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1 Einleitung

Das dentale Hartgewebe Zahnbein (Dentin) ist in seiner chemischen Zusam-
mensetzung sehr dhnlich dem Knochen und anderen biologischen Hartgewe-
ben wie dem Zement. Es wird wie alle Hartgewebe durch das Mineral Apatit
gebildet. Die Dentin—Mineralisierung kann daher als generelles Prinzip der

Ausbildung kollagenreicher Hartgewebe angesehen werden.

In dieser Arbeit wird das Hartgewebe Dentin von Ratten—Incisoren mit
einem energiefilternden Transmissionselektronenmikroskop (EFTEM) unter-
sucht. Die strukturellen Untersuchungen werden im elektronenspektrosko-
pischen Beugungs-Modus (ESD) mit einer Ausfilterung der unelastischen
Elektronen durchgefithrt. Durch diese zero-loss Filterung kann der durch
die unelastischen Elektronen verrauschte Untergrund unterdriickt werden,
wodurch der Kontrast gesteigert wird. Es kénnen charakteristische Debye—
Scherrer—Beugungsringe des dentalen Hartgewebes sichtbar gemacht werden,
die ohne zero-loss Filterung, wie in einem konventionellen Transmissionselek-
tronenmikroskop (CTEM), auf Grund ihrer schwachen Intensitat nicht mehr
erkennbar sind. Die morphologischen Untersuchungen werden im elektronen-
spektroskopischen Abbildungs—Modus (ESI) durchgefiihrt. Auch hierbei wird
die zero-loss Filterung angewandt und so im Vergleich mit einem CTEM ein

vielfach verbesserter Bildkontrast erreicht.

Bei der Untersuchung der Dentinbildung wird versucht, die Kristallitrei-
fung des Dentins mittels zero-loss gefilterter ESD strukturell zu analysieren.
Hierzu wird zum einen die Mineralisation von der Kristallit-Keimbildung an
polare Gruppen, den sogenannten ,aktiven Zentren®, der betreffenden Pro-
teine bis zur Ausbildung ausmineralisierter Kristallite betrachtet. Zum an-
deren wird der Verlauf der Mineralisation strukturell genauer untersucht, da
es sich bei der dentalen Hartgewebsbildung um einen rhythmischen Vorgang
handelt.



2 Energiefilterndes TEM

2.1 Das Transmissionselektronenmikroskop

In einem konventionellen Transmissionselektronenmikroskop (CTEM)
konnen zur Untersuchung von Préaparaten die Abbildung (Image-Mode)
und die Elektronenbeugung (Diffraction-Mode) benutzt werden. Durch
elastische und unelastische Streuprozesse treten bei den Primérelektronen
beim Durchlaufen des Praparates Energieverluste und Ablenkungen um den
Streuwinkel 6 auf. Bei der elastischen Streuung (Kap. 3.1) werden die Elek-
tronen durch die Coulombkraft des Atomkerns abgelenkt und erfahren in
den fir die Transmissions—Elektronenmikroskopie interessierenden Streuwin-
keln keine meBbaren Energieverluste. Die unelastische Streuung (Kap. 3.2)
resultiert aus Wechselwirkungen des Primarelektrons mit Hillenelektronen.
Dieses fithrt zu einer Anregung eines Hiillenelektrons des Atoms und ei-
nem Energieverlust AE des Strahlelektrons. Der Farbfehler (chromatische
Aberration) der Elektronenlinse fithrt dazu, dafi Elektronen mit einem Ener-
gieverlust AF eine kiirzere Brennweite als ungestreute Elektronen aufweisen.
Mit Hilfe eines Energiefilters im Strahlengang des Mikroskops kann dieser
storende Untergrund durch Ausfilterung der unelastisch gestreuten Elektro-
nen reduziert werden. Es besteht ferner mit diesem Filter die Moglichkeit
einer energieselektiven Elektronenbeugung und/oder Abbildung. Mit Hilfe
dieser Energieselektion konnen auch Elektronen—Energie—Verlustspektren
(EELS) aufgenommen werden, um weitere Informationen iiber das Préparat

zu erhalten.

In dieser Arbeit wurde das erste kommerziell erhaltliche Elektronenmi-
kroskop mit einem integrierten Energiefilter, das EM 902 der Firma Zeiss,
verwendet. Bei diesem Mikroskop ist ein von Ottensmeyer weiterentwickeltes

Castaing—Henry—Energiefilter [6] zwischen dem ersten und zweiten Projektiv-



linsensystem in die Mikroskop—Séaule integriert (Abb. 2.2). Bei den Untersu-
chungen zur Dentinmineralisierung wurde die Beschleunigungsspannung von

U = 80 kV verwendet.

2.2 Das Castaing—Henry—Energiefilter

Das Energiefilter im EM 902 besteht aus einem Prisma, in dem zwischen
magnetischen Weicheisenplatten ein homogenes Magnetfeld senkrecht zum
Elektronenstrahl erzeugt wird (Abb. 2.1b). Die Strahlelektronen werden in
der oberen Hilfte des magnetischen Prismas um 90° abgelenkt und ansch-
lieend an dem elektrostatischen Spiegel reflektiert. Da es sich bei dem Spie-
gel um eine Gegenfeldelektrode handelt, mufl an dem Spiegel ein negativeres
Potential als an der Kathode angelegt sein. Dieses bedingt eine Beschrankung
der Beschleunigungsspannung auf 80 kV, da es bei héheren Spannungen zu
Uberschligen kommen kann. Auf Grund des symmetrischen Prismas werden
die Elektronen nach der Reflektion mittels einer 90° —Ablenkung wieder auf
die optische Achse des Mikroskops gebracht (Abb. 2.1).
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Abbildung 2.1: Schematischer Strahlengang in dem Castaing—Henry—Energie-
filter

Durch die Lorenzkraft werden Elektronen mit unterschiedlichen Ener-
gien in dem magnetischen Prisma verschieden abgelenkt. Das Prisma ist
so abgestimmt, daB die virtuellen Ebenen des Filters, die Filtereintritts-

ebene (Bg) und die Filteraustrittsebene (B;), zueinander konjugiert sind
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und unvergrofert aufeinander abgebildet werden (Abb. 2.1a). Durch die
verschiedenen Ablenkungswinkel in dem magnetischen Prisma besitzen
die Elektronen in der Filteraustrittsebene zusatzlich energieabhéngige
Austrittswinkel. Aus diesemm Grund wird die Filteraustrittsebene auch
als achromatische Bildebene bezeichnet. Die hintere Fokalebene des er-
sten Projektivlinsensystems (Dy), die Crossover-Ebene, ist konjugiert zu
der energiedispersiven Ebene (D;). In dieser Ebene D; entstehen je nach
Energieverlust der Elektronen getrennte Abbildungen der Crossover—Ebene

durch die energieabhiangigen Austrittswinkel der achromatischen Bildebene

(Abb. 2.1, Abb. 2.2).

Durch eine Spaltblende in der energiedispersiven Ebene konnen Energie-
verlust-Bereiche ausgewahlt werden, die auf der Endbildebene abgebildet
werden sollen (Abb. 2.2). Die Breite des Spaltes legt die Grofe des ausgewihl-
ten Energiefensters bzw. die Energieauflésung §F fest, wobei die maximale
Energieauflésung entscheidend durch die Elektronenemission an der Kathode
und des Offnungsfehlers zweiter Ordnung des Filters festgelegt wird. Die ma-
ximale Energieauflésung 6 £ in dem EM 902 betriagt etwa 1 bis 2 eV. Die
Breite des Energiefensters mufl aber auch so gewahlt werden, dafl eine zur

Registrierung ausreichende Intensitat vorliegt.

2.3 Betriebsmoden eines EFTEM

Bei biologischen Proben werden in Abhangigkeit von den Parametern der
Préparate unterschiedliche Betriebsmoden in dem EM 902 gewahlt [55].
In dieser Arbeit wurde der elektronenspektroskopische Abbildungs—Modus
(EST = Electron Spectroscopic Imaging) und der elektronenspektroskopi-
sche Beugungs—Modus (ESD = Electron Spectroscopic Diffraction) mit
einer zero-loss Filterung zur Verbesserung der Bildkontraste verwendet.
Aus diesem Grund werden nur der ESI- und der ESD-Modus behandelt.
Ausfithrliche Beschreibungen zu allen Betriebsmoden des EFTEM sind bei
Reimer [55, 56] und Rennekamp [58] zu finden.
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Abbildung 2.2: Schematischer Strahlengang des EM 902 mit unterschiedlichen
Abbildungs—Moden und den zueinander konjugierten Ebenen.

2.3.1 Elektronenspektroskopischer Beugungs—Modus

In der hinteren Brennebene der Objektivlinse befindet sich das erste Beu-
gungsbild des Praparates (Abb. 2.2). In dem Beugungs-Modus (ESD) wird
dieses erste Beugungsbild durch das erste Projektivlinsensystem auf die
Filtereintrittsebene vergrofert abgebildet. Mit einer Selektorblende in der
Ebene des ersten Zwischenbildes kann bei der Feinbereichsbeugung (SAED
= Selected Area Electron Diffraction) ein Objektbereich des Praparates
ausgewahlt werden, der auf die Filtereintrittsebene abgebildet werden
soll. Die Filtereintrittsebene wird anschliefend im Verhéltnis 1:1 auf die
achromatische Bildebene iibertragen. Das zweite Projektivlinsensystem
bildet dann das Bild der achromatischen Bildebene auf die Endbildebene

ab (Abb. 2.2). In der energiedispersiven Ebene kénnen bei der zero-loss



Filterung mit Hilfe einer Spaltblende die ungestreuten und die in kleine
Winkel elastisch gestreuten Elektronen mit (AE =0 eV) durchgelassen
werden (Abb. 2.1b). Hierdurch wird der durch die unelastisch gestreuten
Elektronen hervorgerufene Untergrund unterdriickt und der Kontrast der

Bragg—Reflexe erhoht.

2.3.2 Line-scan Diagramme von ESD—-Bildern

Bei der ESD-Untersuchung polykristalliner Praparate treten die rotations-
symmetrischen Debye-Scherrer—-Ringe auf (Kap. 3.3). Aus diesem Grund
kénnen diese zweidimensionalen Beugungsbilder durch eindimensionale Dar-
stellungen, den line-scan Diagrammen, vollstandig beschrieben werden. Die
unterschiedlichen Intensitdten der Debye—Scherrer-Ringe werden dabei in
Abhéngigkeit der jeweiligen Bragg—Winkel 65 bzw. der Streuwinkel § = 2 0g
dargestellt. Hierzu wurde eine Ablenkeinheit unter dem zweiten Projektiv-
linsensystem benutzt, die den Elektronenstrahl in zwei senkrecht zueinander
liegende Richtungen ablenken kann. Dieses wird durch Anlegen einer Span-
nung, entweder durch eine externe Spannungsversorgung oder durch einen
Computer, ausgestattet mit einem Analog-Digital /Digital-Analog—Wandler,
erreicht. Der Computer erméglicht es, das Beugungsbild schrittweise iiber
den Detektor, eine ZnS-Szintillator—Photomultiplier—-Kombination, zu ra-

stern und die Intensitéat beziiglich des Ablenkungswinkels 6 aufzunehmen.

Die Raster-Geschwindigkeit kann variabel gestaltet werden, allerdings
darf die Zeitkonstante des Photomultipliers nicht unterschritten werden, weil
sonst Verfalschungen des Signals auftreten konnen [26]. Bei dieser Arbeit
wurde die Raster—-Geschwindigkeit fiir alle line-scan Aufnahmen konstant
gewahlt. Zur besseren Winkelauflésung der Debye—Scherrer—Ringe wurde eine

kleine Schlitzblende von etwa 0,5 mm x 5 mm verwendet.

2.3.3 Elektronenspektroskopischer Abbildungs—Modus

Bei dem Abbildungs—Modus (ESI) wird durch eine gegeniiber dem ESD-
Modus geanderte Fokussierung des ersten Projektivlinsensystems das er-

ste Zwischenbild auf die Filtereintrittsebene projiziert. Dieses wird dann im

Verhiltnis 1:1 auf die achromatische Bildebene iibertragen (Abb. 2.2). Durch



Einfahren einer Objektivaperturblende (Kontrastblende) in der Ebene des er-
sten Beugungsbildes wird in einem TEM eine Kontrastverbesserung erreicht,
indem in grofere Winkel gestreute Elektronen ausgeblendet werden. In dem
EM 902 kénnen zusétzlich die unelastisch gestreuten Elektronen ausgefiltert
werden (Abb. 2.1, Abb. 2.2). Durch diese zero-loss Filterung wird eine wei-
tere Kontraststeigerung erreicht. Anschlielend wird das gefilterte Bild durch

das zweite Projektivlinsensystem auf die Endbildebene projiziert.



3 Theorie der Streuprozesse

Ein Beugungsdiagramm kann in drei Bereiche eingeteilt werden, wobei je-
der Bereich durch einen anderen Streumechanismus der Primérelektronen

erzeugt wird. Diese Bereiche sind

1. der Primérstrahl; in ihm liegen alle ungestreuten Elektronen,

2. die Beugungsreflexe; sie entstehen durch konstruktive Interferenzen der
elastischen Streuung,

3. der Untergrund; er entsteht fast ausschlieBlich aus unelastischen Streu-

prozessen (Plasmonenanregung, Anregung innerer Hillenelektronen des

Atoms und aus der thermisch—diffusen Streuung (TDS)) (Kap. 3.2).

Die Streuwahrscheinlichkeit der Elektronen kann mit dem Streuquer-

schnitt o oder mit der freien Wegliange A

_ NL N Na _ Anzahl der Elektronen (3.1)
o

A =
P A Volumen ’

wobei N, die Avogadro—Konstante, A das Atomgewicht und p die
Dichte bedeuten, ausgedriickt werden. Die mittlere freie Weglinge A
bezeichnet die durchschnittliche Strecke eines Primarelektrons in der
Probe bis zum néchsten Streuprozefl. Bei ultradiinnen Praparaten mit
Schichtdicken ¢ < A kann im TEM néherungsweise von einer Einfachstreu-

ung, bei Schichtdicken ¢t > A von Mehrfachstreuung ausgegangen werden.

3.1 Elastische Streuung

Bei der elastischen Streuung liegt eine Wechselwirkung zwischen Primarelek-
tron und Atomkern vor. Bei dieser Streuung gilt die Erhaltung der Summe
der kinetischen Energien und die Impulserhaltung.

Zur Beschreibung der Streuung wird ein Elektron betrachtet, welches in-

nerhalb einer Flache do mit einem Streuparameter a am Kern vorbeifliegen
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Abbildung 3.1: Klassische Beschreibung der elastischen Streuung und Bedeu-
tung des differentiellen Streuquerschnittes do/d€Q.

wiirde. Dieses Elektron wird an einem Atomkern mit der Ordnungszahl 7
um den Streuwinkel § in einen Raumwinkel d2 gestreut. Fiir den elastischen

Streuwinkel ergibt sich
2e?7
mv?a’
Dieses bedeutet, daBi der Streuwinkel § mit wachsender Ordnungszahl 7

tan 0 =

(3.2)

des streuenden Atoms zunimmt und mit wachsender Beschleunigungsspan-
nung U,

el = Fyn=1/2 muv® | (3.3)
abnimmt. Der differentielle Streuquerschnitt do/d€2 gibt die Wahrscheinlich-
keit fiir diese Streuung an (Abb. 3.1). Nach Rutherford ergibt sich fiir den

differentiellen Streuquerschnitt

daelz<e22 )2<E+Eo>2 1 (3.0
dQ} 8meo E+2Ey/) sin*0/2’ '
mit Ky = 511 keV als Ruheenergie und E = eU als kinetische Energie der
Elektronen.

Bei der quantenmechanischen Betrachtung wird das Wellenmodell der
Elektronen benétigt (Abb. 3.2). Hier gilt fur Elektronen mit £ = el und

p = muv die relativistische de Broglie-Wellenlange

/\_h_ he (3.5)
p  \2EFE,+ E?’ '

mit h als Plancksches Wirkungsquantum, ¢ als Lichtgeschwindigkeit und £
als Ruheenergie des Elektrons. Zuséatzlich gelten die Verkniipfungen

p=hk und |k|=1/) (3.6)
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Abbildung 3.2: Quantenmechanische Beschreibung der elastischen Streuung
[57].

zwischen Impuls p, der Wellenldnge A und dem Wellenzahlvektor E, wobei
fiir die ungestreute Welle ko und fiir die gestreute Welle & deren Wellenzahl-

vektoren darstellt.

Die gestreute Welle setzt sich im asymptotischen Grenzfall aus der Uber-
lagerung einer ungestreuten Welle und einer gestreuten Kugelwelle zusam-

men:
- 1

U = Uglexp(2miko-r) +1 £ (0)— exp(27mikr)], (3.7)
r

mit Uy als Wellenamplitude und der komplexen Streuamplitude

£(8) = [1(0)] exp(in (), (3:8)

mit 7 (#) als zusitzliche Phasenverschiebung zu der bei jeder Streuung auf-
tretenden Phase exp(—im/2). Der differentielle Streuquerschnitt ist mit der

komplexen Streuamplitude iiber

do 9 .
99 150 39)

verkniipft, d.h. do/d} ist eine reelle Grofle, die nicht von einer Phasenver-

schiebung abhéngig ist.

Da die kinetische Energie bei der elastischen Streuung erhalten bleibt,
gilt |EO| = |];| und fiir die Differenz der Wellenzahlvektoren ¢

|G| = |ko — k| = 2ksin(0/2) ~ 6/ X . (3.10)

Die erste Bornsche Naherung besagt, da§ f(#) proportional zur Fourier-

transformierten des streuenden Potentials ist, woraus sich

27 E+E0

1) = _Wm/\/(ﬁ)exp(—zmqtf)dﬁ (3.11)

10



ergibt. Hierbei handelt es sich bei dem Potential um das Coulombpotential

QZ A 2
() e o —— (3.12)

Amegr o Ameo|T — 7

Der erste Term in Gleichung (3.12) gibt den Beitrag des Atomkerns und der

zweite Term den Beitrag der Hilllenelektronen des streuenden Atoms wieder.

Die Abschirmung des Potentials V/(r) mit wachsendem Abstand r kann
mit Hilfe des Wentzelschen Atompotentials [37]

Vir)=— exp(——) (3.13)

gendhert werden. Hierbei ist R ein von der Ordnungszahl 7 abhangiger Ab-

schirmradius, bei dem das Potential auf den e-ten Teil abgefallen ist,

(:0h 2

~ a,HZ_l/3 mit  ag = 70 =0,0529 nm (Bohr-Radius). (3.14)
Diese Wentzelsche Naherung hat den Vorteil, daB mit Hilfe der Glei-
chung (3.11) ein analytischer Ausdruck fiir den differentiellen Streuquer-
it AZIRMI 4 BB 1

T N B
mit Fy der Ruheenergie und 8y = \/27 R, entsteht [37]. 0y ist ein charakte-

ristischer Winkel der elastischen Streuung und ein Maf fiir die Viertelwerts-

breite der elastischen Streuverteilung [57].

Nach Integration tber die Einheitskugel ergibt sich fiir den totalen ela-
stischen Streuquerschnitt folgender Ausdruck [10]:

Z R (14 EEy)? _h?Z':

~
mTa¥ 7 E2B?

rd
O = / £27r sin df = (3.16)
0

mit sinf &~ 6 und § = v/ec.

Der totale elastische Streuquerschnitt o hat die Dimension einer Flache,
wobei die Wahrscheinlichkeit, diese Flache zu treffen, gleich der Wahrschein-
lichkeit fiir eine elastischen Streuung ist. Haufig wird auch anstelle des totalen
Streuquerschnittes die mittlere freie Wegliange A = 1/Noe benutzt.

Die erste Bornsche Néherung erlaubt auf einfachem Weg, analytische Aus-
driicke fiir den totalen und den differentiellen Streuquerschnitt zu bekommen.

Es wird hierfiir nur die reelle Strenamplitude |f(#)| mit einem Phasensprung

11



hv = EL-EK EAE"‘ 2EL-EK

a) elastische b} unelastische c) Rontgen d] Auger-Elektron
Streuung Streuung Emission Emission

Abbildung 3.3: Schematische Beschreibung der a) elastischen, b) unelastischen
Streuung sowie der nachfolgenden Emission eines ¢) Rontgen-

quants bzw. d) eines Auger—Elektrons.

von /2 bendtigt (n () = 0). Obwohl diese Aussage nur fiir Elemente nied-
riger Ordnungszahl gilt, wird sie doch haufig fir alle Elemente wegen ihrer

Einfachheit bei qualitativen Aussagen iiber die Streuverteilung benutzt.

Genauere Berechnungen lassen sich mit der Partialwellen-Methode [59]
oder mit der Methode von Wentzel, Kramer und Brillouin [52] anstelle der
ersten Bornschen Naherung erreichen. Anstelle des Wentzelschen Potential-
ansatzes konnen auch iterativ, tiber die Schrodinger—Gleichung, gefundene
Potentiale (,selbstkonsistente Felder* nach Hartree-Fock bzw. Hartree-Sla-
ter [17, 27]) benutzt werden. Mott—Streuquerschnitte beriicksichtigen zudem
den Elektronenspin und relativistische Effekte in der Dirac-Gleichung [7].

3.2 Unelastische Streuung

Bei der unelastischen Streuung gilt analog zur elastischen Streuung die Im-
pulserhaltung und die Erhaltung der Gesamtenergie. Die kinetische Energie
der unelastisch gestreuten Elektronen wird fast ausschlielich durch Plas-
monenanregung und lonisation innerer Schalen vermindert. Die angereg-

ten Atome emittieren entweder charakteristische Rontgen—Strahlung oder
Auger-Elektronen (Abb. 3.3).

Die thermisch-diffuse Streuung (TDS) wird durch Phononen-Anregung
erzeugt. Der Energieverlust durch die TDS ist AFEp, <1 eV, so daB} sie mit
dem EM 902 nicht herausgefiltert werden kann. Bei der Plasmonenanre-

gung handelt es sich um die mit grofter Wahrscheinlichkeit auftretende un-

12
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hq cos N

Abbildung 3.4: Vektordiagramm zur Beschreibung der unelastischen Streuung.

elastische Streuung der Primdrelektronen im quasifreien Elektronengas des
Festkorpers. Der Energieverlust der Priméarelektronen liegt dabei im Bereich
ALEp; von ca. b bis 50 eV.

Bei der Innerschalen—Ionisation der Atome handelt es sich um einen un-
elastischen StreuprozeB eines Primérelektrons mit einem Hiillenelektron des
Atoms der untersuchten Probe. Hierbei wird das entsprechende Atom ioni-
siert, falls die Energie des einfallenden Primérelektrons groBer oder gleich
der lonisationsenergie [y der entsprechenden Schale des Targetatoms ist.
Hieraus ergibt sich die Energie des unelastisch gestreuten Primérelektrons
E=FEy— AFE, mit AE als Energieverlust des Priméarelektrons bei der un-

elastischen Streuung.

Fiir den Ubergang eines Hiillenelektrons vom Grundzustand in einen an-
geregten Zustand gelten die Auswahlregeln. Die Differenz der Wellenzahlvek-
toren kann wie folgt geschrieben werden (Abb. 3.4):

G = (k—ko)* m~ kj(0% — 03) (3.17)
mit g ~ AF/2F als charakteristischen Winkel der unelastischen Streuung
und |k| # |kol.

Mit Hilfe der ersten Bornschen Naherung fiir die unelastische Streuung

ergibt sich fir den differentiellen Streuquerschnitt

doune  472m? k,
— 2 UL V(F) T >2. 1
d0 h4 kO < |V(T‘ >| 0> (3 8)
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Die Zustande Wy = ugexp(27i EO-F) und ¥, = u, exp(?wiE-F) setzen sich
multiplikativ aus einer ein— bzw. auslaufenden Welle des Primarelektrons
mit Eo und £ sowie den Eigenfunktionen ug und u, der Elektronen des Target-
atoms zusammen.

Setzt man ein Coulombpotential in Gleichung (3.18) ein und nutzt die

Beziehung < ug|un >= don, so ergibt sich

dJunel € 4 fOn(Q)

= 3.19

dQ (Ameo)? EAE (6% + 9%) ( )
mit der generalisierten Oszillatorenstéarke (GOS)
Sm?mAFE L.

fOn(Q) = T| < llln|ur |\I}0 >, (320)

wobei i der Einheitsvektor parallel zu ¢ ist.

Mit der generalisierten Oszillatorenstarke konnen nur diskrete Energiever-
luste AFE beschrieben werden. Da aber in den meisten Fallen das Elektron
nicht in den Zustand ¥, sondern in das Kontinuum angeregt wird, kommt
es somit zu einem kontinuierlichen Energieverlauf. Aus diesem Grund wird
die generalisierte Oszillatorenstirke pro Energieintervall AFE definiert. Bei
der Integration iiber den gesamten Energiebereich, unter der Voraussetzung

des Wentzelschen Atommodells, erhilt man den gemittelten differentiellen

Streuquerschnitt
do N1+ B/Bo 711~ (1 +(0/0)%)) o)
dQ =~ drtay (0% + 02)? '

Obwohl die Ndherungen von Born und Wentzel nur erster Ordnung sind,
geben die differentiellen Streuquerschnitte fiir die elastische und unelastische
Streuung wichtige Aussagen iiber die Streuwahrscheinlichkeiten. Desweiteren
liefern die charakteristischen Streuwinkel 6, und 0y wichtige Angaben iiber

die Streuverteilungsbreite.

Fiir den Fall, dal der Streuwinkel § groBer als der charakteristische Win-
kel der elastischen Streuung 6 ist, gilt fiir das Verhaltnis der differentiellen
Streuquerschnitte %/% = 1/7. Hieraus ergibt sich durch eine Integra-
tion des differentiellen elastischen (3.15) und des unelastischen Streuquer-
schnittes (3.21) iiber df2 die empirisch bestéatigte Naherung

Tunel ~ 20
~ —
Tel A

(3.22)

vV =
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fiir das Verhéltnis der totalen Streuquerschnitte v [9, 54]. Fiir Kohlenstoff
ergibt sich z. B. ein Verhaltnis von v = 3.3 & 0.5. Dieses bedeutet, dal bei
biologischen Objekten vermehrt unelastische Streuung vorkommt und somit
durch die zero-loss Filterung gerade bei leichten Elementen der Streukontrast

anwéchst [3].

3.3 Beugungstheorie

Bei der Beugung treten Interferenzeffekte der gebeugten Wellen auf. Je nach
Ordnungsgrad der Atome des Préparates treten unterschiedliche Interferenz-
muster auf. Es wird in gasférmige, fliissig amorphe, kristalline und polykri-

stalline Zustande unterschieden.

Bei dem gasformigen Zustand sind die Atome und somit die Streuzentren
in groflen unregelméBigen Abstianden angeordnet. Es kénnen daher keine
Interferenzen der kohérent gestreuten Wellen auftreten. Es bildet sich eine
Intensitétsverteilung N|f(6)]?.

Bei der fliissig amorphen Probe treten durch die gréBere Dichte
Interferenzeffekte auf. Da es keine konstanten Abstdnde zwischen den
Atomen, sondern nur eine Nahordnung der Streuzentren gibt, bilden sich
radiale Dichteverteilungen aus, die durch die Abstidnde der Atome defi-
niert werden. Hieraus resultieren Oszillationen um die Intensitatsverteilung
N|f(0)]2.

Bei kristallinen Praparaten sind die Streuzentren in einem dreidimensio-
nalem Gitter angeordnet. Dies bedeutet, dafl die regelmafBige Anordnung zu
einer Ausbildung von Interferenzen fiithrt. Die konstruktive Interferenz fithrt
zum Entstehen einzelner scharfer Bragg—Reflexe. Auflerhalb dieser Reflexe

liegt destruktive Interferenz vor.

Bei polykristallinen Préaparaten, und hierzu zahlt auch das aus Hydroxyl-
apatit—Kristalliten aufgebaute Dentin, liegt eine regellose Verteilung von klei-
nen Kristalliten vor. Durch diese regellose Verteilung der Kristallite treten die
Bragg—Reflexe in statistisch verteilten azimutalen Richtungen auf, wodurch

sich bei hinreichend vielen Reflexen Debye—Scherrer—Ringe bilden.
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3.3.1 Struktur— und Gitteramplitude

Die Amplitude der elastisch gestreuten Welle in EfRiChtung kann iiber die
Fouriertransformation der Gitterabstinde bestimmt werden. Jedes Atom k&
(k =1,..,n) der Elementarzelle streut die Welle mit einer charakteristischen
Streuamplitude f;. Betrachtet man den Kristall als ein Parallelepiped mit
Kantenldngen L; = M;a; (i = 1,2,3) parallel zu den Einheitsvektoren d;, so
ergibt sich die Fouriersumme A

M1 M2 M3 n

A= Z Z Z Z frexp[—2mi (E — Eo)-(Fk + 7)), (3.23)

m=1n=1o0=1 k=1
mit 7 als Translations— und 7, als Lage—Vektor der Elementarzelle. Diese
Summation kann in 2 Faktoren, der Strukturampliude F' und der Gitteram-
plitude G mit
Fo= 3 frexp[=2mi(k — ko) 7] (3.24)

k=1
M, My Ms;

G = Y33 expl-2mi(k — ko)-7,] (3.25)

m=1n=1 o=1
aufgespalten werden. Die Strukturamplitude hangt nur von dem Atomaufbau
der Elementarzelle mit den Atomformfaktoren f, ab. Die Gitteramplitude
hingegen wird nur durch den externen Kristallaufbau definiert und ist deshalb
von der Einhaltung der Bragg-Lage abhangig. Die Bragg-Bedingung ist in
vektorieller Schreibweise durch (E — Eg) = ¢ gegeben, wobei ¢ ein reziproker
Gittervektor ist.

Im folgenden sei § ein kleiner Anregungsfehler aus der Bragg-Lage, so
gilt k — ko= G+ 5. Zwischen dem Betrag s des Anregungsfehlers und dem

Verkippungswinkel Af aus der Bragg—Lage besteht die Beziehung:
B Af B 2 sin g
Cdpa A

Unter der Berticksichtigung, da§ §-@; = n (ganzzahlig) und sin(27in) = 1 ist,

s = gAf Af . (3.26)

ergibt sich fiir die Gitteramplitude:

P

Da sich die Phase ® nur sehr wenig von Elementarzelle zu Elementarzelle
verandert, kann die Dreifachsumme durch ein Integral iiber das Kristallvolu-

men ersetzt werden. Die Kantenldngen seien durch L; und das Volumen der
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Elementarzelle durch Vi = ajaza3 gegeben, so ergibt sich

+10/2 +15/2 +1s/2
G = v / / / exp[—2mi (s121 + s222 + szxs)|drideyde; . (3.28)

C_I/2 —Ly)2 —=L3/2

In dieser Form kann die Gitteramplitude in die einzelnen Faktoren G, Gy

und G5 aufgespaltet werden. Fiir den Faktor G folgt

e in (s M
G, = — / exp(2misizy) = M , (3.29)
aq 2 mTS1d1

wobei fiir die beiden anderen Faktoren entsprechende Ausdriicke gelten. Die

totale reflektierte Intensitat ergibt sich jetzt als Amplitudenquadrat [53]

I = N|FP|GP
/\2|F|2 sin2(7T51M1a1) SiHZ(ﬂ'SQMQCl2> Sin2(7T53M3a3) (3.30)
(msiap)? (msqaz)? (msza)? '

Sei t = Mzaz die Schichtdicke der einkristallinen Folie, so ergibt sich die
pro Flacheneinheit gebeugte Intensitat zu
I N F|? sin®(mis)
V2 (ms)?

(3.31)

3.3.2 Bragg—Bedingung

Bei der geometrischen Herleitung der Bragg-Bedingung werden in zwei be-
nachbarten Netzebenen, mit dem Netzebenenabstand dy,, zwei benachbarte
Atome betrachtet. Eine unter dem Glanzwinkel 0g einfallende ebene Welle
wird an den Atomen unter dem Winkel 20p gegen die einfallende Welle ela-
stisch gestreut. Unter der Bedingung der konstruktiven Interferenz, bei einem

Wegunterschied nA der gestreuten Welle, ergibt sich fiir die Bragg-Bedingung
thkl sin HB =nA s (332)

mit n als ganze Zahl. Tm folgenden wird nur auf den Reflex erster Ordnung

n = 1 Bezug genommen.

Aus der geometrischen Betrachtung des Strahlenverlaufs nach der Beu-

gung (Abb. 3.5) ergibt sich die Beziehung

R
tan 20 = 7 (3.33)
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Abbildung 3.5: Ableitung der Grundformel der Elektronenbeugung.

mit L als Kameralange und R als Radius des Debye-Scherrer—Ringes. Da
in einem TEM bei der Elektronenbeugung nur kleine Winkel im Bereich

0° < g < 3° auftreten, kann die Ndherung
2sinfg ~ 20 ~ tan 20y (3.34)

benutzt werden. Mit dieser Beziehung folgt aus den Gleichungen (3.32) und
(3.33) die Grundformel der Elektronenbeugung

dpa R~ AL mit AL als Beugungskonstante, (3.35)

und A = 4.174 pm bei 80 kV Beschleunigungsspannung [56].

3.3.3 Intensitit der Debye—Scherrer—Ringe

Bei polykristallinen Proben ist die Intensitdt der Beugungsreflexe von der
Kristallitgrofle abhéngig. Bei einer Beschleunigungsspannung U = 80 kV
und einer KristallitgroBe ¢ < 5 nm kann die kinematische, bei Kristal-
litgroBen ¢ > 5 nm muf die dynamische Beugungstheorie zur Beschreibung

der Beugung herangezogen werden [56].

Die kinematische Theorie geht nur von Einfachstreuungen aus, d. h. alle
interferierenden Streuwellen werden von einer einfallenden Welle angeregt,
und es kommt zu keiner nennenswerten Mehrfachstreuung. Die Ring-

intensitaten [ui, mit hkl als Millersche Indizes der Netzebenen, ergeben sich
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durch eine Mittelung iiber alle Kristallorientierungen [34]:

C2mimle?

hin = i = JO?IX’N%PhHWHQ/\thkl (3.36)
mit jo als Primérstromdichte am Ort des Objektes, K als Anzahl der Kri-
stallite mit durchschnittlich N Elementarzellen und deren Volumen V., P
als die Multiplizitat der hkl-Ebene und Vj, als temperaturabhéngiges Gitter-
potential.

Fiir den Geltungsbereich der kinematischen Theorie bedeutet die obige
Gleichung, daB die Ringintensitdt nicht von der Grofle und Form der Kri-
stallite abhédngig ist, sondern nur von der Gesamtzahl der vom Elektronen-
strahl getroffenen Elementarzellen. Die Intensitatsverhdltnisse verschiedener
Ringe untereinander sind ebenfalls nicht von der Kristallitgrofie und der Wel-
lenlange abhangig, sondern nur von den Groflen Py, |[Vi| und dpg des be-

treflenden Reflexes.

Die dynamische Theorie geht davon aus, dafi die gestreute Welle auch
wieder einfallende Welle fiir andere Streuzentren sein kann. Der einfachste
dynamische Fall ist der Zweistrahlfall, bei dem nur der Priméarstrahl und der
gebeugte Strahl beriicksichtigt werden. Bei der dynamischen Theorie ergibt
sich fiir die Ringintensitét

Apkl

! Jo(2z) dx (3.37)

[dyn = [kin A—
hkl 0

mit Jo als Besselfunktion nullter Ordnung, An =c|V4|D, wobei ¢ die Licht-
geschwindigkeit und D der Kristalldurchmesser ist [4].

Wenn die Funktion Ay sehr klein ist, sei es durch einen kleinen Kri-
stalldurchmesser D oder einer kleinen Wellenldnge A, geht die dynamische
Theorie in die kinematische Theorie tiber. Im Bereich der dynamischen Theo-
rie gilt, wegen der Abhéngigkeit von Apy, nicht mehr die Unabhéngigkeit der
Ringintensitaten von der Grofle der Kristallite [50].
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4 Praparation

4.1 Material und Methoden

In einer Atherkammer werden junge Wistar—Ratten mit einem durchschnitt-
lichen Gewicht von etwa 50 bis 90 g und junge Spargue-Darley—Ratten mit
einem Durchschnittsgewicht von 60 bis 70 g andstesiert. AnschlieBend werden
die Incisoren von Unter— und Oberkiefer mit deren Wurzeln freigelegt. Nach
der Freilegung werden die Incisoren vollstindig separiert und mittels mit
fliissigem Stickstoff (LN,) gekiihlten fliissigem Propan kryofixiert (Abb. 4.2).
Propan hat den Vorteil, daf es in einem groflen Temperaturbereich flissig ist

(Siedepunkt 7'~ —44,5°C und Gefrierpunkt 7'~ —190°C).

Bei der Fixierung entstehen in der Probe Eiskristallite, deren Grofe etwa
umgekehrt proportional zur Wurzel aus der Abkiihlgeschwindigkeit des Was-
sers im dentalen Hartgewebe ist [24, 50]. Im Idealfall sollte die Probe vitri-
fizieren, d. h. glasartig erstarren, was eine Abkiihlgeschwindigkeit von mehr
als 10000° C/s voraussetzt [68]. Langsamere Abkiihlgeschwindigkeiten haben
Strukturveranderungen, ja sogar Zerstérungen des Gewebes durch die entste-
henden Eiskristalle zur Folge. Desweiteren kénnen bei langsam gefrierenden
Proben keine Aussagen tiber lokale Verteilungen wasserloslicher Substanzen
getatigt werden, da es in der fliissigen Phase zu einem Tonen—Konzentrations—

Gradienten kommt.

Bei der Préaparation der Incisoren betrug die Zeit zwischen der Entnahme
der Zahne und deren Kryofixation 1 bis 3 min. Aus diesem Grund kann
eine umfangreiche Ionenwanderung zwischen den Odontoblasten und dem
Pradentin ausgeschlossen werden (Abb. 4.1). Die Proben wurden in fliissigem

Stickstoff bei T'~ —90°C bis zur weiteren Untersuchung zwischengelagert.
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Abbildung 4.1: Schematischer Querschnitt der Zahnentwicklung [38]
1) Odontoblasten, 2) Pridentin, 3) Dentin mit Odontoblasten-
fortsdtzen, 4) Zahnschmelz, 5) Ameloblasten

4.2 Ultradiinnschnitte eingebetteter Ratten—

Incisoren

Nach der Fixierung wird das dentale Hartgewebe in ein Gefrier—Trocknungs-
gefdB gebracht (Abb. 4.2), was auf eine Temperatur von etwa -70°C vor-
gekiihlt ist. Bei einem Vakuum von etwa 0,1 Pa sublimiert das Eis zu Was-
serdampf, welcher teilweise abgepumpt wird und teilweise in einer Kiihlfalle
der Vakuumanlage kondensiert. In der Anlage wird zusatzlich zur Gefrier-

trocknung das Trocknungsmittel P,O5 verwendet.

Nach vollstandiger Sublimation, etwa nach 7 Tagen, wird das gefrierge-
trocknete Hartgewebe kurzzeitig im Vakuum aufgewdrmt, um das fliissige
Einbettungsmittel zu infiltrieren (Abb. 4.2). Zur Formgebung des Préparat-
blockes lag das Gewebe bei der FEinbettung in einer Gelantinekapsel.
Als Einbettungsmittel wurde ,Spurr—Harz“, ein spezielles aliphatisches
Epoxid-Harz, bestehend aus fliilssigem chlorfreien Epon, verwendet [67].
Das Aufwédrmen und Einbetten wird im Vakuum vorgenommen, da das
entwasserte Gewebe stark hygroskopisch ist und bei Luftzutritt sofort
Feuchtigkeit aufnimmt. Beim Einbetten wird weiter auf eine Temperatur
von etwa 0°C geachtet, um einer vorzeitigen Entstabilisierung des Harzes
vorzubeugen. Nach der Infiltration wird das Préiparat fiir etwa 1 bis 11/,
Tage zur Polymerisation in einen trockenen Wérmeschrank bei etwa 70°C

gebracht.
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Abbildung 4.2: Schematischer Priparationsweg ultradiinner eingebetteter
dentaler Hartgewebsschnitte. a) Fixierung in mit fliissigem LN,
gekiihlten Propan b) Gefriertrocknung und Einbettung im Va-
kuum ¢) Polymerisation d) Ultradiinnschnitte mit Ultramikro-

tom e) Auffangen auf 300-mesh Cu—Netzen.

Bevor Dinnschnitte mittels eines Ultramikrotoms hergestellt werden
kénnen, muf die Probe mit einem Rasiermesser getrimmt werden, d. h. der
Praparatblock wird pyramidenformig angeschnitten, da Ultradiinnschnitte
nicht in beliebiger FlichengroBe hergestellt werden kénnen [44]. Zum Schnei-
den der Diinnschnitte wurde das Ultramikrotom OM U 2 der Firma Reichert
mit einem Diamantmesser ,DIATOME® benutzt. Bei diesem Ultrami-
krotom wird die Schnittdicke durch einen thermischen Vorschub geregelt
(Abb. 4.3). Eine Glihbirne (G) steuert durch thermische Strahlung den
Vorschubblock (B), zuvor wird mittels einer Mikrometerschraube (S) eine
Grobpositionierung eingestellt. Der Schnittwinkel kann entweder durch die
Messerhalterung (M) oder durch die Praparatehalterung (P) variiert werden.

Ein Flissigkeitstrog an dem Diamantmesser (M), gefiillt mit destilliertem
Wasser, dient zum Auffangen der Dinnschnitte, damit sie nicht als trockene
Schuitte an dem Riicken des Messers hangen bleiben (Abb. 4.2d). Hierbei
wurde darauf geachtet, da} die Schnitte einen nur sehr kurzen, zeitlich defi-
nierten Wasserkontakt hatten, da bei Wasserkontakt losliche Komponenten
ausgewaschen werden konnen [47, 48]. Wahrend des Schneidens kann eine

grobe Schnittdickenbestimmung durchgefithrt werden. Neben der Lupe (L)
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Abbildung 4.3: Prinzip eines Ultramikrotoms [50].
G: Gliithlampe, B: Vorschubblock, S: Mikrometerschraube

M: Diamantmesser, P: Priparathalter, L.: Lupe

des Mikrotoms ist eine Kaltlichtleuchte angebracht, die die Diinnschnitte
auf der Wasseroberfliche des Auffangtroges senkrecht beleuchtet. Je nach
Schnittdicke entsteht eine entsprechende Interferenzfarbe (Tabelle 4.1).

4.3 Schnittdickenbestimmung

Wihrend der Herstellung der Ultradiinnschnitte wurde die Schnittdicke mit
der Interferenz—Methode bestimmt, da sie schnell einen Uberblick iiber den
Schnittdickenbereich angibt. Zur Absicherung, dafl diese Ultradiinnschnitte
im Bereich von 50 bis 80 nm liegen, sind Vergleichsmessungen mit der Trans-

missionsmessung der einfallenden Elektronen durchgefithrt worden.

4.3.1 Interferenzfarben—Methode

Das reflektierte Licht, einer senkrecht zum Schnitt ausgerichteten Kalt-
lichtleuchte, zeigt spektrale Zusammensetzung unterschiedlicher Interferenz-
farben in Abhédngigkeit der Dicke des Schnittes (Tab. 4.1). Diese Interfe-
renzfarben kénnen wiahrend der Herstellung der Ultradiinnschnitte zu einer

schnellen Bestimmung der ungefdhren Schnittdicke benutzt werden. Bei den
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Interferenzfarbe | Schnittdicke ¢ in nm
grau < 60
silber 60 — 90
gold 90 — 150
purpur 150 - 190
blau 190 — 240
grin 240 — 280
gelb 280 - 320

Tabelle 4.1: Farbskala der Interferenzfarben von Diinnschnitten bei unterschied-

lichen Schichtdicken t [46].

Interferenzfarben der Tabelle 4.1 muf berticksichtigt werden, daf§ der Schnitt
senkrecht bestrahlt wird. Falls das Licht unter dem Winkel 8 einfallt, muf
die beobachtete Schnittdicke theon in Abhdngigkeit vom Einfallswinkel § und

somit von dem optischen Wegunterschied mittels

(4.1)

2

sin?# 12
tkor - tbeob 1 -
n

korrigiert werden, wobei n der Brechungsindex des Finbettungsharzes ist
[50]. Diese Methode hat den groBen Nachteil, daB sie nur fiir Schnitte
t > 50 nm benutzt werden kann und einen groflen Intervallbereich pro Inter-
ferenzfarbe abdeckt. Da es beim dentalen Hartgewebe problematisch ist,
Diinnschnitte mit £ < 50 nm herzustellen, werden bei den Untersuchungen
Ultradiinnschnitte (¢ = 50 — 80 nm) verwendet. Diese Interferenz—Methode

zeigte fiir diesen Schnittdicken—Bereich ausreichende Ergebnisse.

4.3.2 Transmissionsmessung

Bei der Schnittdickenbestimmung durch Messung der transmittierten Elek-
tronen muf beriicksichtigt werden, dafl nur amorphe und feinkristalline ul-
tradiinne Priaparate bestimmt werden konnen [51, 56], da bei grob— bis ein-
kristallinen Praparaten die Transmission der Elektronen durch die dynami-
sche Theorie der Elektronenbeugung beeinfluflt wird [56]. Aus diesem Grund
werden bei den Messungen Maschen des Einbettungsharzes mit amorphen

Bereichen ausgewéhlt.
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Beim Passieren des Priaparates erfahren die Elektronen Energieverbrei-
terungen und Streuwinkel durch die elastischen und unelastischen Streupro-
zesse in der Probe. Die Objektivaperturblende in der hinteren Brennebene der
Objektivlinse bestimmt die Apertur a. Elektronen mit einem Streuwinkel
grofer als die Apertur a werden durch die Aperturblende abgefangen. Dieses
bedeutet, dafl die transmittierte Intensitat der Elektronen in Abhangigkeit
von der Objektivaperturblende, der Massendicke z und der chemischen Zu-
sammensetzung der Probe geschwicht wird. Die Massendicke ist gegeben

durch z = pt, mit p als Dichte und ¢ als Schichtdicke.
Durch elastische Streuprozesse erfahrt die einfallende Strahlstromdichte

I eine Schwéchung d/

d]el _
i =

(4.2)

mit Np als Avogadro-Konstante, A als Atomgewicht und dem durch die

Apertur eingeschrankten partiellen Streuquerschnitt

00
dael Tel

)= | =Lorpds = — 4,
oa(a) Jaa ™ 1+ (a/6y)? *3)

mit dem totalen elastischen Streuquerschnitt o nach Gleichung (3.16).
Die durch unelastische Streuprozesse gegebene Schwiachung [, der trans-
mittierten Elektronen ergibt sich analog:

d[in
1

NA dz
Py = ——— 4.4
A v Tin() (4:4)

= —0in(a)

mit dem differentiellen unelastischen Streuquerschnitt doy, /d€2 aus Gleichung

(3.21) und dem partiellen unelastischen Streuquerschnitt [37]

oel L oMl 4 (a/00) ). (45)

T doy
(@) = [ Tnorgdg = T~
7in(@) a/dQ " Z T (a0

Der gesamte Intensitidtsverlust der transmittierten Elektronen, die noch

die Objektivaperturblende im Winkelbereich 0 < # < « passieren, betragt

" Ny dz
<= —[oa(a) + Jin(OZ)]de - ax(a)

, (4.6)

mit zx(a) als Kontrastdicke.
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Mit [ = Iy bei 2 = 0 ergibt sich die ungefilterte Transmission der Elek-

tronen Tyue aus der Integration tiber die Massendicke (4.6):

] (4.7)

1
Tunf = 7 = eXp[

Iy zi(a)

Aus dieser Gleichung (4.7) ergibt sich eine Abschwéchung der Transmis-
sion, die exponentiell mit der Massendicke = abnimmt. In der Abbildung 4.4
wird die ungefilterte Transmission als Kontrast K

. I
K = —log Tynt = —log — (4.8)
Iy

fir 80 keV Elektronen und verschiedenen Aperturen « dargestellt [57].
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Abbildung 4.4: Kontrast K als Funktion der Massendicke 2 von Kohlenstoff-

Priparaten bei unterschiedlichen Aperturen o [57].

Bei Massendicken z < 40 bis 50 ug/cm? ist das Exponentialgesetz nahezu
erfilllt (Abb. 4.4), weicht aber mit zunehmender Massendicke immer weiter
ab. Dieses ergibt sich dadurch, dafl bei grofleren Massendicken die in grofere
Winkel § > « gestreuten Elektronen durch Mehrfachstreuung wieder in klei-
nere Winkel zuriickgestreut werden und dann die Objektivaperturblende pas-

sieren konnen.

Bei gegebener Objektivapertur o kann der Kontrast K durch ein empi-
risches Gesetz in Abhangigkeit von der Ordnungszahl 7 beschrieben wer-

den [50]: -
K=- 10g Tlmf = TZ s (49)
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mit den Konstanten a und b, die sich aus der Apertur @ und der Elektronen-
energie F ergeben [52].

Die Probe sei aus einer Verbindung mit p; Atomen der Ordnungszahl
Z; und dem Atomgewicht A; aufgebaut, so ergibt sich das Molekulargewicht
M = 3" p; A;. Die Atome pro Flacheneinheit n; und die Molekiile pro Flachen-

einheit n werden durch die Beziehungen

NA NA
—T

n; = TZ:UZ und n = ; (4.10)
gegeben, wobei sich die Atome p; wie folgt beschreiben lassen:
n;g ;M 1
’Z':—Z: ‘ = —n Az . 4.11
P - Az <— =z P Aie ( )

Hieraus ergibt sich fir die ungefilterte Transmission bei einer Verbindung

mit ¢ Komponenten (vergl. Gleichung (4.7))

[un Xy
Topg = 2 — expy @ (4.12)

Iy Tk

Aus den Gleichungen (4.11) und (4.12) erfolgt fiir die Bestimmung der Mas-

sendicke:

[X/ = - log Tunf = log [0/]unf
A 1 .
o~ ZZ: y = o (XZ: bZ: pi) T (4.13)
—
M
= log I/ yns - 4.14
€T Zbepz’ og 0/ f ( )

Die Intensitaten Iy und Iy werden durch einen Faradaykéfig oder wie in
dieser Arbeit mittels einer Szintillator—-Photomultiplier—Kombination unter-
halb des Kameraraumes registriert. Das durch die Elektronen erzeugte Signal
wird mit einem Multimeter abgelesen. Die Intensitat [y wird ohne Préaparat
und nur mit eingeschobener Objektivaperturblende aufgenommen. Ansch-
lieBend wird unter den gleichen Bedingungen das erzeugte Signal der un-
gefilterten transmittierten Elektronen des Ultradiinnschnittes bestimmt. Es
werden hierbei Maschen ausgewéhlt, die nur mit dem amorphen Spurr-Harz
bedeckt sind, sowie Maschen, in denen die annahernd amorphen Pradentin—
Bereiche vorliegen. Die abgeschétzte Varianz in der Schnittdicke bei den Ul-
tradiinnschnitten liegt dabei in der GroBenordnung von 10 bis 15% [49].
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5 Dentinbildung von

Ratten—Incisoren

Der groite Teil des Zahns besteht aus dem Zahnbein, dem Dentin. Es handelt
sich dabei um ein gelblich-weifles Gewebe, welches die Zahnhohle mit der
Zahnpulpa umhillt und die Grundlage des Zahns bildet. Es stellt ahnlich dem
Zement und Knochen ein kollagenreiches Hartgewebe dar, wohingegen der
Zahnschmelz starke Unterschiede zum Dentin aufweist. Die Dentinogenese,
das Dentinwachstum, ist bei Ratten—Incisoren nicht auf die Zeit vor dem
Zahndurchbruch beschrankt, sondern tiber die ganze Lebenszeit des Zahns

ausgedehnt.

Die Zahnentwicklung als Ganzes ist ein dynamischer Prozef}, der vom em-
brionalen Zustand bis hin zum Tode dauert. Er fithrt iiber mehrere Schritte
zur Bildung des dentalen Hartgewebes. Zuerst werden unkonsistente mesen-
chymale Gewebe gebildet, die dann in typische Hartgewebszellen umgeformt
werden. Im Einklang hierzu steht die Bildung verschiedener kollagener und
nichtkollagener Proteine. Die beiden letzten Schritte der dentalen Hartge-
websbildung beschreiben die Vorstufe der beginnenden Mineralisierung, das
Pradentin, und die Reifung der Kristallite zum Zahnbein, das Dentin. In
dieser Arbeit wird der Reifungsprozel des Dentins mittels der zero-loss ge-

filterten Elektronenbeugung ndher untersucht.

5.1 Ausbildung der Dentinmatrix

Das Dentin wird durch spezifische Zellen, die Odontoblasten (Abb. 5.1), ge-
bildet und spater versorgt. Sie haben ihren Ursprung im Mesenchym der
Zahnpapille [35]. Der Odontoblast ist eine schlanke, sdulenférmige Zelle, etwa
40 bis 50 gm lang und 7 gm breit [66], und besitzt einen starken, sich stetig

verlangernden zytoplasmatischen Fortsatz. Seitlich von diesemm Odontobla-
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stenfortsatz laufen zahlreiche diinne und relativ kurze zytoplasmatische Sei-
tendste aus. Der Zellkern liegt weit basal im Zytoplasma, das eine geordnete
Organellenverteilung aufweist. Am distalen Ende befindet sich das Schluflei-
stennetz, welches benachbarte Odontoblasten miteinander verbindet und den

Interzellularraum gegen die Dentinseite verschlieft.

In den Odontoblasten synthetisieren hauptsiachlich dentale Hartgewebs-
proteine wie Prokollagen, Glykoproteine, Glykosaminoglykane und Phospho-
proteine. Diese dentalen Bausteine werden am distalen Schlufleistensystem
um den Stamm des Odontoblastenfortsatzes ausgeschieden und bilden das
Pradentin als organisches Vorstadium der Mineralisation. Die Breite der

Pradentinschicht betragt bei Ratten—Incisoren etwa 15 pm [49].

Mineralisations-
gebiet

" . Odontoblasten-
Pradentin fortsatz
proximal
+

SchluBleistennetz
Sekretgranuia
apikales rer

Odontoblast "9 2 Golgi-Apparat

supranukleares rer

Nukleus

Abbildung 5.1: Schematisch: Struktur und topologische Lage eines Odonto-
blasten mit seinem Fortsatz im Bereich der Dentinbildungs-

front [70].
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Die Dentinbildungsfront liegt hierdurch im deutlichen Abstand zur
Odontoblastenschicht. Da sich durch die stetige Sekretion die Odontoblasten
zuriickbilden, schreitet die initiale Dentinbildung in apikaler Richtung voran,
wahrend koronal die bereits eingeleitete Dentinbildung fortgesetzt wird und

das Dentin an Dicke zunimmt [66].

5.2 Aufbau der Kristallite

Die organische Dentinmatrix ist zu 91 bis 92% aus Kollagen und zu 8 bis 9%
aus nichtkollagener Grundsubstanz aufgebaut [28, 61]. Das Kollagen ist fast
ausschlieBlich vom Typ 1 [66].

Die wichtigsten Elementgruppen zur Bildung der Dentinkristallite sind
Kalzium— und Phosphat-Gruppen [49, 66]. Der Phosphat— und auch ein
Kalzium-Anteil kommen im Pradentin als Ionen oder als kleinere Molekiile
vor. Der andere Kalzium—Anteil ist verstarkt an nichtkollagenen Makromo-
lekiile wie Phosphoproteine, Glykoproteine und Glykosaminoglykane gebun-
den. Im Pradentin ist die Kalzium-Konzentration relativ konstant, wéchst
aber im Abstand von 0.5 bis 1.5 nm von der Pradentin/Dentin—Grenze zum
Dentin hin an [48, 49, 71].

Zur Ermittlung der Kristallstruktur des Dentins werden zero-loss gefil-
terte Elektronenbeugungs—Aufnahmen erstellt. Zuerst wird die Beugungs-
konstante AL (Kap. 3.3.2) mit Beugungsreflexen eines Gold—Standards be-
stimmt. Gold hat ein kubisch—flaichenzentriertes Kristallgitter mit dem Netz-

ebenenabstand
a

dh = ——————
hkl ek
mit @ = 0.40783 nm als Gitterkonstante [56] und hkl als Millersche Indizes

(5.1)

der entsprechenden Netzebenen. Die anschlieBenden Beugungs—Aufnahmen
der Dentinkristallite werden bei der gleichen Kameraldangeneinstellung, wie

sie bei dem Gold—Standard eingestellt war, erstellt.
Nach der Bestimmung der Beugungskonstante aus dem Gold—Standard

werden die Radien der Debye—Scherrer—Ringe der Dentinkristallite ausgemes-
sen und mit Hilfe der Gleichung (3.35) die Netzebenenabstiande bestimmt.

Diese ermittelten Werte werden anschliefend mit den d—Werten aus der
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Abbildung 5.2: Vergleich der Netzebenenabstinde d aus der Rontgenbeugungs—
Kartei ASTM9-432 mit den ermittelten d—Werten aus zero-loss
gefilterten ESD—-Aufnahmen im Dentin

Roéntgenbeugungs—Kartei ASTM9-432 (1967) verglichen. Aus diesem Ver-
gleich kénnen die Dentinkristallite eindeutig als hexagonales Mineral Hydro-

xylapatit Cas(PO4);0H charakterisiert werden [3, 14, 48, 49] (Abb. 5.2).

Die Kristallite des Dentins zeigen in jedem Stadium der Mineralisation
die Kristallstruktur des Hydroxylapatits auf (Abb. 5.3), wobei im Primérsta-
dium einige Debye-Scherrer—Ringe aufgrund ihrer geringen Intensitat mit
dem Auge nicht mehr wahrnehmbar sind. Sie kénnen aber mittels line-scan
Aufnahmen und weiterer Verarbeitung durch entsprechende Software mit ex-
ponentiellem Untergrundabzug, sogenanntes ,edge-stripping”, erkannt wer-
den. Diese geringe Intensitidt der betreffenden Beugungsringe diirfte an der
geringen Anzahl der Bragg—Reflexe der Kristallite an der Mineralisationsfront
liegen [49]. Die zusitzliche diffuse Ausbildung der Debye—Scherrer—Ringe in
diesem Bereich beruht auf Uberlagerung der diffusen Beugungsringe des Ein-
bettungsharzes mit denen der Kristallite (Abb. 5.3).

Da die feinkristallinen Apatit-Kristallite () ~ 1 — 3 nm) im Dentin
statistisch verteilt sind [49], kénnen zur Untersuchung der Debye—Scherrer—
Ringe line-scan Diagramme benutzt werden (Kap. 3.3) und auf Grund der

kinematischen Beugungstheorie untereinander ins Verhéltnis gesetzt werden

(Kap. 3.3.3).
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Abbildung 5.3: Vergleich zero-loss gefilteter KSD—Aufnahmen im Dentin:
a) nur die Spurr—Matrix, b) direkt an der Pridentin/Dentin—

Grenze und c) im reifen Dentin

5.3 Allgemeine Dentinogenese

Die Mineralisierung des Dentins beginnt direkt an der Priddentin/Dentin—
Grenze, wahrscheinlich nach einer enzymatischen Stimulation. Hierbei wir-
ken vor allem die alkalische Phosphatase [8, 13, 14, 72] und/oder die saure
Proteinase Kathepsin D [39] als Enzyme. Die alkalische Phosphatase spaltet
vor allem die anorganischen Phosphat—Gruppen von den Phosphatestern ab,

die mit den Kalzium-Ionen die Apatit-Keime an den ,aktiven Zentren® der

Matrixmolekiile bilden [20, 21, 22, 23, 25, 47, 48, 49, 71].
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In der initialen Phase der Dentinogenese entsteht das Manteldentin. Es
wird gebildet wahrend sich die Basalmembran verdichtet und die Odonto-
blasten ihre terminale Differenzierung durchlaufen [66]. Es kann daher als
Produkt unreifer, noch nicht voll ausdifferenzierter Odontoblasten angese-

hen werden [45]. Das Manteldentin hat eine Schichtdicke von 10 bis 30 ym

[66] und ist parallel zur Schmelz/Dentin—Grenze angeordnet.

Nach dem Ende der Mineralisation des Manteldentins wird die Haupt-
masse des Dentins, das zirkumpulpale Dentin, gebildet. Seine Mineralisation
wird durch nichtkollagene Makromolekiile, die z.T. an der Oberflaiche der
Kollagenfibrillen fest gebunden sind, induziert. Diese Makromolekiile (Glyko-
proteine, Glykosaminoglykane, Phosphoproteine, etc.) mit ihren stark nega-
tiv geladenen Gruppen kommen vermehrt an der Pradentin/Dentin—Grenze
vor [40, 69]. Gebundene Phosphoproteine unterstiitzen die Mineralisierung
von Apatit [16, 41], hingegen 16sliche, mobile Phosphoproteine behindern in
vitro die Kalzium—Phosphat-Bildung [15].

Im Ganzen sieht man eine schichtweise Veranderung des Pradentins mit
einer Zunahme der Dichte der organischen Substanz, der Makromolekiile zur
Priadentin/Dentin-Grenze hin [2]. Nach der Einleitung der Mineralisation
durch die an der Oberflache der Kollagenfibrillen gebundenen Makromolekiile
verlauft die Mineralisation in dem inneren Bereich der Kollagenfibrille weiter
[22, 23].

Dieses bedeutet, daBl die Mineralisation erst einsetzt, wenn das Pradentin
einen bestimmten Reifungsgrad erreicht hat. Diese hieraus resultierende Mi-
neralisationsfront verlauft relativ scharf begrenzt an der Pradentin/Dentin—
Grenze (Abb. 5.4). Das Pradentin weist eine Ausdehnung von etwa 15 ym
bei Ratten—Incisoren auf, wobei diese Ausdehnung den Abstand zwischen
der Mineralisationsfront und der distal verlaufenden Odontoblastenreihe be-
schreibt.

Bei der Mineralkeimbildung im Inneren der Kollagenfibrillen werden zu-
erst vermehrt Kalzium— und Phosphatgruppen an sogenannte ,aktive Zen-
tren®, polare Gruppen am Kollagen—Molekiil der Kollagen—Mikrofibrillen in-
nerhalb der dicken Fibrillen, z. B. Glutaminsdure, Asparaginsdure, Lysin, Ar-
ginin, Histidin, etc., gebunden [20, 21, 22, 23, 25, 47, 48, 49, 71]. Diese bilden

primare Kristallit—-Keime, die anschlieBend zu stabilen Punkt— bzw. Insel-
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Abbildung 5.4: Ubersicht: Relativ scharf begrenzte Mineralisationsfront an der
Pridentin/Dentin-Grenze; geschlossene Kreise beschreiben in

Niherung Querschnitte der Odontoblastenfortsitze.

gebilden, mit einem etwa 1 bis 2 nm betragenden Durchmesser und einem
mittleren Abstand von etwa 3.6 bis 6.5 nm in longitudinaler Richtung entlang

der Kollagenmikrofibrille [1, 48, 49], heranwachsen.
Hierbei bilden sich aus den Punkten entlang der Mikrofibrillen primér Mi-

neralketten. Diese Mineralpunktketten wachsen sehr schnell in longitudinaler
Richtung zusammen, so daf} die einzelnen Punkte nicht mehr zu erkennen sind
[1, 19, 20, 21, 25, 48, 49]. Diese so an den Mikrofibrillen gebildeten nadel-
formigen Kristallite liegen dabei anndhernd parallel zueinander angeordnet.
Die tibergeordneten dicken Kollagenfibrillen sind aber insgesamt nicht par-
allel orientiert, sondern statistisch in der Dentinmatrix verteilt (Abb. 5.4).
Diese statistische Verteilung erlaubt es, line-scan Untersuchungen von Debye—

Scherrer-Ringen in dem Dentin vorzunehmen [1, 47, 48, 49].

5.4 Reifung der Dentinkristallite

Bei den Untersuchungen der zero-loss gefilterten Elektronen—-Beugungs—
Diagramme werden die charakteristischen Beugungs-Reflexe (111) mit
dem Netzebenenabstand d = 0.388 nm, (002) mit d = 0.344 nm, (210) mit
d = 0.308 nm sowie (300) mit d = 0.272 nm betrachtet (Abb. 5.5). In dem
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Abbildung 5.5: Line-scan Diagramm eines zero-loss gefilterten Beugungsbildes
mit den Beugungs—Reflexen (111), (002), (210) und (300) an der

Mineralisierungsfront.

(300)-Reflex sind noch weitere unaufgeloste Reflexe, nach Elliott und
Meckie [11]: der (141)- und (122)-Reflex; nach Young [73]: der (211)- und
(202)-Reflex; und nach Landis [36]: der (211)- und (112)-Reflex, enthalten.

Im folgenden werden die netto Signal-Intensitiaten der Debye—Scherrer—
Ringe dieser vier charakteristischen Reflexe miteinander ins Verhiltnis ge-
setzt. Die netto Signal-Intensitdaten wurden, wie in der Abbildung 5.6 darge-
stellt, bestimmt. Zum einen werden diese Intensitatsverhaltnisse aus zero-loss
gefilterten ESD-Diagrammen des Anfangs— und des reifen Stadiums der Mi-
neralisation verglichen, um strukturelle Unterschiede zwischen diesen Stadien
der Mineralisation festzustellen. Desweiteren werden die Intensitétsverhalt-
nisse beztiglich des Abstandes [ zur Mineralisationsfront genauer betrachtet.
Hierzu wurden ab der Mineralisationsfront etwa alle 1.5 bis 2 pm line-scan

Diagramme iiber einen Bereich von 40 bis 50 gm im Dentin aufgenommen.

5.4.1 Primares Kristallitwachstum

Direkt an der Mineralisationsfront kann nur der (111)-Reflex mit einer line-
scan Aufnahme deutlich gesehen werden (Abb. 5.7a), die anderen drei Reflexe
miissen mit dem sogenannten ,edge-stripping® sichtbar gemacht werden. Die-

ser (111)-Reflex nimmt aber mit zunehmender Mineralisierung des Dentins
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Abbildung 5.6: Bestimmung der netto Signal-Intensititen der charakteristi-
schen Debye-Scherrer—Ringe.

an Intensitat ab (Abb. 5.7b, ¢, Abb. 5.8) und ist im reifen Stadium fast nur
noch mit Hilfe des ,edge-stripping® zu sehen.

Dieses Maximum an der Mineralisationsfront des (111)-Reflexes deutet
auf eine Kristallitbildung hin, bei der aus priméaren Kristallit—-Keimen an den
yaktiven Zentren“ der kollagen Mikrofibrillen stabile Punkt— und Inselge-
bilde heranwachsen. Dabei bilden sich langere Punktketten in longitudinaler
Richtung entlang der Mikrofibrillen (Kap. 5.3) [47, 71]. Diese Punktketten
wachsen schnell zu groBeren Kristalliten zusammen, was durch die stetige

Abnahme der Intensitat des Beugungs—Reflexes schon zu Beginn der Mine-

ralisation verdeutlicht wird (Abb. 5.7, Abb. 5.8).
Der Vergleich des Intensitatsverhiltnisses des (002)- mit dem (300)-

Reflex (mit den zwei unaufgelosten Reflexen) zeigt zu Beginn der Mineralisa-
tion ein Maximum bzgl. des (002)-Reflexes (Abb. 5.7b, Abb. 5.10, Abb. 5.11).
Dieses bedeutet, dafl sich aus den Punktketten entlang der Mikrofibrillen
primar nadelférmige Kristallite entlang der c—Achse des Apatits ausbilden.
Erst sekundér wichst das Apatit, bei weiterer Kristallitreifung, hauptsachlich
in lateraler Richtung zu blattchen— bis rippenférmigen Kristallite zusammen
[1, 47, 48]. Diese erst sekundare Mineralisation in lateraler Richtung wird
durch das Maximum zu Beginn und der anschlieBenden Abnahme des Inten-

sitdtsverhéltnisses bzgl. des (002)-Reflexes zum reifen Stadium der Minera-

lisation hin veranschaulicht (Abb. 5.7, Abb. 5.10, Abb. 5.11).
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Abbildung 5.7: Line-scan Diagramme zero-loss gefilterter ESD—Aufnahmen

a) an der Mineralisationsfront, im b) Anfangs und c) reifen Sta-

dium der Dentin—Mineralisation.
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Abbildung 5.8: Verhiltnis der netto Signal-Intensititen des (111)—zum (002)-
Reflex in Abhdngigkeit vom Abstand [ zur Mineralisationsfront.

Das Intensitdtsverhiltnis des (002)— zum (210)-Reflex zeigt ein dhnliches
Verhalten. Auch hier liegt ein Maximum zu Beginn der Kristallitbildung vor
und nimmt mit fortschreitender Kristallitreifung ab (Abb. 5.7, Abb. 5.9).
Dieses Verhalten unterstiitzt die Aussage der priméaren nadel- und erst se-
kundéren rippen— bis blattchenférmigen Kristallitbildung. Im Gegensatz zum
(300)-Reflex ist die Anzahl der Bragg-Reflexe des (210)- gegeniiber dem
(002)-Reflex wihrend der ganzen Mineralisation geringer, was durch eine ge-
nerell niedrigere Intensitat der entsprechenden Debye—Scherrer—Ringe belegt

wird.

5.4.2 Wachstumslinien

Die Bildung des zirkumpulpalen Dentins ist kein kontinuierlicher, sondern
ein rhythmischer Prozefl, mit wechselnden Perioden der aktiven Sekretion
durch die Odontoblasten, mit der Mineralisation des Pradentins, und den
Ruheperioden [66]. Um genauere Aussagen iiber eventuelle Strukturverande-
rungen wahrend der rhythmischen Mineralisation festzustellen, wurden line-
scan Untersuchungen auf 40 bis 50 pm breite Dentinbereiche, einschliefllich
der Mineralisationsfront, durchgefiihrt. Es wurden etwa alle 1.5 bis 2 gm line-
scan Spektren aufgenommen und die netto Signal-Intensitatsverhéltnisse des

(002)~ zum (300)- und des (002)- zum (210)-Reflex gegen den Abstand [ zur
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Abbildung 5.9: Vergleich der netto Signal-Intensitdtsverhiltnisse (002)- zum
(300)—~ und (002)- zum (210)-Reflex in Abhdngigkeit des Ab-

standes [ zur Mineralisationsfront

Mineralisationsfront aufgetragen (Abb. 5.9, Abb. 5.11, Abb. 5.13, Abb. 5.14).
Diese Untersuchungen zeigten einen rhythmischen Verlauf der Intensitéts-
verhéltnisse (Abb. 5.11) [1]. Nach dem Abfall des Intensitatsverhéltnisses zu
Beginn der Mineralisation wéchst etwa 6 bis 12 pgm hinter der Mineralisati-
onsfront das Verhéltnis dieser Reflexe spontan an und fallt wieder ab. Dieses
Verhalten wiederholt sich kontinuierlich etwa alle 8 bis 16 pgm im Verlauf
der Dentinmineralisierung (Abb. 5.10, Abb. 5.11) [1, 49]. Die beiden Inten-
sitatsverhiltnisse beziiglich des (002)-Reflexes zeigten den gleichen Verlauf
wihrend der Mineralisation (Abb. 5.9, Abb. 5.10).

Diese Anderung der Intensititsverhiltnisse bedeutet Anderungen der
Strukturverhéaltnisse der Dentinkristallite wahrend der Mineralisation. Die-
ses weist auf periodische Wachstumsprozesse des Dentins hin, in denen
sich die Dentin—Kristallite an der aktuellen Mineralisationsfront zuerst
bevorzugt in c—Achsen—Richtung und erst sekundér bevorzugt in lateralen
Richtungen ausmineralisieren [1]. Diese strukturellen Vorgange sind mit
Wachstumslinien in Hinblick auf ihre Abstande identisch, die als frihere

Mineralisationsfronten identifiziert werden konnen.
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Abbildung 5.10: Zero-loss gefilterte ESD—Aufnahmen im Verlauf der Kristal-
litreifung. Die Nummerierung entspricht dem jeweiligen Rei-

fungsprozeB, wie er in (Abb. 5.11b) dargestellt wird.
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Abbildung 5.11: Netto Signal-Intensititsverhiltnisse der Reflexe (002) zu (300)
in Abhingigkeit vom Abstand !/ zur Mineralisationsfront in
zwei verschiedenen Priparaten a) und b). Gegeniiberstellung

der Intensitédtsverhiltnisse von a) und b) in ¢).
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Abbildung 5.12: Schematischer Verlauf der Wachstumslinien (e), von—Ebner—
Linien, im Dentin eines Incisoren [30] (s: Schmelz, p: Pulpa-

kammer, wz: Wurzelzement).

Kawasaki [31] beschreibt Wachstumslinien im Dentin, auch von—Ebner—
Linien genannt [30, 42, 64, 65], als eine periodische Anderung der Orien-
tierung der Kollagenfibrillen wihrend der Dentinbildung. Diese von-Ebner—
Linien spiegeln die jeweilige Ausbildungsphase des Dentins wieder und ha-
ben einen mittleren lateralen Abstand bei Ratten—Incisoren von etwa 16 pym
(62, 64, 65] (Abb. 5.12), wobei die Abstande starken Schwankungen unter-
liegen, die bis zu 50% betragen [30] (Abb. 5.11). Diese Schwankungen der
Abstédnde der Wachstumslinien ergeben sich aus der topographischen Lage
der versorgenen Odontoblasten im Kronen— oder Wurzelbereich [30] sowie
der labialen und der lingualen Seite des Zahnes [43, 60]. Hoffman und Schour
[18] haben Abstands-Unterschiede in dem téglichen Mineralisationswachs-
tum von 1 bis 16 pm pro Tag in Abhéngigkeit des Ortes gefunden. Die Mi-
neralisation ist ebenso von der Sekretionsaktivitdt zu Beginn der Mineralisa-
tion, den Variationen der Sekretionsaktivitat wahrend des Lebenszyklus der
Zellen und der Mineralisationsablagerungsrate in die Dentinmatrix abhangig
[31].

Diese Parameter fithren dazu, dafl selbst innerhalb eines kleinen Bereiches
der Abstand zwischen zwei von—Ebner—Linien stark variiert. In der Abbil-
dung 5.13 sind vier line-scan Analysen eines knapp 30 pm breiten Dentinbe-

reiches dargestellt. Die jeweiligen lateralen Abstdnde der annédhernd gerad-
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Abbildung 5.13: Vergleich von vier line-scan Analysen bzgl. der Reflexe (002)
und (300) mit relativen lateralen Abstinden von etwa 3 bis

3.5 pm.

linigen im Abstand von 1.5 bis 2 ym aufgenommenen line-scan Diagramme
betragen dabei etwa 3 bis 3.5 pym. Bei jeder Versuchsreihe treten die struk-
turellen Wachstumslinien auf und zeigen Abweichungen in den Abstdnden
zwischen den Wachstumslinien. Diese Abweichungen zeigen, dafl die von-
Ebner-Linien nicht véllig parallel zu der Pradentin /Dentin—Grenze verlaufen.
Zur genaueren Analyse miissen noch vermehrt Untersuchungen durchgefiihrt

werden.

Im Folgenden werden die bisherigen Ergebnisse in ihrer Gesamtheit in
einem Mittelwertdiagramm dargestellt. Hierzu werden aus 50 Einzelmessun-
gen die mittleren Abstinde zwischen zwei Wachstumslinien bestimmt und
die line-scan Reihen dementsprechend einander angeglichen. Anschliefend
werden die arithmetischen Mittelwerte der Intensitatsverhéltnisse beziiglich
des ermittelten Abstandes [ zur Mineralisationsfront gebildet. Hierbei ergab

sich ein mittlerer Abstand zwischen zwei Wachstumslinien von 11.5 £ 3.5um

(Abb. 5.14).

Die Mittelwertdiagramme zeigen deutlich ein Maximum beziiglich des
(002)-Reflexes an der aktuellen Mineralisationsfront. Ebenfalls lassen sich
die fritheren Mineralisationsfronten in Absténden von 9 bis 13 um deutlich
wiederfinden, wobei sie allerdings nicht die Intensitat der aktuellen Minera-

lisationsfront erreichen (Abb. 5.14).
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Abbildung 5.14: Mittelwert aus 50 line-scan Analysen: Netto Signal-Inten-

sitdtsverhdltnis a) (002)- zum (300)-Reflex, b) (002)- zum
(210)-Reflex und ¢) (002)- zum (300)- sowie (002)- zum
(210)-Reflex bzgl. des Abstandes { zur Mineralisationsfront.
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Desweiteren sind die Verlaufe der Intensitdtsverhdltnisse (002)- zum
(300)~ und (002)- zum (210)-Reflex sehr dhnlich, wodurch die morpholo-
gischen ESI-Aufnahmen (Abb. (5.15) des primaren nadelférmigen und erst
sekundéren rippen— bis blattchenférmigen Wachstums der Kristallite belegt
werden [1, 47, 48, 49]. AuBerdem wird die Hypothese {iber die strukturellen
Veranderungen zu bestimmten Zeitpunkten der Mineralisation durch die

Mittelwertdiagramme unterstiitzt (Abb. 5.14).

Abbildung 5.15: Ausbildung priméirer nadelférmiger Apatit—Kristallite (Pfeile).

5.5 Strahlenschiadigung

Organische Substanzen erfahren eine Schiadigung in ihrer Struktur, wenn sie
ionisierender Strahlung ausgesetzt werden. Diese Strahlenschadigung wird
hauptséchlich durch die unelastischen Streuprozesse (Kap. 3.2), verursacht.
Dieses fiithrt neben einer Aufheizung der Probe auch zu einer Aufspaltung

chemischer Bindungen [33, 56].

Die Strahlenschddigung ist abhéngig von der Energie, die auf das Prépa-
rat iibertragen wird, bzw. von der Ladungsdichte ¢ = jt, mit j als Strahl-
stromdichte pro Flacheneinheit und ¢ als Bestrahlungszeit. Bei Polymeren mit
relativ hohem Molekulargewicht, wie z. B. Epon oder andere Finbettungsmit-
tel, kann der Massenverlust durch einen exponentiellen Abfall, bis zu einem

Grenzwert, beschrieben werden. Die Strahlenschéddigung héngt auch von der
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jeweiligen Probe selbst ab, z. B. ist ein aromatischer Kohlenwasserstoff weni-
ger empfindlich als eine vergleichbare Substanz [32, 33].

Strahlenschdadigungen kénnen mit unterschiedlichen Methoden quantita-
tiv analysiert werden, wie z.B. durch direkte Wagung vor und nach der
Bestrahlung, durch Vergleich des Signal-Untergrund Verhéltnisses bei der
Elektronen-Energie-Verlust-Spektroskopie (EELS) sowie durch Veranderun-
gen der Intensitdten von Debye—Scherrer—Ringen im Verlauf der Bestrahlung
(33, 49, 56].

Zur Untersuchung, in wieweit Strahlenschéddigung bei der strukturellen
Analyse des Apatits eine Rolle spielt, wurden zwei Beugungsdiagramme
an verschiedenen Stadien der Mineralisation fiinfmal unter den gleichen
Bedingungen in zeitlichen Absténden von etwa fiinf Minuten aufgenommen
(Abb. 5.16). Bei allen Untersuchungen konnten keine merklichen Unter-
schiede in den Intensitdtsverhdltnissen der Apatit-Beugungsdiagramme

festgestellt werden.

Da keine Verdnderungen der Intensitdten in den Apatit—-Beugungsdia-
gramme wahrend der Analyse zu erkennen waren (Abb. 5.16), konnten
die Auswirkungen der Strahlenschddigung in dieser Arbeit vernachléssigt
werden. Um die Strahlenschiddigung insgesamt gering zu halten; wurde
mit moglichst geringen Strahlstromdichten untersucht; hierdurch wurden
unter anderem die Massenverluste klein gehalten. Ebenso wurde mit einer

Objektraumkiihlung gearbeitet, um die Kontaminationen zu unterdriicken.
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Abbildung 5.16: Fiinf line—scan Beugungsdiagramme in zeitlichen Abstidnden
von etwa fiinf Minuten, a) auf einer und b) zwischen zwei

Wachstumslinien.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Mineralisierung des dentalen Hartgewebes Dentin
strukturell und morphologisch mit dem energiefilternden Transmissionselek-
tronenmikroskop EM 902 der Firma Zeiss untersucht. Mit Hilfe der zero-loss
Filterung konnten im elektronenspektroskopischen Beugungs— (ESD) und im
Abbildungs—Modus (ESI), auf Grund des gesteigerten Kontrastes, Vorgénge

der Hartgewebsbildung quantitativ untersucht werden.

Es konnte gezeigt werden, dafl die Kristallit-Keime, die an den ,akti-
ven Zentren® (z. B. polare, geladene Gruppen der Kollagenmikrofibrillen) ge-
bildet werden, zu stabilen Punkt— und Inselgebilden heranwachsen und so-
mit Punktketten entlang der Kollagenmikrofibrille bilden. Diese Punktketten
wachsen wiederum primaér in longitudinaler Richtung zusammen, so daf ein-
zelne Punkte nicht mehr zu erkennen sind, und bilden nadelférmige Apatit—
Kristallite. Erst sekundar wachsen diese Apatit—Kristallite hauptsachlich in

lateraler Richtung zu rippen— bis plattchenférmigen Kristalliten zusammen.

Im Verlauf der weiteren Mineralisation konnte ein rhythmischer Proze
festgestellt werden. Hierbei wechseln sich Perioden mit, entlang der c—Achse
des Apatits ausgerichteten, nadelférmigen Kristalliten mit iberwiegend
rippen— bis blattchenférmigen Apatit—Kristalliten ab. Perioden mit der
nadelformigen Kristallitbildung konnten als von-Ebner-Linien identifiziert
werden. Diese Wachstumslinien beschreiben frithere Mineralisationsfronten,
und die Bereiche zwischen diesen Fronten kénnen als Reifungsphasen des
Dentins bezeichnet werden. Generell konnte festgestellt werden, dafl in der
aktuellen Mineralisationsfront die nadelformige Ausbildung der Kristallite
gegeniiber der lateralen, rippen— bis blattchenférmigen am groBten ist. Dieses

Verhalten wird durch die Intensitaten der charakteristischen Beugungsreflexe

(002) und (300) bzw. (210) verdeutlicht.
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Um genauere Aussagen itber den Abstand zwischen zwei von-Ebner—
Linien machen zu kénnen, mufl bei jeder line-scan Analyse der entspre-
chende lokale morphologische Bereich im Dentin bestimmt werden. Hieraus
ergibt sich, daf} der Zusammenhang zwischen den von—-Ebner—Linien und den
strukturellen Verdanderungen der Mineralisierung in weiteren Arbeiten noch

genauer untersucht werden muf.

AbschlieBend kann gesagt werden, dafl mit Hilfe der elektronenspektrosko-
pischen Beugung der Ablauf der dentalen Hartgewebsbildung rein strukturell
beschrieben werden kann. Es konnte die Ausbildung von priméaren Punktket-
ten iiber nadelférmige Kristallite bis zu den reifen rippen— bis blattchen-
formigen Apatit—Kristalliten gefunden werden. Ebenso konnte der rhythmi-
sche Verlauf der Dentinmineralisierung, die zu bestimmten Zeitpunkten peri-
odische Verdnderungen aufweist, strukturell iiber die Intensitdtsverhéltnisse

charakteristischer Beugungsreflexe erklart werden.
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