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1. Abstract

1. Abstract

1.1 Abstract (englisch)

Sealing caries lesions is an accepted management concept. Whilst the analysis of natural
sealed, residual lesions allows to gauge the variability regarding the lesions' composition and
mechanical properties, it is practically limited by availability of appropriate teeth and ethical
concerns. Hence, protocols to induce artificial dentin residual lesions in vitro are required, as
working with such artificial lesions allows a more standardized investigation of the
mechanical properties of the teeth, their remineralization capabilities or different restorative
approaches. In this study different demineralization protocols were compared for their
suitability to mimic natural residual lesions. First, twelve natural deep lesions were excavated
to leave leathery dentin, then analyzed regarding their mineral loss (AZ), lesion depth (LD),
mineral loss ratio (R), the slope of the mineral gradient and their nano-hardness profile. Four
different demineralization protocols were used for the induction of artificial lesions (acetic
acid pH =4.95; 0.1 M lactic acid gel pH = 5.0; 0.5 M ethylendiaminetetraacetic acid pH = 7.2;
Streptococcus mutans biofilm models). Lesion depths were monitored over different
demineralization times. Lesions with similar depths as the natural ones were further
analyzed using transversal microradiography. Acetic-acid-induced lesions did not significantly
differ with regards to LD, AZ and mineral profile, so this protocol underwent further
modification. Seven dentin specimens were submitted to a moderately acidic (pH = 5.3)
methylhydroxydiphosphonat-buffered acetate demineralization solution for 12 weeks.
Natural and artificial lesions showed similar LD (mean + SD = 626 + 212 and 563 * 838 um),
demineralization (R = 19.5 + 4.7 and 29.8 + 4.1 %), mineral gradient (slope = 0.10 + 0.05 and
0.13 + 0.06 vol%/um) and nano-hardness profiles. The described protocol is suitable to
induce lesions with mineral content and mechanical properties similar to natural residual

lesions.
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1.2 Abstract (deutsch)

Die adhdsive Versorgung einer kariosen Ldsion stellt eine akzeptierte Behandlungsmethode
dar. Wahrend die Analyse natirlicher, adhasiv versorgter Ldsionen ermdglicht, hohe
interindividuelle Schwankungen in mechanischen Eigenschaften und Zusammensetzung
aufzuzeigen, stoBt sie, bedingt durch die begrenzte Verfiigbarkeit geeigneter Zdhne und
durch ethische Konflikte, an ihre Grenzen. Daher sind Methoden zur Herstellung kiinstlicher
Residualkaries in vitro notwendig. Diese ermoglicht die standardisierte Untersuchung der
mechanischen Eigenschaften der Zdhne, deren Remineralisationsverhalten oder
verschiedener restaurativer Behandlungsmoglichkeiten, unabhangig  von der
Patientencompliance und etwaigem ethischen Konflikt. In dieser Studie wurden mehrere
Demineralisationsprotokolle zur Imitation einer Residualkaries miteinander verglichen.
Zunachst wurden zwolf tiefe, karidse Lasionen selektiv exkaviert, sodass Dentin von ledriger
Beschaffenheit verblieb, und auf ihren Mineralverlust (AZ), Léasionstiefe (LT),
Mineralverlustintensitdt (R), Mineralanstieg innerhalb der Lasion und ihr Nanohérteprofil
analysiert. Vier verschiedene Demineralisationsmethoden wurden zur Induktion klnstlicher
Residualkaries angewandt (azetatbasierte Losung mit Methylhydroxydiphosphonat-Putter
pH=4,95; 0,1 M Carboxymethylcellulose-Laktat-Gel; 0,5 M Ethylendiamintetraazetat
pH = 7,2; Biofilm-Modell mit Streptococcus mutans) und ihre Lasionstiefen tGber verschiedene
Zeitrdume kontrolliert. Lasionen mit dhnlicher Tiefe wie die natlrlichen wurden mittels
transversaler Mikroradiografie weitergehend analysiert. Lasionen, die mittels azetatbasierter
Losung induziert wurden, unterschieden sich nicht signifikant in LT, AZ und Mineralprofil,
sodass dieses Protokoll weiter modifiziert wurde. Sieben weitere Proben wurden Gber zwolf
Wochen in azetatbasierter Losung mit weniger saurem pH-Wert (5,3) gelagert. Die so
induzierten Ldsionen zeigten, verglichen mit den natirlichen, eine dhnliche Tiefe (Mittel £
Standardabweichung = 626 + 212 und 563 * 88 um), Demineralisation (R = 19,5 + 4,7 und
29,8 + 4,1 %), der Mineralanstieg war flach und stetig (Anstieg = 0,10 + 0,05 und 0,13 +
0,06 Vol.-%/um) und die Nanohérteprofile unterschieden sich nicht signifikant. Die
beschriebene Methode eignet sich zur Induktion von Ladsionen mit dhnlichem Mineralgehalt

und mechanischen Eigenschaften wie natirliche Residualkaries.
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2. Einleitung

2.1 Dentin

2.1.1 Zusammensetzung

Neben dem Zahnschmelz und dem Wurzelzement bildet das Dentin den groRten Anteil der
Zahnhartsubstanzen. Es umschlieBt die Pulpahohle im koronalen sowie im radikuldren
Bereich des Zahns. Im Gegensatz zum Zahnschmelz ist das Dentin als lebendes Gewebe
anzusehen, das zeitlebens weiter gebildet wird. Es besteht zu ca. 70 Gew.-% aus
anorganischer Substanz, zu 18 Gew.-% aus organischer Matrix und zu 12 Gew.-% aus Wasser
[Mjor and Fejerskov, 1986]. Die anorganische Substanz besteht wie im Schmelz hauptséachlich
aus Kalziumphosphat, das durch variable Einschlliisse von Karbonat, Fluorid, Natrium und
verschiedenen Spurenelementen in Form von nichtstochiometrischem Hydroxylapatit
vorliegt [Hellwig et al., 2010]. Das Hydroxylapatit bildet im Dentin Kristalle mit einer GrofRe
von 20 nm Lange, <20 nm Breite und 3,5 nm Dicke, die somit kleiner sind als die des
Schmelzes [Meyer-Lueckel et al., 2012]. Die organische Matrix besteht hauptsachlich aus

Kollagen und kollagendhnlichen Verbindungen [Kawasaki and Featherstone, 1997].

2.1.2 Histologie des Pulpa-Dentin-Komplexes

Das Dentin ist durchsetzt von Dentinkanélchen, die im koronalen Anteil von der Pulpa in die
Peripherie geschwungen, im Bereich der Wurzel geradlinig bis zum Schmelz verlaufen, sodass
das Dentin ein hohes Porenvolumen von durchschnittlich 36.000/mm? aufweist. Der
Kanaldurchmesser verringert sich im zunehmenden Abstand zur Pulpa, so liegt er pulpanah
bei 2-3 um und nahe der Schmelz-Dentin-Grenze bei 0,5-0,9 um, sodass auch das
Porenvolumen pulpawarts deutlich ansteigt [Pashley, 1991]. In diesen Tubuli befinden sich
Zellfortsatze der dentinbildenden Odontoblasten, den sogenannten Tomes-Fasern, deren
Zellkorper sich im Pulpakavum an das Dentin angelagert in einer Reihe anordnen. Sie
ermoglichen die Kommunikation zwischen Dentin und Pulpa, wodurch diese eine
funktionelle Einheit bilden [Lee et al., 2006]. Die Odontoblasten sind zeitlebens dazu in der
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Lage, Dentin zu produzieren, sodass die Menge an sich im Kanal befindenden peritubuldrem
Dentin im Laufe des Lebens zunimmt und sich der Kanaldurchmesser stetig verringert

[Baume, 1980]. Gleiches geschieht mit der Pulpahdhle durch Apposition von Sekundardentin.

Neben den Odontoblasten finden sich in der Pulpa u.a. Fibroblasten, Stammzellen und
Kollagen sowie eine Matrix, die sich vor allem aus Proteoglykanen und Fibronektin
zusammensetzt. Diese Bestandteile bilden mit 25 Gew.-% den organischen Anteil der Pulpa,
die restlichen 75 Gew.-% bestehen aus Wasser. Uber Arteriolen und Venen wird die Pulpa
stark vaskularisiert, die Nerven folgen den Blutgefdllen und finden gemeinsam den Weg ins
periphere Gewebe durch das Foramen apicale an der Wurzelspitze des Zahns [Mjor and

Fejerskov, 1986].

Das Dentin ist histologisch in mehrere Schichten unterteilt. Unmittelbar an die Pulpa
angrenzend befindet sich das hypomineralisierte Pradentin, das die jingste Dentinschicht
darstellt. Ihm folgt in die Peripherie das starker mineralisierte Zwischendentin, das
zirkumpulpale Dentin und das mit dem Schmelz in geschwungenen Grenzlinien verlaufende,

weniger stark mineralisierte Manteldentin [Hellwig et al., 2010].

Das sogenannte reaktive oder Tertidrdentin wird nur aufgrund von Reizeinwirkungen, wie
Karies, Erosion, Attrition oder iatrogenen Traumata, gebildet und ist als Schutz- bzw.
Reparaturmechanismus der Pulpa zu werten [Baume and Treccani, 1983]. Entsprechend
erfolgt die Bildung des Tertidrdentins durch Odontoblasten oder odontoblastendhnliche
Zellen ausschlieBlich in dem Pulpenbereich, der dem Reiz liber die Verbindung durch die
Tubuli ausgesetzt ist [Kuttler, 1959]. Strukturell variiert es je nach Reizstarke von regulér tiber
irregular aufgebautem bis hin zu atubuldarem Dentin; je starker der Reiz, desto irregularer ist

das Tertidardentin aufgebaut [Smith et al., 1995].

Die Dicke des gesamten Dentinmantels variiert also interindividuell stark und ist von
verschiedenen Faktoren, wie dem Alter des Patienten oder der Haufigkeit und Intensitat
einer Reizeinwirkung auf den Zahn, zum Beispiel aufgrund von Karies oder Hitzeeinwirkung

bei Praparation, abhangig.
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2.2 Karies

2.2.1 Atiologie

Karies gilt als die haufigste orale Erkrankung [Marcenes et al., 2013]. Die heute allgemein
anerkannte Vorstellung zur Kariesentstehung besteht in einer Modifikation der erstmals 1898
durch Miller aufgestellten sogenannten chemoparasitaten Theorie. Diese besagt, dass
kariogene Mikroorganismen der Mundhéhle (Plaque) bei einem Uberangebot an kariogenem
Substrat (speziell niedermolekulare Kohlenhydrate) organische Sauren (v.a. Milchsaure)
produzieren, die in der Lage sind, die Zahnhartsubstanzen zu demineralisieren und so Karies
herbeizufiihren [Hellwig et al., 2010]. Das damals aufgestellte Modell wurde durch Kénig um
den Faktor Zeit erweitert, da es erst bei entsprechender Einwirkdauer der Sduren auf den
Zahn zur Demineralisation kommt [Konig, 1987]. Dem Modell wurden im Laufe der Zeit viele
weitere  Sekundarfaktoren hinzugefligt, wie beispielweise Speichelqualitdit und

-flieRrate, Erndhrungsgewohnheiten und sozio6konomischer Status [Menaker, 1980].

Potenziell pathogene Mikroorganismen der Mundhohle bilden bei Substratbereitstellung
Uber die Nahrung organische Sauren, die ein Absinken des pH-Werts in der Plaque bewirken
[Stephan and Miller, 1943]. Die Loslichkeit von Hydroxylapatit korreliert stark mit dem
vorherrschenden pH-Wert und ist umso grofRRer, je niedriger dieser vorliegt [Dawes, 2003].
Die fiir die Zahnhartsubstanzen kritischen pH-Werte differieren individuell in Abhdngigkeit
der Kalzium- und Phosphationen-Konzentrationen im Speichel, Durchschnittswerte werden
bei 5,2 - 5,7 fur Schmelz und 6,2 - 6,7 flir Dentin angegeben [Dawes, 2003; Hellwig et al.,
2010]. Unterhalb dieser Grenzwerte geht der Hydroxylapatit des Zahns in Losung, der Zahn

wird demineralisiert; oberhalb der Werte kann eine Remineralisation stattfinden.

Unter physiologischen Umstanden herrscht im Mund ein Gleichgewicht zwischen De- und
Remineralisierungsprozessen, vor allem bedingt durch den Speichel, der binnen einiger
Minuten in der Lage ist, den gefallenen pH nach der Nahrungsaufnahme abzupuffern und zu
neutralisieren [Stephan and Miller, 1943]. Bei andauernd unzureichender Entfernung des
Biofilms durch schlechte Mundhygiene oder bei haufiger Substratzufuhr verschiebt sich das
Gleichgewicht in Richtung Demineralisation, und es kommt zur Karies [Gustafsson et al.,

1954]. Ist zunachst nur eine oberflachliche Lasion feststellbar (ICDAS 1 und 2) [Ismail et al.,
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2007], kommt es bei Nicht-Beseitigung der kariogenen Umstinde jedoch bald zu
Schmelzeinbrichen und spater zur Ausbreitung ins Dentin. Da das Dentin weniger stark
mineralisiert ist als der Schmelz, laufen die Demineralisierungsprozesse hier effizienter ab,
und die Karies schreitet mehr als doppelt so schnell voran wie im Schmelz [Ogaard et al.,

1988].

2.2.2 Histologie der Dentinkaries

Histologisch lassen sich von der Pulpa in die Peripherie funf Schichten im Dentin selbst
unterscheiden (Abb. 2-1); hinzu kommt die Bildung von Tertidrdentin seitens der Pulpa

[Schroeder, 1991; Silverstone and Hicks, 1985].

Kavitation des Schmelzes

Zone der Nekrose
Zone der Penetration

Zone der Demineralisation

Ldead tracts”
Sklerotische Zone

unverdndertes Dentin Tertidrdentin

Abb. 2-1: Histologische Zonen der Dentinkaries (modifiziert aus [Meyer-Lueckel et al., 2012])
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Tertidrdentin

Schon lange bevor die Bakterien das Dentin erreichen, dringen die von ihnen produzierten
Sauren und Toxine bis dorthin vor und rufen tber die in den Dentintubuli enthaltenen Tomes-
Fasern eine Reaktion der Odontoblasten hervor [Cooper et al., 2010]. Auf einen karidsen Reiz
hin beginnen sie mit der Bildung von Tertidardentin (Reizdentin). Dieses ist je nach Reizstarke
und Ausbreitungsgeschwindigkeit der Karies regular adhnlich dem Primdr- oder
Sekundardentin oder irregular bis atubuldr aufgebaut. Bei sehr ausgepragtem Reiz auf die
Odontoblasten konnen diese untergehen. Es differenzieren sich dann odontoblastendhnliche
Zellen aus Stammzellen der Pulpa, die ebenfalls zur Produktion von Tertidrdentin, dann
Reparaturdentin genannt, fahig sind [Smith et al., 1995; Smith et al., 1994]. In friihen Stadien
einer Karies folgt der Schicht des Tertidrdentins eine Schicht gesundes, histologisch

unverandertes Dentin.

Zone der Sklerose

Als erste Reaktion auf eine sich ndhernde Karies erfolgt die langsame Obliteration der
betroffenen Dentinkandlchen durch die vermehrte Produktion intratubularen Dentins
[Bjorndal and Thylstrup, 1995] und Einlagerung von Apatit- und wenigen Whitlockitkristallen
in den Kanallumina [Zavgorodniy et al., 2008]. Dies verlangsamt das weitere Fortschreiten

der Karies in Richtung Pulpa [Bjorndal and Mjor, 2001].

.dead tracts”

Die Zone der ,dead tracts” zeichnet sich durch die Abwesenheit von Tomes-Fasern in den
Dentintubuli aus, die durch die Zone der Sklerose zurlickgehalten werden [Ten Cate, 1994].
Sie besitzt eine hohere Permeabilitat als sklerotisches und gesundes Dentin und bieten dem
Fortschritt einer karidsen Lasion wenig Widerstand [Hellwig et al., 2010; Meyer-Lueckel et

al., 2012].

Zone der Demineralisation

Sobald die Schmelzdemineralisation bis zum Dentin fortgeschritten ist, findet auch hier eine

Demineralisation statt. In dieser Phase haben die von den Bakterien produzierten Sauren das
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Dentin erreicht; die Bakterien selbst sind allerdings noch nicht vorzufinden [Hellwig et al.,

2010].

Zone der Penetration

Bei weiterem Voranschreiten der Karies wird eine Zone der Penetration feststellbar. Sie ist
durch das Vorhandensein von Bakterien in den Tubuli gekennzeichnet; sie sind also bis in die

Zahnhartsubstanz vorgedrungen [Takahashi and Nyvad, 2016].

Zone der Nekrose

In spaten Stadien kommt es zum Abbau der demineralisierten Dentinmatrix durch
hydrolytische und proteolytische Enzyme der Bakterien. Es verbleibt weiches Material, das

sich aus Resten demineralisierten Dentins und Plague zusammensetzt [Schroeder, 1991].

2.3 Epidemiologie

Seit Beginn der Menschheitsgeschichte existiert Karies. Wahrend sie aber zu vorindustriellen
Zeiten nur in geringer Pravalenz vorkam und sich dieser Zustand in Landern mit
Uberwiegender Besiedelung durch Naturvélker zunachst hielt, stieg die Zahl der von Karies
betroffenen Zdhne mit Beginn der Industrialisierung in den westlichen Landern rapide an
[Burt and Eklund, 2005]. Dies ist auf die veranderten Erndhrungsgewohnheiten und den
vermehrten Konsum von zuckerhaltigen Lebensmitteln wahrend dieser Zeit zurlickzufiihren
[Sheiham, 1984]. Wahrend es zu Zeiten der Weltkriege durch Lebensmittelknappheit zu
einem Absinken der Kariesinzidenz kam, stieg sie spater wieder an, um in Europa schlief3lich
in den 1960er-Jahren ihren Hohepunkt zu erreichen [James, 1975; Sognnaes, 1948]. Seit
Mitte der 1970er-Jahre ist diese Entwicklung wieder riicklaufig und hat sich schlieBlich auf
dem heute erreichten Wert eingependelt [Marthaler, 2004; WHO, 2011]. Als Ursache fiir den
Rickgang konnen praventive MaBnahmen, wie etwa der Einsatz fluoridhaltiger Produkte bei
der Mundhygiene oder die Fissurenversiegelung angesehen werden [Reich, 2001; Schiffner et
al., 2009]. Parallel zum Rickgang der Kariesinzidenz in den westlichen Industrienationen ist

seit Anfang der 80er-Jahre ein rapider Anstieg in den nichtindustrialisierten Nationen zu
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erkennen, der auf die gleichen oben genannten Mechanismen zuriickzufiihren ist [Sheiham,

1984].

2.4 Therapiekonzepte bei Dentinkaries

Neben praventiven und mikroinvasiven MaRnahmen wie der Fluoridierung oder
Fissurenversiegelung, um die Entstehung einer Karies zu verhindern, ist eine Flillungstherapie
oftmals dann indiziert, wenn eine Kavitation der Oberflache vorliegt, da diese Lasionen fir
die betroffene Person nur unzureichend zu reinigen sind und schnell voranschreiten [Mejare
et al., 2004]. Eine Kavitation ist bei einem Drittel aller rontgenologisch bis in das Dentin
vorgedrungenen Lasionen der Fall [Hintze et al., 1998; Pitts and Rimmer, 1992] und liegt bei

tieferen Dentinldsionen nahezu immer vor.

2.4.1 Klassische invasive Therapie

Lange Zeit galt die non-selektive, ,vollstandige” Kariesexkavation als konventionelle Therapie
der Wahl zur Behandlung von Dentinkaries. Ziel hierbei ist die Entfernung allen erweichten
und infizierten Dentins, um ausschlieBlich hartes, nicht infiziertes Gewebe zuriickzulassen. So
sollen die auf den Zahn wirkenden Noxen vollstandig entfernt werden. Erst danach wird eine
Restauration platziert. Da die Dicke des Dentinmantels und die Ausdehnung der Pulpah6hle
je nach Alter des Patienten und individuell variiert, ist eine Einschatzung der
Restzahnsubstanz nach der Exkavation flir den Behandler nur schwer moglich. Besonders bei
profunden kariosen Ldsionen birgt diese Therapieform das hohe Risiko einer iatrogenen
Eroffnung der Pulpa. Eine solche ,kariose” Eroffnung der Pulpa geht mit geringen
Erfolgsraten der oft gewihlten Folgetherapie, der direkten Uberkappung, einher [Barthel et
al., 2000]. So wird die Wurzelkanalbehandlung, als Erhaltungsversuch, haufig unumganglich
[Bjorndal et al., 2010; Leksell et al., 1996]. Die vollstandige Entfernung aller in der Kavitat
befindlichen Mikroorganismen ist auch bei dieser non-selektiven Kariesexkavation nicht
gegeben, was die Frage aufwirft, welchen Nutzen diese Methode wirklich birgt [Lager et al.,

2003].
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2.4.2 Selektive Exkavation

Vor dem Hintergrund der geschilderten Erkenntnisse zur Kariespathogenese, dem Wissen zu
den Risiken einer Pulpaeroffnung sowie den technischen Maoglichkeiten, randdichte adhasive
Restaurationen zu platzieren, wurde die selektive, ,unvollstandige” Exkavation als Alternative
zum konventionellen non-selektiven Vorgehen entwickelt. Hierbei wird das kariése Dentin
nur peripher entfernt, jedoch pulpanah belassen, um eine akzidentielle Er6ffnung der Pulpa
und somit eventuelle Traumata, einhergehend mit der Auslosung einer irreversiblen Pulpitis,
zu verhindern. Sofern eine suffiziente, randdichte Restauration in der Kavitadt gelegt wird,
konnte nachgewiesen werden, dass sich das belassene, zuvor erweichte Dentin unterhalb der
Fillung wieder erhartet, ein Anstieg des zuvor erniedrigten Mineralgehalts réntgenologisch
zu erkennen ist und die Karies nicht weiter voranschreitet [Bjorndal and Thylstrup, 1998;
Maltz et al.,, 2011; Maltz et al., 2002; Ricketts et al., 2013; Schwendicke et al., 2013]. Des
Weiteren wurde eine Reduktion der Mikroorganismen festgestellt, die auf die Isolation der
Mikroorganismen gegeniiber dem Substrat zurlickzufiihren ist [Maltz et al., 2012]. Die Zahl
der Pulpaeroffnungen bei der selektiven Exkavation ist gegeniliber der kompletten

Kariesentfernung signifikant reduziert [Schwendicke et al., 2013].

2.4.2.1 Residualkaries

Da eine genaue Einschatzung der tatsdchlichen Lasionstiefe sowie der Restdicke des
Dentinmantels bei der Exkavation klinisch so gut wie unmaoglich ist und somit individuell
behandlerabhdngig unterschiedlich viel karidses Dentin belassen wird, wird der Begriff der
Residualkaries klinisch definiert. Sie liegt dann vor, wenn verdndertes, erweichtes Dentin
nach erfolgter Exkavation in der Kavitat belassen wird, unabhdngig von der Schichtdicke oder

der histologischen Zuordnung der Schichtung der Dentinkaries [Meyer-Lueckel et al., 2012].
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3. Fragestellung

Die selektive Kariesexkavation ist geeignet, die Zahl der iatrogenen Schadigungen der Zdhne
wahrend der restaurativen Therapie gegenilber der non-selektiven Methode deutlich zu
senken [Uribe, 2006]. Dennoch bestehen noch zahlreiche offene Punkte, die einer Klarung
bedlirfen. Beispielsweise ist der Einfluss der Schichtdicke der verbleibenden Karies auf die
Restauration und auf deren langfristigen Therapieerfolg derzeit noch nicht bekannt. In
diesem Zusammenhang wdre eine Evaluationsmethode fir den klinischen Praxisalltag
wiinschenswert, die die praktische Anwendbarkeit erleichtert. Eine weitere Problematik, die
es in Zukunft zu l6sen gilt, ist das rontgenologische Erscheinungsbild der belassenen Karies,
die sich im Rontgenbild nicht von einer Sekundarkaries unterscheiden lasst [Schwendicke et
al., 2014b]. Bei einem Behandlerwechsel kénnten so falschlicherweise suffiziente Fillungen
als insuffizient identifiziert und einem Austausch unterzogen werden, was erneut die Gefahr
eines Zahntraumas birgt. Um weitere Forschung auf diesem Gebiet unabhangig von etwaigen
ethischen Konflikten durchfihren zu kbénnen, ist die Erzeugung einer kinstlich
herbeigefiihrten Residualkaries in vitro unabdingbar. Gegeniiber in vivo durchgefiihrten
Versuchen bergen sie nicht die Gefahr, ein Individuum potenziell zu schadigen, und erlauben
weitreichende Analysen, da auch destruktive Verfahren angewandt werden kénnen. Die
Herstellung kinstlicher Residualkaries ermoglicht standardisierte Ldsionen vorhersagbarer
Tiefe in grolRer Zahl, unabhangig von der subjektiven Einschatzung durch einen Behandler bei

individueller Exkavation.

Im Bereich der kiinstlichen Karies im Schmelz sind in der Vergangenheit bereits einige
Methoden ausfiihrlich beschrieben und analysiert worden [Magalhaes et al., 2009; Margolis
and Moreno, 1992], nicht so fiir die kiinstliche Residualkaries im Dentin. Zwar liegen einige
Ansatze zur Karieserzeugung im Dentin vor [Marquezan et al., 2009; Moron et al., 2013],
keine dieser Studien befasst sich allerdings mit der Anwendung und Eignung einer Methode
far die Induktion kiinstlicher Residualkaries. So liegen keine Analysen der Nanohdarte und des
Mineralgehalts und kein Vergleich mit den Eigenschaften der natiirlichen Residualkaries vor.
Beides kdnnte fur den Therapieerfolg und das Remineralisationsverhalten nach Platzierung
einer Restauration von groRBer Wichtigkeit sein und bedarf daher weiterer Aufmerksambkeit.
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Das Ziel dieser Studie war es, ein In-vitro-Modell unter Modifikation bestehender Methoden
zu erstellen, welches ermoglicht, standardisierte kiinstliche Residualkaries vorhersagbarer
Tiefe zu kreieren, die der natirlichen in ihren Eigenschaften maoglichst ahnlich ist. Anhand
einer Analyse der Parameter Lasionstiefe, Mineralgehalt und Nanohérte in Abhangigkeit zur
Demineralisationsdauer wurde die Eignung der getesteten Demineralisationsmethode

festgestellt und diese mit den Eigenschaften der natiirlichen Residualkaries verglichen.
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4, Material und Methoden

4.1 Studiendesign

Die Studie setzte sich aus mehreren Teilbereichen zusammen. Erstens wurde natirliche
Residualkaries auf ihre Lasionstiefe, ihren Mineralgehalt und ihre Nanoharte analysiert.
Zweitens fand die Analyse verschiedener Demineralisationsmethoden und der durch sie
induzierten Lasionen statt. Es wurden Lasionstiefen in Abhangigkeit der Demineralisationszeit
ermittelt und ihr Mineralgehalt mit dem der natiirlichen Lasionen verglichen. Drittens wurde
die Methode, deren Lasionseigenschaften denen der natirlichen Karies am nachsten kamen,
modifiziert und die Proben neben den oben genannten Eigenschaften aulRerdem auf ihre

Nanoharte untersucht.

4.2 Selektive Exkavation natiirlicher karioser Lasionen

Zur Analyse der Eigenschaften natirlicher karidser Ldsionen wurden zundchst zwolf
extrahierte menschliche Molaren der zweiten Dentition mit profund ausgedehnter Karies der
Klasse ICDAS 6 [Ismail et al., 2007] von verschiedenen Zahnarzten unter
Einverstandniserkldarung der Patienten und Zustimmung der Ethikkommission des UKSH Kiel
(D444/10) Dbereitgestellt. Die Lagerung erfolgte direkt nach der Extraktion in
0,08 %-Thymollosung (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Die Lasionen wurden selektiv exkaviert;
hierbei wurde erweichtes Dentin peripher entfernt und in Pulpenndhe Dentin von ledriger
Beschaffenheit belassen. Durchgefiihrt wurde die Exkavation von einem erfahrenen
Behandler, die Kontrolle geschah durch eine zuvor kalibrierte Person. Zur Analyse der Karies
wurden die Zahne mittels diamantierter Bandsdge (Bandsdge Exakt 300cl, Exakt
Apparatebau, Norderstedt, Deutschland) unter standiger Wasserkiihlung entlang ihrer
Ldangsachse in zwei Halften geteilt und beide Halften, die Schnittflaiche freiliegend, in
Kunstharz eingebettet (Technovit 4071 / Technovit 4071 the fast, Heraeus Kulzer, Wehrheim,
Deutschland) (Abb. 4-1). AnschlieRend erfolgte die Parallelisierung und Politur der Proben

mittels Poliermaschine (Saphir 360 E, ATM, Mammelzen, Deutschland) und Silikonscheiben
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aufsteigender Kornung (400, 1200, 2400, 4000; Siliziumkarbid-Nassschleifpapier, ATM,
Mammelzen, Deutschland) bei 300 U/min und stetiger Wasserkiihlung, bis mikroskopisch
keine Schleifspuren mehr nachweisbar waren (Wild M3, Wild Heerbrugg, Ziirich, Schweiz)

und die Oberflachen homogen glanzten.

Kavitat

Schnittebene Probe in Kunstharz

EE———

residuale Karies

Kunstharz

Abb. 4-1: Vorbereitung der Zdhne mit natirlicher Karies zur weiteren Analyse

4.3 Herstellung kiinstlicher karioser Lasionen

4.3.1 Probenherstellung

Fiir die Proben zur Herstellung kiinstlicher Karies wurden 20 und spater fiir den Folgeversuch
sieben weitere kariesfreie menschliche Molaren der zweiten Dentition verwendet, die
ebenfalls von verschiedenen Zahndrzten unter Einverstandniserklarung der Patienten
bereitgestellt wurden. Die Beurteilung der Zahne erfolgte visuell nach Trocknung. Auch hier

erfolgte die Lagerung direkt nach der Extraktion in 0,08 %-Thymollosung. Mittels Bandsage
14
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(Bandsage Exakt 300cl, Exakt Apparatebau, Norderstedt, Deutschland) wurde jeweils
transversal eine Scheibe aus der Zahnkrone gefrast, die wiederum, je nach GroRe der Flache,
in vier bis sechs Stlicke von ca. 5 x 4 x 4 mm GroRe zerteilt wurden. Stlicke, die aus Bereichen
oberhalb der Pulpa stammten und somit Pulpa-Anschnitte enthielten, fielen entsprechend
weniger dick aus. Wie oben beschrieben, wurden diese Proben, mit ihrem okklusalen Anteil
freiliegend, ebenfalls in Kunstharz eingebettet und poliert. AnschlieRend wurde ein Teil des
Dentins mit sdureresistentem Nagellack abgedeckt (long lasting nail colour, Rossmann,
Burgwedel, Deutschland), sodass ein unbedecktes Fenster von ca. 2 x 2 mm verblieb und den

spateren Vergleich zwischen mit Demineralisationslésung behandelter und unbehandelter

Flache ermoglichte (Abb. 4-2).

27 menschliche Molaren
Aufsicht von okklusal

5 mm Il / s
N iy

Kunstharz

okklusal

4 mm

4mm

Nagellack

Abb. 4-2: Herstellung der Dentinproben fir die kiinstliche Demineralisation
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4.3.2 Demineralisationsmethoden

Um zu ermitteln, welche Demineralisationsmethode innerhalb welcher Lagerungsdauer wie
viel Lasionstiefe kreiert und vor allem vielversprechende Ergebnisse im Hinblick auf ihren
Mineralverlauf im Vergleich zur naturlichen Residualkaries liefert, wurde zundchst ein
Screening mit vier verschiedenen unten aufgefiihrten Methoden durchgefiihrt, die bereits in
der Vergangenheit Gegenstand verschiedener Studien waren [Kawasaki et al., 2000;
Magalhaes et al., 2009; Marquezan et al., 2009; Moron et al., 2013; Schwendicke et al.,
2014a]. Dabei handelte es sich um drei verschiedene chemische Demineralisationsmethoden
und ein Bakterienmodell. Jeweils 20 Dentinproben wurden auf die drei chemischen Ansatze
verteilt (s.u.), nach Ablauf definierter Zeitintervalle erfolgte dann die Entnahme von je vier
Proben. Das Bakterienmodell wurde mit insgesamt 18 Proben bestlickt, bei einer

wochentlichen Entnahme von jeweils sechs Proben.

Die Lagerung der Proben in den jeweiligen chemischen Ansdtzen erfolgte im
Rotationsbrutkasten (C24 Incubator shaker, New Brunswick Scientific, Edison, USA) bei
37,4 °C und 65 U/min, um erstens die Temperaturbedingungen im menschlichen Mund zu
imitieren und zweitens die Bildung einer starker mineralisierten Oberflachenschicht zu
verhindern [Kawasaki et al., 2000]. Lediglich das Bakterienmodell unterschied sich hierin
(s. 4.3.2.4 Mikrobiologisches Bakterienmodell). Wenn nicht anders angegeben, stammten

alle verwendeten Chemikalien von der Firma Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.

4.3.2.1 Ethylendiamintetraazetat-Losung (EDTA)

Es wurde eine 0,5 M (15 %) EDTA-LOosung hergestellt, deren pH-Wert mittels Zitronensdure
(Roth, Karlsruhe, Deutschland) ad 7,2 titriert wurde [Kawasaki et al., 2000]. Die Lagerung der
Proben erfolgte in ca. 500 ml Losung, wobei die Entnahme von je vier Proben alle 24 Stunden

Uber einen Zeitraum von 120 Stunden stattfand.
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4.3.2.2 Carboxymethylcellulose-Laktat-Gel

Zur Herstellung des Laktatgels wurde Milchsdure (0,1 M) mit KOH (5 M) titriert und ad pH 5,0
gebracht. Dann wurden unter stdndigem Rihren 3 % Carboxymethylcellulose hinzugefiigt
[Kawasaki et al., 2000]. Die Proben wurden mit 0,5 cm Gel bedeckt gelagert, was einem
Volumen von ca. 1,5 ml Gel pro Probe entsprach. Eine Erneuerung des Gels fand wochentlich
statt. Jeweils vier Proben wurden in wdchentlichem Abstand Uber einen Zeitraum von
35Tagen aus dem Gel entnommen und bis zur weiteren Bearbeitung und Analyse in

demineralisiertem Wasser gelagert.

4.3.2.3 Azetatbasierte Losung

Die Proben wurden in 1 | azetatbasierter Demineralisationslosung [Buskes et al., 1985]
(Tab. 4-1) gelagert. Es erfolgte die tagliche Kontrolle des pH-Werts (InLab micro, Mettler-
Toledo, GieRen, Germany) und bei Abweichung vom Sollwert eine Korrektur mittels Zugabe
von Kaliumhydroxidlésung (10 M) nach unten bzw. mit Eisessig nach oben. Die Entnahme von
je vier Proben erfolgte, wie oben beschrieben, wochentlich iber einen Zeitraum von

35 Tagen. Einmal pro Woche erfolgte hier ebenfalls ein Austausch mit frischer Losung.

Tab. 4-1: Zusammensetzung der azetatbasierten Demineralisationslésung [Buskes et al., 1985]

Stoff Ansatz Kori:emn::‘aotlion Mola;e/ rI\':IC?Isse in Menge
CaCl, * 2H,0 3 147,02 2,205 ¢g
KH,POq4 3 136,09 2,041 g
MHDP 0,006 176,00 5,28¢g
Eisessig (CH;COOH 100 %) | Insg-51 |50 60,05 15,012 g
KOH 10 M Ad pH 4,95 56,11 ca.23 ml
(28,055 g / 50 ml H,0)
Agua dest. 55,6 18 Ad5 |

17




4. Material und Methoden

Als sich bei Analyse dieser Demineralisationsmethode herausstellte, dass vor allem der
Mineralverlauf innerhalb der Lasion dem der nattirlichen Residualkaries entsprach, wurden
weitere Versuche mit variiertem pH-Wert durchgefiihrt. Bei einem pH-Wert von 5,3 waren
die Ergebnisse besonders Uberzeugend, sodass eine weitere Versuchsreihe Uber zwolf
Wochen initiiert wurde und die entstandenen Lasionen neben ihrer Lasionstiefen und ihrem

Mineralgehalt auch auf ihre Nanoharten analysiert wurden.

4.3.2.4 Mikrobiologisches Bakterienmodell

Im mikrobiologischen Bakterienmodell wurden die Dentinproben mit Bakterien der Gattung
Steptococcus mutans beimpft und Uber einen Zeitraum von drei Wochen mittels eines
Pumpsystems in regelmdBigen Zeitabstinden mit einer definierten Menge selektiven
Nahrmediums [Takada and Hirasawa, 2005] betropft [Schwendicke et al., 2014a]. Der genaue

Ablauf ist im Folgenden dargestellt.

43.24.1 Probenherstellung

Fiir das Bakterienmodell wurden insgesamt 18 Proben verwendet, die in Gruppen von jeweils
sechs Proben gemeinsam erneut in Kunstharz (Technovit 4071 / Technovit 4071 the fast)
eingebettet, parallelisiert und poliert wurden. Um die entstandenen Scheiben wurde je ein
Randwall aus Silikon (Honigum-light, DMG, Hamburg, Deutschland) geformt, der die
Nahrflissigkeit auf den Scheiben halten und so eine Austrocknung der Proben wahrend der
Ruhephasen verhindern sollte. Anschlieend erfolgte, in einem Becherglas mit
demineralisiertem Wasser gelagert, die Sterilisation der Proben (Dampfsterilisator Modell

CS-V-Lab-HW, Webeco, Selmsdorf, Deutschland; 134 °C fiir 10 min).

43.2.4.2 Herstellung des selektiven Nahrmediums

Als Nahrlosung wurde ein Selektivmedium fiir Streptococcus mutans (BHI-S) verwandt, um
die Gefahr einer Kontamination und Besiedelung durch andere Bakterien zu minimieren.
Hierfir wurden 900 ml sterilisierte (Dampfsterilisator Modell CS-V-Lab-HW; 121 °C fir
20 min) Hirn-Herz-Bouillon (BHI) (Roth, Karlsruhe, Deutschland) mit 100 ml sterilfiltrierter
Saccharose-Losung (Saccharose und Sterilfilter Millipore Express Plus; beides, Merck)

versetzt, was einem Zuckergehalt von 2 % entspricht, und pro Liter 5 mg Bacitracin (Serva,
18



4. Material und Methoden

Heidelberg, Deutschland), 5 mg Valinomycin und 1,25 mg Amphotericin (Merck) beigefligt
[Takada and Hirasawa, 2005].

43.2.4.3 Beimpfung der Proben

Zur Beimpfung der Proben wurden die Probenkérper in ca. 30 ml BHI-S mit Zugabe von
tiefgefrorenem Streptococcus mutans ATCC 25175 (DSMZ, Gottingen, Germany) bei 37 °C
(Brutkasten Typ B5042, Heraeus, Hanau, Deutschland) Gber Nacht gelagert. AuRerdem wurde
eine Kontrollprobe der BHI-S hinzugestellt. Morgens zeigte sich die kontaminierte BHI-S triib

und die Kontrollprobe klar und in ihrem Erscheinungsbild unverandert.

43.2.4.4 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau ist in Abb. 4-3 zusammengefasst. Die Lagerung der Proben erfolgte in
einem Kunststoffbehalter, der zuvor der Aufbewahrung steriler Pipettenspitzen (filter tip 200,
Greiner Labortechnik, Kremsmiinster, Osterreich) diente. In den Deckel des Behilters wurden
mittels einer Wachssonde (Thomas Color, Henry Schein, Melville, USA) Locher geschmolzen,
sodass jeweils ein Schlauch der verwendeten Peristaltikpumpen (Type PR4, Seko, Mainz-
Kastel, Deutschland) pro Probengruppe hineinpasste. Eventuell vorhandene Zwischenrdume
zwischen Lochwand und Schlauch wurden mit Silikon (Honigum-light) abgedichtet. Sowohl
der praparierte Behalter als auch die zu- und abfilhrenden Pumpenschlauche wurden vor der
Inbetriebnahme des Modells heillluftsterilisiert (Melag Vacuklav 24, Berlin, Deutschland;
121 °C far 10 min). Auch der weitere Aufbau erfolgte unter sterilen Bedingungen in einer

Sterilwerkbank (Herasafe Thermo KS12, Heraeus, Hanau, Deutschland).

Auf einem sich im Behalter befindenden Kunststoffgitter wurde jeweils eine Probengruppe
unterhalb eines Loches platziert, in das jeweils ein Schlauch so eingelassen wurde, dass er
knapp oberhalb der Probenoberflaiche endete, um ein hartes Aufprallen des BHI-S-Tropfens
zu vermeiden. Ein weiteres Loch nahm den Abflussschlauch auf, der bis zum Boden der Box
reichte. Die Box selbst wurde in ein Wasserbad platziert, das mit sterilem Aqua dest.
(Ampuwa, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) gefillt wurde. Die Wassertemperatur
wurde mittels Heizplatte (RCT Classic, IKA, Staufen, Deutschland) auf 37 °C gebracht. Ein an

die Heizplatte angeschlossenes Thermometer (VT-5, VWR, Radnor, USA), das kontinuierlich
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die Wassertemperatur mal3, sicherte die Konstanz dieses Werts, indem es den Betrieb der

Heizplatte regulierte.

Das Betropfen mit BHI-S erfolgte nun stlindlich mittels der Peristaltikpumpen fiir eine Minute
mit einer Durchflussmenge von 1,25 ml/min. Der Abfluss der Losung wurde ebenfalls
stiindlich durch ein sechsminiitiges Abpumpen gewahrleistet. Die Zeitabstande wurden
mittels einer computerprogrammierbaren Mehrfachsteckdose (energenie EG-PM2, Gembird
Europe, Almere, Niederlande) reguliert. Die Entnahme von jeweils einer Probengruppe

erfolgte wochentlich unter sterilen Bedingungen.

Zufluss-Schlauche

Thermometer Kunststoffgitter /R

Nagellack

Dentinproben Kunstharz

Silikon Wasserbad

Abfluss-Schlauch

selbstregulierende Heizplatte
Kunststoffbehalter

Abb. 4-3: Aufbau des Bakterienmodells

4.4 Auswertung

4.4.1 Vorbereitung der Proben

Nach Entnahme der jeweiligen Proben erfolgte ihre Durchtrennung senkrecht zur Oberflache
quer durch die mit Nagellack bedeckte und unbedeckte Flache mittels diamantierter
Bandsdge (Exakt 300cl, Exakt Apparatebau, Norderstedt, Deutschland), sodass ein
gleichzeitiger Querschnitt der entstandenen Lasion und der gesunden Flache erreicht wurde.
AnschlieBend wurde je eine Halfte, wie oben beschrieben, planparallelisiert und poliert. Zur
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Herstellung von Dinnschliffen wurden die Proben mittels diinnflieBenden Sekundenklebers
(Loctite 493 Instant Adhesive, Henkel, Disseldorf, Deutschland) auf Plexiglas-Objekttrager
(patho-service, Oststeinbek, Deutschland) geklebt, die zuvor mit einer abziehbaren
Tragerfolie (Gudy Clear, Neschen Coating GmbH, Bilickeburg, Deutschland) prapariert
wurden. Auf diese Weise konnten die Proben zunachst fiir die lichtmikroskopische
Auswertung und spater fir die transversale Mikroradiographie (TMR) genutzt werden.
Mithilfe der Bandsdage wurden die Proben anschliefend auf eine Dicke von ca. 200 um
gebracht, eine weitere Reduktion auf <ca. 100 um erfolgte dann mittels
Parallelschleifmaschine (EXAKT, Exakt Apparatebau) mit Silikonscheiben mittlerer Kérnung
(1200) mit anschlieender Politur (4000) (Siliziumkarbid-Nassschleifpapier, ATM). Die Dicke
der Proben wurde unter Zuhilfenahme eines digitalen Mikrometers Uberprift
(Bigelmessschraube P65, Mitutoyo, Kawasaki, Japan). Zu jeder Zeit wahrend der

Probenherstellung war die Feuchthaltung der Proben gewahrleistet.

4.4.2 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Evaluation der Lasionstiefen im Zeitverlauf erfolgte am Durchlichtmikroskop (Axioplan 2,
Zeiss, Oberkochen, Deutschland) [Almqgvist et al., 1990]. Hierzu wurden die Ladsionen bei
5-facher VergroRerung mit einer Schwarz-WeilR-Kamera (CFW-1312M, Scion Corporation,
Frederick, USA) fotografiert und anschlieBend mittels Software (AxioVs 40 V4.8.2.09)
vermessen. Die Distanz zwischen der Ldsionsoberfliche und dem Beginn des Bereichs, in
dem unverandertes, homogen erscheinendes Dentin anzutreffen war, wurde als Lasionstiefe

definiert.

4.4.3 Transversale Mikroradiographie (TMR)

Die TMR stellt eine Methode zur prazisen Ermittlung des Mineralgehalts bzw. —verlaufs
innerhalb einer karidsen Lasion dar. Hierzu werden Zahnproben von ca. 80-100 um Dicke
gemeinsam mit einem Graustufenkeil aus Aluminium, der der Kalibrierung des Gerétes dient,

parallel zueinander vor einem rontgensensitiven Spezialfilm in einer Rdntgenapparatur
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platziert. Die Belichtung des Films erfolgt mittels CuKa-Réntgenstrahlen, die senkrecht auf
Probenkorper und Film auftreffen. Bei anschliefender Betrachtung und Auswertung des
entwickelten Films unter dem Lichtmikroskop kann durch den Vergleich der Grauwerte des
Aluminiumstufenkeils und mit denen des Zahn-Abbildes eine Aussage Uber den
Mineralverlust (AZ, Vol.-%*um) der Probe getroffen werden. Bereiche mit hohem
Mineralgehalt erscheinen rontgenopaker, also heller, als solche mit niedrigem. Anhand dieser
Daten und den zuvor ermittelten Lasionstiefen ldsst sich die Mineralverlustintensitdt (R =
AZ/LT, Vol.-%) innerhalb der Lasionen berechnen und sich eine Aussage liber den Anstieg des

Minerals innerhalb der Zone der Demineralisation treffen (Vol.-%/um).

4.4.3.1 Vorbereitung

Nach Ablauf der Demineralisationszeiten wurden die Proben der Entnahmegruppen
zusatzlich zur lichtmikroskopischen Analyse mikroradiographisch ausgewertet. Hierzu wurde
die Tragerfolie mitsamt dem Probenkdrper vom Objekttrager abgezogen und der zu
analysierende Ausschnitt mithilfe einer Schere und eines Skalpells ausgeschnitten. Mithilfe
eines zurechtgeschnittenen Klebefilmstreifens (Tesafilm, Tesa, Hamburg, Deutschland)
erfolgte die Ubertragung in einen TMR-Probenhalter (modifizerte Lego-Kacheln 2x2,
manufactured, Berlin, Deutschland) (Abb. 4-4). Zu jeder Zeit dieses Prozesses wurde die

Feuchthaltung der Proben mit demineralisiertem Wasser gewahrleistet.
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Probenausschnitt

Klebefilm

mod. Lego-Kachel

Abb. 4-4: Vorbereiteter TMR-Halter mit Probe

4.4.3.2 Aufnahme der Mikroradiogramme

Mithilfe eines Metallschlittens, in den mehrere Proben zugleich montiert werden konnten,
wurden die Proben in den Strahlengang eines speziellen Réntgengerdts (PW3830 X-Ray
generator, PANalytical, Almelo, Niederlande) eingebracht. Die mikroradiografische Aufnahme
fand bei einer Rohrenspannung von 20 V und einem Rohrenstrom von 20 mA bei einer
Belichtungszeit von 10 Sekunden statt. Die Abbildung der Mikroradiogramme erfolgte auf
einen in einer Kamera befindlichen Spezialfilm (Fuji 35 positive, Fujifilm, Tokio, Japan), der
parallel zu den Probenhaltern ausgerichtet war (Abb. 4-5). Die Entwicklung des Films verlief

strikt nach Angaben des Herstellers.
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P - Strahlenguelle
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Abb. 4-5: Aufbau des TMR-Réntgengerat (modifiziert nach [De Josselin de Jong, 1986])

4.4.3.3 Auswertung der Mikroradiogramme

Nach erfolgreicher Entwicklung der Mikroradiogramme wurden zunachst erneut am
Durchlichtmikroskop (Axioplan 2, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) bei 5-facher VergréRerung
Aufnahmen der Lasionen mit der angeschlossenen Schwarz-WeilR-Kamera (CFW-1312M,
Scion Corporation, Frederick, USA) angefertigt. Die Auswertung der Bilder erfolgte dann
mittels Software (TMR fiur Windows Version 5.25, UCMG, Groningen, Niederlande) am

Computer.
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4.4.4 Messung der Nanoharte

Neben der Ermittlung der Lasionstiefen und des Mineralgehalts wurden die natiirliche und
die durch azetatbasierte Losung mit pH 5,3 induzierte kiinstliche Karies auf ihre Nanoharte

analysiert.

4.4.4.1 Vorbereitung der Proben

Fir die Messung der Nanoharte wurden die jeweils komplementdren Halften der zuvor
bereits geschnittenen und auf Lasionstiefe und Mineralgehalt Gberpriiften Proben verwandt.
Wieder erfolgte die Planparallelisierung und Politur. Da die Proben zur Vermessung im
Nanoindenter (MTS Nanoindenter SA2, Agilent, Santa Clara, USA) auf speziell auf das Gerét
genormte Metallzylinder aufgebracht wurden und eine bestimmte Entfernung von
Indenterspitze und Messoberflache nicht unterschritten werden durfte, wurden die Proben
nach der Politur mittels Bandsége auf einen Millimeter Dicke gebracht. Nach diesem Vorgang
lieR sich die Probe leicht aus dem Kunstharz herauslosen. Mithilfe von punktuellen Auflagen
aus Komposit (Tetric Ceram, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) und einem
Dentinhaftvermittler (Optibond FL, Kerr, Bioggio, Schweiz) wurden die Proben auf den
Haltern fixiert und mittels Wasserwaage parallel zur Tischebene ausgerichtet. Um ein
Austrocknen der Proben wahrend des langwierigen Messprozesses zu gewahrleisten, wurden
kleine Stiicke von Zellstoff-Tupfern (Pur-Zellin, Hartmann, Heidenheim, Deutschland) mit
demineralisiertem Wasser getrankt und um die Probe herum platziert. Ein Verdampfen der
Flussigkeit wurde durch die Bedeckung mit Verschlussfolie (Parafilm, Pechiney Plastic
Packaging, Chicago, USA), aus der zuvor ein Loch fir den Bereich der Messung
ausgeschnitten worden war, verhindert. Fixiert wurde die Verschlussfolie zirkuldar mit

erhitztem Wachs und bildete so eine feuchte Kammer (Abb. 4-5).
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Fenster flir Messung

Feuchte Zellstofftupfer-Schnipsel

\ // Verschlussfolie
Auflagen aus Komposit [ \

Dentinprobe

Wachs

h N

4 Metallhalter

Abb. 4-5: Schematische Darstellung des Probenkorpers auf dem zylindrischen Metallhalter fir die
Nanohartemessung

4.4.4.2 Durchfithrung der Messung

Die Messung der Nanoharte erfolgte im Nanoindenter (Nanoindenter SA2, Agilent
Technologies, Santa Clara, USA). Mit einer Andruckkraft von 5.000 uN wurde eine Messreihe
von 45 Punkten senkrecht zur Probenoberflache in einem Abstand von je 35 um gewahlt,
beginnend in einem geringen Abstand zur Probenoberfliche. Dies stellte den minimal
moglichen Abstand zwischen zwei Messpunkten dar, da es ansonsten bei elastischen
Geweben wie Dentin zu Verfdlschungen durch Aufwurf der Masse um den Eindruck herum
kommen kann. Mittels einer Software (TestWorks 4 Software for Nanoindentation, MTS
Systems Corporation, Eden Prairie, USA) wurde das Gerét kalibriert, die Messung initiiert und
in Echtzeit ausgewertet. Bei dem Prifkoérper handelte es sich um eine Diamantpyramide mit

dreieckiger Basis, sodass die Messergebnisse der Berkovich-Harte entsprachen.

26



4. Material und Methoden

4.4.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SPSS 22 (IBM, Armonk, USA). Mithilfe
des Shapiro-Wilk-Tests wurden die Daten zundchst auf Normalverteilung Gberpriift. Der
Mineralverlust zwischen den einzelnen Gruppen wurde unter Anwendung des zweiseitigen
Zweistichproben-t-Tests mit Bonferroni-Korrektur verglichen. Mittels Varianzanalyse (ANOVA)
wurde der statistische Vergleich der Harteprofile durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde
bei p < 0,05 angenommen. Zur graphischen Darstellung wurden Referenzbdnder genutzt.
[Bowman, 1996]. Die Breite des Referenzbandes wurde durch die zusammengefassten

Standardfehler gegeben, das Zentrum bildeten die entsprechenden Mittelwerte.
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5. Ergebnisse

5.1 Lasionstiefen (LT)

5.1.1 Natiirliche karidse Lasionen

Ausgewertet wurden zwolf natilirliche residuale Ldsionen nach selektiver Exkavation. Die
ermittelten Lasionstiefen variierten erwartungsgemaR stark. Die mittlere Lasionstiefe betrug

626 + 212 um.

5.1.2 Kiinstlich erzeugte Lisionen

Die Demineralisierung mit EDTA erbrachte im Vergleich zu den anderen Methoden bei
weitem die groflten Lasionstiefen in der kiirzesten Zeit. Bereits nach 96 Stunden betrug die
mittlere Lasionstiefe 655 + 68 um. Deutlich langsamer entwickelten sich die Ldsionen in
azetatbasierter Losung (pH = 4,95) und Laktatgel. Nach Ablauf von fiinf Wochen erzeugte
Erstere mittlere Tiefen von 357 £ 41 um, Letztere von 572 + 117 um. Das Bakterienmodell lief

Uber drei Wochen und erzeugte Lasionen von 407 + 165 um im Mittel.

5.1.2.1 Azetatbasierte Losung mit pH = 5,3

Nachdem sich die azetatbasierte Losung vor allem in der Analyse des Mineralverlustes, der
hier spater diskutiert wird, als vielversprechend darstellte, wurden weitere Versuche mit
variiertem pH-Wert durchgefiihrt, wobei sich eine Losung mit pH 5,3 aufgrund der
Ahnlichkeit der Parameter zur natiirlichen Karies als besonders geeignet herausstellte. Sieben
weitere Proben wurden Uber einen Zeitraum von zwolf Wochen demineralisiert, um hohere
Lasionstiefen zu erreichen. Nach Ablauf der Zeit betrug die mittlere Lasionstiefe 563 + 88 um.
Im Folgenden werden unter der Uberschrift ,Azetatbasierte Lésung” nur noch solche

Probenanalysen der soeben erwahnten pH-5,3-Variante aufgefiihrt und erldutert.
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5.2 Mineralverlust (AZ)

5.2.1 Natiirliche Residualkaries

Aquivalent zu den Lisionstiefen gab es auch hinsichtlich des Mineralverlusts eine starke
Varianz innerhalb der Proben der natiirlichen Lasionen. Der mittlere Mineralverlust innerhalb
der Lasionen lag bei 12437 Vol.-%*um, allerdings einhergehend mit einer
Standardabweichung von 5834 Vol.-%*um, was die groBen interindividuellen Unterschiede
verdeutlicht. Allen Proben gemein war aber, dass sich der Mineralgehalt innerhalb der
Lasionen mit zunehmender Distanz von der Oberflache ins Innere flach und nahezu linear

erhohte und somit ein gleichmaRiger Mineralanstieg zu verzeichnen war (Abb. 5-1).
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Abb. 5-1: Mittlerer Mineralgehalt in Vol.-% (dunkelblaue Linie) und Standardabweichung (hellblaues Band)
natlrlicher residualer Lasionen (n = 12)
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5.2.2 Kiinstlich erzeugte Lisionen

5.2.2.1 EDTA

Die Demineralisation mittels EDTA-LOsung zeigte erwartungsgemall den groRten
Mineralverlust innerhalb der Léasionen. Unabhédngig von der Einwirkdauer und der
Lasionstiefe wurde das Mineral beinahe vollstandig aus den Lasionen herausgeldst. So ergibt
sich im Graphen ein langer Verlauf entlang der Nulllinie, bis schlieBlich ein sehr steiler
Anstieg am Boden der Lasion auftritt. Der mittlere Mineralverlust lag nach 96 Stunden bei
28615 + 3129 Vol.-*um und somit mehr als doppelt so hoch wie der der natirlichen
Lasionen. Im TMR-Bild unterscheiden sich die ,leeren Lasionen”, die durch EDTA induziert
wurden, stark von denen der anderen Methoden, bei denen eine deutliche
Demineralisationsfront zu erkennen ist. Als Demineralisationsfront ist der Bereich der Lasion

definiert, in der der Mineralverlust zwischen 10 und 40 Vol.-% betragt (Abb. 5-2).

5.2.2.2 Carboxymethylcellulose-Gel

Im Gegensatz zum EDTA fanden sich in den durch Gel induzierten Lasionen deutlich geringere
Mineralverluste und flacher ansteigende Verldufe. Nach finf Wochen Lagerung im
Demineralisationsgel betrug der mittlere Mineralverlust 17147 + 5444 Vol.-*um. Im
Gegensatz zur stark erodierten EDTA-L3sion ist eine Demineralisationsfront erkennbar,
dennoch zeigt sich in der TMR-Auswertung eine harsche Grauabstufung ins Innere des

Dentins.

5.2.2.3 Bakterienmodell

Eine Probe zerbrach bei dem sensiblen Prozess der Vorbereitung fir die TMR-Auswertung
und war daher nicht auswertbar. Die anderen bakterieninduzierten Lasionen zeigten nach
drei Wochen Lagerung einen mittleren Mineralverlust von 8664 + 2014 Vol.-*um (n = 5).
Auffallig war hier ein initialer Anstieg des Mineralgehalts an der unmittelbaren
Lasionsoberflache, verglichen mit dem der Demineralisationsfront. Dieser weist auf die
Ausbildung einer starker mineralisierten Oberflache hin, wie sie im Prozess der natiirlichen

Kariesentstehung durch Remineralisationsprozesse zwischen Lasion und Plaque an der
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Oberflache einer Lasion haufig entsteht [Kawasaki et al., 2000]. Die Darstellung im TMR-Bild

zeigt sich mit weitgehend gleichmaRiger Grauabstufung.

5.2.2.4 Azetatbasierte L6sung pH = 5,3

Nach Ablauf von zwolf Wochen Lagerungszeit zeigten sich Ldsionen mit einem mittleren
Mineralverlust von 16593 + 2270 Vol.-*um (n = 7). Die Proben unterschieden sich im Hinblick
auf die untersuchten Parameter Lasionstiefe, Mineralverlust, -intensitit und -anstieg
innerhalb der Léasion nicht signifikant von den natirlichen Lasionen (p > 0,05,

t-test/Bonferroni), wahrend die Proben der anderen Demineralisationsmethoden in einem

oder mehreren Parametern signifikante Unterschiede aufwiesen (p < 0,05) (Tab. 5-1).

Tab. 5-1: Mittlere Lasionstiefen, mittlere Mineraleigenschaften und Standardabweichungen (t) der
verschiedenen Demineralisationsmethoden im Vergleich (mod. nach [Schwendicke et al., 2015])
Natiirliche Azetatbas. Azetatbas.
.. Losung pH = | Losung pH = Laktatgel EDTA Bakterien
Lasionen
4,95 5,3
Probenanzahl 12 4 7 4 4 6
Zeit - 35 Tage 84 Tage 35 Tage 96 Stunden 21 Tage
(Lz:‘)’"s“efe 626 +212°  [357+41° 563 + 88° 572 +117°  |655+68° 407 + 165°
Mi Iverl
ineralverlust |, 137+ 5834 | 9072 + 1536 | 16593 +2270° | 17147 + 5444” | 28615 + 3129° | 8664 + 2014°

(AZ Vol.-%*pum)
Mineralverlust-
intensitat 19,5 + 4,7° 26,9+2,8° [29,8+4,1° 29,4+4,3° 43,8 +0,4° 23,1+6,5°°
R (AZ/LT, Vol.-%)
Mineralanstieg |, 1, .05 |025:000° |013:006° [017 #01° |1,71 t0,67° |o,80+052°
(Vol.-%/pum)

Unterschiedliche hochgestellte Buchstaben innerhalb der Reihen markieren signifikante Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen (t-test/Bonferroni).
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Abb. 5-2: Mineralverlauf innerhalb der natiirlichen (a) und den kinstlich erzeugten Lasionen (b-e).
Azetatbasierte Losung (pH = 4,95) (b), Laktatgel nach 35 Tagen (c), EDTA nach 96 Stunden (d), Bakterienmodell
(e). Links: Mikroradiografien der Ldsionen, gestrichelte Linie = Lasionsoberflache; rechts: Mineralverlaufe in
Vol.-%*um: hellgrau = einzelne ausgewertete Proben, dunkelgrau = mittlerer Mineralverlauf aller ausgewerteter
Proben einer Gruppe [Schwendicke et al., 2015]
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5.3 Nanoharte (nach Berkovich)

Nach Evaluation der Mineralverluste und der Erkenntnis der nachsten Vergleichbarkeit der
mit azetatbasierter Losung demineralisierten Proben gegeniiber der natirlichen
Residualkaries wurden beide auf ihre Nanoharten Uberprift. Hierbei zeigten sich unmittelbar
nahe der Lasionsoberfliche sehr niedrige Werte, im Mittel 0,04 GPa, die ins Innere der
Lasionen weitgehend linear anstiegen und sich schliefRlich im gesunden Dentin auf einem
Plateau bis um 0,45 GPa einpendelten. Gegenliber dem in der Literatur auffindbaren Wert
fir die Harte gesunden Dentins (ca. 0,7 — 0,8 GPa) ist dieses Plateau relativ niedrig
angesiedelt, was damit zu begriinden ist, dass man sich in pulpanahen Bereichen des Dentins
bewegte und der Hartegrad von der Schmelz-Dentin-Grenze ins Innere des Zahns abnimmt
[Zhang et al., 2014]. Die Harteprofile der beiden verschiedenen Ladsionstypen unterschieden
sich nicht signifikant (F = 0,168, p = 0,752, w? = 0,144, ANOVA) (Abb. 5-3).

-------- Azetatbasierte Losung, n =7

—— Naturliche Lasionen, n =12

800+ Referenzband

700
600+
500+
400+
300+
200+

100+

Harte (MPa)

100 200 300 400 500 600 700 800
Lasionstiefe (um)

Abb. 5-3: Nanoharte (MPa) der natirlichen (Mittelwert: durchgehende Linie, Standardabweichung: halbdunkle
Schattierung) und der kinstlich induzierten Lasionen (Mittelwert: gepunktete Linie, Standardabweichung:
dunkle Schattierung). Die hellgraue Schattierung dient als Referenzband, dessen Breite durch die
zusammengefassten Standardfehler gegeben wird, die entsprechenden Mittelwerte bilden das Zentrum. Die
Schattierungen der Lasionen verlaufen nicht liber das Referenzband hinaus, was auf keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Ldsionsarten schliefen ldsst. Die Pfeile markieren die zuvor mittels
Lichtmikroskopie evaluierten mittleren Lasionstiefen (durchgehend: natirliche Lasionen, gepunktet: kinstliche
Lasionen). Anzumerken ist, dass die Harte auch im Bereich des zuvor als ,,gesund” identifizierten Dentins noch
leicht ansteigt [Schwendicke et al., 2015].

33



6. Diskussion

6. Diskussion

6.1 Diskussion von Material und Methode

Die vorliegende Studie untersuchte die Herstellung kinstlicher residualkariesahnlicher
Lasionen in vitro, die der natirlichen Residualkaries in den Eigenschaften Mineralgehalt und
Harte moglichst dhnlich sind. Zu diesem Zweck wurden zunéachst natirliche residuale
Karieslasionen auf ihren Mineralgehalt und ihre Harte analysiert. Dann wurde ein Vergleich
mit verschiedenen, in vorangegangen Studien verwendeten Demineralisationsmethoden
kiinstlich hergestellten Lasionen vorgenommen [Buskes et al., 1985; Kawasaki et al., 2000;
Magalhaes et al., 2009; Marquezan et al., 2009; Moron et al., 2013; Schwendicke et al.,
2014a). Die aussichtsreichste Demineralisationsstrategie wurde in einem zweiten Schritt
optimiert und die entstandenen Lasionen neben ihrem Mineralgehalt auch auf ihre Harte

analysiert und der natiirlichen Karies gegenlbergestellt.

6.1.1 Durchfihrung in vitro

Die Versuchsdurchfiihrung in vitro ermoglichte den Ablauf unabhangig von der Compliance
eines Patienten und dessen individuellen Einflissen, wie Essgewohnheiten,
Mundhygieneverhalten, Speichelzusammensetzungen usw. So werden standardisierte
Bedingungen und Ladsionen geschaffen, die eine Arbeit in groBem Umfang ermdoglichen und
die flr verschiedenste Studien und Untersuchungen Anwendung finden kénnten. Hier stoRen
In-vivo-Studien aus praktischen und ethischen Griinden schnell an ihre Grenzen, zum einen
durch die begrenzte Verfligbarkeit geeigneter Zdhne, zum anderen durch das Risiko einer
potenziellen Schadigung des Individuums. In vitro kdnnen verschiedene Parameter beliebig
verandert werden, so kdnnen die Effekte von beispielsweise variiertem pH-Wert,
unterschiedlicher Mineralsattigung der Losungen oder Zugabe verschiedener Fluoride

getestet und unterschiedliche Lasionen kreiert werden.

Die Forschung an extrahierten Zdhnen erlaubt die Anwendung destruktiver

Analyseverfahren, wie z.B. die Auswertung mittels TMR, fir die die Zahne zuvor longitudinal
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zerteilt werden miissen. Dies ist fiir eine umfangreiche Analyse von essenzieller Bedeutung,
da nur auf diese Weise Zugang zum Inneren einer Ldsion gewahrt ist und Aussagen uber

Eigenschaften und Veranderungen innerhalb einer Lasion getroffen werden kdnnen.

Trotz aller Vorteile sind In-vitro-Studien nur begrenzt in der Lage, eine natirliche
Residualkaries zu imitieren. Zwar werden dhnliche kariogene Umstande beispielsweise in
Bezug auf die Konfrontation mit niedrigem pH-Wert oder die Umgebungstemperatur erzeugt,
die realen Bedingungen in der Mundhohle eines lebenden Individuums sind allerdings durch
wesentlich mehr Faktoren charakterisiert und durchaus variabel [Menaker, 1980; Stephan
and Miller, 1943]. Pulpale Reaktionen auf selektives Exkavieren konnen in vitro nicht
nachgestellt werden. Aus dem gleichen Grund entféllt die Schichtung der Dentinkaries, da
hierfiir neben einem bakteriellen Angriff ebenfalls eine pulpale Abwehrreaktion vonnéten
ist. Da im Falle der Residualkaries mit dem Exkavationsvorgang aber bereits der GrofSteil der
urspringlich vorhandenen Schichten entfernt wird, ist dies von eher untergeordneter

Bedeutung.

6.1.2 Auswahl der Zdhne

Die Studie wurde ausschlieSlich an Molaren der zweiten Dentition durchgefiihrt. Zum Zweck
der kiinstlichen Kariesinduktion wurden klinisch als kariesfrei, zur Analyse der natiirlichen
Residualkaries als tief karids eingestufte Zahne ausgewadhlt [Ismail et al., 2007]. Die
Inspektion der Zahne erfolgte visuell-taktil [Moller and Poulsen, 1973]. Das Alter der Spender
war nicht bekannt, es konnen daher strukturelle Unterschiede zwischen den Zihnen
vorgelegen haben [Baume, 1980]. In Vorversuchen wurden die Demineralisationsvorgange
allerdings an vermeintlich alten (Verfarbungen) und jungen (dritte Molaren ohne
Auffalligkeiten) Probezdhnen durchgefiihrt, ohne dass ein signifikanter Unterschied in der

Lasionstiefe und ihrem Mineralgehalt nach Demineralisation festzustellen gewesen ware.
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6.1.3 Selektive Exkavation

Da eine genaue Einschatzung der tatsdchlichen Lasionstiefe einer Karies sowie der Restdicke
des Dentinmantels bei der Exkavation klinisch derzeit nicht maoglich ist, muss im
Exkavationsprozess vom Behandler individuell entschieden werden, wann dieser
abgebrochen wird. Die dann verbleibende Kariestiefe variiert also stark von Fall zu Fall und
von Behandler zu Behandler. Das Belassen einer definierten, moglicherweise
standardisierten Restdicke kariosen Dentins ist derzeit durch fehlende klinische

Analysemethoden nicht durchfihrbar.

6.1.4 Erzeugung kiinstlicher Karies

Der Anschnitt der Proben erfolgte senkrecht zur Oberflache, sodass sich die Lasion entlang
der Tubuli ins Innere des Dentins ausbreiten konnte, wie es auch im Mund der Fall ware
[Meyer-Lueckel et al., 2012]. Die Lagerung der Proben in den verschiedenen
Demineralisationslésungen geschah bei 37,4 °C in einem Rotationsbrutkasten. Dies diente
zum einen der Imitation der Temperaturbedingungen in der menschlichen Mundhdéhle und
zum anderen der Vermeidung einer starker mineralisierten Oberflachenschicht. Diese ist in
einer stehenden Losung zurlickzufihren auf die Akkumulation der aus dem Zahn gel6sten
Mineralionen in unmittelbarer Ndhe zur Zahnprobe und auf standig stattfindende
Remineralisationsprozesse [Buskes et al.,, 1985; Kawasaki et al., 2000]. Sie ist eher
charakteristisch flr Primarlasionen und hier Ausdruck von Remineralisationsvorgdangen, die
an der Lasionsoberflache durch Reprazipitation von Mineralien aus dem Speichel und der
Plague ablaufen [Arends and Christoffersen, 1986; Silverstone et al., 1988]. Bei einer
Residualkaries ist eine solche Schicht nicht zu erwarten, da sie spatestens nach der

Exkavation und Abtragung der oberflachlichen Schichten der Karies entfernt ware.

Es wurden vier verschiedene Demineralisationsmethoden untersucht, wovon eine ein
Biofilm-Modell war. Um die Karies in moglichst kurzer Zeit zu kreieren, waren die Proben
dauerhaft dem kariogenen Milieu ausgesetzt, eine zwischenzeitliche Pufferung des pH-
Werts, wie sie zwischen den Mahlzeiten im Mund geschieht, erfolgte nicht [Stephan and

Miller, 1943].
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6.1.5 Transversale Mikroradiographie

Die Transversale Mikroradiographie (TMR) ist ein Verfahren zur Ermittlung des
Mineralgehalts von Zahnhartsubstanzen unter Zuhilfenahme von Roéntgenstrahlung.
Gemessen wird die Absorption der Strahlung durch die Zahnhartsubstanz im Vergleich zu
einem Standard. Eichgegenstand ist hierbei ein Stufenkeil aus Aluminium, der den gleichen
Strahlungsschwachungskoeffizienten wie Hydroxylapatit besitzt. Nach Entwicklung des
Spezialfilms kann so mittels Software jeder Grauabstufung ein spezifischer Mineralgehalt
zugeordnet und eine prazise quantitative Aussage dariiber getroffen werden (Abb. 6-1). Des
Weiteren wird die Lasionstiefe ermittelt als der Abstand zwischen der Lasionsoberfldache bis

zu dem Punkt, an dem der Mineralgehalt wieder bei 95 % des gesunden Dentins liegt.

Die TMR ist ein techniksensitives Verfahren, bei dem penibel darauf geachtet werden muss,
die Proben wahrend der Vorbereitung auf den Rontgenvorgang zu jeder Zeit feucht zu halten.
Andernfalls trocknet die kiinstliche Lasion binnen kiirzester Zeit aus und wird sprode, sodass
ein Zerspringen der diinnen Probe nur schwer verhindert werden kann. Vor allem aber birgt
die Austrocknung das Risiko der Entstehung von Schrumpfungsartefakten. Rissbildung oder
Uberlagerungen innerhalb der Probe kénnen die einwandfreie Auswertung behindern. Bei
der Entwicklung des Films ist das Vorgehensprotokoll einzuhalten, da es sonst zu

Fleckenbildung oder Kontrastarmut auf dem Film kommen kann.
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Abb. 6-1: Schematische Darstellung der Funktionsweise und Auswertung der TMR-Methode. Rontgenstrahlung
durchdringt die Korper (Aluminium-Stufenkeil und Zahnprobe), wird je nach Schichtstarke (Alu-Keil) oder
Mineralgehalt (Zahn) absorbiert und entsprechend auf dem Film abgebildet (A). Grafische Darstellung nach
Film-Auswertung mittels Software (B). Das Absorptionsverhalten des Alu-Keils dient als Referenz fir den
Mineralverlust der Zahnhartsubstanz.

(mod. nach [De Josselin de Jong, 1986])

6.1.6 Nanohdrtemessung

Fiir die Nanohartemessung wurden die demineralisierten Proben in einer feuchten Kammer
auf einem fir das Messgerat passenden Metallhalter montiert (Abb. 4-4). Aufgrund des
langwierigen Messprozesses Uber mehrere Stunden war dies unumganglich, um die Proben
vor der vorzeitigen Austrocknung zu schiitzen. Diese hatte zum einen die sensible
Messmethode durch das Einfallen der zuvor durch Kalibrierung ermittelten
Probenoberflache stéren konnen, zum anderen nicht den realen Bedingungen in der
Mundhohle entsprochen, da sich karidses Dentin hier zu jeder Zeit im feuchten Milieu

befindet. Da das Gerat bis zu vier Proben fassen konnte, musste die zuletzt zu messende
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Probe bis zu ihrer Messung insgesamt teilweise einen Tag feucht gehalten werden, was

erfolgreich gelang.

Trotz der Aufrechterhaltung des Feuchtigkeitsniveaus stellte das Absinken der erweichten
Oberflache wahrend des langwierigen Messprozesses ein Problem dar. Dadurch kam es des
Ofteren zu Fehlmessungen, da sich die reelle Lage der Oberfliche im Gegensatz zu jener, auf
die das Gerat zuvor kalibriert wurde, im Prozess veranderte und so vom Prifkérper nicht
immer einwandfrei detektiert werden konnte. Entstanden aufgrund dessen zahlreiche
Fehlmessungen innerhalb einer Probe, sodass eine reprasentative Auswertung nicht moglich
war, wurde eine erneute Kalibrierung an anderer Stelle der Oberflache durchgefiihrt und die
Messung wiederholt. Dennoch bietet die Nanohartemessung aufgrund geringerer
Messabstdnde die hohere Auflésung der Messergebnisse gegenliber der Mikrohadrtemessung

und ist dieser vorzuziehen.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Natiirliche Karies

Der mittlere Mineralanstieg innerhalb der Lasionen verlief nahezu linear, was grundsétzlich
auf eine niedrige Demineralisationsgeschwindigkeit schlieBen ldsst, die vermutlich durch
Diffusionsprozesse begrenzt wird [Gao et al, 1993]. Die groBen interindividuellen
Unterschiede lassen allerdings vermuten, dass die vorliegenden Ladsionen unterschiedlich
aktiv waren bzw. die Demineralisation unterschiedlich schnell voranschritt [Zheng et al.,
2003]. Dieser lineare Mineralanstieg verdeutlicht, dass eine standardisierte Exkavation auf
Basis einer taktilen Begutachtung kaum maoglich ist. Selbst im Bereich des schon als ,,gesund”
identifizierten Dentins stieg die Nanohdrte noch an, sodass kein klarer Schwellenwert zu

definieren ist, ab dem der Vorgang abzubrechen ware (Abb. 5-3).
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6.2.2 Ethylendiamintetraazetat (EDTA)

EDTA gehort chemisch zur Gruppe der Chelatoren [Nikiforuk and Sreebny, 1953]. Chelatoren
sind in der Lage, Komplexe mit Kationen, wie beispielsweise Calcium, zu bilden und diese
sehr fest zu binden [Chenoweth, 1956]. Calcium bildet den Grofiteil des Minerals der
Zahnhartsubstanz, sodass diese in EDTA-L6sung demineralisiert wird [Seidberg and Schilder,

1974, Zeeck et al., 2005].

Da es sich um einen sehr potenten Chelator handelt, entstanden innerhalb weniger Tage sehr
tiefe Lasionen. Diese waren allerdings nahezu frei von Mineral, sodass sich erst am Boden
der Lasion ein sehr steiler Mineralanstieg zeigt. Trotz der einfachen, wenig techniksensitiven
Durchfiihrung und des schnellen Ablaufs der Prozesse eignet sich diese Form der

Demineralisation daher nur wenig zur Imitation einer Karies und gleicht eher einer Erosion.

6.2.3 Azetatbasierte L6sung und Carboxymethylicellulose-Gel

Die Demineralisation in azetatbasierter Losung und in Carboxymethylcellulose-Gel beruht auf
der Konfrontation mit einem fir das Hydroxylapatit kritischen pH-Wert [Dawes, 2003].
Ersterer LOsung ist zusatzlich Methylhydroxydiphosphonat als Puffer zugesetzt, der die lonen-

Konzentration innerhalb der Lésung konstant halt [Buskes et al., 1985].

6.2.3.1 Carboxymethylcellulose-Gel

Die im Gel demineralisierten Proben zeigten einen hoheren Mineralverlust und eine héhere
Mineralverlustintensitdt als natirliche Karies, was zundchst einmal vergangenen Studien
widerspricht [Moron et al.,, 2013], jedoch durch eine ldngere Lagerungsdauer und die
Schwenkung der Proben in der vorliegenden Studie herbeigefiihrt worden sein kdnnte. Eine
Oberflachenschicht, wie in anderen Studien beschrieben, trat ebenfalls nicht auf, was
vermutlich auch durch die Schwenkung bedingt war. Die Methode ist gut praktikabel, einfach
in ihrer Anwendung und erzeugt weniger stark demineralisierte Lasionen als EDTA, dennoch

sind die Abweichungen zur natiirlichen Residualkaries groB. Daher eignet sie sich nur bedingt
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zur Induktion kinstlicher Residualkaries, konnte aber eventuell zur Imitation einer stark

demineralisierten Primarlasion Anwendung finden.

6.2.3.2 Azetatbasierte Lésung pH = 5,3

Die Demineralisation mittels azetatbasierter Losung zeigte sich als geeignete Methode, um
Lasionen zu generieren, die dhnliche Eigenschaften wie natiirliche Residualkaries aufweisen.
Es gelang, Lasionen zu kreieren, die in Bezug auf Lasionstiefe, Mineralanstieg innerhalb der
Lasion und Nanoharte mit der natiirlichen Residualkaries weitestgehend Ubereinstimmen.
Der Mineralverlust bzw. die Mineralverlustintensitat fielen etwas héher aus. Eine weitere
Anndherung Uber beispielsweise Variation des pH-Werts ist denkbar, wobei dann auch eine
geringere Demineralisationsgeschwindigkeit zu erwarten wéare und sich die Frage der
Praktikabilitat stellt. Wie auch bei den anderen Methoden entfdllt die subjektiv
durchgefihrte Exkavation, was zur Standardisierung der Lasionen beitragt. Es sei dennoch
darauf hingewiesen, dass sich der Vergleich mit der natirlichen Karies ausschlieBlich auf die
mechanischen Eigenschaften begrenzt. Biologische und biochemische Parameter wie
beispielsweise die Bakterienlast, die bei der restaurativen Versorgung einer Residualkaries
durchaus eine Rolle spielen kdénnten, sind auller Acht gelassen und in diesem Modell nicht

nachstellbar. Hierzu ist eine Kombination mit einem Bakterienmodell denkbar.

6.2.3.3 Bakterien-Modell

Das Bakterien-Modell stellt wohl diejenige Demineralisationsmethode dar, die den realen
kariogenen Mechanismen im Mund am nachsten steht. Es wurde ein Biofilm mit Bakterien
der Gattung Streptococcus mutans erzeugt, der in regelmaRigen Zeitabstdnden mit einer
Zuckerlosung betraufelt wurde, um eine wiederholte Nahrungszufuhr zu imitieren. S. mutans
gilt als einer der Leitkeime der Karies [Tanzer et al., 2001]. Ein monokultureller Biofilm
entspricht jedoch nicht der Realitdt, in vivo existieren mehrere hundert verschiedene
Bakterienarten nebeneinander in einem komplex organisierten Biofilm und viele dieser Arten
sind an der Bildung der Karies beteiligt [Beighton, 2005]. Es wadre denkbar, das
Bakterienspektrum um weitere kariogene Bakterien zu erganzen, um realistischere

Bedingungen zu schaffen [Shu et al., 2000]. Arretierende Faktoren wie
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MundhygienemaBnahmen oder Fluoridzufuhr wurden nicht simuliert, um die Karies
moglichst schnell voranschreiten zu lassen und die Bildung einer Oberflachenschicht gering
zu halten. Es zeigten sich Lasionstiefen und Mineralverlustverhadltnisse wie bei der
natirlichen Karies, jedoch ein deutlich steilerer Mineralanstieg und eine ausgepragte
Oberflachenschicht. Es ist anzunehmen, dass die Bakterien eine Diffusionsbarriere bilden
und sich Mineral in der Plague anreichert, das wiederum Remineralisationsprozesse an der

Oberflache beglinstigt [Hellwig et al., 2010].

Die Durchfiihrung dieses Modells erwies sich im Vergleich zu den anderen Methoden als
verhaltnismaRig aufwendig. Nach Sterilisation der Arbeitsmaterialien wurde zu jeder Zeit
unter sterilen Bedingungen gearbeitet. Um das Risiko filir eine Kontamination zusatzlich
gering zu halten, wurde ein kurzer Versuchsverlauf von wenigen Wochen gewahlt. Um es
weiter zu minimieren und gegebenenfalls eine ldngere Versuchsdurchfihrung zu
ermoglichen, ist die Versuchsdurchfiihrung in einem ganzlich geschlossenen Kreislauf
denkbar, in dem lediglich das Nahrmedium bei Bedarf ausgetauscht wird. Hierflr bedarf es
weiterer Modellaufbauten. Die Kariesinduktion durch ein Bakterienmodell birgt im
Gegensatz zu den anderen o.g. Methoden als einzige den Vorteil, wie unter Bedingungen in
vivo, infizierte Lasionen hervorzubringen. Diese erlauben beispielsweise nachfolgende
Untersuchungen im Hinblick auf den Einfluss der mikrobiologischen Aktivitat der
verbliebenen Bakterien in der Kavitat auf die Arretierung der Lasionen. Dies bleibt in den

anderen Modellen unberiicksichtigt.

6.2.4 Ausblick

Die vorliegende Arbeit ist die erste, die die Nanoharteprofile von natiirlichen und kiinstlichen
Lasionen miteinander vergleicht. Der Vergleich zwischen Harte und Mineralgehalt ist wichtig,
da beides nicht immer vollstandig miteinander korreliert, was auch in dieser Studie durch
einen Mineralanstieg im lichtmikroskopisch als ,,gesund” identifizierten Dentin bestatigt wird
(Abb. 5.3) [Balooch et al., 1998; Kinney et al., 2003]. Die Arbeit kann als Basis fiir weitere
Versuche dienen, beispielsweise fiir die Untersuchung der Auswirkung unterschiedlicher

belassener Kariestiefen auf die mechanischen Eigenschaften oder auf die Lebensdauer einer
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hierauf platzierten adhasiven Restauration. Ebenso sind Remineralisationsversuche moglich,
bei denen die Lasionen fiir eine gewisse Zeit versiegelt und remineralisationsfordernden
Substanzen wie Fluoriden ausgesetzt werden kénnen. Da neben den rein mechanischen
Eigenschaften die mikrobiologische Besiedelung und Aktivitdit ebenfalls von groRer
Bedeutung sind, sollten weitere Modifikationen des Versuchsaufbaus stattfinden. Denkbar
waére beispielsweise eine Demineralisation mittels azetatbasierter Losung, gefolgt von der
Lagerung im Bakterienmodell. So koénnten die Lagerungsdauer und damit die
Kontaminationswahrscheinlichkeit mit unerwiinschten Mikroorganismen im Bakterienmodell
reduziert werden, da die eigentliche Lasion bereits in der Demineralisationslésung entsteht,
und spater separat eine Infektion der Lasionen erfolgt. Auf diese Art kombiniert entstandene
Lasionen mit enzymatischer Aktivitat kénnten die Grundlage fiir weitere Versuche bilden, die
sich beispielsweise mit deren Einfluss auf den Adhasivverbund einer Restauration
auseinandersetzen. Diese ist fiir die Lebensdauer einer adhdsiven Restauration von nicht
untergeordneter Bedeutung [Bourbia et al., 2013; Frassetto et al., 2016]. Grundsatzlich lasst
sich der Versuchsaufbau auch fir die Bildung einer Primar- oder Sekundarkaries nutzen;
hierbei sollte auf die Schwenkung der Proben verzichtet werden, damit die natirlichen

Diffusionsprozesse an der Oberfldache ablaufen konnen.
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7. Schlussfolgerung

Die Demineralisation mittels azetatbasierter Lésung mit angepasstem pH-Wert (5,3) flhrte
ahnliche Lasionen herbei wie die natirliche, selektiv exkavierte Residualkaries. Die Lasionen
waren dhnlich tief und hatten ein vergleichbares Mineral- und Nanoharteprofil. Die
aullerdem getesteten Methoden EDTA und Carboxymethylcellulosegel eignen sich nicht oder
nur bedingt zur Herstellung kiinstlicher Residualkaries, da vor allem der Mineralverlust
deutlich hoher ausfiel als bei der natlrlichen Residualkaries. Das Bakterienmodell lieferte
grundsatzlich vielversprechende Ergebnisse, war aber schwierig in der Durchfihrung und

wenig standardisierbar. Hier waren weitere Modifikationen und Versuche wiinschenswert.

Vor allem im Hinblick auf die mechanischen Eigenschaften einer Residualkaries oder einer
dort platzierten Restauration lassen sich mit einer geeigneten Methode bereits viele Fragen
unabhangig von etwaigen ethischen Konflikten oder der Patientencompliance in vitro klaren.
So kénnen mechanische Parameter wie die Belastbarkeit oder die Randschlussqualitat einer
Restauration untersucht werden, ohne dass potenziell ein Individuum zu Schaden kommt.
Weitere Modifikationen des Modellaufbaus und -ablaufs, vor allem die angesprochene
Erganzung um einen kirzeren Durchlauf im Bakterienmodell, kdnnten die entstehenden
Ldsionen noch realitdtsndher gestalten und den Einsatzbereich erweitern. Einige
Fragestellungen, wie beispielsweise die pulpale Reaktion oder deren Einfluss auf die

Remineralisation, sind mit solchen Modellen allerdings nicht zu untersuchen.
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