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Abstract (deutsch)

1 Abstract (deutsch)

EINLEITUNG: In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass die Kunststoffinfiltration
die Progression approximaler karioser Lasionen, welche keine Kavitation aufweisen,
verhindern kann. Ungewissheit bestand aber dariiber, ob auch eine Infiltration spaterer
Lasionsstadien moglich ist. Daher war das Ziel der vorliegenden In-vitro-Studie die
Infiltration anhand approximaler karioser Lasionen (n=72) unterschiedlicher
Krankheitsstadien kategorisiert nach dem International Caries Detection and Assesment

System (ICDAS) zu untersuchen.

METHODIK: Extrahierte humane Molaren und Pramolaren, welche approximale Lasionen
mit und ohne Kavitation (ICDAS 2 bis 5) aufwiesen, wurden mit 15%igem Salzs&uregel
angeatzt und mit einem Infiltranten (Icon, Kariesinfiltrant approximal, DMG; Hamburg,
Deutschland) nach den Herstellerangaben behandelt. Jede Lasion wurde in drei Teile
geteilt (DUnnschliffe) und mit Hilfe einer Dual-Fluoreszenz-Farbetechnik und konfokaler
Laser-Raster-Mikroskopie (CLSM) analysiert. Die Ausdehnung der demineralisierten
Lasionsbereiche, der Léasionsbereiche, die eine Kavitation aufweisen sowie die durch
Kunststoff infiltrierten Bereiche wurden gemessen. Des Weiteren wurde geprift, ob es

maglich ist, Kavitationen durch den Infiltranten aufzufillen.

ERGEBNISSE: Die demineralisierten Bereiche wurden zu 73 % bis 100 % infiltriert. Die
Kavitationen konnten dagegen kaum geflllt (0-5 %) werden. Bei Z&hnen, welche
ICDAS-5-Lasionen aufwiesen, wurde ein signifikant geringerer Anteil der Lasion

infiltriert bzw. geflllt als bei ICDAS-2 oder 3-Lasionen.

SCHLUSSFOLGERUNGEN: Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass unter
Laborbedingungen der getestete Infiltrant die meisten Bereiche des demineralisierten
Schmelzes zwar penetriert, aber nicht in der Lage ist, Kavitationen aufzufillen, wodurch
die Wirksamkeit der Kariesinfiltration, besonders bei tieferen Kavitationen vermindert

sein kdnnte.
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2 Abstract (english)

INTRODUCTION: Resin infiltration provides a treatment option for non-cavitated proximal
caries lesions. Although further demineralisation of early non-cavitated lesions can be
hampered by this treatment, it is uncertain; weather caries infiltration of cavitated
lesions is possible. Thus, this in vitro study aimed to evaluate the performance of resin
infiltration regarding proximal caries lesions (n=72) differing in International Caries

Detection and Assessment System (ICDAS) codes.

MEeTHODS: In virtue of the manufacturer’s instructions extracted human molars and
premolars showing proximal caries lesions with and without cavitations (ICDAS codes
2-5) were etched with 15 % hydrochloric acid gel and resin infiltrated (Icon, Caries
Infiltrant proximal, DMG, Germany). Three sections out of each lesion were prepared
and analyzed using a dual fluorescence staining technique and confocal microscopy.
Furthermore, dimensions of the demineralized and cavitated lesions areas as well as

resin infiltrated and resin filled parts were determined.

ResuLTs: Demineralized parts of the lesions showed resin infiltration from 73 % up to
100 %, whereas cavities were hardly filled (0-5 %). Significantly lower percentage
infiltration/filling of lesions showing ICDAS Code 5 could be observed in comparison to

those with codes 2 and 3.

CoNCLUSION: Most parts of demineralized enamel can be penetrated by the tested
Infiltrant under in vitro conditions. Nevertheless, cavities’ filling could not be achieved by
the tested product. Therefore, efficacy of caries infiltration, particularly in regard of
lesions with larger cavitations, might be affected negatively.
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3 Einleitung

Bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen werden haufig oberflachliche kariose
Lasionen beobachtet, welche von den approximalen Zahnflachen ausgehen (Mejare et
al. 1998). Diese Flachen sind sowohl bei der klinischen Untersuchung schwer zu

beurteilen als auch fur eine restaurative Behandlung schwer zugéanglich.

Um an die erkrankten approximalen Areale zu gelangen und diese mit einer
konventionellen, meist zweiflachigen Fullung zu versorgen, muss nicht selten der
Verlust relativ gro3er Anteile des gesunden Zahnschmelzes in Kauf genommen werden.
Aufgrund dieses ungulnstigen Verhaltnisses ist es erstrebenswert, den Zeitpunkt einer
invasiven Behandlung so lange wie mdglich zeitlich hinauszuzégern und das
Voranschreiten der L&sion mit non- oder mikro-invasiven Therapiestrategien zu

verhindern (Meyer-Lickel et al. 2012a).

Mit der Kariesinfiltration besteht die Mdglichkeit initiale kariose Lasionen mikro-invasiv
zu behandeln. Hierbei werden die Porositaten innerhalb der Lasion durch einen niedrig
viskésen lichthartenden Kunststoff (Infiltrant) penetriert. Somit wird innerhalb der
kariosen Lasion eine Diffusionsbarriere fur Sduren und niedermolekulare Kohlenhydrate
etabliert, wodurch eine Kariesprogression verhindert werden kann (Meyer-Lickel et al.
2012b).

Um die Grenzen des Indikationsbereiches der Kariesinfiltration exakt zu definieren, ist
es notwendig, die Wirksamkeit der Infiltration bei unterschiedlichen Krankheitsstadien
zu untersuchen. Aufgrund der schwer einsehbaren Lage approximaler L&sionen, kann
deren Ausdehnung in der Regel nur durch Bissfligelrontgenaufnahmen beurteilt
werden. Diese Rontgenaufnahmen liefern jedoch besonders bei initialen kariosen
Lasionen keine verlassliche Aussage uber die Oberflachenbeschaffenheit einer Lasion.
Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch Lasionen, bei denen bereits
Zahnhartsubstanzdefekte (Kavitationen) eingetreten sind, durch die Kariesinfiltration
behandelt werden. Alle bisher durchgefuihrten In-vitro-Studien beschranken sich jedoch

auf die Infiltration von Lasionen, welche keine Kavitation aufweisen.

Das Ziel dieser Studie war es daher, das Penetrationsverhalten eines Infiltranten in vitro
bei approximalen, karidsen La&sionen mit unterschiedlichen Krankheitsstadien zu

untersuchen.
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4 Literaturubersicht

4.1 Karies

4.1.1 Definition des Begriffs Karies

Der Begriff dentale Karies wird verwendet, um die Symptome einer lokalisierten
chemischen Aufldsung der Zahnoberflache zu beschreiben, welche durch metabolische
Ereignisse im Biofilm verursacht werden, der die Zahnoberflache bedeckt (Fejerskov et
al. 2008a). Die Zerstorung der Zahnoberflache kann sowohl den Schmelz, das Dentin

als auch das Zement betreffen.

Kariose Lasionen entwickeln sich haufig an relativ geschitzten Flachen des Gebisses,
dort wo sich ein potentiell pathogener Biofilm entwickeln kann. Diese so genannten
Pradilektionsstellen umfassen hauptsachlich die Griibchen, die Fissuren der okklusalen
Flachen, approximale Flachen unterhalb der Kontaktpunkte und die zervikalen
Zahnflachen (Hellwig et al. 2007).

4.1.2 Atiologie und Pathogenese der Karies

Eine Voraussetzung fir die Entstehung von Karies ist die Etablierung eines Biofilms auf
der Zahnoberflache (Kidd und Fejerskov 2004). Auf einer gereinigten Zahnoberflache
bildet sich zunachst aus Proteinen des Speichels eine azellulare unstrukturierte
Schutzschicht, welche als Pellikel bezeichnet wird (Hellwig et al. 2007). Nach wenigen
Stunden erfolgt dessen Besiedelung durch Pionierbakterien wie Kokken (z.B.
Streptococcus mitis, S. oralis, S. saliarius) und Aktinomyceten, welche zusammen eine
Mikroflora etablieren. Diese ermdglicht mit zunehmendem Wachstum die Ansiedelung
und Vermehrung von Bakterien wie z. B. S. mutans und Laktobazillen, die speziellere
Anspruche an ihr Habitat stellen und eine Rolle bei der Kariesentstehung spielen
(Hellwig et al. 2007). Der so entstehende Zahnbelag gewinnt durch die Vermehrung und
Anlagerung von Bakterien und mit Hilfe von unspezifischen (z. B. van- der Waals-
Bindungen) sowie spezifischen Bindungen (z. B. Adhéasine) an Dicke und Struktur. Die
in dem Biofilm bzw. der Plague befindliche mikrobielle Gemeinschaft fihrt zu einem
vielféltigeren und komplexeren Stoffwechselgeschehen als es durch einzelne

Bakterienarten moglich ware (Marsh und Martin 2003).
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Die heute weithin akzeptierte 6kologische Plaguehypothese (Abb. 4-1) besagt, dass es
zu einer Verschiebung des 6kologischen Gleichgewichtes in der Mikroflora der Plagque
kommt. Pathogene (z. B. haufiger Konsum fermentierbarer Kohlenhydrate) und
protektive Faktoren (Wirtsabwehr, Mundhygiene, Speichel, Zufuhr von Fluoriden und
Kalziumionen) beeinflussen diese Mikroflora. Andern sich die lokalen
Umweltbedingungen, kann sich das Gleichgewicht innerhalb des Biofilms zu Gunsten
der pathogenen Mikroorganismen verschieben (Marsh und Martin 2003). Diese kénnen
aus niedrigmolekularen Kohlenhydraten organische Sauren synthetisieren und dem
daraus resultierenden niedrigen pH-Wert standhalten. Das Absinken des pH-Wertes
nimmt Einfluss auf die Zahnhartsubstanzen. Da die Apatitverbindungen - die
anorganischen Grundbausteine der Zahnhartsubstanzen — séureldslich sind, kommt es
zum Mineralverlust an der Zahnoberflache im Sinne einer Demineralisation. Besonders
die Frequenz der Substratzufuhr hat einen Einfluss auf den pH-Wert im Speichel und in
der Plaque. Je klebriger und kohlenhydratreicher die Kost ist, desto langer bleibt sie auf
der Zahnoberflache haften und liefert somit kontinuierlich das Substrat fur die
kariogenen Mikroorganismen. Die Abb. 4-1 stellt die &tiologischen Faktoren und deren

Einfluss auf den Biofilm sowie die De- bzw. Remineralisation dar.

Demineralisation |:.|>
Biofilm mit . ~
physiclogischer ¢ J C ) f j Zeichen und
Flora - - . Symptome
Remineralisation E>

Abb. 4-1: Modell zur Kariesatiologie (Paris und Meyer-Liickel 2012), welches sich an der ¢kologischen
Plaguehypothese orientiert. Durch die héaufige Zufuhr von fermentierbaren Kohlenhydraten wird die
Entstehung eines Biofilms mit pathogener Flora beglinstigt. Die Bakterien diese Biofilms sind in der Lage,
Sauren zu bilden und damit eine Demineralisation der Zahnhartsubstanzen hervorzurufen. Halt dieser
Prozess Uber eine ausreichend lange Zeit an, werden die Zeichen und Symptome dieses Prozesses im
Sinne von Karies sichtbar.
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Neben den o. g. direkten Faktoren gibt es auch indirekte Faktoren wie z.B. Bildung,
soziobkonomischer Status, Einkommen, Genetik, Alter der Patienten und zahnarztliche
Interventionen (Paris und Meyer-Liickel 2012), welche Einfluss auf die Atiopathogenese
der Karies haben. Zudem weist der Zahnschmelz individuelle Unterschiede wie

Mikrodefekte und Substanzanomalien auf, welche die Plaqueretention férdern kénnen.

Zahnkaries wird durch das Zusammenwirken potentiell pathogener Mikroorganismen
und protektiver Faktoren verursacht. Daher spricht man von einem multifaktoriellen
Prozess, welcher durch o. g. Faktoren beeinflusst wird und sowohl stagnieren als auch

voranschreiten kann (Hellwig et al. 2007).

4.1.3 Histologie der Schmelzkaries

Initiale Schmelzlasionen sind durch einen Mineralverlust des Schmelzes unter einer
scheinbar intakten  Oberflache gekennzeichnet. Mit Hilfe  verschiedener
Imbibitionsmedien kénnen diese kariosen Lasionen polarisationsmikroskopisch in vier
Zonen unterschieden werden (Abb. 4-2), welche sich hinsichtlich ihres Porenvolumens

unterscheiden.

Die ca. 20 bis 50 um dicke pseudointakte Oberflachenschicht ist durch ein
Porenvolumen von weniger als 5 % (gesunder Zahnschmelz 0,1 %) und einen
Mineralverlust von 1-10 % gekennzeichnet (Hellwig et al. 2007). Trotzdem erscheint die
Oberflache relativ intakt (Fejerskov et al. 2008b).

Unter der pseudointakten Oberflache befindet sich der Lasionskorper, welcher den
gro3ten Mineralverlust und das grof3te Porenvolumen (5-25 %) (Hellwig et al. 2007) im
Vergleich zu den anderen Zonen der initialen Lasion aufweist. Die Demineralisierung
der Apatitkristalle erfolgt interprismatisch entlang der Schmelzprismen. Dabei entstehen
Diffusionswege innerhalb der Lasion, welche Raum fir weitere De- und

Remineralisationen bieten (Fejerskov et al. 2008b).

Die dunkle Zone reprasentiert das Resultat von mehrfachen Demineralisations- und
Reprezipitationsvorgadngen (Silverstone 1973). Ein Hinweis auf diese Vorgange ist das
Vorhandensein von Kristallen mit einem gré3eren Durchmesser (ca. 50-100 nm) als in

gesundem Zahnschmelz (ca. 40 nm) (Silverstone 1983).
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Werden initiale kariése Lasionen mit einem 6ligen Medium wie Chinolin, welches einen
ahnlichen Brechungsindex wie Schmelz hat, imbibiert und unter einem
Polarisationsmikroskop untersucht, so kann oft eine anscheinend strukturlose
transluzente Zone sichtbar gemacht werden. Diese Zone wird als Zone der
fortschreitenden Demineralisation (Hellwig et al. 2007) bezeichnet und ist durch eine
VergroRerung der Poren (Porenvolumen ca. 1 %) im Schmelz gekennzeichnet.
(Fejerskov et al. 2008b). Trotz des Mineralverlustes und der erhdhten Porositat der

initialen Schmelzl&sion bleibt die Struktur des Schmelzes grundsétzlich erhalten.

Die pseudointakte Oberflache verhindert die Wiederaufnahme von Mineralien in den
darunter liegenden Lasionskorper (Larsen und Fejerskov 1989). Durch die regelméldige
Entfernung des kariogenen Biofilms von der Lasionsoberflache und einer Minimierung
der Substratzufuhr kann es jedoch zur Arretierung der Lasion im Sinne einer ,Narbe®
kommen, wenn die fur die Kariesprogression verantwortlichen atiologischen Faktoren
positiv beeinflusst werden kénnen. Schreitet dagegen die Lasion bei unverandert
kariogenem Milieu weiter fort, kommt es vermutlich durch Mikrotraumen (Fejerskov et
al. 2008b) zum Einbruch der pseudointakten Oberflache und zur Entstehung einer
Kavitation. Lasionen, welche einen durch Karies verursachten Einbruch der Oberflache
erkennen lassen, werden in der zahnmedizinischen Fachliteratur nicht selten als
.kavitierte®* Lasion bezeichnet. Dieser die Beschaffenheit der Zahnoberflache
charakterisierende Begriff wird daher im Folgenden verwendet, um eine L&sion mit

Kavitation zu bezeichnen.

In einer Kavitation kann sich ein kariogener Biofilm etablieren (vgl. Kap. 4.1.2), welcher
besonders bei approximalen Lasionen kaum zu entfernen ist. Daher ist die Arretierung
approximaler kavitierter L&sionen haufig nicht moglich. Eine bakterielle Invasion der
Lasion ist allerdings erst dann maf3geblich feststellbar, wenn die sich in der Kavitation

befindliche Biomasse auf freiliegendes Dentin trifft (Kidd und Fejerskov 2004).

4.1.4 Histologie der Dentinkaries

Da selbst intakter Zahnschmelz fur kleinere Molekile permeabel ist und sich mit einer
initialen karidsen Lasion die Porositat und damit die Permeabilitat erhdhen, kdnnen
bereits vor der Bildung einer Kavitat bakterielle Toxine in die Pulpa-Dentin-Einheit

eindringen. Diese reagiert darauf mit der Apposition von Reiz- oder Tertiardentin an der

7
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Pulpa-Dentin-Grenze (Abb. 4-2). Eine weitere Reaktion auf das Eindringen von Noxen
ist die Sklerosierung des Dentins und die Abkoppelung der erkrankten Dentinareale von
der nervalen und nutritiven Versorgung durch die Pulpa (Dead Tract). Diese
histologischen Veranderungen dienen als Schutzmechanismus der Pulpa vor der

bakteriellen Invasion.

Bleibt die pseudointakte Oberflache einer initialen kariésen Lasion erhalten, kann auch
keine malgebliche bakterielle Invasion erfolgen. Es besteht die Mdoglichkeit der
Arretierung dieser Lasion nach der Entfernung der o. g. atiologischen Faktoren (vgl.
Kap. 4.1.2).

Liegt jedoch eine Schmelzkavitation vor, kénnen in das Dentin vordringende
Mikroorganismen eine lokale Auftreibung der Dentinkanalchen verursachen. Schreitet
die Zerstérung der Zahnhartsubstanz weiter voran, degeneriert die Struktur des Dentins
zunehmend, zerféllt bzw. verflissigt sich im Sinne einer Nekrose (Hellwig et al. 2007).
Mikroorganismen kodnnen somit ungehindert in die Zahnhartsubstanz vordringen und
zur Entzindung der Pulpa fuhren. Im weiteren Verlauf kann es zur Ausbreitung der

Entziindung auf das apikale Parodont kommen.

 Pseudointakte Oberflache
Lasionskorper
.~ Dunkle Zone

— Transluzente Zone

':_——- Zone der Demineralisation
—— , Dead Tract’

— Zone der Sklerose

0 — Normales Dentin
——— Tertiardentin

Abb. 4-2: Schematische Darstellung einer approximalen kariosen Lasion mit intakter Oberflache (nach
Schroeder 1983).
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4.1.5 Epidemiologie der Karies

Obwohl die Kariespravalenz in den vergangenen Jahren zurickgegangen ist, und
aufgrund der Prophylaxemalinahmen der Zeitpunkt des Auftretens der Lasionen sich
um funf bis zehn Lebensjahre nach hinten verschoben hat, ist Karies mit 29,7 % immer

noch der haufigste Grund fur die Extraktion eines Zahnes (Glockmann et al. 2011).

Das Institut der deutschen Zahnarzte (IDZ) stellte in der Vierten Deutschen
Mundgesundheitsstudie (Micheelis und Hoffmann 2006) zwar einen Rickgang der
Karieserfahrung aller untersuchten Kohorten (Kinder, Jugendliche, Erwachsene und
Senioren) im Vergleich zur 1997 durchgefihrten Vorgangerstudie fest. Dennoch ist
Karies noch immer eine weit verbreitete Erkrankung, deren Behandlung sowohl die
Gesundheitssysteme der entwickelten Lander als auch der sich entwickelnden Lander
belastet (Sheiham 2001).

Epidemiologische Studien stitzen sich zur Messung der Kariesinzidenz und —pravalenz
haufig auf den DMF-T-Index. Dieser summiert die Anzahl der Zahne (Teeth) im
bleibenden Gebiss, die zerstért (Decayed), aufgrund von Karies extrahiert (Missing)
oder gefullt (Filled) wurden. Der in der o. g. deutschen Mundgesundheitsstudie
erhobene DMF-T-Summenindex ergab fur Kinder (Alter: 12 Jahre) einen Durchschnitt
von 0,7 Zahnen, fur Jugendliche (Alter: 15 Jahre) 1,8 Zahnen, fur Erwachsene (Alter: 35
bis 44 Jahre) 14,5 Z&hnen und fur Senioren (Alter: 65 bis 74 Jahre) 22,1 Zahnen.

Da initiale nicht kavitierte Lasionen bzw. Lasionen mit Mikrokavitationen bei diesem
Index nicht erfasst werden, halbiert sich die Anzahl der kariesfreien Individuen, sobald
rontgenologisch diagnostizierbare Schmelzlasionen hinzugezahlt werden (Poorterman
et al. 1999). Grof3flachige kavitierte Lasionen scheinen heute seltener aufzutreten, da
die regelméafige Fluoridierung den Schmelzmantel schitzt. Unter diesem kénnen sich
jedoch tiefe Dentinlasionen entwickeln, welche aufgrund des scheinbar intakten

Schmelzes erst spat entdeckt werden (Sawle und Andlaw 1988).

Daher wurde mit dem International Caries Detection and Assessment System (ICDAS)
ein differenzierteres Einteilungssystem fur die visuell-taktile Diagnostik entwickelt,
welches es ermdoglicht, auch Lasionen zu erfassen und zu kategorisieren, die klinisch
keine Kavitationen aufweisen. Dieses System findet sowohl in der Forschung, der
Epidemiologie, der klinischen Praxis als auch in der zahnmedizinischen Ausbildung

Anwendung. Es wurde vom ICDAS Coordinating Committee, bestehend aus einer

9
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internationalen Gruppe von Experten der Kariologie, der klinischen Forschung, der
Zahnerhaltung, der Kinderzahnheilkunde, des Gesundheitswesens, Biologen und
zahnheilkundlicher Organisationen entwickelt (International Caries Detection and
Assessment System Coordinating Committee 2005). Kategorisiert werden okklusale,
approximale Karies, Glattflachenkaries, Wurzelkaries und Karies an Fullungsrandern.
Kariose Lasionen werden in sieben Stadien eingeteilt, welche die Oberflache eines
Zahnes von Code 0 (gesund) bis Code 6 (ausgedehnte deutliche Kavitation mit

freiliegendem Dentin) charakterisieren.

Die Erfassung dieser L&sionen ist von besonderer Bedeutung, da in Industrienationen
Schmelzlasionen eine hohere Pravalenz haben als Dentinkaries (Amarante et al. 1998)
und diese Hinweise auf die Wirkmechanismen prophylaktischer MalRnhahmen wie

Fluoridierungen und Versiegelungen geben kdnnen.

4.1.6 Diagnostik der Approximalkaries

Die Herausforderung bei der Kariesdiagnostik besteht darin, nicht nur die Zeichen und
Symptome der Erkrankung festzustellen, sondern auch das Ausmald der karidsen
Lasion zu kategorisieren. Kariése Lasionen lassen sich visuell-taktil hinsichtlich ihrer
Oberflachenbeschaffenheit beurteilen. Um eine approximale L&sion, welche noch
keinen Einbruch der Randleiste des Zahnes aufweist, klinisch zu untersuchen, besteht
die Moglichkeit den Interdentalraum mit Hilfe von kieferorthopéadischen Gummiringen zu
erweitern und ggf. unter Zuhilfenahme einer Lupenbrille die Oberflache zu untersuchen.
Wichtige Kriterien sind Farbe (weil3lich oder braun bis schwarz), Rauigkeit (matt bzw.
pords oder glanzend) und die Integritat der Oberflache (eingebrochen oder intakt). Die
taktile Untersuchung sollte vorsichtig per Sonde erfolgen, da sonst der Einbruch der

Oberflache einer initialen Lasion provoziert werden konnte.

Neben dieser visuell-taktlen Methode stehen seit den 1920er Jahren auch
Bissflugelaufnahmen zur Verfigung (Raper 1925), um das Ausmal} approximaler
Lasionen darzustellen und das Voranschreiten bereits vorhandener Lé&sionen zu
beurteilen sowie den Erfolg praventiver MaBnahmen einzuschétzen. Rontgenologisch
lassen sich die approximalen kariosen Lasionen in sechs Stadien (EO0-D3) einteilen.
Drei dieser Stadien beziehen sich auf den Schmelz (EO: keine Radioluzenz erkennbar;

E1l. Ausdehnung der rontgenologisch sichtbaren Lasion bis in die &ulRere
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Schmelzhalfte; E2: Ausdehnung bis in die innere Schmelzhalfte) und die tGbrigen auf die
Ausdehnung des roéntgenologisch sichtbaren Mineralverlustes im Dentin (D1: bis
aulReres Dentindrittel; D2: bis mittleres Dentindrittel; D3: bis inneres Dentindrittel). Die
histologische Ausdehnung der Kkariésen Lasion wird jedoch rdntgenologisch

grundsatzlich geringer dargestellt (Hellwig et al. 2007) und daher h&ufig unterschatzt.

Daruber hinaus besteht die Mdglichkeit, mit Hilfe faser-optischer Transillumination
Zahne zu untersuchen, wodurch ausgedehnte approximale Lasionen durch eine
intensive Lichtquelle in Form eines dunklen Schattens sichtbar gemacht werden. Eine
weitere Untersuchungsmoglichkeit stellt das Laserfluoreszenz-System dar. Dieses
beruht auf der Tatsache, dass mittels einer Laserdiode angeregte Zahnsubstanz,
welche durch Bakterien und deren Abbauprodukte kontaminiert ist, eine starkere

Fluoreszenz als gesunde Zahnsubstanz erzeugt.

Mit Hilfe des ,International Caries Detection and Assessment Systems® (ICDAS) kann
die Kategorisierung nach folgenden klinischen Kriterien erfolgen. Die fir die vorliegende
Studie relevanten ICDAS-Stadien (2 bis 5) sind in Abbildung 4-3 anhand von

Fotographien dargestellt.

Code O steht fur eine gesunde Zahnoberflache. Erste sichtbare Verdnderungen im
Schmelz sind bei Code 1 erkennbar. Erst nach langerem Trocknen durch Druckluft ist
eine kariose Opazitét sichtbar, welche weil3 oder braun ist. Code 2-Lasionen (Abb. 4-3,
A) lassen eine ausgedehnte Veradnderung im Schmelz auch bei feuchter Oberflache
erkennen. Ein initialer Einbruch der Oberflache im Schmelz ohne sichtbares Dentin
kennzeichnet die Code 3-Lasionen (Abb. 4-3, B), bei denen ein ausgedehnter Verlust
der Integritdt der Schmelzoberflache nachweisbar ist. Ein tief liegender dunkler
Schatten im Dentin mit oder ohne lokalisierten Einbruch der Schmelzoberflache
charakterisiert Lasionen des Code 4 (Abb. 4-3, C). Diese Lé&sionen erscheinen als
brauner, grauer oder blauer Schatten verfarbten Dentins, welcher durch die scheinbar
intakte Randleiste am bukkalen oder lingualen Rand sichtbar werden kann. Sie sind
haufig besser erkennbar, wenn der Zahn feucht ist. Eine Kavitation mit sichtbar
exponiertem Dentin, welche in opakem oder verfarbtem, weilem oder braunem
Schmelz gelegen ist wird als Code 5-Lasion (Abb. 4-3, D) kategorisiert. Dagegen sind
Code 6-Lasionen durch eine noch ausgedehntere deutlich sichtbare Kavitation mit

freiliegendem Dentin und Verlust der Zahnform definiert. Hierbei kann die Randleiste
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eingebrochen sein. Eine solch ausgedehnte L&sion erfasst mindestens die Halfte der

Zahnflache und kann sich bis zur Pulpa erstrecken (Abb. 4-4).

ICDAS soll eine Hilfestellung bieten, das visuelle Erscheinungsbild einer L&sion mit
dessen histologischem Stadium zu korrelieren, um daraus prazise objektivierbare

Entscheidungen z. B. fur die Therapieplanung zu treffen.

Abb. 4-3: Exemplarische Auswahl der in der vorliegenden Studie verwendeten Lasionen kategorisiert
nach ICDAS: A: Code 2, B: Code 3, C: Code 4, D: Code 5

4.2 Therapieplanung, -entscheidung und Kariesmanagement

Nur wenige Individuen kdnnen als ,kariesfrei“ bezeichnet werden, bezieht man initiale
Schmelzlasionen sowie in das Dentin fortgeschrittene nicht kavitierte Lasionen in die
Betrachtung mit ein (Pitts 2004). Grundsétzlich sind die radiologische Ausdehnung, die
Integritat der Oberflache der approximalen L&sion und die Wahrscheinlichkeit der
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Kariesprogression von entscheidender Bedeutung fur die Therapieentscheidung
(Meyer-Luckel et al. 2012a).

Klassischerweise stehen zur Therapie der Karies non-invasive und invasive
MalRnahmen zur Verfigung. Die Progression des kariogenen Prozesses initialer
Schmelzlasionen kann durch die Verbesserung der Mundhygiene, die
Ernahrungslenkung und durch Fluoridierungsmaflinahmen aufgehalten werden (Abb.
4-4). Diese non-invasiven Therapieoptionen sind allerdings in hohem Mal3e von der
Adharenz des Patienten abh&ngig. Ist der Patient nicht in der Lage die &atiologischen
Faktoren positiv zu beeinflussen, schreitet die Lasion ungehindert voran. Um das
Voranschreiten der Lasion zu verhindern und auch aus Sorge vor einer potentiellen
Unterbehandlung, werden in der Praxis nicht selten auch geringer ausgedehnte kariose
Lasionen (E2-D1) minimal-invasiv mittels einer meist zweiflachigen Restauration
behandelt. Hierbei missen jedoch vergleichsweise grolie Areale gesunder
Zahnhartsubstanz geopfert werden, um an die erkrankten Bereiche approximaler

Lasionen zu gelangen.

Eine vornehmlich invasive Strategie zur Behandlung dentaler Erkrankungen fuhrt zu
einer ,Restaurationsspirale® (Sheiham 2002): Kleine Restaurationen missen nach
einigen Jahren durch immer groRere, komplexere ersetzt werden, da sowohl die
Mundbestandigkeit der Fullungsmaterialien als auch die individuellen Fahigkeiten bei
der Fullungsanfertigung begrenzt sind (Elderton 1993). Je komplexer die
Restaurationen, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit von Zahnschmerz,
Wourzelkanalbehandlung und Extraktion. Mit der Insertion einer Fullung steigt die
W ahrscheinlichkeit eines spéateren Zahnverlustes deutlich (Elderton 1993; Luan et al.
2000). Daher ist es essentiell, den Zeitpunkt fur die erste invasive Behandlung streng
abzuwagen und ggf. mit geeigneten non- oder mikro-invasiven Methoden zu verzogern

oder wenn moglich vollig zu verhindern (Meyer-Liickel et al. 2012a).

Die relativ neuartigen mikro-invasiven Therapieansatze (vgl. Kap. 4.3) verfolgen das
Ziel, die Kariesprogression initialer karioser L&sionen durch die Modifikation der
Zahnoberflache (z. B. durch Versiegelung oder Infiltration) zu beeinflussen, ohne dabei

nennenswerte Verluste der Zahnhartsubstanzen hervorzurufen.
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Abb. 4-4: Die Betrachtung der Approximalkaries als ein Kontinuum verdeutlicht schematisch die
Zusammenhange sowohl zwischen klinischem als auch rontgenologischem Stadium und zeigt die

verschiedenen Interventionsmoglichkeiten und Praventionsebenen auf (Meyer-Lickel et al. 2009).

Die Wahl der geeigneten Therapiestrategie stellt die behandelnde Zahnarztin bzw. den
behandelnden Zahnarzt vor eine Herausforderung, da es keine allgemeingultigen
internationalen Empfehlungen gibt, ab welchem La&sionsstadium eine restaurative

Behandlung indiziert ist.

In der Praxis unterscheiden sich die Therapieplanungen durchaus international und
individuell abhangig von Alter, Fortbildungsgrad und Arbeitsumstanden der Zahnéarzte.
Die in eigener Praxis niedergelassenen Zahnérzte ergreifen eher restaurative
MalRnahmen als Zahnarzte, welche in o6ffentlichen Gesundheitseinrichtungen (Public
Dental Health Service) arbeiten (Mejare et al. 1999). Des Weiteren konnte die Tendenz
beobachtet werden, dass jingere Behandlerinnen langer mit dem invasiven Eingriff
warten (Doméjean-Orliaguet et al. 2004). Die alleinige Restauration zerstorter
Zahnoberflachen gilt heute nicht mehr als kurative Kariestherapie. Vielmehr sollte der
Kariesprozess in Zusammenarbeit mit dem Patienten (Pitts 2004) und angepasst an

dessen Alter und Lebensumstande Uberwacht werden.
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4.3 Neuartige Therapiemdglichkeiten approximaler Karies

Die Anfang des 20. Jahrhunderts von G. V. Black und M. H. Webb aufgestellten Regeln
zum Kavitatendesign (,extention for prevention®) verlieren durch die heute weit
verbreitete Anwendung der Adhasivtechnik zunehmend an Bedeutung, da durch die
mikroretentive Verankerung die Anfertigung filigranerer Restaurationen mit optimierter
Randdichtigkeit moglich geworden ist. Mit Hilfe der Adhé&sivtechnik gelingt es auch,
kariesanféllige okklusale Fissuren und Gribchen mikro-invasiv zu versiegeln
(Eggertson 2012). Das Prinzip der Fissurenversiegelung beruht auf der Nivellierung
plagueretentiver Furchen der Zahnoberflache mittels eines additiv aufgetragenen
Versieglers und damit der Etablierung einer Diffusionsbarriere fur kariogene S&uren.
Neben der praventiven Versiegelung gesunder Fissuren wird auch die therapeutische
Versiegelung von Fissuren mit aktiven initialen kariosen Lasionen empfohlen (Griffin et
al. 2008, Eggertson 2012), da diese die Progression nicht kavitierter Lasionen
verhindern kénnen (Oong et al. 2008). Der Erfolg dieser Malnahme flhrte zu
Bestrebungen, die Versiegelung initialer okklusaler karioser Fissuren auch auf

approximale Lasionen zu Ubertragen (Martignon und Ekstrand 2012).

Hierfir wurden die folgenden zwei additiven Verfahren entwickelt, bei welchen
Materialien eingesetzt werden, die auch in der Fillungstherapie angewendet werden:
die Versiegelungstechnik nach Phosphorsaureatzung (Ekstrand und Martignon 2004;
Martignon et al. 2006) und die Applikation einer diinnen Polyurethanfolie mittels eines
Adhasivs (Schmidlin et al. 2006; Alkilzy et al. 2009; Alkilzy et al. 2011). Beide Verfahren
haben die oberflachliche Abdeckung der Zahnoberflache als Schutz vor einer weiteren
Kariesprogression zum Ziel (Abb. 4-5, a). Es ist jedoch denkbar, dass sich diese additiv
aufgetragene Versiegelung von der Zahnoberflache teilweise oder unbemerkt l6sen und
der kariose Prozess ungehindert voranschreiten kann. Darlber hinaus ist fur die
klinische Anwendung eine mindestens 2-tagige Zahnseparation notwendig, um die fur
die Versiegelung notwendigen Materialien zu applizieren (Martignon und Ekstrand
2012).
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Abb. 4-5: Schematische Darstellung des Unterschiedes zwischen Versiegelung (a) und Infiltration (b)
approximaler Zahnflichen. Im Gegensatz zur Versiegelung soll durch die Infiltration eine
Diffusionsbarriere innerhalb der Lasion erzielt werden (Meyer-Lickel et al. 2012a).

Ein anderer Therapieansatz verfolgt das Ziel die Diffusionsbarriere fur organische
Sauren innerhalb der Lasion zu erzeugen, da die Demineralisation des Zahnschmelzes
zu einer Veradnderung der Schmelzstruktur fuhrt (vgl. Kap. 4.1.3). Hierbei entsteht ein
pordser fur die Penetration eines flissigen Stoffes geeigneter Raum. Bereits in den
1970er Jahren wurde die Mdoglichkeit der Penetration von flussigen Kunststoffen in
Schmelzkaries untersucht (Davila et al. 1975). Die Progression kinstlicher Lasionen
konnte nach der Applikation eines niedrig-viskdsen Kunststoffes (Resorcinol-
Formaldehyd) verhindert werden, jedoch eignete sich dieser Stoff aufgrund seiner

toxischen Eigenschaften nicht fur die klinische Anwendung (Robinson et al. 1976).

Zahlreiche In-vitro-Studien konnten zeigen, dass kunstlich erzeugte initiale Lasionen
durch dentale Adhéasive versiegelt werden kénnen und die Progression der Lasion
durch diese Methode aufgehalten werden kann (Donly und Ruiz 1992; Garcia-Godoy et
al. 1997; Goepferd und Olberding 1989; Gray und Shellis 2002; Robinson et al. 2001;
Rodda 1983; Schmidlin et al. 2004). Oberflachliche Uberschiisse wurden bei diesen
Studien zumeist belassen, so dass der Effekt auf die Progression hochstwahrscheinlich
auf die additiv entstandene Diffusionsbarriere zurtickzufihren ist (Meyer-Lickel et al.
2012a).
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Um eine Kunststoffbarriere innerhalb der Schmelzl&sion etablieren kdnnen (Abb. 4-5, b)
und ein fur die klinischen Anspriiche geeignetes Verfahren zu entwickeln, wurden

folgende Studien durchgefinhrt:

Die pseudointakte Oberflache (vlg. Kap. 4.1.3) natirlicher L&sionen stellt eine
Diffusionsbarriere fur den Kunststoff dar, da sie den Zugang zum La&sionskorper
verdeckt. Die in der Adhasivtechnik gebrauchliche Atzung mit Phosphorsaure (37%ig)
vermag die Oberflache fur die Infiltration nicht ausreichend zu konditionieren. Durch die
zweiminiitige Atzung mit  Salzsauregel (15%ig) kann die Oberflachenschicht

permanenter Zéhne jedoch ausreichend entfernt werden (Paris et al. 2007a).

Die fur die Kariesinfiltration entwickelten Monomergemische sind durch einen hohen
Penetrationskoeffizienten gekennzeichnet und werden Infiltranten genannt (Paris et al.
2007b). Nach der Trocknung der Lasion mit Ethanol und Druckluft (Gray und Shellis
2002) konnen innerhalb weniger Minuten natirliche L&sionen mehrere hundert
Mikrometer tief penetrieren werden (Meyer-Lickel und Paris 2008a, 2010). Durch die
interne Obturation des Lasionskorpers nach der Aushartung des lichthartenden
Kunststoffes kann die weitere Kariesprogression verhindert werden (Paris und Meyer-
Liickel 2010).

Mit Hilfe von Kofferdam und eines Doppelfolienapplikators, welcher speziell fur die
approximale Kariesinfiltration entwickelt wurde, kbnnen approximale karidse L&sionen in
nur einer Sitzung behandelt werden (Meyer-Lickel et al. 2012a). Ein fur die
Kariesinfiltration geeignetes Produkt ist unter dem Namen ,lcon“ bei der Firma DMG

erhaltlich.

Die Wirksamkeit der Kariesinfiltration wurde in klinischen Studien untersucht. Hierbei
wurde in einem sogenannten Split-Mouth-Design jeder mit Kariesinfiltration behandelten
Lasion (E2-D1) eine Kontrollkaries zugeordnet, welche die non-invasive
Standardtherapie erhielt. Nach 18 Monaten konnte eine Kariesprogression von 37 % in
der Kontrollgruppe festgestellt werden, wohingegen nur 7 % der infiltrierten karidsen
Lasionen voranschritten (Paris et al. 2010). Nach 3 Jahren zeigten 46 % der karidsen
Lasionen der Kontrollgruppe eine Progression aber nur 4 % der infiltrierten L&sionen
(Meyer-Luckel et al. 2012b). Auch bei Milchmolaren konnte dieser die

Kariesprogression reduzierende Effekt festgestellt werden (Ekstrand et al. 2010).
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Eine weitere klinische Studie an adulten Z&hnen mit L&sionen, welche eine
Ausdehnung maximal bis zum ersten Dentindrittel (D1) aufwiesen, wurde durchgefihrt
um die Inhibition der Kariesprogression durch einen Infiltranten (Icon pre-product, DMG,
Hamburg, Deutschland) oder ein universelles Einkomponenten Adhasiv (Prime-Bond-
NT, Dentsply; York, USA) im Vergleich zu einem Placebo zu untersuchen. Sowohl der
Infiltrant als auch das Adhasiv konnten die Progression der kariosen Lasionen deutlich

verhindern im Vergleich zur Standardtherapie (Martignon et al. 2012).

Die Kariesinfiltration scheint somit ein geeignetes Verfahren zu sein, um die
~therapeutische Lacke® zwischen non-invasiven und minimal-invasiven
Therapiestrategien approximaler initialer Lasionen zu schlieen (Meyer-Lickel et al.
2012a).
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5 Fragestellung

Bislang geht man in der Zahnheilkunde davon aus, dass eine invasive Behandlung
indiziert ist, sobald eine kariose L&sion eine Kavitation aufweist. Dies wird mit der
Tatsache begrindet, dass sich in der Kavitation ein Biofilm bildet, welcher besonders
bei approximalen Lasionen durch die hausliche Mundhygiene selbst mit Zahnseide nicht
entfernt werden kann. Ein Voranschreiten der Lasion scheint in diesem Fall durch non-
invasive Malinahmen nicht vermeidbar zu sein, was eine invasive Intervention und das
Wiederherstellen einer fir die Reinigung zuganglichen Oberflache durch eine

Fullungstherapie rechtfertigt.

Die Kariesinfiltration (vgl. Kap. 4.3) ist ein relativ neues mikro-invasives Verfahren zur
Arretierung nicht kavitierter karioser Lasionen, dessen Indikationsbereich approximale
Lasionen mit einer maximalen Ausdehnung in das aul3ere Dentindrittel (D1) umfasst. Es
ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass einige dieser Lasionen bereits klinisch nicht

detektierbare Kavitationen aufweisen.
Daher wurden fur die vorliegende Studie folgende Arbeitshypothesen aufgestellt:
Hypothese I:

Die tiefgehende Penetration des demineralisierten Schmelzes kavitierter und nicht
kavitierter karioser Lasionsstadien (ICDAS 2 bis 5) unter in vitro simulierten
Bedingungen (Simulation von Approximalkontakt und Gingiva) ist durch den
kommerziell erhaltlichen Infiltranten (Icon, Kariesinfiltrant approximal; DMG, Hamburg,

Deutschland) mdglich.
Hypothese II:

Bereits eingetretene Zahnhartsubstanzdefekte (Kavitationen) konnen durch diesen

Infiltranten aufgefllt werden.
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6 Material und Methode

6.1 Probenzahne

FUr diese Studie wurden extrahierte humane permanente Pramolaren und Molaren
verwendet, welche approximale Lasionen aufwiesen. Nur Zahne mit aktiven
approximalen kariosen L&sionen, welche durch eine matte Oberflache sowie eine
kreidige Opazitat der nicht kavitierten Lasionsbereiche gekennzeichnet waren, wurden
ausgewahlt (Abb. 6-1). Diese wurden sorgfaltig gereinigt und in 0,08%iger Thymol-
Losung (Thymol, Merck KGaA: Darmstadt, Deutschland) aufbewahrt. Anschliel3end
erfolgte die Kategorisierung der Zahne durch zwei fir die ICDAS-Einteilung trainierte
Untersucher nach den ICDAS-Stadien 2 bis 5.

93 aktive approximale kariése Lasionen

A 4 A 4

25 Lasionen 20 Lasionen 25 Lasionen 23 Lasionen
ICDAS 2 ICDAS 3 ICDAS 4 ICDAS 5

Abb. 6-1: Anzahl der fir die vorliegende Studie verwendeten Probenzihne

Die Ubereinstimmung zwischen den untersuchenden Personen betrug k=0,8 (Interrater-
Reliabilitat). Bei Nichtibereinstimmung wurde ein Konsens zwischen den Untersuchern
herbeigefuhrt. AnschlieRend wurden die Z&hne zu Dokumentationszwecken fotografiert
(Canon EOS 40D; Canon, Tokio, Japan).
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6.2 Herstellung der Modelle

Um eine naturliche intraorale Situation zu simulieren, wurde jeder Probenzahn mit
einem Nachbarzahn (Molar oder Pramolar) in einem Sockel (Format: 32x16x10 mm)
bis ca. zum mittleren Wurzeldrittel in schnell hartendem 2-Komponenten-Einbettmittel
auf Basis von hoch vernetztem Methylmethacrylat (Technovit grin 4017, Heraeus
Kulzer; Wehrheim, Deutschland) eingebettet, um einen suffizienten Approximalkontakt
herzustellen (Abb. 6-2, A).

Die Form und Resilienz der Weichgewebe, welche intraoral die Zahne zervikal
umgeben, wurden mit Silikon (Honigum light; DMG, Hamburg, Deutschland) simuliert.
Besonderer Wert wurde hierbei auf die Modellierung der Papille gelegt (Abb. 6-2, B).
Fur die intraorale Behandlung mit dem Infiltranten (lcon, Kariesinfiltrant approximal,
DMG; Hamburg, Deutschland) wird die Anwendung von Kofferdam empfohlen, welcher
die absolute Trockenlegung des Arbeitsfeldes ermdglicht. Da die vorliegende In-vitro-
Studie den Behandlungsablauf in vivo so exakt wie mdoglich nachstellen sollte, wurde
Uber die Zahnkronen ein Kofferdamgummi (ca. 7x5 cm) (Kofferdam, Ivory; Handewitt,
Deutschland) angebracht (Abb. 6-2, C).

Abb. 6-2: Herstellung der Zahnmodelle und Behandlung der Probenzéhne A: Simulierung eines
Approximalkontaktes durch Sockelung des Probenzahnes neben einem geeigneten Nachbarzahn in
Technovit, B: Simulierung der Gingiva mit dinn flieBRendem Silikon, C: Applikation von Kofferdam und

Kunststoffkeil D: Applikation von Atzgel durch den einseitig perforierten Doppelfolienapplikator
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6.3 Konditionierung und Infiltration

Die Lasionen wurden mit einem kommerziell erhaltlichen Infiltranten (Icon,
Kariesinfiltrant approximal, DMG; Hamburg, Deutschland) gemald Gebrauchsanweisung
infiltriert: Nach dem Anlegen von Kofferdam wurden zunéachst die Zdhne mit den im
Behandlungskit enthaltenen Keilchen separiert und fir 120 s mit 15%igem Salzs&uregel
(Icon Etch) mit Hilfe des nur einseitig durchlassigen Applikators angeatzt. Dabei blieb

die approximale Flache des Nachbarzahnes vor der Saure geschitzt (Abb. 6-2, D).

Daraufhin wurde der Applikator entfernt und das Atzgel mit Hilfe eines Sprayansatzes
fur 30 s lang abgespult. Anschlielend wurden die Proben bei Zimmertemperatur in
einer Farbelésung aus dem Farbstoff Tetrarhodaminisothiocyanat (TRITC, 0,1%ig,
Sigma-Aldrich; Steinheim, Deutschland) und Ethanol (Ethanol absolut Ph. Eur., VWR
International GmbH; Darmstadt, Deutschland) fur 24 h aufbewahrt, um die porésen
Bereiche der Lasionen anzuféarben. Danach wurden die Probenzéhne aus der

Farbeldsung entnommen und mit einer Multifunktionsspritze getrocknet.

Daraufhin erfolgte die Behandlung der L&sion mit dem Infiltranten. Hierbei wurde
zunachst der Applikator zervikal durch ein Keilchen fixiert und gelegentlich in vestibulo-
oraler Richtung bewegt. Nach 3 min wurde der Applikator aus dem Approximalraum
entnommen und die Zahnoberflache mit Druckluft und Zahnseide von tberschiissigem
Infiltranten gereinigt. Die Lichthértung (Polymerisationslampe bluephase C8, Ivoclar
Vivadent; Ellwangen, Deutschland) erfolgte 40 s von vestibulér, okklusal und oral. Um
die Polymerisationsschrumpfung auszugleichen wurde die Lasion anschlielend ein
zweites Mal wie oben beschrieben infiltriert; diesmal jedoch nur far 1 min, dann

gereinigt und fur 40 s von allen Seiten lichtgehartet.

Die Konditionierung und Infiltration erfolgte somit weitestgehend wie in der
Anwendungsbeschreibung des Herstellers mit Ausnahme der Trocknung durch Icon-Dry
(Ethanol). Da die Probenzahne fir 24 h in der Farbelésung (TRITC in Ethanol) lagen,
war die zuséatzliche Trocknung und Applikation durch Icon-Dry unndétig bzw. hatte sogar

zur Herausldsung des Farbstoffes (TRITC) aus der Lasion fihren kénnen.
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6.4 Herstellung der Dinnschliffe

Zur Herstellung von Dudnnschliffen wurden die Probenzdhne von den Nachbarzdhnen
separiert, indem der Kunststoffsockel, in welchem beide Zahne eingebettet waren,
vorsichtig mit Hilfe eines Trennschleifsystems (Bandsédge Exakt 310, Exakt
Apparatebau; Norderstedt, Deutschland) getrennt wurde. Die Probenzéhne wurden nun
auch koronal in Technovit (4006 transparent) eingebettet und so auf einen Objekttrager
(Dia Plus; Oststeinbeck, Deutschland) mit Sekundenkleber geklebt, dass die mesiale
bzw. distale Flache des Zahnes im rechten Winkel zur Oberflache des Objekttragers
stand. AnschlieBend folgte die Anzeichnung der finf Schnitte mit einem wasserfesten
Stift, wobei jeweils drei Dunnschliffe in mesio-distaler Richtung entstanden, welche
sowohl das Zentrum der Lasion als auch die direkt angrenzende Peripherie beinhalteten
(Abb. 6-3). Danach wurden die Schliffe entlang der markierten Linien so angefertigt,

dass jeder Dunnschliff ca. eine Dicke von 1,25 mm aufwies.

Abb. 6-3: Mit Hilfe des Trennschleifsystems wurden drei Dinnschliffpréaparate pro Lasion hergestellt und
anschlieRend auf Objekttragern fixiert. Zu lllustrationszwecken wurde in dieser Abbildung auf das den
Zahn koronal fixierende, matt-transparente Technovit verzichtet, um die Schnitttechnik besser
darzustellen

Diese Praparate wurden auf die Objekttrager geklebt und mittels eines
Dunnschliffsystems (Polierer Exakt 400, Exakt Apparatebau; Norderstedt, Deutschland)

hochglanzpoliert, so dass die Schliffe 0,5-1 mm dick waren.
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Zur Entfarbung der nicht infiltrierten Areale wurden die Dunnschliffpraparate fir ca. 12 h
bei Zimmertemperatur abgedunkelt in Wasserstoffperoxidldsung (30 %, Otto Fischer
GmbH & Co. KG; Saarbriicken, Deutschland) gelagert. Nach dieser Einwirkzeit wurden
die Praparate mit Leitungswasser fir ca. 10 s abgespult, abgetropft und fir ca. 5 min im
Kidhlschrank in 0,1 mM Fluorescein-Natrium (Karl Roth; Karlsruhe, Deutschland) gelost
in 50%igem Ethanol gelagert. Daraufhin wurden die Praparate erneut 10 s mit
Leitungswasser abgespilt, vorsichtig getrocknet und bis zur konfokalmikroskopischen

Untersuchung in einem lichtdichten Praparatekasten gelagert.

6.5 Konfokalmikroskopische Untersuchung

Die hergestellten Proben wurden mit der indirekten, fluoreszierenden Farbemethode
(Paris et al. 2009) im konfokalen Laser-Raser-Mikroskop (LSM 510, Carl Zeiss; Jena,
Deutschland) untersucht. Das konfokale Laser-Raster-Mikroskop (CLSM) unterscheidet
sich von herkémmlichen Mikroskopen in der Bilderzeugung und -verarbeitung (Abb.
6-4). Im Gegensatz zum herkémmlichen Lichtmikroskop entsteht das Bild nicht parallel
(also gleichzeitig), sondern seriell. Das bedeutet, dass das untersuchte Objekt durch
zeilenweises Abrastern mittels eines fokussierten Laserstrahls in zwei Dimensionen (x-,
und y-Richtung) erfasst wird. Mit Hilfe eines Detektors wird die Objektinformation
registriert, anschlieRend digitalisiert und mit einer Software (vgl. Kap. 6-6) zu einem Bild

zusammengesetzt.

Die Besonderheit des CLSM ist die konfokale Blende (Pinhole), welche in einer zur
Objektebene konjugierten Ebene liegt. Mit Hilfe dieser konfokalen Blende kann auch
eine starkere Probe punktférmig detektiert werden, da das Licht aul3erhalb der
Fokusebene ausgeblendet werden kann. Die Integration der konfokalen Blende in den
Strahlengang wirkt somit ,inharent tiefendiskriminierend® (Wilhelm et al. 2003). Je

kleiner der Blendendurchmesser, desto groR3er ist dieser Effekt.
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Detektor

Emissionsfilter
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Abb. 6-4: Schematische Darstellung des Strahlengangs in einem konfokalen Laser-Raster-Mikroskop
(nach Wilhelm et al. 2003).

Somit kénnen biologische Proben wie Zellen oder auch Zahnschliffe trotz groRerer
Schichtdicken (>100 pm) durch die Ausblendung auRRerfokaler Ebenen scharf
dargestellt werden. Dariber hinaus kann bei der Verwendung verschiedener
fluoreszierender Farbstoffe durch die kontrastreichere Darstellung eine farbliche
Vermischung verhindert werden. Mit Hilfe fluoreszierender Substanzen, wie z. B.
Tetrarhodaminisothiocyanat und Fluorescein kdnnen biologische Strukturen spezifisch
markiert werden. Diese Substanzen kénnen durch einen Argon-Laser angeregt werden,
Fluoreszenzlicht einer charakteristischen Wellenlange zu emittieren, welches durch
einen Sekundéarelektronenvervielfacher zu einem elektrischen Signal umgewandelt wird
(Wilhelm et al. 2003).

6.6 Vermessung der Proben anhand lasionsspezifischer Parameter

Von den drei angefertigten Dinnschliffen pro Lasion (vgl. Kap. 6-4) wurde nur derjenige
mit der tiefsten Ausdehnung fur die weiteren Untersuchungen verwendet. Mit Hilfe einer
Software (AxioVs 40 V 4.6.3.0, Carl Zeiss, Jena, Deutschland) wurden die am

konfokalen Laser-Raster-Mikroskop  erstellten  Aufnahmen der Dunnschliffe
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ausgewertet. Diese Aufnahmen ermdglichen die Darstellung kavitierter (schwarz),
demineralisierter (grin) und infiltrierter (rot) Areale einer Lasion. Daher war es mdglich,
die Dimensionen der verwendeten La&sionen, welche anhand ihrer Kklinischen
Erscheinung nach den ICDAS-Kriterien (Code 2 bis 5) kategorisiert (vgl. Kap. 4.1.6)

worden waren, zu vergleichen.

Hierfur wurden sowohl Strecken (LT, KB, KT, InfSD) (Abb. 6-5) als auch Flachen (Fgemin,
Frav, PF, FF) (Abb. 6-6) innerhalb der Lasion vermessen, welche im Folgenden erlautert

werden.

Anhand dieser Parameter kdnnen die Verhaltnisse zwischen Fillung bzw. Infiltration der

Lasion errechnet und verglichen werden:

- Lasionstiefe (LT): Strecke, die die tiefste Ausdehnung der Demineralisation

inklusive der Kavitation im Schmelz erfasst,

- Kavitationsbreite (KB): Strecke, die die grof3te Ausdehnung der Kavitation in

koronal-zervikaler Richtung wiedergibt,

- Kavitationstiefe (KT): Strecke, die die grofdte Ausdehnung der Kavitation von

peripher nach zentral darstellt,

- Infiltrantenschichtdicke (InfSD): Strecke, welche die Ausdehnung der

Kariesinfiltration inklusive der ggf. aufgetretenen Fillung durch den Infiltranten

erfasst,

Abb. 6-5: Beispiel zur Veranschaulichung der erhobenen Parameter: Lasionstiefe (LT), Kavitationsbreite
(KB), Kavitationstiefe (KT), Infiltrantenschichtdicke (InfSD).

26



Material und Methode

- Flache des demineralisierten Schmelzes (Fgemin),
- Flache der Kavitation (Fyay),
- Flache im demineralisierten Schmelz penetriert durch Kunststoff (PF),

- Flache in der Kavitation, die durch den Infiltranten aufgefillt ist (FF).

F demin

Abb. 6-6 : Exemplarisches CLSM-Bild und Markierung der zur Auswertung vermessenen Flachen der
Lasion (Fdemina Fkav: PF, FF)
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Aus diesen Parametern lassen sich die folgenden Variablen errechnen:

Gesamtflache der Lasion:
LFgesamt = Fdemin + Fkav (Gleichung 1)

Die Summe aus der Flache des demineralisierten Schmelzes (Fgemin) Und der Flache
der Kavitation (Fkay) gibt die gesamte Ausdehnung der Lasion bezogen auf den

Zahnschmelz wieder.

Anteil demineralisierter infiltrierter Flachen:
P%demin = PF / Fgemin % 100 (Gleichung 2)

Der Anteil der Penetration nicht kavitierter Lasionsflachen lasst sich Uber das Verhaltnis
des durch Kunststoff penetrierten Schmelzes (PF) zum gesamten Bereich des

demineralisierten Schmelzes (Fgemin) €rrechnen.

Anteil der gefullten Flachen innerhalb der Kavitation:
FU%xa = FF/ Fray x 100 (Gleichung 3)

Der Anteil der Fullung der Kavitation durch den Infiltranten ergibt sich aus dem
Verhdltnis der Flache in der Kavitation, die durch den Infiltranten ausgefillt worden ist
(FF) und der Flache der Kavitation (Fyay).

Anteil der penetrierten und gefullten Flache:
Iano/Ogesamt: PF + FF/ LFgesamt X 100 (GleIChung 4)

Der Anteil der Penetration und Fullung der ganzen Lasionsflache einschlie3lich der
Kavitation entspricht der Summe des penetrierten Schmelzes (PF) sowie der durch den

Infiltranten geflliten Flache (FF) im Verhaltnis zur gesamten Lasionsflache (LFgesamt).
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6.7 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit der Software SPSS fur Windows 11.5.1 (SPSS Inc.;
Chicago, IL, USA) durchgefiuihrt. Die Normalverteilung der Daten wurde mittels Shapiro-
Wilk Test Uberpruft. Unterschiede in P%gemin, FU%kay, INfF%gesamt Und InfSD zwischen
unterschiedlichen ICDAS-Stadien wurden analysiert mittels des Kruskal-Wallis und

Mann-Whitney Test. Das Signifikanzniveau wurde auf 5 % festgelegt.
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7 Ergebnisse

7.1 Allgemeine Auswertung

Die fur die Studie verwendeten Probenzdhne wiesen aktive approximale kariose
Lasionen unterschiedlicher Ausdehnung (ICDAS-Stadien 2 bis 5) auf, welche in vier
Gruppen aufgeteilt wurden. In einer Gruppe wurden jeweils Probenzéahne mit gleichem
ICDAS-Stadium zusammengefasst (Abb. 7-1). Mit Hilfe der indirekten fluoreszierenden
Farbemethode und der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie (CLSM) wurden
Aufnahmen von diesen Lasionen erzeugt, anhand welcher sich pordose d.h.
demineralisierte Bereiche der Lasion von infiltrierten und kavitierten Bereichen
unterscheiden lieBen (vgl. Kap. 6-6). Porositaten erschienen grin, durch Kunststoff
infiltrierte Bereiche rot. Die durch den Kunststoff gefiillten Bereiche innerhalb der
Kavitation waren durch eine rotliche Schicht, welche sich zumeist im Zentrum der
Kavitation befand, erkennbar. Des Weiteren lieR3en sich Kavitationen (schwarz) dadurch
erkennen, dass die Zahnoberflache einen charakteristischen Einbruch bzw. eine
Diskontinuitat aufwies. Andere Bereiche des Zahnes, welche weder infiltriert noch porés

waren (z.B. intakter Zahnschmelz), erschienen ebenfalls schwarz.

Von den insgesamt 93 fur die vorliegende Studie ausgewdahlten Lasionen konnten 72
fur die Auswertung verwendet werden. Neun L&sionen des ICDAS-Stadiums 2 zeigten
in den CLSM-Aufnahmen eine sehr geringe Lasionstiefe (<500 um), so dass sie nicht
fur die statistische Auswertung verwendet wurden. Bei jeweils sechs Lasionen des
ICDAS-Stadiums 4 und 5 kam es zum Bruch der Lasion, so dass keine Parameter

vermessen werden konnten.
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7.2 Qualitative Auswertung der konfokalmikroskopisch erzeugten
Bilder

Fur die vorliegende Arbeit wurden demineralisierte, infiltrierte sowie kavitierte Bereiche
ausschlie3lich innerhalb des Zahnschmelzes vermessen und ausgewertet. Viele
Lasionen erstreckten sich von peripher nach zentral iber den gesamten Schmelzmantel
bis an die Schmelz-Dentin-Grenze und bis in das Dentin (Abb. 7-1, E bis H).

Die Lasionen des ICDAS-Stadium 2 und 3 zeigten eine tief greifende, homogene
Infiltration des demineralisierten Schmelzes. Oberflachennahe (periphere) Bereiche des
demineralisierten Zahnschmelzes konnten durch den getesteten Infiltranten homogener
und zuverlassiger (d.h. in der Mehrzahl der Proben) infiltriert werden als tiefer gelegene
(zentrale) Bereiche (Abb. 7-1, E). Die demineralisierten Bereiche des Zahnschmelzes
konnten bei allen Lasionen unabhé&ngig von der L&sionsausdehnung (ICDAS-Stadien 2
bis 5) tief infiltriert werden (Abb. 7-1, E bis H).

Im Zentrum fortgeschrittener Lasionen (ICDAS-Stadium 5 und teilweise auch 4) lag
Dentin frei (Abb. 7-1, C und D, G und H). Weniger fortgeschrittene Lasionen (ICDAS-
Stadium 2 und teilweise 3) wiesen hingegen einen weitestgehend intakten
Schmelzmantel auf (Abb. 7-1, A und E). Die Lasionen mit ICDAS-Stadium 4 und 5
zeigten im Vergleich zu den Stadien 2 und 3 haufiger durch die Schnitttechnik bedingte
Artefakte (Abb. 7-1, G und H). Grol3e Kavitationen fuhrten zu einer Instabilitat der
Probe, sodass es teilweise zum Bruch der Praparate (ICDAS 4: n=6, ICDAS 5 n=6) kam

und diese nicht ausgewertet werden konnten.

Bei einigen Proben (ICDAS-Stadium 3, 4, 5) konnte im Zentrum der Kavitation eine
verhaltnismaiig dinne Ansammlung des Kunststoffes im Sinne einer ,Fullung"
festgestellt werden, welche sich jedoch bei keiner der Proben Uber die gesamte

Kavitation ausdehnte.

Die erhobenen Werte fir die Lasionsdimensionen, welche zur Vermessung und zum
Vergleich der Proben untereinander dienten, unterschieden sich zum Teil deutlich. Dies
ist auf die morphologischen Unterschiede zwischen den verschieden weit

fortgeschrittenen Lasionen zurickzufihren.
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Abb. 7-1: Exemplarische Auswahl verwendeter Probenzahne (A: ICDAS 2, B: ICDAS 3, C: ICDAS 4,
D: ICDAS 5) und der von diesen Zahnen jeweils gewonnenen konfokalmikroskopisch erzeugten Bilder
(E: ICDAS 2, F: ICDAS 3, G: ICDAS 4, H: ICDAS 5). Alle Lasionen wiesen eine Ausdehnung nahezu bis
zur Schmelz-Dentin-Grenze auf. Im Zentrum fortgeschrittener Lasionen lag Dentin frei (G und H). Der

demineralisierte Schmelz konnte bei allen Proben tief infiltriert werden.
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7.3 Quantitative Auswertung

7.3.1 Lasionsdimensionen

Die Lasionstiefe (LT), welche im Zentrum der Lasionen gemessen wurde, wies bei allen
Gruppen ahnlich grof3e Werte auf (Tab.1), da sich die Mehrzahl der Lasionen Uber den

gesamten Schmelzmantel von peripher nach zentral erstreckten.

Kavitationen wurden in 11 von 20 Proben des ICDAS-Stadiums 3, in 12 von 19 Proben
des ICDAS-Stadiums 4 und in allen Proben des ICDAS-Stadiums 5 beobachtet.
Fortgeschrittene L&sionen (ICDAS-Stadium 5) wiesen erwartungsgemal grol3ere Werte
fur die Kavitationsbreite (KB) und -tiefe (KT) auf als weniger fortgeschrittene (ICDAS-
Stadium 3).

Die Flache des demineralisierten Schmelzes (Fgemin) gemessen anhand der
Dunnschliffe wies fur alle Stadien (ICDAS 2 bis 5) &hnlich groRe Werte auf (Tab.1).
Lasionen der ICDAS-Stadien 2 und 3 sind beziglich ihrer Ausdehnung im Zahnschmelz
kleiner (Abb. 7-1, E und F) als fortgeschrittene (ICDAS 4 und 5). Der Anteil des
demineralisierten Schmelzes an der gesamten Lasion war jedoch verhaltnismaiig grof3,
da im Vergleich zu den fortgeschrittenen Lasionen (ICDAS 4 und 5) noch kein

(erheblicher) Zahnhartsubstanzdefekt im Sinne einen Kavitation aufgetreten war.

Die gesamte Ausdehnung der Lasion (LFgesamt = Fdemin + Fkay) Nahm hingegen

proportional zum Lasionsstadium (von ICDAS-Stadium 2 bis ICDAS-Stadium 5) zu.
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Tabelle 1: Ermittelte Lasionsdimensionen anhand unterschiedlicher Lasionsstadien (2 bis 5) nach dem

International Caries Detection and Assessment System (ICDAS).

Lasionsdimension

ICDAS 2 (n=16)

ICDAS 3 (n=20)

ICDAS 4 (n=19)

ICDAS 5 (n=17)

LT (um) 897 (706/1109) 1013 (733/1295) | 943 (717/1254) | 1154 (911/1424)
KT (um) / 172 (97/247) 569 (382/801) | 961 (839/1177)
KB (um) / 826 (460/1126) | 1308 (1059/1497) | 1834(1455/2228)

Fdemin (m m2)

0,99 (0,49/1,37)

0,88 (0,60/1,36)

1,04 (0,56/1,49)

0,82 (0,25/1,13)

Fray (MM?) / 0,07 (0,02/0,21) | 0,49 (0,24/0,72) | 1,15 (0,67/1,64)

LFgesam (MM?) / 1,03 (0,62/1,41) | 1,30 (0,75/1,73) | 1,86 (1,40/2,46)

Die angegebenen Werte sind Mediane. Die in den Klammern aufgefihrten Werte stehen fiir das 25. bzw.
75. Perzentil. Da die Lé&sionen des ICDAS-Stadium 2 keine Kavitationen aufwiesen, wurden die
Parameter (KB, KT), welche die Ausdehnung der Kavitation beschreiben, ausschliel3lich bei Lasionen, die
den ICDAS-Stadien 3 bis 5 entsprachen, vermessen.

LT: Lasionstiefe, KT: Kavitationstiefe, KB: Kavitationsbreite, Fgemn: L&sionsausdehnung des

demineralisierten Schmelzes, Fy.,: Ausdehnung der Kavitation; LFgesam: Ausdehnung der gesamten

Lasion

7.3.2 Dimensionen der Infiltration und Fullung

Die Infiltrantenschichtdicke (InfSD) war bei den L&sionen des ICDAS-Stadiums 5
signifikant kleiner als bei L&sionen der ICDAS-Stadien 2, 3 und 4 (p>0,05; Mann-
Whitney Test) (Tab. 2). Dies kann einerseits durch die morphologischen Unterschiede
der L&sionen (ICDAS 2 bis 5) erklart werden: Da der Schmelzmantel im Zentrum
fortgeschrittener Lasionen bereits sehr diinn oder nicht mehr vorhanden war (Abb. 7-1,
C und D, G und H), konnte auch der Infiltrant nur eine geringe Schicht porésen
Schmelzes penetrieren. Selbst wenn eine Fillung in der Kavitation zu erkennen war,
war deren Schichtdicke und Ausdehnung (FF) sehr gering (Tab.2). Daher wiesen
weniger ausgedehnte Lasionen (ICDAS 2 und 3) einen deutlich groReren Wert fur die

Infiltrantenschichtdicke auf als ausgedehnte Lasionen (ICDAS 4 und 5).
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Die Flache des demineralisierten Schmelzes, welche durch den Kunststoff penetriert

werden konnte (PF), zeigte bei allen Gruppen eine ahnlich grol3e Ausdehnung.

Tabelle 2: Ermittelte Dimensionen der Infiltration und Fillung anhand unterschiedlicher Lasionsstadien

(2 bis 5) nach dem International Caries Detections and Assessment System (ICDAS)

Dimension der

Infiltration bzw.

ICDAS 2 (n=16)

ICDAS 3 (n=20)

ICDAS 4 (n=19)

ICDAS 5 (n=17)

Fillung

InfSD (um) 606" (285/877) | 717" (381/992) 347° (197/596) | 0°(0/192)

FF (mm?) / 0,00 (0,00/0,00) 0,03 (0,00/0,31) | 0,00 (0,00/0,43)
PF (mm?) 0,52 (0,38/0,87) | 0,58 (0,46/1,04) 0,51 (0,56/1,49) | 0,63 (0,23/1,02)

Die angegebenen Werte sind Mediane. Die in den Klammern aufgefihrten Werte stehen fir das 25. bzw.

75. Perzentil. Unterschiedliche hochgestellte Buchstaben reprasentieren signifikante Unterschiede
(p<0,05; Mann-Whitney Test). Da die Lasionen des ICDAS-Stadium 2 keine Kavitationen aufwiesen,

konnte auch keine Fillungsflache (FF) ermittelt werden.

InfSD: Infiltrantenschichtdicke, PF: Penetrationsflache, FF: Fullungsflache.
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7.3.3 Infiltration demineralisierter Bereiche (P%gemin)

Der prozentuale Anteil der Penetration nicht kavitierter Lasionsbereiche (P%gemin = PF /
Faemin X 100) war in allen Gruppen grol3 (Abb. 7-2). Die Mediane lagen hierfir zwischen
73 und 100 Prozent. Das bedeutet, dass die demineralisierten Anteile der Lasionen aller
Stadien (ICDAS 2 bis 5) tiefgehend infiltriert werden konnten. Es konnten keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden (p>0,05, Kruskal-
Wallis Test).
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Abb. 7-2: Prozentuale Infiltration demineralisierter L&sionsbereiche (P%gemin) unterschiedlicher ICDAS-
Stadien (2 bis 5). Dargestellt sind Box-and-Whisker-Plots mit Medianen und Quartilen.
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7.3.4 Fullung der Kavitationen (FU%yay)

Eine Flache innerhalb der Kavitation, welche durch den Kunststoff gefillt wurde (FF),
konnte bei 8% der Code 3-L&sionen, bei 50% der Code 4-Lasionen und bei 41% der
Code 5-Lasionen beobachtet werden. Der Anteil der Lasionen mit einer Fullung der
Kavitaten durch den Kunststoff (FU%yay = FF / Fxay x 100) war also recht gering (Abb. 7-
3). Das bedeutet, dass die Kavitationen aller Stadien (ICDAS 3 bis 5) nahezu ungefllt
blieben. Hinsichtlich der Fullung der Kavitationen (Fii%ya) konnten zwischen den
verglichenen ICDAS-Stadien keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden
(p>0.05; Kruskal-Wallis Test).
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Abb. 7-3: Fillung kavitierter Lasionsanteile (Fl%y,,) unterschiedlicher ICDAS-Stadien in Prozent.

Dargestellt sind Box-and-Whisker-Plots mit Medianen und Quartilen.
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7.3.5 Infiltration und Fillung der Lasion (InfF%gesamt)

ICDAS-2-Lasionen wiesen eine grol3e Penetrationsflache (PF) im Verhaltnis zur Flache
des demineralisierten Schmelzes (Fgemin) auf. Die Mehrzahl dieser Lasionen konnten
vollstandig infiltriert werden (Abb. 7-4).

ICDAS-3-Lasionen lielRen eine relativ groRe Flache demineralisierten Schmelzes
(Fgemin) SOWie eine verhaltnismafig grolR3e Penetrationsflache (PF) erkennen (Tab.1 und
2). Die Flache der Kavitation (Fkay) und die durch den Infiltranten gefullte Flache (FF)
waren jedoch bei ICDAS-3-Lasionen sehr klein bzw. nicht vorhanden. Dennoch ist der
prozentuale Anteil der Penetration und Fullung der gesamten Lasionsflache (InfF%gesamt
= PF + FF / LFgesamt X 100) hoch (Abb. 7-4), da der Schmelzmantel bei diesen Lasionen
im Vergleich zu ICDAS-4 und 5-Lasionen weniger stark zerstort ist. Somit konnte auch
bei ICDAS-3-Lasionen eine nahezu vollstandige Penetration dieser Lasionen

festgestellt werden.

Bei ICDAS-4-Lasionen konnte nur eine relativ kleine Penetrationsflache (PF) und so gut
wie keine Fullungsflache (FF) festgestellt werden (Tab. 2). Dementsprechend war der
prozentuale Anteil der Penetration und Fullung der ICDAS-4-Lé&sion (INfF%gesamt = PF +
FF / LFgesamt X 100) kleiner als bei ICDAS-2 und ICDAS-3-Lasionen.

Obwohl bei die ICDAS-5-Lasionen eine relativ grole Penetrationsflache festgestellt
wurde, war der prozentuale Anteil der Flllung und Infiltration der gesamten Lasion
(INfF%gesamt = PF + FF / LFgesamt X 100) am geringsten (Abb. 7-4). Dies ist auf die
ausgedehnte Flache der Kavitation (Fyay) zuriickzufuihren, welche durch den Infiltranten
kaum geflllt werden konnte, aber einen grof3en Anteil an der gesamten Lasionsflache

ausmachte.
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Abb. 7-4: Infiltration und Fillung der gesamten Lasion (INfF%gesamt) unterschiedlicher Lésionsstadien
(ICDAS 2 bis 5) in Prozent. Dargestellt sind Box-and-Whisker-Plots mit Medianen und Quatrtilen
Unterschiedliche Buchstaben unterhalb der Box-and-Whisker-Plots reprasentieren signifikante
Unterschiede (p<0.05; Mann-Whitney Test).
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8 Diskussion

Die Kariesinfiltration hat das Ziel aktive initiale Lasionen mit einer Ausdehnung bis ins
aul3ere Dentindrittel (D1) (vgl. Kap. 4.1.6) in inaktive Lasionen “umzuwandeln”. Bei etwa
einem Drittel dieser Lasionen sind zumindest Mikrokavitationen vorhanden (Thylstrup et
al. 1986; Pitts und Rimmer 1992; Hintze et al. 1998). Daher ist es nicht auszuschliel3en,
dass mit der Kariesinfiltration L&sionen behandelt werden, die (klinisch nicht
feststellbare)  Mikrokavitationen  aufweisen. Bisher standen jedoch keine
Untersuchungen zum Penetrationsverhalten des kommerziell erhéltlichen Infiltranten in
fortgeschrittene und kavitierte Lasionen (ICDAS 3 bis 5) zur Verfugung. Das Ziel dieser
In-vitro-Studie war es daher, die Infiltration nicht Kkavitierter und Kkavitierter
Lasionsstadien (ICDAS 2 bis 5) zu vergleichen. Dartber hinaus sollte getestet werden,

ob es mittels des Infiltranten gelingt, kariése Kavitationen aufzuftllen.

8.1 Diskussion von Material und Methode

8.1.1 Humane nattrliche approximale Lasionen

Die fur die vorliegende Studie verwendeten humanen extrahierten Z&hne stammen von
einer dentalen Entsorgungsfirma, welche die Z&dhne von verschiedenen Zahnarzten
bezieht. In Deutschland wird die Verwendung menschlicher Kérpermaterialien fur die
medizinische Forschung durch eine Stellungnahme der zentralen Ethikkommission
geregelt. Die in 8 E Abs. Il Nr. 8 dieser Stellungnahme beschriebenen
Vorraussetzungen werden bei den verwendeten Probenzahnen erflllt. Daher war die
Verwendung der humanen Z&hne auch ohne die individuelle Einwilligung der Spender

ethisch akzeptabel.

Naturliche Lasionen unterliegen Phasen der Progression und Stagnation des
kariogenen Prozesses in der Mundhoéhle (Hellwig et al. 2007). Sie sind daher fur eine
In-vitro-Studie  geeigneter  als  kunstlich  erzeugte  Lasionen, um die
Penetrationseigenschaften eines Infiltranten zu untersuchen, da sie sich hinsichtlich der
interindividuell verschiedenen Dichte, des Porenvolumens und des Mineralgehaltes des

Schmelzes unterscheiden.
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Das Zusammentragen geeigneter humaner Probenzé&hne gestaltete sich allerdings
schwierig und zeitaufwendig, da selbst fortgeschrittenere approximale kariése Lasionen
(ICDAS 4 und 5) haufig keine Indikation fur eine Extraktion darstellen. Es ist daher
davon auszugehen, dass die Mehrzahl der verwendeten Probenzdhne aus
parodontalen Griinden extrahiert worden waren und von alteren Patienten stammte.
Diese Patienten reprasentieren zwar nicht die Hauptzielgruppe fur die Kariesinfiltration,
da initiale aktive approximale Lasionen am haufigsten im frihen Erwachsenalter
auftreten. Es wurde daher bei der Auswahl der Probenzédhne genauestens darauf

geachtet, dass die ausgewahlten Probenzahne aktive Lasionen aufwiesen.

8.1.2 Applikation des Infiltranten

Um die klinische Situation wahrend der Behandlung der Zahne mit dem
Infiltrationssystem so realitatsgetreu wie maoglich nachzustellen, wurden Modelle mit
Nachbarzdhnen verwendet. Nichtsdestotrotz kdnnen nicht alle klinischen Umsténde in
einem In-vitro-Model simuliert werden. In der Regel sind die Kavitationen in vivo so gut
wie immer mit einem Biofilm gefillt, wenn sie nicht vor der Behandlung mit
Interdentalbiirsten gereinigt worden sind. Daher kénnten in vivo die Uberreste des

Biofilms die Penetration des Kunststoffes beintrachtigen oder verhindern (Baier 1992).

Im Vergleich zu friheren In-vitro-Studien, bei denen der Infiltrant direkt mit
Mikrobrushes aufgetragen wurde, konnten in der vorliegenden Studie unter Anwendung
des Applikators ahnliche Infiltrantenschichtdicken erreicht werden wie bei anderen nicht

kavitierten Lasionen (Meyer-Luckel und Paris 2010).

Mit Hilfe des Doppelfolienapplikators, der eine nur einseitig perforierte Folie beinhaltet,
konnten die Materialien wie das Atzgel oder der Infiltrant gezielt auf die erkrankte
Zahnflache aufgetragen werden. Die Zahne mussten dabei nur leicht separiert werden

und der Nachbarzahn konnte vor einer Kontamination geschiitzt werden.

Der kommerziell erhaltliche Infiltrant (Icon, Kariesinfiltrant approximal, DMG; Hamburg,
Deutschland) wurde speziell fir die Penetration des porésen demineralisierten
Schmelzes initialer Lasionen entwickelt (Meyer-Lickel et al. 2012a). Daher ist dieser
Kunststoff bestehend aus einer methacrylatbasierten Harzmatrix gekennzeichnet durch
eine niedrige Viskositat und einen hohen Penetrationskoeffizienten. Die hohe

FlieRfahigkeit des Kunststoffes vor der Lichthartung kénnte einen negativen Einfluss auf
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die in der vorliegenden Studie untersuchte mdglicherweise entstehende ,Fullung® der

Kavitationen gehabt haben.

8.1.3 Schnitttechnik

Die Probenzahne wurden wahrend der wassergekihlten Schneide- und Poliervorgange
zur Herstellung der Dinnschliffe relativ hohen Druck- und Scherkraften ausgesetzt.
Besonders die fortgeschrittenen, kavitierten Lasionen sind bei diesen Vorgangen
bruchgefahrdet. Daher wurden die verwendeten Zahne nach der Infiltration koronal in
einem schnellhartendem 2-Komponenten-Einbettmittel auf Basis von hochvernetztem
Methylmethacrylat (Technovit transparent 4006; Heraeus Kulzer, Wehrheim)
eingebettet, um die Probe zu stabilisieren. Die Transparenz des Einbettmaterials

ermdoglichte ein exaktes Markieren der flr die Dunnschliffe bendtigten Schnitte.

In der vorliegenden Studie wurden die Lasionen der Probenzdhne in drei ca. 1 mm
dinne Praparate Uberfuhrt. Dieses Vorgehen schien besonders fur die Untersuchung
fortgeschrittener L&sionen geeignet, welche sich sowohl von zervikal nach koronal als
auch von oral nach vestibular tber mehrere Millimeter erstrecken. Es konnten jedoch
bei einigen Lasionen (ICDAS 3: n=9, ICDAS 4. n=7) keine Kavitationen in der CLSM-
Aufnahme ausfindig gemacht werden. Dies koénnte darauf zurtickzufiihren, dass einige
Kavitationen (ICDAS 3 und 4) eher klein (<1 mm) und daher nicht in den Dinnschnitten

erkennbar waren.

8.1.4 Visualisierung der fur die Studie relevanten Bereiche im

Zahnschmelz

Die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (CLSM) wird zur Klarung von
Aufgabenstellungen sowohl in der Medizin als auch in der Materialkunde verwendet. In
der Zahnmedizin wird diese Visualisierungsmethode beispielsweise fur die qualitative
Untersuchung zum Haftverbund verschiedener Adhé&sivsysteme und Komposite am
Wurzelkanaldentin (Bitter et al. 2009) als auch fir die Erforschung der Penetration
niedrig viskdser Kunststoffe in initiale kariose Schmelzlasionen genutzt (Meyer-Lickel
und Paris 2010; Meyer-Luckel et al. 2011; Paris et al. 2012a; Paris et al. 2012b).
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Im Vergleich zur konventionellen Fluoreszenzmikroskopie gelingt es durch die
konfokale Laser-Raster-Mikroskopie mit Hilfe einer konfokalen Blende, selbst von
dickeren biologischen Strukturen (>100um) hochauflésende Bilder zu erzeugen
(Wilhelm et al. 2003). Andere in der Kariologie etablierte Methoden wie die
Rasterelektronenmikroskopie (REM) und die transversale Mikroradiographie (TMR)
waren fur die Visualisierung der Lasionen der vorliegenden Studie nicht geeignet
gewesen, da hierfur sehr geringe Schichtdicken (<100 um) der Praparate notwendig
gewesen waren und besonders die fortgeschritteneren kariésen Lasionen (ICDAS 4 und
5) eine geringe Stabilitat aufwiesen. Die Anfertigung von Dunnschliffen mit sehr
geringer Schichtdicke hatte hdochstwahrscheinlich den Bruch einer Mehrzahl der
Praparate zur Folge gehabt. Dartber hinaus gelingt es im Gegensatz zu o. g. Methoden
mittels der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie im  Dualfluoreszenzmodus
unterschiedlich markierte Strukturen simultan darzustellen. Die Markierung der
unterschiedlichen Strukturen erfolgte mittels fluoreszierender Farbstoffe. Hierflr kbnnen
unterschiedliche Farbemethoden verwendet werden. Es konnte gezeigt werden, dass
im Gegensatz zur konventionellen direkten Farbemethode, bei der der Infiltrant vor der
Applikation des Zahnes mit Farbstoff versetzt wird, die indirekte Farbemethode bessere
Ergebnisse liefert (Paris et al. 2009). Die indirekte Farbemethode zeigte sowohl im
Vergleich zu elektronenmikroskopisch als auch zu mikroradiographisch erzeugten
Bildern eine bessere Korrelation als die konventionelle Methode (Paris et al. 2009).

Daher wurde diese Methode fir die vorliegende Studie verwendet.

8.1.5 Vermessung und Auswertung

Von den drei pro Probenzahn entstandenen Dunnschliffpréparaten wurde jeweils das
Praparat, welches die grofdte Ausdehnung der Lasion im Zahnschmelz aufwies, flr die
Vermessung ausgewahlt. Mit Hilfe der AxioVision Software (AxioVs 40 V 4.6.3.0, Carl
Zeiss) war es nunmehr moglich, die gewonnenen CLSM-Bilder zu skalieren und

anschlieRend zu vermessen.

Da sich die fur die Studie verwendeten Lasionen (ICDAS 2 bis 5) mehrheitlich tGber die
gesamte Dicke des Schmelzmantels von peripher nach zentral erstreckten, wéare der
alleinige Vergleich der Lasionstiefen und Penetrationstiefen anhand von Strecken im

Schmelzmantel wenig aufschlussreich gewesen. Daher wurden im Gegensatz zu
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anderen In-vitro-Studien zur Infiltration initialer kariéser Lasionen (ICDAS 2) (Meyer-
Luckel und Paris 2010, 2008b) in der vorliegenden Studie neben den Strecken (LT,
INf'SD) auch Flachen vermessen, um die Ausdehnung der L&sionen (Fgemin), der
Kunststoffpenetration (PF) und der Kavitationen (Fyay), Sowie einer moglichen Fillung

der Kavitation (FF) zu ermitteln.

Mit Hilfe dieser fir die jeweiligen Stadien (ICDAS 2 bis 5) ermittelten Werte konnten
prozentuale Verhaltnisse errechnet werden, aus welchen quantitative Rickschlisse
Uber die Infiltration demineralisierter Bereiche (P%gemin) Und den Anteil der Fullung der

Kavitationen (FU%yay) gezogen werden konnten.

8.2 Diskussion der Ergebnisse

Demineralisierter Zahnschmelz ist vergleichbar mit einem pordsen, locker gepackten
Festkorper. Alle kariosen im Schmelz befindlichen Lasionen weisen histologisch einen
Lasionskorper auf (Buchalla 2012), welcher durch ein Porenvolumen von mindestens 5
bis 25 % gekennzeichnet ist. Die Poren dieses Festkorpers kénnen modellhaft als
Blndel offener, paralleler Kapillaren (Buckton 1995) betrachtet werden. Die in diesem
Festkorper wirkenden Kapillarkréfte sind stark genug, um die tiefgehende Penetration
niedrig-viskoser Flussigkeiten in den demineralisierten Zahnschmelz zu ermdglichen
(Meyer-Luckel et al. 2012a). Der in der vorliegenden Studie getestete Infiltrant konnte
daher von den karidsen L&sionen im Zahnschmelz ohne weiteres aufgenommen
werden. Mit Hilfe des einseitig perforierten Doppelfolienapplikators konnte der Infiltrant
auch kavitierte ausgedehnte Bereiche approximaler Lasionen erreichen. Unabhangig
von der Ausdehnung und Morphologie der kariosen Lasionen (ICDAS 2 bis 5) schienen
alle demineralisierten Bereiche des Zahnschmelzes tiefgehend penetriert worden zu

sein. Hypothese | wurde damit bestatigt.

Hypothese 1l konnte dagegen nicht bestétigt werden, denn es konnte keine Fullung der
Kavitation durch den Infiltranten in der Mehrzahl der L&sionen nachgewiesen werden.
Innerhalb der Kavitation waren die Kapillarkréafte anscheinend zu schwach, um ein
nennenswertes Auffillen der Kavitationen zu begunstigen. Aul3erdem konnte die nicht
aufgetretene Fullung der Kavitationen zwei andere Ursachen gehabt haben: Erstens
konnten die Kavitationen bei der Applikation mit Kunststoff gefullt worden sein, jedoch

konnte es beim Reinigen der Uberschiisse durch Zahnseide zu der Entfernung des
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Kunststoffes vor der Lichthartung gekommen sein. Diese Vermutung erscheint
plausibel, da die flachen Kavitationen des ICDAS-Stadium 3 weniger aufgefillt waren
als die tieferen Kavitaten der ICDAS-Stadien 4 und 5. Zweitens konnten Luftblasen
innerhalb der Kavitation eine Penetration des flissigen Kunststoffes aufgrund der
Oberflachenspannung verhindert haben. Dieses Phanomen ist bei Fissurenversieglern
bekannt (Kersten et al. 2001).

Kavitierte approximale Lasionen sind haufig aktiv, da Plaque nicht effektiv aus der
Kavitation entfernt werden kann, wenn ein Nachbarzahn vorhanden ist. Indes ist die
Aktivitat approximaler Lasionen wegen der begrenzten Einsehbarkeit oft schwer
einzuschatzen. Solange die Kavitation nicht aufgefillt ist, akkumuliert sich ein Biofilm,

welcher das Risiko eines Fortschreitens der kariésen Lasion erhéht (Kidd et al. 2008).

In klinischen Studien zur Kariesinfiltration schritten nach 18 Monaten 7 % (Paris et al.
2010) und nach drei Jahren 4 % (Meyer-Lickel et al. 2012b) der untersuchten L&sionen
voran. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie legen die Vermutung nahe, dass die
Progression dieser Lasionen moglicherweise auf das Vorhandensein klinisch nicht
detektierbarer Kavitationen zurtckzufiihren ist. Da diese Kavitationen durch den
Infiltranten nicht ausreichend geflullt worden waren, konnte sich ein Biofilm
akkumulieren und der kariogene Prozess vorangetrieben werden. Der infiltrierte
Schmelz am Rande bzw. am Boden der Kavitation konnte jedoch eine
Diffusionsbarriere dargestellt und den Prozess der Zerstérung der Zahnsubstanz durch

Karies verlangsamt haben.

Dicke Kunststoffschichten kénnen die Lasionen vor einer weiteren Demineralisation
effektiver schitzen als dinne (Meyer-Lickel und Paris 2008b). Bei Lasionen der
ICDAS-Stadien 2 und 3 konnten relativ dicke Schichten infiltrierten Schmelzes (InfSD)
beobachtet werden, wohingegen diese Schichten bei Code 4 und teilweise bei Code 5
deutlich  dunner waren. Deshalb ist es fraglich, ob das getestete
Kariesinfiltrationssystem vor dem Voranschreiten der Lasion von Code 4 und 5

schiitzen kann.
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9 Schlussfolgerungen

1.) Unter den in vitro simulierten Bedingungen konnten die Schmelzporositaten in
approximalen Lasionen (ICDAS 2 bis 5) tiefgehend mit dem getesteten Produkt

infiltriert werden.

2.) Lasionen, welche den ICDAS-Stadien 2 und 3 entsprachen, konnten nahezu

vollstandig infiltriert werden.
3.) Die Kavitationen konnten nur unzureichend gefullt werden.

4.) Die Wirksamkeit der Kunststoffinfiltration kavitierter Lasionen konnte besonders
in spateren Stadien (ICDAS-Stadien 4 und 5) im Vergleich zu nicht kavitierten

Stadien herabgesetzt sein.
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11.1 Materialliste
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19

AxioVision; AxioVs40 V 4.6.3.0 Software, 2006-2008, Carl Zeiss Imaging

Solutions; Jena, Deutschland
Bandsage Exakt 310, Exakt Apparatebau; Norderstedt, Deutschland
Polierer Exakt 400, Exakt Apparatebau; Norderstedt, Deutschland

Ethanol absolut Ph. Eur., VWR International GmbH; Darmstadt,

Deutschland

Exel 2003, Microsoft Deutschland GmbH; Unterschleissheim, Deutschland
Fluorescin-Natrium, Karl Roth GmbH+ Co. KG; Karlsruhe, Deutschland
Fotoapparat, Canon EOS 40D; Tokio, Japan

Honigum, DMG; Hamburg, Deutschland

ICON, Kariesinfiltrant approximal, DMG; Hamburg, Deutschland
Kofferdam, Ivory; Handewitt, Deutschland

konfokales Laser-Raster-Mikroskop (CLSM) LSM 510; Carl Zeiss; Jena,

Deutschland

Microsoft Word 2003; Redmond, USA

Optosil, Heraeus; Hanau, Deutschland
Objekttrager, Dia Plus; Oststeinbeck, Deutschland

Polymerisationslampe; bluephase C8, Ivoclar Vivadent; Ellwangen,

Deutschland
Silagum, DMG; Hamburg, Deutschland

Technovit (4017 wund 4006), Heraeus Kulzer GmbH; Werheim,

Deutschland

Tetrarhodaminisothiocyanat (TRITC), Sigma-Aldrich; Steinheim,

Deutschland

Thymol 0,08%ig, Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland
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Mat. 20 Wasserstoffperoxidlésung 30%, Otto Fischer GmbH & Co. KG;

Saarbricken, Deutschland

Mat. 23 Zahnseide; Elmex, Gaba; Lorrach, Deutschland
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