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1 Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Die Dekalzifikation (Entkalkung) von Zahnhartgewebe ist erforderlich, um die
Schneidbarkeit im Rahmen der Herstellung histologischer Schnittpraparate fur die
lichtmikroskopische Untersuchung zu gewahrleisten. Konventionell werden Zahne
durch Einlegen in Saure bei Raumtemperatur entkalkt. Im Routinebetrieb stellt dieser
Prozess jedoch ein nicht standardisiertes Verfahren ohne verlassliche Vorhersagbarkeit
der Entkalkungsdauer dar.

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Dauer der Dekalzifikation von Zahnen
unterschiedlicher Beschaffenheit unter Verwendung verschiedener Entkalkungsmedien
zu evaluieren und im Speziellen den Einfluss von Ultraschall unterschiedlicher Intensitat
und Temperatur variabler Hohe zu fokussieren. Ermittelt werden sollte die geringste

Entkalkungsdauer unter qualitativer Beurteilung der Schnittpraparate.

Im Rahmen der Versuche wurden 126 menschliche, kariesfreie und karibse Zahne
unterschiedlicher Zahntypen (Dentes incisivi, Dentes canini, Dentes sapientiae)
untersucht. Die Zahne wurden in 21 Gruppen zu je 6 Proben aufgeteilt. Die Zahnproben
der ersten Studiengruppe entkalkten konventionell bei Raumtemperatur durch Einlegen
in 7%ige Salpetersdure, 50%ige Ameisensdure und Decal®-Lésung. Durch ein
Ultraschallgerat wurden die Faktoren Ultraschall und Temperatur anschliel3end in die
Versuche miteinbezogen: Die Dekalzifikation erfolgte unter Verwendung der genannten
Medien bei Ultraschallleistungen von 90 W und 180 W und Entkalkungstemperaturen
von 17° C, 24° C und 35° C. Die Dekalzifikation galt als beendet, wenn die Proben mit
einem Skalpell teilbar waren (physikalische Prufung), die ermittelte Entkalkungsdauer in
Stunden wurde erfasst. Der geteilte Zahn wurde in Paraffin eingebettet, mit einem
Mikrotom geschnitten und Hamatoxylin-Eosin gefarbt, eine lichtmikroskopische
Beurteilung erfolgte im Anschluss.

Mit zunehmender Ultraschallleistung des Ultraschallgerates verringerte sich die Dauer
der Dekalzifikation der Zahne; es bestanden signifikante Unterschiede zwischen einer
Ultraschallleistung von 90 W und 180 W.
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Durch einen Anstieg der Temperatur konnte die Entkalkungsdauer verklrzt werden;
dies belegten die signifikanten Unterschiede zwischen den Entkalkungstemperaturen
17 °C und 35 °C.

Die Verwendung 7%iger Salpetersaure erzielte die geringste Entkalkungsdauer, gefolgt
von Decal®-Lésung. Mit 50%iger Ameisensaure ergab sich eine signifikant verlingerte
Dekalzifikationsdauer, bei konventionell mit Ameisensaure entkalkten Zahnen trat eine
Mazeration ein.

Der Vergleich kariesfreier und karioser Probekorper und der verschiedenen Zahntypen
zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede bezuglich der Entkalkungsdauer.
Nach Abschluss der Dekalzifikation konnten 120 Schnittpraparate angefertigt werden.
Sie wiesen eine einheitliche Hamatoxylin-Eosin-Farbung auf, lichtmikroskopisch lief3en
sich Dentin- und Zementstrukturen nachweisen. 6 konventionell mit Ameisensaure

entkalkte Zahne konnten nicht aufbereitet werden.

Entscheidend fur die Verringerung der Dekalzifikationsdauer ohne qualitative
Beeintrachtigung des Praparats ist die Kombination der genannten Faktoren: Es
empfiehlt sich eine Entkalkung unter Verwendung von Ultraschall hoher Leistung
(180 W) bei einer Temperatur von 35 °C. 7%ige Salpetersaure und Decal®-Lésung sind

als geeignete Entkalkungsmedien anzusehen.

1.2  Summary

Decalcification of the calcified tissues of teeth is necessary in order to prepare them for
microscopic examination. A common decalcifying method includes immersing the teeth
in acids at room temperature. This procedure usually leads to a variation in time

required for decalcification, disallowing a standardisation of the process.

The aim of the present study was to evaluate the time required for decalcification of
teeth that show a variety of their type and structure and to compare the efficacy of
different decalcifying agents. Furthermore the impact of ultrasound and temperature on
accelarating the process was focussed in order to evaluate a fast teeth decalcification

method.

126 human carious and non-carious teeth of different types (Dentes incisivi, Dentes
canini, Dentes sapientiae) were divided into 21 groups of 6 teeth. The specimen of the
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first group were decalcified in 7% nitric acid, 50% formic acid and Decal®-solution at
room temperature. In the following groups the influence of ultrasound and temperature
was focussed, using an ultrasonic device: Teeth were immersed in the three agents and
decalcified under the influence of ultrasonic power (90 W, 180 W) and different
temperatures (17 °C, 24 °C, 25 °C). The end point of decalcification was determined by
physical method, cutting the specimen with a scalpel. They were embedded in paraffin,
sectioned by microtome, stained with haematoxylin-eosin and observed under the light

microscope.

It was observed that under the influence of ultrasound decalcificaton was accelerated;
shown by the significant differences of the time required for decalcification between
90 W and 180 W.

With an increase of the temperature decalcification was faster; proved by a significant
difference between 17 °C and 35 °C.

It was found that 7% nitric acid was the fastest decalcifying agent followed by Decal®-
solution. The time required for decalcification was the longest using 50% formic acid,
maceration was observed at room temperature.

There was no significant difference related to the required time of decalcification
between carious and non-carious specimen nor between the different types of teeth.
120 specimen were subjected to tissue processing and showed uniformity of staining
and preservation of tissue morphology. 6 specimen that were decalcified with formic
acid at room temperature could not be processed histologically.

Accelerating the process of decalcification, the combination of ultrasound (180 W), high
temperature (35 °C) and 7 % nitric acid or Decal®-solution can be considered as a fast

decalcification method that does not affect the histologic specimen.
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2 Einleitung

Fur die lichtmikroskopische Untersuchung von Zahnen ist in der Routinehistologie eine
Dekalzifikation (Entkalkung) der Zahnhartsubstanz erforderlich, um die Schneidbarkeit
des Praparats mit Hilfe eines Mikrotoms zu gewahrleisten und ein histologisches
Schnittpraparat anfertigen zu kdnnen.

Die konventionelle Dekalzifikation eines Zahnes erfolgt durch Einlegen eines Praparats
in eine Entkalkungslosung bei Raumtemperatur, es erfolgt die Entfernung von
Kalziumsalzen aus dem Zahnhartgewebe. Die Dauer des Entkalkungsprozesses hangt
von der Beschaffenheit des Praparats, der verwendeten Entkalkungsflussigkeit und der
Entkalkungstemperatur ab.

In der Praxis sollte bei madglichst hoher Entkalkungsgeschwindigkeit eine gute
Schneidbarkeit des Zahnhartgewebes erreicht werden, ohne dabei die Farbbarkeit des
Praparats und die originaren Gewebestrukturen zu beeintrachtigen. Im Routinebetrieb
stellt der Dekalzifikationsprozess jedoch ein Problem dar; er ist nicht standardisiert und
nimmt ohne eine verlassliche Vorhersagbarkeit eine lange Bearbeitungszeit in
Anspruch.

Um die Dauer der Dekalzifikation von Zahnhartgewebe zu verringern, bemuiht man sich,
Techniken zur Beeinflussung des Entkalkungsprozesses zu finden, die nicht mit
EinbuRen bezlglich der Farbbarkeit und der Integritat der Gewebe einhergehen.
Diverse  Studien beschaftigen sich mit dem Einfluss unterschiedlicher
Entkalkungsflussigkeiten und evaluieren den Einfluss ihrer Konzentration auf den
Entkalkungsprozess, weitere Untersuchungen fokussieren den Einfluss der Temperatur
auf die Beschleunigung der Dekalzifikation.

Moderne medizintechnische Gerate bieten die Moglichkeit, die Entkalkungs-
geschwindigkeit durch die Anwendung von Ultraschall unterschiedlicher Intensitat und
die Variabilitat der Entkalkungstemperatur zu beeinflussen. In der Literatur sind
bezlglich der Evaluation der Dauer der Dekalzifikation von Zahnhartgewebe keine
Zusammenhange zwischen den Faktoren Ultraschall und Temperatur unter

Verwendung verschiedener Entkalkungsflissigkeiten beschrieben.

Das Ziel der vorliegenden In-vitro-Studie ist es, die Dauer des Entkalkungsprozesses
von Zahnen unterschiedlicher Beschaffenheit mit Hilfe von verschiedenen
Entkalkungsmedien zu ermitteln. Das spezielle Interesse gilt dabei der Auswertung des
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Einflusses von Ultraschall unterschiedlicher Leistung und der Hohe der Temperatur auf
die Entkalkungsgeschwindigkeit. Ermittelt werden soll die geringste Entkalkungsdauer
unter anschliellender Begutachtung der Eignung der Proben fur die histotechnische
Bearbeitung, der Farbbarkeit des histologischen Schnittpraparats und des Erhalts der

originaren Gewebemorphologie.
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3 Literaturiubersicht

In der Routinehistologie sind die verwendeten Gerate auf ein bestimmtes Mal} an
Gewebeharte eingestellt, so dass Paraffinschnitte zur lichtmikroskopischen
Untersuchung von den meisten Gewebetypen ohne vorherige Bearbeitung mit den
ublichen Mikrotomen hergestellt werden konnen (Lang 2006). Hartsubstanzhaltige
Gewebe sind nicht schneidbar und kénnen das Messer beschadigen (Burck 1988). Fur
die lichtmikroskopische Untersuchung von Zahnen ist daher eine Dekalzifikation der
Hartsubstanzen erforderlich, um Praparate zu erhalten, die mit Mikrotomen geschnitten
werden konnen (Menzel 1975, Lynch und Raphael 1983).

3.1 Zusammensetzung und Aufbau der Zahnhartgewebe

3.1.1 Zahnschmelz

Ausgereifter Zahnschmelz ist das harteste und am starksten mineralisierte Zellprodukt
des menschlichen Korpers. Seine Zusammensetzung verteilt sich auf den
Wassergehalt, die organische Matrix und den kristallinen Anteil. Im ausgereiften
Schmelz betragt der Wassergehalt 4 Prozent seines Gewichts und 12 Prozent seines
Volumens. Das Wasser ist Uberwiegend an Apatitkristalle in Form einer
Hydrationsschale gebunden. Etwa 42 des Wassergehalts ist frei in der organischen
Matrix verfugbar. Die organische Matrix ist zu 1 Gewichtsprozent und 2
Volumenprozent vorhanden und besteht aus ldslichen und unl6slichen Proteinen,
Kohlenhydrat- und Lipidanteilen. Im inneren Drittel des Schmelzmantels findet sich der
grofdte Anteil der organischen Substanz, angeordnet in Form von Schmelzbischeln und
Schmelzlamellen. Die Hauptbestandteile des kristallinen Anteils, der 95
Gewichtsprozent und 86 Volumenprozent des ausgereiften Schmelzes ausmacht, sind
Kalzium und Phosphor. Das Verhaltnis zwischen Kalzium und Phosphor schwankt
zwischen 1,8 und 2,4. Des Weiteren weist Zahnschmelz geringe Anteile von Natrium,
Magnesium, Chlor und Kalium auf. Das Schmelzmineral liegt als Hydroxylapatit
(Ca19(PO4)s(OH)2)  vor, Fluoridionen oder Chloridionen  substituieren die
Hydoxylgruppen des Apatits. Die Mineraldichte beschreibt den Volumenanteil, der von
den Schmelzkristalliten eingenommen wird und schwankt in den verschiedenen
Bereichen des Schmelzmantels. Hohe Mineraldichten finden sich in der Mitte des
Schmelzmantels und der Seitenflachen. Entlang der Fissuren, im Bereich der Schmelz-
Dentin-Grenze und im zervikalen Schmelz ist die Mineraldichte vermindert. Die
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Schmelzdicke ist variabel und reicht bei bleibenden Zahnen von wenigen Mikrometern
am Zahnhals bis zu 3 mm im Bereich der Inzisalkanten und Hockerspitzen.
Zahnschmelz ist in begrenztem Umfang permeabel, so kdnnen Molekile sowohl von
aullen, als auch von der Pulpa aus durch die Schmelz-Dentin-Grenze in den
Zahnschmelz eindringen. Als zellfreies Materialgeflige weist Zahnschmelz keinen
physiologischen Metabolismus auf, es koénnen jedoch chemische Veranderungen

stattfinden, die seine Zusammensetzung beeinflussen (Radlanski 2011).

3.1.2 Dentin

Die chemische Zusammensetzung des Dentins unterscheidet sich grundlegend von der
des Zahnschmelzes. Dentin besteht zu 10 Prozent seines Nassgewichts und 25
Prozent seines Volumens aus Wasser, zu 20 Gewichtsprozent und 20 Volumenprozent
aus organischer Matrix, der Mineralanteil betragt 70 Gewichtsprozent und 46
Volumenprozent. Die organische Matrix besteht zum groten Teil aus Fasern, die in
eine amorphe Grundsubstanz eingebettet sind. Diese Fasern bestehen zu 90 Prozent
aus Kollagen und zu 10 Prozent aus einer nichtkollagenen Grundsubstanz. Es handelt
sich dabei groftenteils um Kollagen vom Typ |, des Weiteren um Kollagen vom Typ V
und Typ lll. Die nichtkollagene Matrix beinhaltet Proteoglykane, Glykoproteine,
Sialoproteine, Mukoproteine, Phosphoproteine, Chondroitinsulfat, Lipide, Zitrat und
Laktat. Der Mineralanteil des Dentins ist aus Hydroxylapatitkristallen aufgebaut,
bestehend aus Kalzium und Phosphor in einem Gewichtsverhaltnis von 1:2,13. Weitere
Bestandteile des Dentins sind Karbonate, Magnesium und Spurenelemente. Das
zirkumpulpale Dentin zeigt insgesamt einen homogenen Mineralgehalt. Geringer
mineralisiert sind das Manteldentin und das Interglobulardentin, das peritubulare Dentin
zeigt hingegen eine starkere Mineralisation. Entlang seiner tubularen Strukturen ist
Dentin permeabel. Die Permeabilitat ist in dickeren Dentinanteilen geringer und nimmt

mit zunehmenden Alter im Rahmen der Sklerosierung ab (Radlanski 2011).

3.1.3 Wurzelzement

Von allen drei Zahnhartsubstanzen ist das Wurzelzement am wenigsten dicht
mineralisiert und gleicht in seiner chemischen Zusammensetzung dem Knochen.
Wurzelzement besteht zu 12 Prozent seines Gewichts und 36 Prozent seines Volumens
aus Wasser, zu 27 Gewichtsprozent und 31 Volumenprozent aus organischer Matrix
und besitzt einen Mineralgehalt von 61 Gewichtsprozent und 33 Volumenprozent.
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Kollagen vom Typ | stellt den Hauptbestandteil der organischen Matrix dar. Das
Zementmineral besteht aus den Hauptkomponenten Kalzium und Phosphor. In
Abhangigkeit von der Lokalisation des Zements variiert das Kalzium-Phosphor-
Gewichtsverhaltnis. Wurzelzement ist in variablem Ausmald permeabel. Azellulares
Fremdfaserzement wird entlang der einstrahlenden Sharpey-Fasern von wassrigen
Farbstoffen durchdrungen. Die Lakunen und Kanalchen der Zementozyten des
zellularen Gemischtfaserzements stellen Wege fur eindringende Flussigkeit dar. Die
Permeabilitat nimmt mit zunehmendem Alter ab (Radlanski 2011).

3.2  Dekalzifikation von Zahnhartgewebe

Die Entfernung von Kalziumsalzen aus einer Substanz wird als Dekalzifikation oder
Entkalkung bezeichnet (Lynch und Raphael 1983, Lautenbach 1992).
Physiologischerweise mineralisiertes oder pathologisch kalzifiziertes Gewebe kann im
Rahmen der histotechnischen Verarbeitung mit Mikrotomen nicht zufriedenstellend
geschnitten werden. Aus derartigem Gewebe mussen zur optischen Darstellung
nichtgeldste, anorganische Kalziumsalze chemisch herausgeldst werden (Drury und
Wallington 1980, Lang 2006). Die Dekalzifikation von Hartgeweben, so auch von
Zahnhartgewebe, wird mittels entkalzifizierenden S&uren oder chelatbildenden
Reagenzien durchgefuhrt (Bancroft 2002, Bocker et al. 2008). Die Dauer, die die
Dekalzifikation beansprucht, variiert in Abhangigkeit von der verwendeten
Entkalkungsflussigkeit und ihrer Konzentration (An und Martin 2003).

3.2.1 Dekalzifikation von Zahnhartgewebe durch Saure

Das Einlegen in Saure gilt als gebrauchlichste Technik der Dekalzifikation von
Hartgewebe (Cook und Ezra-Cohn 1962). Ziel der Entkalkung von menschlichen
Zahnen durch Sauren ist die Entfernung der Mineralsalze der anorganischen Substanz,
damit das Zahnhartgewebe schneidbar gemacht werden kann. Hydroxylapatit
(Ca19(PO4)s(OH)2) ist Hauptbestandteil der anorganischen Substanz des
Zahnhartgewebes und liegt im nassen Zustand im Gleichgewicht mit seiner gesattigten

L6sung vor:

Ca1o(PO4)s(OH)2 < 10Ca?* + 6PO,> + 20H"
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Werden Kalzium-, Phosphat- oder Hydroxylionen kontinuierlich von der rechten Seite
entfernt, wird das Reaktionsgleichgewicht nicht erreicht. Die Reaktion wird solange von
links nach rechts ablaufen, bis sich der Apatit auflost. Eine hohe Konzentration an
Wasserstoffionen (H) in einer umgebenden Fliissigkeit fiinrt zu folgender Reaktion mit

den Hydroxylionen des gelosten Apatits:
H*+ OH « H,0

Die Hydroxylionen werden somit der oben genannten Reaktion entzogen, der
Hydroxylapatit der anorganischen Zahnhartsubstanz wird aufgeldst. Sauren stellen eine
Quelle fur Wasserstoffionen dar und dienen somit als Entkalkungsflussigkeit (Lang
2006).

In der Literatur finden eine Vielzahl an Sauren, die als Entkalkungsflussigkeit dienen,
Erwahnung. Nossek beschreibt als ubliche Methode die Entkalkung von Zahnen mit
5%iger Salpetersaure (Nossek 1965). Burck nennt als Entkalkungsflussigkeiten
5-7,5%ige Salpetersaure, 5%ige Trichloressigsaure, konzentrierte Ameisensaure und
5%ige schweflige Saure und empfiehlt die Zahnentkalkung mit konzentrierter
Ameisensaure (Burck 1988). Lang unterscheidet zwischen der Entkalkung mit
schwachen Sauren (Essigsaure und Pikrinsaure als Bestandteil von Fixierldsungen,
Zitronensaure), starken  organischen  Sauren  (Ameisensaure, Milchsaure,
Trichloressigsaure) und starken anorganischen Sauren (Salpetersaure, Salzsaure) und
gibt als gebrauchlichste Sauren Ameisensaure, Salpetersaure und Salzsaure an (Lang
2006). Folgende Reaktionen laufen im Rahmen der Dekalzifikation von Hartgewebe
unter Verwendung der Entkalkungsflissigkeiten Ameisensaure, Salpetersaure und
Salzsaure ab (Lang 2006):

¢ Ameisensaure:
Ca19(PO4)s(OH), + 20HCOOH < 10Ca®" + 20HCOO + 6H;P0O, + 2H,0

* Salpetersaure:
Cao(PO4)s(OH)2 + 20H" + 20NO3; «» 10Ca** + 20NO3 + 6H3PO, + 2H,0

e Salzsaure:
Caqo(PO4)s(OH)2 + 20H" + 20CI > 10Ca®* + 20Cl + 6H3PO,4 + 2H,0



Dekalzifikation von Zahnhartgewebe 16

Das geloste Kalzium findet sich in Form von gelosten Kalzium-lonen in der
Entkalkungsflussigkeit wieder (Lang 2006). Die entkalkende Saure wird durch Bildung
ihrer Kalzium-Salze verbraucht (Burck 1988). In Folge dessen ist eine regelmalige
Erneuerung der Entkalkungsflussigkeit notig, damit die Dekalzifikation nicht stagniert.
Burck gibt einen taglichen Wechsel der Saure an (Burck 1988), auch Lang beschreibt
die Notwendigkeit, die Entkalkungsflussigkeit alle 24 Stunden auszutauschen (Lang
2006).

Das Mengenverhaltnis von Gewebe zu saurehaltiger Entkalkungsflissigkeit soll 1:20
betragen (Lang 2006). Singh und Sircar und Afreen Nadaf et al. verwenden zur
Entkalkung von Zahnen jeweils 100 ml einer dekalzifizierenden, saurehaltigen Losung
(Singh und Sircar 2010, Afreen Nadaf et al. 2011).

Burck gibt allgemein eine Eindringungsgeschwindigkeit der Entkalkungsflussigkeiten
von 1-2 cm in 2-4 Tagen an, die Angaben Uber die Entkalkungsdauer Dbei
Raumtemperatur variieren von einem bis mehreren Tagen (Burck 1988). Lang verweist
auf eine Entkalkungsdauer fur starke Sauren von 24-48 Stunden und fur schwache
Sauren von 9-10 Tagen (Lang 2006). Die Dauer der Entkalkung durch Sauren ist
Gegenstand verschiedener In-Vitro-Untersuchungen: Maurine William erzielte eine
durchschnittliche Entkalkungsdauer von 7-9 Tagen fur die Entkalkung eines Zahnes mit
5%iger Salpetersaure (Maurine William 1937). Nossek gibt eine Entkalkungsdauer von
48 Stunden fur die Entkalkung von Zahnen mit 5%iger Salpetersdure bei
Raumtemperatur an (Nossek 1965). Singh und Sircar beobachteten eine
Entkalkungsdauer von 3-6 Tagen bei der Entkalkung von Pramolaren mit 10%iger
Salpetersaure und eine Entkalkungsdauer von 7-9 Tagen bei der Dekalzifikation mit
10%iger Ameisensaure bei Raumtemperatur (Singh und Sircar 2010). Afreen Nadaf et
al. untersuchten den Entkalkungsprozess kariesfreier Molaren in 5%iger Salpetersaure
bei Raumtemperatur und geben eine Dauer von 20 Stunden an (Afreen Nadaf et al.
2011).

Da Zahnschmelz Uberwiegend aus anorganischem Material besteht, das bei der
Dekalzifikation aufgelost wird, ist dieser nach Abschluss der Entkalkung nicht mehr
vorhanden. Die Entkalkung des Zahnes bewirkt, dass der Schmelz sich auflost und
folglich nicht mehr darstellbar ist (Steiniger et al. 2010). Dentin und Wurzelzement
bleiben aufgrund ihres hoheren Anteils an organischen Bestandteilen erhalten und
lassen sich nach der histotechnischen Aufbereitung lichtmikroskopisch darstellen.
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Neben der Entfernung der mineralischen Komponenten des anorganischen Anteils der
Zahnhartsubstanz haben Sauren auch einen Effekt auf die organische Matrix des
Zahnes (Mjor 1973). Sauren wirken nicht ausschlieBlich auf Hydroxylapatit, sondern
beeinflussen das Gewebe im Allgemeinen. Folge ist eine Hydrolyse der Nukleinsauren
und eine daraus resultierende schlechtere Anfarbbarkeit fur Hamatoxylin (Lang 2006).
Je langer die Einwirkung einer Saure auf die Zahnhartsubstanz, desto reduzierter ist die
Quantitat der DNA des Gewebes (Sowmya et al. 2013).

3.2.2 Dekalzifikation von Zahnhartgewebe durch Chelatbildung

Chelatbildner sind Verbindungen, die die Fahigkeit besitzen, sich mit einem Metallion zu
einem Chelat zu verbinden und ringférmige Komplexe zu bilden, wobei eine stabile
kovalente Bindung des Metallatoms innerhalb eines Funfer- oder Sechserringes
entsteht (Lang 2006, Reiche 2009). Ein chelatbildendes Reagens, das im Uberschuss
vorhanden ist, bindet Metallionen. Ethylendiamintetraacid (EDTA) bildet in Kontakt mit
Kalzium stabile Chelatverbindungen, es kommt zum Einbau des Kalziums in einen
elektronegativen Komplex (Burck 1988).

Befindet sich Zahnhartgewebe in einer EDTA-LOsung, so werden freie Kalziumionen
durch EDTA gebunden. Um das Reaktionsgleichgewicht zwischen ungel6stem und
gelostem Apatit wiederherzustellen, werden Kalziumionen aus dem Zahn kontinuierlich
freigegeben, der Apatit 10st sich folglich auf (Lang 2006). Da die Reaktion im schwach
alkalischen Bereich ohne den Einfluss von Wasserstoffionen verlauft, werden Enzyme
und Nukleinsauren nicht beeinflusst. Die Entkalkung mit EDTA stellt daher im Vergleich
zu der Entkalkung mit Sauren im Allgemeinen ein schonenderes Entkalkungsverfahren
dar (Mjor 1973). Steht der Erhalt und Nachweis von Gewebestrukturen, zum Beispiel im
Rahmen einer In-Situ-Hybridisierung zum Nachweis von Nukleinsauren, im Mittelpunkt,
geben Alers et al. der Dekalzifikation mit Hilfe von EDTA im Vergleich zu saurehaltigen
Entkalkern den Vorzug (Alers et al. 1999). Weitere Autoren beschreiben ebenfalls einen
guten Erhalt der Strukturen des mit EDTA entkalkten Gewebes (Matthews und Mason
1984, White et al. 1986, Athanasou et al. 1987).

Jedoch ist die Dauer der Dekalzifikation gegenuber der Entkalkung mit saurehaltigen
Substanzen gesteigert: Singh und Sircar und Sanjai et al. verglichen in Untersuchungen
die Entkalkung mit verschiedenen Entkalkungsflussigkeiten, darunter verwendeten sie
neben saurehaltigen Substanzen EDTA. Beide Studien kamen zu dem Ergebnis, dass
die Entkalkung mit EDTA die langsamste darstellt, hinsichtlich der Qualitat der
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Gewebeproben ergaben sich die besten Ergebnisse (Singh und Sircar 2010, Sanjai et
al. 2012). Sangeetha et al. erzielten ebenfalls die langste Entkalkungsdauer mit der
Verwendung von EDTA im Vergleich zu Salpeter- und Ameisensaure; hinsichtlich des
Erhalts der Gewebestrukturen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
(Sangeetha et al. 2013).

De-Deus et al. verwendeten =zur Dekalzifikation von Molaren neben EDTA
(Ethylendiamintetraaacid) EDTAC (Ethylendiamintetraacid + Cetavlon) und CA (Citric
acid, Zironensaure) als chelatbildnende Reagenzien (De-Deus et al. 2008).

Die Dekalzifikation mit Chelatbildnern wird bei Raumtemperatur durchgefuhrt, ein
Wechsel der Losung im Abstand von 3-5 Tagen wird empfohlen (Lang 2006).

3.3 Vorbehandlung von Zahnhartgewebe im Rahmen der Dekalzifikation

Die histotechnische Verarbeitung von Hartgewebe beginnt mit einer Fixierung des zu
entkalkenden Praparats, da sonst unfixiertes Gewebe von den Entkalkungsflussigkeiten
beschadigt werden kann (Pallaske und Schmidel 1959). Burck gibt an, dass das
Gewebe vor der Dekalzifikation fixiert sein muss, da sonst eine Mazeration eintritt
(Burck 1988).

Pallaske und Schmidel empfehlen die Fixierung mit Formalin als Fixierflissigkeit, da
dadurch das Quellen des Gewebes verringert werden kann (Pallaske und Schmidel
1959). Zappa et al. und Keklikogu et al. fixierten die zu entkalkenden Probekdrper in
ihrer In-Vitro Untersuchung zur Dekalzifikation von Zahnhartgewebe in einer 10%igen
neutralgepufferten Formalinlosung (Zappa et al. 2005, Keklikoglu et al. 2013).

Das Mengenverhaltnis zwischen Gewebe und Fixierflissigkeit sollte dabei mindestens
1:20, die Fixierzeit mindestens 12 Stunden und maximal 48 Stunden betragen (Lang
2006). Singh und Sircar empfehlen eine Fixierdauer von mindestens 24 Stunden (Singh
und Sircar 2010).

Phosphatpuffer von neutralgepuffertem Formalin als Fixiermedium kann jedoch der
Saurewirkung der Entkalkungsflissigkeit entgegenwirken; um dies zu vermeiden,
empfiehlt Lang vor der Entkalkung eine ausgiebige Wasserung (Lang 2006). Nach
Burck werden die besten Ergebnisse erreicht, indem nach Fixierung und Auswaschen
die auf- und absteigende Alkoholreihe durchgegangen wird, um Niederschlage aus

Saure und Formalin zu verhindern (Burck 1988).
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3.4  Ermittlung des Endpunktes der Dekalzifikation von Zahnhartgewebe

Die exakte Ermittlung des Endpunktes der Dekalzifikation ist im Rahmen der
histotechnischen Aufbereitung von wesentlicher Bedeutung. Es muss zuverlassig
sichergestellt werden, dass der Probekorper ausreichend entkalkt wurde, so dass zur
anschliellenden Verarbeitung Ubergegangen werden kann. Unvollstandig entkalkte
Areale des Hartgewebes verursachen Scharten im Mikrotommesser (Pallaske und
Schmidel 1959). Gleichzeitig muss vermieden werden, dass die morphologischen
Strukturen durch eine Ubermalige Dekalzifikation geschadigt werden. Ist der exakte
Zeitpunkt der Entkalkung ermittelt, sollten die Probekorper eine Radiergummikonsistenz
aufweisen (Berg 1972).

3.4.1 Physikalische Prufung

Den Endpunkt der Entkalkung ermittelt man durch Schneiden (Burck 1988). Der
Probekorper muss dabei mit Hilfe eines Messers oder Skalpells ohne Widerstand zu
durchdringen sein. Alternativ kann an einem gleichgroRen Vergleichsstick die
Entkalkung durch Einschneiden gepruft werden; es wird davon ausgegangen, dass der
Probekorper in gleichem Mal entkalkt ist wie das Vergleichsstuck (Lang 2006).

Analog zur Schneidbarkeit mit Hilfe eines Messers kann das Durchdringen des
Probekorpers mit einer Nadel getestet werden (Nadelstichprobe). Zur Prufung wird
dieser mit einer feinen Nadel ohne starken Widerstand durchdrungen (Pallaske und
Schmidel 1959).

Zappa et al. pruften die Effektivitat der Entkalkung in einem Intervall von 8 Stunden;
diese galt als abgeschlossen, wenn eine Nadel durch den gesamten Probekorper
gefuhrt werden konnte (Zappa et al. 2005).

3.4.2 Chemische Prufung

Durch einen kontinuierlichen Wechsel der verwendeten Entkalkungsflissigkeit werden
geloste Kalziumionen entfernt. Die Dekalzifikation ist demnach abgeschlossen, wenn
keine freien Kalziumionen in der umgebenden Flussigkeit mehr vorhanden sind. Der
Ammoniumoxalat-Test stellt eine Moglichkeit dar, das Vorhandensein von Kalziumionen
und somit den Entkalkungsprozess chemisch zu Uberprifen und eignet sich sowohl flr
saureentkalkte als auch fur EDTA-entkalkte Proben. Ammoniumoxalat bildet in einer
Losung mit Kalzium ein unlosliches Salz. Tritt nach Zugabe einer Ammoniumoxalat-

Losung in die Entkalkungsflussigkeit eine Trubung durch Bildung von Kalziumoxalat
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auf, sind noch Kalziumionen vorhanden, die Entkalkung muss fortgesetzt werden. Der
Entkalkungsprozess gilt als abgeschlossen, wenn bei Zugabe der Losung keine
Trubung mehr auftritt (Lang 2006).

Sanjai et al. fugten den untersuchten Entkalkungsflussigkeiten eine Ammoniumoxalat-
L6sung hinzu, beobachteten fur einen Zeitraum von 30 Minuten, ob diese klar blieb und
ermittelten somit den Endpunkt der Entkalkung (Sanjai et al. 2012).

3.4.3 Rontgenologische Priufung

Der Endpunkt der Dekalzifikation kann mit Hilfe von Rontgenaufnahmen der zu
entkalkenden Hartgewebe und der Beurteilung des Rontgenschattens Uberpruft werden
(Burck 1988). Die Gewebedichte der Zahnhartgewebe wird mit einem Rontgengerat
beurteilt (Lang 2006). Menzel fertigte in Untersuchungen zur Kontrolle des
Entkalkungsvorganges in stundlichen Abstanden Aufnahmen mit einem Dental-
Rontgen-Gerat bei einem konstanten Fokus-Film-Abstand von 12 cm an und prufte die
Breite der noch verkalkten Hartsubstanz im gingivalen Kronendrittel (Menzel 1975).
Singh und Sircar fuhrten neben der physikalischen und chemischen Prifung der
Probekorper taglich eine radiologische Kontrolle mit einem Fokus-Film-Abstand von 15
cm durch bis der Endpunkt der Dekalzifikation ermittelt war (Singh und Sircar 2010).

3.5 Nachbehandlung und histotechnische Aufbereitung von Zahnhartgewebe im
Rahmen der Dekalzifikation
3.5.1 Wasserung von dekalzifiziertem Zahnhartgewebe
Nach Abschluss der Dekalzifikation folgt die Entfernung der Entkalkungsflissigkeit
durch Auswaschen (Burck 1988). Lang empfiehlt eine ausgiebige Wasserung, um zu
vermeiden, dass EDTA unl6sliche Prazipitate in alkoholischen Lésungen bildet und
saurehaltige Entkalkungsflussigkeiten mit Formaldehyd giftige Dampfe entwickeln (Lang
2006). Wahrend des Wasserns ist ein Quellen der Kollagenfasern zu vermeiden; Burck
gibt daher an, vorab eine Kollagenhartung mit 5%iger Natrium- oder Lithiumsulfatldsung
durchzuflhren (Burck 1988).
Singh und Sircar reinigten zur Entfernung der Entkalkungsflussigkeiten die Probekorper
jeweils 2-3 Stunden unter flieRendem Wasser (Singh und Sircar 2010). Sangeetha et al.
empfehlen die Verwendung von destilliertem Wasser fur 30 Minuten (Sangeetha et al.
2013). Sanjai et al. spulten die entkalkten Zahne fur jeweils 10 Minuten unter
flieRendem Wasser (Sanjai et al. 2012).
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3.5.2 Einbettung von dekalzifiziertem Zahnhartgewebe

Das dekalzifizierte Gewebe wird im Rahmen der Herstellung von Schnittpraparaten
einer Einbettung unterzogen, bevor es geschnitten werden kann. In der
Routinehistologie werden entkalkte Zahne in derselben Weise wie andere Gewebe mit
Paraffin infiltriert. Stabilitdt und Gleichmaligkeit der Konsistenz des Materials sind
Voraussetzungen, um Schnitte der entkalkten Probekorper herstellen zu konnen. Um
diese zu gewahrleisten, trankt man das entkalkte Gewebe in heillem Paraffinwachs und
|asst es anschlieRend erstarren. Paraffin ist nicht wasserloslich, so dass das Gewebe in
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert werden muss, ein Intermediarmedium
entfernt dabei den Alkohol. Die infiltrierten Gewebesticke werden im Anschluss zu
einem Paraffinblock verarbeitet. Hartes Gewebe soll beim Ausgiel3en so orientiert sein,
dass die Langsseite parallel zur Schneiderichtung liegt (Lang 2006).

3.5.3 Schneiden von dekalzifiziertem Zahnhartgewebe

Um die entkalkten und eingebetteten Probekorper einer lichtmikroskopischen
Untersuchung unterziehen zu koénnen, werden Schnittpraparate angefertigt. Die
Herstellung von dunnen Schnitten (ca. 5-8 pm) erfolgt mit Hilfe von speziellen
Maschinen, sogenannten Mikrotomen (Welsch 2006). Zum Schneiden von
Zahnhartsubstanz werden Mikrotome mit Messern fur hartes Gewebe verwendet. Bei
der Anfertigung der Schnitte ist die genaue Orientierung nach den Hauptrichtungen des
Zahnes (radial, quer, tangential) zu beachten (Schmidt und Keil 1958).

Aufgrund der dichten kollagenen Strukturen der Zahnhartsubstanz kann sich das
Schneiden der Probekorper trotz der Entkalkung schwierig gestalten (Lang 2006).
Unvollstandig entkalkte Areale werden oftmals erst beim Schneiden bemerkt. Um die
histotechnische Verarbeitung dennoch fortfUhren zu konnen, besteht die Moglichkeit,
die Oberflache des bereits eingeblockten Gewebes mit Hilfe der Einwirkung von Sauren
zu entkalken. Dazu wird die oberflachliche Paraffinschicht entfernt und das Gewebe flr
kurze Zeit mit Saure bedeckt. Burck beschreibt das ,Anentkalken® in konzentrierter
Ameisensaure, kommt bei einem Paraffinblock unerwartet wahrend des Schneides eine
verkalkte Stelle zum Vorschein (Burck 1988).

Singh und Sircar beobachteten, dass einige Probekorper trotz chemischer und
rontgenologischer Ermittlung des Endpunktes der Dekalzifikation nicht weich genug
waren, um geschnitten werden zu konnen und fuhrten die Entkalkung fur weitere 24
Stunden fort (Singh und Sircar 2010).



Dekalzifikation von Zahnhartgewebe 22

3.5.4 Farbung von dekalzifiziertem Zahnhartgewebe

Die mit Hilfe eines Mikrotoms geschnittenen und auf Objekttragern aufgebrachten
Praparate mussen zur besseren Kontrastierung der einzelnen Zell- und
Gewebebestandteile gefarbt werden (Welsch 2006).

In der Histologie und Histopathologie wird zur Beurteilung der morphologischen
Strukturen und pathologischen Veranderungen des Gewebes eine Hamatoxylin-Eosin-
Farbung als Standardfarbung durchgefuhrt, mit der eine gute Darstellung des Gewebes
gelingt. Als Ubersichtsfarbung wird auch fir dekalzifizierte Hartgewebe eine
Hamatoxylin-Eosin-Farbung empfohlen, die die Beurteilung morphologischer Strukturen
und pathologischer Veranderungen zulasst (Lang 2006).

Hamatoxylin farbt Zellkerne und Zytoplasmaanteile, die reich an rauem
endoplasmatischen Retikulum sind, blau-violett. Eosin farbt andere Zytoplasmaanteile
sowie faserige extrazellulare Komponenten rot, elastische Fasern erscheinen ungefarbt
bis rosa (Welsch 2006). Dentin und Zement stellen sich aufgrund ihrer Kollagenfasern
folglich rot dar.

Der Prozess der Dekalzifikation kann einen Einfluss auf die Anfarbbarkeit des Praparats
und die Einheitlichkeit der Farbung nehmen. Sauren haben neben der Entfernung der
mineralischen Komponenten der Zahnhartsubstanz auch einen Effekt auf die
organische Matrix mit der moglichen Folge der Hydrolyse der Nukleinsduren, woraus
eine schlechtere Anfarbbarkeit resultieren kann (Stevens et al. 1990, Callis und Sterchi
1998). Weitere Autoren berichten von einer gelblichen Verfarbung der Praparate bei
einer verlangerten Dekalzifikation mit Salpetersaure (Moore 1994, Culling et al. 1984).
Bei der Beurteilung verschiedener Entkalkungsmedien muss daher neben der Dauer
der Dekalzifikation auch die Begutachtung der Farbung im Fokus der Aufmerksamkeit
stehen. Sanjai et al. verglichen die Anfarbbarkeit der Praparate mit einer Hamatoxylin-
Eosin-Farbung nach der Dekalzifikation mit unterschiedlichen Entkalkungsflussigkeiten
und kamen zu dem Ergebnis, dass mit EDTA entkalkte Praparate die beste Qualitat
hinsichtlich der Anfarbbarkeit der Gewebe aufwiesen, wahrend mit saurehaltigen
Losungen dekalzifizierte Zahne weniger gut anfarbbar waren (Sanjai et al. 2012). Die
Einheitlichkeit der Farbung wurde in Untersuchungen von Singh und Sircar begutachtet;
darin wiesen mit EDTA entkalkte Zahne gegenuber mit saurehaltigen Losungen
dekalzifizierten Zahnen eine einheitlichere Hamatoxylin-Eosin-Farbung auf (Singh und
Sircar 2010).
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Wijnbergen und Van Mullem untersuchten schwerpunktmafig die Anfarbbarkeit gram-
postiver Bakterien nach Dekalzifikaton von Zahnhartgewebe mit Salpetersaure,
Ameisensaure und EDTA und evaluierten bei allen verwendeten Medien eine
Reduzierung dieser (Wijnbergen und Van Mullem 1987).

3.6 Lichtmikroskopische Untersuchung von Zahnhartgewebe

Die histologische Untersuchung von Gewebestrukturen erfolgt routinemafig mit einem
Lichtmikroskop (Osborn und Ten Cate 1983). Zur Untersuchung von Hartgewebe
kommen des Weiteren Elektronenmikroskope zum Einsatz (Arana-Chavez und Andia-
Merlin 1998).

Beim Ublichen Durchlichtmikroskop wird mittels eines Kondensors eine Lichtquelle in
einem Objektiv abgebildet, wobei zwischen Kondensor und Objektiv das histologische
Praparat in den Strahlengang der Lichtquelle eingeschoben wird. Das Objektiv entwirft
ein vergrolRertes Zwischenbild des Praparats im Tubus, das dann mit dem Okular als
Lupe vergrofRert betrachtet wird (Rohen und Latjen-Drecoll 2000).

Die lichtmikroskopische Betrachtung der entkalkten Paraffinschnitte erlaubt die
Begutachtung der Strukturen des Zahnes. Zahnschmelz ist nach der Dekalzifikation
aufgrund seines hohen Anteils an anorganischer Substanz nicht mehr vorhanden und
lasst sich im Gegensatz zu Dentin und Wurzelzement nicht darstellen. Im Bereich des
Dentins bleibt das Kollagen erhalten; ahnlich wie das Dentin verhalt sich das Zement
(Welsch 2006).

Neben der Untersuchung der Zahnstrukturen in der Routinehistologie wird die
lichtmikroskopische Untersuchung von entkalkten Zahnen in der Histopathologie

eingesetzt, um pathologische Prozesse des Zahnes zu analysieren.

3.7 Beeinflussung der Dekalzifikation von Zahnhartgewebe

Die Standardentkalkung von Zahnhartgewebe bei Raumtemperatur ohne den Einsatz
von beschleunigenden MalRnahmen stellt einen langwierigen Prozess dar. Aus diesem
Grund existieren in der Literatur vielfaltige Angaben zu Techniken der Beschleunigung
des Dekalzifikationsprozesses. Um die Entkalkungszeit zu verkirzen, aber auch um
moglichst vollstandig zu entkalken, wurden verschiedene Verfahren zur Beeinflussung
der Dekalzifikation entwickelt (Menzel 1975). Eine Uberbewertung der
Entkalkungsgeschwindigkeit kann jedoch zu Einbuf3en bezuglich der Anfarbbarkeit und

der Integritat der Gewebe fuhren.
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3.7.1 Veranderung der Konzentration der Entkalkungsflussigkeit

Die ersten Versuche der Beschleunigung des Entkalkungsprozesses beinhalten eine
Erhohung der Konzentration saurehaltiger Entkalkungsflussigkeiten. Nossek vergleicht
die Anwendung von 25%iger Salpetersaure als Schnellentkalkungsmittel mit der
Standardverwendung 5%iger Salpetersaure und kommt zu dem Ergebnis, dass durch
die Erhdhung der Konzentration zwar eine schnellere Entkalkung erzielt wird, diese
aber mit einer betrachtlichen Gewebeschadigung verbunden ist. So konnte die
Entkalkung von Zahnen je nach Zahngattung bei Zimmertemperatur nach ungefahr 3
Tagen abgeschlossen werden; das Ergebnis war eine noch mogliche Kernfarbung, aber
stark aufgelOstes, zerrissenes Dentin, das eine Beurteilung des Gewebes nicht mehr
zuliel (Nossek 1965).

Eine Erhohung der Konzentration der Entkalkungsflussigkeit fuhrt zu einer schnelleren
Dekalzifikation, aber auch zu einer vermehrten Gewebeschadigung (Lang 2006).

3.7.2 Kombination verschiedener Losungen

Eine Moglichkeit, den Entkalkungsprozess zu beeinflussen, ist die Kombination
verschiedener dekalzifizierender Losungen. Als sogenannte Sauregemische kommen
verschiedene Losungen zum Einsatz: Als Schnellentkalkungsflussigkeit empfiehlt Berg
die Kombination aus einer 25- oder 32%igen Salzsaure, einer 85%igen Ameisensaure,
Aluminumchlorid und destilliertem Wasser (Berg 1972). Auch Nossek beschreibt die
Verwendung eines Sauregemisches aus den Komponenten Salzsaure, Ameisensaure,
Aluminiumchlorid und Aqua dest. und erzielt dabei eine geringe Verbesserung der
Farbbarkeit der Praparate, die Entkalkungszeit verlangert sich jedoch gegenuber der
Dekalzifikation mit 5%iger Salpetersaure (Nossek 1965). Unter der Bezeichnung
Morse’s Solution bekannt, ist eine aus Natriumcitrat und Ameisensaure bestehende
Entkalkungsflussigkeit (Morse 1945), die in den Untersuchungen von Shibata et al.
Verwendung findet und als Standardentkalkungsflissigkeit empfohlen wird (Shibata et
al. 2000).

In der Histologie und Histopathologie hat sich zur Entkalkung von Hartgeweben die
Kombination aus EDTA und dekalzifizierenden Sauren bewahrt. Im Handel werden
Schnellentkalkungslosungen unterschiedlicher Zusammensetzung angeboten (Lang
2006). Die unter dem Markenamen Decal® (Decal Chemical Corporation, Tallman, NY,
USA) erhaltliche Entkalkungslosung setzt sich aus den Komponenten Salzsaure, EDTA
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und gereinigtem Wasser zusammen. |hr Einfluss auf die Dekalzifikation von
Zahnhartgewebe wurde bisher nicht eingangig untersucht.

Sauren werden zudem zur Beeinflussung ihrer Eigenschaften mit anderen Substanzen
vermengt, die selbst keinen entkalkenden Einfluss auf das Zahnhartgewebe haben. Die
Lésungen enthalten Alkohol oder Formaldehyd, um bei einer mangelhaften Fixierung
der Gewebe wahrend der Entkalkung einen Ausgleich zu schaffen (Lang 2006). Als
Methode der Zahnentkalkung mit einer guten Kernfarbung empfehlen Pallaske und
Schmidel die Kombination aus konzentrierter Ameisensaure und 10%igem Formalin
(Pallaske und Schmidel 1959). Burck erwahnt, dass Zahne mit konzentrierter
Ameisensaure in Kombination mit 70%igem Alkohol entkalkt werden (Burck 1988).

3.7.3 Erhohung der Temperatur

Eine Temperaturerhbhung des den Probekdrper umgebenden Mediums gegenuber der
Raumtemperatur fuhrt zu einer Erwarmung des Gewebes und beeinflusst den
Entkalkungsprozess. Fur die Reaktion chemischer Prozesse gilt die Regel, dass jede
Reaktion durch eine Temperatursteigerung um 10 °C eine Verdoppelung der
Reaktionsgeschwindigkeit erfahrt (Nossek 1965, Verdenius und Alma 1958).

Durch Erhéhung der Temperatur besteht die Gefahr von Gewebeschadigung (Lang
2006). Myers et al. konnten beweisen, dass eine Temperatur von 600 °C einen
destruktiven Einfluss auf Zahnhartgewebe hat und zu einer Veranderung in Form von
Schrumpfung fuhrt (Myers et al. 1999). Prakash et al. kamen in ihrer Studie Uber den
Einfluss von Hitze auf extrahierte Zahne zu dem Ergebnis, dass sich bereits ab einer
Temperatur von 300 °C signifikante Unterschiede in Bezug auf die Morphologie des
Zahnes ergeben (Prakash et al. 2014). Um das Risiko einer Gewebeschadigung zu
minimieren, entkalkten Bourque et al. Knochen und Zahne mit EDTA-LOsung bei einer
Temperatur von -4 °C (Bourque et al. 1993).

Nossek erwarmte die Entkalkungsflussigkeit mit dem Ergebnis, dass die Warmewirkung
einen wesentlichen Faktor fur die schnellere Entkalkung von Hartgeweben darstellt und
empfiehlt die Entkalkung bei 37 °C (Nossek 1965).

Eine Temperaturerhohung wird durch mikrowellen-unterstiutzte Verfahren gewahrleistet.
Die Warmeeinstrahlung der Mikrowellen, die eine bessere Penetration und Diffusion
des Entkalkungsmediums ermoglicht, fuhrt zu einer Reduktion der Entkalkungsdauer,
dabei empfiehlt es sich, die Temperatur bei 37 °C zu halten (Boon und Kok 1987).
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Balaton und Loget geben an, dass mit Hilfe mikrowellen-unterstutzter Prozeduren die
Dauer der Dekalzifikation von Knochenproben um den Faktor 11 verringert werden
kann (Balaton und Loget 1989). Roncaroli et al. berichten von einer signifikanten
Beschleunigung und einer Reduzierung der Dauer des Dekalzifikationsprozesses von
Tagen auf Stunden (Roncaroli et al. 1991). Dabei haben die Mikrowellen keinen
Einfluss auf die Qualitat der histologischen Schnittpraparate (Mathai et al. 2008). Diese
Ergebnisse stimmen Uberein mit den Untersuchungen von Cunningham et al. und Pitol
et al., die eine Reduzierung der Dekalzifikationsdauer und den Erhalt der
Gewebemorphologie durch Mikrowellen nachweisen (Cunningham et al. 2001, Pitol et
al. 2007).

Vongsavan et al. untersuchten die Effekte von Mikrowellenstrahlung auf die Dauer der
Dekalzifikation von Ratten- und Katzenzahnen in einer EDTA-LOosung in einem
Mikrowellengerat bei einer Temperatur von 39 +/- 2 °C und verglichen diese mit
Kontrollproben in einem konventionellen Ofen bei 39 °C und Probekorpern, die bei
Raumtemperatur entkalkten. Dabei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Verwendung des Mikrowellengerats und des konventionellen Ofens, die
Dekalzifikation wurde jedoch mit Hilfe beider Verfahren gegenuber der Dekalzifikation
bei Raumtemperatur beschleunigt (Vongsavan et al. 1990).

Singh und Sircar verglichen in einer In-Vitro-Untersuchung die Dauer der Entkalkung
von Pramolaren bei Raumtemperatur in Salpetersaure mit der Dekalzifikation in einem
Mikrowellenofen bei einer Temperatur von 38-40 °C in Salpetersaure und erlangten mit
Hilfe des mikrowellen-unterstutzten Verfahrens mit einer durchschnittlichen Zeit von 2
Tagen die kurzeste Entkalkungsdauer ohne eine Gewebeschadigung zu verzeichnen
(Singh und Sircar 2010).

Sangeetha et al. fokussierten in ihrer Studie die Dekalzifikation unter Verwendung von
Mikrowellen mit Hilfe eines Mikrowellengerates (700 W), erhohten die
Entkalkungstemperatur mit Hilfe dessen auf 41-43 °C und erlangten ebenfalls eine
Verringerung der Entkalkungsdauer (Sangeetha at al. 2013).

Keithley et al. evaluierten, dass sich zur besonders schonenden Entkalkung in der
Immunhistochemie die Kombination von Mikrowellen und EDTA-LGsung als
Entkalkungsmedium eigne (Keithley et al. 2000).
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3.7.4 Weitere Mallnahmen

Elektrolytische Entkalkungsmethoden basieren auf dem Grundprinzip, dass durch ein
Sauregemisch, in dem sich das zu entkalkende Praparat befindet, ein Gleichstrom
hindurchgefuhrt wird. Das Anlegen einer Spannung erzeugt ein elektrisches Feld, das
einen kontinuierlichen lonentransport und das Abwandern der geldsten lonen
gewahrleistet, gleichzeitig aber auch den Zustrom neuer fur die Entkalkung aktiver
lonen fordert. Der Vorteil dieses Verfahrens liegt in der schnellen Entfernung von
Kalzium aus dem Gewebe, da es zur Kathode wandert (Burck 1988).

Nossek gibt der elektrolytischen Schnellentkalkungsmethode gegeniuber anderen
Entkalkungsmethoden den Vorrang, da sie bei groldter Gewebeschonung kurze
Entkalkungszeiten zulasst (Nossek 1965). Burck bestatigt den Zeitgewinn, bezweifelt
aber den Vorteil der elektrolytischen Entkalkung (Burck 1988). Lang beschreibt die
Elektrolyse unter Anlegen einer Spannung als eine aus der Mode gekommene Methode
(Lang 2006).

Die Vakuumentkalkung in einem Drucktopf gilt als ein weiterer Versuch der
Schnellentkalkung von Zahnen (Verdenius und Alma 1958). Wahrend Waerhaug die
Verwendung eines Vakuums als rapide Methode der Dekalzifikation bezeichnet,
ergeben sich laut den Untersuchungen von Nossek weder schnellere Entkalkungszeiten
noch bessere Ergebnisse (Waerhaug 1949, Nossek 1965). Lang bezeichnet die
Vakuumbehandlung als Mittel zur Beschleunigung der Entkalkung als fraglich (Lang
2006).

3.8  Ultraschall

3.8.1 Physikalische Grundlagen

Elastische Wellen mit Frequenzen von der menschlichen Horschwelle (15 bis 20 kHz)
bis etwa 10 GHz werden als Ultraschall bezeichnet (Meschede 2010).

Zur Erzeugung von Ultraschall verwendet man mechanische und elektroakustische
Schallquellen; die Uberwiegend eingesetzten elektroakustischen Wandler sind
piezoelektrische oder magnetostriktive Sender. Piezoelektrische Kristalle zeigen in
elektrischen Wechselfeldern periodische Langenanderungen, die sich als
Dichteschwankungen auf das umgebende Medium ubertragen konnen (Haas 2012).

In der modernen Ultraschall-Medizintechnik transformieren elektromechanische
Wandler, bestehend aus einer mit piezoelektrischem Material aufgebauten Einheit, die
von einem Generator gelieferte Frequenzleistung in eine mechanische Wechselleistung
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mit entsprechender Bewegungsamplitude. Diese mechanische Bewegung kann direkt
oder verstarkt in eine Flussigkeit Ubertragen werden. Durch starke Ultraschallfelder
sinkt in Flussigkeiten der Druck lokal unter den zur dort herrschenden Temperatur
gehorenden Dampfdruck der Flussigkeit, wodurch es zu einer Bildung von Dampfblasen
kommt (Kavitation). Die Flussigkeit verdampft lokal, um beim Ubergang in die
Uberdruckphase wieder schlagartig zu kondensieren, wobei hohe Druckspitzen
auftreten (Haas 2010). Beim Implodieren der energiereichen Kavitationsblasen
entstehen Flussigkeitsjets, die mit mehrfacher Schallgeschwindigkeit auf Oberflachen
treffen konnen. Innere Reibung und Erwarmung der Flussigkeit nehmen durch den
Effekt der Kavitation zu (Bandelin et al. 2006).

Viele physikalische Wirkungen des Ultraschalls beruhen auf der Implosion der
Kavitationsblasen: Durch intensive Ultraschallstrahlung lassen sich feste Stoffe in
Flussigkeiten dispergieren, chemische Reaktionen werden in Ultraschallfelder

eingeleitet, Losung- und Diffusionsprozesse beschleunigt (Haas 2012).

3.8.2 Einfluss von Ultraschall auf die Dekalzifikation von Zahnhartgewebe

Durch medizintechnische Ultraschallgerate lassen sich Kavitationseffekte erzeugen,
infolge derer FlUssigkeitsjets an Festkorperoberflachen erzeugt werden. Durch
Kavitation ausgeloste turbulente Stromungen fordern die Durchmischung von
Reagenzien; die Relativbewegung von Teilchen in Flussigkeiten wird beschleunigt, so
dass Diffusionsprozesse verbessert werden konnen (Bandelin et al. 2006).

Nimmt man die Dekalzifikation von Hartgewebe unter Zuhilfenahme eines
Ultraschallgerates vor, das Kavitationseffekte erzeugt, so wird eine Veranderung des
Dekalzifikationsprozesses hinsichtlich der Dauer der Entkalkung und des Erhalts der
originaren Gewebestrukturen beschrieben. Der Dekalzifikationsprozess kann durch
Beschallung bei besseren Ergebnissen der Strukturerhaltung beschleunigt werden
(Burck 1988). Durch die Technik des Ultraschalls werden die kristallinen Strukturen des
anorganischen Anteils der Hartgewebe wahrend der Dekalzifikation zielgerichtet
zertrummert, wodurch eine rasche und gleichzeitig zellschonende Entkalkung mit
geeigneten Losungen durchfuhrbar ist. Verkurzungen der Entkalkungszeit um bis zu
75 % werden in der Literatur beschrieben (Lang 2006).
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4 Aufgabenstellung

Das Ziel der durchgefuhrten In-vitro-Untersuchung ist die Ermittlung der Dauer der
Dekalzifikation von extrahierten, menschlichen Zahnen der zweiten Dentition. In die
Versuche miteinbezogen werden Zahne, die bezuglich ihrer anatomischen Form und in
Hinblick auf inren pathologischen Zustand (Karies) eine unterschiedliche Beschaffenheit
aufweisen. Es handelt sich um mittlere Schneidezahne des Unterkiefers (Dentes incisivi
medialis der Mandibula), Eckzahne des Oberkiefers (Dentes canini der Maxilla) und
dritte Molaren des Ober- und Unterkiefers (Dentes sapientiae der Mandibula und der
Maxilla) im intakten und kariésen Zustand.

Das spezielle Interesse gilt der Auswertung des Einflusses der Faktoren Ultraschall,
Temperatur und Entkalkungsmedium auf den Entkalkungsprozess und der
vergleichenden Darstellung der einzelnen Ergebnisse. Ermittelt werden soll die
geringste Entkalkungsdauer unter anschlieBender Begutachtung der Eignung der
Proben fur die histotechnische Bearbeitung und lichtmikroskopischer Analyse der

originaren Strukturen der Zahnhartgewebe.

Folgende Fragestellungen wurden bearbeitet:
1. Ist die Dauer der Dekalzifikation eines Zahnes beeinflussbar durch die
Anwendung von Ultraschall und abhangig von der Ultraschallleistung?
* 90 W (50%ige Ultraschalleistung) vs. 180 W (100%ige Ultraschallleistung)

2. Ist die Dauer der Dekalzifikation eines Zahnes abhangig von der verwendeten
Entkalkungstemperatur?
e 17°Cvs. 24°Cvs.35°C

3. Ist die Dauer der Dekalzifikation eines Zahnes abhangig vom verwendeten
Entkalkungsmedium?
* 7%ige Salpetersaure (Medium [) vs. 50%ige Ameisensaure (Medium Il) vs.

Decal®-Lésung (Medium Il1)

4. Ist die Dauer der Dekalzifikation eines Zahnes abhangig von seinem
pathologischen Zustand (Karies)?

e karioser Zustand vs. kariesfreier Zustand des Zahnes
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5. Ist die Dauer der Dekalzifikation eines Zahnes abhangig vom Zahntyp?
¢ Dentes incisivi medialis der Mandibula vs. Dentes canini der Maxilla vs. Dentes

sapientiae der Mandibula und der Maxilla

6. Welchen Einfluss haben die in die Untersuchung miteinbezogenen Faktoren auf
die anschlielende histotechnische Bearbeitung (Herstellung von Hamatoxylin-
Eosin gefarbten Schnittpraparaten) und den lichtmikroskopischen Nachweis der

originaren Strukturen des Zahnhartgewebes?

Aus den aufgefuhrten Fragestellungen ergeben sich folgende Arbeitshypothesen fur die
Entkalkung von Zahnhartgewebe, die es zu bestatigen oder widerlegen gilt.

1. Die Dauer der Dekalzifikation eines Zahnes ist durch die Anwendung von
Ultraschall beeinflussbar und abhangig von der gewahlten Ultraschallleistung.

2. Die Dauer der Dekalzifikation eines Zahnes ist abhangig von der gewahlten
Entkalkungstemperatur.

3. Die Dauer der Dekalzifikation eines Zahnes ist abhangig vom verwendeten
Entkalkungsmedium.

4. Die Dauer der Dekalzifikation eines Zahnes ist abhangig von seinem
pathologischen Zustand (Karies).

5. Die Dauer der Dekalzifikation eines Zahnes ist abhangig vom jeweiligen Zahntyp.

6. Die in die Untersuchung miteinbezogenen Faktoren haben einen Einfluss auf die
anschliel3ende histotechnische Bearbeitung (Herstellung von Hamatoxylin-Eosin
gefarbten Schnittpraparaten) und den lichtmikroskopischen Nachweis der

originaren Strukturen des Zahnhartgewebes.
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5 Material und Methode

5.1 Probenauswahl

Zur Untersuchung wurden 126 menschliche extrahierte Zahne der zweiten Dentition
verwendet, die anatomisch verschiedenen Zahntypen zugeteilt werden konnten. Dabei
handelte es sich um mittlere untere Schneidezéahne (Dentes incisivi medialis der
Mandibula, 1), obere Eckzahne (Dentes canini der Maxilla, C) und untere und obere
Weisheitszahne (Dentes sapientiae der Mandibula und der Maxilla, M3).

Aus einer Aufteilung zu gleichen Teilen der 126 Probenkorper auf die 3 Zahntypen
ergab sich eine Anzahl von 42 Zahnen je Zahntyp. Des Weiteren wurden sowohl
intakte, kariesfreie als auch demineralisierte, kariose Zahne fur die Untersuchung
zugelassen.

Die Anzahl von 42 Zahnen einer Zahntyps setzte sich zusammen aus jeweils 21
intakten und 21 karidsen Zahnen (Abb. 5.1).

126 Zahne
gesamt
42 Zahne 42 Zahne 42 Zahne
1 C M3

21 Zahne 21 Zahne 21 Zahne 21 Zahne 21 Zahne 21 Zahne
intakt karios intakt karios intakt karids

Abb. 5.1: Zusammensetzung der Probekorper

Die verwendeten Zahne stammen aus der Abteilung fur Zahnerhaltung und
Praventivzahnmedizin des Instituts fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde (Charité -
Universitatsmedizin Berlin) und wurden fur Forschungszwecke zusammengetragen.

Der Zeitpunkt der Extraktion und das Alter dieser Zahne waren nicht bekannt. Die
Zahne wurden mit einem Scaler (McFarlane, Hu-Friedy, Chicago, IL, USA) von

Zahnstein, Konkrement und weiteren Geweberesten befreit.
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5.2  Selektierung

5.2.1 Selektierung intakter, kariesfreier Zahne

Bei der Selektierung der intakten Probekorper wurden Zahne, die Demineralisationen,
Erosionen, Frakturen, Resorptionen, Restaurationen oder keilformige Zahnhalsdefekte
aufwiesen, nicht zugelassen. Des Weiteren wurde berucksichtigt, dass die Zahne eines
Zahntyps nicht bzw. nur geringfugig in ihrer anatomischen Beschaffenheit voneinander
abwichen, Ziel war die Selektierung gleichwertiger, intakter Zahne.

Die Zahnlange wurde von der Inzisalkante (Dentes incisivi medialis, Dentes canini) bzw.
der Okklusalflache (Dentes sapientiae) bis zum Apex mit einer Schiebelehre (HS-Boley-
Schiebelehre, Henry Schein Dental Deutschland GmbH, Langen, Deutschland)
vermessen. Die Probekdrper einer Zahngruppe wichen in ihrer Zahnlange maximal + / -
2 mm voneinander ab.

Der vestibulo-orale und mesio-distale Durchmesser der Zahne wurde in Hohe der
Schmelz-Zement-Grenze unter Zuhilfenahme eines Tasterzirkels (HS-Tasterzirkel nach
lwanson, Henry Schein Dental Deutschland GmbH, Langen, Deutschland) bestimmt.
Zahne, die mehr als + / - 2 mm von den anderen Probekorpern ihrer Zahngruppe

abwichen, fuhrten zum Ausschluss.

5.2.2 Selektierung demineralisierter, karioser Zahne

Um sicherzustellen, dass es sich bei der Auswahl um gleichwertige kariose Zahne
handelt, war es zusatzlich notwendig, den kariosen Defekt eines Zahnes genauer zu
untersuchen. Dabei erfolgte der Einsatz eines rontgenologischen Verfahrens;
Rontgenaufnahmen der Zahne wurden analog in Paralleltechnik angefertigt, dabei
wurde die Filmebene parallel zur Zahnachse mit einem Film-Fokus-Abstand von 30 cm
ausgerichtet (Heliodent DS, Sirona Dental GmbH, Wals, Osterreich). Das Filmformat
betrug 3,1 x 4,1 cm (Kodak Insight Film, Carestream Dental, Rochester, NY, USA).
Anhand der Rontgenbilder der einzelnen Zahne war es moglich, gleichwertige Zahne
anhand des Grades ihres kariosen Defekis zu selektieren. Dabei erfolgte die
Einordnung des kariosen Defekts anhand der Begutachtung der Ausdehnung in
Schmelz und Dentin und der anschlielfenden Zuordnung zu den Klassen C1-C4 der
rontgenologischen Klassifikation karioser Lasionen, nach der Zahnhartsubstanzverluste
der auReren Schmelzhalfte der Klasse C1, der inneren Schmelzhalfte der Klasse C2,
der aulderen Dentinhalfte der Klasse C3 und der inneren Dentinhalfte der Klasse C4
zugeordnet werden (Pitts 1984, Pitts und Rimmer 1992).
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Die fur die Untersuchung verwendeten karidsen Zahne wiesen als gemeinsames
Merkmal einen karidsen Defekt des Grades C4 und somit einen
Zahnhartsubstanzverlust von Schmelz- und Dentinarealen bis in die innere Dentinhalfte

auf.

5.3  Gruppeneinteilung

Die selektierten Probekorper wurden auf 21 Studiengruppen verteilt. Jede Gruppe
setzte sich aus einer Probenzahl von 6 Zahnen (n = 6) zusammen, bestehend aus
jeweils 2 Zahnen einer Zahngruppe, je einem intakten, gesunden und einem karidsen
Zahn (Tab. 5.1).

Tab. 5.1: Zusammensetzung der Probekorper einer Studiengruppe

Bezeichnung Zusammensetzung

Studiengruppe |2 Dentes incisivi medialis (I1)
(n=06) * 1 intakter Zahn

e 1 karioser Zahn

2 Dentes canini (C)
* 1 intakter Zahn

e 1 karioser Zahn

2 Dentes sapientiae (M3)
* 1 intakter Zahn

e 1 karioser Zahn

Im Rahmen der Hauptfragestellungen wurden 7 Versuchsreihen mit jeweils 3
Studiengruppen durchgefuhrt; dies ergab des Weiteren die Einteilung in Haupt- und
Untergruppen (Tab. 5.2). Jede Versuchsreihe wurden jeweils mit 3 unterschiedlichen
Entkalkungsflussigkeiten durchgefuhrt: Hauptgruppe 1 untersuchte die Behandlung mit
7%iger Salpetersaure (Medium 1), Hauptgruppe 2 mit 50%iger Ameisensaure (Medium
1) und Hauptgruppe 3 mit Decal®-Lésung (Decal Chemical Corporation, Tallman, NY,
USA; Medium III).

In der Untergruppe 1 wurde die Untersuchung konventionell ohne die Verwendung von

Ultraschall bei Raumtemperatur durchgefuhrt. In der Untergruppe 2 erfolgte die
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Versuchsdurchfuhrung bei 50%iger Ultraschalleistung und einer Temperatur von 17 °C,
in der Untergruppe 3 bei 50%iger Ultraschalleistung und einer Temperatur von 24 °C,
in der Untergruppe 4 bei 50%iger Ultraschalleistung und einer Temperatur von 35 °C.
Die Untergruppen 5-7 untersuchten den Einfluss 100%iger Ultraschallleistung, in der
Untergruppe 5 bei einer Temperatur von 17 °C, in der Untergruppe 6 bei einer
Temperatur von 24 °C und in der Untergruppe 7 bei einer Temperatur von 35 °C.
Insgesamt wurden somit 21 Studiengruppen mit einer Anzahl von je 6 Probenkdrpern
(n = 6) gebildet; daraus resultierte die Gesamtprobenzahl von 126.

Tab. 5.2: Bezeichnung der Studiengruppen

Hauptgruppe Hauptgruppe 1 | Hauptgruppe 2 | Hauptgruppe 3
(Medium I) (Medium II) (Medium III)

Untergruppe (n = 6)
Untergruppe 1 1.1 2.1 3.1
kein Ultraschall, Raumtemperatur
Untergruppe 2 1.2 2.2 3.2
Ultraschall 50 %, 17 °C
Untergruppe 3 1.3 2.3 3.3
Ultraschall 50 %, 24 °C
Untergruppe 4 1.4 24 3.4
Ultraschall 50 %, 35 °C
Untergruppe 5 1.5 2.5 3.5
Ultraschall 100 %, 17 °C
Untergruppe 6 1.6 2.6 3.6
Ultraschall 100 %, 24 °C
Untergruppe 7 1.7 2.7 3.7
Ultraschall 100 %, 35 °C

5.4  Lagerung der Zahne
Die Zahne lagerten vor Beginn der Untersuchungen in einer 20%igen Isopropanol-
Losung (2-Propanol, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland). Die maximale

Lagerungszeit der Zahne nach Extraktion betrug ein Jahr.
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5.5 Dekalzifikation

5.5.1 Entkalkungsmedien

Wahrend der Untersuchung fanden drei unterschiedliche Entkalkungsflussigkeiten
analog zur Hauptgruppeneinteilung Verwendung (Tab. 5.3).

Tab. 5.3: Angaben zu den verwendeten Entkalkungsmedien

Bezeichnung | Entkalkungsflussigkeit

Medium | Salpetersaure (HNO3)
* Hersteller:
- Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Medium Il Ameisensaure (CH203)
* Hersteller:
- Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Medium IlI Decal®-Lésung
* Hersteller:

- Decal Chemical Corporation, Tallman, NY, USA
* Zusammensetzung:

- Ethylendiamintetraacid (EDTA)

- Salzsaure (HCI)

- entionisiertes \Wasser

5.5.2 Konventionelles Vorgehen

Die jeweils 6 Probekorper unterschiedlicher Beschaffenheit der Untergruppe 1
(Dekalzifikation ohne Ultraschall bei Raumtemperatur) wurden in Behalter eingelegt, die
mit den Entkalkungsflissigkeiten 7%ige Salpetersaure (Medium [), 50%ige
Ameisensaure (Medium I1) und Decal®-Lésung (Medium I1I) im Mengenverhaltnis Zahn
zu Flussigkeit 1:20 gefullt wurden (Studiengruppen 1.1, 2.1, 3.1).

Die Probekorper der Untergruppe 1 wurden konventionell in der jeweiligen
Entkalkungsflussigkeit ohne Anwendung von Ultraschall und Variabilitat der Temperatur
untersucht; sie diente somit als Kontrollgruppe. Die konventionelle Dekalzifikation bei
Raumtemperatur wurde mit insgesamt 18 Probekdrpern unterschiedlicher Zahngruppen
(1, C, M3) und Beschaffenheit (intakt, karids) durchgefuhrt.
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5.5.3 Vorgehen unter Verwendung von Ultraschall und Variabilitat der Temperatur
5.5.3.1 Ultraschallgerat

Die weitere Durchfuhrung der Versuche erfolgte unter Verwendung des
Ultraschallgerats SONOCOOL (Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin,
Deutschland), das mit einer Ultraschalleistung von 180 W und einer Ultraschallfrequenz
von 35 kHz betrieben wurde (Abb. 5.2). Die Ultraschallleistung des Gerates war in vier
Stufen einstellbar, der zu variierende Temperaturbereich des Ultraschallbades betrug
15-35 °C. Das Gerat bestand aus einer Schwingwanne, die mit einer Arbeitsfullmenge
von 5 Litern Kontaktflissigkeit, bestehend aus 4,5 Litern Wasser und 0,5 Litern der
tensidhaltigen Losung TICKOPUR TR 3 (Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin,
Deutschland) zur Reduzierung der Oberflachenspannung, gefullt wurde. Die
Kontaktfliissigkeit gewahrleistete die verlustfreie Ubertragung des Ultraschalls in die im
Einsatzgefal® befindlichen Entkalkungsflussigkeiten. Der Probenhalter konnte
insgesamt 11 Einsatzgefalle aus Glas mit einer Fullmenge von 100 ml fassen; er
gewabhrleistete, dass diese mindestens 2 cm tief in die Kontaktflussigkeit eintauchten
ohne den Wannenboden zu bertuhren. Ein unter dem Schwingwannenboden befestigter
Ultraschall-Schwinger wandelte elektrische Energie in mechanische Schwingungen um,
wodurch die Flussigkeiten mit 35 kHz zum Schwingen gebracht wurden und
implodierende Vakuumblaschen entstanden (Kavitation).

Abb. 5.2: Ultraschallgerat SONOCOOL, Probenhalter mit Einsatzgefalen aus Glas,
Kontaktflussigkeit TICKOPUR TR 3 (aus: Datenblatt SONOCOOL, Bandelin electronic
GmbH & Co. KG, 2014)



Dekalzifikation von Zahnhartgewebe 37

5.5.3.2 Geratespezifisches Vorgehen

Im weiteren Vorgehen wurden mit Hilfe des Ultraschallgerates SONOCOOL die
Parameter Ultraschallintensitat und Temperatur in die Versuche miteinbezogen. Es
bestand die Moglichkeit, die Leistung des Ultraschalls und die Hohe der Temperatur der
die Probekorper umgebenden Flussigkeit zu variieren.

Zunachst erfolgte die Versuchsdurchfuhrung mit 50%iger Ultraschallleistung (90 W),
dazu wurden die jeweils 6 Probekorper einer Studiengruppe in Einsatzgefale gelegt,
die im Anschluss mit den Entkalkungsflussigkeiten 7%ige Salpetersaure (Medium 1),
50%ige Ameisensaure (Medium I1) und Decal®-Lésung (Medium 1I1) gefilllt wurden. Die
Inbetriebnahme des Gerates erfolgte zunachst bei einer Temperatur von 17 °C
(Studiengruppen 1.2, 2.2, 3.2), gefolgt von den Temperaturen 24 °C (Studiengruppen
1.3, 2.3, 3.3) und 35 °C (Studiengruppen 1.4, 2.4, 3.4).

Im Anschluss erfolgte die Versuchsdurchfuhrung bei 100%iger Ultraschallleistung (180
W). Analog zu den Versuchen mit 50%iger Ultraschallleistung wurde die Hohe der
Temperatur der umgebenden Flussigkeit variiert, so dass die Durchfihrung in den drei
verschiedenen Entkalkungsflussigkeiten bei 17 °C (Studiengruppen 1.5, 2.5, 3.5), 24 °C
(Studiengruppen 1.6, 2.6, 3.6) und 35 °C (Studiengruppen 1.7, 2.7, 3.7) erfolgte.

Die Dekalzifikation unter Verwendung von Ultraschall und Variabilitat der Temperatur
wurde mit insgesamt 108 Probekorpern durchgefihrt, die sich in der Zuordnung zu ihrer
Zahngruppe (11, C, M3) und ihrer Beschaffenheit (intakt, karids) unterschieden.

Das entsprechende Studiendesign des ultraschallunterstutzten Vorgehens ist der
Tabelle 5.4 zu entnehmen.
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Tab. 5.4: Studiendesign: Dekalzifikation von Zahnhartgewebe unter Verwendung

von Ultraschall und Variabilitat der Temperatur

Ultraschallintensitat

50% 100%
path. Zustand path Zustand
intakt karios intakt karios

Anzahl | Anzahl | Anzahl | Anzahl

Temperatur

1

1

1

1

Salpetersaure | Zahtyp C 1 1 1 1

M3 1 1 1 1

11 1 1 1 1

17 °C | Medium | Ameisensaure |Zahntyp |C 1 1 1 1
M3 1 1 1 1

11 1 1 1 1

Decal® Zahntyp |C 1 1 1 1

M3 1 1 1 1

11 1 1 1 1

Salpetersdure |Zahntyp |C 1 1 1 1

M3 1 1 1 1

11 1 1 1 1

24 °C | Medium | Ameisensaure |Zahntyp |C 1 1 1 1
M3 1 1 1 1

11 1 1 1 1

Decal® Zahntyp |C 1 1 1 1

M3 1 1 1 1

11 1 1 1 1

Salpetersdure |Zahntyp |C 1 1 1 1

M3 1 1 1 1

11 1 1 1 1

35 °C | Medium | Ameisensaure |Zahntyp (C 1 1 1 1
M3 1 1 1 1

11 1 1 1 1

Decal® Zahntyp |C 1 1 1 1
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5.6  Untersuchungsmethoden

5.6.1 Quantitative Untersuchung

Zum Vergleich der einzelnen Behandlungen wurde bei jedem Probekorper der
Endpunkt der Dekalzifikation mittels physikalischer Priufung bestimmt. Die
Gewebeproben wurden zunachst in einem Intervall von 2 Stunden mit einem Skalpell
(Carbon Steel Surgical Blades, Swann-Morton, Sheffield, England) auf ihre
Schneidbarkeit Uberpruft. Nachfolgende Kontrollintervalle richteten sich nach der
festgestellten Konsistenz der Praparate, so dass anschlieend in einem kurzeren
Zeitabstand oder verlangerten Intervallen von bis zu 12 Stunden die Schneidbarkeit
erneut kontrolliert wurde. Die Entkalkungsflussigkeiten wurden taglich erneuert. War
das Durchdringen des Zahnes mit Hilfe des Skalpells ohne Widerstand mdglich, wiesen
die Proben eine radiergummiartige Konsistenz auf. Die Dekalzifikation galt als
abgeschlossen, wenn eine vollstandige Teilung des Zahnes erfolgen konnte. Die
ermittelte Dauer der Entkalkung in Stunden wurde erfasst.

5.6.2 Qualitative Untersuchung

Die entkalkten Probekorper wurden einer mikroskopischen Untersuchung unterzogen.
Hierzu bedurfte es einer histotechnischen Aufbereitung, beginnend mit der
Nachbehandlung der Probekorper: Die Probekorper der Hauptgruppe 1 und 2, die in
7%iger Salpetersaure (Medium |) und in 50%iger Ameisensaure (Medium |l) entkalkten,
wurden einer 2-stundigen Wasserung unterzogen.

Fir Probekdrper der Hauptgruppe 3, die mit Decal®-Lésung (Medium 1ll) behandelt
wurden, war diese Nachbehandlung nicht notwendig. Nach Anweisung des Herstellers
ist nach Abschluss der Entkalkung lediglich eine flieRende Wasserung von 3 Minuten
erforderlich, dies wurde in dieser Studie berucksichtigt.

Im Anschluss erfolgte im histologischen Standardverfahren die Einbettung der Proben
in Paraffin (Sasol Wax 0587, Sasol Wax GmbH, Hamburg, Deutschland) mit Hilfe eines
Gewebeinfiltrationsautomaten (ASP300 S, Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland)
und die Anfertigung von Schnittpraparaten mit Hilfe eines Mikrotoms (Schlittenmikrotom
2000 R, Leica Biosytems, Nussloch, Deutschland). Die Praparate wurden einer
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (Hamatoxylin-Monohydrat, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) unterzogen. Im Anschluss erfolgte eine optische Analyse der auf
Objekttragern (Superfrost Plus Menzel-Glaser, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,
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Deutschland) angeordneten Praparate unter Verwendung eines Lichtmikroskops
(Olympus BX41, Olympus Corporation, Shinjuko Tokio, Japan).

Qualitativ beurteilt wurden folgende Kriterien:
* Schneidbarkeit der Probekorper
* Anfarbbarkeit mit Hdmatoxylin-Eosin

* Mikroskopische Darstellbarkeit der Zahnhartgewebe

5.7  Statistische Auswertung

Bei den eingesetzten deskriptiven und inferenzstatistischen Verfahren zur Auswertung
der Untersuchung handelt es sich insgesamt um ein multifaktorielles Design.
Ultraschall, Temperatur, Entkalkungsmedium, pathologischer Zustand (Karies) und
Zahntyp stellen die unabhangigen Variablen (Faktoren) dar, ihre Wirkung auf die
abhangige Variable, die Zeit bis zum Endpunkt der Dekalzifikation, wurde untersucht.
Fir die Kennzeichnung der Verteilungen wurden Pivot-Tabellen erstellt, welche Median,
Mittelwert und Standardabweichung (SD) als wichtigste Lage- und Streuungsmale
sowie Minima und Maxima in den einzelnen Faktorstufenkombinationen uber die
abhangige Variable zeigen. Zur Visualisierung der Verteilungen wurden zusatzlich
Balkendiagramme generiert, die der Vergleichbarkeit zwischen den Faktoren und
seinen Stufen dienen. Es sei erwahnt, dass die Stufen eines Faktors dessen
Auspragungen meinen, so hat zum Beispiel der Faktor Temperatur 3 Stufen (17 °C,
24 °C und 35 °C).

Zur Prufung auf Unterschiede wurde zunachst untersucht, ob die Voraussetzungen fur
parametrische Verfahren erfullt waren. Zu diesen Voraussetzungen zahlt die
Normalverteilung der Residuen in den einzelnen Faktorstufen, mindestens
Intervallskalenniveau der abhangigen Variablen sowie Homogenitat der Varianzen
zwischen den Faktorstufen. Da diese Voraussetzungen deutlich verletzt waren
(teilweise wiesen sie eine Varianz mit dem Wert O auf, da alle gemessenen Zeiten
gleich waren), musste auf nonparametrische Verfahren zurtckgegriffen werden. Da es
sich um unabhangige Gruppen handelt, wurde zur Uberpriifung der Unterschiede
zwischen 2 Gruppen der Mann-Whitney-U Test eingesetzt. Wurden die Unterschiede
zwischen 3 Gruppen untersucht, so kam der Kruskal-Wallis-H Test zum Einsatz. Sollte
das Ergebnis eines Kruskal-Wallis Tests statistisch signifikant sein, wurden
anschlielend Post-hoc Tests in Form von multiplen paarweisen Vergleichen
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durchgefuhrt. Um dem methodischen Problem der Alpha-Fehler Kumulierung adaquat
zu begegnen, wurde das Signifikanzniveau mit der Dunn-Bonferroni Methode adjustiert.
Es sei angemerkt, dass die eingesetzten Verfahren ausschlieBlich die
Ranginformationen der Daten nutzen und analysieren.

Der allgemeinen methodischen Konvention folgend wurde ein a-Niveau von 5 %
festgelegt, dies entspricht der Irtumswahrscheinlichkeit bzw. dem Fehler 1. Art, die
Nullhypothese zu verwerfen und die Alternativhypothese anzunehmen, obwohl in
Wahrheit die Nullhypothese gilt. Die Alternativhypothesen in der vorliegenden
Untersuchung beziehen sich also immer auf Unterschiede zwischen den einzelnen
Faktorstufen. Eine simultane Priufung mehrerer Faktoren und Wechselwirkungen ist mit
nonparametrischen Verfahren allerdings nicht moglich, daher wurde fur jeden Faktor ein
einzelner Test durchgefuhrt. Lag der p-Wert als Ergebnis der statistischen Prufung
gleich oder unter dem kritischen Wert von 0,05, so war das Ergebnis signifikant und die
Alternativhypothese wurde angenommen und galt als bestatigt. Der kritische p-Wert
wurde im Output immer als ,Sig.“ angegeben, alle Tests wurden zweiseitig
durchgefuhrt, da die Hypothesen ungerichtet formuliert wurden. Zur Veranschaulichung
der Unterschiede wurden die Daten zusatzlich mit Box-Whisker-Plots visualisiert, die
die Verteilung, Ausreil3er sowie Median und die Quartile zeigen.

Fur alle statistischen Analysen kamen Microsoft Excel 2010 und IBM SPSS Statistics

22 zum Einsatz.
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6 Ergebnisse

6.1  Quantitative Auswertung

Die quantitative Analyse besteht aus der vergleichenden Untersuchung der einzelnen
Studiengruppen hinsichtlich der gemessenen Zeit, bis die Probekorper schneidbar
waren und somit der Endpunkt der Dekalzifikation erreicht wurde (physikalische

Prufung). Zur Auswertung kamen alle zur Untersuchung zugelassenen Proben.

Die Tabelle 6.1 gibt Auskunft Uber die Dauer der Dekalzifikation mittels des
konventionellen Vorgehens bei Raumtemperatur ohne Verwendung von Ultraschall. Die
Angaben beziehen sich auf die Zeit vom Einlegen der Proben in die jeweils verwendete
Entkalkungsflussigkeit bis zum ermittelten Endpunkt der Dekalzifikation; die Angabe
erfolgte in Stunden. Die konventionell entkalkten Probekorper dienten als
Kontrollgruppe.

Die Tabelle 6.2 bezieht sich auf die Dekalzifikation unter Zuhilfenahme eines
Ultraschallgerats (SONOCOOL), mit dem die Parameter Ultraschallintensitat und
Temperatur in die Versuche miteinbezogen werden konnten. Die Tabelle bertcksichtigt
folglich die Faktoren Ultraschall, Temperatur, Medium, pathologischer Zustand (Karies)
und Zahntyp und gibt die Dauer der Dekalzifikation in Stunden an.

Tab. 6.1: Dauer der konventionellen Dekalzifikation von Zahnhartgewebe (Zeit in
Stunden) bei Raumtemperatur ohne Verwendung von Ultraschall

Karies

intakt karits

Zeit in Zeit in

Stunden Stunden
11 72,00 48,00
Salpetersaure 7% Zahntyp |C 72,00 96,00
M3 96,00 96,00
11 1728,00 1728,00
Medium | Ameisensaure 50% |Zahntyp |C 1848,00 1896,00
M3 1896,00 1848,00
11 144,00 144,00
Decal® Zahntyp |C 144,00 168,00
M3 144,00 168,00
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Tab. 6.2: Dauer der Dekalzifikation von Zahnhartgewebe (Zeit in Stunden) unter
Verwendung von Ultraschall und Variabilitat der Entkalkungstemperatur

Ultraschallintensitat
50% 100%
Karies Karies

intakt karios intakt karios

Zeit in Zeit in Zeit in Zeit in

Stunden Stunden Stunden Stunden
11 24,00 24,00 10,00 10,00
Salpetersaure | Zahntyp | C 24,00 24,00 10,00 10,00
M3 24,00 24,00 10,00 10,00
11 57,00 57,00 48,00 48,00
17 °C | Medium | Ameisensaure | Zahntyp | C 72,00 72,00 96,00 96,00
M3 57,00 72,00 96,00 96,00
11 26,00 26,00 10,00 10,00
Decal® Zahntyp | C 52,00 52,00 24,00 24,00
M3 52,00 52,00 24,00 24,00
11 23,00 23,00 8,00 8,00
Salpetersaure | Zahntyp | C 23,00 23,00 10,00 10,00
M3 24,00 23,00 10,00 10,00
11 54,00 54,00 46,00 46,00
Temp. | 24 °C | Medium | Ameisensaure | Zahntyp | C 61,66 54,00 82,00 70,00
M3 54,00 54,00 82,00 70,00
11 24,00 24,00 8,00 8,00
Decal® Zahntyp | C 30,00 30,00 10,00 12,00
M3 30,00 30,00 10,00 12,00
11 4,50 4,50 4,00 4,00
Salpetersaure | Zahntyp | C 6,00 4,50 7,00 7,00
M3 8,66 8,66 7,00 7,00
11 12,16 12,16 36,00 36,00
35 °C | Medium | Ameisensaure | Zahntyp (C 34,66 34,66 36,00 48,00
M3 36,16 34,66 48,00 50,00
11 12,00 12,00 7,00 7,00
Decal® Zahntyp |C 20,00 20,00 12,00 12,00
M3 24,00 20,00 12,00 12,00
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Tabelle 6.3 zeigt die Klassierung der Variablen Zeit in Stunden in 5 Intervalle (< 20
Stunden, 20-40 Stunden, 40-60 Stunden, 60-80 Stunden, > 80 Stunden), diesen wurde
jeweils die ermittelte Anzahl an Proben zugeteilt.

Die Abbildungen 6.1 - 6.5 visualisieren die klassierten Zeitintervalle in Form von
Balkendiagrammen, die der Vergleichbarkeit zwischen den verschiedenen Faktoren
(Ultraschall, Medium, Temperatur, pathologischer Zustand (Karies), Zahntyp) dienen.

Tab. 6.3: Anzahl der dekalzifizierten Proben je klassiertem Zeitintervall

Zeit in Stunden (klassiert)
<20h | 20-40h | 40-60h | 60-80h | >80h
Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl

50% 10 28 12 4 0
Ultraschall

100% 32 7 7 2 6

17 °C 8 12 9 3 4
Temperatur 24 °C 12 12 7 3 2

35°C 22 11 3 0 0

Salpetersaure 24 12 0 0 0
Medium Ameisensaure 2 7 15 6 6

Decal® 16 16 4 0 0

intakt 21 18 9 2 4
Karies

karios 21 17 10 4 2

11 18 10 8 0 0

C 12 13 4 4 3
Zahntyp

M3 12 12 7 2 3

Gesamtsumme 42 35 19 6 6
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40—

Ultraschallintensitat

E50%
100%

Anzahl

<20 h 20-40h 40 -60 h 60 -80 h

>80 h
Zeit in Stunden (klassiert)

Abb. 6.1: Balkendiagramm fiir die Zeit der Dekalzifikation in Stunden (klassiert) unter
Verwendung von Ultraschall bei 50%iger (90 W) und 100%iger (180 W) Leistung

25—
Temperatur
[l17° C
20— [24°c
[[35° cC

Anzahl

<20 h 20-40 h 40 -60 h 60 -80 h

Zeit in Stunden (klassiert)

Abb. 6.2: Balkendiagramm fiir die Zeit der Dekalzifikation in Stunden (klassiert) bei
den Temperaturen 17 °C, 24 °C und 35 °C
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[ salpetersaure 7%

[CJAmeisensaure 50%
[CIDECAL

Anzahl

<20h

20-40h

Zeit in Stunden (klassiert)

Abb. 6.3: Balkendiagramm fiir die Zeit der Dekalzifikation in Stunden (klassiert) unter
Verwendung 7%iger Salpetersaure, 50%iger Ameisensaure und Decal® -Losung

25—
Karies
Hintakt
20— COkariés

15—

Anzahl

10—

20-40h

40-60 h 60 -80 h
Zeit in Stunden (klassiert)

Abb. 6.4: Balkendiagramm fir die Zeit der Dekalzifikation in Stunden (klassiert) von
intakten und karidsen Probekdrpern
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20—
Zahngruppe
=1
Cc
15— COOms3

Anzahl

20-40h

40 -60 h 60 -80 h
Zeit in Stunden (klassiert)

Abb. 6.5: Balkendiagramm fiir die Zeit der Dekalzifikation in Stunden (klassiert) von
Dentes incisivi (I1), Dentes canini (C) und Dentes sapientiae (M3)
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Die Tabelle 6.4 gibt Auskunft Uber die ermittelten Mittel- und Medianwerte, die
Standardabweichung sowie die Minimum- und Maximumwerte der abhangigen
Variablen, der Zeit in Stunden vom Einlegen der Probekorper in die jeweils verwendete
Entkalkungsflussigkeit bis zum ermittelten Endpunkt der Entkalkung. Die Tabelle
bertcksichtigt die Faktoren Ultraschall, Temperatur, Medium, den pathologischen
Zustand (Karies) und den Zahntyp.

Tabelle 6.4: Statistische Angaben

Zeit in Stunden
Mittelwert | Median | SD | Minimum | Maximum Perzzsent” Pe?g”t”

Ultraschall 50% 32,20 24,00| 18,83 4,50 72,00 23,00 52,00
100% 28,15 12,00 | 28,26 4,00 96,00 10,00 46,00
17 °C 40,19 25,00 27,95 10,00 96,00 24,00 57,00
Temperatur |24 °C 31,96 24,00| 22,80 8,00 82,00 10,00 54,00
35°C 18,37 12,00 | 14,41 4,00 50,00 7,00 34,66
Salpetersaure 13,11 10,00 7,74 4,00 24,00 7,00 23,00
Medium Ameisensaure 55,92 54,00 | 21,56 12,16 96,00 41,08 71,00
Decal® 21,50 20,00| 13,24 7,00 52,00 12,00 26,00
. intakt 30,24 24,00 | 24,34 4,00 96,00 10,00 48,00
Karies karios 30,11 24,00| 23,85 4,00 96,00 10,00 48,00
11 22,98 17,58 | 17,63 4,00 57,00 8,00 36,00
C 33,71| 24,00| 26,56 4,50 96,00 11,00 52,00

Zahntyp
M3 33,84 24,00| 25,74 7,00 96,00 11,00 52,00
Gesamtsumme 30,18 24,00 | 23,98 4,00 96,00 10,00 48,00

Die grafische Darstellung der Datenverteilung erfolgt auf der Grundlage der in Tabelle
6.4 dargestellten Werte mit Hilfe von Box-Plot-Diagrammen. Die Begrenzung einer Box
erfolgt durch das untere (25 %-Perzentil) und obere (75 %-Perzentil) Quartil, wobei der
Interquartilsabstand dem Wertebereich entspricht, in dem sich die mittleren 50 % der
Daten befinden. Der Medianwert wird durch die horizontale Linie innerhalb der Box
gekennzeichnet und trennt die Verteilung in zwei gleich gro3e Halften. Die Darstellung
des Minimum- und Maximumwertes erfolgt durch die Whisker der Box (unterer und
oberer Fuhler), die Werte beschreiben den jeweils kleinsten bzw. grof3ten Wert des
Datensatzes. Bei den sich unterhalb oder oberhalb dieser Grenze befindenden Punkte

handelt es sich um Ausreil3er.
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6.1.1 Einfluss von Ultraschall auf die Dauer der Dekalzifikation von Zahnhartgewebe
Zur Auswertung des Einflusses der Ultraschallleistung auf die Dauer der Dekalzifikation
in Stunden wurden die Probekorper der Studiengruppen, die mit 50%iger
Ultraschallleistung (90 W) entkalkt wurden mit den Studiengruppen verglichen, bei derer
Entkalkung eine 100%ige Ultraschallintensitat (180 W) zum Einsatz kam.
Voraussetzung fur die Variabilitat der Ultraschallleistung war die Verwendung eines
Ultraschallgerates (SONOCOOL).

Die Dekalzifikation mit 50%iger Ultraschallleistung (90 W) zeigte einen Medianwert von
24 Stunden. Der Minimalwert betrug 4,5 Stunden, der Maximalwert lag bei 72 Stunden.
Die Zahne, die mit 100%iger Ultraschallleistung (180 W) entkalkt wurden, erreichten
einen Medianwert von 12 Stunden, der damit geringer ausfiel. Das Minimum lag bei 4
Stunden, das Maximum erreichte einen Wert von 96 Stunden. Eine grof3ere Streuung

der Werte konnte verzeichnet werden (Abb. 6.6).

100

Zeit in Stunden

20

1

T T
50% 100%
Ultraschallintensitat

Abb. 6.6: Boxplots fur die Zeit der Dekalzifikation in Stunden mit 50%iger (90 W) und
100%iger (180 W) Ultraschallleistung
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Zur Uberpriifung der Unterschiede zwischen den zwei Gruppen (50%ige
Ultraschallleistung, 100%ige Ultraschallleistung) wurde der Mann-Whitney-U Test
eingesetzt. Die paarweise Auswertung mittels des Tests hinsichtlich der Variablen Zeit
in Stunden ergab signifikante Unterschiede (p = 0,014). Tabellarisch sind die ermittelten

statistischen Werte in Tabelle 6.5 dargestellt.

Tab. 6.5: Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests (Ultraschall)

Rénge

Ultraschallintensitit N Mittlerer Rang | Summe der Rénge

50% 54 61,85 3340,00
Zeit in Stunden 100% 54 47,15 2546,00
Gesamtsumme 108

Teststatistiken

Zeit in Stunden

Mann-Whitney-U-Test 1061,000
Wilcoxon-W 2546,000
U -2,446

Asymp. Sig. (2-seitig) ,014
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6.1.2 Einfluss der Entkalkungstemperatur auf die Dauer der Dekalzifikation von
Zahnhartgewebe

Der Vergleich der Dauer der Dekalzifikation (Zeit in Stunden) bei verschiedenen

Temperaturen (17 °C, 24 °C und 35 °C) ist der Abbildung 6.7 zu entnehmen. Die

Temperatur konnte am Ultraschallgerat (SONOCOOL) variabel eingestellt werden.

Den hochsten Medianwert erreichte mit 25 Stunden die Gruppe der Proben, die bei

17 °C entkalkt wurden, gefolgt von den Zahnen der Dekalzifikation bei einer Temperatur

von 24 °C mit einem Medianwert von 24 Stunden. Den geringsten Medianwert wiesen

die Probekorper der Entkalkung bei 35 °C auf, dieser lag bei 12 Stunden.

Mit einem Minimum von 4 Stunden wiesen die Zahne der Entkalkung bei einer

Temperatur von 35 °C den geringsten Minimalwert auf. Den hochsten Maximalwert

konnten mit 96 Stunden die Proben der Dekalzifikation bei 17 °C verzeichnen.

Mit steigender Temperatur sank die Streuung der Werte. Die Standardabweichung der

Proben der Dekalzifikation bei 17 °C betrug 27,95 Stunden, die der bei 35 °C entkalkten

Zahne lag hingegen bei 14,41 Stunden.

100

60—

T
+ 1

I T I
17° C 24°C 35°C
Temperatur

Zeit in Stunden

.

Abb. 6.7: Boxplots fur die Zeit in Stunden der Dekalzifikation bei 17 °C, 24 °C und 35 °C
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Die Unterschiede zwischen den drei Gruppen (17 °C, 24 °C, 35 °C) wurden mit Hilfe
des Kruskal-Wallis-H-Tests untersucht und sind in Tabelle 6.6 dargestellt. Das Ergebnis
war statistisch signifikant, so dass anschliel3iend Post-hoc Tests in Form von multiplen
paarweisen Vergleichen durchgefihrt wurden. Die Unterschiede zwischen den
entkalkten Probekorpern entsprechen der ermittelten korrigierten Signifikanz (Korr. Sig.)
und waren bei einer Temperatur von 35 °C und 17 °C (p = 0,000) statistisch hoch
signifikant. Signifikante Unterschiede ergaben sich zwischen 35 °C und 24 °C (p =
0,021). Die paarweise Auswertung zwischen den Zahnen der Entkalkung bei 24 °C und
17 °C zeigte keinen signifikanten Unterschied (p = 0,562).

Tab. 6.6: Ergebnisse des Kruskal-Wallis-H-Tests (Temperatur)

Range
Temperatur N | Mittlerer Rang
17°c 36 67,58
e 36 57,88
Zeit in Stunden
35°C 36 38,04
Gesamtsumme 108

Teststatistiken

Zeit in Stunden

Chi-Quadrat 16,732
df 2
Asymp. Sig. ,000

Paarweise Vergleiche von Temperatur

Sample 1-Sample 2 Teststatistik | Standardfehler | Standardteststatistik | Sig. | Korr. Sig.

35°C-24 °C 19,833 7,362 2,694 | ,007 ,021
35°C-17 °C 29,542 7,362 4,013| ,000 ,000
24 °C-17 °C 9,708 7,362 1,319| ,187 ,562
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6.1.3 Einfluss des Entkalkungsmediums auf die Dauer der Dekalzifikation von
Zahnhartgewebe

Um den Einfluss des Entkalkungsmediums auf die Dauer der Entkalkung in Stunden zu

untersuchen, erfolgte der in Abbildung 6.8 dargestellte Vergleich der Probekorper, die in

7%iger Salpetersaure (Medium 1), 50%iger Ameisensdure (Medium 1) und Decal®-

Losung (Medium Il1) entkalkt wurden.

Die Dekalzifikation mit 7%iger Salpetersaure wies den geringsten Medianwert von 10

Stunden auf, gefolgt von der Entkalkung mit Decal®-Lésung mit einem Median von 20

Stunden. Die mit 50%iger Ameisensaure entkalkten Proben erreichten einen

Medianwert von 54 Stunden.

Der geringste Minimalwert betrug 4 Stunden (7%ige Salpetersaure), der hochste

Maximalwert lag bei 96 Stunden (50%ige Ameisensaure).

Die Abbildung 6.8 zeigt deutlich, dass die Dekalzifikation mit 50%iger Ameisensaure

eine hohe Streuung aufweist (Standardabweichung 21,56), wahrend die Streuung der

Probekorper, die mit 7%iger Salpetersaure entkalkt wurden, mit einer

Standardabweichung von 7,74 gering ausfallt.
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Abb. 6.8: Boxplots fur die Zeit der Dekalzifikation in Stunden mit 7%iger Salpetersaure
(Medium 1), 50%iger Ameisensaure (Medium I1) und Decal®-Lésung (Medium Il1)
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Da die Unterschiede zwischen den drei untersuchten Medien nach Anwendung des
Kruskal-Wallis-H-Tests signifikant waren, wurden des Weiteren multiple paarweise
Vergleiche durchgefuhrt, die der Tabelle 6.7 zu entnehmen sind. Die Unterschiede
zwischen den Entkalkungsmedien 7%ige Salpetersdure und Decal®-Lésung waren
entsprechend der korrigierten Signifikanz (Korr. Sig.) signifikant (p = 0,023). Im
Vergleich zur 50%igen Ameisensaure zeigten beide Medien hoch signifikante
Unterschiede (p = 0,000).

Tab. 6.7: Ergebnisse des Kruskal-Wallis-H-Tests (Medium)

Rénge
Medium N Mittlerer Rang
Salpetersaure 7% 36 28,35
Ameisensaure 50% 36 87,17
Zeit in Stunden 5
Decal 36 47,99
Gesamtsumme 108

Teststatistiken

Zeit in Stunden

Chi-Quadrat 66,179
df 2
Asymp. Sig. ,000

Paarweise Vergleiche von Medium

Sample 1-Sample 2 Teststatistik | Standardfehler | Standardteststatistik | Sig. | Korr. Sig.

Salpetersaure 7%- Decal® -19,639 7,362 -2,668| ,008 ,023

Salpetersaure 7%-Ameisensaure 50% -58,819 7,362 -7,989| ,000 ,000

Decal®-Ameisensaure 50% 39,181 7,362 5,322 | ,000 ,000
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6.1.4 Einfluss von Karies auf die Dauer der Dekalzifikation von Zahnhartgewebe

Um den Einfluss des pathologischen Zustandes (Karies) eines Zahnes auf die Dauer
der Dekalzifikation zu untersuchen, wurden die intakten, kariesfreien Probekorper mit
den karidsen verglichen. Als gemeinsames Merkmal wiesen alle karidsen Proben einen
Defekt des Grades C4 und somit einen Zahnhartsubstanzverlust von Schmelz- und
Dentinarealen bis in die innere Dentinhalfte auf. Die Ergebnisse sind grafisch in
Abbildung 6.9 dargestellt.

Beide Gruppen wiesen einen Medianwert von 24 Stunden auf. Die Ergebnisse wichen
auch in Bezug auf den Minimalwert von 4 Stunden und den Maximalwert von 96
Stunden nicht voneinander ab.

Mit Angaben von 24,34 Stunden (intakt) und 23,85 (karids) kann auch die

Standardabweichung als vergleichbar bezeichnet werden.
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Abb. 6.9: Boxplots fur die Zeit der Dekalzifikation in Stunden intakter und karioser
Zahne
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Der Mann-Whitney-U-Test wurde zur paarweise Auswertung hinsichtlich der Variablen
Zeit in Stunden eingesetzt und ergab keine signifikanten Unterschiede (p = 0,978)
zwischen intakten und kariosen Zahnen. Die ermittelten Ergebnisse sind in der Tabelle
6.8 dargestellt.

Tab. 6.8: Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests (Karies)

Réange
pathologischer Zustand (Karies) N | Mittlerer Rang | Summe der Range
intakt 54 54,58 2947,50
Zeit in Stunden | karids 54 54,42 2938,50
Gesamtsumme 108

Teststatistiken

Zeit in Stunden

Mann-Whitney-U-Test 1453,500
Wilcoxon-W 2938,500
U -,028

Asymp. Sig. (2-seitig) ,978
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6.1.5 Einfluss des Zahntyps auf die Dauer der Dekalzifikation von Zahnhartgewebe
AbschlieBRend wurde der Einfluss verschiedener Zahntypen auf die Dauer der
Entkalkung untersucht. Es erfolgte der Vergleich zwischen drei unterschiedlichen
Zahntypen (Dentes incisivi medialis, Dentes canini, Dentes sapientiae), der grafisch in
Abbildung 6.10 dargestellt ist.

Wahrend die Schneidezahne (Dentes incisivi medialis) mit 17,58 Stunden den
niedrigsten Medianwert aufwiesen, lag dieser bei den Eckzahnen (Dentes canini) und
dritten Molaren (Dentes sapientiae) bei jeweils 24 Stunden.

Den niedrigsten Minimalwert von 4 Stunden und den niedrigsten Maximalwert von 57
Stunden wiesen die Schneidezahne auf. Die Eckzahne verzeichneten einen
Minimalwert von 4,5 Stunden und einen Maximalwert von 96 Stunden. Bezuglich der
dritten Molaren lag das Minimum bei 7 Stunden, das Maximum ebenfalls bei 96

Stunden. Folglich verzeichnete die Gruppe der Eckzahne die hochste Streuung.
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Abb. 6.10: Boxplots fur die Zeit der Dekalzifikation in Stunden von Dentes incisivi
medialis (I1), Dentes canini (C), Dentes sapientiae (M3)
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Die Unterschiede zwischen den drei Gruppen wurden mit dem Kruskal-Wallis-H-Test
untersucht (Tab. 6.9). Das Ergebnis war nicht statistisch signifikant (p = 0,115), so dass

anschliel3end keine paarweisen Vergleiche durchgefuhrt wurden.

Tab 6.9: Ergebnisse des Kruskal-Wallis-H-Tests (Zahntyp)

Range
Zahntyp N Mittlerer Rang
I 36 45,69
c 36 58,21
Zeit in Stunden
M3 36 59,60
Gesamtsumme 108

Teststatistiken

Zeit in Stunden

Chi-Quadrat 4,327

df 2

Asymp. Sig. ,115
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6.2

Qualitative Auswertung

Nach der Dekalzifikation und Teilung des Zahnes erfolgte im histologischen

Standardverfahren die Einbettung der Proben in Paraffin und die Anfertigung von

Schnittpraparaten mit Hilfe eines Mikrotoms. Die Praparate wurden nach Hamatoxylin-

Eosin-Farbung einer lichtmikroskopischen, optischen Analyse unterzogen.

Schneidbarkeit der Probekorper

Alle 108 Probekdrper der ultraschallunterstitzten Dekalzifikation mit Hilfe des
Ultraschallgerates SONOCOOL waren schneidbar; die Schneidbarkeit war sehr
gut.

12 der insgesamt 18 konventionell entkalkten Probekorper waren schneidbar; die
Schneidbarkeit war gut.

6 Probekorper, die konventionell mit 50%iger Ameisensaure entkalkt wurden,
konnten aufgrund eines gelartigen Zustandes nicht geschnitten und histologisch
aufbereitet werden.

Insgesamt waren 120 Probekorper schneidbar.

Anfarbbarkeit mit Hamatoxylin-Eosin

Die Anfarbbarkeit mit Hamatoxylin-Eosin war bei allen 120 angefertigten
Schnittpraparaten gegeben.
Die Farbung der 120 Schnitte war einheitlich; es konnten keine Unterschiede

zwischen den gefarbten Praparaten verzeichnet werden.

Mikroskopische Darstellbarkeit der Zahnhartgewebe

Dentin- und Zementstrukturen des Zahnhartgewebes konnten bei allen 120
gefarbten Schnittpraparaten lichtmikroskopisch nachgewiesen werden.
Zahnschmelz liefl3 sich nicht darstellen.

Pulpagewebe war nicht nachweisbar.

Die Abbildungen 6.11 - 6.14 zeigen exemplarisch die nach der Dekalzifikation mit je

50%iger und 100%iger Ultraschallintensitat angefertigten Schnittpraparate bei 10-facher

und 20-facher Vergrofierung nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung.
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Abb. 6.11: Histopathologisches Schnittpraparat eines kariésen Dens caninus (C) nach
Entkalkung mit 50%iger Ultraschallleistung bei 35 °C unter Verwendung von Medium Il
(50%ige Ameisensaure), HE-Farbung, 10-fache Vergroélerung

Abb. 6.12: Histopathologisches Schnittpraparat eines kariésen Dens caninus (C) nach
Entkalkung mit 50%iger Ultraschallleistung bei 35 °C unter Verwendung von Medium Il
(50%ige Ameisensaure), HE-Farbung, 20-fache Vergroélerung
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i

Abb. 6.13: Histopathologisches Schnittpraparat eines kariésen Dens incisivus (I) nach
Entkalkung mit 100%iger Ultraschallleistung bei 17 °C unter Verwendung von Medium Il
(50%ige Ameisensaure), HE-Farbung, 10-fache Vergroélerung

Abb. 6.14: Histopathologisches Schnittpraparat eines kariésen Dens incisivus (I) nach
Entkalkung mit 100%iger Ultraschallleistung bei 17 °C unter Verwendung von Medium Il
(50%ige Ameisensaure), HE-Farbung, 20-fache Vergrélerung
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6.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Quantitativ zeigten sich bezogen auf die Dauer der Dekalzifikation in Stunden
hinsichtlich des Vergleichs zwischen 50%iger (90 W) und 100%iger (180 W)
Ultraschallleistung statistisch signifikante Unterschiede.

Der Vergleich der verschiedenen Entkalkungstemperaturen (17 °C, 24 °C, 35 °C) in
Bezug auf die Entkalkungsdauer resultierte ebenso wie der Vergleich zwischen den
verwendeten Entkalkungsmedien (7%ige Salpetersaure, 50%ige Ameisensaure,
Decal®—Lbsung) in signifikanten Unterschieden.

Hinsichtlich des Vergleichs des pathologischen Zustandes der Probekorper (intakt,
karids) und der untersuchten Zahntypen (Dentes incisivi medialis, Dentes canini,
Dentes sapientiae) ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede bezogen
auf die Dauer der Dekalzifikation.

Die qualitative Begutachtung beinhaltete die Schneidbarkeit der Probekdrper nach dem
ermittelten Endpunkt der Dekalzifikation, die Anfarbbarkeit mit Hdmatoxylin-Eosin und
die Darstellbarkeit der Gewebestrukturen des Zahnes.

Alle 108 Probekdrper der ultraschallunterstutzten Dekalzifikation und 12 der insgesamt
18 konventionell entkalkten Probekorper waren schneidbar, so dass insgesamt 120
Schnittpraparate hergestellt werden konnten. 6 Probekdrper, die konventionell mit
50%iger Ameisensaure entkalkt wurden, konnten aufgrund eines gelartigen Zustandes
nicht geschnitten und histologisch aufbereitet werden.

Eine einheitliche Anfarbbarkeit mit Hamatoxylin-Eosin war bei allen 120 angefertigten
Schnittpraparaten gegeben.

Lichtmikroskopisch liel3en sich Dentin- und Zementstrukturen des Zahnhartgewebes bei
allen 120 gefarbten Schnittpraparaten nachweisen, wahrend der Zahnschmelz und das
Pulpagewebe keine Darstellung fanden.
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7 Diskussion

7.1 Diskussion von Material und Methode

7.1.1 Zahnproben

Fir die Versuche wurden 126 menschliche extrahierte Zahne der zweiten Dentition
verwendet. Die Verwendung menschlicher Zahne verfolgte das Ziel, die Situation im
histologischen und histopathologischen Routinebetrieb, der die lichtmikroskopische
Untersuchung von menschlichem Zahnhartgewebe fokussiert, nachzuahmen.

Alternativ bietet sich die Verwendung von tierischen Zahnen an. Birkedal-Hansen fuhrte
Untersuchungen zur Entkalkung von Zahnhartsubstanz anhand von Probekdorpern
durch, die zuvor aus Elfenbein eines Elefanten gewonnen wurden (Birkedal-Hansen
1974). Vongsavan et al. untersuchten die Entkalkung von Ratten- und Katzenzahnen
(Vongsavan et al. 1990). Rattenzahne waren ebenfalls Untersuchungsgegenstand in
den Versuchen zur Dekalzifikation von Smith und Warshawsky und Moore (Smith 1990,
Warshawsky und Moore 1967). Des Weiteren weisen bovine Zahne im Vergleich zu
menschlichen Zahnen morphologische Ahnlichkeiten auf (Camargo et al. 2008). Jedoch
stellen tierische Zahne im Allgemeinen keinen Vorteil gegentuber menschlichen Zahnen
in Bezug auf die strukturellen Eigenschaften des Zahnhartgewebes dar und sind zudem
kein Untersuchungsgegenstand in der humanen Histopathologie, so dass aus einer
Untersuchung keine verlasslich Ubertragbaren Angaben zur Dauer der routinemafldigen
Entkalkung menschlicher Zahne resultieren konnten. Vergleichbare Studien mit
ahnlichem Versuchsaufbau wurden mit menschlichen Zahnen der zweiten Dentition
durchgefuhrt (Zappa et al. 2005, Mattuella at al. 2007, Singh und Sircar 2010, Afreen
Nadaf et al. 2011, Sanjai et al. 2012).

Die 126 Probekorper setzten sich aus Zahnen anatomisch unterschiedlicher
Beschaffenheit zusammen, dabei handelte es sich um untere, mittlere Schneidezahne
(Dentes incisivi der Mandibula), obere Eckzahne (Dentes canini der Maxilla) und untere
und obere Weisheitszahne (Dentes sapientiae der Mandibula und Maxilla).
Ausschlaggebend fur die Untersuchung unterschiedlicher Zahntypen war ihre differente
anatomische Form, Lange und Breite, so dass sich aus der durchgefuhrten Studie
Ubertragbare Zeitangaben auf Zahne unterschiedlicher Anatomie ergeben konnten, die
auch im histologischen Routinebetrieb entkalkt werden.

Der mittlere untere Schneidezahn (Dens incisivus medialis inferior) besitzt eine Wurzel

und stellt mit einer durchschnittlichen Zahnlange von 21,5 mm und seiner in mesio-
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distaler Richtung stark abgeplatteten Form den kleinsten Zahntyp dar; sein mesio-
distaler Kronendurchmesser betragt 5,4 mm, die vestibulo-orale Breite misst im
Durchschnitt 6 mm. Der obere Eckzahn (Dens caninus superior) weist eine Wurzel und
eine durchschnittliche Zahnlange von 28 mm auf, er ist folglich der langste Zahn aller
menschlichen Zahne zweiter Dentition und Dbesitzt einen mesio-distalen
Kronendurchmesser von 7,6 mm, vestibulo-oral betragt dieser 8,1 mm. Zur
Reprasentation mehrwurzliger Zahne erfolgte zudem die Untersuchung von dritten
Molaren (Dens sapientiae superiores et inferiores). Die Weisheitszahne des Ober- und
Unterkiefers weisen die Grundformen der entsprechenden Molaren auf, die Angaben zu
ihrer Lange und Breite sind jedoch variabel (Lehmann et al. 2012).

Die ausgewahlten Zahntypen stellen mit ihrer differenten Beschaffenheit die Variabilitat
der humanen Zahne zweiter Dentition dar; es galt die Auswirkung dessen auf die Dauer
ihrer Entkalkung zu untersuchen. Die Dekalzifikation mehrerer Zahntypen wurde
ebenfalls von Zappa et al. berlcksichtigt, die eine Gesamtzahl von 288 Zahnen
untersuchten, die sich aus Inzisiven, Caninen, Pramolaren und Molaren
zusammensetzte (Zappa et al. 2005). Prakash et al. nahmen in ihrer Studie eine
Unterteilung in 3 Zahngruppen vor und untersuchten Frontzahne, Pramolaren und
Molaren (Prakash et al. 2014). Singh und Sircar fuhrten in ihrer Studie eine
Dekalzifikation mit einer Zahngruppe, bestehend aus zwei Zahntypen, durch; sie
untersuchten 40 erste und zweite Pramolaren (Singh und Sircar 2010). Afreen Nadaf et
al. beurteilten den Entkalkungsprozess anhand von 30 Molaren und fokussierten somit
ebenfalls eine Zahngruppe (Afreen Nadaf et al. 2011). Keklikoglu et al. entfernten die
Kronen einwurzeliger Zahne, so dass lediglich die Wurzeln der Probekorper
dekalzifiziert und untersucht wurden (Keklikoglu et al. 2013).

Des Weiteren waren sowohl intakte, kariesfreie als auch kariose Zahne Gegenstand der
Untersuchung. Die Histopathologie analysiert routinemaflig den mikroskopischen
Aspekt krankhafter Veranderungen. Orale pathologische Veranderungen sind oftmals
dentogenen Ursprungs, die Karies wiederum ist die haufigste Erkrankung der
Zahnhartsubstanzen (Hellwig et al. 2013). Ziel der vorliegenden Studie war es daher,
auch die Dekalzifikation erkrankter, karioser Zahnhartsubstanz und die Unterschiede im
Vergleich zu gesunder Substanz zu untersuchen; folglich wurden intakte und karidse
Probekorper zu den Versuchen zugelassen. Wahrend Afreen Nadaf et al. und Singh
und Sircar die Dekalzifikation gesunder, kariesfreier Zahne untersuchten, evaluierten
Zappa et al. den Vergleich zwischen gesunder und karioser Zahnhartsubstanz (Afreen
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Nadaf et al. 2011, Singh und Sircar 2010, Zappa et al. 2005). Mattuella et al.
untersuchten ausschlieRlich Zahne mit karidsen Lasionen, Kriterium ihrer Selektierung
war eine Ausdehnung der Karies bis in das Dentin ohne Erreichen der Pulpa; wie in der
vorliegenden Studie kam zur Diagnostik des Kariesfortschritts ein rontgenologischer
Nachweis zur Anwendung (Mattuella et al. 2007).

Das Alter der extrahierten Zahne war nicht bekannt. Das Gewebe des menschlichen
Zahnes unterliegt lebenslang fortschreitenden Veranderungen, wie der Bildung von
Sekundar- und Tertiardentin. Typisches Merkmal fur den gealterten Zahn ist die
Sklerose des Dentins (Klimm et al. 2003). Durch das unbekannte Alter wiesen die
extrahierten Zahne folglich einen unterschiedlich gro3en Anteil an Hartgewebe auf, so
dass es trotz sorgfaltiger Selektierung in der vorliegenden Studie zu Unterschieden
zwischen den Probekorpern kam. Um diesen Einfluss auf die Auswertung der
Ergebnisse zu eliminieren, verwendeten Prakash et al. Zahne von Patienten
unterschiedlichen Alters und legten drei Altersgruppen fest (Prakash et al. 2014).

Die Entfernung von Zahnstein, Konkrement und Ablagerungen reduzierte den Einfluss
ergebnisverfalschender Gewebe auf die Dauer der Dekalzifikation der Zahnhartgewebe.

7.1.2 Gruppeneinteilung

in der vorliegenden Studie wurde die Anzahl der untersuchten Probekorper fur eine
Studiengruppe auf 6 festgelegt. Insgesamt wurden 21 Studiengruppen gebildet, woraus
eine Gesamtprobenzahl von 126 resultierte. Jede Studiengruppe setzte sich aus 2
Zahnen unterschiedlicher Zahntypen (Dentes incisivi medialis der Mandibula, Dentes
canini der Maxilla, Dentes sapientiae der Mandibula und Maxilla) zusammen, je einer
intakten und einer kariosen Probe. Durch die vorgenommene Gruppeneinteilung konnte
der Einfluss von Ultraschall, Entkalkungsflissigkeit, Temperatur, Karies und Zahntyp
untersucht werden.

Afreen Nadaf et al. legten in ihrer Studie eine Anzahl von 10 Zahnen gleicher
Beschaffenheit pro Gruppe und eine Gesamtgruppenanzahl von 3 fest (Afreen Nadaf et
al. 2011). Singh und Sircar untersuchten insgesamt 40 Proben, die sie auf 4 Gruppen
mit einer Anzahl von je 10 Zahnen verteilten (Singh und Sircar 2010). Beide Studien
zeigen keine Variabilitat in Bezug auf die Zusammensetzung einer Gruppe. Zappa et al.
nahmen hingegen eine vergleichbare Gruppenzusammensetzung vor, bestehend aus
jeweils 8 Zahnen unterschiedlicher Zahntypen in intaktem und kariosem Zustand
(Zappa et al. 2005).
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7.1.3 Probenlagerung

Vor Beginn der Untersuchungen lagerten die Zahne fur einen Zeitraum von maximal
einem Jahr in einer 20%igen Isopropanollosung.

Die Wasser-Alkoholldsung besitzt eine antiseptische Eigenschaft und wirkt
desinfizierend, das Wachstum von Keimen wird eingeschrankt (Frey und Althaus 2010).
Von einer Lagerung in physiologischer Kochsalzlosung oder destilliertem Wasser wurde
abgesehen, da diese nicht Uber ein keimreduzierendes Wirkspektrum verfugen.

Eine wichtige Anforderung an das Lagerungsmedium bestand darin, keinen
dekalzifizierenden Einfluss auf die Proben zu haben, der zu einer Beeinflussung der
ermittelten Dauer der Entkalkung fuhrte. Die Zahne sollten durch das
Lagerungsmedium nicht in ihrer Struktur verandert werden. Baumeister konnte keinen
signifikanten Unterschied zwischen in Alkohol gelagerten Zahnen und einer
Kontrollgruppe in Bezug auf einen Mineralverlust feststellen (Baumeister 2011).

7.1.4 Entkalkungsmedien

Zur Dekalzifikation von Zahnhartgewebe stehen verschiedene Flussigkeiten zur
Verfugung, die auch bei der Entkalkung von Knochenmaterial Anwendung finden,
wodurch ein Vergleich zwischen Untersuchungen von Zahn und Knochen moglich wird
(Gabe 1976). In der vorliegenden Studie wurde die Entkalkung der selektierten
Probekorper unter Verwendung von drei Entkalkungsmedien durchgefuhrt: 7%ige
Salpetersaure (Medium 1), 50%ige Ameisensdure (Medium Il) und Decal®-Lésung
(Decal Chemical Corporation, Tallman, NY, USA; Medium III).

Die Dekalzifikation von Zahnhartgewebe durch Saure gilt als Standardverfahren
(Sheehan und Hrapchak 1980) und wurde durch die Verwendung von Salpetersaure
und Ameisensaure untersucht. Salpetersaure gilt als starke anorganische,
Ameisensaure als starke organische Saure; beide gelten in der Literatur als
gebrauchliche Sauren zur Entkalkung von Zahnhartgewebe (Lang 2006). Die
Entkalkung durch Sauren ist Gegenstand verschiedener vergleichbarer Studien: Singh
und Sircar untersuchten den Vergleich zwischen der Dekalzifikation mit 10%iger
Salpetersaure und 10%iger Ameisensaure (Singh und Sircar 2010). Sangeetha et al.
verwendeten 5%ige Salpetersaure und 5%ige Ameisensaure in ihren Untersuchungen
(Sangeetha et al. 2013). Joshi et al. legten den Fokus in ihrer Studie auf die Entkalkung
mit Salpetersaure in unterschiedlichen Konzentrationen (Joshi et al. 2014), wahrend
Keklikoglu et al. und Hatta et al. die Dekalzifikation mit Ameisensaure evaluierten
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(Keklikoglu et al. 2013, Hatta et al. 2014). Bereits fruihe Untersuchungen zur Entkalkung
von Zahnen beinhalten die Verwendung von starken Sauren (Menzel 1975, Nossek
1965). Sie stellen einen festen Bestandteil im histologischen Routinebetrieb dar und
fanden folglich Beachtung in der vorliegenden Studie.

Die Entkalkung mit Chelatbildnern (EDTA) stellt im Vergleich zur Entkalkung mit Sauren
ein schonenderes Entkalkungsverfahren dar (Mjor 1973). Die Entkalkungsdauer ist
jedoch gegenuber der Dekalzifikation mit Sauren erhoht: Verschiedene Studien
kommen zu dem Ergebnis, dass die Dekalzifikation mit EDTA im Vergleich zu Sauren
die langsamste darstellt, sich hinsichtlich der Qualitdt der Gewebeproben jedoch die
besten Ergebnisse ergeben (Singh und Sircar 2010, Sanjai et al. 2012, Sangeetha et al.
2013).

Die unter dem Handelsnamen Decal® erhéltliche Entkalkungslosung besteht aus EDTA,
Salzsaure (HCIl) wund entionisiertem Wasser. Die Losung kombiniert die
dekalzifizierenden Eigenschaften von Sauren und Chelatbildnern. In der vorliegenden
Studie fand sie Verwendung, um den Einfluss der Kombination der Substanzen auf die
Dauer der Entkalkung unter Begutachtung des Zustandes der Gewebe zu untersuchen,
wahrend vergleichbare Untersuchungen entweder den Einfluss von Sauren oder

Chelatbildner evaluierten.

7.1.5 Konventionelle Dekalzifikation

Das konventionelle Vorgehen ist fester Bestandteil histologischer und
histopathologischer Untersuchungen von Zahnhartgewebe und beinhaltet das Einlegen
der Proben in Behalter, die mit den verwendeten Entkalkungsflussigkeiten gefullt
werden. So finden sich in der Literatur bereits fruhe Angaben zu diesem Verfahren
(Pallaske und Schmidel 1959, Berg 1972).

In der vorliegenden Untersuchung wurden Glasbehalter in einem Mengenverhaltnis von
1:20 (Zahn zu Flussigkeit) entsprechend einer Angabe von Lang mit den drei
Entkalkungsflussigkeiten geflllt (Lang 2006). Die konventionelle Entkalkung erfolgte bei
Raumtemperatur. Zahlreiche Studien, die die Dekalzifkation von Zahnhartgewebe
untersuchen, fuhren die Versuche konventionell bei Raumtemperatur durch (Zappa et
al. 2005, Afreen Nadaf et al. 2011, Sanjai et al. 2012, Keklikoglu et al 2013, Joshi et al.
2014). Da die vorliegende Studie den Einfluss von Ultraschall und Temperatur auf den
Dekalzifikationsprozess fokussiert, kdnnen die konventionell entkalkten Probekorper als

Kontrollgruppe zusammengefasst werden.
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7.1.6 Dekalzifikation unter Verwendung von Ultraschall und Variabilitat der Temperatur
Um die Faktoren Ultraschallintensitat und Temperatur in die Untersuchungen
einbeziehen zu konnen, wurde fur die vorliegende Studie das Ultraschallgerat
SONOCOOL (Bandelin electronic GmbH&Co. KG, Berlin, Deutschland) verwendet; es
handelt sich dabei um ein medizintechnisches Produkt, das in der Pathologie und
Analyselaboren seinen Einsatz findet. Laut Herstellerangaben ist eine deutlich
schnellere Entkalkung von Hartgewebeproben gegenuber herkommlichen Verfahren
moglich (Bandelin et al. 2006).

Das Gerat wurde mit einer Ultraschalleistung von 180 W und einer Ultraschallfrequenz
von 35 kHz betrieben und hatte die Aufgabe, Kavitationseffekte zu erzeugen, die zur
Auslésung von turbulenten Stromungen fuhren, folglich die Durchmischung von
Reagens fordern und die Relativbewegung von Teilchen in Flussigkeiten beschleunigen
(Bandelin et al. 2006). Des Weiteren erlautert Lang, dass durch die Technik des
Ultraschalls kristalline Strukturen des anorganischen Anteils zielgerichtet zertrimmert
werden, wodurch eine rasche und zellschonende Entkalkung mit geeigneten Losungen
durchgefuhrt werden soll (Lang 2006). Burck gibt an, dass der Entkalkungsprozess
durch Beschallung bei besseren Ergebnissen der Strukturerhaltung beschleunigt
werden kann (Burck 1988).

Es galt folglich, den Einfluss von Ultraschall unterschiedlicher Leistung (90 W, 180 W)
auf den Dekalzifikationsprozess zu untersuchen. Hatta et al. untersuchten in ihrer
Studie den Einfluss von Ultraschall auf die Dekalzifkation von Rinderknochen (Rippen)
und verwendeten ein Ultraschall-Reinigungsgerat, das mit 40 kHz betrieben wurde
(Hatta et al. 2014). In der Literatur existieren keine vergleichenden Untersuchungen
zum Einfluss unterschiedlicher Ultraschallleistungen auf die Entkalkung von Zahnen.
Neben der Verwendung von Ultraschall gilt die Erhdhung der Temperatur des das
Zahnhartgewebe umgebenden Mediums als in der Literatur beschriebene MalRnahmen,
die Entkalkung zu beschleunigen (Lang 2006). Nossek zeigte in einer Studie, dass die
Warmewirkung einen wesentlichen Faktor fur die schnellere Entkalkung von
Hartgeweben darstellt und empfiehlt die Entkalkung bei 37 °C (Nossek 1965). Singh
und Sircar verglichen in ihrer In-Vitro-Untersuchung die Entkalkung bei
Raumtemperatur mit der Dekalzifikation in einem Mikrowellenofen bei 38-40 °C und
erlangten mit einer durchschnittlichen Zeit von 2 Tagen die kurzeste Entkalkungsdauer
ohne eine Gewebeschadigung zu verzeichnen (Singh und Sircar 2010). Auch
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Sangeetha et al. fuhrten die Entkalkung von Hartgewebe mit Hilfe eines
Mikrowellengerates bei einer Temperatur von 41-43 °C durch (Sangeetha et al. 2013).
Der zu variierende Temperaturbereich des Ultraschallbades des Ultraschallgerates
SONOCOOL betrug 15-35 °C. In der vorliegenden Studie wurde die Dekalizifikation bei
drei verschiedenen Temperaturen (17 °C, 24 °C und 35 °C) durchgefuhrt. Damit wurden
die empfohlenen Temperaturangaben in der Literatur bericksichtigt, zudem sollte
untersucht werden, ob bereits niedrigere Temperaturen die Dauer der Entkalkung
beeinflussen.

Die Einsatzgefalle des Ultraschallgerats bestanden aus Glas und wurden mit 100 ml
der entsprechenden Entkalkungsflussigkeit gefullt. Dies gewahrleistete die
Vergleichbarkeit mit der konventionell entkalkten Kontrollgruppe, deren Entkalkung im
vergleichbaren Verhaltnis von Zahn zu Flussigkeit durchgefuhrt wurde, und fand in
Anlehnung an Untersuchungen statt, in denen die Probekorper ebenfalls in 100 ml
Flussigkeit eingelegt wurden (Zappa et al. 2005, Singh und Sircar 2010, Afreen Nadaf
et al. 2011, Sangeetha at al. 2013, Joshi et al. 2014).

7.1.7 Bestimmung des Endpunktes der Dekalzifikation

Die Ermittlung des Endpunktes der Dekalzifikation war in der vorliegenden Studie von
wesentlicher Bedeutung, um exakte und vergleichbare Werte in Bezug auf die Dauer
der Entkalkung zu erhalten. Zudem kann nur nach ausreichender Entkalkung zur
anschlieenden Verarbeitung der Zahnhartgewebe mit dem Mikrotom Ubergegangen
werden; gleichzeitig galt es zu vermeiden, dass die Gewebestrukturen durch eine
ubermallige Dekalzifikation geschadigt werden. Die Ubermafige Einwirkung der
Entkalkungsmedien fuhrt zu unzureichenden Ergebnissen (Mawhinney et al. 1984).

Zur Bestimmung des exakten Endpunktes der Dekalzifikation werden in der Literatur
das chemische, das rontgenologische und das physikalische Prufungsverfahren
beschrieben.

Der Ammoniumoxalat-Test stellt eine Moglichkeit dar, den Entkalkungsprozess
chemisch zu Uberprifen und eignet sich sowohl fur saureentkalkte als auch fur EDTA-
entkalkte Probekorper (Lang 2006). Der Entkalkungsprozess gilt als abgeschlossen,
wenn nach Zugabe einer Ammoniumoxalat-Losung keine Trubung auftritt. Sanjai et al.
fugten der Entkalkungsflussigkeit eine Ammoniumoxalat-Lésung hinzu, beobachteten
fur einen Zeitraum von 30 Minuten, ob diese klar blieb und ermittelten somit chemisch
den Endpunkt der Entkalkung (Sanjai et al. 2012). Sangeetha et al. Uberpruften ihre
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Proben nach mikrowellenunterstutzter Dekalzifikation ebenfalls chemisch und
verwendeten Kalziumoxalat (Sangeetha et al. 2013). Das chemische Prifungsverfahren
unterliegt der akkuraten Durchfuhrung einer erfahrenen Person (Mawhinney et al.
1984).

Bei der rontgenologischen Prufung kann der Endpunkt der Entkalkung mit Hilfe von
Rontgenaufnahmen der zu entkalkenden Hartgewebe und der Beurteilung des
Rontgenschattens Uberprift werden (Burck 1988). Menzel fertigte zur Kontrolle des
Entkalkungsvorganges in stundlichen Abstanden Aufnahmen mit einem Dental-
Rontgen-Gerat bei einem konstanten Fokus-Film-Abstand von 12 cm an und beurteilte
die Breite der noch verkalkten Hartsubstanz im gingivalen Kronendrittel (Menzel 1975).
Singh und Sircar fuhrten neben der physikalischen und chemischen Prifung der
Probekorper taglich eine radiologische Kontrolle mit einem Fokus-Film-Abstand von 15
cm durch bis der Endpunkt der Dekalzifikation erreicht war (Singh und Sircar 2010).
Das rontgenologische Verfahren gilt als simpel und akkurat, jedoch ist es mit einem
erhohten Kostenaufwand verbunden und eignet sich nur fur Kontrollintervalle von 24
Stunden (Mawhinney et al. 1984).

Das physikalische Verfahren uberpruft den Erfolg der Entkalkung durch Schneiden
(Burck 1988). Der Probekorper muss dabei mit Hilfe eines Messers oder Skalpells ohne
Widerstand zu durchdringen sein (Berg 1972). Analog zur Schneidbarkeit mit Hilfe
eines Messers kann das Durchdringen des Probekorpers physikalisch mit einer Nadel
getestet werden (Nadelstichprobe). Zappa et al. pruften die Effektivitat der Entkalkung
in einem Intervall von 8 Stunden; diese galt als abgeschlossen, wenn eine Nadel durch
den gesamten Probekorper gefuhrt werden konnte (Zappa et al. 2005). In der
vorliegenden Studie wurden die Gewebeproben physikalisch mit Hilfe eines Skalpells
auf ihre Schneidbarkeit Uberpruft. Die physikalische Prufung stellt ein im Analyselabor
reproduzierbares, kostengunstiges Verfahren dar, den Endpunkt der Dekalzifikation
festzustellen und bendtigt keine zusatzlichen Hilfsmittel, wie Rontgenapparaturen oder
chemische Losungen.

In der vorliegenden Studie wurden die Proben zunachst nach 2 Stunden auf ihre
Schneidbarkeit Uberpriuft, nachfolgende Kontrollintervalle richteten sich nach der
festgestellten Konsistenz der Proben, so dass anschliel3end erneut in einem kurzeren
Zeitabstand oder verlangerten Intervallen von bis zu 12 Stunden kontrolliert wurde. Die
Kontrolle in Intervallen erfolgte in Anlehnung an Zappa et al., die das Prufungsintervall
auf 8 Stunden festlegten (Zappa et al. 2005). In Bezug auf die Lange der
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einzuhaltenden Kontrollintervalle bei der physikalischen Prufung existieren in der
Literatur keine weiteren Angaben.

Es sei zu erwahnen, dass die Beurteilung der Konsistenz und die damit einhergehende
Festlegung der nachfolgenden Kontrollintervalle der Fahigkeit und Einschatzung der die
Untersuchung durchfihrende Person unterliegt.

7.1.8 Histotechnische Aufbereitung

Die entkalkten Proben wurden einer histotechnischen Aufbereitung unterzogen,
beginnend mit der Nachbehandlung des Hartgewebes. Die Qualitat des histologischen
Praparats ist abhangig von der kompletten Entfernung der Entkalkungsflissigkeit (Silva
et al. 2011).

Burck empfiehlt die Entfernung der Saure durch Auswaschen (Burck 1988). Singh und
Sircar reinigten die Probekorper jeweils 2-3 Stunden (Singh und Sircar 2010). Sanjai et
al. spulten die entkalkten Zahne fur jeweils 10 Minuten unter flieRendem Wasser (Sanjai
et al. 2012). Lang beschreibt eine ausgiebige Wasserung (Lang 2006); um diese zu
gewahrleisten, wurden in der vorliegenden Studie die Probekdrper, die in Salpetersaure
und Ameisensaure entkalkten, einer 2-stundigen Wasserung unterzogen. Fur die
Proben, die mit Decal®—Lésung dekalzifiziert wurden, war nach Anweisung des
Herstellers nach Abschluss der Entkalkung lediglich eine flieRende Wasserung von 3
Minuten erforderlich. AnschlieRend erfolgten die Infiltrierung der entkalkten
Gewebeproben mit Paraffin und die Herstellung von Paraffinblocken. Im Anschluss
wurden mit Hilfe eines Mikrotoms (Schlittenmikrotom 2000 R, Leica Biosytems,
Nussloch, Deutschland) Schnittpraparate angefertigt.

Als Ubersichtsfarbung wird flr dekalzifizierte Hartgewebe eine Hamatoxylin-Eosin-
Farbung durchgefuhrt, die die Beurteilung morphologischer Veranderungen zulasst
(Lang 2006). In zahlreichen vergleichbaren Studien findet die Hamatoxylin-Eosin-
Farbung =zur Darstellung der Strukturen der deklazifizierten Zahnhartsubstanz
Anwendung (Zappa et al. 2005, Singh und Sircar 2010, Afreen Nadaf et al. 2011, Silva
et al. 2011, Sanjai et al. 2012, Sangeetha et al. 2013, Hatta et al 2014). In Anlehnung
an die Literaturangaben und an das Vorgehen im histologischen Routinebetrieb wurde
in der vorliegenden Studie die Hamatoxylin-Eosin-Farbung zur Beurteilung der
morphologischen Strukturen und pathologischen Veranderungen des Gewebes
eingesetzt.
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7.1.9 Lichtmikroskopische Untersuchung

Zur Visualisierung der gefarbten Praparate erfolgte der Einsatz eines Lichtmikroskops
(Olympus BX41, Olympus Corporation, Shinjuko Tokio, Japan), das in der
Routinehistologie zur Untersuchung von Zahnstrukturen und in der Histopathologie zur
Analyse pathologischer Prozesse eingesetzt wird (Osborn und Ten Cate 1983).

Die Integritat und Darstellung der Gewebe kann durch den Vorgang der Dekalzifikation
beeinflusst werden; dies sollte mit Hilfe der lichtmikroskopischen Analyse untersucht
werden. In der vorliegenden Studie wurden die Praparate bei 10facher und 20facher
Vergrofderung analysiert.

7.2  Diskussion der Ergebnisse
7.2.1 Quantitative Auswertung
7211 Einfluss von Ultraschall auf die Dauer der Dekalzifikation von
Zahnhartgewebe
Ein Ziel der vorliegenden Studie war es, festzustellen, ob die Verwendung von
Ultraschall wahrend des Dekalzifikationsprozesses gegenulber einer konventionellen
Entkalkung in einer Verkurzung der Entkalkungsdauer resultiert. Der Einfluss von
Ultraschall auf die Dauer der Dekalzifikation wurde in zwei Intensitaten untersucht, bei
50%iger (90 W) und 100%iger (180 W) Ultraschallleistung, welche variabel am Gerat
SONOCOOL einstellbar waren.
Die Medianwerte variierten von 12 Stunden bei 100%iger Ultraschallleistung bis hin zu
24 Stunden bei 50%iger Ultraschallleistung. Folglich trat bei Verdoppelung der
Ultraschalleistung eine Halbierung der Stundenanzahl in Bezug auf den Median ein. Die
Probekorper, die mit 100%iger Ultraschallleistung entkalkt wurden, wiesen eine grof3ere
Streuung der Werte auf. Die ermittelten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
waren signifikant.
Durch starke Ultraschallfelder sinkt in Flissigkeiten der Druck lokal unter den, zur dort
herrschenden Temperatur gehdérenden Dampfdruck der Flussigkeit, wodurch es zur
Bildung von Dampfblasen, der sogenannten Kavitation, kommt (Haas 2010). Die
Kavitation kann als Ursache fur die signifikante Beschleunigung des
Dekalzifikationsprozesses angesehen werden: Durch die Implosionen der
energiereichen  Blasen entstehen  Flussigkeitsjets, die mit  mehrfacher
Schallgeschwindigkeit auf die Oberflache des Zahnhartgewebes treffen. Dadurch kann
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die Entkalkungslosung in kurzerer Zeit in das Gewebe eindringen, innere Reibung und
Erwarmung der Flussigkeit nehmen zu (Bandelin et al. 2006).

Des Weiteren beschrieben Verdenius und Alma in ihrer Studie, dass Bewegung im
Allgemeinen die Moglichkeit der Interaktion zwischen Objekt und dem umgebenden
Entkalkungsmedium erhoht, woraus eine beschleunigte Dekalzifikation resultiert
(Verdenius und Alma 1958). Diese Erkenntnis findet als weitere Ursache fur die
gewonnenen Ergebnisse Erwahnung, da sich die Probekorper in der vorliegenden
Studie im Ultraschallbad in Bewegung befanden.

Bezlglich der Verwendung von Ultraschall zur Beeinflussung der Dauer der
Dekalzifikation von Zahnhartgewebe existieren keine direkt vergleichbaren Studien.
Hatta et al. untersuchten, ob mit Hilfe eines Ultraschall-Reinigungsgerats eine
Beschleunigung der Dekalzifikation von Hartgewebe gegenuber des konventionellen
Verfahrens erzielt werden kann; Gegenstand der Untersuchung war jedoch boviner
Knochen, zudem wurden nicht verschiedene Ultraschallleistungen miteinander
verglichen (Hatta et al. 2014).

Menzel fuhrte eine vergleichende In-Vitro-Untersuchung durch, bei der 10 menschliche
Zahne in einem Ultraschallgerat mit einer Leistung von 45 W entkalkt wurden, sich
jedoch kein Vorteil hinsichtlich der Entkalkungsgeschwindigkeit gegenuber der
konventionellen Entkalkung ergab; es konnte folglich keine Beschleunigung des
Entkalkungsprozesses durch Ultraschall festgestellt werden (Menzel 1975). Da diese
Aussage den in der vorliegenden Untersuchung gewonnenen Ergebnissen widerspricht
und festgestellt werden konnte, dass sich mit zunehmender Ultraschallleistung die
Dauer der Dekalzifikation verringert, ist anzunehmen, dass erst ab einer bestimmten
Ultraschallleistung eine signifikante Beschleunigung der Entkalkung eintritt, die folglich
zwischen 45 W und 90 W liegen muss.

Die aufgestellte Arbeitshypothese, die Dauer der Dekalzifikation von Zahnhartgewebe
ist durch die Anwendung von Ultraschall beeinflussbar und abhangig von der gewahlten
Ultraschallleistung, wird durch die vorliegenden Ergebnisse bestatigt. Sie erlauben
folglich eine standardmaflige Verwendung von Ultraschall mit einer Ultraschallleistung
von 180 W, soll die Entkalkung von Zahnen und somit der gesamte
Untersuchungsprozess in histologischen und histopathologischen Routinebetrieben

beschleunigt werden.
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7.21.2 Einfluss der Entkalkungstemperatur auf die Dauer der Dekalzifikation von
Zahnhartgewebe
In der vorliegenden Untersuchung wurde der Einfluss der Temperatur auf die Dauer der
Dekalzifikation untersucht, indem die Untersuchungen bei drei verschiedenen
Temperaturen (17 °C, 24 °C, 35 °C) durchgefuhrt wurden.
Die Medianwerte der untersuchten Gruppen zeigen, dass die Dauer der Dekalzifikation
mit steigender Temperatur sinkt. Sie variieren von 12 Stunden (35 °C) uber 24 Stunden
(24 °C) bis hin zu 25 Stunden (17 °C). Wahrend sich statistisch signifikante
Unterschiede zwischen der Entkalkungsdauer bei 35 °C und 17° C und 35° C und 24°C
ergaben (p < 0,05), weist der Unterschied zwischen 24 °C und 17 °C keine statistische
Signifikanz auf. Gleichzeitig zeigt sich, dass die Streuung der Werte mit steigender
Temperatur sinkt, so ist sie bei einer Temperatur von 35 °C am geringsten.
Vergleichbare Studienkonzepte untersuchten den Einfluss einer Temperaturerh6hung
auf die Dekalzifikation von Zahnhartgewebe (Vongsavan et al. 1990, Zappa et al. 2005,
Singh und Sircar 2010, Sangeetha et al. 2013). Gegenstand dieser Untersuchungen
war jedoch der Vergleich zwischen der Entkalkung bei Raumtemperatur und einer
weiteren Temperatur, die Autoren verglichen nicht mehrere Temperaturintervalle
miteinander.
Singh und Sircar verglichen in ihrer In-Vitro-Untersuchung die Dauer der Entkalkung bei
Raumtemperatur mit der Dekalzifikation in einem Mikrowellenofen bei 38-40 °C und
erlangten mit Hilfe des mikrowellen-unterstutzten Verfahrens eine signifikant kiurzere
Entkalkungsdauer (Singh und Sircar 2010). Sangeetha et al. evaluierten den Einfluss
von Mikrowellen bei einer Temperatur von 41-43 °C und erzielten ebenfalls eine kirzere
Entkalkungsdauer gegenuber des konventionellen Vorgehens bei Raumtemperatur
(Sangeetha et al. 2013). Der Einfluss von Mikrowellen ist in der vorliegenden Studie
jedoch kein Untersuchungsgegenstand und somit ist die Vergleichbarkeit der Studien in
Bezug auf den Einfluss der Temperatur kritisch zu beurteilen, obwohl Vongsavan et al.
in ihren Untersuchungen zu dem Ergebnis kamen, dass keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Verwendung eines Mikrowellengerats (39 +/- 2 °C) und
eines konventionellen Ofens (39 °C) bestehen, die Dekalzifikation jedoch mit Hilfe
beider Verfahren gegenuber einer Dekalzifikation bei Raumtemperatur beschleunigt
werden kann (Vongsavan et al. 1990).
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Zappa et al. verglichen die Entkalkung bei Raumtemperatur und einer Temperatur von
37 °C, die durch einen Brutschrank erzeugt wurde und beschrieben ebenfalls eine
Beschleunigung der Entkalkungsdauer (Zappa et al. 2005).

Die vorliegende Untersuchung kann das in den vergleichbaren Untersuchungen
evaluierte Ergebnis bestatigen: Mit steigender Temperatur tritt eine Verkirzung der
Dekalzifikationsdauer ein. Zu erklaren ist dieses Ergebnis mit dem allgemein in der
Chemie geltenden Grundsatz, dass bei endothermen Losungsvorgangen die Loslichkeit
eines Feststoffes mit steigender Temperatur zunimmt (Mortimer 2007 ).

Folglich kann die vor den Versuchen aufgestellte Hypothese, die Dauer der
Dekalzifikation sei abhangig von der gewahlten Entkalkungstemperatur, verifiziert und
die Erhohung der Temperatur als sinnvolle Mallhahme angesehen werden, den
Dekalzifikationsprozess zu beschleunigen.

7.21.3 Einfluss des Entkalkungsmediums auf die Dauer der Dekalzifikation von
Zahnhartgewebe

Ein Ziel der vorliegenden Studie war es, die Einwirkung verschiedener
Entkalkungsflussigkeiten auf die Zahnhartsubstanz zu evaluieren; zum Einsatz kamen
7%ige Salpetersaure, 50%ige Ameisensaure und Decal®-Lésung.

Hinsichtlich der Dauer der Entkalkung variieren die Medianwerte der untersuchten
Entkalkungsmedien von 10 Stunden (7%ige Salpetersiure) tiber 20 Stunden (Decal®)
bis hin zu 54 Stunden (50%ige Ameisensaure). Die Unterschiede zwischen den
verwendeten Medien in Bezug auf die Entkalkungsdauer waren statistisch signifikant.
Wahrend die Streuung der Werte der Dekalzifikation mit Salpetersdure und Decal®-
Losung vergleichbar war, lag diese bei Verwendung von Ameisensaure deutlich hoher.

Uber die Anwendung von Decal®-Lésung als Entkalkungsfliissigkeit existieren bislang
keine Studien in der Literatur, Salpetersdure und Ameisensaure hingegen sind
Gegenstand verschiedener vergleichbarer Untersuchungen: Nossek erzielte eine Dauer
von 48 Stunden fur die Entkalkung von Zahnen mit 5%iger Salpetersaure bei
Raumtemperatur  (Nossek 1965). Singh und Sircar beobachteten eine
Entkalkungsdauer von 3-6 Tagen bei der Entkalkung von kariesfreien Pramolaren mit
10%iger Salpetersdure und eine Entkalkungsdauer von 7-9 Tagen bei der
Dekalzifikation von kariesfreien Pramolaren mit 10%iger Ameisensaure bei
Raumtemperatur (Singh und Sircar 2010). Afreen Nadaf et al. untersuchten den
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Entkalkungsprozess kariesfreier Molaren in 5%iger Salpetersaure bei Raumtemperatur
und geben eine Dauer von 20 Stunden an (Afreen Nadaf et al. 2011).

Die ermittelten Werte der genannten Studien sind nicht direkt mit den vorliegenden
vergleichbar, da die verwendeten Sauren unterschiedliche Konzentrationen aufwiesen,
die Proben teilweise anderer anatomischer und pathologischer Beschaffenheit waren
und diese konventionell bei Raumtemperatur entkalkt wurden. Es kann lediglich
Ubereinstimmend festgestellt werden, dass mit Salpetersaure und Ameisensaure eine
Entkalkung von Zahnhartsubstanz erfolgen kann. Soll jedoch eine Saureentkalkung mit
geringem Zeitaufwand stattfinden, sprechen die ermittelten Unterschiede lediglich fur
die Verwendung von 7%iger Salpetersaure. Die Verwendung von 50%iger
Ameisensaure erzielt im Gegensatz dazu eine verlangerte Entkalkungsdauer, zudem
sind die ermittelten Werte aufgrund der hohen Streuung wenig reproduzierbar.
Zahlreiche Studien evaluieren den Einfluss von EDTA auf den Entkalkungsprozess und
stellen Ubereinstimmend fest, dass die Dauer der Dekalzifikation gegenuber der
Verwendung von Salpeter- und Ameisensaure verlangert ist (Singh und Sircar 2010,
Sanjai et al. 2012, Sangeetha et al. 2013). Decal®-Lbsung erzielte in der vorliegenden
Untersuchung eine langere Entkalkungsdauer als Salpeter- und eine kurzere
Entkalkungsdauer als Ameisensaure. Die Entkalkungslosung enthalt zwar EDTA,
kombiniert den Chelatbildner jedoch mit der dekalzifizierenden Eigenschaft von
Salzsaure (HCI), so dass eine direkte Vergleichbarkeit zu den Ergebnissen der
genannten Studien nicht gewahrleistet werden kann.

Die Dauer der Dekalzifikation eines Zahnes ist abhangig von der Wahl des
Entkalkungsmediums, wie die signifikanten Ergebnisse in der vorliegenden Studie
belegen, somit gilt die Arbeitshypothese als bestatigt.

7214 Einfluss von Karies auf die Dauer der Dekalzifikation von Zahnhartgewebe
Um den Einfluss des pathologischen Zustandes (Karies) von Zahnhartgewebe auf die
Dauer der Dekalzifikation zu evaluieren, erfolgte die Versuchsdurchfuhrung sowohl mit
intakten, kariesfreien als auch mit karidsen Zahnproben.

Beide Gruppen wiesen einen Medianwert von 24 Stunden in Bezug auf die Dauer der
Entkalkung auf. Des Weiteren besalien sowohl die kariesfreien als auch die kariosen
Probekorper einen Minimalwert von 4 Stunden und wichen auch in Bezug auf den
Maximalwert von 96 Stunden nicht voneinander ab. Es konnte folglich kein signifikanter
Unterschied bezuglich der Entkalkungsdauer festgestellt werden.
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In der Literatur finden sich mit Ausnahme der Studien von Zappa et al. und Mattuella et
al. keine Untersuchungen, die den Einfluss einer Karies auf die Dekalzifkation des
Zahnhartgewebe evaluieren (Zappa et al. 2005, Mattuella et al. 2007). Ein Vergleich
dieser Studien mit den gewonnenen Ergebnissen ist an dieser Stelle der Diskussion
jedoch nicht moglich, da die Autoren nicht den Vergleich mit kariesfreien Zahnen in
Bezug auf die Dauer der Dekalzifikation untersuchten.

Die Ergebnisse widerlegen die Arbeitshypothese, der pathologische Zustand (Karies)
eines Zahnes habe einen signifikanten Einfluss auf die Dauer der Dekalzifikation von

Zahnhartgewebe.
7.21.5 Einfluss des Zahntyps auf die Dauer der Dekalzifikation von
Zahnhartgewebe

AbschlieBRend wurde in der vorliegenden Studie der Einfluss der verschiedenen
Zahntypen auf die Dekalzifikationsdauer evaluiert.

Die mittleren Schneidezahne (Dentes incisivi medialis) wiesen dabei mit einer
Entkalkungsdauer von 4 Stunden den niedrigsten Minimalwert auf. Mit einem
Medianwert von 17,58 Stunden entkalkten sie am schnellsten. Eckzdhne (Dentes
canini) und dritte Molaren (Dentes sapientiae) verzeichneten mit 96 Stunden den
hochsten Maximalwert und wichen auch in Bezug auf ihren Medianwert von 24 Stunden
nicht voneinander ab.

Die statistische Auswertung zum Einfluss der unterschiedlichen Zahntypen auf die
Dekalzifikationsdauer ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den
untersuchten Zahntypen, so dass die aufgestellte Arbeitshypothese, die Dauer der
Dekalzifikation ist abhangig vom Zahntyp, widerlegt werden kann.

Die schnellste Entkalkung der mittleren Schneidezahne (Dentes incisivi medialis) lasst
sich durch seine anatomische Beschaffenheit erklaren; es handelt sich um den
kleinsten Zahntyp entsprechend seiner Lange und Breite, folglich liegt weniger zu
entkalkende Substanz vor, die Entkalkungsdauer ist verringert. Eckzahne (Dentes
canini) und dritte Molaren (Dentes sapientiae) weichen zwar in Bezug auf ihnre Anatomie
(Wurzelanzahl, Wurzellange) voneinander ab, ihre Masse lasst sich jedoch als
vergleichbar bezeichnen; die Angaben zur Dauer ihrer Entkalkung weichen in Folge
dessen nur geringflgig voneinander ab.

Die gewonnen Werte je Zahngruppe stellen Referenzwerte fur die Dekalzifikation in der
histologischen und histopathologischen Praxis dar.
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7.2.2 Qualitative Auswertung

Der mit Hilfe eines Skalpells geteilte Zahn wurde im histologischen Standardverfahren
in Paraffin eingebettet, mit einem Mikrotom geschnitten und das Schnittpraparat
anschliellend Hamatoxylin-Eosin gefarbt, die mikroskopische Beurteilung der Qualitat
der Schnitte erfolgte im Anschluss.

Nach der ultraschallunterstutzten Dekalzifikation erweis sich die Schneidbarkeit der
angefertigten Paraffinblocke als problemlos; zu erwahnen sei jedoch, dass die
histologische Bearbeitung von Zahnhartsubstanz generell von der Erfahrung und
Kenntnis der durchfihrenden Person abhangt.

Die mit Salpetersdure und Decal®-Lésung konventionell entkalkten Proben erwiesen
sich ebenfalls als schneidbar, wahrend die konventionelle Dekalzifikation mit
Ameisensaure keine histologische Aufbereitung zuliel3, da die Proben einen gelartigen
Zustand aufwiesen und nicht schneidbar waren. Der stattgefundene Prozess kann als
Mazeration bezeichnet werden; es fand eine Erweichung des Gewebes durch einen
langeren Kontakt mit einer Flussigkeit statt (Lautenbach 1992).

Die Anfarbbarkeit mit Hamatoxylin-Eosin war bei allen 120 angefertigten
Schnittpraparaten gegeben, die Farbung der Schnitte war einheitlich; es konnten keine
Unterschiede zwischen den gefarbten Praparaten verzeichnet werden.

Sanjai et al. verglichen die Anfarbbarkeit der Praparate mit einer Hamatoxylin-Eosin-
Farbung nach der Dekalzifikation mit unterschiedlichen Entkalkungsflissigkeiten und
kamen zu dem Ergebnis, dass mit EDTA-LOsung entkalkte Praparate die beste Qualitat
hinsichtlich der Anfarbbarkeit der Gewebe aufwiesen, wahrend mit saurehaltigen
Losungen dekalzifizierte Zahne weniger gut anfarbbar waren (Sanjai et al. 2012). Die
Einheitlichkeit der Farbung wurde in einer vergleichenden In-Vitro-Untersuchung von
Singh und Sircar begutachtet; dabei wiesen mit EDTA-L6sung entkalkte Zahne
gegenuber mit saurehaltigen LOosungen dekalzifizierten Zahnen eine einheitlichere
Hamatoxylin-Eosin-Farbung auf (Singh und Sircar 2010).

In der vorliegenden Studie wurde neben Salpeter- und Ameisensaure Decal®-Lésung
als Entkalkungsflissigkeit verwendet, die sich aus EDTA und Salzsaure
zusammensetzt. Da es sich bei Letzterer um ein EDTA-Saure-Gemisch handelt, ist die
Vergleichbarkeit mit den genannten Studien eingeschrankt und erklart das nicht
ubereinstimmende Ergebnis.

Mit Hilfe der lichtmikroskopischen Untersuchung konnte festgestellt werden, dass alle
Schnittpraparate den gewulnschten Erhalt der Dentin- und Zementstrukturen aufwiesen,
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wahrend sich der Zahnschmelz aufgrund seiner chemischen Zusammensetzung nach
einer Entkalkung im Allgemeinen nicht darstellen Iasst. Auch das Pulpagewebe war in
allen Versuchsreihen nach der Entkalkung histologisch nicht mehr nachweisbar. Afreen
Nadaf et al. begutachteten in einer In-Vitro-Untersuchung den Erhalt der Struktur der
Pulpa, der organischen Dentinmatrix und des Wurzelzements nach der Entkalkung mit
unterschiedlichen Entkalkungsflussigkeiten und erlangten die besten Ergebnisse bei der
Entkalkung mit EDTA (Afreen Nadaf et al. 2011). Sanjai et al. berichten von den besten
Ergebnissen bezuglich der Integritat der Zahngewebe bei vorheriger Dekalzifikation mit
EDTA-L6sung im Vergleich zur Entkalkung mit saurehaltigen Losungen (Sanjai et al.
2012).

Der Untersuchungsschwerpunkt der vorliegenden Studie war die Dekalzifikation und
anschlielende mikroskopische Untersuchung von Zahnhartgewebe, der Fokus lag nicht
auf der Darstellbarkeit von Weichgewebe (Pulpa), so dass EDTA nicht in reiner Form in
den Versuchsaufbau integriert wurde und abermals keine direkte Vergleichbarkeit mit
den Ergebnissen der genannten Studien moglich ist. Zudem erfolgte die der
mikroskopischen Untersuchung vorangegangene Entkalkung in den Studien von Afreen
Nadaf et al. und Sanjai et al. nicht unter dem Einfluss von Ultraschall.

Vergleicht man die Praparate, die zuvor mit dem konventionellen Verfahren entkalkt
wurden (Kontrollgruppe) mit den Proben, die unter Anwendung von Ultraschall
dekalzifizierten, ergab sich eine Qualitatsverbesserung bezuglich der Schnittqualitat.
Folglich kann die Dekalzifikation unter Verwendung von Ultraschall als ein schonendes
Verfahren angesehen werden, Zahnhartsubstanz zu entkalken, ohne die Schneidbarkeit
der Probekorper, die Anfarbbarkeit und Darstellbarkeit des Zahnhartgewebes zu

beeinflussen.
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8 Schlussfolgerung

Unter Betrachtung der vor den Versuchen aufgestellten Arbeitshypothesen kann die
Dauer der Dekalzifikation eines menschlichen Zahnes der zweiten Dentition durch
verschiedene Faktoren signifikant beeinflusst werden, ohne die histotechnische
Aufbereitung und lichtmikroskopische Darstellbarkeit der Zahnhartgewebe zu

beeintrachtigen:

* Ultraschall

Die Entkalkungsdauer verringert sich mit zunehmender Ultraschallleistung; es bestehen
signifikante Unterschiede zwischen der Verwendung einer Ultraschallleistung von 90 W
und 180 W. Die aufgestellte Arbeitshypothese, die Dauer der Dekalzifikation von
Zahnhartgewebe ist durch Ultraschall beeinflussbar und abhangig von der gewahlten

Ultraschallleistung, gilt als bestatigt.

* Temperatur

Zwischen der Dekalzifikation von Zahnen bei einer Temperatur von 17 °C und 35 °C
ergeben sich statistisch signifikante Unterschiede in Bezug auf ihre Entkalkungsdauer;
mit steigender Temperatur wird der Entkalkungsprozess beschleunigt. Somit wurde die
Arbeitshypothese, die Dauer der Dekalzifikation ist abhangig von der gewahlten

Temperatur, verifiziert.

* Entkalkungsflussigkeit

Wie in der aufgestellten Arbeitshypothese angenommen, ist die Wahl des
Entkalkungsmediums ausschlaggebend fur die Dauer der Dekalzifikation: Soll diese mit
moglichst geringem Zeitaufwand stattfinden, sprechen die signifikanten Ergebnisse fur
die Verwendung von 7%iger Salpetersaure. Wird im histologischen Routinebetrieb nicht
die Geschwindigkeit des Dekalzifikationsprozesses fokussiert, so koénnen unter
Verwendung von Decal®Ldsung ebenfalls gute Resultate erzielt werden. Die
Verwendung von 50%iger Ameisensaure kann nicht empfohlen werden: Sie erzielt eine
signifikant verlangerte Entkalkungsdauer, die ermittelten Werte sind aufgrund einer
hohen Streuung wenig reproduzierbar, zudem trat im konventionellen Verfahren eine

Mazeration der Zahne ein.
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Die Dauer der Dekalzifikation eines Zahnes ist hingegen nicht statistisch signifikant
abhangig von:

* seiner pathologischen Beschaffenheit (Karies)

* seiner Zugehorigkeit zu einem Zahntyp

Der Vergleich zwischen intakten und kariosen Proben zeigte ebenso wie der zwischen
Zahnen verschiedener Zahntypen (Dentes incisivi, Dentes canini, Dentes sapientiae)
keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Entkalkungsdauer. Die
Arbeitshypothesen, die Dauer der Dekalzifikation eine Zahnes ist abhangig von seinem
pathologischen Zustand (Karies) und vom Zahntyp, wurden in der vorliegenden Studie

widerlegt.

Die Kombination aus den genannten Faktoren stellt den entscheidenden Effekt zur
Verringerung der Dauer der Dekalzifikation ohne qualitative Beeintrachtigung des
histologischen Schnittpraparats dar; es empfiehlt sich eine Durchfuhrung mit 7%iger
Salpetersaure oder Decal®-Lésung unter Verwendung von Ultraschall bei einer Leistung

von 180 W und einer Temperatur von 35 °C.
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10 Anhang

10.1  Abkurzungsverzeichnis

Aqua dest.

Aqua destillata (destilliertes Wasser)

Asymp. Sig. Asymptomatische Signifikanz

C

C1

C2

C3

C4

CA
CH-0,
df

DNA
EDTA
EDTAC
H*

HCI

HE
HNO;
11

Korr. Sig.
M3

N

p-Wert
Sig.
SD

Dens caninus (Eckzahn)

Zahnhartsubstanzverlust der au3eren Schmelzhafte (rontgenologisch)
Zahnhartsubstanzverlust der inneren Schmelzhafte (rontgenologisch)
Zahnhartsubstanzverlust der au3eren Dentinhalfte (rontgenologisch)
Zahnhartsubstanzverlust der inneren Dentinhalfte (rontgenologisch)
citric acid (Zitronensaure)

Ameisensaure, Methansaure

Zahl der Freiheitsgrade

deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
Ethylendiamintetraacid

Ethylendiamintetraacid + Cetavlon

Wasserstoffion

Salzsaure, Chlorwasserstoff

Hamatoxylin-Eosin

Salpetersaure, Hydrogennitrat

Dens incisivus medialis (mittlerer Schneidezahn)

Korrigierte Signifikanz

Dens molaris tertius, Dens sapientiae (dritter Molar, Weisheitszahn)
GrolRe der Population

Anzanhl

Probability-Wert (Wahrscheinlichkeitswert)

Signifikanz, statistische Signifikanz

Standard Deviation (Standardabweichung)
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10.2 Materialliste

Im Folgenden aufgelistet sind die in der Arbeit verwendeten Materialien und Gerate.
Die Durchfuhrung der Versuche erfolgte im Zentrum fur Oralpathologie (Friedrich-Ebert-
Stralle 33, 14469 Potsdam).

* Ameisensaure, 50%ig:

Ameisensaure, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

 Decal®-Lésung:
Decal Chemical Corporation, Tallman, NY, USA

* Gewebeinfiltrationsautomat:
ASP300 S, Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland

* Hamatoxylin-Losung:
Hamatoxylin-Monohydrat, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

* Isopropanol-Lésung, 20%ig:
2-Propanol, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

* Lichtmikroskop:

Olympus BX41, Olympus Corporation, Shinjuko Tokio, Japan

¢ Mikrotom:

Schlittenmikrotom 2000 R, Leica Biosytems, Nussloch, Deutschland

* Objekttrager:
Superfrost Plus Menzel-Glaser, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,
Deutschland

* Paraffin:
Sasol Wax 0587, Sasol Wax GmbH, Hamburg, Deutschland
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Rontgen-Gerat:
Heliodent DS, Sirona Dental GmbH, Wals, Osterreich

Rontgen-Film (3,1 x 4,1 cm):
Kodak Insight Film, Carestream Dental, Rochester, NY, USA

Salpetersaure, 7%ig:

Salpetersaure, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Scaler:
McFarlane, Hu-Friedy, Chicago, IL, USA

Schiebelehre:
HS-Boley-Schiebelehre, Henry Schein Dental Deutschland GmbH, Langen,
Deutschland

Skalpell:
Carbon Steel Surgical Blades, Swann-Morton, Sheffield, England

SONOCOOL Ultraschallgerat:
Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland

Tasterzirkel:
HS-Tasterzirkel nach Iwanson, Henry Schein Dental Deutschland GmbH, Langen,
Deutschland

TICKOPUR TR 3 Kontaktflussigkeit:
Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland



Dekalzifikation von Zahnhartgewebe 93

1 Eidesstattliche Versicherung

.ich, Luisa Maria Bacigalupo, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige
Unterschrift, dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,Dekalzifikation von
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