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3 FRAGESTELLUNGEN UND HYPOTHESEN

Die Infiltration approximaler Schmelzlasionen mitukststoffen kdnnte zum einen die

Progression initialer Schmelzlasionen (S1 und Sf2)amgsamen und dariiber hinaus, beim
Auftreten einer Kavitation sowie einer Beteiligurdes Dentins (D1, evtl. D2), eine

kostengiinstige, schmerzarme und begrenzt invasitegnative zu der bisher praktizierten

Restauration approximaler Flachen mit Fullungsnmgten darstellen.

Bisherige Untersuchungen zu dieser Problematik Hyésken sich auf die Betrachtung

oberflachlicher Versiegelungen der kariosen Obehit&im Sinne der seit vielen Jahren
praktizierten Fissurenversiegelung. Hierbei ist ogd unklar, ob die etablierbare

Kunststoffschicht eine ausreichende Stabilitatthesind somit eine effektive Verhinderung

der Kariesprogression ermoglicht. Das Ziel deriegenden Arbeit war daher, die bisherigen
Ansatze zur Versiegelung approximaler Schmelzl&siomit Adhasivsystemen weiter zu

entwickeln. Im Gegensatz zu der bisherigen Vorgsherse sollte in der vorliegenden Arbeit
die demineralisierte Zahnhartsubstanz durch einesdrigiviskdsen Kunststoff ersetzt

werden, welcher in die Poren des demineralisieftielimelzes infiltriert und dort ausgehartet
wird. Hierbei wurde eine Diffusionsbarriere nichtf aler Oberflache, sondern innerhalb der
Zahnhartsubstanz geschaffen, womit eine Stabilisgerund Arretierung der Karies erreicht

werden kénnte. Folgende Fragestellungen und Hypethsollten hierbei untersucht werden:

1. Zun&chst sollte eine Methode unter Anwendung de$okalen Laser-Raster-Mikroskops
(CSLM) entwickelt werden, die die gleichzeitige Madisierung und Quantifizierung der
karibsen Lasionen sowie eines infiltrierten Kuraffsts ermdglicht.

Hypothese: Die anhand von CLSM-Bildern gemessenen Lasionstiekénstlicher
Demineralisationen korrelieren gut mit den Werteres d Goldstandards, der
Mikroradiografie.

2. In den bisherigen Studien zur Versiegelumgitro erzeugter Lasionen wurde der Einfluss
jeweils nur einer der moglichen Parameter (MateAgplikationszeit bzw. -haufigkeit)
von Adhasivsystemen und Fissurenversieglern hitlsibhder Penetration in kinstliche
Lasionen sowie der Kariesprogression untersucht.

Hypothesen: Eine Verlangerung der Applikationszeit (2a) sowimee zweimalige
Applikation (2b) fuhren bei verschiedenen kommédlaenaltlichen Materialien zu einer
erhohten Penetrationstiefe in kariose L&sionen wahit zu einer verbesserten

Kariesinhibierung.
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3. Die bisher verwendeten, hinsichtlich des adhasiVerbundes zu Schmelz und Dentin
optimierten  Materialien zur Versiegelung von La&gon weisen niedrige
Penetrationskoeffizienten (PK) auf, wodurch die Emgtiefe in karidse Lasionen
limitiert sein konnte. Durch eine veranderte Zusansetzung des Kunststoffes kdonnte
der PK erhtht werden und somit die Penetrationswiesokariesinhibierenden
Eigenschaften dieses ,Infiltranten® in kiinstliche@sionen verbessert werden.
Hypothesen:Durch eine Veranderung der Zusammensetzung einesmdergemisches
kann der PK erhoht werden (3a). Solche ,Infiltrariteind in der Lage, In-vitro-Lasionen
in kilrzerer Zeit tiefer zu penetrieren, wodurch einerbesserte Inhibierung der

Kariesprogression ermdglicht wird (3b).

4. Im Vergleich zu den pseudointakten Oberflachenstbic bei kinstlichen Lasionen
kbnnen natirliche Lasionen durch Remineralisatiorggdnge ausgebildete, dickere
Oberflachenschichten besitzen, die eine Penetraioes Kunststoffes trotz Atzung mit
Phosphorsaure erschweren. Deshalb sollte zungiohsiternatives Atzverfahren evaluiert
werden und hiernach die Infiltration eines Adhagstems nach Atzung mit
unterschiedlichen Sauren Uberprift werden. Darlberaus sollten verschiedene
Lasionsmerkmale, die eine Infiltration beeinflus&énnten, untersucht werden.
Hypothesen:Eine Atzung natiirlicher Schmelzlasionen mit Salesdihrt in vitro zu
einer ausgepragten Erosion der pseudointakten @bkéhschicht, die mit der bisher
angewendeten Phosphorséuredtzung nicht erzieltewétdnn (4a). Die Infiltration des
besten in Abschnitt 2 ermittelten Materials ist matzung mit Salzsaure im Vergleich
zur Phosphorsaureatzung verbessert (4b). Die Lésiorphologie beeinflusst hierbei die

Penetration eines Adhasivsystems in natirliche nésig4c).

5. Auch bei natirlichen Lasionen wird vermutet, dass i eines ,Infiltranten” einen
Einfluss auf die Penetration hat.
Hypothese:Ein in Abschnitt 3 entwickelter experimenteller Itrint ist beziglich der
Penetrationseigenschaften in natirliche karioseob@&si dem in Abschnitt 5 verwendeten

Adhasivsystem uberlegen.

6. In diesem Abschnitt soll die klinische Durchfiiirkeit einer Infiltrationsbehandlung

approximaler Zahnflachen an einem Fallbeispiel destr@rt werden.
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4 MATERIAL UND METHODE
4.1 Allgemeine Materialien und Methoden

4.1.1. Herstellung der humanen und bovinen Schmelegben

Fur die Abschnitte 1-3 der vorliegenden Arbeit wandovine Zahne verwendet, die in einem
Schlachthof (Fleischwaren Anklam, Anklam) extrahieturden. Die Humanzahne wurden
von einer Entsorgungsfirma fir Dentalmaterialien @e, Velten) bezogen (Abschnitte 4
und 5). Die zuletzt genannten Zahne wurden in 2@%ig=thanol angeliefert und nach
vorsichtiger Sduberung wie auch die bovinen Zahaedsirdisiert (NaCl-Losung 0,9 %; Delta
Select, Pfullingen) bei 4 °C gelagert.

Zur Herstellung der Schmelzproben wurden aus denbialféichen boviner
Oberkieferfrontzahne jeweils zwei Schmelzproben 4 mm) unter standiger
Wasserkuhlung herausprapariert (Bandsage Exakt ;38Qelkt Apparatebau, Norderstedt).
Mit Hilfe von Silikonformen wurden jeweils sechsoBen zusammen in Kunststoff (Techno-

vit 4071; Heraeus Kulzer, Hane

bovine Schneidezahne eingebettet. AnschlieRend wurc

F/\‘ mit Hilfe einer Poliermaschir

\ J'[ amm n & mm (Phoenix  Alpha;  Buehle

‘ l ) / Dusseldorf) sowie Schleifpapi
0 aufsteigender Kornung (Schleif-

papier Koérnung 1200, 240

Probenpraparab 4000; Exakt Apparatebau) c

- Probenoberflachen standardis

und poliert. Auf der préparierte
Probe konnten bis zu drei gesul

3 mm
Einbetten’

Schmelzbereiche mit Nagella

abgedeckt werden, um innerh
einer jeden Probe den gesun
Schmelz als Kontrolle z
dokumentieren (Abb. 8).

Abb. 8: Herstellung der bovinen Schmelzproben
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4.1.2. Demineralisation der Schmelzproben

Zur Etablierung einer kinstlichen Lasion wurden Ereben bei 37 °C (Warmeschrank BR
6000; Heraeus Kulzer) je nach beabsichtigter Lasiefe fir unterschiedliche Zeitrdume
(14-50 Tage) demineralisiert (pH = 4,95) (Tab. 4)t Milfe eines pH-Meters (pH-Redox-
Temperatur-Messgerat GMH 3510; Greisinger, Regef)staurde taglich der pH-Wert

Uberpraft und

im Falle eines Abweichens vom Soltwenit geringen Mengen

Kaliumhydroxidlésung (10 M) nach unten sowie nableromit HCI (10 %) korrigiert.

Tab. 4: Zusammensetzung der Demineralisationslosung [Bustkals 1985]
Stoff Ansatz Konzentration Molare Masse Menge
in mmol/| in g/mol ad 5 |
CaCb - H,O 3 147 2,205 ¢
KH.POy 3 136 2,041 g
MHDP Zusammen 0,006 176 5,3 mg
CH;COOH 5| 50 (bovin) 60 15,012 g
KOH 10M (ad pH 4,95) 56 ca. 23 ml
Thymol in Spuren
Aqua dest. 56 18 ad 5|

MHDP = Methylhydrogendiphosphonat

4.1.3. In-vitro-Methoden zur Visualisierung und Quantifizierung der Lasionstiefe mit
Hilfe des konfokalen Laser-Raster-Mikroskops (CLSM)

Aufgrund der Fragestellungen der vorliegenden Arbeirden drei verschiedene Methoden

zur Visualisierung der

entwickelt.

Farbstoffe, die entweder zur Visualisierung deseRweolumens bzw. der infiltrierten

verschiedenen Strukturen siuen,

Kunststoffschicht zugesetzt wurden (Tab. 5).

Penetrationskunststoffe)

Diese unterschieden sich hinsichtliclker dverwendeten fluoreszierenden

Tab. 5: Methoden zur gleichzeitigen Visualisierung der Kamund der infiltrierten
Kunststoffschicht mit dem CLSM
Methode Porenvolumen Infiltrant Abschnitt
A Spurr’'s Kunststoff + RITC -- 1, 2, 4a
B Natriumfluorescein TRITC — 4b, 4c
TRITC + Transmission 5
C Natriumfluorescein (Transmission) 1,3

RITC = Rhodaminisothiocyanat, TRITC = Tetramethgbiaminisothiocyanat, Abschnitt = Abschnitt der
vorliegenden Schrift in der die jeweilige Methodawendet wurde.
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Generell wurden die Proben jeweils senkrecht zuerfldixhe in zwei Halften getrennt
(Bandsége Exakt 300cl). Bei Methode A wurden diebBnbalften zur Visualisierung des
Porenvolumens in einen sehr niedrig-viskdsen Kuargtkingebettet (Spurr Harz-Kit; Plano)
[Spurr 1969], welchem der Fluoreszenzfarbstoff Rhodnisothiocyanat (RITC; Sigma
Aldrich, Steinheim) zugegeben wurde (Tab. 6).

Tab. 6: Zusammensetzung des fluoreszierenden Kunstharpas(2ur Infiltration der Proben

Bestandteil Menge Anteil
ERL 4206 10,0 g 23,6 %
DER 736 6,0 g 14,2 %

NSA 26,09 61,3 %
DMAE 049 0,9 %
RITC 100 pmol/l

ERL = Vinylzyklohexendioxid, DER = Diglycidylethegfyethylenglykol, NSA Nonenylsukzinylanhydrid,
DMAE = Dimethylaminoethanol, RITC = Rhodaminisottyanat

Zu diesem Zweck wurden die Proben in Kunststofsetihen gestapelt, die an einem Ende
mit einem Kunststoffstopfen verschlossen und dufanststoffringe voneinander separiert
waren (Abb. 9). Der gefarbte Kunststoff wurde Ubier Proben gegossen und die Schlauche
mit einem zweiten Stopfen luft- und wasserdichsehlossen (Abschnitt 2). In Versuch 1 und
5a wurden die Proben hingegen in einem Kunststofisch unter Vakuum eingebettet
(Vakuumgeréat, Severin Folio, Sundern). Die Polysaion des Kunststoffes erfolgte in
einem Polymerisationsofen (lvomat IP3; Ivoclar \deat, Schaan, Liechtenstein) bei 70 °C
und 0,8 MPa Druck Uber acht Stunden. Nach dem Atesbend Trennen (Bandsége Exakt
300cl) wurden die Proben mit Schleifpapier (Korn@) zunachst grob zur Schnittflache
parallelisiert (Poliermaschine Phoenix Alpha) undl §ekundenkleber (Henkel, Dusseldorf)
auf Objekttrager aus Plexiglas (diaplus, Oststakpeyeklebt. Anschlielend wurden die
Proben endgultig mit gewéassertem Schleifpapierteigisnder Kornung parallelisiert und
poliert (Mikroschleifsystem; Exakt Apparatebau). Stokonnte die Schnittebene senkrecht
zur Oberflache im konfokalen Mikroskop betrachtetraden. Diese Methode wurde als
, Visualization by esininfiltration’ (VIRIN) bezeichnet (Abb. 9).

Bei Methode B wurden die L&sionen mit einer wassrigLosung, der 0,1%iges
Natriumfluorescein (NaF; Sigma Aldrich) zugesetzarwohne Druck fur drei Minuten
imbibiert. Das Adhéasivsystem bzw. die zu penetnde:n experimentellen Kunststoffe
(Infiltranten) wurden zuvor mit Tetramethylrhodansioihiocyanat (TRITC 0,1 %; Sigma
Aldrich) angefarbt. In Abschnitt 5 wurden zusatizlinoch Bilder im Transmissionsmodus

angefertigt. Bei Methode C wurde auf die Anfarbudgr infiltrierenden Kunststoffe
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verzichtet; hier erfolgte lediglich eine Anfarbungder Mikroporositaten mit
Natriumfluorescein (NaF) (Tab. 5).

Einbettung in Kunstharz n Ausharten des Kunststoffes

¢ ‘ > il h Ausbetten
|_Kunststoffschlauch T - Par_aIIeIIS|eren
' (] Polieren
| Silikonringe '
e
L Proben
]
1 8 Stunden
A 0,8 MPa
70 °C
Kunststoff- -
~” stopfen
I CLSM-Untersuchung

e

Dunnschliff

TMR-Untersuchun

Abb. 9: Behandlung der Proben zur Visualisierung mit ddrk2 und der TMR (Methode A)

4.1.4. Untersuchung mit dem CLSM

Die praparierten Proben wurden mit einem konfokdleser-Raster-Mikroskop (CLSM)
(TCS NT; Leica, Heidelberg) untersucht. Das konfokimzip basiert auf der Ausblendung
von Streulicht durch Lochblenden (Pinholes). Bekbenmlichen Mikroskopen wird sowohl
das gewunschte Licht aus der Fokusebene als afidndes Streulicht aus Ebenen tber oder
unterhalb der Fokusebene detektiert. Konfokale il-Rsester- Mikroskope blenden alle
Strukturen aufRerhalb der Fokusebene aus. Erreicntl wies durch eine variable
Detektionslochblende (Pinhole), die sich im Stragbng an einer Stelle befindet, an dem
Licht aus der Fokusebene erneut gebindelt wird.ftd@he Mikroskope ermdglichen daher
eine zerstorungsfreie, detailreiche Darstellung v&trukturen auch unterhalb der
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Probenoberflache bis zu etwa 100 um Tiefe [Watso®7[L9Die Dicke der observierten
Schicht hangt neben der Wellenlange des obsemi¢itihtes und der numerischen Apertur
des Objektivs vom Durchmesser der Lochblende ab.icke (xz-Wert) der abzutastenden
Ebene konnte mit der Pinhole-Einstellung variiert degr. Um vergleichbare Bilder zu
erzeugen, wurde der Pinhole-Wert auf den Wert tgébsgt. Das CLSM wurde je nach dem
verwendeten Farbstoff (RITC oder NaF) im entspredbanFluoreszenzmodus betrieben.
Dies bedeutet, dass nur das vom Fluoreszenzfaftestuftierte Licht, nicht aber das von der
Probe reflektierte Licht, detektiert wurde. Das égungslicht
[Wellenlangenmaximum/Bandbreite: 568/30 nm (RITG8/20 nm (NaF)] wurde mit einem
Argon-Krypton-Laser erzeugt und Uber einen akugtissohen Filter (AOTF) sowie einen
halbdurchlassigen Spiegel (Beamsplitter) gelenlds Detektierte Licht wurde fur RITC mit
einem Langpassfilter mit einem Durchlassigkeitsmmaxn bei 590 nm bzw. fir NaF mit
einem Bandpassfilter (525/50 nm) nach den entspretdn Emissionsmaxima gefiltert, um
reflektiertes Licht niedrigerer Wellenlange ausemolen. Die jeweils observierte Schicht
befand sich etwa 10 pm unter der Probenoberfla&ghb.(10).

Detektor (Photomultiplier)

~ Detektions-Lochblende
mit variablem Durchmesser

Filter 590 nm

akusto-optischer Filter
568 nm

j Ar-Kr-Laser

Beam splitter
488/568 nm

(halbdurchlassiger
Spiegel)

Anregdngs-Lochblende

Fokusebene

Abb. 10: Schematische Darstellung der Funktionsweise desM& Verwendung von RITC.
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Von den Lasionen wurden Aufnahmen mit einem 10% B@w. einem 40x Objektiv mit
Olimmersion (Immersol, Zeiss, Jena) angefertigt. Bignahmen hatten eine Kantenlange
von 1000x1000 pm(10x), 500500 um(20x) bzw. 250250 pum(40x) bei einer
Bildauflosung von 1024x1024 Pixel. Dartber hinausden in den Abschnitten 3 und 5 der
vorliegenden Arbeit durchlichtmikroskopische Bildeon Dinnschliffen mit dem CLSM
angefertigt (Transmissions-Modus). Samtliche Aufnahmwvurden Uber den dynamischen
Mittelwert von mindestens vier Einzelaufnahmen (Aaga-Funktion) gewonnen und im Tiff-

Dateiformat gespeichert.

4.1.5. Mikroradiografische Untersuchung

Hierzu wurden die Proben mit der zuvor observieRErthe mit Sekundenklebstoff (Henkel)
auf Objekttrager aus Plexiglas (diaplus) fixiertns&hlieBend wurden unter standiger
Wasserkihlung mit einer 200 um dicken, diamantieBandsage (Bandséage Exakt 300cl)
planparallele Schnitte von 300 um Dicke hergestelieé mit einer Mikroschleifapparatur
(Exakt Mikroschleifsystem) und gewassertem Schlgifraaufsteigender Koérnung (1200,
2400 und 4000) bis zu einer Schliffdicke von 100 panallelisiert wurden. Die Dicke der
Proben wurde mit einem digitalen Mikrometer Ubefpi@Bligelmessschraube Digimatic;
Mitutoyo, Kawasaki, Japan). Die so gewonnenen D¢iniifle wurden auf Probenhalter
(TMR Probenhalter; Plano) fixiert und anschlielend den Strahlengang eines
Rontgenstrahlengenerators (PW 1730/10; Philips, Hfimein, Niederlande) montiert. Die
mikroradiografische Belichtung der Filme (High Sgddolographic Film SO 253; Kodak,
Stuttgart) erfolgte bei einer Rohrenspannung vork¥Zpeinem Réhrenstrom von 40 mA und
einer Belichtungszeit von 12 Sekunden. Nach Entwioll des Filmes wurden die
Aufnahmen mit einem Durchlichtmikroskop (Durchlichkroskop 60318; Zeiss,
Oberkochen), an dem eine Videokamera (CCD-Videokarivdul XC 77CE; Sony, Tokio,
Japan) angeschlossen war, untersucht. Die Auswgreenfolgte mit dem Programm
Transversal Micro Radiography (TMR fur Windows; Versi2.0.27.2, Inspektor Research
System, Amsterdam, Niederlande). Die Lé&sionstieferde als der Abstand von der
Probenoberflache (Beginn bei der Tiefe mit einemeévhaiverlust von 20 Vol.%) bis zu dem
Punkt, an welchem die Mineraldichte 95 % des gesanBichmelzes (88 Vol.%) betrug,

festgelegt.
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4.1.6. Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung aller Daten der vodigden Arbeit erfolgte mit SPSS (Version
12.0 fur Windows; SPSS GmbH, Minchen). Zunachstdemirdie Daten hinsichtlich ihrer
Abweichung von einer Normalverteilung tUberpruft ([fogorov-Smirnov-Anpassungstest).
AnschlieRend wurden diese entsprechend ihrer \ienggi entweder mit parametrischen
(ANOVA, t-Test) oder nichtparametrischen Tests (KalsNallis-Test, Mann-Whitney-Test,
Wilcoxon-Test) analysiert (Abschnitte 1-3, 4a, 4b dunb5). Verschiedene
Auswertungsparameter innerhalb eines Abschnitteslevumiteinander korreliert (Pearson)
und bei gleicher Messgrof3e die Intraklassenkoroglagrrechnet (Abschnitte 1, 3b). Fur alle
statistischen Tests wurde ein Signifikanzniveau Sd¥ angesetzt. In Abschnitt 4c erfolgte
zunachst eine bivariate Analyse der Daten (Kru¥Kallis-Test, Mann-Whitney-Test).
Einflussfaktoren, die in der bivariaten Analyse deweilige Variable mit p < 0,025

beeinflussten wurden anschliel3end mit Hilfe eimexdren Regression analysiert.

4.2. Abschnitt 1: Validierung der Auswertungsmetho@n mit dem CLSM

4.2.1. Probenpréaparation

Insgesamt 29 bovine Schmelzproben wurden fur 40 Taganeralisiert, wobei nach sieben
bzw. 14 Tagen jeweils ein Teilbereich der OberflatittNagellack abgedeckt wurde, so dass
sich bei den Proben drei unterschiedlich tiefe Blieeergaben (Abb. 11).

Nagellack

I Abb. 11: Drei Schmelzbereiche der
N....I/ bovinen Proben wurden zunachsir sieber
- Tage der Demineralisationsldsung ausges

Damach wurde einer der Teilbereiche |
Lasionen Nagellack abgedeckt (C: Demineralisati

sieben Tage) und die Proben fiir weitere si¢
Tage demineralisiert. AnschlieRend wurde
14 Tage zweite Flache der Proben (B: 14 Ta

abgedeckt. Nach 40 Tagen wurden alle Pr¢
aus der Demineralisationslésung entnommen.

7 Tage

40 Tage
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Nach 40-tagiger Demineralisation wurden die Probenkrecht zur Oberflache geschnitten
(Bandsége Exakt 300cl) und aus der einen Halft®amschliff (Mikroschleifsystem Exakt)
fur die mikroradiografische sowie die konfokal lasaster-mikroskopische Auswertung nach
Imbibition mit Natriumfluorescein angefertigt (Meitle C). Die anderen Halften wurden in
mit RITC gefarbtem Spurr's Kunststoff eingebettetdumit dem CLSM (Methode A)
anschlieBend untersucht. Ein Dunnschliff dieser &mbhlften wurde ebenfalls

mikroradiografisch ausgewertet (Abb. 12).

j ‘‘‘‘‘‘‘‘ v
\’ Dunnschliff ™
TMR-Untersuchung

Schnitt P

D Imbibition mit EQH
Natriumfluorescein

Dunnschliff
o«

R
g
s
;
0”
K
;
;
;
;
R
;
:
g
C Einbetten
;
;
s
g
;
;
g
0:.
;
E

— »Spurr‘sKunststoff*

CLSM-Untersuchung

Abb. 12: Nach Demineralisation wurden die Proben senkreghberflache geschnitten. Aus der
einen Halfte wurde ein Dunnschliff fir die mikroregrafische Auswertung angefertigt
und die verbliebene Probenhélfte mit Natriumfluoegs imbibiert. Die anderen Halften
wurden in mit RITC gefarbten Spurr's Kunststoff getvettet. Dunnschliffe dieser
Probenhélften wurde ebenfalls mikroradiografischtetsucht. Von den beiden
verbliebenen, mit NaF bzw. Spurr's Kunststoff itridrten Probenhalften wurden CLSM-

Aufnahmen angefertigt.

4.2.2. Auswertung der CLSM-Bilder

Die mit der Methode A (VIRIN) am CLSM gewonnenerid®r zeigten den Lasionskorper
initialer Schmelzldsionen als rot fluoreszierend&ereich, wahrend weniger stark
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demineralisierte Bereiche dunkler sowie gesundédinfetz schwarz erschienen. Wie im
Kapitel 4.1.4 beschrieben, wurden CLSM-Bilder mitean 20x sowie einem 10x Objektiv
generiert. Die Auswertung der Lasionstiefen erfldiei den mit dem 20x Objektiv
aufgenommenen Bilder mit Hilfe der Kalkulationssaite des CLSM (LCS Lite Version

2.61; Leica) und bei den mit dem 10x Objektiv dhste Bildern mit dem Programm ImageJ
(ImageJ; National Institutes of Health, Rockvill&ké USA) bei abgedunkeltem Raum. Die
Lasionstiefen wurden anhand der Aufnahmen mit dém Qbjektiv (Methode Al; Abb. 13)

als auch mit dem 10x Objektiv (Methode A2; Abb. ldhhand unterschiedlicher

anatomischer Merkmale bestimmt.

Abb. 13: Die  Aufnahmer
der mit Spurr's Kunststo
T Oberflichen-  penetrierten Proben erfolgteei
T Schicht Methode Al mit dem 20

Objektiv. Die Lasionstiefe wurd
als der Abstand von d
Probenoberflache bis zu ¢
Schicht, in der dasnhere de
Schmelzprismen nicht mehr r
Kunststoff aufgefullt war,
definiert. Die jeweiligen Wert
wurden bei jederLasion dreima
1 im Abstand von 10Qum (Raster
gemessen und aus diesen

Deminerali- Messwerten  der  Mittelwe
sationsfront .
gebildet.

Lisionskorper

10U

Daruber hinaus wurden CLSM-Aufnahmen mit dem 10xje&ly angefertigt und
ausgewertet (Methode A2). Hierzu wurden jeweils Bileler einer Lasion, die beziglich des
Bildausschnittes identisch waren, mit unterschaddin Detektorempfindlichkeiten
[PhotoMultiPlier (PMT) Einstellungen] angefertigt. ©arste Bild erfolgte mit geringer
Detektorempfindlichkeit (PMT ca. 300), so dass nigr Qberflachenschicht qualitativ sehr
gut dargestellt wurde. Mit Hilfe der mittleren PMHnstellung (ca. 500) konnte der
Lasionskoérper dargestellt werden. Die dritte Aufmahergab bei einer PMT-Einstellung von
etwa 700 ein gut beurteilbares Bild im Bereich dertschreitenden Demineralisation
unterhalb des Lasionskorpers, wahrend gesunde $adbeneiche schwarz abgebildet wurden.
Die drei Bilder wurden mit Hilfe des Programms Ireddombiniert, so dass ein einziges, neu
berechnetes Bild entstand. Anhand der Durchscbildes konnten im Bereich der

Lasionskorper zwei unterschiedliche Bereiche ddifeiert werden. Der beginnend ab der
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Schmelzoberflache heller dargestellte Bereich deidn wurde als Tiefe des Lasionskorpers
(Methode: A2) definiert. Die darunter liegende, a@tich dunkler erscheinende Zone bildete
die voranschreitende Lasionsfront und wurde, von ld&sionsoberflache gemessen, als
maximale Lasionstiefe (Methode: A2 b) definiert pAlL4).

1081=d

Laser

Erzeugung eines Durchschnitts-
Bildes (Image J)

pseudointakte Oberflachenschiet=
demineralisierter Schmelz
Dentin —

\ 4

gesunder Schmelz

Schmelz-Dentin-Grenze==

Abb. 14: Die Aufnahmen mit dem 20 Objektiv wurden bei drei unterschiedlichen
Detektorempfindlichkeiten angefertigt und hiernadoftwaregestitzt Ubereinander
gelagert. Zwei voneinander abgrenzbare Helligkertem konnen als Tiefen der L&sion
definiert (Strecke I: Methode A2; Strecke Il: MetleoA2 b) und mit Hilfe eines Rasters
(Schrittweite 10Qum) an jeweils drei benachbarten Messstellen ausgetweerden.
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Die mit Natriumfluorescein imbibierten Proben (Mede C) wurden nur mit dem 20x

Objektiv visualisiert. Als Lasionstiefe wurde di¢rétke von der Oberflache der Proben bis
zu den Bereichen in der Probe, die keine grine rétzenz aufwiesen, definiert. Die
mikroradiografische Darstellung und Auswertung veurdvie unter 4.1.5. beschrieben
durchgeflnhrt.

Die mit den verschiedenen Methoden gemessenen rsisfen wurden miteinander

korreliert (Pearson, Intraklassenkorrelationskaedfit). Der mit der TMR bestimmte

Mineralgehalt wurde mit den Leuchtintensitaten oher Spurr’'s Kunststoff imbibierten mit

dem CLSM ausgewerteten Proben qualitativ verglichen

4.3. Abschnitt 2a: Einfluss der Applikationszeit atdi die Penetration verschiedener
Adhasivsysteme und eines Fissurenversieglers in ksitiche kariése Lasionen sowie die

Lasionsprogressionin vitro

4.3.1. Behandlung der Schmelzlasionen

Die 54 bovinen Schmelzproben wiesen nach der Dealisation (14 Tage) jeweils drei
initiale kanstliche Schmelzlasionen (A, B, C) auwfelche durch die vom Nagellack
abgedeckten gesunden Flachen sicher abgrenzbamaoder getrennt waren (Abb. 15).
Lasion A diente jeweils als unbehandelte Kontrdbé Lasionen B und C wurden fir fanf
Sekunden mit 20%igem Phosphorsauregel (Gluma Etcbef) Haeraeus Kulzer) geatzt.
Danach wurden die Proben mit Wasserspray (Wasdtarisatz Dentaleinheit) fir 30 s von
allen Saurerickstdnden geséaubert und randomisiegdhs Gruppen (n = 9) aufgeteilt. Die
verwendeten Materialien (Tab. 7) wurden mittels Mimush (Vivabrush; Ivoclar Vivadent)

auf die Lasionen B und C aufgetragen, ohne die it in die Lasionen einzumassieren.

Tab. 7: Materialien zur Versiegelung der Lasionen

Material konventioneller Einsatz Hersteller
Helioseaf lichthartender Fissurenversiegler Ivoclar Vivadent; Schaan,
Heliobond® lichthartendes Schmelzadhési Liechtenstein
Resulcin Monobond lichthartendes Schmelzadhasi Merz Dental; LutegbhDeutschland
Excite® Einkomponenten-Adhéasiv Ivoclar Vivadent
Solobond M Einkomponenten-Adhasiv Voco; Cuxhaven, Deutschland
Adper Prompt L-Pap selbstatzendes Adhasiv 3M Espe; Seefeld, Deutsthlar
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Nach 15 (B) bzw. 30 Sekunden (C) wurde uUberstelgerMaterial mit einer Watterolle
vorsichtig entfernt und der Kunststoff fiir 20 s gelsartet (400 mW/ct Translux CL;
Heraeus Kulzer). Nach Versiegelung wurde der Nagkllzwischen Lasion A und B
vorsichtig mit einem Skalpell entfernt, um eine kofiflache fiir die Demineralisation von
ungeschitztem gesundem Schmelz zu schaffen. EindteHder Probe wurde mit
saureresistentem Nagellack abgedeckt und die Profien weitere 14 Tage der
Demineralisationslésung ausgesetzt. Taglich wurde @e&-Wert kontrolliert und
gegebenenfalls korrigiert (Abb. 15). AnschlieRentblgte die Probenherstellung fiur die
mikroradiografische sowie die konfokalmikroskopiedbarstellung.

demineralisierte Probe

Nagellacn

Nagellack Abdeckung

Lasionen unbehandelte Lasion
versiegelt 15 s

versiegelt 30 s Nagellack entfernt

erneut der Demineralisation

Schnitt senkrecht zur ausgesetzte Probenhélfte
(Effekt) abgedeckte und geschutzte

n Probenhalite (Kontrolle)

14 Tage Demineralisation

Probenoberflach

abgedeckte und geschitzte

erneut der Demineralisationslosung Probenhélfte (Kontrolie)

ausgesetzte Probenhélfte (Effekt)

Abb. 15: Versuchsablauf Abschnitt 2a: Jeweils zwei der dienineralisierten Bereiche boviner
Proben wurden mit einem der untersuchten Matenalie entweder 15 s oder 30 s
behandelt. Ein Teilbereich der Proben (Kontrolitglfwurde mit Nagellack abgedeckt
und die Proben fur 14 Tage demineralisiert. Nachkiszhtem Schnitt durch die
Oberflache und anschlieRender Politur wurden sowohl der Effekt- als auch von der
Kontrollhédlfte mit dem CLSM entsprechende Bildernggert (Methode Al). Im
Abschnitt 2b wurden die Lasionen zunachst fur @0itsden entsprechenden Materialien
behandelt. Nach Entfrenung von Uberschiissen sovdetHartung wurde eine zweite
Schicht appliziert, die ebenfalls nach 90 s Einmaik ausgehartet wurde.
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4.3.2. Auswertung mit dem CLSM

Anhand von CLSM-Bildern erfolgte die Auswertung deésionstiefen (Methode Al;
Definition siehe 4.2.2.) mit Hilfe des Bildverarheigsprogramms ImageJ bei 40facher
VergroRerung. Dariber hinaus wurde die Penetrdtefas(Kontrollhélfte) als der Abstand
von der Probenoberflache bis zur einer Tiefe, inrdeht fluoreszierende Bereiche (schwarz)
zu erkennen waren, definiert. Die Werte wurden hle@end in Relation zur Tiefe der
jeweiligen Lasion gesetzt. Als Sauerstoffinhibigsnhicht wurde die Zone zwischen der
Probenoberflache und dem Beginn der nicht fluosgeriden, versiegelten Schicht definiert.
Diese wurde an Bildern der Kontrollgruppe ermittetir Ermittlung der Progression der
Lasionstiefe nach der zweiten Demineralisationspleriwurde fir jede Probe die Differenz
der Lasionstiefen der Kontroll- und der Effektgrupperechnet und zur Lasionstiefe der
Kontrollgruppe in Relation gesetzt (Abb. 16).

Abb. 16: Exemplarische
Aufnahme  (40x  Objektiv
einer mit einen

Adhasivsysten  penetriertel
Lasion. DieBilder wurden mi
Hilfe eines Overlay
(Rasterabstand: 50 Tq]
hinsichtlich der Lasionstiefe
(Methode AZL;Definition siehe
4.23.) der Penetrationstiefi
des Adhéasivsystemsowie del
Dicken der Sauerstoffinhi-
bitionsschichten ausgewertet.

Raster mit 50 pm
Limenabstand

Emss——=

Die Variablen La&sionstiefe, Penetrationstiefe, $stoffinhibitionsschicht sowie

Lasionsprogression wurden hinsichtlich signifikantinterschiede zwischen den Gruppen
Uberprift (ANOVA, Bonferroni). Innerhalb der jewigén Gruppe wurde der t-Test zur
Bestimmung signifikanter Unterschiede herangezodgas Signifikanzniveau wurde wie

bereits beschrieben jeweils auf 5 % festgelegt.
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4.4. Abschnitt 2b: Einfluss der Applikationshaufigkeit auf die Penetration verschiedener
Adhasivsysteme und eines Fissurenversieglers in ksitiche kariése Lasionen sowie die

Lasionsprogressionin vitro

Der Versuchsaufbau unterschied sich geringfligigdem unter 4.3. beschriebenen Abschnitt
2a. Zum einen wurden die Materialien (siehe Talbind vgl. Abb. 15, Kapitel 4.3.1.) erst
nach einer Einwirkzeit von 90 Sekunden lichtgehadatn anderen wurde auf den Bereich C
anschlieBend ein weiteres Mal das jeweilige Maltefim 90 Sekunden appliziert und
lichtgehartet. Ein eventuell vorhandener Uberschussle mit einem kleinen Abziehgummi
(Gummikelch; Brasseler, Lemgo) vor der jeweiligeichthartung (Translux CL; Heraeus
Kulzer) entfernt. Die Halfte der Proben wurde wienhe mit Nagellack abgedeckt und ftr
weitere 14 Tage demineralisiert. Anhand von CLSMi&ih erfolgte die Auswertung der in
Abschnitt 2a genannten Variablen allerdings bea&Bér Vergrof3erung (vgl. Kapitel 4.2.2.)
(Abb. 17). Die statistische Auswertung erfolgtelagazu Abschnitt 2a.

100 pgm

Abb. 17: Die reprasentative CLSM-Aufnahme [10fache VergroRg (a)] sowie die
AusschnittsvergréRerung (b) einer mit Solobon® béhandelten Lasion verdeutlicht die
Messungen der Lasionsausdehnung sowie der Peopstaien des Adhasivs. Auf das
Bild des Probenquerschnitts wurde ein Raster mierai Linienabstand von 50 pm
vertikal zur Probenoberfliche gelegt. An drei bébacten Linien erfolgten die
Messungen des Lasionskorpers (lll) (Methode A2)isoder maximalen Lasionstiefen
(IV) (Methode A2 b; Definition siehe 4.2.3.), deerietrationstiefen des Adh&sivsystems
(1) und der Dicke der dazugehdérigen Sauerstoffiittinsschicht (1).
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4.5. Abschnitt 3: Einfluss physikalischer Parameteauf die Penetration verschiedener

Infiltranten in kinstliche kariose Lasionen sowie de Kariesinhibierung in vitro

Anhand der drei Flussigkeitsparameter Viskositdigi@achenspannung und Kontaktwinkel
zu Schmelz wurden zunéachst fur die in AbschniteBwendeten kommerziellen Materialien
sowie fur die Monomere BisGMA, TEGDMA, UDMA und HEMASi{gma Aldrich) bzw.
diverser Mischungen dieser Methacrylate mit Alkoti@ Penetrationskoeffizienten ermittelt.
Fur zwolf der insgesamt 66 gemessenen experimentilaterialien wurden anschliel3end die
Tiefe der Penetration in kinstliche Lasionen sowgeFdhigkeit, eine weitere Progression der

Lasion unter kariogenen Bedingungen zu verhindenmijttelt.

4 .5.1. Abschnitt 3a: Penetrationskoeffizienten dein Abschnitt 2 verwendeten

Materialien sowie der experimentellen Infiltranten

Die Bestimmung der Penetrationskoeffizienten et®olbei den in Tabelle 7 (Seite 48)
aufgefuhrten, kommerziell erhaltlichen Materialiesowie bei 66 experimentellen
Kunststoffen, die jeweils aus zwei der vier Monoen&isGMA, UDMA, TEGDMA and
HEMA (Gewichtsverhaltnisse: 100:0; 75:25, 50:50,785:0:100) sowie unterschiedlichen
Konzentrationen an Ethanol bestanden (0 %, 10 % BdeYo) (siehe Tab. 15, Seite 75).
Darliber hinaus wurden der Initiator Kampferchinoowie der Stabilisator Ethyl 4-
dimethylaminobenzoat (DABE) hinzugegeben.

Die Oberflachenspannung wurde in einer dem Losuitgdndes jeweiligen Materials
entsprechenden gesattigten Umgebung mit einem @&isgimeter (K12; Kruss, Hamburg)
untersucht. Jeweils 5 ml des zu messenden Mateviaiden in eine Teflonmulde appliziert
und der Prufring (Platin-Iridium-Legierung, Rl 1Kruss) in der Néahe der Oberflache
positioniert. Die automatischen Messungen erfolgiesein zuverlassiger Wert ermittelt war
(5- bis 20-mal); das Gerat schaltete sich ansolfid(selbsttatig ab.

Zur Ermittlung des Kontaktwinkels der Kunststoffe Zahnschmelz wurden 198 bovine
Schmelzproben mit standardisierter Oberflache Istetie (vgl. Kapitel 4.1.1.). Die
Schmelzoberflache wurde auf Hochglanz poliert umékt vor der Messung mit einem
computergestitzten Goniometer (G10; Kriiss) mit 1igeé# Ethanol gereinigt. Jeweils 1 pl
des Materials wurde auf die gesunde OberflacheHiti¢ einer Mikropipette getropft und
nach 10 s eine Aufnahme mit einer in das Messsystaaygrierten digitalen Kamera
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angefertigt. Die Bestimmung des mittleren Kontakiwels erfolgte anhand von drei
Aufnahmen softwaregestitzt (DSA 10; Kriss).

Die kinematische Viskositat der Stoffe wurde mihesn Ubbelohde-Viskosimeter (Schott;
Mainz) bei 25 °C bestimmt. Fir niedrig-viskose Kistsffe wurden Glaskapillaren mit einer
Kapillarkonstanten von 0,1 nfrs® verwendet, wahrend die Konstante der Kapillaren be
hoher-viskdsen Materialien 10 mMrs® betrug. Anhand von drei Messungen wurde die
mittlere kinematische Viskositat bestimmt und mitfédder rechnerisch ermittelten Dichte
(experimentelle Infiltranten) in die dynamische kasitdt umgerechnet. Die Dichte der
kommerziell erhéltlichen Materialien wurde hingegeit einem Dichteoszillator bestimmt
(DMA 5000; Anton Paar, Graz, Osterreich).

Zur Prifung der Aushartung (visuell) wurden die &fatlien in Mulden (7x4x2 mm)
eingebracht und fur 60 s (Translux CL; Heraeus Kilgehéartet. Mit den Ergebnissen sollte
ermittelt werden, welche Monomere bzw. Losungsinidie Penetrationseigenschaften laut
WashburrGleichung (siehe Seite 35) positiv beeinflusserariiber hinaus sollte eine
Vorauswahl der fur einen Infiltranten in Frage koemden Monomerkombinationen fiir den

im folgenden Abschnitt 3b beschriebenen Versuctoffen werden.

4.5.2. Abschnitt 3b: Penetrationstiefen verschiedem experimenteller Infiltranten in
kunstliche kariose Lasionen sowie deren Einfluss &dlie Verhinderung der

Kariesprogressionin vitro

Bei 156 demineralisierten (50 Tage) bovinen Schnmelzgn (vgl. Kapitel 4.1.1. und 4.1.2.)
wurden drei der vier demineralisierten Bereiche d&obenoberflaichen mit 5%iger
Phosphorsaure fir funf Sekunden geétzt (Total Efitzgel, Ivoclar Vivadent). Hiernach
wurden das Atzgel abgespriiht und die gesamte Pgsiecknet (Wasser-Luftansatz
Dentaleinheit). Die Proben wurden fur 10 s in Ethgh00 %; Sigma Aldrich) gelagert und
wiederum getrocknet. Jeweils einer von zwolf expentellen Infiltranten sowie das Material
Excite® (Ivoclar Vivadent) wurden anschlieBend fur entwebte s, 22 s oder 40 s appliziert
(Tab. 8). Nach Entfernung oberflachlicher Uberstamdé einer Watterolle wurden die
Materialien fir 30 s lichtgehartet (530 mW/fgmstralis 5, Ivoclar Vivadent). Eine Halfte der
Proben wurden anschlieRend mit Nagellack (Kontyddledeckt und die Probe erneut fir 50
Tage der Demineralisationslosung ausgesetzt. NasheRherstellung (Mikroschleifsystem

Exakt) erfolgte (vgl. Kapitel 4.1.5.) die Auswertunder La&sionstiefen und der
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Mineralverluste anhand mikroradiografischer Bildgabb. 18). Anhand von CLSM-Bildern
(Methode C; Kapitel 4.1.2.) wurden die Lasionstiefsowie die Penetrationstiefen der
Materialien an vier benachbarten Messpunkten (RaBd® um) bestimmt. (LCS Lite version

2.61). Die statistische Auswertung erfolgte anaogi\bschnitt 2.

Tab. 8: Zusammensetzung (Gew.%) der in Abschnitt 3 verwiemdi®laterialien
Gruppe | BisGMA | TEGDMA | Ethanol | Gruppe | BisGMA | TEGDMA | Ethanol
1 75 25 7 25 75
2 67,5 22,5 10 8 22,5 67,5 10
3 60 20 20 9 20 60 20
4 50 50 10 0 100
5 45 45 10 11 0 90 10
6 40 40 20 12 0 80 20
13 Excité
demineralisierte Schmelzproben
unbehandelte  Infiltration
Nagellack Kontrolle s 205 405

Nagellack

fy

(gesunde Kontrolle)

Schmelzlasionen

Effekthalfte

Lasionen (NaF) Kunststoff

CLSM erneute Demineralisati
gesunder Schmelz Methode C 50 Tage
MY
T L L L S L T L R
(SR Schnitte )
TMR

Versuchsablauf Abschnitt 3b: Jeweils drei der emineralisierten Bereiche boviner
Proben wurden mit einem der untersuchten Matendlie entweder 10 s, 22 s oder 40 s
infiltriert. Ein Teilbereich der Probe (Kontrolllitd¢) wurde mit Nagellack abgedeckt und
die Proben anchliel3end fur 50 Tage demineraligidath Herstellung von Dinnschliffen

der Kontroll- sowie der Effekthalften erfolgte dikuswertung der L&sions- sowie

Penetrationstiefen anhand von TMR- bzw. CLSM-Bitder

Abb. 18:
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4.6. Abschnitt 4: Einflussfaktoren bei der Infiltration naturlicher karioser Lasionen mit

einem Adhasivsystemn vitro

In Abschnitt 4 wurden im Gegensatz zu den bishewerdeten kinstlichen Lasionen
naturliche humane Zahne untersucht. Zunachst st Moglichkeit gefunden werden, die
im Vergleich zu den kunstlichen Lasionen starkesgapragte Oberflachenschicht zu
verandern (4a), um die Penetration eines im Absclnuntersuchten Adhasivsystems zu
verbessern (4b). Hierbei war der Einfluss verschiedelasionsmerkmale auf die

Penetrationstiefe dieses Materials ebenfalls voerdisse (4c).

4.6.1. Abschnitt 4a: Einfluss verschiedener saurdéele auf die Oberflachenschicht

naturlicher karioser Lasionen in vitro

Insgesamt 48 humane Pramolaren und Molaren, di¢oldugsch (Beurteilung nach
senkrechtem Schnitt durch die Mitte der Lasion; &dge Exakt 300cl) eine approximale S1
Karies aufwiesen, wurden in drei Gruppen randomtisiefgeteilt (Abb. 19). Die Hélfte einer
jeden Lasion sowie ein Teil der gesunden approxim&i&che wurden mit Nagellack
abgedeckt (Kontrolle) (Abb. 20). Die Schnittflachemurden ebenfalls mit Nagellack
geschutzt. AnschlieRend erfolgte in jeder Gruppe 8) die Atzung mit einer von drei Sauren
[HCI 5 %, HCI 15 %, HPO, 37 % (Total Etcfi Atzgel, Vivadent)] fir 30 s, 60 s, 90 s oder
120 s. Das selbst hergestellte Salzsauregel enthielben der entsprechenden
Saurekonzentration einen Farbstoff (Methylenblaowie hochdisperses Silizumdioxid
(Katalognr. 102520; Fagron, Barsbuttel) und Glyeerr Verdickung (Tab. 9).

48 Zihne
HCI HCI
; H,PO, Siure

5 % 15 %

130/[601(90/1200 130160 90/1200 3060 90/120  Zeit (s)

Abb. 19: Versuchsaufbau Abschnitt 4a: ,Einfluss verschiedensaurer Gele auf die
Oberflachenschicht nattrlicher karidser Lasionen®.
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Tab. 9: Zusammensetzung der beiden Salzsauregele

Bestandteil 5 % HCI 15 % HCI Reihenfolge
Aqua dest. 40 g - 1
Glycerin (85 %) 22 ¢ 22 g 2
Methylenblau (1 %) 59 109 3
Salzséaure (25 %) 209 60 g 4
hoch disperses SO 8¢ 8¢ 5

Anhand von Dunnschliffen (Exakt Mikroschleifsystemfolgten die mikroradiografische
Auswertung des Mineralverlustes der oberen 50 pniLdsionen sowie die Lasionstiefe des
Punktes der Oberflachenschicht (O.p.) mit dem h@&chdMineralgehalt. Dartber hinaus
wurde das Ausmal’ der Erosion sowie die Dicke degsriinglichen sowie der verbliebenen
Oberflachenschicht anhand von CLSM-Bildern an séemachbarten Messpunkten bestimmt
(AxioVision LE; Zeiss, Oberkochen) (Abb. 20). Die tgische Auswertung der genannten
Variablen wurde mit nichtparametrischen Tests duwetilifyt.

s

. o |
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Liishon
ThRR
sratmder Sclimels J Kontrollhalfte Lasionshilfte
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Abb. 20:

Versuchsablauf Abschnitt 4a: Der Effekt der Sauremrde sowohl auf de

Lasionsoberflache (nur S1 Lasionen) als auch awdumygem Schelz evaluiert
Kontrollbereiche wurden mit Nagellack abgedeckt unfjlich nicht geatzt. Nac
Herstellung von Dunnschliffen erfolgte die Darsiath mit dem CLSM und der TMR.
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4.6.2. Abschnitt 4b: Einfluss der Saureatzung aufid Infiltration eines Adhasivsystems

in natdrliche kariése Lasionenin vitro

In diesem Abschnitt wurden 45 Z&hne mit approximadaries verwendet, die zunachst
hinsichtlich der rdntgenologischen Ausdehnung désidanen beurteilt wurden. Fir die
rontgenologische Untersuchung (Heliodent MD; SiesnerBensheim) wurden die
verwendeten Zahne mit Hilfe von Silikon auf einestém Unterlage befestigt. Um die
klinische Abschwéachung durch ungebende Weichteile smulieren, wurde eine
Plexiglasscheibe zwischen Zahn und Rontgenrohréiquuert. Rontgenfilme (Ektaspeed;
Kodak, Stuttgart) wurden standardisiert (0,12 sk80 7,5 mA) belichtet und anschlie3end
entwickelt (XR 24-1l; Durr Dental, Bietigheim-Bisgien). Die radiografische
Lasionsausdehnung wurde unabh&ngig von zwei Urtieesn anhand folgender Einteilung
[Marthaler und Germann 1970] beurteilt: Keine Ttarenz (R0), Transluzenz in der &ul3eren
Schmelzhalfte (R1), Transluzenz in der inneren Strimadte (R2), Transluzenz in der
aulBeren Dentinhalfte (R3), Transluzenz in der ifnddentinhalfte (R4). Im Falle einer
fehlenden Ubereinstimmung wurde anschlieRend eimsKos zwischen den beiden
Untersuchern durch wiederholtes Betrachten depeaisenden Bildes hergestellt.

Die Wurzeln der Zéhne wurden abgetrennt und dien&d&enkrecht mittig durch die Lasionen
getrennt (Bandsage Exakt 300cl) (Abb. 21). Anschkeimel? wurden die Lasionen nach
folgendem Schema von einem der beiden Untersudassifiziert [Marthaler und Germann
1970]: Ausdehnung bis in die auf3ere Schmelzhal®),(Ausdehnung bis in die innere
Schmelzhalfte (S2) Ausdehnung bis in die auRerdibi@fte (D1). Die Schnittflachen der
beiden Halften wurden hiernach mit Nagellack abgktdeleweils zehn korrespondierende,
paarige S1, S2 sowie D1 Lasionen wurden anschlceBetweder mit 37%iger Phosphorsaure
(Total Etclf Atzgel, Vivadent) oder mit 15%iger Salzsaure (Al2) fir zwei Minuten
geatzt, mit Wasser abgepriht und anschlieRendaeted (Wasser-Luftansatz Dentaleinheit).
Nach Immersion in Ethanol (100 %; Sigma Aldrich) il s wurden die Proben abermals
getrocknet und anschlieRend fiir funf Minuten dashasivsystem Excife dem der
fluoreszierende Farbstoff TRITC (0,1 %; Sigma Aldjidugesetzt war, appliziert. Jeweils
zehn weitere unpaarige Lasionshélften der drei dmssiusdehnungen dienten als
Negativkontrolle (Abb. 22); diese wurden ohne voidge Atzung mit Excit&€ behandelt.
Eventuell vorhandene Uberschiisse wurden mit einettevdile abgewischt und die
entsprechenden Bereiche fur 30 s lichtgehartet réfAst 5, Ivoclar Vivadent). Nach
Probenpréparation (Exakt Mikroschleifsystem) erldte Darstellung mit Hilfe des CLSM

(Methode B) sowie die Auswertung der LasionstigfarSchmelz, der Penetrationstiefen des
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Adhéasivsystems und der verbliebenen pseudointakbierflachenschichten an zehn
benachbarten Messpunkten (AxioVision LE Softwarag ®atistische Analyse der Variablen
erfolgte mit nichtparametrischen Tests.

Dariber hinaus wurden exemplarische rasterelektroikeoskopische Aufnahmen
(CamScan MaXim 2040, Camscan, Cambridge, UK) naclespBtterung der
Probenoberflachen mit Gold (SCD 040; Balzers, Wadsin) bei 2200facher Vergro3erung

angefertigt.

paarige Hilften mit beide Hilften: Auftragen
approximaler Karies Atzen mit Salzsiure des Adhésivsystems

Atzgel
Schnitte — v
@ ( Q d gefdrbt mit TRIV"I; D

Atzen mit Phosphorsiure

approximale
Karies

beide Halften:
Lichthirtung

—_—

Bl TRITC (Versiegler) Methode B 7

P NaF (Poren) »CLSM -

Bl Mineral (kompakt) . \/
4 » = ] j

Penetrationstiefe

x ; I Uberschiisse entfernt

Lisionstiefe

Abb. 21: Versuchsablauf Abschnitt 4b: Zahne mit approximadlésionen wurden senkrecht durch
die Karies geteilt und die Schnittflachen anscldie3 mit Nagellack abgedeckt.
Korrespondierende paarige Halften wurden entwederSailz- oder Phosphorséaure fir
zwei Minuten vorbehandelt. Nach Trocknung wurde enmt TRITC angefarbtes
Adhésivsystem (Excifd appliziert und nach Entfernung der Uberschiissietdehartet.
Die Visualisierung erfolgte mit der Methode B merd CLSM. Als Negativkontrollen
wurden unpaarige Proben mit unterschiedlicher ltdsiasdehnung verwendet. Diese
wurden ohne vorheriges Atzen mit Ex&iteehandelt.
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45 Ziahne
S1 S2 DI
unpaarig Hilften unpaarig Hilften - unpaarig | Hilften
neg. | [HPO, [ HCI neg. | |H.PO,|| HCI neg. | [H.PO.|[ HCI |
_qum]lcl 37% || 15% | Kontrolle | 37094 15 Kmnmllg | 37% || 15% |

Abb. 22:  Versuchsaufbau Abschnitt 4b: ,Einfluss der Saunadyz auf die Infiltration eines
Adhasivsystems in natirliche karidse Lasionen”

4.6.3. Abschnitt 4c: Einfluss verschiedener Lasiomserkmale naturlicher kariGser

Lasionen auf die Infiltration eines Adhéasivsystemsn vitro

Insgesamt 115 permanente, karibse Pramolaren undlaré&ho unterschiedlicher
Lasionsausdehnung wurden hinsichtlich des Einflussesrschiedener klinischer
Lasionsmerkmale auf die Penetrationstiefe einesnkerniellen Adhasivsystems (Excije
evaluiert. Hierbei wurde der Einfluss der Kariesldation (approximal/bukkal), des
Oberflachenglanzes (glanzend/matt), des Vorhandenssner Verfarbung (ja/nein) bzw.
einer Kavitat (ja/nein), der Rauigkeit der Oberfiadja/nein) sowie der lichtreflektierenden
Eigenschaften (hell/dunkel) auf die Lasionstiefe (Ldi¢ Dicke der Oberflachenschicht (OS),
den Mineralgehalt der obersten 50 um der Lasiomsviesdie Penetrationstiefe (PT) von
Excite® in karidsen Lasionen mit unterschiedlicher Ausdetin(S1/S2 oder D1) untersucht.
Nach Beurteilung der Merkmale und Anfertigung deinienbilder (vgl. Abschnitt 4b)
wurden die Zahne in der Mitte der Lasionen getrdBaindsage Exakt 300cl) und paarige
Halften nach der Kariesausdehnung in S1, S2 und.&lonen eingeteilt [Marthaler und
Germann 1970] (Abb. 24). Die Schnittflachen jewaiser der beiden Halften wurden mit
Nagellack abgedeckt, die anderen diente als unieftanKontrolle. Nach Atzung mit HCI
(15 %, 120 s) sowie anschlieBender Trocknung nageruag in Ethanol (vgl. Abschnitt 4b)
wurde Excit&, dem der fluoreszierende Farbstoff TRITC (0,1 %n®&icAldrich) zugegeben
war, fur funf Minuten appliziert. Nachdem Uberstandit einer Watterolle entfernt worden
waren, wurden das Adhéasivsystem fur 30 s lichtgehgAstralis 5, Ivoclar Vivadent).

Anhand von Dunnschliffen (Exakt Mikroschleifsysterajfolgte die mikroradiografische
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Auswertung (Abb. 23) der Mineralverluste der obefsh um der Kontrollhédlften. Die
Lasionstiefen, die Penetrationstiefen, die Dickesr derbliebenen Oberflachenschichten
wurden anhand der Effekthalften, die Dicken der tinsglichen Oberflachenschichten der
Kontrollhalften anhand von CLSM-Bildern (Methode &) zehn benachbarten Messpunkten
(Raster: 100 pum) bestimmt (AxioVision LE Softwar®&yeben nichtparametrischen Tests
erfolgte eine Bewertung der klinischen Detreminamet Hilfe der schrittweisen linearen
Regression, wobei nur Faktoren bertcksichtigt wirddie bei bivariater Testung einen
p-Wert <0,25 aufwiesen.

nur Effekthilften: Auftragen
des Adhédsivsystems

paarige Halften mit
approximaler oder
Beurteilung der Lasionsmerkmale, bukkaler Karies Atzen mit Salzsiure

anschlieffend senkrechter Schnitt

F : N n Karies @
=
~ Schnitte @

gefdrbt mit TRITC
Lichthértung :

unbehandelte
Kontrollhilfte
TMR
Bl TRITC (Versiegler) Methode B CLSM .
|:| NaF (Poren) .g; !_] -
= s £ ¥
Il Mincral (kompakt) | : ,___ﬁ;
Penetrationstiefe U

TMR-Bild

Lisionstiefe

T D

OS = Oberfldchenschicht

LK = Lasionskorper

Beispiel: Effekthilfte

Abb. 23: Versuchsablauf Abschnitt 4c: Zunachst erfolgten dim Text beschriebenen
Beurteilungen verschiedener Lasionsmerkmale dewvemdeten Zahne mit approximaler
oder bukkaler Karies. AnschlieRend wurden die Zatmbglichst mittig senkrecht durch
die Karies geteilt und die Schnittflachen mit Nd@ek abgedeckt. Eine der beiden Halften
wurde mit Salzsaure (15 %) fur zwei Minuten gea@mt anschlieRend ein mit TRITC
angefarbtes Adhésivsystem (ExEjte appliziert (Effekt). Nach Entfernung von
Uberschiisse wurde das Adhasiv lichtgehartet. Daialisierung der Effekt- sowie der
unbehandelten Kontrollhalften erfolgte mit der Mete B mit dem CLSM. Dariber
hinaus wurden mikroradiografische Aufnahmen angeter
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| 115 Zahne |

S1 S2 D1
| Approx. Buklkal | Approx. Bukkal Approx. Bukkal
N=26 N=17 N=19 N=19 N=16 N=18

Abb. 24: Versuchsaufbau Abschnitt 4c: ,Einfluss der Lasioogshologie auf die Infiltration eines
Adhasivsystems in natiirliche approximale LasiongrhnAtzung mit Salzsaure*

4.7. Abschnitt 5: Vergleich der Penetrationstiefemach Infiltration nattrlicher kariéser

Lasionen mit einem Adhasivsystem sowie mit einem fittranten in vitro

Insgesamt 65 humane Zahne mit approximaler Kariesdevu nach radiografischer
Beurteilung der Lasionen (vgl. Abschnitt 4b) moégst in der Mitte der Lasionen geteilt
(Bandsége Exakt 300cl) und anschliel3end die higgibg Lasionsausdehnung (S1, S2 und
D1) beurteilt (Abb. 25). Die Schnittflachen der pgan Halften wurden mit Nagellack
abgedeckt und die Lasionsoberflachen mit 15%igdzs8are fur zwei Minuten geétzt. Die
Saure wurde abgespruht, die Proben getrocknet @htasftansatz Dentaleinheit), in Ethanol
(Sigma Aldrich) fir 10 s gelagert und anschlieResmetlerum getrocknet. Auf die eine Halfte
wurde fur funf Minuten das Adhasivsystem Extappliziert, wahrend die korrespondierende

65 Zihne
S1 S2 D1
N=19 N=23 N=21
f;lxu;lrf:g Infiltrant | E\'L‘ilﬁl:ig.’ | Infiltrant | : !._-Zxcilr.:""-" | Infiltrant |
Abb. 25: Versuchsaufbau Abschnitt 5: ,Vergleich der Penmnstiefen nach Behandlung mit

Excite® sowie mit einem Infiltranten®
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Halfte mit einem der Infiltranten (Nr. 11; 90 % TEGBM10 % Ethanol) behandelt wurde.
Den beiden Kunststoffen wurde hierbei TRITC (0,1 %n%& Aldrich) zugesetzt. Eventuelle
Uberschiisse wurden mit einer Watterolle entfermt die applizierten Kunststoffe hiernach
lichtgehartet (Astralis 5, Ivoclar Vivadent). Nadterstellung von Dunnschliffen (Exakt
Mikroschleifsystem) erfolgte anhand von CLSM-Bilde(Methode B und Transmission-
Bilder) die Auswertung (AxioVision LE Software) ddrasionstiefen im Schmelz, der
Penetrationstiefen  der  Materialien  sowie der veldnen  pseudointakten
Oberflachenschichten an zehn benachbarten MessgufRaster: 100 um). Dariber hinaus
wurden zur qualitativen Abschatzung der pseudotetak Oberflachenschichten
mikroradiografische Aufnahmen angefertigt (Abb. .26)ie statistische Auswertung der

genannten Variablen erfolgte mit nichtparametriachests.

paarige Hélften mit

approximaler Karies n Auftragen des Infiltranten
‘ ([ f TR beide Halften: ‘ ' 'l

aupl
\1
K

‘ A beide Halften:
=W Z A - "
£ N\ \ L Atzen mit Salzsdure Liehthirtung
L | __approximale \‘ ‘
A R ] Karies \ ;
el Atzgel | .
S X —
/—j—/"j <\ Lision
/ \ | Schnitte [~V -\
{0 I ‘
Bl TRITC (Kunststoff) Methode B
[  NaF (Poren)
Il Mineral (kompakt)

Penetrationstiefe

Lisionstiefe

Trans-Modus

TRITC (Kunststoft)

gesunder Schmelz

Y R

Abb. 26: Versuchsablauf Abschnitt 5: Nach senkrechtem Schhitch die Lasionen wurden
paarige Halften mit vergleichbarer Ausdehnung awsdpt. Die Schnittflachen wurden
mit Nagellack abgedeckt und die Oberflachen miz&aire (15 %) fur zwei Minuten
geatzt. Hiernach wurde das Atzgel abgespriint ued_dsionen im Luftstrom sowie ein
weiteres Mal nach Lagerung in Ethanol (100 %) gnet. Hiernach wurde entweder
einer der Infiltranten (Nr. 11) oder das Adhasitsgs appliziert (finf Minuten). Nach
Lichthartung wurden Dunnschliffe der Probenhalftemgefertigt. Diese wurden
konfokalmikroskopisch (Trans-Modus und Methode B)wie mikroradiografisch
untersucht.
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