsekutiv aus der Mundhdhle in den Magen transportiert. Neben der
Spulfunktion an sich, scheint auch die FlieRgeschwindigkeit des Speichels eine Rolle
bei der Clearance kariogener Substrate zu spielen [77]. Diese ist an den
Lingualflachen der Unterkiefermolaren durch die anatomische Lage  der

Speicheldrisen und Ausfihrungsgange hoher und betragt circa 8 mm/min, an den
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Bukkalflachen der Molaren betragt sie hingegen nur 1 mm/min [78], was die erhdhte
Inzidenz von Karies an Bukkalflachen erklaren konnte. Bei Patienten mit Xerostomie
ist die Spulfunktion generell erniedrigt, was mitunter zur erhéhten Inzidenz karidser
Lasionen fuhrt [79].

Die Pufferfunktion

Speichel verfugt Uber drei wichtige Puffersysteme, die Sauren in der Mundhohle bis
zu einem gewissen Grad neutralisieren kdnnen: Das Phosphat, das Bikarbonat und
das Protein Puffersystem. Bei einem pH von 5 bis 5,5 16st sich die Kristallstruktur des
Zahnschmelzes auf [80]. Die Funktion der Puffer im Speichel liegt daher in der
effektiven pH-Wert Erh6hung, nachdem diese direkt durch den Konsum von Sauren
oder indirekt Uber den Konsum von Zucker und die daraufhin folgende
Verstoffwechselung der saureproduzierenden Bakterien vermindert wurde. Wie
effektiv der Speichel im oralen Biofilm die Sauren neutralisieren kann, hangt mit der

Dicke des Biofilms zusammen [74].

Phosphat liegt bei einem pH-Wert von 6,0 — 7,5 vor allem als Dihydrogen- (H2PO4)
und Monohydrogen- (HPO4) Phosphat vor und reagiert mit Wasserstoff-lonen nach

der folgenden Gleichung:

H* + HPO4? 2 HoPO4

Sofern genugend Monohydrogenphosphat im Speichel befindet, senkt sich der pH-
Wert auch bei Vorliegen von Wasserstoff-lonen nicht. Sofern der pH-Wert auf ca. 6
sinkt, greift der Bikarbonat Puffer und reagiert mit Wasserstoff-lonen in der folgenden

Gleichung:

H*+ HCO3 2H>CO32 CO, + H0O

Der Bikarbonatpuffer nimmt mit Zunahme der Flierate Gberproportional zu, da die
Konzentration von Bikarbonat mit dieser auch zunimmt [78]. Bilbilova et. al konnten in
einer Fall-Kontroll-Studie zeigen, dass die Kohorte kariesfreier Probanden hohere

Konzentrationen an Bikarbonat im Speichel aufwiesen, als die Kohorte mit Karies [81].
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Der Proteinpuffer weist eine eher geringe Pufferkapazitat auf. Er besteht aus
einer Vielzahl von Proteinen (Statherine, prolinreiche Proteine) und wirkt bei pH-
Werten von 3,3 - 7,2 [82]. Unterschiedliche Pufferkapazitaten des Speichels zwischen
Individuen mit und ohne Karies wurden bereits 1944 von Robert Stephan beschrieben
(Abbildung 6). Aus dieser Studie leitet sich die ,Stephanskurve® ab, welche die

durchschnittliche Anderung des pH-Wertes nach dem Konsum von Zucker darstellt.
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Fig. 1. pH Curves of plaques on labial surfaces of upper anterior teeth in different caries
activity groups. Groups: I = caries-free; II = previous caries but caries-inactive during
period of study; III = slight caries-activity; IV = marked caries-activity; V = extreme
caries-activity.

Abbildung 6: pH-Wert Anderungen nach 2-miniitiger Mundspiilung mit einer 10%igen Glukoselésung.
Bildquelle: [83].
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Remineralisationsfunktion

Remineralisation im Kontext der dentalen Materialien bedeutet, dass herausgeloste
Mineralien wieder in den Schmelz eingelagert werden. Da Speichel an Mineralien,
insbesondere an Calcium und Phosphat Ubersattigt ist, kdnnen diese wieder in den
Schmelz eingelagert werden [84]. Statherin, ein Speichelprotein, welches durch seine
Grole nicht durch die Poren des Schmelzes in diesen eindringen kann, sorgt dafur,
dass die Mineralien nicht schon im Speichel ausfallen, sondern erst im Schmelz. Da
die Statherine aufgrund ihrer GroRe nicht in den Schmelz eindringen kdnnen, findet
dort auch keine Hemmung der Ausfallung statt [80]. Remineralisationsvorgange durch
den Speichel kdénnen jedoch die komplexe Mikrostruktur des Schmelzes nicht
wiederherstellen [85]. Aus der geringeren Speichelbefeuchtung der bukkalen
Zahnflachen resultiert eine geringere Remineralisationskapazitat. Aus diesem Grund
konnte an Bukkalflachen im Vergleich zu Lingualflachen eine erhdohte Kariesinzidenz
festgestellt werden [86,87].

Antibakterielle Wirkung

Speichel enthalt sowohl die Immunglobuline IgA, 1gG und IgM, sowie nicht-
immunologisch wirksame antibakterielle Komponenten: Muzine, Peptide, Enzyme
(Laktoferrin, Lysozyme, Peroxidase). Zudem wirken die Proteine des Speichels
antibakteriell, da sie beispielsweise Bakterien aggregieren und so ,verklumpen®. Eine
starke antibakterielle Wirkung kommt auch dem ,Spuleffekt® des Speichels zu, der

planktonische Bakterien regelmalig in den Magen-Darm-Trakt beférdert [88].

2.2.7 Chemie der dentalen Karies

Die De- und Remineralisation ist ein physiologischer Prozess, der an den Oberflachen
des Zahnschmelzes zyklisch ablauft. Wahrend der Demineralisation kommt es zu einer
Auflosung der HAp Kristalle durch Sauren, welche in den pordsen Schmelz
diffundieren kénnen. Ca?* und PO43 werden hierdurch geldst und in den Speichel
freigesetzt (Abbildung 7).

18



Abbildung 7: Schematische Darstellung der Schmelzprismen von a) gesundem Schmelz und b)
demineralisiertem Schmelz. Schematische Darstellung in Anlehnung an Mohammed et al. [89].

Die Auflésung der Schmelzstrukturen lauft nach folgender Gleichung ab [90]:

Cas(POs)3(OH)+4H*—5Ca?*+3HPO? 4+H20

Sofern Zyklen der Demineralisation Uberwiegen, verlieren die Schmelzprismen
konsekutiv ihre Struktur und das Hartgewebe kollabiert. Dieser Vorgang kann durch

Remineralisationsvorgange aufgehalten werden [6-8].
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2.3. Therapieoptionen von White-Spot-Lasionen

2.3.1. Fluorid
2.3.1.1. Chemische Eigenschaften

Fluorid (F") entsteht aus der Elektronenaufnahme von Fluor (F2) und ist ein Sdureanion

der Fluorwasserstoffsaure:

F2 +2e > 2F

Fluorid kommt in der Luft, im Wasser, in der Lithospare, in Lebensmitteln, in Salz oder
in dentalen Hygieneprodukten, z.B. Zahnpasta, Mundspullésungen, Zahngelen,
Zahnlacken etc. vor bzw. kann diesen zugesetzt sein. In der Dentalindustrie
verwendete fluoridhaltige Salzverbindungen sind beispielsweise Natriumfluorid,
Natriummonofluorphosphat, Zinnfluorid oder Aminfluorid (z.B. Olaflur, Dectaflur). Die
Fluoridmenge wird in parts per million (ppm) angegeben. Die in Deutschland zulassige
Hoéchstmenge fur Zahnpasta betragt 1500 ppm fur Erwachsene, sowie 1000 ppm flr
zwei- bis sechsjahrige Kinder [91]. In Mundspullésungen durfen 250 - 500 ppm und in
Zahngelen und -lacken > 5000 ppm enthalten sein [92].

2.3.1.2. Wirkungsmechanismus auf den Zahnschmelz

Fluorid hemmt die Demineralisation des Zahnschmelzes und fordert seine
Remineralisation [93]. Sofern genugend Fluorid lonen im Speichel oder lokal am Zahn
verfugbar sind, wird ionisch gebundenes Fluorid strukturell als FAp oder FHAp in den
Schmelz eingebaut und stabilisiert sie. Da die Loslichkeit von FHAp geringer ist, als
die von HAp, wird der Schmelz resistenter gegen Saureangriffe [19]. Die
Konzentration von FAp/FHAp ist im kariosen Schmelz signifikant hoher als im
gesunden Schmelz [94]. Zudem besitzt Fluorid eine direkt antibakterielle Wirkung
durch die Interaktion mit dem Stoffwechsel oraler Mikroben [95].

Die kariesprotektive Wirksamkeit von Fluorid konnte durch diverse randomisiert
kontrollierte Studien und Metaanalysen gezeigt werden. Eine Cochrane Metaanalyse
mit 40.000 Kindern zeigte eine mittlere Reduktion der Karieslasionen um 24% bei
Kindern, die sich taglich mit fluoridhaltiger Zahnpasta die Zahne putzten [96]. Eine
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zweimalige Anwendung am Tag erhoht den praventiven Effekt. Auch bezuglich der
Remineralisation von WSL nach kieferorthopadischer Therapie zeigte die Anwendung
von 5%igem Natriumfluorid (1x/Monat beim Zahnarzt aufgetragen) Uber sechs Monate
eine Remineralisationseffekt. Die Asthetik der Lasionen wurde jedoch nicht verbessert
[97].

2.3.1.3. Limitationen und Toxikologie des Fluorideinsatzes

Die Fluoridierung kann lokal (Zahnpasta, Mundspulldsungen, Zahngele etc.) oder
systemisch (Fluoridtabletten, fluoridiertes Trinkwasser, fluoridiertes Speisesalz etc.)
erfolgen. Um die Gesamtmenge an Fluorid nicht zu Ubersteigen, wird jedoch nur eine
Form der systemischen Fluoridzufuhr empfohlen. Insbesondere im Kindesalter, wenn
Schmelzbildung noch nicht abgeschlossen ist, kann eine chronisch zu hoher Zufuhr
von Fluorid zu Zahnfluorose fuhren. Zu hohe Dosen an Fluorid scheinen die
Ameloblastenfunktion und somit die Schmelzbildung zu stéren [98]. Zahne mit
Fluorose besitzen durch Hypomineralisierungen unter der Zahnschmelzoberflache
eine weill-opake Zeichnung. Bei schweren Formen der Fluorose kommt es zum
sogenannten ,Mottling“ oder ,Pitting”, sowie einem Verlust der Schmelzoberflache,
was als braunliche Farbung imponiert [99]. Der Begriff ,Mottling“ bezeichnet
gleichmalig Uber die Schmelzoberflache verteilte weil3lich-opake Linien. Der Begriff
,Pitting“ beschreibt lochartige, scharf begrenzte Vertiefungen im Schmelz.

Eine akute Vergiftung mit Fluorid kann mit Symptomen wie Ubelkeit, Schwindel
und Erbrechen einhergehen, wobei die letale Fluorid-Dosis mit einer Schwankung von
32 bis 64 mg/kg Korpergewicht angegeben wird [100]. Die tolerablen oberen
Zufuhrmengen von Fluorid werden durch die europaische Lebensmittelbehdrde EFSA
festgelegt. Bei Kindern im Alter von 1 - 8 Jahren liegt sie bei 0,1 mg/kg Kérpergewicht,
bei Kindern im Alter von 9 - 14 Jahren liegt sie bei 5 mg/Tag und fur Jugendliche Gber
15 Jahren wird sie mit 7 mg/Tag angegeben [95]. Die wahrscheinlich toxische Grenze
von Fluorid fur Erwachsene wird bei 5 mg Fluorid pro kg Kérpergewicht angegeben.

Da Fluorid sowohl Calcium als auch Phosphat lonen aus dem Speichel bendtigt,
um den Remineralisationsprozess zu verbessern, wird die Wirksamkeit durch
Hyposalivation bzw. Xerostomie herabgesetzt. In diesen Fallen kdnnen Produkte mit
Calcium und Phosphat, beispielsweise Casein Phosphopeptid - Amorphes Calcium
Phosphate (CPP - ACP) einen zusatzlichen Nutzen erbringen [101,102].
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2.3.2. Casein Phosphopeptid - Amorphes Calcium Phosphat

CPP — ACP besteht aus Calcium und Phosphat, komplexiert mit Casein, welches aus
Milchproteinen gewonnen wird. CPP — ACP bindet an Dentin, Bakterien und
Weichgewebe. Sein Wirkmechanismus beruht wahrscheinlich auf einer Erhéhung an
bioverfugbarem Calcium und Phosphat im Speichel und der Schmelzoberflache. Unter
sauren Bedingungen wird das ACP vom CPP — ACP Komplex abgespalten und
dissoziiert zu Calcium und Phosphat lonen, sodass eine Ubersattigung dieser lonen
an der Zahnoberflache vorherrscht [103]. /n vitro Studien zeigten durch CPP — ACP

eine Reduktion des Mineralienverlusts und eine Reduktion der Lasionstiefe [104-106].

2.3.3. ICON - Kariesinfiltration

Die Kariesinfiltration ist eine minimalinvasive Fullungsmethode fur initiale
Karieslasionen, die maximal bis ins erste Drittel des Dentins reichen (D1). Sie wird
unter dem Namen Icon® von der Firma DMG America Company vermarktet und soll
demineralisierten Schmelz stabilisieren, fullen und die interkristallin vergroRerten
Poren versiegeln, ohne durch die Fullung Zahnhartsubstanz opfern zu mussen [107].
Dabei wird der durch die Demineralisation pords gewordene Zahnschmelz mit
Kunststoff infiltriert. Die Oberflache wird zunachst mit 15%iger Salzsaure (HCI) geatzt,
um die pseudointakte Oberflachenschicht zu entfernen. Durch diese Malknahme wird
das Porensystem nach aulen gedffnet, sodass Kunststoff einflieRen kann [63]. Durch
die Kapillarkrafte zieht sich der nachfolgend aufgetragene Kunststoff in die Poren und
verschlieRt diese. Es konnte gezeigt werden, dass der Kunststoff bis zu 100 pm tief
eindringt [108].

So entsteht zum einen eine Diffusionsbarriere fur Sduren, zum anderen eine
optische Verbesserung der weillen Lasionen, da der Brechungsindex des Kunststoffes
1,52 betragt und die Lichtbrechung durch die Infiltration wieder dem Brechungsindex
des gesunden Zahnschmelzes ahnlicher wird (Brechungsindex 1,63) [97]. Mit der
Kariesinfiltration kénnen circa 60 + 10% des Porenvolumens verschlossen werden
[109]. In einer Fall-Kontroll-Studie konnte gezeigt werden, dass sich das klinische
Erscheinungsbild der WSL verbesserte und sich die Karieslasionen verkleinerten
[110]. Zwei Meta-Analysen bestatigen die Inaktivierung initialer karidser Lasionen
durch die Kariesinfiltration [111,112].
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2.3.4. Polyphosphate

Polyphosphate (PolyP) sind Polymere von Orthophosphatmolekilen, welche Uber
Phosphorsaureanhydridgruppen zu unverzweigten Ketten verbunden werden. Je nach
Kettenlange kommen sie in Mikroorganismen (lange PolyP Ketten mit bis zu tausend
Einheiten [113]) und Saugetieren (kurze Ketten) vor. PolyP kommt in Saugetieren
sowohl extrazellular in Blut und Synovia als auch intrazellular in Thrombozyten,
Fibroblasten, Mononuklearen Zellen und Osteoblasten vor [114,115].

PolyP als Polyanion kann Salzverbindungen zu mono- oder polyvalenten Kationen,
beispielsweise Na* und Ca?*, eingehen. Wahrend Na* an eine Phosphatgruppe bindet,
kann das zweifach positiv geladene Ca?* zwei PolyP Ketten Uber ionische Bindungen

miteinander verbinden (Abbildung 8).

Abbildung 8: Das polyanionische PolyP bindet ein Na*-lon pro Phosphateinheit, via Ca®* kbnnen zwei

PolyP Ketten (iber ionische Bindungen miteinander verbunden werden, Bildquelle [116].
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Muller et al. untersuchten die Wirkung von PolyP auf Zahne in vitro [16]. Das in der
Studie verwendete PolyP konnte Dentintubuli verschlieRen, weshalb PolyP bei
Dentinhypersensitivitat eingesetzt werden kdnnte. Zudem konnte eine antibakterielle
Wirkung des PolyP gezeigt werden. Es zeigte sich zudem, dass PolyP die Fahigkeit
besitzt, Risse im Zahnschmelz zu reparieren (Abbildung 9) [16]. Es wird vermutet, dass
PolyP Mikropartikel mit HAp interagieren und Ca?* lonen in den Mikropartikeln eine
brickenartige Struktur zu HAp bilden (Abbildung 10) [117].

Abbildung 9: Reparatur der Risse im Schmelzbereich durch PolyP; ESEM: (A - C) Behandlung der
Zahnproben mit Zahnpasta ohne Ca-PolyP. Die Rissschéden (cr) sind deutlich zu sehen. (D - F)
Zahneputzen mit Zahnpasta plus 1% Ca-PolyP fiihrte zu einer Reparatur der Risse (> <re-cr) im
Schmelzbereich (en). (G - |) Bei a héheren VergréRerung wurden die kugelférmigen, aus dem PolyP

stammenden Mikropartikel sichtbar. Bildquelle [16].
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Abbildung 10: Amorphe Ca-PolyP Mikropartikel (aCa-PolyP-MP) und ihre Interaktion mit Calcium und
Phosphat im Zahnschmelz (A und B); REM Aufnahme. (C) Vermutete Interaktion der Mikropartikel mit
HAp, welches hauptséchlich aus Ca?* und PO4* besteht. Es wird vermutet, dass die Ca?* lonen in den
Mikropartikeln eine Briickenartige Struktur zum HAp hin bilden, Bildquelle [117].
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3. Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Herstellung der Polyphosphat Mikropartikel

Alle fur die Herstellung der Mikropartikel verwendeten Chemikalien, sofern nicht
anders angegeben, sind Reagenzien von anerkannter Analysequalitat und wurden
ohne weitere Aufreinigung verwendet. Calciumpolyphosphat (Ca-PolyP) -
Mikropartikel wurden durch ein nasschemisches Fallungsverfahren aus
Calciumchloriddihydrat (CaCl. - 2H20; Sigma-Aldrich, Taufkirchen; Deutschland) als
Ca?* - Quelle hergestellt. 2,8 g CaCl, - 2H>0 wurden in 50 mL Ethanol (96%) geldst
und bei Raumtemperatur tropfenweise zu 1 g Natriumpolyphosphat (Na-PolyP,
chemische Fabrik Budenheim, Budenheim, Deutschland) welches in 50 mL
destilliertem Wasser geldst wurde, gegeben. Im ersten Schritt wurde der pH-Wert der
Na-PolyP und Calciumchloridiésung durch Zugabe von NaOH auf einen pH-Wert von
6 eingestellt und 5 Stunden geruhrt.

Die ausgefallten Aufschlammungen wurden aus dem Reaktor gegossen und die
festen Teilchen durch Vakuumfiltration durch eine Nalgene-Filtereinheit (Porengroéflie
0,45 pm; Cole-Parmer, Kehl / Rhein; Deutschland) herausgefiltert und dreimal mit
Ethanol gewaschen, um das nicht gebundene Ca?* und andere Abfallprodukte zu
entfernen. Die Partikel wurden bei 60°C getrocknet. SchlieBlich wurden die
getrockneten Festkorper zu feinen Pulvern gemahlen und durch ein 100 ym Sieb
(Retsch  GmbH, Haan, Deutschland) gesiebt. Das hier erlauterte
Herstellungsverfahren wird in der schematischen Zeichnung in Abbildung 11

dargestellit.
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Calcium
solution

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Herstellung der Ca-PolyP Mikropartikel mit Hilfe des
nasschemischen Féllungsverfahrens.

Die Standard Ca-PolyP Mikropartikel haben eine GroRe zwischen von 285 + 95 nm
und sie sind kugelférmig. Ihre GroRe kann von 100 nm bis 600 nm variieren. Die
Mikropartikel kdnnen mit einer definierten Grof3e hergestellt werden, indem das
Verhaltnis von Ca:P verandert wird. Ein Verhaltnis von Ca:P > 2 resultiert in einer
kleineren Partikelgrofle, wahrend Ca:P Verhaltnisse von < 2 grolkere Partikeln
generieren. Fur unsere Studie wurden Partikel mit einem Verhaltnis von = 2 fur Ca:P

gewahlt.

3.1.2. Herstellung der remineralisierenden Zahngele

3.1.2.1. Biomimetisches Polyphospat-basiertes Zahngel

10%iges Calcium Polyphosphat

Herstellung eines wasserbasierten, 10%igen Ca-PolyP Zahngels fur die erste
Versuchsreihe: 1 g Ca-PolyP (hergestellt wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben), 2,5 g Xylitol
(10% [w/w]; Natur Total B.V., Apeldoorn; Niederlande), 50 mg Xanthan (0.5% [w/w];
Special Ingredients Ltd., Foxwood Industrial Park, Chesterfield; UK), 50 mg Jota -
Carragen (0.5% [w/w]; Special Ingredients Ltd), 50 mg Kappa - Carragen (0.5% [w/w];
Special Ingredients Ltd). Zu diesen wurden 3 g Glycerin (50% [w/w]; Dragonspice
Naturwaren, Reutlingen; Deutschland) gegeben und die Zutaten zu einer homogenen

Masse gemischt. Dann wurden 1,25 mL destilliertes Wasser und 100 uL
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Natriumlaurylsulfat (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben. Das
Gemisch wurde auf 70°C erhitzt und 10 Minuten gerlhrt bis ein homogenes, milchig-

tribes Gel entstand. Das so entstandene Zahngel enthielt 15,15% Ca-PolyP.

3%iges Calcium-Polyphosphat, 3%iges Natrium- und 3%iges Magnesium-

Polyphosphat

Fir die folgenden Versuchsreihen wurde 3%iges Ca-PolyP, 3%iges Na-PolyP und
3%iges Mg-PolyP hergestellt: 300 mg Ca-PolyP (hergestellt wie in Kapitel 3.1.1
beschrieben) oder 300 mg Mg-PolyP oder 300 mg Mg-PolyP, sowie 2,5 g Xylitol (10%
[w/w]; Natur Total B.V., Apeldoorn; Niederlande), 50 mg Xanthan (0.5% [w/w]; Special
Ingredients Ltd., Foxwood Industrial Park, Chesterfield; UK), 50 mg Jota - Carragen
(0.5% [w/w]; Special Ingredients Ltd), 50 mg Kappa - Carragen (0.5% [w/w]; Special
Ingredients Ltd). Zu diesen wurden 3 g Glycerin (50% [w/w]; Dragonspice Naturwaren,
Reutlingen; Deutschland) gegeben und die Zutaten zu einer homogenen Masse
gemischt. Dann wurden 1,25 mL destilliertes Wasser und 100 uL Natriumlaurylsulfat
(Merck, KGaA, Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben. Das Gemisch wurde auf 70°C
erhitzt und 10 Minuten geruhrt bis ein homogenes, milchig-tribes Gel entstand. Das

so entstandene Zahngel enthielt 3% Ca-PolyP.

3.1.2.2. Fluorid Zahngel

Als Kontrollgel wurde Elmex® Gelée verwendet. Dieses ist ein hochdosiertes,
apothekenpflichtiges Fluoridgel der Firma GABA und wird fur die Heimfluoridierung bei
initialer Karies und bei Kkariesaktiven Gebissen empfohlen (S2k-Leitlinie
.Kariesprophylaxe bei bleibenden Zahnen — grundlegende Empfehlungen®). Das
1,25%ige Fluoridgel enthalt neben Natriumfluorid auch Aminfluorid (AmF), welches als
kationisches Tensid aufgebaut ist und Uber eine lange hydrophobe Alkylgruppe sowie
ein polares hydrophiles, protoniertes tertiares Amin mit einem Fluorid als Anion verfugt
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Schematischer Aufbau des AmF.

AmF bildet einen molekularen Film auf dem Zahn und eine besonders stabile
Calciumfluorid-Schicht. Der molekulare Film wird gebildet, da sich der hydrophile Kopf
des AmF zum Zahnschmelz hin ausrichtet. Es kommt zu ionischen Wechselwirkungen
des Aminteils mit der Zahnoberflache [118]. 100 g EImex Gelée enthalten: Aminfluoride
Dectaflur 0,287 g, Olaflur 3,032 g, Natriumfluorid 2,210 g (Fluoridgehalt 1,25%),
gereinigtes Wasser, Propylenglycol, Hyetellose, Saccharin, Apfel-Aroma,

Pfefferminzol, Krauseminzol, Menthol-Aroma, Bananen-Aroma.

3.1.2.3. Placebo Zahngel

FUir die Herstellung eines wasserbasierten Placebo-Zahngels flr die erste
Versuchsreihe wurden folgende Zutaten verwendet: 3,5 g Xylitol (10% [w/w]; Natur
Total B.V., Apeldoorn; Niederlande), 50 mg Xanthan (0.5% [w/w]; Special Ingredients
Ltd., Foxwood Industrial Park, Chesterfield; UK), 50 mg Jota - Carragen (0.5% [w/w];
Special Ingredients Ltd), 50 mg Kappa - Carragen (0.5% [w/w]; Special Ingredients
Ltd). Zu diesen wurden 3 g Glycerin (50% [w/w]; Dragonspice Naturwaren, Reutlingen;
Deutschland) gegeben und die Zutaten zu einer homogenen Masse gemischt. Dann
wurden 1,25 mL destilliertes Wasser, 100 uL CaCl> (CaCly - 2H20; Sigma-Aldrich,
Taufkirchen; Deutschland) und 100 uL Natriumlaurylsulfat (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) hinzugegeben. Das Gemisch wurde auf 70°C erhitzt und 10 Minuten

geruhrt bis ein homogenes, milchig-tribes Gel entstand.

3.1.3. Praparation und Demineralisation der Molaren

Die in dieser Studie verwendeten Zahne wurden uns durch die Zahnklinik der
Universitatsmedizin der Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz, den ethischen
Richtlinien der Universitatsmedizin Mainz folgend, zur Verfligung gestellt. Extrahierte
Molaren ohne makroskopische Anzeichen von WSL oder Karies, sowie Molaren mit

sichtbaren  WSL wurden in 90%igem Ethanol aufbewahrt. Makroskopische
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Gewebereste, sowie die Pulpa wurden manuell entfernt. Die Zahne mit sichtbaren
WSL wurden der Gruppe 6 (Abbildung 13) zugeteilt.

Abbildung 13: Makroskopisch sichtbare, natiirlich entstandene WSL an einem humanen Molar.

Gesunden Zahne ohne WSL wurden in Technovit® 3040 Kunststoff (Heraeus Kulzer
GmbH, Wehrheim, Deutschland) eingebettet und mit dem Mikrotom (Leica SP1600;
Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland) mit einer diamantierten Sage von 3 mm
Dicke unter Wasserkuhlung gefunftelt. Die Zahnteile wurden mit destilliertem Wasser

gereinigt und getrocknet.

Versuchsaufbau 1 (Vorversuche):

Gruppe: Gesunder Schmelz (Kontrolle)
Gruppe: Demineralisierter Schmelz ohne Behandlung
Gruppe: Demineralisierter Schmelz und Ca-PolyP Behandlung

Gruppe: Demineralisierter Schmelz und EImex Gelée Behandlung

o 0N~

Gruppe: Demineralisierter Schmelz und Placebo Behandlung

Die Zahnteile der Gruppen 2.-5. wurden fur die Demineralisation prapariert und hierfur
zweifach mit wasserfestem Klarlack (Ultra quick dry Top coat, essence™) Uberzogen.
Dabei wurde eine kreisformige Flache mit dem Durchmesser 5,5 mm freigelassen und

nicht mit Lack Uberzogen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Schritte der Demineralisation. A) Gesunder Schmelz B) Schutzlack mit Fenster C)

Demineralisierter Schmelz.

Die demineralisierende Losung wurde nach Zhang et al. [119] mit einem pH-Wert von
4,8 hergestellt und beinhaltete 1.5 mM CaCl> (Sigma-Aldrich, Taufkirchen;
Deutschland), 0.9 mM KH2 PO4 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen; Deutschland) 50 mM CHs
COOH (Sigma-Aldrich, Taufkirchen; Deutschland) und 3 mM NaN3 (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen; Deutschland). Die Zahnteile der Gruppen 2-5 wurden in diese Lésung fur
sieben Tage in einem Plattenschuttler bei 50 rpom und 37°C eingelegt, um kunstliche
WSL zu erstellen. Nach sieben Tagen wurden sie mit destilliertem Wasser gereinigt,

getrocknet und in Petrischalen aufbewahrt (Abbildung 15).

Gruppel c——=) Analyse
Gruppe2 —— ——=| Analyse
€ .| Behandlung: .
©
2
— = . Behandlung: R
Gruppe 4 § | Elmex gelée | Analyse
Gruppe5 —— I Behandlung: ‘
Placebo Analyse

Gruppe 6:
Echte WSL | oEiEE

Abbildung 15: Schematische Darstellung Versuchsaufbau 1.
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Versuchsaufbau 2:

Der Versuchsaufbau wird in Abbildung 16 schematisch dargestellt. 50 Zahnteile

humaner Molaren wurden zufallig in folgenden Gruppen zugeteilt:

Gruppe: Gesunder Schmelz (n=10)

Gruppe: Demineralisierter Schmelz ohne Behandlung (n=10)

Gruppe: Demineralisierter Schmelz und Ca-PolyP Behandlung (n=10)
Gruppe: Demineralisierter Schmelz und Na-PolyP Behandlung (n=10)

o b~ w0 np o=

Gruppe: Demineralisierter Schmelz und Mg-PolyP Behandlung (n=10)

Mg-PolyP Ca-PolyP

Na-PolyP

Abbildung 16: Schematische Darstellung Versuchsaufbau 2. G = gesunder Zahnschmelz. D =
demineralisierter Zahnschmelz. Ca-PolyP = Calcium Polyphosphat. Na-PolyP = Natrium Polyphosphat.
Mg-PolyP = Magnesium Polyphosphat.

Dabei wurden bei der Remineralisation 25 Zahnteile in destillietem Wasser
aufbewahrt (Zahne 1-5), die Teile der Zahne 6-10 wurden bei der Remineralisation in

kinstlichem Speichel aufbewahrt.
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3.1.4. Kiinstlicher Speichel

Der kinstliche Speichel wurde nach Pratten et al. [120] angefertigt und beinhaltete 1
g Lab-Lemco™, 2 g Hefeextrakt, 5 g Protease Pepton, 2,5 g Muzin aus
Schweinemagen Typ 3, 0,2 g NaCl, 0,25 g KCI, 0,3 g CaCl,. Die Inhaltsstoffe wurden
autoklaviert. AnschlieRend wurden 1,25 mL einer 40% steril filtrierten Ureal6sung

(Sigma-Aldrich, Taufkirchen; Deutschland) hinzugefugt.

3.1.5. Behandlungsprotokoll

Versuchsaufbau 1:

Die artifiziellen WSL der Zahnteile der Gruppen 2.-5. wurden fur zwei Wochen zweimal
pro Woche mit 0,25 g Zahngel (je nach Gruppe mit Ca-PolyP, EImex Gelée oder
Placebo) zwei Minuten mit dem rund angelegten Borstenfeld einer Handzahnburste
(Today Dent, Dental-Kosmetik GmbH, Dresden, Deutschland) ohne Druck geburstet.
AnschlieRend wirkte das Zahngel jeweils 3 Minuten ein und wurde fur 30 Sekunden
mit destilliertem Wasser abgespult. Die Zahne wurden feucht auf Filterpapier
(Whatman® Filter Papier, Sigma Aldrich, Taufkirchen; Deutschland) aufbewahrt. Zur

Befeuchtung wurde destilliertes Wasser verwendet.

Versuchsaufbau 2:

Die artifiziellen WSL der Zahnteile wurden fur zwei Wochen zweimal pro Woche mit
0,25 g Ca-PolyP, Na-PolyP oder Mg-PolyP fur zwei Minuten mit dem rund angelegten
Borstenfeld einer Handzahnburste (Today Dent, Dental-Kosmetik GmbH, Dresden,
Deutschland) ohne Druck gebdurstet. AnschlieBend wirkte das Zahngel jeweils 3
Minuten ein und wurde fur 30 Sekunden mit destilliertem Wasser abgespdlt. Die Zahne
wurden in destillietem Wasser (Zahn 1-5) oder kunstlichem Speichel (Zahn 6-10)

aufbewahrt.
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3.2. Methoden

3.2.1. Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie wurde genutzt, um die Morphologie der
Zahnschmelzoberflache der verschiedenen Zahnproben miteinander zu vergleichen.
Die Proben wurden hierfur in einem Sputter-Beschichtungsverfahren mit Gold
uberzogen (Leica EM ACE200, Wetzlar, Deutschland) und mit dem
Rasterelektronenmikroskop ESEM (environmental scanning electron microscope) XL-

30 (Philips, Eindhoven, Niederlande) aufgenommen.

3.2.2. Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FTIR)

Die Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie ermdglicht es, alle spektralen
Informationen der Molekile zeitgleich aufzunehmen. Die Molekule des
Probenmaterials absorbieren Licht im infraroten Bereich und wandeln diese Energie in
Molekulschwingungen um. Diese Absorption wird in Abhangigkeit der Wellenlange
gemessen (von 4000 bis 600 cm™). Das Licht durchlauft dabei zunachst ein
Interferometer und dann die Probe. Das Interferogramm, das festgehaltene Bild der
Interferenzerscheinung, wird Uber eine Fourier Transformation in ein Spektrum
umgewandelt. Diese spektrale Erfassung ermdglicht es, Materialproben auf ihre

organischen und anorganischen Komponenten zu untersuchen.

Die oberflachlichen Schichten des Zahnschmelzes der fur diese Studie verwendeten
Proben wurden zur Gewinnung eines Mikropulvers flr die FTIR mit einem
Zahntechnikerhandstlck bei niedriger Umdrehungszahl (5000 U/min) und einer
kreuzverzahnten, feinen Superhartmetallfrase abgefrast. Das so gewonnene Pulver
wurde in einem FTIR-Spektroskop, Varian 660-IR-Spektrometer (Agilent, Santa Clara,
USA), ausgestattet mit einer Golden Gate-ATR-Einheit (Specac Ltd, Orpington; UK)

analysiert.
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3.2.3. Quantifizierung des Karbonat Anteils

Die Quantifizierung des Karbonat Anteils in den Zahnschmelzproben erfolgte
basierend auf den FTIR-Spektraldaten nach der Methode von Grunenwald et al. [121].
Die Flachen unter der Kurve von v3 (COs) bei 1330 cm™ — 1530 cm™ und v1v3 (PO4)
bei 900 cm™ - 1230 cm™ wurden errechnet und anschlieBend ins Verhaltnis zueinander

gesetzt:

a(v3(C03))
clp = a viv3(P04)

Das so errechnete Verhaltnis der Flachen wurde dann genutzt, um den Karbonatanteil

nach der folgenden Formel nach Grunenwald et al. [121] auszurechnen:
wt% CO3 = 28.62 * rcp + 0.0843
3.2.4. Kristallinitatsindex

Aus den Spektraldaten der FTIR wurden nach der Methode von Weiner und Bar-Yosef
[122] die Kristallinitatsindizes der Zahnproben errechnet. Hierfur wurde die Hohe der
geteilten Phosphatpeaks v4 genutzt, sowie das Minimum zwischen den Peaks. Die

Formel hierfiir lautet:

_ A565cm~1+A4603cm™!

Kl
A590cm~1

Aus dieser Formel geht hervor, dass der Kl steigt, wenn die Kristallgrofie zunimmt und

somit auch Ases und Asos steigen bzw. Asgs abnimmt [123].
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3.2.5. Nanoindentierung

Die Nanoindentierung ist ein haufig genutztes und erprobtes Verfahren zur
Charakterisierung der mechanischen Eigenschaften mineralisierter Gewebe [124]. Zur
Messung der Harte und des Elastizitatsmoduls der hier verwendeten Zahnproben
wurde der ,NanoTest Vantage Nanoindentation“ (Micro Materials Ltd, Wrexham, UK)
verwendet, ausgestattet mit einer dreiseitigen Berkovich Nanoindenterspitze aus
Diamant. Die Spitze kann Uber elektromagnetische Krafte Richtung Prufkorper bewegt
werden und misst die Eindringtiefe mit einer prazisen definierten Kraft. Die
Nanoindentierung ermaoglicht mittels dieser Technik Hartemessungen im Bereich der
Nanometer Skala.

Die Zahnteile wurden hierfir in schnellhartendem Kunststoff auf
Methylmethacrylat-Basis (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) fest
eingebettet und 24 Stunden in der Messkammer aufbewahrt, um vor der
Hartemessung eine ausreichend thermische Stabilitdt zu gewahrleisten (Abbildung
17).

Abbildung 17: Einbettung der Zahnschmelzproben in Kunststoff.

Jede Messung umfasste drei Phasen: Belastungsphase, Verweilphase und
Entlastungsphase. Flr unser Experiment wurde eine definierte Tiefenkontrolle von
1000 nm, einer fixierten Belastungs- und Entlastungsrate von 2 mN/s und einer
Verweilphase von 30 Sekunden gewahlt. An jeder Probe wurden 20 Indentierungen in
einem Abstand von 30 pym zueinander durchgefuhrt.

Die Harte H wurde automatisch mittels der Oliver-Pharr Methode [125] errechnet:

H = —
Ac

Wobei Ac die aktuelle Kontaktflache und P die maximale Belastungsrate beschreibt.
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Die elastische Verformung E; wurde mit folgender Formel berechnet:

EolVT S
TR 2 VAc
3 ist eine konstante mit einem Wert von 1.034 fiir Berkovich Indenter, S bezeichnet

die Kontaktsteifigkeit und Ac die aktuelle Kontaktflache.

Die Ergebnisse wurden in einer Kraft - Eindringkurve bzw. Kraft - Verformungskurve
dargestellt. Diese zeigt die Eindringtiefe bzw. Verformung in Abhangigkeit von der

verwendeten Kraft.

3.2.6. Lichtmikroskopie

Die lichtmikroskopischen Bilder wurden mit dem VHX-600 Digitalmikroskop (Keyence
Deutschland GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland) aufgenommen. Fur die
mikroskopischen Bilder der Zahnlangsschnitte wurden die Zahne in Technovit® 3040
Kunststoff (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) eingebettet und mit dem
Mikrotom (Leica SP1600; Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland) mit einer

diamantierten Sage von 3 mm Dicke unter Wasserkihlung geteilt.
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4. Ergebnisse

41. Ergebnisse der Rasterelektronenmikroskopie

Um die Morphologie der verschiedenen Proben zu vergleichen, wurden
rasterelektronenmikroskopische Bilder angefertigt. Gesunde Zahnschmelz (Control, A
und B) zeigt die typischen Entwicklungsdefekte in Form von Grubchen der Tomes-
Fortsatze, die dem Kopf der Ameloblasten entsprechen. Die Grubchen sind grof3
genug, um Mikroorganismen zu beherbergen. Die in Bundeln gruppierten Kristallite
(Prismen), verlaufen perpendikular zur Oberflache.

Die REM Bilder der natlrlichen WSL (Abbildung 18: White Spots, C und D)
zeigen die fur WSL bekannten charakteristischen ,Micropits®. Zentrale Mulden, welche
durch die Abwesenheit der Gribchen der Tomes-Fortsatze charakterisiert sind und
zentral kollabiertes Gewebe enthalten [126].

Die artifiziell mittels Saureatzung hergestellten kariésen Lasionen (Abbildung
18: Acid Treatment, E und F) zeigen, wie die naturlichen WSL auch, ,Micropits®, die
von der GrolRenordnung etwas kleiner sind als im Vergleich zur natirlichen White-
Spot-Lasion. Zudem sind noch wenige Griubchen der Tomes-Fortsatze erkennbar. Im
Vergleich zum gesunden Schmelz jedoch vereinzelter und abgeflachter. Dies spricht
fur einen Zusammenbruch der Schmelzkristalle. Insgesamt zeigen sich die artifiziellen
WSL als weniger ausgepragte und oberflachlichere Lasionen im Vergleich zu den im

Rahmen der Studie analysierten naturlichen WSL.
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Acid treatment White spots

Abbildung 18: Vergleich kariéser Lasionen im Rasterelektronenmikroskop. Control = gesunder
Zahnschmelz. White spots = natlirliche WSL. Acid treatment = kiinstliche WSL.

Nachfolgend wurden die zunachst demineralisierten und anschlieend mit den
verschiedenen  Substanzen  (Fluorid, @ Ca-PolyP, Placebo) behandelten
Zahnschmelzproben analysiert (Abbildung 19). Die Proben der mit Fluorid
behandelten, kinstlichen WSL (Elmex, A-C), zeigten Grlbchen, die mit runden bis
oval-eckigen Kugeln gefullt waren. Diese Agglomerate stellen ein Reservoir aus
Calciumfluorid (CaF>) dar.

Die Proben der mit Ca-PolyP behandelten, kunstlichen WSL (polyP, D-F),
zeigen eine Oberflache ohne ,Micropits“ und mit wellenférmig aufgeworfenen
Erhebungen, bestehend aus amorphem Ca-PolyP. Es sind keine Mulden oder

Micropits sichtbar.

Die Proben der mit Placebo behandelten, kinstlichen WSL (Placebo, G-I),
zeigen eine pords wirkende Schmelzoberflache mit kleinen ,Micropits®, sowie eine

zentrale Mulde, gekennzeichnet durch den Kollaps der Kristallstrukturen.

39



Abbildung 19: Vergleich der Schmelzoberfldche der Zahnproben mit artifiziellen White-Spot-L&sionen
nach Behandlung mit Fluorid (ElImex, A-C), Ca-PolyP (polyP, D-F) und Placebo (Placebo, G-I).
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4.2. Ergebnisse der Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie

Im Bereich von 500 bis 2000 cm™' zeigen die FTIR-Spektren die charakteristischen
Banden von v1 PO4® ~ bei 958 cm! und v3 PO4> ~ bei 1040 — 1160 cm™' [127] und die
Karbonat Banden v3 CO3? ~bei 1405 - 1450 cm™'. Das FTIR Spektrum des natiirlichen

Zahnschmelz wird durch die Peaks bei 566 cm, 604 cm’ und 1037 cm
charakterisiert, welche die Valenzschwingungen der P-O Verbindung in der

Phosphatgruppe visualisieren (Abbildung 20) [128].

| —— Absorbance |
v3 (PO,)* va (PO,)?
v1 (PO,)*
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8
—
S
(72]
o)
<
v3 (CO,)*
0,0 -
M | N 1 M |
4000 3000 2000 1000

Wavenumber (cm™)

Abbildung 20: Exemplarische FTIR einer Zahnschmelzprobe.
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Die GrolRe der Apatitkristalle und eine zunehmende Anordnung im Kristallgitter fuhrt
zu einem groleren Split der zwei Phosphatbanden in der FTIR [122,129]. Die FTIR-

Spektren des Zahnschmelzes aus dem Versuchsaufbau 1 jeweils vor und nach der
Behandlung mit Fluorid, Placebo und Ca-PolyP Partikeln sind in Abbildung 21

dargestellt. Alle Spektren zeigen die typischen Banden des Apatits mit einigen

Veranderungen.

Absorbance
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(_)\_\

v3 (PO,)* va (PO,)*

FAW v1 (PO,)* (_A_\
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CaPP

AL

1500

1000 500

Wavenumber (cm™)

Abbildung 21: FTIR der Zahnschmelzproben aus der ersten Versuchsreihe und unterschiedliche
Absorptionsspektren. GES = gesunder Zahnschmelz, DEM = demineralisierter Zahnschmelz, LES —
echte WSL, PLC = Behandlung artifizieller WSL mit Placebo, ELMX = Behandlung artifizieller WSL mit
Elmex Gelée, CAPP = artifizielle WSL behandelt mit Ca-PolyP.
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Der kunstlich demineralisierte Zahnschmelz sowie die naturlichen WSL zeigen die
charakteristischen Phosphatbanden von v1 PO4> ~ bei 958 cm™! und v3 PO4> ~ bei 1040
— 1160 cm™ und die Karbonatbande bei v3 COs? ~bei 1405 - 1450 cm-. Die GréRe der

Apatitkristalle und eine zunehmende Anordnung im Kristallgitter fuhrt zu einem

GrolReren Split der zwei Phosphatbanden [122,129]. Die Remineralisation durch Ca-
PolyP zeigt erhdhte Peaks der v1 PO4® ~ bei 958 cm™' und v3 PO4> ~ bei 1040 — 1160

cm™' und der Karbonatbande bei v3 CO3> ™ bei 1405 - 1450 cm" (Abbildung 22).

Healthy Enamel |

| Demineralized \
- —— Ca-PolyP

| |

Absorbance

v ]
2000 1000
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Abbildung 22: Exemplarische FTIR der Zahnschmelzproben verschiedener Zahnteile eines Zahns
remineralisiert mit Ca-PolyP. Rot = gesunder Schmelz, griin = demineralisiert, lila = demineralisiert +
Ca-PolyP.
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4.3. Quantifizierung des Karbonatanteils

In unseren Versuchen zeigte sich keine signifikante Veranderung des Karbonatanteils
bei den unterschiedlich behandelten und analysierten Zahnproben. Der Karbonatanteil
zeigte, insbesondere in den demineralisierten Proben eine hohe Varianz, weshalb sich
keine signifikante Anderung des Karbonatanteils der unterschiedlichen Proben ohne
kUnstlichen Speichel ergab (Abbildung 23).

Wt%CO3 ohne Saliva

G D CaPP MgPP NaPP

Abbildung 23: Karbonatanteil der Zdhne eingelagert in Aqua dest. ohne kiinstlichen Speichel (n=4). G
= gesunder Zahnschmelz. D = demineralisierter Zahnschmelz. CaPP = demineralisierter Zahnschmelz
behandelt mit Calcium Polyphosphat. MgPP = demineralisierter Zahnschmelz behandelt mit Magnesium
Polyphosphat. NaPP = demineralisierter Zahnschmelz behandelt mit Natrium Polyphosphat.
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Auch in Anwesenheit blieb der Karbonatanteil ungefahr gleich, jedoch zeigte die

Auswertung der Proben eine hohere Standardabweichung (Abbildung 24).

Wt%CO3 mit Saliva

G D CaPP MgPP NaPP

Abbildung 24: Karbonatanteil der Zdhne eingelagert mit kiinstlichem Speichel (n=4). G = gesunder
Zahnschmelz. D = demineralisierter Zahnschmelz. CaPP = demineralisierter Zahnschmelz behandelt
mit Calcium Polyphosphat. MgPP = demineralisierter Zahnschmelz behandelt mit Magnesium
Polyphosphat. NaPP = demineralisierter Zahnschmelz behandelt mit Natrium Polyphosphat.
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4.4. Kristallinitatsindex

Die Demineralisation erniedrigte den Kl des Zahnschmelzes. Eine Remineralisation
durch Calcium- und Magnesiumpolyphosphate erhéhte den Kl von demineralisiertem

Schmelz in unseren Versuchen signifikant (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Kl des Zahnschmelzes der Zdhne eingelagert in Aqua dest. ohne kiinstlichen Speichel.
G = gesunder Zahnschmelz. D = demineralisierter Zahnschmelz. CaPP = demineralisierter
Zahnschmelz behandelt mit Calcium Polyphosphat. MgPP = demineralisierter Zahnschmelz behandelt
mit Magnesium Polyphosphat. NaPP = demineralisierter Zahnschmelz behandelt mit Natrium
Polyphosphat.
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In  Anwesenheit von kunstlichem Speichel konnte der KI des gesunden
Zahnschmelzes signifikant durch die Anwendung von Calcium- und

Natriumpolyphosphat erhdht werden (Abbildung 26).
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Abbildung 26: KI des Zahnschmelzes der Zéhne eingelagert mit kiinstlichem Speichel. G = gesunder
Zahnschmelz. D = demineralisierter Zahnschmelz. CaPP = demineralisierter Zahnschmelz behandelt
mit Calcium Polyphosphat. MgPP = demineralisierter Zahnschmelz behandelt mit Magnesium
Polyphosphat. NaPP = demineralisierter Zahnschmelz behandelt mit Natrium Polyphosphat.
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4.5. Ergebnisse der Nanoindentierung

4.5.1 Auswertung Versuchsaufbau 1 (Vorversuche)

Um die Vergleichbarkeit der analysierten Proben zu gewahrleisten, wurde fir die
Nanoindentierung ein Zahn geviertelt. Die Harte des gesunden unbehandelten
Zahnschmelzes betrug 5,22 GPa (Probe 1.1). Nach einwdchiger Demineralisation mit
Saure betrug die Harte 1,355 GPa (Probe 2.2) und konnte nach zweiwdchiger
Behandlung mit Ca-PolyP auf einen Wert von 4,04 GPa (Probe 2.1) gehoben werden
(Tabelle 3). Um zu vergleichen, ob gesunder Schmelz noch weiter gehartet werden
kann, wurde eine gesunde Zahnschmelzprobe fur 2 Wochen mit Ca-PolyP (Probe 1.1)
behandelt. Eine Zunahme der Harte konnte nicht gemessen werden. Die Harte betrug
4,76 GPa.

Probe Behandlungsschema Harte H (GPa) Elastische

Verformung Er
(GPa)

1.1 Gesunder Zahnschmelz+ Ca-PolyP 4,76 + 0,92 111,53 + 18,36

1.2 Gesunder Zahnschmelz 5,22 +1,52 119,29 + 23,10

2.1 Demineralisierter Zahnschmelz + 4,04 + 0,96 106,84 + 23,95

Ca-PolyP
2.2 Demineralisierter Zahnschmelz 1,355 + 0,41 43,33+ 7,22

Tabelle 3: Vergleich der Harte und elastischen Verformung der Zahnschmelzproben.
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In der folgenden Kraft-Verformungs-Kurve (Abbildung 27) wird die Kraft in mN auf der

Y-Achse, sowie die Verformung auf der X-Achse dargestellt. Durch die einzigartige

Prismenstruktur und den organischen Anteil des Zahnschmelzes ist dieser

verformbarer als rein anorganische Materialien, wie beispielsweise reines
Hydroxyapatit [130]. In der Grafik ist gut erkennbar, dass der demineralisierte
Zahnschmelz bei einer Kraft von 25 mN bereits eine Verformung von tber 1000 nm
aufweist, wahrend der gesunde Schmelz oder der durch Ca-PolyP remineralisiert

Schmelz erst bei 75 mN eine Verformung von 950 nm aufweist.
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Abbildung 27: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Nanoindentierung. 1.1

gesunder

Zahnschmelz + Ca-PolyP. 1.2 = gesunder Zahnschmelz. 2.1 = demineralisierter Zahnschmelz + Ca-

PolyP. 2.2 = demineralisierter Zahnschmelz.
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4.5.2. Auswertung Versuchsaufbau 2

Es zeigt sich eine Abnahme der Harte des Zahnschmelzes durch Demineralisation
(2,72 £ 0,64 GPa auf 2,145 + 0,412 GPa). Die Remineralisation durch Polyphosphate
konnte die Harte des zuvor demineralisierten Zahnschmelzes signifikant von 2,145 +
0,412 GPa auf 3,27 £ 0,52 GPa erhdhen (Abbildung 28). Bei der Auswertung der Daten

wurden Messwerte <2 GPa als Fehimessung interpretiert und ausgeschlossen.
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Abbildung 28: Einfluss der Demineralisation und Remineralisation durch Polyphosphate auf die Héarte
des Zahnschmelzes (GPa). G = gesunder Zahnschmelz. D = demineralisierter Zahnschmelz. CaPP =
demineralisierter Zahnschmelz behandelt mit Calcium Polyphosphat. MgPP = demineralisierter
Zahnschmelz behandelt mit Magnesium Polyphosphat. NaPP = demineralisierter Zahnschmelz
behandelt mit Natrium Polyphosphat.
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4.6. Ergebnisse der Lichtmikroskopie

4.6.1. Artifizielle White-Spot-Lasionen

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen der kinstlich hergestellten WSL zeigen die
erfolgreiche Demineralisation des Zahnschmelzes. Sie erscheinen aufgrund eines
optischen Phanomens weil3 (Abbildung 29). Durch die Demineralisation nimmt die
PorengrofRe zu, wodurch der Brechungsindex des Lichts geandert wird [68]. Je

groler die Poren im Lasionskorper sind, desto weilder erscheint die Lasion.

Abbildung 29: Lichtmikroskopische Aufnahmen kiinstlicher WSL.
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4.6.2. Naturliche White-Spot-Lasionen

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen der naturlichen WSL zeigen die Demineralisation
des Zahnschmelzes. Sie erscheinen aufgrund eines optischen Phanomens weil}
(Abbildung 30 A-F) und reichen je nach Lasionstiefe bis an die auliere Halfte des

Dentins.

Abbildung 30: Lichtmikroskopische Aufnahmen natlirlicher WSL. Die Lé&sionen erreichen nicht das
Dentin (A, B). Die Lasion erreicht die dul3ere Dentinhélfte, die pseudointakte Oberfldchenschicht der
Lésion wird mikroskopisch sichtbar porés (C-F).
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5. Diskussion

5.1 Diskussion des Materials und der Methoden
5.1.1 Diskussion des Materials

5.1.1.1. Einfluss der Lokalisation der Schmelzprobe auf die Kristallinitat

Neben dem Alter kdonnte die Lokalisation der Schmelzprobe im Mund des Patienten
Einfluss auf die hier verwendete Methodik haben. Bezlglich der Kariesinzidenz wird in
der Literatur beschrieben, dass bukkale Zahnflachen im Vergleich zu Lingualflachen
hohere Inzidenzraten fir WSL und Karies aufweisen [86,87]. Zudem werden in der
Literatur mechanische Unterschiede bezuglich der Harte von Lingualflachen zu
Bukkalflachen der Molaren beschrieben. Lingualflachen werden als harter beschrieben
[131]. Diese Ergebnisse kdonnten mit der hdheren Speichelbefeuchtung der lingualen
Zahnflachen und somit einer hdheren Remineralisationskapazitat erklart werden. Da
die Zahne fur diese Studie geviertelt bzw. gefunftelt wurden, kdnnten unterschiedliche
Zahnteile andere kristalline Ausgangsvoraussetzungen mitbringen, die im Rahmen der
Methodik dieser Studie nicht aus den Ergebnissen herausgerechnet werden konnten.
Um diesen Einflussfaktor zu untersuchen, sind weitere Studien zum Vergleich der

Kristallinitat von Lingual- im Vergleich zu Bukkalflachen von Molaren notwendig.

5.1.2. Diskussion der Methoden

5.1.2.1. De- und Remineralisationszyklen

Fir die hier verwendeten Experimente wurden die ausgewahlte und randomisierten
Zahnschmelzproben einmalig innerhalb eines Zyklus von 7 Tagen demineralisiert und
anschlie3end, je nach Gruppenzuordnung, fir zwei Wochen remineralisiert. In vivo
unterliegt der Zahnschmelz jedoch einem zyklischen Wechsel von De- und
Remineralisationsvorgangen [5]. Wahrend der Demineralisation kommt es zu einer
Auflosung der Apatitkristalle und Ca?* und PO43 werden in den Speichel freigesetzt.
Die Remineralisation erfolgt durch Aufnahme von lonen aus dem Speichel und der
Zahnpasta. Sofern Demineralisationsvorgange Uberwiegen, kollabieren die
Kristallstrukturen und der Zahnschmelz wird poros. Dieser Effekt kann bis dato nicht

ruckgangig gemacht werden [85]. Der hier verwendete Versuchsaufbau ist aus den
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oben genannten Grinden als simplifiziert anzusehen, da kein zyklischer Prozess
imitiert wurde und wahrend der Demineralisation keinerlei Remineralisationsphase
stattfand. Umgekehrt fand wahrend der Remineralisation keine

Demineralisationsphase statt.

5.2. Diskussion der Ergebnisse

REM

Die artifiziell mittels Saureatzung hergestellten karidsen Lasionen zeigten kleinere
»Micropits im Vergleich zu natlrlichen WSL. Zudem waren noch wenige Grubchen der
Tomes-Fortsatze erkennbar, im Vergleich zum gesunden Schmelz jedoch vereinzelter
und abgeschwachter. Insgesamt zeigte sich in den REM Bildern eine oberflachlichere
Atzung durch kunstlich induzierte WSL im Vergleich zu echten WSL. Dieses
Phanomen wird bereits in der Literatur beschrieben [132].

Bezulglich der Remineralisation zeigten sich in den REM Bildern der mit Fluorid
remineralisierten Bereiche kugelférmige Aggregate mit einer Gréfke von 0,2 um bis 2
pm. Diese waren grofder als bisher beschrieben. In der Literatur werden die
Calciumfluorid Kugeln in einer GroRenordnung von 0,2 pm bis 0,6 um beschrieben
[133].

Karbonatanteil

Der Karbonatanteil im Zahnschmelz betragt ungefahr 3,5 wt% [134] und stellt die
grofldte anorganische Verunreinigung des HAp des Zahnschmelzes dar, weshalb
dieses auch karboniertes Apatit bezeichnet wird. Karbonat lonen sind zudem ein
signifikanter Substituent in der Kristallstruktur und befinden sich an zwei Flachen des
POs Tetrahedron [135]. Die Demineralisation findet im Wesentlichen durch einen
Verlust von Phosphat und Calcium statt [5]. In sehr initialen Phasen der
Demineralisation, insbesondere in der transluzenten Zone, wurde ein selektiver
Verlust von Magnesium- und Karbonat lonen beschrieben [136]. Der Hauptsubstituent
in biologischem Apatit ist (CO3)?, welches die Phosphatgruppe (PO4)* ersetzt, um
karboniertes HAp vom B-Typ mit 4-6 wt% Karbonat zu bilden [137]. Die Einlagerung

von Karbonat in den Zahnschmelz beeintrachtig die Kristallstruktur und -gré3e. Durch
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die Karbonatsubstitution wird der Schmelz anféalliger fur Saureauflosung und

Kariesprogression.

In unseren Versuchen zeigte sich keine signifikante Veranderung des
Karbonatanteils durch die De- oder Remineralisationsvorgange. Der Karbonatanteil

zeigte jedoch insbesondere in den demineralisierten Proben eine hohe Varianz.

Kristallinitatsindex

Der Kl ist ein quantitativer Indikator fur die Kristallinitat und hangt mit der Kristallgrofie
und dem Ordnungsgrad innerhalb der Kristalle zusammen. Der Grad der Kristallinitat
beeinflusst die Harte und Dichte des Materials [138]. Am Beispiel des Zahnschmelzes
wird dessen Kristallinitat durch Karies oder Amelogenesis imperfecta verringert, die
Kristallinitat des Knochens wird durch Osteoporose vermindert [139-141]. Dartber
hinaus gibt der KI sowohl Informationen uber die relative Groe der Apatitkristalle, als
auch uber die Anordnung innerhalb der Kristallgitters wieder [138]. Die Grdlke der
Apatitkristalle und eine zunehmende Anordnung im Kristallgitter fiUhren zu einem
grolieren Split der zwei Phosphatbanden v4 und somit zu einem héheren Kl [122,129].
Der Kl des Zahnschmelzes nimmt durch Demineralisation ab, hierbei insbesondere
durch den Verlust von Phosphat.

Remineralisationsvorgange fuhren auch zu einer Zunahme der Kristallinitat und
einer Zunahme der Kristallgrof3e. Dieses Phanomen wird in der Literatur auch als ,Scar
tissue formation“ bezeichnet [142]. Aus diesem Grund sind die Kristalle im auleren

Schmelz grofRer, als im inneren Schmelz an der Schmelz-Dentin Grenze [143].

In Abwesenheit von Speichel konnte der Kl durch Remineralisation mit Ca-
PolyP und Mg-PolyP signifikant erhdht werden. In Anwesenheit von kunstlichem
Speichel konnte der Kl des gesunden Zahnschmelzes signifikant durch die

Anwendung von Calcium- und Natriumpolyphosphat erhdht werden.

Nanoindentierung

Es zeigt sich in allen Versuchen mit kiinstlichen WSL eine Abnahme der Harte des
Zahnschmelzes durch die Demineralisation (2,72 £ 0,64 GPa auf 2,145 + 0,412 GPa).
Die Werte stimmen mit den bisher publizierten Werten fur die Harte von Zahnschmelz
von 2 GPa - 3.5 GPa uberein, wobei die maximalen Werte von 3,5 GPa in den

aulersten Schmelzschichten gemessen wurden [144].
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Die Remineralisation durch Polyphosphate konnte die Harte des zuvor
demineralisierten Zahnschmelzes in unseren Versuchen signifikant von 2,145 + 0,412
GPa auf 3,27 + 0,52 GPa erhéhen. Ahnliche Werte wurden durch Dai et al. fir die
Remineralisation von demineralisietem Zahnschmelz flr calciumphosphathaltige
Mineralien publiziert. In den Versuchen von Dai et al. betrug die durchschnittliche Harte
der Demineralisierten Zahne 2,7 GPa [145].

Bei der Auswertung unserer Daten wurden Messwerte <2 GPa als Fehlmessung
interpretiert und ausgeschlossen, da diese fur Zahnschmelz als nicht plausibel
gewertet wurden. Eine gewisse Varianz der Harte wurde in der Literatur bezuglich der
Harte von Lingual- bzw. Palatinalflachen zu Bukkalflachen der Molaren beschrieben.
Lingualflachen werden als harter beschrieben [131]. In unserer Studie konnte nach
Flnfteilung der Zahne nicht mehr zugeordnet werden, welche Flache sich zuvor an
welcher Stelle im Mund befand. Eine Harte < 2 GPa erscheint dennoch als nicht

plausibler Messwert fir Zahnschmelz im aul3eren Bereich.

6. Schlussfolgerung

6.1. Biomimetische Reparatur von White-Spot-Lasionen durch Polyphosphate

Wahrend der Demineralisation des Zahnschmelzes durch Sauren kommt es zu einer
Auflosung der Apatitkristalle. Ca?* und PO4% werden in den Speichel freigesetzt. Fir
eine Remineralisation werden Calcium und Phosphat, sowie idealerweise Fluorid
bendtigt. Ca-PolyP kann zweiwertiges Calcium liefern, welches durch das Aufbringen
auf den Schmelz an die negativ geladenen lonen der Apatitkristalle binden kann.
Polyphosphate kdnnen zudem Phosphat lonen substituieren. Durch Polyphosphate,
insbesondere durch Ca-PolyP, kann die Menge an bioverfligbarem Calcium und
Phosphat im Speichel und der Schmelzoberflache erhdht werden.

Neben den Remineralisationsvorgangen konnte ein ,Versiegelungseffekt® in
den REM-Aufnahmen durch PolyP gezeigt werden. Durch diesen Effekt kdnnen
vergroRerte interkristalline Poren bei initialen Karieslasionen, in welche
Mikroorganismen eindringen konnen, durch Polyphosphate verschlossen werden.
Durch die zusatzlich antibakterielle Wirkung des Ca-PolyP [16], kdnnte somit ein durch
bakterielle saure Stoffwechselprodukte verursachter Progress initialer Karieslasionen
aufgehalten werden. Ohne den Verschluss der Poren durch Polyphosphate senken
Stoffwechselprodukte kariogener Bakterien in den vergrolRerten Poren des

demineralisierten Zahnschmelzes den pH-Wert. Durch den sauren pH-Wert wird die
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Demineralisation geférdert und Apatitkristalle aufgelost. Dieser Circulus vitiosus
konnte durch den antibakteriellen Effekt des Ca-PolyP aufgehalten werden, denn
Polyphosphate sind in der Lage, demineralisierten Zahnschmelz zu remineralisieren.
Dies kann sowohl mit als auch ohne Speichel erfolgen, jedoch ist die
remineralisierende Wirkung in Kombination mit Speichel besser. Polyphosphate
konnten somit eine zusatzliche praventive oder therapeutische Option fur WSL
darstellen und insbesondere auch bei Patienten mit Xerostomie Anwendung finden.
Die Anwendung von Polyphosphaten zur Therapie und Pravention von WSL sollte in

weiteren Studien untersucht werden.

6.2. Klinische Anwendungsmaoglichkeiten von Ca-PolyP

Diverse Studien und Metaanalysen konnten zeigen, dass der Ruckgang der
Kariespravalenz wahrend der letzten Jahrzehnte auf die Anwendung von Fluoriden
zuruckzufihren ist [146-148]. Die Remineralisation des Zahnschmelzes durch Fluorid
und die Bildung einer schutzenden CaF2 Deckschicht auf der Oberflache des Zahns
erfordert jedoch die Anwesenheit von lonen aus dem Speichel [14,149]. Insbesondere
fur Patienten mit Xerostomie die durch Einnahme von Medikamenten, chronischen
Erkrankungen oder bei Bestrahlung im Kopf-Hals-Bereich bedingt sein kann [150],
konnen Erganzung zur Fluoridierung im Therapiekonzept zur Kariesprophylaxe
sinnvoll sein.

In der hier vorgelegten Studie konnte gezeigt werden, dass auch ohne den
Zusatz von Speichel eine Remineralisation und kariespraventive Wirkung von
Polyphosphaten ausgenht. In Anwesenheit von Speichel konnten
Remineralisationsvorgange im Vergleich zu demineralisierten, aber auch sogar im
Vergleich zu gesundem Schmelz gezeigt werden. Eine prophylaktische Anwendung
von Ca-PolyP in Zahnpasten oder Mundspulungen, zusatzlich oder in Kombination mit
Fluorid, konnte ein neuartiger Baustein in der Kariespravention werden. Hierflr sind
weitere Studien notwendig.

Zudem kann die Anwendung von Polyphosphaten in Adhasivmaterialien fur
orthodontische Brackets diskutiert werden. Insbesondere fur die Verwendung an den
kariesanfalligen Bukkalflachen [86,87] festsitzender orthopadischer Apparaturen, die
nach initialer Schmelzatzung auf die Bukkal- und Labialflachen der Zahne geklebt
werden, scheinen Polyphosphate eine interessante Substanz flr weitere praklinische

oder anwendungsorientierte Studien.
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Aktuelle Entwicklungen zur Pravention von WSL durch befestigte orthodontische
Apparaturen berucksichtigen zwei Konzepte. Zum einen die Inkorporation
antimikrobieller Substanzen, wie Silbernanopartikel, Titanium, Zink oder Kupfer in das
Material zur adhasiven Befestigung der Brackets am Zahnschmelz [151-153]. Zum
anderen werden remineralisierende Substanzen wie Fluorid, Niobium Pentoxid
[154,155] oder amorphes Calciumphosphat verwendet [156,157]. Durch die
Inkorporation von amorphen Polyphosphaten koénnten beide Komponenten,
antimikrobielle Aktivitdt und Remineralisation, auch in Kombination mit Fluorid

abgedeckt werden.
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7. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden in vitro Arbeit war, die Remineralisation initialer karidser
Lasionen durch amorphe Polyphosphate (Ca-PolyP, Na-PolyP, Mg-PolyP)
nachzuweisen.

Um diese Hypothese Uberpriufen, wurden extrahierte Molaren ohne
makroskopische Anzeichen von WSL oder Karies, sowie Molaren mit sichtbaren WSL
verwendet, randomisiert und analysiert. Gesunde Schmelzproben wurden in einer
Ldsung mit einem pH-Wert von 4,8 fur eine Woche bei 37°C bei 50 rpm in einem
Plattenschuttler demineralisiert. Die Demineralisation wurde visuelle durch opake
Verfarbungen kontrolliert. AnschlielRend wurden die demineralisierten Schmelzproben
im Versuchsaufbau 1 mit einer Kombination aus Natrium- und Aminfluorid (12.500
ppm), einem biomimetischen, wasserbasiertem Zahngel mit 10% Ca-PolyP oder
einem Placebo flir zwei Wochen mit einer Handzahnblrste geburstet. Die
Aufbewahrung zwischen den Behandlungen erfolgte in destilliertem Wasser. In den
nachfolgenden Versuchen (Versuchsaufbau 2) wurden 50 Schmelzproben jeweils mit
einem wasserbasierten Zahngel mit 3%igem Calcium-, Natrium- oder Magnesium
Polyphosphat fur 2 Wochen mit einer Handzahnbirste gebulrstet. Die Halfte der
Proben wurde in destilliertem Wasser aufbewahrt, die andere Halfte in kinstlichem
Speichel.

Die Analyse mit dem Rasterelektronenmikroskop ESEM XL-30 zeigte in den
Bildern mit artifiziellen und natlrlichen White-Spot-Lasionen zentral kollabiertes
Gewebe, ein ,Micropit®, eine in der Elektronenmikroskopie bei Karies charakteristische
zentrale Mulde [126]. Die Proben der mit Ca-PolyP behandelten, kinstlichen White-
Spot-Lasionen zeigen eine Oberflache ohne ,Micropits“ und mit wellenférmig

aufgeworfenen Erhebungen, bestehend aus amorphem Calcium Polyphosphat.

Die Spektralanalyse erfolgte mittels eines ATR-FTIR-Spektroskops,
ausgestattet mit einer Golden Gate-ATR-Einheit. Die Quantifizierung des
Karbonatanteils in den Zahnschmelzproben erfolgte basierend auf den FTIR-
Spektraldaten nach der Methode von Grunenwald et al. [121]. In unseren Versuchen
zeigte sich keine signifikante Veranderung des Karbonatanteils bei den unterschiedlich
behandelten und analysierten Zahnproben. Der Karbonatanteil zeigte insbesondere in
den demineralisierten Proben eine hohe Varianz, weshalb sich keine signifikante
Anderung des Karbonatanteils der unterschiedlichen Proben ohne und mit kiinstlichem

Speichel ergab.
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Der Kl wurde nach der Methode von Weiner und Bar-Yosef [123] errechnet. Die
Demineralisation erniedrigte den Kl des Zahnschmelzes. In Abwesenheit von Speichel
konnte der Kl durch Remineralisation mit Ca-PolyP und Mg-PolyP signifikant erhoht
werden. In Anwesenheit von kunstlichem Speichel konnte sogar der Kl des gesunden
Zahnschmelzes signifikant durch die Anwendung von Calcium- und
Natriumpolyphosphat erhoht werden. Auch der Kl des demineralisierten
Zahnschmelzes wurde erhoht, jedoch aufgrund der Standardabweichung nicht

signifikant.

FUr die Messung der Harte wurde der ,NanoTest Vantage Nanoindentation®
verwendet, ausgestattet mit einer dreiseitigen Berkovich - Nanoindenterspitze aus
Diamant. Es zeigt sich in unseren Versuchen eine Abnahme der Harte des
Zahnschmelzes durch die Demineralisation. Die Remineralisation durch

Polyphosphate konnte die Harte signifikant erhéhen.

In unserer Studie konnte erstmalig gezeigt werden, dass Polyphosphate
demineralisierten Zahnschmelz in vitro remineralisieren und harten kdnnen. Die
Demineralisation findet im Wesentlichen durch einen Verlust von Phosphat und
Calcium statt. Polyphosphate bewirken eine Ubersattigung des Mikromilieus mit
Phosphat. Dies konnte einen mdglichen Mechanismus fur die remineralisierende
Wirkung erklaren. Insbesondere PolyP-Koazervate kdnnen als ideale Carrier fungieren
und Calcium und Phosphat zur Hydroxyapatitmatrix transportieren. Durch
Ladungsunterschiede bilden sich Mikrospharen, die sich auf den Zahnschmelz legen
und Uber ionische Wechselwirkung mit dem Zahnschmelz interagieren konnen.
Daruber hinaus kdnnen durch die Demineralisation vergroRerte interkristalline Poren,
in welchen sich Mikroorganismen befinden, durch Polyphosphate verschlossen
werden. Durch die antibakterielle Wirkung des Ca-PolyP [16], kdnnte zusatzlich ein
Progress initialer Karieslasionen aufgehalten werden. Die Remineralisation durch
Polyphosphate scheint auch unabhangig von Speichel zu funktionieren und kénnte
daher insbesondere fur den Einsatz bei Patienten mit Xerostomie indiziert oder labial
bzw. bukkal adhasiv befestigten Brackets mit geringem Speichelkontakt geeignet sein.
Die Substanz sollte, einzeln oder in Kombination mit Fluorid, in weiteren Studien fur
die Therapie und Pravention initialer Karieslasionen untersucht werden.

Auch eine Kombination von Polyphosphaten mit Fluorid ware umsetzbar, da
sowohl PolyP als auch Fluorid in anionischer Form vorliegen. Diese Kombination

konnte den klinischen Nutzen verstarken.
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