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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Dentale Karies ist durch einen Mineralverlust der Zahnhartsubstanzen
gekennzeichnet, der durch die metabolische Aktivitit des oralen Biofilms
verursacht wird. Bei der Entstehung von Zahnschmelzkaries werden Mineralien
aus der Schmelzstruktur herausgelést. Hierbei kommt es zunachst zu der
Ausbildung eines starker demineralisierten, pordsen Lasionskdrpers unter einer
scheinbar intakten Oberflachenschicht. Die heute gangige Behandlung von
Schmelzkaries zielt auf eine Remineralisation oder Arretierung der Lasionen ab.
Dies wird durch Erndhrungslenkung, eine Optimierung der Mundhygiene sowie
durch geeignete FluoridierungsmaBnahmen erreicht. Haufig ist der Erfolg dieser
Behandlungsmethoden jedoch durch mangelnde Compliance des Patienten
limitiert, so dass invasive BehandlungsmaBnahmen durchgeflhrt werden missen.
Bei approximaler Karies stellt hierbei die beginnende Kavitation der
Lasionsoberflache eine Schwelle fir invasive Behandlungsmethoden dar, bei
denen neben der Beseitigung der karidsen Anteile auch relativ groBe Mengen
gesunder Zahnhartsubstanz zerstért werden.

Einen viel versprechenden Therapieansatz fiir die Arretierung von Schmelzkaries
kénnte die Infiltration der L&sionen mit niedrig viskdsen, lichthartenden
Kunststoffen darstellen. Durch die Obturation der Diffusionswege flir organische
Sauren und Mineralien kénnte eine Progression der Karies auch bei weiterhin
bestehendem kariogenem Milieu verhindert werden. Dartber hinaus kénnte die
porése Schmelzstruktur durch den penetrierten Kunststoff mechanisch stabilisiert
werden.

Natlrliche Lasionen weisen haufig eine relativ stark mineralisierte pseudointakte
Oberflachenschicht auf. Diese kdnnte aufgrund des geringen Porenvolumens eine
Diffusionsbarriere fir den Penetrationskunststoff darstellen und somit die
Penetration des Lé&sionskdrpers behindern. Aus diesem Grund scheint eine
Entfernung oder Perforation der pseudointakten Oberflachenschicht, fir eine
erfolgreiche Penetration des Kunststoffes vorteilhaft zu sein. Das Ziel der
vorliegenden Studie war es daher, die Eignung zweier Séauregele fir die
Konditionierung initialer Schmelzlasionen fir eine anschlieBende Penetration mit
einem lichthartenden Kunststoff zu evaluieren.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1. Zahnschmelz
2.1.1. Histologische Struktur

Schmelz ist die harteste Substanz des menschlichen Kérpers und im Gegensatz
zum Knochen oder Dentin frei von Zellen. Die Struktur des Schmelzes wird durch
die Anordnung und den Verlauf der Schmelzprismen bestimmt. Diese sind
Ausdruck der Produktionsleistung einzelner Ameloblasten und verlaufen
wellenartig und kontinuierlich von der Schmelz-Dentingrenze bis zur
Schmelzoberflache. Nur die oberflachlichste Schmelzlage ist gelegentlich
prismenfrei. Jedes Schmelzprisma besteht aus vielen aneinander gelagerten
Apatitkristallen (Schroeder 1992).

Im Prismenzentrum sind die Kristallite fast rechtwinklig zur Langsachse der
Prismen angeordnet und daher optisch gut gegen die Prismenperipherie
abgrenzbar (Abb. 1). Der Bereich, in dem die Ausrichtung der Kristalle eines
Prisma entlang seiner Langsachse abrupt in die quer dazu liegenden Kristalle des
interprismatischen Schmelzes wechselt, wird als Prismenscheide bezeichnet
(Pearce und Nelson 1989). Je nach Anordnung der Ameloblasten wahrend der
Amelogenese und des Winkels zwischen der histologischen Schliffebene und der
Prismenlangsachse ergeben sich verschiedene Prismentypen. Man unterscheidet
demnach eine Zylinder-, Schlisselloch- oder Hufeisenform (Hellwig et al. 2003).
Die Apatitkristalle stellen sich in ihrem Querschnitt anndhrend hexagonal dar
(Hellwig et al. 2003). Mit einer durchschnittlichen Lange von oft mehr als 100 um
und einer Breite von 50 nm sind die Schmelzkristalle im Vergleich zu anderen
Hartsubstanzen, wie Dentin oder Knochen, relativ groB3 (Berkovitz et al. 1992).
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Sekretionsfeld eines
Ameloblasten

interprismatischer
Schmelz

Prismenscheide

Prismenstab/
Prismenkern

Ameloblasten

Abb. 1: Schematische Darstellung der dreidimensionalen Beziehung zwischen der Struktur der
Ameloblasten und der von ihnen gebildeten Schmelzprismen (Wakita und Kobayashi 1983).

2.1.2. Chemische Zusammensetzung

Mit ungefahr 93-98 Gewichtsprozent machen Mineralien den Uberwiegenden
Anteil des Schmelzes aus. Darlber hinaus besteht dieser zu etwa 4 % aus
Wasser und zu 1 % aus organischen Substanzen (Gwinnett 1992; Schroeder
1992). Der kristalline Anteil des Schmelzes besteht Gberwiegend aus Kalzium- und
Phosphatverbindungen sowie geringen Anteilen von Magnesium, Natrium, Kalium
und Chlorid. Diese Stoffe liegen Uberwiegend in Form apatitdhnlicher
Verbindungen vor, wobei das Hydroxylapatit neben dem Fluorapatit und dem
Karbonatapatit den gréBten Anteil ausmacht. An die Apatitkristalle ist der grdBte
Teil des Wassers in Form einer Hydratationsschale gebunden. Der Gbrige Teil des
Wassers ist an die organische Matrix gebunden (Hellwig et al. 2003). Letztere
besteht Uberwiegend aus léslichen und unléslichen Proteinen und nur geringen

Kohlenhydrat- und Lipidanteilen.
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Gesunder Schmelz weist ein Porenvolumen von etwa 0,1 % auf (Darling et al.
1961; Silverstone 1973). Obwohl Schmelz als zellfreies Mineralgeflige keinen
physiologischen  Metabolismus aufweist, unterliegt dieser chemischen
Veranderungen, die zur Anderung seiner Zusammensetzung beitragen kdnnen
(Schroeder 1992).

2.2. Dentin
2.2.1. Histologische Struktur

Dentin bildet die Hauptmasse des menschlichen Zahnes. Koronal wird es durch
den Schmelz zur Mundhéhle hin abgegrenzt, wahrend es im Wurzelbereich von
einer dinnen Zementschicht Gberzogen wird.

Dentin wird durch Odontoblasten gebildet, deren Zellkérper an der Peripherie der
Pulpa liegen und deren Fortsatze das gesamte Dentin in kleinen Dentinkanalchen
(Tubuli) durchziehen. Odontoblasten mit ihren Fortsatzen ermdéglichen die
lebenslange Bildung peritubuldren Dentins und machen das Dentin zu einem
vitalen Hartgewebe. Das peritubulare Dentin kleidet die Kanalwande der
Dentinkanalchen aus und stellt die am starksten mineralisierte Dentinstruktur dar.
Abhéangig vom Alter und von der Lokalisation kann die Dicke des peritubularen
Dentins variieren. Durch Apposition peritubularen Dentins kann sich mit
zunehmendem Alter des Individuums das Lumen der Dentinkanalchen verengen
(sklerosiertes Dentin). Das intertubulare Dentin trennt die Dentinkanélchen
voneinander. Es ist weniger stark mineralisiert als das peritubulare Dentin, da es
etwa zu 50 % aus kollagenen Fasern besteht. Diese Fasern bilden ein Flechtwerk,
das quer zu den Dentinkanélchen verlaufend diese umgarnt (Scott et al. 1974;
Schroeder 1992).

Die etwa 30 pum dicke Peripherie des Dentins wird durch das Manteldentin
gebildet. Diese Dentinschicht ist durch die =zahlreichen Gabelungen der
odontoblastischen Fortsatze gekennzeichnet. Der Mineralisationsgrad des
Manteldentins ist geringer als der des angrenzenden zirkumpulpalen Dentins
(Schroeder 1992).



LITERATURUBERSICHT

2.2.2. Chemische Zusammensetzung

Dentin ist in seiner chemischen Zusammensetzung dem Knochen sehr ahnlich. Es
besteht zu etwa 70 Gewichtsprozent aus anorganischen, zu 20 % aus
organischen Substanzen und zu etwa 10 % aus Wasser. Die organische Matrix
besteht zu 91-92 % aus Kollagen und zu 8-9 % aus Proteinen, Lipiden, Laktat und
Zitrat.

Der Mineralanteil des Dentins enthalt Gberwiegend Kalzium und Phosphat, die
ahnlich dem Schmelz in kristalliner Form vorliegen. Die Apatitkristalle des Dentins
sind jedoch wesentlich kleiner als die des Schmelzes. Die fir den Schmelz
typische Anordnung der Kristalle in Prismenform ist beim Dentin nicht zu finden
(Schroeder 1992; Hellwig et al. 2003).

2.3. Karies
2.3.1. Alilgemeines

Karies stellt die haufigste Erkrankung der Zahnhartsubstanzen dar. Zur
Kariesentstehung tragen kariogene Mikroorganismen bei, wobei Vertreter der
Mutans-Gruppe wie Streptococcus mutans und Streptococcus sobrinus, aber auch
Laktobazillen eine entscheidende Rolle spielen. Diese haften neben
Speichelbestandteilen und Nahrungsresten der Zahnoberflache als Plaque an.
Beim Metabolismus niedermolekularer Kohlenhydrate kommt es zur Bildung von
Sauren, was einen Abfall des pH-Wertes unter einen flir Zahnschmelz kritischen
Wert von 5,2-5,7 innerhalo der Plaque nach sich zieht. Einem
Konzentrationsgefélle  folgend  diffundieren die  Sauren entlang der
interprismatischen Bereiche in das Schmelzinnere und Iésen dort lonen aus den
Kristallgittern heraus, welche anschlieBend Uber die gleichen Diffusionswege aus
dem Schmelz heraus diffundieren (Ten Cate et al. 2003).

Bleibt das kariogene Milieu bestehen, kommt es zu einer Demineralisation des
Schmelzes. Anfangs stellen sich diese Verdnderungen als nur

elektronenmikroskopisch sichtbare Defekte im Kristallgitter dar. Erst im weiteren
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Verlauf werden die Veranderungen auch klinisch sichtbar. Initiale aktive
Schmelzkaries erscheint klinisch als eine kreidige, opake Verdnderung (white
spot), deren Oberflache zwar rau, aber in ihrer Kontinuitat nicht unterbrochen ist.
Bestehen die kariogenen Faktoren fort, kommt es zu einem Zusammenbruch der
Schmelzstruktur und damit zur Kavitation. Mit Beteiligung des Dentins wird eine
entzindliche Reaktion der Pulpa hervorgerufen, die sich im weiteren Verlauf zu
einer Nekrose entwickeln kann (Hellwig et al. 2003; Ten Cate et al. 2003; Kidd und
Fejerskov 2004).

Aufgrund der anatomisch bedingt erschwerten Reinigung ist die Plaqueanlagerung
an bestimmten Bereichen des Zahnes begunstigt. Daher entstehen haufig
Karieslasionen an sogenannten Kariespradilektionsstellen. Hierzu werden unter
anderem die Gribchen, Fissuren, Approximalrdume und Zahnhalse gezahlt.

Fir die Entstehung und die Progression der Karies sind neben dem
Vorhandensein kariogener Mikroorganismen in der Mundhéhle und dem
Uberangebot an kariogenen Substraten auch zahlreiche sekundére Faktoren wie
die Speichelzusammensetzung, genetische und soziobkonomische Faktoren
verantwortlich (Menaker 1980).

Mit dem Wegfall der kariogenen Faktoren ist eine Remineralisation initialer
Lasionen mdglich. Durch einen hohen Gehalt an Kalzium und Phosphat stellt der
Speichel eine natlrliche Remineralisationslésung dar. Werden bei der nattirlichen
Remineralisation Lebens- oder Genussmittelfarbstoffe in die Schmelzkaries
eingelagert, so erscheint diese Veranderung als brauner Fleck (brown spot) (Ten
Cate et al. 2003; Kidd und Fejerskov 2004).

2.3.2. Histologie der Schmelzkaries

Dinnschliffe initialer Schmelzlasionen zeigen unter dem Polarisationsmikroskop
vier verschiedene Zonen. Unter Zuhilfenahme eines dligen Imbibitionsmediums
lassen sich im Inneren des Schmelzes eine ,transluzente“ und eine ,,dunkle

Zone“ erkennen, wahrend mit Wasser als Imbibitionsmedium an der
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Schmelzoberflache eine ,pseudointakte Schicht® und darunter ein
»Lasionskorper® erkennbar sind (Silverstone 1973).

=, - y \
\/m\w A // ﬂ‘\‘; N o ) pseudointakte Oberflachenschicht
- \ /
k / \‘/// b\ \ /,/ — Lasionskorper
e . Tl | [ \ \ 7
I-- = ‘\|‘ F \ (& 1 dunkle Zone
\ =7 4 f
\ /\ Y f/ \\ \‘Q\ ‘ transluzente Zone
\ ~3
‘ )‘l /= | \ / gesunder Schmelz
f / \ ] N /
!\ / \ / \ \ 1 7 ——Dentin

Abb. 2: Schematische Darstellung einer initialen karidésen Schmelzlésion

Transluzente Zone

Die transluzente Zone stellt den am weitesten zum gesunden Schmelzinneren
gelegenen Anteil der Lasion dar. Aufgrund der lockeren Kristallitanordnung im
Bereich der Prismenscheiden kommt es hier zuerst zu einem Herauslésen von
lonen aus dem Apatitkristallgitter (Shellis und Hallsworth 1987). Das daraus
resultierende Porenvolumen von etwa 1 % ist im Vergleich zu gesundem Schmelz
um das Zehnfache erhéht. Die so erweiterten Schmelzporen stellen
Diffusionswege fiir die Sauren und die herausgelésten lonen dar.

Dunkle Zone

Die dunkle Zone schlieBt sich unmittelbar der transluzenten Zone nach aufB3en hin
an und weist ein Porenvolumen von etwa 2-4 % auf. Wahrscheinlich bedingt durch
Rekristallisationsvorgédnge sind die Kristalle in dieser Zone gréBer als die der
transluzenten Zone (Silverstone 1973; Silverstone et al. 1988).

Lasionskorper

Der Lasionskoérper stellt die Zone des hdchsten Mineralverlustes dar. Das
Porenvolumen betragt hier zum Teil mehr als 25 %. Wahrend in der transluzenten
und der dunklen Zone die Demineralisation Uberwiegend die Prismengrenzen
betrifft, kommt es im L&sionskérper zu Mineralverlusten vorwiegend in den

Prismenkernen (Pearce und Nelson 1989). Im Bereich der Prismenscheiden
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kénnen Remineralisationsvorgdnge auftreten (Shellis und Hallsworth 1987). Der
Mineralverlust im Lasionskdrper kann Uber 25 % betragen.

Oberflachenschicht
Die Oberflachenschicht stellt die auBerste Zone der Schmelzkaries dar. Sie

entsteht durch die Prazipitation von bereits herausgel6stem Kalzium und
Phosphat, die auf ihrem Diffusionsweg zur Lasionsoberflache dort entweder neue
Kristalle bilden oder sich an bereits geschadigte anlagern (Arends und
Christoffersen 1986; Silverstone et al. 1988; Klimm 1997; Hellwig et al. 2003). Die
Oberflachenschicht ist durch einen Mineralverlust im Bereich der Prismenscheiden
charakterisiert (Pearce und Nelson 1989; Frank 1990). Das Porenvolumen ahnelt
mit haufig weniger als 5 % dem gesunden Schmelz. Aus diesem Grund wird diese
Schicht auch pseudointakte Oberflachenschicht genannt. Die Dicke der
Oberflachenschichten kann von Lasion zu Lasion variieren. In der Literatur werden
Werte zwischen 30-100 um angegeben (Bergman und Lind 1966; Hicks und
Silverstone 1985).

2.3.3. Histologie der Dentinkaries

Bei einem Fortschreiten der Karies bis in das Dentin beginnen die Odontoblasten
mit der Bildung von Reaktionsdentin (Tertiardentin). Je nach Progression der
Dentinkaries lassen sich eine Zone der Sklerose, eine odontoblastenfreie Zone
(dead tract) und eine Zone der Demineralisation unterscheiden (Scott et al. 1974;
Hellwig et al. 2003).

Wenn die Karies sich in einem fortgeschrittenen Stadium befindet, sind zwei
weitere Zonen histologisch nachweisbar. Die Zone der Penetration schlieBt sich
der Zone der Demineralisation zum Kavitatenboden hin an. Nach einer Kavitation
dringen Mikroorganismen in die Dentinkanalchen vor und infizieren die
Dentinkanalchen. Das Dentin wird durch die proteolytischen Aktivitdten der
Bakterien erweicht und es bildet sich eine Zone der Nekrose. Bei anhaltendem
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Reiz kommt es zu einer entziindlichen Reaktion der Pulpa und im weiteren Verlauf

zu deren Absterben.

2.4. Kariesdetektion und -diagnostik

Die Aufgabe der Kariesdiagnostik liegt heute nicht allein darin, karidse
Zahnhartsubstanz von gesundem Schmelz abzugrenzen, sondern dariiber hinaus
auch aktive L&sionen von inaktiven zu unterscheiden (Nyvad et al. 1999). Die
klinische Diagnose von Schmelzkaries an den oralen und bukkalen Glattflachen
der Zahne ist relativ einfach. Nach vorangegangener Reinigung und Trocknung
lasst sich eine aktive initiale Lasion als raue, weiBlich opake Veranderung (white
spot) erkennen. Dagegen ist eine glanzende, braunliche Verfarbung (brown spot)
eher ein Zeichen flr eine inaktive arretierte Karies (Kidd et al. 2003; Kidd und
Fejerskov 2004).

Im Gegensatz zur Schmelzkaries der Glattflachen gestaltet sich die klinische
Kariesdiagnostik im  Approximalbereich wegen der oftmals fehlenden
Einsehbarkeit schwieriger. Bissfligelréntgenaufnahmen ermdglichen die Diagnose
klinisch nicht sichtbarer Approximalkaries (Poorterman et al. 2002; Kidd et al.
2003). Die Aufnahmen geben Auskunft UOber die Ausdehnung der Karies.
Allerdings wird diese bei initialen Lasionen meist unterschatzt (Silverstone 1982).
Ein Nachteil fir die Anwendung der Bissfligelaufnahmen die Belastung des
Patienten durch die ionisierenden Strahlen (Pitts und Rimmer 1992; Liebenberg
1996). Allerdings ermdglichen neuere digitale Rontgensysteme eine Reduktion der
Strahlendosis um bis zu 50 %.

Ein weiteres diagnostisches Hilfsmittel stellt die Fiberoptische Transilumination
(FOTI) dar. Bei dieser Methode kénnen approximale Lé&sionen aufgrund ihrer
veranderten Lichtbrechung von gesundem Schmelz unterschieden werden
(Mitropoulos 1985). Allerdings eignet sich die Methode nicht zur Friherkennung
approximaler Lasionen, da erst spéatere Stadien sicher erkannt werden (Stephen et
al. 1986; Hintze et al. 1998).
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Eine weitere Aufgabe der Kariesdiagnostik besteht darin, als remineralisierbar
einzustufende Lasionen von solchen zu unterscheiden, die nicht mehr
remineralisiert werden kénnen. Die Oberflache nicht kavitierter approximaler
Lasionen kann mittels Zahnseide plaquefrei gehalten werden. Daher werden
solche Lasionen allgemein als remineralisierbar eingestuft. Bei eingebrochener
Oberflache im Approximalraum geht man davon aus, dass keine suffiziente
Plaqueentfernung mehr durchgeflhrt werden kann und somit die Lasionen als
aktiv einzustufen sind. In diesen Féllen wird ein operatives Vorgehen empfohlen.
(Kidd und Pitts 1990; Kidd et al. 2003).

Mit Hilfe von Bissfligelaufnahmen kdénnen keine verlasslichen Aussagen Uber eine
eventuelle Kavitation approximaler Schmelzkaries getroffen werden, da zwischen
réntgenologischer Kariesausdehnung und Kavitation keine gute Korrelation
besteht (Marthaler und Germann 1970; Rugg-Gunn 1972). Allerdings geht man
heute davon aus, dass L&sionen, die rontgenologisch die Schmelz-Dentin-Grenze
Uberschritten haben, in der Mehrzahl Kavitationen aufwiesen (Rugg-Gunn 1972;
Mejare et al. 1985; De Araujo et al. 1992; Ratledge et al. 2001; Kielbassa et al.
2006). Bis heute stellen diese Kenntnisse die Grundlage fir ein invasives
Vorgehen bei derartigen Lasionen dar.

Die Kariesaktivitat stellt ein weiteres Kriterium fr den Therapieentscheid zwischen
invasiver und operativer Therapie dar. Aktive karibse Lé&sionen, welche die
Schmelz-Dentin-Grenze (berschritten haben, sollten eher operativ therapiert
werden als arretierte L&sionen. Leider kann mit einer einmaligen
Réntgenaufnahme keine Aussage Uber die Kariesprogredienz getroffen werden.
Hierflr bedarf es mehrerer Aufnahmen Uber Monate und Jahre hinweg, die eine
eventuelle Progression dokumentieren (Kidd et al. 2003; Kidd und van Amerongen
2003).

Eine aktive Approximalkaries korreliert mit der Blutung der Gingiva der
benachbarten Papille (Ekstrand et al. 1998). Hierbei deutet die Blutung auf einen
erhdéhten Entzindungsgrad der angrenzenden Papille hin. Bei parodontal
gesunden Patienten kann daher eine Blutung der Papille, hervorgerufen durch
vorsichtiges Sondieren, ein hilfreicher diagnostischer Hinweis auf eine aktive

approximale Lasion sein.
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2.5. Therapie der Karies
2.5.1. Klassische Therapieformen

Die klassischen Therapieformen der Karies gliedern sich in non-operative (nicht
invasive, konservative) und operative (invasive, restaurative) Therapien. Daneben
wird zwischen primarer, sekundarer und tertidrer Praventionsebene

unterschieden.

Primare Pravention

Bei der primaren Kariespravention wird durch non-operative MaBnahmen wie
Mundhygieneoptimierung, Fluoridierung, Fissurenversiegelung und
Erndhrungslenkung angestrebt, die &tiologischen Faktoren dahingehend zu
beeinflussen, dass die Entstehung neuer Karies verhindert wird.

Sekundére Pravention

Die sekundare Praventionsebene zielt auf die nicht-invasive Behandlung bereits
vorhandener Erkrankungen ab. Das Ziel ist es hierbei, die Karies in einem
moglichst  frthen  Stadium zu  diagnostizieren, um diese mittels
Mundhygieneoptimierung, Ernahrungslenkung, FluoridierungsmaBnahmen und
Fissurenversiegelung zu arretieren und zu remineralisieren (Ellwood und
Fejerskov 2003).

Tertidre Pravention

Die invasive Kariestherapie ist Bestandteil der tertiaren Pravention. Hierbei
werden als nicht remineralisierbar eingestufte Lasionen mit minimalinvasiven
Restaurationstechniken behandelt. Hierbei muss allerdings auch immer gesunde
Zahnhartsubstanz geopfert werden. An gut zuganglichen Stellen kann der Verlust
an gesunder Zahnhartsubtanz gering gehalten werden. Die klassische
Kavitatenpraparation approximaler Lasionen bedingt hingegen, die Entfernung
eines weitaus gréBeren Anteils an gesunder Zahnhartsubstanz, da die oft noch
gesunde Randleiste entfernt werden muss, um einen Zugang zur approximalen

Lasion zu erlangen (Liebenberg 1996; Ratledge 1999).



18 LITERATURUBERSICHT

2.5.2. Versiegelung und Penetration approximaler karioser Lasionen

Die klinischen gut dokumentierten Erfolge der Versiegelung von Fissurenkaries
(Going et al. 1978; Mertz-Fairhurst et al. 1979; Swift 1988; Mertz-Fairhurst et al.
1998), fiihrten zu der Uberlegung auch Karies der Glattflichen mit
entsprechenden Kunststoffen zu behandeln, um einer weiteren Progression der
Lasion entgegen zu wirken. Schon friih wurde hierbei beobachtet, dass niedrig
viskdse Kunststoffe in die Poren der Schmelzkaries penetrieren (Davila et al.
1975; Robinson et al. 1976). Der Kunstharz Resorcinol-Formaldehyd zeigte
hierbei eine Penetration sowohl in klnstliche als auch natlrliche Karies, auch
wenn hierzu keine quantitativen Angaben gemacht wurden. Aufgrund seiner
toxischen Eigenschaften eignete sich dieses Material Resorcinol-Formaldehyd
jedoch nicht far die klinische Anwendung (Davila et al. 1975; Robinson et al.
1976).

In neueren Studien zur Penetration von Kunststoffen in kariése Lasionen wurden
daher lichthartende Haftvermittler und Fissurenversiegler verwendet (Robinson et
al. 2001; Gray und Shellis 2002; Schmidlin et al. 2004; Meyer-Lueckel et al. 2006).
Diese erwiesen sich als geeignet, um in vitro hergestellte Schmelzlasionen zu
penetrieren.

Im Vergleich zu gesundem Schmelz weist Schmelzkaries ein erhdhtes
Porenvolumen auf. Die Poren innerhalb des Lasionskérpers stellen wahrend der
Progression der Karies Diffusionswege fir Sauren und Mineralien dar. Durch
einen Verschluss dieser Poren durch Penetration mit lichthartenden Kunststoffen
kénnte eine Diffusionsbarriere fiir die Sauren innerhalb der Karies geschaffen
werden, die wirksam eine weitere Progression der Karies inhibiert. Eine
oberflachliche Kunststoffschicht, wie sie bei der Fissurenversiegelung Anwendung
findet, ware dann eventuell unnétig. Bei einer vollstandigen Penetration des
Lasionskorpers kdnnte zudem eine Stabilisierung der pordsen, geschadigten
Schmelzstruktur erreicht werden. Um das Konzept der alleinigen Obturation der
Poren des Lésionskdrpers von dem der oberflachlichen Kariesversiegelung
abzugrenzen wurde hierflr der Begriff ,Kariesinfiltration’ eingefihrt (Paris et al.
2007c).
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In den vielen Studien zur Penetration von Kunststoffen in kariése Lasionen wurde
jedoch eine oberflachliche Kunststoffschicht auf der Lasionsoberflache belassen
(Garcia-Godoy et al. 1997; Robinson et al. 2001; Gray und Shellis 2002; Schmidlin
et al. 2004). Somit ist nicht bekannt, ob der progressionsinhibierende Effekt durch
eine Obturation der Poren oder die oberflachliche Kunststoffschicht erreicht wurde.
Auch in einer klinischen Studie, in der die Progression von versiegelten
approximalen Lasionen untersucht wurde (Martignon et al. 2006), war eine
Kunststoffschicht auf der Oberflache belassen worden, so dass nicht entschieden
werden kann, ob die protektive Wirkung vor allem durch oberflachliche
Versiegelung oder aber durch eine teilweise Penetration des Karieskdérpers mit
Kunststoff erreicht wurde.

Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass eine Verringerung der
Kariesprogression in vitro allein durch die Kunststoffpenetration der Poren des
Lasionskodrpers ohne das Belassen einer oberflachlichen Kunststoffschicht erreicht
werden kann (Mueller et al. 2006; Paris et al. 2006; Meyer-Lueckel und Paris
2008). Ohne die Etablierung einer solchen oberflachlichen Kunststoffschicht,
scheint allerdings eine mdglichst tiefe und vollstindige Penetration des
Lasionskdrpers sinnvoll zu sein. In einigen Untersuchungen wurde daher die Tiefe
der Penetration der Kunststoffe in die Karies gemessen. Dabei konnte gezeigt
werden, dass neben der Erhdéhung der Applikationszeit (Meyer-Lueckel et al.
2006; Paris et al. 2007c) auch eine Atzung bzw. Trocknung der Lasion vor der
Applikation der Kunststoffe zu einer Erh6hung der Penetrationstiefen flhrte (Gray
und Shellis 2002).

Wahrend die klinische Anwendung der Kariesversiegelung bzw. -infiltration an den
oralen und vestibularen Glattflachen wegen des guten Zugangs unproblematisch
ist, scheint eine Behandlung approximaler Lasionen schwieriger. Um Kklinisch
Zugang zu approximalen L&sion zu erhalten, bietet sich neben der Mglichkeit der
Behandlung wahrend der Praparation einer Klasse-lI-Kavitat am Nachbarzahn, die
temporare Separierung der betroffenen Zahne durch orthodontische Gummiringe
an (Martignon et al. 2006). Bei dieser Technik, die in der Kieferorthopadie zum
Anbringen von Bandern genutzt wird, wird ein kleiner Gummiring um den zu

trennenden Approximalkontakt gespannt. Nach einer Tragezeit von 2-7 Tagen



20 LITERATURUBERSICHT

sind die benachbarten Zahne 0,35-1 mm separiert (Pitts und Longbottom 1987;
Seddon 1989). Diese Separation reicht aus, um eine Versiegelung technisch

durchzufthren (Martignon et al. 2006).

2.6. Erosion der Oberflachenschicht

Die Oberflachenschicht kariéser Lasionen weist in der Regel ein wesentlich
geringeres Porenvolumen und damit eine geringere Porositat als der darunter
gelegene  Lasionskorper auf  (Silverstone 1973). Die pseudointakte
Oberflachenschicht wirkt durch ihr geringes Porenvolumen als Diffusionsbarriere,
die eine Penetration des Kunststoffes in die Lasion negativ beeinflussen kénnte.
Eine Perforation oder Entfernung der pseudointakten Oberflachenschicht scheint
daher notwendig zu sein, um eine Penetration der Lasion mit Kunststoff zu
erreichen. Kiinstliche L&sionen konnten durch eine kurze Atzung mit 37%iger
Phosphorsaure derart konditioniert werden, dass eine Penetration eines Adhasivs
in den Lé&sionskérper gezeigt werden konnte (Gray und Shellis 2002). In einer
Falldarstellung wurde die mechanische Entfernung der obersten mineralisierten
Schicht mit rotierenden Instrumenten beschrieben (Croll 1987). Dieses Vorgehen
scheint jedoch fOr approximale L&sionen, nur bei gleichzeitiger
Kavitatenpraparation am benachbarten Zahn anwendbar zu sein.

Im Gegensatz zu klnstlichen L&sionen weist natirliche Schmelzkaries haufig
wesentlich dickere und inhomogenere Oberflachenschichten auf (Bergman und
Lind 1966; Meyer-Lueckel et al. 2007). Daher konnte in einer aktuellen Studie
keine vollstandige Erosion der Oberflachenschicht natiirlicher Karies durch Atzung
mit Phosphorsaure fir 30-120 s erreicht werden. Im Gegensatz hierzu wurde nach
der Atzung mit einem experimentellen 15%igen Salzsduregel eine nahezu
vollstandige Entfernung der Oberflachenschicht erreicht (Meyer-Lueckel et al.
2007).
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Die Penetration von Schmelzkaries mit niedrig viskdsen Adhasiven oder
Fissurenversieglern kénnte neben der Fluoridierung und der Flllungstherapie eine
weitere Therapieform zur Behandlung von kariéser L&sionen darstellen. Im
Vergleich zu den pseudointakten Oberflachenschichten von in vitro erzeugten
Lasionen weisen natirliche Lasionen haufig durch Remineralisationsvorgange
ausgebildete, dickere Oberflachenschichten auf. Hierdurch kénnte die Penetration
eines Kunststoffes trotz zuvoriger Atzung mit 37%iger Phosphorsdure erschwert
werden. Durch eine Atzung mit 15%igem Salzsduregel kann eine vergleichbar
starkere Erosion der Oberflachenschicht erreicht werden. Das Ziel der
vorliegenden In-vitro-Untersuchung war es daher, die Eignung eines 37%igen
Phosphorsauregels und eines 15%igen Salzsauregels zur Konditionierung initialer
Schmelzlasionen vor anschlieBender Behandlung mit dem Adhé&siv Excite zu

evaluieren.

Hypothesen:

I. Die Pseudointakte Oberflachenschicht natirlicher Karies verhindert die
Penetration eines Adhasivs in den Lasionskdrper.

[I. Nach Konditionierung der kariésen Lasionen mit 15%igem Salzsauregel fir
120 s ist eine tiefere Penetration eines Adhasivs in den Lasionskérper
feststellbar als nach Konditionierung mit 37%igem Phosphorsauregel.

[ll. Die Penetrationstiefe ist abhangig von der réntgenologisch und histologisch

ermittelten Lasionsausdehnung.
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4. MATERIAL UND METHODEN
4.1. Sammlung der Probenzahne

Fir die vorliegende Studie wurden humane permanente Molaren und Pramolaren
mit approximalen oder vestibularen initialen kariésen Lasionen verwendet. Zahne
die einen zu starken Zerstdérungsgrad aufwiesen, wurden ausgeschlossen. Die
extrahierten humanen Zahne wurden von einer Entsorgungsfirma far
Dentalmaterialien (Enretec, Velten, Deutschland) bezogen. Die Zahne wurden in
20%igem Ethanol angeliefert und nach vorsichtiger Sauberung in isotoner
Kochsalzlésung (NaCl-Lésung 0,9 %; Delta Select) gelagert.

4.2. Charakterisierung der Lasionen

Roéntgenologische Kariesausdehnung

Von jedem Zahn wurde zunachst die rontgenologische Ausdehnung der Karies
erfasst. Eine speziell konstruierte Apparatur diente hierbei der Fixierung der Zéahne
und der Roéntgenbilder (Abb. 3). Im natirlichen Gebiss durchdringen die
Réntgenstrahlen Gewebe wie die Wange und den Zahnhalteapparat, bevor diese
auf den Zahn und den dahinter befindlichen Film auftreffen. Um diese natrlichen
Gewebe zu simulieren, wurde eine 30 mm dicke Plexiglasscheibe in den
Strahlengang gelegt.

Mit einem zahnarztlichen Réntgengerat (Heliodent MD; Siemens, Bensheim,
Deutschland) wurde dazu ein standardisiertes (0.12 s, 60 kV, 7.5 mA)
rontgenologisches Einzelbild (Ektaspeed; Kodak, Stuttgart, Deutschland)
angefertigt und anschlieBend entwickelt (Entwickler XE 24-1I; Diarr Dental,
Bietigheim-Bissingen, Deutschland).

Die réntgenologische Ausdehnung der Karies wurde von zwei Untersuchern
unabhangig voneinander bewertet. Im Fall fehlender Ubereinstimmung zwischen
beiden Untersuchern wurden die betreffenden Rdntgenbilder erneut gemeinsam
ausgewertet. Die Kategorisierung der Approximalkaries erfolgte nach folgendem

Schema: Karies der auBeren (R1) bzw. der inneren (R2) Schmelzhalfte und Karies
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des auBeren (R3) oder des inneren pulpanahen (R4) Dentinbereichs (Marthaler
und Germann 1970).

Rontgengerat Plexiglas Zahn Film
30 mm
w |
=7
[ f*‘J \:/
L]
=

Abb. 3: Apparatur zur Fixierung des Einzelzahnes und des Réntgenbildes. Eine 30 mm dicke
Plexiglasscheibe diente dabei der Simulation der natiirlichen Weichgewebe.

Histologische Kariesausdehnung

Im Folgenden wurde die histologische Ausdehnung der Karies untersucht. Hierzu
wurden zunachst die Wurzeln der Zahne unter standiger Wasserkihlung mit einer
Bandsage (Exakt 300cl; Exakt Apparatebau, Norderstedt, Deutschland) und einem
200 um dicken Sageblatt abgetrennt. Ein zweiter Schnitt wurde senkrecht zur
Zahnoberflache durch die Léasionsmitte gefiihrt, so dass je zwei Lasionshalften
resultierten. Um den Substanzverlust der Lasionen an der Schnittstelle méglichst
gering zu halten, wurde fir diesen Schnitt ein 100 um dickes Sageblatt verwendet.
Von den so entstandenen Zahnhalften wurden zu Dokumentationszwecken
digitale Einzelbilder (Nikon D 100, Japan) angefertigt. AnschlieBend erfolgte eine
stereomikroskopische Betrachtung (Stemi SV 11; Carl Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) der Lasionen beider Probenhélften. Hierbei wurde die histologische
Ausdehnung der Lasionen bestimmt, wobei analog zu der réntgenologischen
Kariesausdehnung (Marthaler und Germann 1970) C1 L&sionen bis zur auBeren
Schmelzhalfte, C2 bis in die innere Schmelzhalfte, C3 bis zur Mitte des Dentins
und C4 bis zur Pulpa reichten. Auch die Auswertung der histologischen
Kariesausdehnung wurde von zwei Untersuchern unabh&ngig voneinander

vorgenommen und im Falle fehlender Ubereinstimmung im Konsens bewertet.
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4.3. Aufteilung der Lasionen auf die Gruppen

Fir den Versuch wurden insgesamt 45 Molaren oder Pramolaren mit
approximalen Lasionen verwendet. Korrespondierende Lasionshalften, welche
nach der Durchtrennung eine vergleichbare Kariesausdehnung an der jeweiligen
Schnittflache aufwiesen, wurden mit den zwei zu vergleichenden S&uregelen
geatzt. Wahrend eine Halfte jeweils mit 37%iger Phosphorsaure konditioniert
wurde, erfolgte die Atzung der korrespondierenden Halfte mit 15%iger Salzs&ure.
Von jeder Lasionsausdehnung (C1, C2, C3) wurden jeweils 10 paarige Halften mit
den zwei Sauregelen konditioniert und anschlieBend mit einem Adhasiv behandelt
(Abb. 4).

Die Lasionen, die nach dem Durchtrennen eine ungleiche Kariesausdehnung
aufwiesen [zum Beispiel: eine der Halften wies eine Ausdehnung bis in die auBere
Schmelzhalfte (C1) und die korrespondierende Halfte eine Ausdehnung bis in die
innere Schmelzhélfte (C2) auf], wurden der unpaarigen negativen Kontrollgruppe
zugeordnet. In dieser Gruppe wurden jeweils nur die Zahnhalften mit der tieferen
Lasionsausdehnung verwendet. Diese wurden ohne vorherige Konditionierung mit
dem Adhéasiv behandelt. Die 30 unpaarigen Zahnhalften wurden ebenfalls in ihrer
Kariesausdehnung nach in die Gruppen C1, C2 und C3 eingeteilt (Abb. 4).

permanente Molaren und Pramolaren

45 Zahne
C1 C2 C3
, P ™ % N
e \\ ,/,, \\ e \\

‘unpaarig ‘ Halften ‘ unpaarig‘ ‘ Halften ‘ ‘unpaarig‘ ‘ Halften ‘

g A i [\ / [

/ A\ ! \ / Ay
neg. 37 % 15 % neg. 37 % 15 % neg. 37 % 15 %
Kontrolle H,PO, HCI Kontrolle H,PO, HCI Kontrolle H,PO, HCI
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10

Abb. 4: Aufteilung der Lasionshalften auf die verschiedenen Gruppen.
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4.4. Konditionierung der karidsen Lasionen

Um einen Kontakt der Sauregele und des Adhéasivs mit den Schnittflachen der
Lasionen zu verhindern, wurden diese mit einem Nagellack (Betrix, Frankfurt,
Deutschland) abgedeckt. Von den paarigen Lasionshélften wurde jeweils eine
Halfte mit einem experimentellen 15%igem Salzsauregel (Meyer-Lueckel et al.
2007) (Tab. 1) und die korrespondierende Halfte mit einem kommerziell
erhaltlichen 37%igem Phosphorsauregel (HsPOs; total etch; Ivoclar Vivadent,
Schaan, Lichtenstein) fir jeweils 120 s geatzt (Abb. 5). AnschlieBend wurden die

Gele mittels eines dentalen Sprayaufsatzes fir 30 s griindlich abgespult.

Tab. 1: Zusammensetzung des 15%igen Salzsauregels (pro 100 g)

Inhaltsstoffe Menge
HCI-Lésung (25%ig) 60 g
Glycerol 22 g
Hochdisperses Siliziumdioxid 8¢
Methylenblaulésung (1%ig) 10 ¢

Das experimentelle HCI-Gel wurde von der Apotheke der Charité — Universitatsmedizin Berlin fir
den Versuch hergestellt.

Bei den Lé&sionen der negativen Kontrollgruppe, wurde auf eine Konditionierung
verzichtet. Um das im L&sionskdrper verbliebene Wasser zu entfernen, wurden die
Proben im Folgenden fir 60 s in Ethanol (100 %) gelagert und anschlieBend mit

einem dentalen Sprayaufsatz fir weitere 60 s getrocknet.

4.5. Behandlung der kariésen Lasionen mit dem Adhasiv

Ein zuvor mit 0,1 % rotem Fluoreszenzfarbstoff (Tetramethylrhodamin-
isothiocyanat; TRITC Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) markiertes
Dentinadhasiv (Excite; Ivoclar Vivadent) wurde mittels Pinsel auf die Lasion
aufgetragen (Abb. 5). Nach einer Applikationszeit von 5 min wurde
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Uberschissiges Material mit einer Watterolle entfernt und der Kunststoff fir 60 s
lichtgehartet (Translux CL; Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland).

Atzung Auftragen des Adhasivs Hartung
p_____§
Atzgel —
Oberflachenschicht < ’ ;

Lasionskorper @ m -
Schmelz
Dentin

Adhasiv markiert mit TRITC Uberschuss entfernt

Abb. 5: Behandlung der Schmelzlasionen

4.6. Vorbereitung der Zahne fir die konfokalmikroskopische Untersuchung

Die Zahnproben wurden in speziellen Einbettformen aus Silikon (Protesil DUR,;
Dentsply, Kdln, Deutschland) in einen Methacrylatkunststoff (Technovit 4071;
Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland) eingebettet. Die so entstandenen
Zahnproben wurden hiernach grob zur Schnittflache parallelisiert und mit
Schleifpapier (Kérnung 320; Exakt Apparatebau) zu 1 mm dicken Scheiben
geschliffen. AnschlieBend wurden die Proben mit Sekundenkleber (Henkel,
Dusseldorf, Deutschland) auf Objekttrager aus Plexiglas (Diaplus, Oststeinbeck,
Deutschland) geklebt und mit gewassertem Schleifpapier aufsteigender Kérnung
(Schleifpapier Kdérnung 1200, 2500, 4000; Exakt Apparatebau) endgultig
parallelisiert und poliert (Exakt Mikroschleifsystem; Exakt Apparatebau).

Um die nicht vom Adhasiv penetrierten Anteile der Karies in der spateren
konfokalmikroskopischen Auswertung sichtbar zu machen, wurden die Proben mit
einem zweiten, grin fluoreszierenden, Farbstoff markiert. Hierzu wurden die
Proben flir drei Stunden bei Raumtemperatur in 0,1 mM Natriumfluorescein
(Sigma Aldrich) geldst in 50%igem Ethanol gelagert. Abbildung 6 veranschaulicht
zusammenfassend die Verarbeitung der Proben.
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Trennen durch die Lasion histologische Untersuchung Lacken der Schnittflache
und Einteilung

l ) Pas Py

CLSM-Untersuchung Parallelisieren und Politur Infiltration
Vi 4 T
4'

=] ..:_E\\.I'
L an )

Abb. 6: Versuchsaufbau: Zunéchst wurden die Probenzahne in der Mitte durchtrennt und dann
nach ihrer histologischen Kariesausdehnung unterteilt. Hiernach wurden die Schnittflachen der
Probenhélften mit Nagellack abgedeckt und die zuvor geétzten L&sionen mit dem Adhésiv
penetriert. Im Anschluss wurden Schliffe fir die Untersuchung am Konfokalen-Laser-Raster-
Mikroskop (CLSM) angefertigt.

4.7. Konfokalmikroskopische Untersuchung

Die Auswertung der Proben erfolgte mit einem Konfokalen-Laser-Raster-
Mikroskop (CLSM, TCS NT; Leica, Heidelberg, Deutschland) im
Dualfluoreszenzmodus. Das von einem ArKr-Laser emittierte Licht wurde mittels
eines akusto-optischen Filterelementes (AOTF) in die Spektralfarben aufgeteilt
und gefiltert. Das so gewonnene Anregungslicht hatte zwei Wellenlangenmaxima
bei 488 nm und 568 nm. Fir die Detektion des vom Natriumfluorescein (FNa)
emittierten Lichtes wurde ein 525/50 nm Bandpassfilter verwendet. Das vom
Tetramethylrhodaminisothiocyanat (TRITC) emittierte Fluoreszenzlicht wurde
durch einen 590 nm Langpassfilter von reflektiertem und gestreutem Licht gefiltert
(Abb. 7). Die Aufnahmen erfolgten mit einem 10fach Objektiv bei einer lateralen
Aufldsung von 1024x1024 Pixeln.
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Funktionsweise des verwendeten CLSM. Der Argon-
Krypton-Laser erzeugt ein Anregungslicht, das durch einen akusto-optischen Filter (AOTF) und
halbdurchlassige Spiegel gelenkt wird, um Anregungslicht zweier unterschiedlicher Wellenlangen
zu gewinnen. Das emittierte Licht wird ebenfalls durch halbdurchlassige Spiegel und Filter geleitet,
um selektiv die verschiedenen Fluoreszenzen darstellen zu kénnen.

4.8. Auswertung der gewonnenen Bilder

Die mit Hilfe des Konfokalmikroskops angefertigten Bilder der Lasionen wurden in
roten und grinen Falschfarben dargestellt. Gesunde Bereiche des Schmelzes
wurden aufgrund ihrer fehlenden Porositat nicht penetriert und wiesen keine
Fluoreszenz auf. Die vom Adhasiv penetrierten Bereiche der L&sion stellten sich
rot dar. Die Anteile der L&sion, die ein erhéhtes Porenvolumen aufwiesen, aber
nicht vom Adhéasiv penetriert wurden, stellten sich hingegen grin dar.

Mit Hilfe der Bildbearbeitungssoftware LCS Lite (Leica Confokal Software; Leica)
konnten die am CLSM im Dualfluoreszenzmodus angefertigten Bilder
Ubereinander gelegt werden (Abb. 8). Um standardisierte Messwerte der Proben
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zu erhalten, wurde mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms Image J (National
Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA) jedes Bild mit einem 100 um-Raster
unterlegt. Somit konnten bei jeder Probe je nach L&sionsgréBe bis zu zehn
Messwerte entlang der Rasterlinien im Abstand von 100 um gemessen werden.

TRITC
o Overlay
FNa
)

Abb. 8: Am CLSM gewonnene Bilder, die im Overlaymodus (bereinander gelegt und anschlieBend
mit einem Raster versehen wurden.

Die Auswertung der Bilder erfolgte mit der Mikroskopiesoftware (Axio Vision 4.2;
Zeiss, Minchen, Deutschland). Bei allen Proben wurden die Lasionstiefe, die
Penetrationstiefe  des  Adhéasivs und die verbliebene pseudointakte
Oberflachenschicht vermessen (Abb. 9).

Lasionstiefe:
Die Lasionstiefe wurde als der Bereich definiert, der von der Probenoberflache bis
zu den Schmelzprismen in der L&sion reichte, die nicht mehr von grin

fluoreszierendem Kunststoff ausgefullt waren.

Penetrationstiefe:

Als Penetrationstiefe wurde die Zone definiert, die sich zwischen der
Probenoberflache und dem Ende der Schicht des fluoreszierenden Adhé&sivs rot
darstellte.
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Pseudointakte Oberflachenschicht:

Als pseudointakte Oberflachenschicht wurde der Bereich definiert, der sich
gelegentlich zwischen der Probenoberflaiche und den grin oder rot
fluoreszierenden Schmelzprismen erstreckte und sich schwarz darstellte.

CLSM-Bild

Oberflachenschicht
Penetrationstiefe

Lasionstiefe

B TRITC (Adhasiv)

NaFluorescein (Poren)
Bl Mineral (nicht porés)

Abb. 9: Schematische Darstellung der Vermessung der Proben am CLSM

4.9. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Um die Auswirkungen der Atzung mit den zwei Sauregelen auf die
Lasionsoberflache zu demonstrieren, wurden vier exemplarische initiale Lasionen
vor und nach der Atzung mit den zwei Sauregelen (siehe 4.4.) sowie nach der
Penetration mit dem Adhasiv (siehe 4.5.) rasterelektronenmikroskopisch
untersucht.

Die Proben wurden bei 21 °C fir 24 Stunden getrocknet und mit Gold besputtert
(Sputtergerdt SCD  040; Balzers, Liechtenstein). Die anschlieBende
rasterelektronenmikroskopische (REM) Untersuchung erfolgte bei einer
Anodenspannung von 16 kV im Sekundarelektronenmodus (Cam Scan Maxim
2940; Electron Optics, Waterbeach, GroBbritannien) bei 2200facher

VergrdBerung.
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4.10. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SPSS (Version 12.0 firr
Windows; SPSS GmbH, Minchen, Deutschland). Die ermittelten Werte fiir die
Penetrations- und Lasionstiefen wurden zunéchst mit dem Kolmogorov-Smirnov-
Test auf Normalverteilung geprift. AnschlieBend wurden die Daten entsprechend
ihrer Verteilung mit nonparametischen Tests (Kruskal-Wallis Test, Mann-Whitney-
Test, Wilcoxon-Test) analysiert. FUr alle statistischen Tests wurde ein

Signifikanzniveau von 5 % gewahilt.
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5 ERGEBNISSE
5.1. Qualitative Auswertung
5.1.1. Konfokalmikroskopische Auswertung

Die Methode der Dualfluoreszenz ermdglichte eine differenzierte Darstellung
verschiedener Strukturen durch Falschfarben in den konfokalmikroskopischen
Bildern (Abb. 10C-F). Porése Strukturen wie der Lasionskérper (LK) stellten sich
durch Imbibition mit Natriumfluoresceinlésung griin dar. Strukturen mit geringem
Porenvolumen wie gesunder Schmelz (GS) und die pseudointakte
Oberflachenschicht (OS) zeigten keine Fluoreszenz und erschienen daher in den
konfokalmikroskopischen Bildern schwarz. Kunststoffpenetrierte Bereiche (A)
waren durch eine rote Fluoreszenz gekennzeichnet.

Die Lasionshélften, die mit 15%igem Salzsauregel geatzt worden waren, zeigten
regelmaBig eine deutliche Penetration der oberflachlichen Anteile des
Lasionskoérpers (Abb. 10C). Charakteristisch fir das Penetrationsverhalten war,
dass der Kunststoff zunachst entlang der Prismenzentren in den Lasionskérper
penetrierte, wahrend die Porositaten der Prismenscheiden erst spater penetriert
wurden (Abb. 10E).

Die Lasionshalften, welche mit 37%iger Phosphorsaure geatzt worden waren,
zeigten nur eine oberflachliche Penetration mit Adhasiv. Eine pseudointakte
Oberflachenschicht wurde in fast allen Lasionen nachgewiesen (Abb. 10D).

Die Léasionen der unbehandelten Kontrollgruppe zeigten keine Anzeichen von
Kunststoffpenetration. Der rote Farbstoff war lediglich als diinne, kaum sichtbare
oberflachliche Schicht bei einigen Lasionen erkennbar. An der Oberflache der
karidsen Lasionen war bei fast allen Proben eine Oberflachenschicht mit geringem
Porenvolumen erkennbar (Abb. 10F).
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Abb. 10: Exemplarische Darstellung von Schmelzlasionen vor (A, B: Stereomikroskop) und nach
Kunststoffpenetration (C-E: CLSM). A: Aufsicht auf eine approximale Schmelzkaries. B: Nach dem
Trennen der L&sion in zwei Hélften ist die Ausdehnung bis in die innere Schmelzhélfte (C2) zu
erkennen. C: Die mit HCI-Gel geétzte L&sionshélfte zeigt eine Penetration des rot markierten
Adhésivs (A) in die oberflachlichen Teile des Lasionskérpers (LK). Gesunder Schmelz (GS) ist
schwarz dargestellt. Zur besseren Veranschaulichung ist die Lé&sionsoberflaiche durch eine
gestrichelte Linie markiert. D: Die mit H3PO,4-Gel geétzte korrespondierende Halfte zeigt eine nur
sehr oberflachliche Penetration des Adhasivs (A). Eine deutliche Oberflachenschicht (OS) ist
erkennbar. E: VergrdBerte konfokalmikroskopische Darstellung der von Kunststoff penetrierten
Anteile des Lasionskorpers einer mit HCI-Gel konditionierten L&sion. Die Penetration des Adh&sivs
(A) entlang der Prismenkerne in den Lasionskérper (LK) ist deutlich erkennbar. F: Bei den nicht
konditionierten (geatzten) Lasionen der Kontrollgruppe war keine Kunststoffpenetration erkennbar.
Eine Oberflachenschicht (OS) war dagegen regelmaBig zu beobachten. [Bilder aus (Paris et al.
2007d)]
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5.1.2. Rasterelektronenmikroskopische Auswertung

Die rasterelektronenmikroskopische Darstellung ungeatzter Lasionen zeigte im
Vergleich zu gesundem Schmelz etwas unregelmaBigere Oberflachen. Nur relativ
wenige Porositaten der Oberflache waren erkennbar (Abb. 11A).

Lasionen, welche mit Salzsauregel fir 120 s geatzt worden waren, zeigten
dagegen ein charakteristisches Atzmuster mit Akzentuierung der Prismenstruktur.
Haufig wurden Erosionen im Bereich der Prismenkerne beobachtet (Atzmuster I).
Etwas seltener fanden sich starkere Erosionen in der Prismenperipherie
(Atzmuster 11). Im Allgemeinen traten beide Atzmuster jedoch nebeneinander und
ungeordnet auf (Atzmuster lll). Durch die Atzung wurden einzelne Kristallite
freigelegt. Porositaten zwischen den Kristalliten und trichterférmigen Léchern
konnten bevorzugt in den Prismenkernen beobachtet werden (Abb. 11B).

Im Gegensatz dazu zeigten Oberflachen, welche mit Phosphorsauregel fir 120 s
geatzt worden waren ein unregelmaBigeres Atzmuster. Eine Prismenstruktur war
seltener erkennbar und auch Porosititen wurden seltener als nach
Salzsaureéatzung beobachtet (Abb. 11C).

Mit Hilfe der rasterelektronenmikroskopischen Bilder kunststoffpenetrierter
Lasionsoberflachen konnte gezeigt werden, dass nach dem Abwischen
Uberstehender Kunststoffreste vor dem Ausharten des Materials keine
Kunststoffschicht an der Oberflache verblieb. Die Kunststoffapplikation flhrte zu
einem Verschluss fast aller zuvor durch Atzung freigelegter Poren. Die
Prismenstruktur, welche nach der Atzung beobachtet werden konnte, war nur
noch schemenhaft erkennbar (Abb. 11D).



ERGEBNISSE 35

Abb. 11: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Oberflache einer initialen Lasion. A: Die
unbehandelte Lasionsoberfliche zeigt kaum Porositdten. B: Die mit Salzsduregel geatzte
Oberflache zeigt eine charakteristische Prismenstruktur. Einzelne Kristallite sind freigelegt. Im
Bereich der Prismenkerne sind viele Porositaten erkennbar. C: Die mit Phosphorsaure geatzte
Oberflache zeigt nur wenige Porositaten. Eine Prismenstruktur ist kaum erkennbar. D: Die
Oberflache einer mit Salzsdure geatzten und kunststoffpenetrierten L&sion zeigt deutlich weniger
Porositaten als vor der Applikation des Kunststoffes. Die aufgeraute Struktur l&sst auf das Fehlen
einer Kunststoffschicht auf der L&sionsoberflache schlieBen [Bilder aus (Paris et al. 2007d)].
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5.2. Quantitative Auswertung
5.2.1. Penetrationstiefe

Lasionen, welche mit Salzsauregel geatzt worden waren, zeigten signifikant
héhere Penetrationstiefen [Mittelwert (Standardabweichung)] [58 (37) um] als die
mit HaPO4-Gel konditionierten korrespondierenden Halften [18 (11) um] (p < 0,001;
Wilcoxon). Die ohne vorherige Konditionierung behandelten Lasionen zeigten fast
keine Kunststoffpenetration [0 (1) um)] (Abb. 12).

Far keine der drei Vorbehandlungen konnten signifikante Unterschiede zwischen
unterschiedlichen mikroskopischen Lasionsausdehnungen (C1-C3; Abb. 12 a) und
réntgenologischen Stadien (R0-R4; Abb. 12b) nachgewiesen werden (p > 0,05;
Kruskal Wallis).
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Abb. 12: Penetrationstiefen des Adhésivs fur die verschiedenen Vorbehandlungen (unbehandelte
Kontrolle: KTR; mit Phosphorsduregel geétzte L&sionen: Hi;PO, mit Salzsduregel geatzte

Lasionen: HCI) A: Unterteilung der Lasionen nach histologischer Kariesausdehnung C1-C3 (n = 10
pro Gruppe) B: Unterteilung der Lasionen nach réntgenologischer Stadien R0-R3 (Fallzahl tber
den jeweiligen Boxplots). Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind mit Sternen
gekennzeichnet (*p<0,05 ; **p<0,01; ***p<0,01; Wilcoxon, Mann Whitney).
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5.2.2_Einfluss der Oberflachenschicht

Lasionen bei denen die Oberflachenschicht durch das Atzen komplett entfernt
werden konnte (KTR: n =0; H3PO4: n =2; HCI: n = 8), wiesen signifikant héhere
Penetrationstiefen auf [65 (35) pm] als Lasionen, die nach Atzung noch Reste der
Oberflachenschicht aufwiesen [33 (31) um] (p < 0,01; Mann-Whitney).

Die Lasionen der Kontrollgruppe ohne Saurekonditionierung zeigten eine mittlere
Oberflachenschichtdicke von [42 (23) pum]. In der Gruppe mit HsPO4-Atzung
wurden verbleibende mittlere Oberflachenschichtdicken von [37 (42) um]
gemessen. In der Gruppe mit HCI-Konditionierung wurden im Verglich zu den
anderen beiden Gruppen signifikant geringere Oberflachenschichtdicken [20 (18)
um] beobachtet (p < 0,05).
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6 DISKUSSION
6.1. Diskussion von Material und Methode
6.1.1. Naturliche Schmelzlasionen

Flr die Zwecke der vorliegenden Studie wurden humane Molaren und Pramolaren
mit  natlOrlichen karidsen Lasionen verwendet. In der bisher zur
Kunststoffpenetration kariéser Lasionen verfligbaren Literatur wurde tUberwiegend
die Behandlung kiinstlicher Lasionen beschrieben (Gargia-Godoy et al. 1997;
Gray und Shellis 2002; Mueller et al. 2006; Paris et al. 2006; Meyer-Lueckel und
Paris 2008). Lediglich in zwei é&lteren Studien wurde die Penetration von
Kunststoffen auch in natirliche Lasionen exemplarisch beschrieben, ohne jedoch
quantitative Aussagen zu treffen (Davila et al. 1975; Robinson et al. 1976).
Natlrliche L&sionen weisen im Vergleich zu den in der Vergangenheit haufig
untersuchten kinstlichen Lasionen entscheidende strukturelle Unterschiede auf.
Wahrend natirliche Lasionen im Schliffbild eine typische Keilform zeigen, weisen
kinstlich erzeugte L&sionen eine Uber ihre Flache relativ konstante Lasionstiefe
auf. Bei kinstlichen Lasionen werden Oberflachenschichten von 20-30 um Dicke
gefunden (Silverstone 1973). Natlrliche Lasionen sind im Munde des Patienten, je
nach Erndhrungsverhalten und Mundhygiene, unterschiedlich ausgepragten De-
und Remineralisationsvorgangen ausgesetzt, was dazu fthrt, dass die Dicke der
Oberflachenschicht von Zahn zu Zahn betrachtlich variieren kann (Meyer-Lueckel
et al. 2007). Aufgrund der inhomogenen Plaqueanlagerung auf der Oberflache
einzelner Lasionen wahrend der Entstehung natirlicher Karies variieren
Lasionstiefe, Dicke der Oberflachenschicht, Porenvolumen und Mineralverlust
zudem auch innerhalb einzelner kariéser Lasionen (Meyer-Lueckel et al. 2007).
Aufgrund der genannten strukturellen Unterschiede zwischen klnstlichen und
natUrlichen karidsen Lasionen ist es daher sinnvoll, die Konditionierung in
Vorbereitung auf eine Kariesinfiltration an nattrlichen Lasionen zu evaluieren.

Im Gegensatz zu kinstlichen Lasionen, die in groBen Mengen mit relativ geringem
Aufwand hergestellt werden kénnen, ist die Beschaffung von nattrlichen kariésen
Zahnen in ausreichender Menge problematischer. In der vorliegenden

Untersuchung wurden die extrahieten Zahne von einer dentalen
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Entsorgungsfirma bezogen. Die Zahne wurden von verschiedenen Zahnarzten
gesammelt, in der Firma vorsortiert und bis zur weiteren Verwendung bzw.
Entsorgung in 20%iger Ethanollésung gelagert. Obwohl eine Lagerung in
100%iger Luftfeuchtigkeit winschenswert gewesen ware, weil hierbei jegliche
chemische Interaktion mit dem Lagerungsmedium ausgeschlossen werden
kénnte, scheint die Lagerung in alkoholischer Ldsung keine nachweislich
negativen Auswirkungen auf das Demineralisationsverhalten von Schmelz zu
haben (Rieben et al. 2006). Dennoch kann eine Beeinflussung des
Penetrationsverhaltens durch das alkoholische Lagerungsmedium nicht véllig
ausgeschlossen werden.

Die ethischen Aspekte der Verwendung menschlicher Koérpermaterialien fur
medizinische Forschung wird in Deutschland durch eine Stellungnahme der
zentralen Ethikkommission beschrieben (Zentrale-Ethikkommission 2003). Die
Verwendung der Z&hne in der vorliegenden Untersuchung erflllte die unter
Paragraph E Il 8 der Stellungnahme beschriebenen Voraussetzungen und war
somit auch ohne individuelle Einwilligung der Spender ethisch vertretbar.

Wie anhand von Konkrementen und dem geringen kariésen Zerstérungsgrad
einiger der gesammelten Zahne zu vermuten war, erfolgte deren Extraktion
wahrscheinlich teilweise aus parodontologischen Grinden. Extraktionen, die
aufgrund parodontaler Erkrankungen indiziert sind, werden vorwiegend bei alteren
Menschen vorgenommen. Die Inzidenz approximaler Karies hat jedoch einen
Hbhepunkt in der Adoleszenz und im frilhen Erwachsenenalter. Die Beschaffung
von Zahnen mit approximalen Lasionen dieser Altersgruppe gestaltet sich jedoch
schwierig. Aufgrund des frihen  Extraktionszeitpunktes im  Rahmen
kieferorthopadischer Behandlungen weisen die dort entfernten Zdhne haufig noch
keine approximalen kariésen Lasionen auf. Die Zahne alterer Patienten waren im
Laufe des Lebens haufiger De- und Remineralisationsphasen ausgesetzt, was zu
strukturellen Unterschieden (vor allem im Mineralisationsgrad) geflhrt haben
konnte. Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass ein Teil der verwendeten
Lasionen arretiert war bzw. zu einem Zeitpunkt geringer Kariesaktivitat extrahiert
wurde. Die Evaluation der Kariesaktivitdt einzelner L&sionen war bei dem

gegebenen Versuchsaufbau post extraktionem nicht méglich.
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Auch fUr den klinischen tatigen Zahnarzt ist es kaum mdglich, bei einer einmaligen
Inspektion einer karidsen L&sion eine Aussage Uber deren Kariesaktivitat zu
treffen (Ekstrand et al. 1998). Demzufolge werden in der klinischen Anwendung
der Kariesinfiltration neben L&sionen hoherer Kariesaktivitait auch solche
niedrigerer Kariesaktivitdt bzw. teilweise arretierte Lasionen behandelt werden.
Aus diesem Grund sollte auch die Behandlung teilweise arretierter Lasionen mit
einem niedrig viskdsen Kunststoff zu voraussagbar sicheren
Behandlungsergebnissen im Sinne einer ausreichenden Kunststoffpenetration

fuhren.

6.1.2. Sauren

Das Ziel der vorliegenden Studie war der Vergleich zweier S&uregele, hinsichtlich
ihrer  Fahigkeit natlrliche karibse Lasionen far eine anschlieBende
Kunststoffpenetration zu konditionieren. In einer vorangegangenen Studie der
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass mit einer Konditionierung mit
37%igem Phosphorsauregel keine vollstandige Erosion der Oberflachenschicht
natUrlicher kariéser Lasionen erreicht werden kann (Meyer-Lueckel et al. 2007). Im
Gegensatz hierzu flhrte in der genannten Studie die Konditionierung mit 15%igem
Salzsauregel zu einer signifikant stéarkeren Erosion der Oberflachenschicht. Diese
Erkenntnisse bildeten die Grundlage fir die Erstellung der Hypothesen der
vorliegenden Studie.

In der vorliegenden Arbeit wurden ein experimentelles 15%iges Salzsauregel und
handelslbliches 37%iges Phosphorsauregel verwendet. Phosphorsaure findet in
der Zahnmedizin fir die Konditionierung von Schmelz und Dentin fir die adhasive
Befestigung zahnfarbener Restaurationen eine breite Anwendung. Phosphorsaure
ist eine schwache, also unvollstandig dissoziierende Saure, deren Verwendung in
Konzentrationen von bis zu 40 % in der Mundh&hle unbedenklich erscheint.
Salzsaure ist eine starke, also vollstdndig dissoziierende S&ure. Sie ist in der
Zahnmedizin weit weniger verbreitet als Phosphorsaure, findet aber in der

Asthetischen Zahnheilkunde bei der Schmelz-Mikroabrasion Anwendung. Hierbei



DISKUSSION

wird die Saure in einem Gemisch mit Bimsstein verwendet, um Verfarbungen der
Schmelzoberflache zu reduzieren (Croll und Cavanaugh 1986). Da ein langerer
Kontakt der Saure mit Gingiva und anderen Weichgeweben in der Mundhdhle des
Patienten zu Ulzerationen flihren kann (Croll 1987), sollte Kofferdam verwendet
werden. Um das Verletzungsrisiko fir den Behandler zu minimieren, empfiehlt sich
dartiber hinaus die Verwendung von Handschuhen und Schutzbrille.

In dieser Studie wurde Salzsaure in einer Gelform verwendet. Salzsdure ist in
Gelform bisher nicht kommerziell erhaltlich und wurde eigens fiir den Versuch
hergestellt. Die Gelform hat im Vergleich zur flissigen Form neben der sichereren
Applikation den Vorteil, dass sich die Atzwirkung der Sdure durch die erhdhte

Viskositat auf die Lasionsoberflache beschrankt.

6.1.3 Applikation des Kunststoffes

In der vorliegenden Studie wurde der verwendete Kunststoff einmalig mit einer
Einwirkdauer von finf Minuten appliziert. Die relativ lange Einwirkdauer sollte eine
ausreichende Penetration des L&sionskérpers gewahrleisten. Da die Penetration
von Flissigkeiten in porése Festkérper eine Funktion der Zeit ist, kann die
Penetrationstiefe durch langere Applikationszeit erhéht werden (Meyer-Lueckel et
al. 2006; Paris et al. 2007a). In einer friiheren Studie konnte an kinstlichen
Schmelzldsionen gezeigt werden, dass eine wiederholte Applikation die
Progression der Lasionen bei erneuter Saureexposition starker hemmt als die
einmalige Anwendung (Mueller et al. 2006). Die ZielgréBe der vorliegenden Studie
war die primar erreichte Penetrationstiefe des Kunststoffes. Daher wurde auf eine
zweimalige Applikation des Materials verzichtet. Bei der klinischen Anwendung der
Infiltration ist jedoch die Progression der L&sion, gerade in Anbetracht der oft
mangelnden Compliance des Patienten, der entscheidende Parameter. Es
erscheint daher sinnvoll, in zuklnftigen klinischen Studien zu evaluieren, ob eine
mehrmalige Applikation sowohl die Penetration als auch die Progression positiv

beeinflusst.
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Dartber hinaus sollte die klinische Applikation optimiert werden. Approximale
Lasionen sind fir eine Infiltration nur selten direkt zugénglich. Durch eine
Erweiterung des Approximalraumes mittels kieferorthopadischer Gummiringe tber
mehrere Tage kann ein direkter Zugang zu den Lasionen geschaffen werden (Pitts
und Rimmer 1992). In vorhergehenden Studien wurde diese Methode gewahlt, um
approximale Lasionen mit Adhéasiven zu versiegeln (Martignon et al. 2006).

Wird bei der Infiltration der Lasionen die oberflachliche Kunststoffschicht vor der
Lichthartung entfernt, so kann eventuell auf die zeitaufwandige temporéare
Zahnseparation mit Gummiringen verzichtet werden. In eigenen Versuchen reichte
eine Separierung der Zdhne um 50-100 um mittels Keilchen aus, um sowohl das
Atzgel als auch den Infiltrationskunststoff mit speziellen Steifen zu applizieren
(Meyer-Liickel 2008). Somit kdnnte die klinische Applikation entscheidend

vereinfacht werden.

6.1.4. Visualisierung der Kunststoffpenetration

Zur Visualisierung der Penetration des Kunststoffes in nattrliche Schmelzlasionen
wurde in der vorliegenden Studie ein Konfokales-Laser-Raster-Mikroskop (CLSM)
im Dual-Fluoreszenzmodus verwendet. In bisherigen Studien zur Penetration von
niedrig viskdsen Kunststoffen in kiinstliche Schmelzldasionen wurde entweder dem
Versiegelungskunststoff ein fluoreszierender Farbstoff beigemengt (Schmidlin et
al. 2004) oder die verbleibenden Porositdten der Schmelzdemineralisationen
angefarbt und somit der penetrierte Kunststoff indirekt sichtbar gemacht (Meyer-
Lueckel et al. 2006; Mueller et al. 2006; Paris et al. 2006).

In der vorliegenden Studie wurde erstmals durch die Kombination der beiden
Methoden ein Weg gefunden, sowohl den Kunststoff (rot) als auch die Porositaten
der Schmelzdemineralisation (griin) mit verschiedenen Farbstoffen zu markieren.
Vorversuche hatten gezeigt, dass die Darstellung des penetrierten Kunststoffes
mit Natriumfluorescein oder Fluoresceinisothiocyanat nicht zuverlassig mdglich
war. Das Adhasiv mit dem rot fluoreszierenden Farbstoff

Tetramethylrhodaminisothiocyanat (TRITC) konnte im Gegensatz dazu gut
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angefarbt werden. Es konnten keine Hinweise darauf gefunden werden, dass der
Farbstoff den Kunststoff bei der Penetration behinderte. Dennoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Penetrationseigenschaften geringfligig von der
Farbstoffbeimengung beeinflusst wurden.

Die nicht von Adhéasiv ausgeflllten Lé&sionsbereiche wurden mit alkoholischer
Natriumfluoresceinlésung, einem grin fluoreszierenden Farbstoff, angefarbt.
Hierdurch konnte zusatzlich zwischen porésen (grin) und nicht pordésen
Strukturen (keine Fluoreszenz) innerhalb einer Probe unterschieden werden
(Gonzélez-Cabezas et al. 1998). Durch das Ubereinanderlegen der fiir jeden
Farbstoff einzeln angefertigten Bilder konnte der penetrierte Kunststoff und die
verbliebenen Porenvolumina in einem Bild dargestellt werden. Durch dieses
Verfahren der Dualfluoreszenzdarstellung war es mdéglich, die Lasionstiefe und die
Penetrationstiefe gleichzeitig zu erfassen und zu quantifizieren.

Gesunder Schmelz und auch die pseudointakte Oberflachenschicht stellen
Bereiche starkeren Mineralisationsgrades dar, die aufgrund ihres geringen
Porenvolumens fur Farbstoffe unzuganglich sind. Sowohl bei friiher verwendeten
Farbemethoden (Schmidlin et al. 2004; Mueller et al. 2006; Paris et al. 2006;
Meyer-Lueckel und Paris 2008) als auch bei der Dualfluoreszenzmethode werden
diese Bereiche schwarz dargestellt. Bei Farbemethoden, die ausschlieBlich die
verbleibenden Porositdten der Schmelzdemineralisation anférben, ist eine
Differenzierung von Oberflachenschicht und kunststoffpenetrierter Schicht nicht
moglich, da beide keine Fluoreszenz aufweisen. Aufgrund unterschiedlicher
Oberflachenschichtdicken und Mineralisationsgrade innerhalb einer Lasion ist es
nicht immer maoglich, die Oberflachenschicht vollstandig zu reduzieren. Daher ist

es notwendig, diese Bereiche von penetrierten Bereichen abgrenzen zu kénnen.
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6.1.5. Auswertung

Die Proben wurden mit einem Konfokalen Laser Raster Mikroskop (CLSM)
ausgewertet. Mit dem CLSM ist die Erzeugung scharfer, hochauflésender Bilder
aus Schichten unterhalb der Probenoberflaiche méglich. Der gewahlte Dual-
Fluoreszenzmodus erlaubt die Erzeugung von Bildern, in denen nur
farbstoffmarkierte Strukturen abgebildet werden. Somit zeigen die gewonnenen
Bilder nur pordse Strukturen, deren Leuchtintensitdt Rickschlisse auf das
vorhandene Porenvolumen erlaubt. Bisher kann bei der Konfokalmikroskopie der
jeweiligen Leuchtintensitdt noch kein bestimmtes Porenvolumen zugeordnet
werden. Eine Bestimmung des Mineralgehaltes wie bei der Transversalen
Mirkroradiografie (TMR), einer etablierten Methode in der Kariologie, ist hierbei
ebenfalls nicht mdglich. Bei der TMR wird mittels einer Aluminiumtreppe (step
wedge), welche den gleichen Strahlenabschwachungskoeffizienten wie
Hydroxylapatit hat, jedem Grauwert im Mikroradiogramm ein definierter
Mineralgehalt zugeordnet (Thomas et al. 2006). Belichtungsfehler kdnnen somit
kompensiert werden. Fir die konfokalmikroskopische Methode gibt es eine solche
~Eichtreppe” nicht, um Messfehler zu korrigieren.

Allerdings ist es mit der hier vorgestellten Methode mdglich, auf einem Bild sowohl
die Tiefe einer karidbsen La&sion, als auch die Tiefe der Penetration des
versiegelnden Kunststoffes zu messen. Darlber hinaus kdnnen Aussagen Uber
nicht weggeatzte Anteile der Oberflachenschicht und die Struktur der karidsen
Zahnhartsubstanz getroffen werden. Um die Auswertung der einzelnen L&sionen
zu standardisieren, wurde Uber jedes angefertigte Bild ein Raster aus zehn Linien
mit einem Abstand von je 100 um gelegt. Hierdurch war es mdglich, die Lasionen
standardisiert und reproduzierbar zu vermessen.

Zusétzlich wurden einzelne Proben mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM)
untersucht, um die Auswirkungen der Atzung und Kunststoffpenetration auf die
Lasionsoberflache zu analysieren. Mit dem REM kdnnen wesentlich kleinere
Strukturen sichtbar gemacht werden als mit dem CLSM. Zudem eignet es sich

besser zur Analyse von dreidimensionalen Oberflachenstrukturen.
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6.2. Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Studie konnte ohne eine vorherige Atzung der
Lasionsoberflache keine Penetration von Kunststoff in  die initialen
Schmelzldsionen gezeigt werden. Wie die REM-Analyse ungeatzter
Lasionsoberflachen zeigte, finden sich in der pseudointakten L&sionsoberflache
nur relativ wenig Porositaten, durch die der Kunststoff in den darunter liegenden
Lasionskdrper penetrieren kann. Die Oberflachenschicht scheint somit eine
Barriere fr den Kunststoff darzustellen; das bestatigt Hypothese I.

Erst nach einer Konditionierung der Lasionsoberflache mit 15%igem Salzsauregel
oder 37%igem Phosphorsauregel penetrierte der niedrig viskdse Kunststoff in die
Lasionen. Hierbei erwies sich die Atzung mit 15%igem Salzsauregel fir 120 s
gegeniiber der Atzung mit 37%igem Phosphorsauregel als vorteilhaft, da hierbei
signifikant hbéhere Penetrationstiefen gemessen wurden. Somit konnte auch
Hypothese |l bestéatigt werden. Die REM-Analyse geatzter Lasionsoberflachen
zeigte, dass nach Erosion der Oberflachenschicht mit Salzsduregel wesentlich
mehr Porositaten freigelegt werden als nach Atzung mit Phosphorséuregel.

Die Penetration dentaler Adhasive in initiale Schmelzlasionen ist ein Vorgang,
welcher vornehmlich durch Kapillarkrafte angetrieben wird, da bei den geringen
Mengen die Gravitation als treibende Kraft vernachlassigt werden kann (Paris
2005). Der Lasionskdrper einer initialen Schmelzkaries ist vergleichbar mit einem
porésen, locker gepackten Festkérper. Ein Modell, welches die Penetration von
Flussigkeiten in solche porése Festkdrper beschreibt, ist die Washburn-Gleichung,
in welcher der porése Festkérper vereinfacht als Bundel offener, paralleler
Kapillaren  beschrieben  wird  (Buckton 1995) (Gleichung 1). Der
Penetrationskoeffizient (Gleichung 2) beschreibt die FlUssigkeitseigenschaften,
welche flir eine Penetration in Kapillaren ausschlaggebend sind.

dzz(y'zzsajr-t Gleichung 1

PC {“OSQJ Gleichung 2
2n
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Der pro Zeit (f) zuriickgelegte Weg (d) einer Flissigkeit bei der Penetration in
einen solchen Festkérper ist danach abhangig vom Radius (r) der Kapillaren
(Poren), dem Kontakiwinkel der Flissigkeit zum Festkdrper (6) sowie der
Oberflachenspannung (y) und Viskositat (n) der Flssigkeit.

Die Porenvolumina der verschiedenen Zonen der Schmelzkaries variieren
allerdings erheblich. So ist das Porenvolumen der pseudointakten
Oberflachenschicht um ein vielfaches kleiner als das Porenvolumen des darunter
liegenden Lasionskérpers (Klimm 1997). Daher scheint die Oberflachenschicht mit
ihrem geringeren Porenvolumen (und damit Kapillardurchmesser) eine
Diffusionsbarriere flr den penetrierenden Kunststoff darzustellen, was wie bereits
erwdhnt durch die fehlende Penetration ohne vorherige Konditionierung in dieser
Arbeit bestatigt werden konnte. Erst die Entfernung oder Reduktion der
Oberflachenschicht flihrte zu einer Penetration des darunter gelegenen
Lasionskoérpers. Auch die hdheren Penetrationstiefen nach Salzsdureatzung im
Vergleich zur Phosphorsaureatzung stitzen die Annahme, dass die Oberflache
eine Diffusionsbarriere fir den Kunststoff darstellt. In einer friheren Studie, konnte
eine signifikant bessere Reduktion der Oberflachenschicht nach 15%iger
Salzsauregelatzung im Vergleich zu 37%iger Phosphorsauregelatzung gefunden
werden (Meyer-Lueckel et al. 2007).

MaBgebend fir die Verwendung des Excite als Penetrationskunststoff in der
vorliegenden Untersuchung waren die Ergebnisse vorangegangener Studien
(Meyer-Lueckel et al. 2005; Meyer-Lueckel et al. 2006), bei der Excite die
héchsten Penetrationstiefen von sechs getesteten kommerziell erhaltlichen
Haftvermittlern und Fissurenversieglern zeigte und die Mehrzahl der im
Durchschnitt 104 um tiefen Schmelzldsionen vollstandig penetrierte. Die in der
vorliegenden Studie gemessenen Werte der durchschnittlichen Penetrationstiefen
in natirlichen Schmelzladsionen liegen deutlich niedriger als die durchschnittlichen
Penetrationstiefen einer vorangegangenen Studie, bei welcher kiinstliche initiale
Schmelzdemineralisationen behandelt worden waren (Paris et al. 2007b).

Ein Grund fir diese Diskrepanz kénnten strukturelle Unterschiede zwischen den in
der genannten Studie verwendeten kiinstlichen bovinen Schmelzldsionen und den

in der vorliegenden Studie verwendeten natirlichen Schmelzkaries sein. Die
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bisher im Labor erzeugten kinstlichen initialen Lé&sionen sind natirlich
entstandenen initialen Schmelzdemineralisationen  weitestgehend  ahnlich
(Silverstone 1973). Allerdings gelang es bisher nur unzureichend, karidse
Lasionen Uber das initiale Stadium hinausgehend zu erzeugen, so dass diese
strukturell einer fortgeschrittenen natirlichen Lasion (C2-C3) &hneln. Ein Grund
hierfir kénnte die Komplexitdt und Variabilitdt natlrlich entstandener Lasionen
sein. Diese entstent dadurch, dass die Zahne fortwdhrend De- und
Remineralisationsphasen durchlaufen und dabei innerhalb der Lasion
unterschiedliche Mineralisationsgrade und Oberflachenschichtdicken entwickeln.
Darliber hinaus sind natlrliche Lasionen wahrend ihrer Entstehung permanent
einem Milieu ausgesetzt, das reich an Proteinen, Fetten und Kohlenhydraten ist.
Der Schmelz besitzt im Gegensatz zu Kunststoffen eine relativ hohe
Oberflachenenergie, so dass er von energiedrmeren Kunststoffen benetzt wird.
Wenn nun durch die Anlagerung von Proteinen und Fetten auf den
Schmelzstrukturen deren Oberflachenenergie herabgesetzt wird, so findet eine
Benetzung mit Kunststoff nur bedingt oder gar nicht statt (Baier 1992). Durch die
Atzung mit Phosphorséure und die Trocknung mit Ethanol (100 %) und Druckluft
versucht man organische Bestandteile oberflachlich zu entfernen, um das
Anhaften des Kunststoffes zu verbessern. Allerdings verbleiben in den tieferen
Schichten natirlich entstehender Lasionen immer Anteile von Proteinen zuriick.
Da kunstlich erzeugte Léasionen im Gegensatz zu natirlichen Lasionen mit
derartigen organischen Substanzen nicht in Kontakt gelangen, kénnte dies ein
weiterer Grund fir ein tieferes Penetrieren des Kunststoffes in kinstliche initiale
Lasionen im Vergleich zu natirlichen Lasionen sein.

Der Haftvermittler Excite wurde entsprechend seiner Bestimmung nicht flr die
Penetration kariéser Lasionen sondern fur adhasive Zwecke entwickelt und
optimiert. In einer neueren Studie konnte gezeigt werden, dass mit speziellen
Infiltrationskunststoffen, so  genannten Infiliranten, welche hdhere
Penetrationskoeffizienten (Gleichung 2) als dentale Haftvermittler aufweisen,
wesentlich hdhere Penetrationsgeschwindigkeiten erreicht werden kénnen (Paris
et al. 2007c). Diese Materialien kénnten zukinftig auch in natirlichen L&sionen
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nach einer Konditionierung mit Salzsduregel wesentlich héhere Penetrationstiefen
als in der vorliegenden Studie erreichen.

In der vorliegenden Arbeit wurden L&sionen mit einer mikroskopischen
Kariesausdehnung von C1-C3 und den réntgenologischen Stadien (RO0-R3)
verwendet. FlUr keine der drei untersuchten Vorbehandlungsgruppen konnten
signifikante ~ Unterschiede  zwischen  unterschiedlichen  mikroskopischen
Lasionsstadien (C1-C3) und rdntgenologischen Stadien (R0-R3) nachgewiesen
werden. Somit konnte Hypothese Ill nicht bestatigt werden. Zumindest eine
oberflachliche Penetration, wie sie in der vorliegenden Studie erreicht wurde,
scheint folglich nicht von der radiologischen oder histologischen

Kariesausdehnung beeinflusst zu werden.

6.3. Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen folgende Schlussfolgerungen zu:

1. Ohne vorherige Konditionierung der L&sionsoberflache natlrlicher L&sionen
findet keine Penetration eines niedrig viskdésen Kunststoffes (Adhasivs)
statt, da hierbei die pseudointakte = Oberflachenschicht eine
Diffusionsbarriere flr das Material darstellt.

2. Durch die Atzung mit 15%igem Salzsduregel kdnnen bei gleicher
Applikationsdauer in Vergleich zur Atzung mit 37%igem Phosphorséuregel
signifikant hdhere Penetrationstiefen erreicht werden.

3. Mit dem kommerziellen Adhasiv Excite ist auch nach einer Konditionierung
der Lasionsoberflache mit HCI-Gel und einer flinfmintigen Applikationszeit
nur eine oberflachliche Penetration des Lasionskdrpers méglich.

4. Bei einer oberflachlichen Penetration des Kunststoffes, wie sie in der
vorliegenden Studie beobachtet wurde, wird die Penetrationstiefe des
Adhasivs nicht signifikant von der mikroskopischen (C1-C3) und den
rontgenologischen Lasionsstadien (R0-R3) der Karies beeinflusst.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Die Infiltration von Schmelzkaries mit niedrig viskésen Kunststoffen stellt einen
neuartigen Therapieansatz zur Arretierung der Lasionen dar. Die pseudointakte
Oberflachenschicht natirlicher Schmelzkaries kdnnte jedoch eine Penetration
niedrig viskdser Kunststoffe in den Lasionskorper behindern. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war es daher, die Penetration eines Adhasivs in natlrliche
Schmelzkaries nach einer Konditionierung der Lasionsoberflache mit 37%igem
Phosphorsauregel sowie 15%igem Salzsauregel in vitro zu evaluieren.

Extrahierte humane Molaren und Pramolaren mit approximalen kariésen Lasionen
wurden senkrecht zur Lasionsoberflache durch die Lasionsmitte getrennt.
Korrespondierende Lasionshalften mit dhnlicher Lasionsausdehnung wurden fir
120 s mit 37%igem Phosphorsauregel oder mit 15%igem Salzsauregel geatzt. Bei
ungleicher Lé&sionsausdehnung zweier korrespondierender Halften wurde die
Zahnhalfte  gréBerer Lasionsausdehnung einer  Kontrollgruppe  ohne
Vorbehandlung der Lasionsoberflache zugeordnet. Die Lasionshalften wurden mit
einem mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Adhésiv fir 5 min penetriert. Die
Penetration des Kunststoffes wurde konfokalmikroskopisch (CLSM) im Dual-
Fluoreszenzmodus  ausgewertet.  Zusatzlich  wurden  rasterelekironen-
mikroskopische Aufnahmen angefertigt.

Die mittleren Penetrationstiefen (Standardabweichung) waren nach der Atzung der
Lasionen mit 15%igem Salzsauregel fir 120 s [58 (37) um] signifikant héher als
nach der Konditionierung mit 37%igem Phosphorsauregel [18 (11) um] (p < 0,001;
Wilcoxon). In der Kontrollgruppe ohne Vorbehandlung wurde fast keine
Penetration [0 (1) um] beobachtet. Die rasterelektronenmikroskopische Analyse
zeigte nach Atzung mit Salzsdure eine groBere Anzahl Porositdten und
regelmaBigere Atzmuster als nach Phosphorsaureétzung.

Daher scheint die Atzung natirlicher Schmelzkaries mit 15%igem Salzsauregel
besser fir die Konditionierung vor anschlieBender Penetration mit einem Adhasiv
geeignet als die Atzung mit 37%igem Phosphorsauregel.
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9 ANHANG
9.1. Materialliste

Mat. 1 Analysewaage Typ AG204; Mettler, GieBen, Deutschland

Mat. 2 Adper Promt L-Pop; 3M Espe, Seefeld, Deutschland

Mat. 3 AxioVision LE Software; Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Mat. 4 Bandsage Exakt 300cl ; Exact Apparatebau, Norderstedt,
Deutschland

Mat. 5 Dentales Réntgengerat Heliodent MD; Siemens, Bensheim,
Deutschland

Mat. 6 Entwicklungsgerat XR 24ll; Darr Dental, Bietigheim-Bissingen,
Deutschland

Mat. 7 Excite; Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein

Mat. 8 Excel 2000; Microsoft, Unterschleissheim, Deutschland

Mat. 9 total etch, 37% Phosphorséauregel; lvoclar Vivadent, Schaan,
Liechtenstein

Mat. 10 Image J; National Institutes of Health; Bethesda, Maryland, USA

Mat. 11 Leica confocal Software (LSC Lite); Leica, Heidelberg, Deutschland

Mat. 12 Nagellack; Betrix, Frankfurt/Main, Deutschland

Mat. 13 Natriumchlorid 0,9 % L6sung; DeltaSelect, Pfufflingen, Deutschland

Mat. 14 Natriumfluorescein (FNa); Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Mat. 15 D 100, digitale Spiegelreflexkamera; Nikon, Tokyo, Japan

Mat. 16 Objekttrager; Diaplus, Oststeinbeck, Deutschland

Mat. 17 Rasterelektronenmikroskop (REM); Cam Scan Maxim 2940; Electron
Optics, Waterbeach, GroBbritannien

Mat. 18 Sekundenkleber; Henkel, Dusseldorf, Deutschland
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