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4 Zusammenfassung

4.1 Abstrakt Englisch

Selective excavation of deep carious lesions has been shown to reduce pulpal exposures and pulpal
complications. Nevertheless the acceptance of selective excavation among practitioners is limited,
possibly also due to diagnostic uncertainties related to the sealed but radiographically visible
residual caries lesion. Radiopaque tagging procedures of the residual carious lesion with
radiopaque tagging materials have been recommended to reduce this visibility, but these limit the
microtensile bondstrength of dentin adhesives to the radiopaque tagged lesions. The aim of this
study was to develop an application protocol that ensures reliable radiopaque masking of the lesion
and does not further deteriorate the already reduced microtensile bondstrength between adhesives
and carious dentin.

Carious lesions were artificially induced in human dentin slices and their mineral loss was
determined using transversal wavelength-independent microradiography (TWIM). Different
radiopaque tagging solutions (30%/50%/70% SnCI2 dissolved in distilled water (AQ) or a
30%/60%/90% ethanol solution (E30/60/90)) were applied to the lesions, and the samples were
evaluated again via TWIM (n=6/group). The solutions with the lowest SnCl, concentrations with
optimal tagging effect were selected to determine the influence of the tagging solutions on the
microtensile bond strength of a universal adhesive (Scotchbond Universal, 3M) to sound and
carious dentin (n=10/group). To improve microtensile bondstrength, two protocols for removing
excess tagging material were tested: Five second rotating brush application or 15-second
phosphoric acid etching. The tagged and cleaned surfaces were analyzed via
scanning/backscattered electron microscopy (SEM/BSE) and energy dispersive X-ray
spectroscopy (EDS) after tagging and cleaning the surface, respectively. The most promising
application protocol was reevaluated by microradiography.

Radiopacity was significantly increased by the tagging solutions with the most consistent results
shown for tagging with 30% SnCl> AQ and 30% SnCl> E30. Microtensile bondstrength was
significantly decreased by tagging on carious but not on sound dentin (p<0.01). Microscopically,
a dense carpet of SnCl> precipitations was observed. Removal of precipitations on carious dentin
by brush application showed a cleaning effect optically. Phosphoric acid etching also compensated
for the reduction in bond strength (median; interquartile range: tagged and cleaned dentin 21.3
MPa; 10.8 MPa; untagged and uncleaned dentin: 17.4 MPa; 20.6 MPa); brush application failed
to do so (13.2 MPa; 13.9 MPa). Phosphoric acid etching did not significantly reduce the increased
radiopacity of the lesions caused by application of the tagging material (p=0.055).
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The combination of radiopaque tagging and a subsequent cleaning step with phosphoric acid
etching achieved masking of residual caries without reducing microtensile bondstrength of the
universal adhesive used. Further questions including effects on pulpal health should be tested

before clinical use.



4.2 Abstrakt Deutsch

Eine selektive Exkavation tiefer karidser Lasionen ist nachweislich geeignet, Pulpaexpositionen
und pulpale Komplikationen zu reduzieren. Nichtsdestotrotz ist die Akzeptanz der selektiven
Exkavation unter Praktikern begrenzt, moglicherweise auch aufgrund diagnostischer
Unsicherheiten in Zusammenhang mit der versiegelten, radiologisch aber sichtbaren
Residualkarieslasion.  Zur  Reduktion  dieser  Sichtbarkeit  wurden  rdntgenopake
Markierungsverfahren der karidsen Restldsion mit rdntgenopaken Markierungsmaterialien
empfohlen. Diese schréanken jedoch die Mikrozughaftung von Dentinadhasiven an den
rontgenopak markierten Lé&sionen ein. Ziel dieser Studie war es, ein Anwendungsprotokoll zu
entwickeln, welches eine sichere rontgenopake Maskierung der Lasion gewahrleistet und die
ohnehin verminderte Mikrozughaftung zwischen Adhasiven und kariosem Dentin nicht weiter
verschlechtert.

Karitse Lasionen wurden in humanen Dentinscheiben kiinstlich induziert und ihr Mineralverlust
mit Hilfe der transversalen wellenunabhangigen Mikroradiographie (TWIM) bestimmt.
Verschiedene rontgenopake Markierungslosungen (30%/50%/70%iges SnCl, geldst in
destilliertem Wasser (AQ) oder einer 30%/60%/90%igen Ethanollésung (E30/60/90)) wurden auf
die Lasionen aufgetragen und die Proben erneut via TWIM evaluiert (n=6/Gruppe). Die Losungen
mit den geringsten SnCl>-Konzentrationen bei optimalem Markierungseffekt wurden ausgewahlt,
um den Einfluss der Markierungslosungen auf die Mikrozughaftung eines Universaladhésives
(Scotchbond Universal, 3M) an gesundem und kariésem Dentin festzustellen (n=10/Gruppe). Um
die Mikrozughaftung zu verbessern, wurden zwei Protokolle zur Entfernung von tiberschiissigem
Markierungsmaterial getestet: Flinf Sekunden rotierende Birstenapplikation oder 15 Sekunden
Phosphorsaureatzung. Die markierten und gereinigten Oberflachen wurden via Raster-
/Ruckstreuungselektronenmikroskopie (REM/BSE) und energiedispersiver Rontgenspektroskopie
(EDS) jeweils nach Markierung und Reinigung der Oberflaiche analysiert. Das
erfolgversprechendste Applikationsprotokoll wurde erneut mikroradiografisch reevaluiert. Die
Rontgenopazitat wurde durch die Markierungslésungen signifikant erhéht, die konsistentesten
Ergebnisse zeigten sich bei Markierung mit 30% SnCl, AQ und 30% SnCl, E30. Die
Mikrozugfestigkeit wurde durch die Markierung an kariésem, nicht aber an gesundem Dentin
signifikant verringert (p<0,01). Mikroskopisch wurde ein dichter Teppich aus SnCl,-Prézipitaten
festgestellt. Die Entfernung der Prazipitate auf kariosem Dentin durch die Blrstenapplikation
zeigte optisch einen Reinigungseffekt, die Phosphorsduredtzung kompensierte auch die
Verringerung der Haftfestigkeit (Median; Interquartilbereich: markiertes und gereinigtes Dentin
21,3 MPa; 10,8 MPa; nicht markiertes und nicht gereinigtes Dentin: 17,4 MPa; 20,6 MPa); eine
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Reinigung mit Bdirstchen konnte dies nicht bewirken (13,2 MPa; 13,9 MPa). Die
Phosphorséuredtzung reduzierte die durch die Applikation des Markierungsmaterials gesteigerte
Rontgenopazitét der Lasionen nicht signifikant (p=0,055).

Durch die Kombination einer rontgenopaken Markierung und einem anschliefenden
Reinigungsschritt mit Phosphorsduredtzung konnte eine Maskierung der Residualkaries ohne
Verringerung der Mikrozughaftung des eingesetzten Universaladhé&sives erreicht werden. Vor dem
Klinischen Einsatz sollten weitere Fragen, u.a. zu Auswirkungen auf die pulpale Gesundheit,

getestet werden.
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5 Einleitung

Karies an bleibenden Z&hnen war 2010 die am weitesten verbreitete Krankheit, von der 35 % der
Weltbevolkerung oder 2,4 Milliarden Menschen betroffen waren [1]. Das Verstandnis der Karies
basiert laut Miller urspriinglich auf einem chemo-parasitaren VVorgang, bei dem Mikroorganismen
aus niedrigmolekularen Kohlenhydraten organische Sauren bilden. Die von einem reifen dentalen
Biofilm in Anwesenheit von fermentierbaren Kohlenhydraten gebildete Milchséaure fihrt zu einer
Untersattigung des Speichels mit Kalzium und Phosphat und somit zu einer Demineralisation der
Zahnhartsubstanz [2].

Uber eine lange Zeitspanne galt Karies als ibertragbare Infektionserkrankung, welche durch einige
wenige Bakteriengattungen (Laktobazillen und Mutans-Streptokokken) ausgeldst wurde [3].
Beruhend auf dem historischen Verstandnis der Karies als Infektionskrankheit wurden karitse
Lasionen non-selektiv, also vollstandig bis ins gesunde Dentin exkaviert, um eine Restsubstanz
frei von mikrobieller Besiedlung zu erhalten und die kariesverursachenden Mikroorganismen zu
eliminieren. Nicht nur der infizierte, auch der demineralisierte Anteil des Dentins wurde entfernt.
Neben der Elimination der Erreger sollte eine retentive Kavitatenform geschaffen werden, um zum
Beispiel das Restaurationsmaterial Amalgam mit Hilfe unterschnittiger Préparation befestigen zu
kdnnen [3,4,5].

-' J Keine . ,
f Zahn [ Karies | Bakterien \
| ! |

\Karies/ /

Keine A Keine F,
\\ Karies >/ Karies /
K"\-\.___ e e

e e

Substrat
(Zucker)

Abbildung 1: Venn-Diagramm der Karies (Meyer-Liickel, 2012). Nur wenn alle Faktoren vorhanden sind, kann es zu einem

karidsen VVorgang kommen [2].

Heute wird die Karies im Rahmen der o6kologischen Plaquehypothese als multifaktorielles

dynamisches Geschehen betrachtet, bei dem vor allem die Faktoren Wirt, Substrat und Zeit eine
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wichtige Rolle spielen. Die Umwandlung von einem physiologischen in einen pathologischen
Biofilm erfolgt auf Grund von verdnderten Gkologischen Bedingungen, wie vor allem einer
erhdhten Zufuhr von fermentierbaren Kohlenhydraten. Unter diesen neuen Umweltbedingungen
entstent fir kariopathogene Bakterien ein Wettbewerbsvorteil, denn diese konnen die
Kohlenhydrate zu organischen S&uren verstoffwechseln und so ein saures Milieu schaffen, indem
die nicht kariogenen Bakterien verdrangt werden. Wenn wiederum die Kohlenhydratzufuhr
verhindert wird, fuhrt dies zu einem Nachteil der kariogenen Bakterien. Folglich kann durch die
Beeinflussung des Biofilms der Kariesvorgang arretiert werden, ohne dass die Notwendigkeit
besteht, alle kariogenen Mikroorganismen zu entfernen (vgl. Abb.1) [2].

Therapeutisch kann in den Kariesprozess zum Beispiel durch Modifikation der Nahrungszufuhr,
Verbesserung der Mundhygiene oder durch Fluoridierung eingegriffen werden und eine
Verschiebung zugunsten der Remineralisation erreicht werden (vgl. Abb.2). Somit kann die
Progression der Karies aufgehalten werden [2]. Die genannten MalRnahmen werden als non-
invasiv bezeichnet. Daneben existieren sogenannte mikroinvasive Therapieoptionen wie
Kariesinfiltration oder Versieglung von Lasionen, die eine Entfernung von wenigen
Mikrometerbereich Zahnhartsubstanz wéhrend der Applikation erfordern. Mikroinvasive
Mafnahmen sind nachweislich zur Therapie friher karigser L&sionen wirksam, da sie eine
Diffusionsbarriere auf oder in der Zahnhartsubstanz installieren, die eine Diffusion von Sauren in
und von Mineralien aus der Zahnhartsubstanz heraus unterbinden [2]. Wenn Lasionen allerdings
schon weit in das Dentin fortgeschritten sind und eine Kavitation entstanden ist, die die
Reinigungsfahigkeit (z.B. mit hduslichem Zahneputzen) einschrankt, muss ein invasiver Eingriff
in Form einer Exkavation sowie einer darauffolgenden Restauration erfolgen, um die

Reinigungsfahigkeit, Asthetik und Funktionalitat des geschadigten Zahnes wiederherzustellen [2].
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Abbildung 2: Visualisierung der 6kologischen Plaquehypothese (Meyer-Liickel, 2012). In dunkelrot zeigt sich der wichtigste
Faktor, die regelméRige Aufnahme von fermentierbaren Kohlenhydraten. Hierdurch verandert sich der physiologische Biofilm in
eine pathologische Richtung. Die produzierten Sduren flihren zu einer Demineralisation der Zahnhartsubstanz bis hin zu etwaigen
klinischen Symptomen. In Griin zeigen sich die positiven Faktoren, welche auf den Prozess einwirken und die Lé&sion
remineralisieren und arretieren kénnen. [2]

Besonders schonend fir die pulpale Gesundheit zeigen sich moderne minimalinvasivere
Vorgehensweisen, wie zum Beispiel die schrittweise oder die selektive Kariesexkavation, wobei
beide Methoden sich nicht signifikant im Risiko des Restaurationsversagens unterscheiden [6].
Bei der selektiven Entfernung wird karioses Gewebe wahrend der Exkavation bewusst nahe der
Pulpa belassen, wahrend in den peripheren Bereichen der Kavitat die Exkavation durchgefihrt
wird, bis hartes Dentin verbleibt. Dieses Konzept basiert auf der Annahme, dass die Entfernung
allen kariosen Dentins bei tiefen karidsen Lasionen fir ein erfolgreiches Lasionsmanagement nicht
erforderlich ist. Die VVoraussetzung hierfir ist, dass die Restauration die Lasion effektiv von der
oralen Umgebung abdichten kann [7]. Die Karies arretiert, wenn den verbliebenen Bakterien
Kohlenhydrate als Substrat entzogen werden. Diverse Studien bestatigen, dass es keine
signifikante Zunahme der Bakterienzahl unter dicht versiegelten Lé&sionen gibt, die
Bakterienanzahl sich hingegen reduziert [8-12]. Die genannten Studien stimmen im Ergebnis
Uberein, dass durch suffiziente Versiegelung einer Restlasion das Voranschreiten des
pathologischen Prozesses be- bzw. verhindert werden kann.

Im Vergleich zur herkdbmmlichen non-selektiven Exkavation zeigt sich die selektive
Kariesexkavation als gleichwertig im Auftreten von postoperativen pulpalen Symptomen [13-16].
Das Risiko der Eroffnung der Pulpa ist um 70% geringer als bei non-selektivem Exkavieren [13].

Die Vermeidung der Pulpaexposition fuhrt zu weniger endodontischen Eingriffen, geringerem
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finanziellen Aufwand und langerem Zahnerhalt [17]. Widersprichlich erscheinen die Ergebnisse
bisher bezuglich der Haltbarkeit der Restauration und der Integritat des Restaurationsrandes
[18,19].

Trotz der genannten Vorteile gibt es immer noch eine geringe Anzahl von Zahnarzten, die selektive
Kariesexkavation in ihren Berufsalltag integrieren [20-23]. Ein Grund der Ablehnung von
selektiver Kariesentfernung ist unter anderem die diagnostische Unsicherheit, die rontgenologisch
entsteht: Unter der Restauration bleibt ein demineralisierter Anteil des Dentins radiologisch
erkennbar und ist nicht von einer Sekundarkaries oder weiterhin progressiven Residuallasion zu
unterscheiden [24]. Dies konnte bei einem Zahnarztwechsel den neuen Behandler, welcher die
Transluzenz als tibersehene oder reaktivierte Lasion diagnostizieren kdnnte, dazu veranlassen, die
Restauration auszutauschen, wobei erneuter Substanzverlust oder eine Eréffnung der Pulpa nicht
ausgeschlossen ist [24]. Diese unnotige erneute Behandlung fuhrt zu einem verfrihten
Voranschreiten des Zahnes in die sogenannte Todesspirale des Zahnes (Abb. 3), also dem
eskalierenden Verlust von Zahnhartsubstanz, steigenden Kosten und einer kleiner werdenden
Auswahl an therapeutischen Optionen [25]. Wenn die Transluzenz unter der Restauration optisch
nicht mehr zu sehen ware, wiirde sie den Behandler nicht mehr zu einem Austausch der
Restauration bewegen und ein Voranschreiten in der Restaurationsspirale konnte verhindert

werden.

Primérkaries

Extraktion

Abbildung 3: Restaurationsspirale des Zahnes (Qvist, 2008). Das primare Ziel dieser wenig invasiven selektiven Kariesexkavation
ist die Vermeidung eines verfriihten VVoranschreitens in die Restaurationsspirale. Immer groRer werdende Restaurationen fiihren

schrittweise zum Zahnverlust [25].
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Deshalb wurden Versuche unternommen, eine Lésung zu entwickeln, die die selektiv belassene
Karies radioopaker erscheinen lasst [24, 26], um die oben genannte Fehldiagnose der reaktivierten
oder Ubersehenen Lé&sion und somit eine nicht notwendige neue Restaurierung des Zahnes zu
verhindern. In einer vorausgegangenen Arbeit wurden hierzu Lésungen mit Zinnchlorid und
Zinnfluorid getestet [24,26]. In Wasser geldstes Zinnchlorid zeigte hierbei einen ausgepragten
Markierungseffekt und half zudem dabei, zwischen inaktivierten und progressiven Lé&sionen
differenzieren zu kénnen [24,26].

Unklar erscheint nach aktueller Studienlage die Auswirkung eines solchen Markierens mit
Zinnchlorid auf die Haftkraft anschlieBend platzierter adh&siver Restaurationen:
Hochkonzentriertes Zinnchlorid vermindert beispielsweise die Haftung von Etch-and-rinse
Adhasiven [26], bei Benutzung eines MDP-haltigen selbstdtzenden Adhéasives waren die
Haftwerte bei vorheriger Markierung mit Zinnchlorid hingegen teilweise verbessert [27]. Bei
Anwendung anderer Metallionen, wie zum Beispiel Silberdiaminfluorid, wurden bereits
diametrale Effekte auf die Haftkraft von Adhé&siven beobachtet [28], die moglicherweise an dem
unregelmaRig verteilten Praziptitatteppich liegen kdnnten, der eine gleichmaRige und konstante
Haftung verhindert. Diesen Prazipitatteppich zu entfernen, hat sich als haftkraftverbessernd
erwiesen [29].

Zudem ist die Haftkraft abhangig vom Zustand des Dentins - kariés oder gesund. Diverse Studien
haben gezeigt, dass die Haftkraft an karios verandertem Dentin auf Grund der Veranderung der
Belastbarkeit, der Harte und der Oberflachenqualitat stark verringert ist. Die Bildung einer
suffizienten Hybridschicht zwischen Dentin und Adhésiv ist nicht moglich [26,30]. Es ware
erstrebenswert, ein Anwendungsprotokoll zu finden, welches die geringe Haftung an karigsem
Dentin nicht noch weiter verschlechtert und gleichzeitig die Haftkraft an gesundem Dentin nicht
verringert.

Ziel dieser Arbeit ist, ein Applikationsprotokoll fir die Anwendung einer markierenden
Opakerldsung zu erstellen, welches die entstehenden diagnostischen Schwierigkeiten nach
selektiver Exkavation Giberwindet und die nachteiligen Effekte der Opakerlésung auf die Haftkraft
dentaler Adhésive minimiert [31]. Dies konnte mittelfristig dem Kklinischen Einsatz einer

rontgenopaken Markierung den Weg ebnen.
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6 Methodik

6.1 Studiendesign

Fur die Entwicklung eines Applikationsprotokolls zur spéteren klinischen Anwendung von einer
rontgenopaken Markierungslésung wurden zunéchst verschiedene Ldsungsmittel (destilliertes
Wasser (AQ) und Ethanol (30/60/90%)) ausgewahlt und unterschiedliche Konzentrationen von
SnCl2 (30/50/90%) hinzugemischt. Diese Ldsungen wurden auf ihre rdontgenopake Wirkung
getestet. Hierfir wurden Probenkorper fir die transversale radiowellenunabhangige
Mikroradiographie (TWIM) hergestellt, die Proben vor und nach Auftragen der
Markierungslosung gerdntgt und die optische Mineralisationszunahme prozentual bestimmt. Die
Losungen mit der hochsten Rontgenopazitdtszunahme und den konsistentesten Ergebnissen
wurden flr weitere Versuche verwendet. Die markierten Oberflachen wurden anschliefend mittels
Rasterelektronenmikroskop (REM) und energiedispersiver Rontgenspektroskopie (EDS)
analysiert. Es wurden dann Mikrozugfestigkeitsversuche (UTBS) mit zwei ausgewdahlten
Losungen durchgefiihrt. AnschlieRend wurden zwei verschiedene Reinigungsstrategien zur
Entfernung der Prézipitate getestet (Nylonbirstchen und  Séuredtzung), erneut
Mikrozugfestigkeitsversuche durchgefiihrt und das optimale Protokoll mikroradiografisch re-
validiert.

6.2 Markieren der Lasionen und transversale radiowellenunabhangige Mikroradiographie

Zu Beginn der Studie wurde eine Genehmigung des Vorhabens durch die zustandige Ethik-
kommission der Charité Universitatsmedizin Berlin eingeholt (Zeichen: EA4/102/14). Fir die
radiologische Auswertung mit transversaler radiowellenunabhéngiger Mikroradiographie
(TWIM) wurden 400 Proben (4x2x2mm) wie folgt angefertigt. Der koronale Schmelzanteil wurde
entfernt (Band Saw EXAKT 300 CL, EXAKT Technologies, Norderstedt, Germany), wobei
mikroskopisch (Axioplan 60318, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) Gberprift wurde, dass nur noch
Dentin vorhanden war. Die Dentinscheiben wurden schrittweise (1000/2000/4000) auf 4000 Grit
poliert (SiC paper, Struers, Willich, Germany). Danach wurden diese in Kunststoffharz (Technovit
4071, Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland) eingebettet. Die Dentinscheiben wurden fur neun
Wochen in einer Demineralisationslosung (pH 5,7) bei 31 Grad Celsius im Brutschrank
aufbewahrt [32]. Hierbei wurde die Losung regelmaRig auf ihren pH-Wert Gberprift (GMH 3530,
Greisinger, Regenstauf, Deutschland) Gberprift. Nach neun  Wochen in  der
Demineralisationslésung wurde jede der 400 Proben einmal mittels TWIM [19] bei
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standardisierten Aufnahmebedingungen (40kV/30mA/05sec) und 35 mm Filmen (B/W positive,
Fujifilm, Tokyo, Japan) gerontgt. Die Filme wurden entwickelt (RO9 One Shot, B&W Film
Developer, Connect Chemicals, Ratingen, Deutschland) und nach Trocknung mit Hilfe eines
Mikroskops (Axioplan 60318, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) digitalisiert (CFW1312M, Scion,
Frederick, MD, USA) Der Mineralverlust sowie die Ld&sionstiefe wurden mittels TMR 2000
(2.0.27.2, UMCG, Groningen, Niederlande) analysiert. Die Proben wurden dann mit 30/50/90%
SnCl>  (Sigma Aldrich, St. Louis, MI, USA) in verschiedenen Ldsungsmitteln
(AQ/E30/E60/E90%) (J.T.Baker, Deventer, Niederlande) markiert. Hierbei wurden die Proben
jeweils funf Sekunden luftgetrocknet und dann zweimal fur 15 Sekunden mit einer Microbrush
(ca. 20 pl) die Losung aufgetragen. Der Uberschuss der Markierungsldsung wurde mit einer neuen
trockenen Microbrush entfernt. Anschlielend wurde jede Probe ein zweites Mal mittels TWIM
evaluiert und der Mineralverlust sowie die L&sionstiefe erneut bestimmt. Der Mineralgewinn
wurde wie folgt bestimmt:

AAMLT (MLT1 - MLT?2) 100
= X
MLT1

MLT1 zeigt den Mineralverlust direkt nach der Demineralisation an und MLT2 den Mineralverlust

nach dem Auftragen der Opakerlésung.
Die Proben mit dem vielversprechendsten Applikationsprotokoll wurden nach Anwendung des
Reinigungsschrittes (s.u.) ein drittes Mal via TWIM gerontgt und anschlieRend analysiert.

6.3 Zugversuche

Es wurden 40 natirliche, bleibende und kariesfreie Molaren ausgewéhlt und in Kunstharz
eingebettet. Der koronale Schmelzanteil wurde entfernt und auch hier sorgfaltig vor der Politur
gepruft, ob Schmelzreste vorhanden waren. Die Dentinscheiben wurden auf 4000 Grit poliert.
Funfundzwanzig Molaren mit freigelegtem koronalen Dentin wurden wurzelwérts mit
Sekundenkleber (UHU dent, UHU, Bilhl) auf Objekttrager geklebt und fir zehn Wochen in
Demineralisationslésung (pH 5,3, 37 Grad Celsius) gelagert, um erneut kinstliche karidse
Lasionen zu erzeugen. Flnfzehn Molaren wurden nicht demineralisiert (gesunde Flachen).
SnCl>-Lésungen mit konsistenten Markierungseffekten (s.0.) wurden ausgewahlt (dies waren
jeweils 30% SnClI2 in E30 oder AQ gel6st) und auf 22 karidse sowie zwolf gesunde Zahne wie
beschrieben aufgetragen. Als unbehandelte Kontrollgruppe fungierten drei gesunde sowie drei
kariose Zahne, die nicht markiert wurden. Die markierten Oberflichen wurden dann teilweise
mittels Phosphorsauredatzung oder rotierenden Birstchen gereinigt. Insgesamt ergaben sich 18

Gruppen aus kombinierten Applikations- und Entfernungsprotokollen (Tab. 1).
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Tabelle 1: Testgruppen fur Haftversuche

Gruppe |Zahnhartsubstanz Losung Reingigungsschritt
Nr gesund [karios |E30 AQ ohne |Phosphorsdure|Birstchen ohne
1 X X X
2 X X
3 X X
4 X X X
5 X X
6 X X X
7 X X X
8 X X X
9 X X X
10 X X
11 X X
12 X X
13 X X X
14 X X X
15 X X X
16 X X X
17 X X
18 X X

Die Reinigung erfolgte nach Auftragen der Markierungslésung durch (a) Atzung der Probe fiir 15
Sekunden mit 37% Phosphorsaure (Henry Schein, Deutschland) und 20 Sekunden Abspriihen mit
Wasser oder (b) Reinigung fir flnf Sekunden mit einem rotierenden Burstchen (Prophy Brush,
Henry Schein). Anschliefend wurde ein Universaladhasiv (Scotchbond Universal, 3M, St. Paul,
MN, USA) fiir 20 Sekunden in die Dentinoberflache aktiv einmassiert und verblasen, bis keine
Bewegung des Adhésives mehr sichtbar war, und 25 Sekunden lichtpolymerisiert (Valo, Ultradent,
Salt Lake City, UT, USA). Eine Kompositrestauration (Ceram.X Spectra, Dentsply, Konstanz,
Deutschland) wurde in 2mm Inkrementen bis zu einer Hohe von 6 mm aufgeschichtet und jeweils
ebenso fiir 40 Sekunden mit 1400 mW/cm? und 1 mm Entfernung wie beschrieben polymerisiert.
Alle Proben wurden in destilliertem Wasser aufbewahrt.

Um gleichgroBe Quader mit einer rechteckigen Verbundflache von ca. 1mm? zu erhalten, wurde
mit Hilfe einer Sage (Isomet 1000, Buehler, Lake Bluff, IL, USA) unter geringer Geschwindigkeit,
Wasserkihlung und wenig Anpressdruck gesagt, bis ca. 20 Quader pro Zahn erreicht waren.
Daraus wurden zuféllig zehn ausgewahlt. Die GroRe der Verbundflache wurde mit Hilfe einer
elektronischen Schieblehre (ELMAG, Ried, Osterreich) tiberpriift. Um die Mikrozugfestigkeit zu
bestimmen, wurden die Quader mittels Komposit (Tetric Flow, Ivoclar Vivadent, Schaan,
Liechtenstein) an den angerauten Prifkorper befestigt. Dabei wurde genau darauf geachtet, dass
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die Verbundstelle nicht mit Komposit benetzt wird. Die Zugbelastung betrug 0.5 mm/min (Zwick,
Ulm, Deutschland) [26]. Die maximale Zugkraft vor Bruch des VVerbundes wurde zur Bestimmung
der Mikrozugfestigkeit uTBS (=maximale Zugkraft/Querschnitt der Verbundfldche) verwendet.
Nach Bruch des Haftverbundes wurde jede Probe mikroskopisch unter 45-facher Vergrofierung
(Stemi, Zeiss) analysiert, um den Bruchmodus festzustellen. Hierbei wurde zwischen Frakturen
(1) im Dentin, (2) zwischen Adhasiv und Dentin, (3) zwischen Adhé&siv und Komposit, (4)
kombiniertem Frakturmodus und (5) zwischen den einzelnen geschichteten Inkrementen im

Komposit selbst unterschieden.

6.4 Mikroskopische Bildgebung

Um die Oberflache der markierten Proben visuell zu evaluieren, wurden diese fur 48 Stunden
luftgetrocknet, dann in einer Haltevorrichtung im Rasterelektronenmikroskop (Phenom SEM,
Thermofisher Scientific Inc, Waltham, USA) befestigt und mit 10 kv Beschleunigungsspannung
300 Sekunden belichtet. Via BSE wurde der Materialkontrast der Oberflache dargestellt. Zur
Analyse der chemischen Zusammensetzung der Oberflachenprézipitate wurden die Proben zudem
nach Kohlenstoffbeschichtung mittels Energiedispersiver Rontgenspektroskopie CamScan
MaXim microscope (CamScan, Cambridge, England) untersucht und die Ergebnisse dargestellt
(ESPRIT 2.0, Bruker Nano, Berlin, Deutschland). Die Beschleunigungsspannung betrug bei der
EDS-Evaluation 15 kv.

6.5 Statistische Auswertung

Die Statistische Auswertung wurde mit SPSS 20 (IBM, Armonk, NY, USA) durchgefiihrt. Die
Normalverteilung wurde mit Hilfe des Shapiro-Will Tests beurteilt. Mittels generalisierter linearer
Modelle und dem zweiseitigen Mann-Whitney U-Test wurden die Opazitatsdnderungen analysiert,
wobei positive Werte von AAMLT eine vergrofRerte Rontgenopazitat, also einen positiven Effekt

der Markierungslosung zeigen. Das Signifikanzniveau wurde auf o = 0,05 festgelegt.
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7 Ergebnisse

Die folgenden Ergebnisse wurden bereits in der Publikation , Improving the Bond Strength of

Radiographically Tagged Caries Lesions In Vitro® verdffentlicht [31].

7.1 Markieren der karidsen Lasionen und rontgenologische Auswertung

Wie in Abbildung 4 beispielhaft zu erkennen ist, zeigen die Markierungslosungen deutliche
Effekte und maskieren die karidse Lasion, Gberkompensieren diese sogar teilweise.

In fast allen Gruppen zeigte sich eine sichtbare Erhohung der Rontgenopazitat durch réntgenopake
Markierung. Einzig 30% SnCl2 E60 und 30% SnCl2 E9O zeigten keine signifikante Erhthung der
Rontgenopazitat (siehe Abb.5). Bei 70% SnCl, E60, sowie 70% SnCl2 E90 zeigten sich die groRten
I6sungsinternen Ergebnisunterschiede bezilglich der Markierungswirkung. Die Amplitude reicht
in diesen beiden Gruppen von teilweise negativen Werten von AAMLT, demzufolge einer
Reduzierung der Rontgenopazitat, bis hin zu Werten von (ber 300%. Wir vermuteten einen
Zusammenhang mit der Inhomogenitat der 70%igen SnCl, Lésungen, welche in E60 und E90
gelést waren. Wahrend der Versuche zeigten sich starke Ausflockungen am Boden der
Losungsbehalter, welche auch durch sorgféltige Durchmischungsversuche nicht zu 16sen waren.
Diese kdnnten die inkonsistenten Gruppenergebnisse erklaren. Im Allgemeinen fuhrte eine erhdhte
Konzentration von SnCl; allgemein zu mehr Rontgenopazitét.

Die konstantesten Ergebnisse wurden bei Anwendung von 30% SnCl> mit AQ und E30 (siehe
Abb.5) beobachtet, weshalb entschieden wurde, die weiteren Versuche nur mit diesen Lésungen

durchzufihren.
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Abbildung 4: TWIM Aufnahmen nach Demineralisation zum Zeitpunkt MLT1 (a, ¢) und nach Markierung mittels 30% SnCl. und
E30 (b) und 30% SnCl2 und AQ (d) zum Zeitpunkt MLT2. Die Pfeile kennzeichnen die Demineralisationsfront. Die rontgenopake

Markierung kompensiert (d) oder tiberkompensiert (b) die Radioluzenz der Lésion.
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Abbildung 5: Mineralverluste in % im Vergleich zu unbehandelten Lésionen. AAMLT (%) beschreibt den prozentualen
Mineralverlust in Lasionen, die mit 30%, 50% oder 70% SnCl2 geldst in AQ, E30, E60 und E90 markiert wurden. GroRbuchstaben
kennzeichnen statistische signifikante Unterschiede innerhalb der jeweiligen L&sungsmittelgruppen, kleine Buchstaben zeigen
Unterschiede zwischen den verschiedenen Ldsungsmittelgruppen an. Positive Werte zeigen einen Mineralisationsgewinn, also
einen wirksamen Markierungseffekt der Opakerlésung. n=Gruppengréfe, Box und Linie: Interquartilbereich und Median,

obere/untere Antenne: Maximum/Minimum, Kreise: Ausreifler [31]
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7.2 SEM und EDS
Im SEM zeigt sich nach Markierung ein dichter Teppich aus Prézipitaten auf der Dentinoberfléache
(Abb.6).

AQ E30

Abbildung 6: SEM-Analyse markierter Probenoberflachen. 1400xVergréRerung (a, b) bzw. 3200xVergréRerung (c, d). Prazipitate
der Opakerlésung auf Basis von AQ (a, ¢) und E30 (b, d) Sternchen: SnCl2 Kristalle. Pfeil: Dentintubuli

Wie in Abb.6 erkenntlich, fuhrte die Markierung mit 30% SnCl> E30 zu einer flachigen
Préazipitatablagerung in groferen Inseln. Mittels EDS liel sich nachweisen, dass die
Auflagerungen hauptséchlich aus Zinn und Chlorid bestehen (vgl. Abb.7). Die Markierung mit
30% SnCl2 und AQ fiihrte zu eher kristallinen Ablagerungen; auch hier konnte die chemische
Analyse Zinn und Chlorid nachweisen.
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Abbildung 7: Energiedispersive Rontgenelektroskopie von Dentinproben nach Markierung mit 30% SnClz mit E30 (a, b, ¢) und
30% SnCl2mit AQ (d, e, f). BSE (Rasterelektronenmikroskopie) (a, d) und EDS-Analyse (b, ¢, e, ). Gelbe und blaue Markierungen
zeigen Zinn und Chlorid an.

7.3 Optische Effekte der Reinigungsschritte

Vor Reinigung zeigt sich ein dichter Teppich von Opakermaterial ber den Dentintubuli. Sowohl
eine S&uredtzung als auch die Anwendung von Burstchen zeigten einen optischen
Reinigungseffekt. Nach Saureétzung verblieb Markierungsmaterial vor allem in den Dentintubuli,

nach Reinigung mit Burstchen zeigten sich schlierenartige SnCl, Reste auf der gesamten
Probenoberflache (Abb. 8).
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S0 pm

(a) U/aq. dest (x1250) (b) U/aq. dest (x4000)

(g) Afethanol (x1250) (h) A/ethanol (x4000)

(i) B/ag. dest (x1250) (i) B/ag. dest (x4000) (k) B/ethanol (x1250) (1) Bfethanol (x4000)

Abbildung 8: SnCl.-Prézipitate. Mittels SEM wurden Prazipitate von 30% SnClz geldst in AQ (a, b, e, f, i, j) oder E30 (c, d, g, h,
k, I) vor Reinigung (a, b, c, d), nach Applikation von Phosphorséure (e, f, g, h) oder nach Reinigung von Birstchen (i, j, k, )
dargestellt [31].

7.4 Zugversuche

Nicht markiertes gesundes Dentin zeigte im Gegensatz zu kariosem Dentin eine statistisch
signifikant geringere Haftfestigkeit (p < 0,05 (Mann-Whitney)) (Abb.9). Das Auftragen der
Opakerlosung verringerte die Haftfestigkeit am kariésen Dentin deutlich, hatte jedoch auf die
Haftkrafte an gesundem Dentin keine statistisch signifikanten negativen Auswirkungen. AQ
erreichte im Vergleich zu E30 deutlich héhere Verbundstarken auf gesundem Dentin (p < 0,05).
Nach Verwendung von Birsten kam es nicht zu einer signifikanten Erhdhung der Haftfestigkeit
an gesundem Dentin. Die negativen Auswirkungen auf die Haftfestigkeit nach Auftragen der
Opakerldsungen auf kariosem Dentin konnten ebenfalls nicht ausgeglichen werden.

Die Atzung mit Phosphorsaure fiihrte dazu, dass sich die Haftfestigkeit von unbehandelten Proben
nicht signifikant von mit AQ markierten Proben auf kariésem Dentin unterschied. Generell wurden
nach S&ureétzung an gesunden Proben nach der Markierung héhere Haftwerte festgestellt, wobei
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die Werte sogar hoher waren, als an nicht gedtzten (markierten oder unmarkierten) Oberflachen (p
< 0,05). Bei allen Proben wurde ein Haftversagen zwischen Adhasivsystem und Dentin

festgestellt.

(a) Gesundes Dentin
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Abbildung 9: u-TBS Ergebnisse. Haftwerte gemessen in MPa von gesundem (a) und kariésem (b) Dentin ohne Reinigungsschritte
(hellgrau), nach Phosphorsdureétzung (mittelgrau) und nach der Reinigung mit Birstchen (dunkelgrau). Ohne Markierungslsung
(U), mit SnCI30% gelost in destilliertem Wasser (AQ) oder geldst in 30% Ethanol (E30). Kleine Buchstaben kennzeichnen
Unterschiede zwischen den Gruppen, GroRbuchstaben Unterschiede innerhalb der Gruppen. n= Gruppengréfie. Box und Linie:

Interquartilbereich und Median, obere/untere Antenne: Maximum/Minimum, Kreise: Ausreifler [31]

7.5 Auswirkung der Reinigungsschritte auf die ROntgenopazitat

Aufgrund der Tatsache, dass die Haftwerte nach Phosphorsdauredtzung am héchsten waren, wurden
Proben nach Applikation dieses Protokolls erneut mit TWIM analysiert. Rontgenologisch kam es
durch die Atzung nicht zu einer statistisch signifikanten, optisch aber geringgradig detektierbaren
Abnahme des rontgenopaken Effekts (Abb. 10).
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MLTTO AMLTT173,2% AAMLTT251,6%

Abbildung 10: Vergleich der Markierungswirkung vor und nach Reinigung mittels TWIM. a) Demineralisiertes Dentin ohne
Opakerldsung, b) nach Auftragen von 30% SnClz + E30, ¢) nach anschliefender Phosphorséuredtzung. Sternchen: kinstlich
induzierte Lasion. Pfeile: Markierungsmaterial
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8 Diskussion

Die vorliegende In-vitro-Studie untersuchte mogliche Anwendungsprotokolle flr réntgenopake
Markierungslésungen zur Maskierung karidser Restlasionen [31]. Die selektive Kariesexkavation
hat einen positiven Effekt auf die pulpale Gesundheit. Verbleibende Radiotransluzenzen zwischen
selektiv exkavierten L&sionen und neuen Restaurationen sorgen fiir diagnostische Unsicherheiten
unter Zahnarzten. Um diese diagnostischen Unsicherheiten zu minimieren, wurden Losungen mit
Zinnchlorid in verschiedenen Ldsungsmedien getestet, um einen mdoglichst starken
Markierungseffekt zu erhalten. Gleichzeitig sollten die negativen Auswirkungen der
Markierungslésungen auf die Mikrozughaftung minimiert werden. Im Rahmen der
Nullhypothesenformulierung wurde angenommen, dass durch die Anwendung des entwickelten
Protokolls  keine signifikanten Unterschiede zwischen der Mikrozughaftung von

Universaladhasiven an markierten und unmarkierten Flachen mehr bestehen wiirde.

8.1 Limitationen

Diese Studie unterliegt diversen Limitationen.

(1) Die Dentinproben wurden, um eine mdoglichst glatte Oberflache zu erreichen,
plangeschliffen. In vivo wére die Lasionsoberflache rau und entsprache keiner bestimmten
geometrischen Form. Die Haftwerte kdnnten sich klinisch anders darstellen.

(2) Die Kontrolle des Markierungseffektes erfolgte nur zweidimensional. Eine
dreidimensionale Bildgebung konnte genauere Informationen generieren. Allerdings erfolgt
die klinische Kariesdiagnostik ebenfalls zweidimensional. Zudem schafft das verwendete
TWIM-Protokoll reproduzierbarere Bilder und wurde bereits validiert [33].

(3) Es wurde nur der Einsatz von SnCl als Opaker getestet, obwohl noch weitere Substanzen
(z. B. Zinnfluorid) héatten getestet werden konnen. Jedoch wurden in einer
vorrausgegangenen Studie bereits einige Vorteile der Anwendung von Zinnchlorid
nachgewiesen; das Material kann als Standard zur rontgenopaken Markierung von Karies
betrachtet werden [26].

(4) Es wurde lediglich ein einzelnes Universaladhésiv eingesetzt; die Ergebnisse sind
vermutlich nur bedingt auf andere universal- oder selbstatzende oder, mehr noch, Etch-and-
Rinse-Adhasive bertragbar.

(5) Einzig eine Art der Applikation des Rontgenopakers (15 sec Microbrush) wurde getestet.

Eine langere Applikation konnte zu einem besseren Eindringen des Materials in tiefere
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Schichten der induzierten Ldasion fiihren und somit den Opakereffekt verstarken. Ob eine
langere Einwirkzeit klinisch akzeptabel ware, darf diskutiert werden.

(6) Wir entwickelten kinstlich induzierte Karieslasionen an gesunden Dentinproben, anstatt an
natlrlichen Lé&sionen zu arbeiten. Die hier verwendeten Modelle zur Erzeugung von
Lasionen wurden in vorrausgegangenen Studien validiert [32].

(7) Das entwickelte Protokoll sollte mdglichst leicht zu erlernen und in den klinischen Alltag
zu integrieren sein, weshalb wir auBer der Markierungsldsung auf bereits vorhandene, oft in
der Fullungstherapie genutzte, Materialien zuriickgegriffen haben (z.B. 37%

Phosphorséaure).

8.2 Diskussion der Ergebnisse

Die verlasslichsten Markierungseffekte zeigten sich bei 30% SnCl; geldst in AQ oder E30 [31].
Dies erscheint zundchst unerwartet, da angenommen werden koénnte, hochkonzentrierte
Zinnchloridlésungen wirden zu einer starkeren Markierung fiihren. Bei Durchfiihrung der
Versuche imponierte jedoch ein starker Sedimentierungseffekt des Zinnchlorids innerhalb der
Losung; Zinnkristalle sammelten sich am Boden des GeféalRes. Auch durch ausgiebiges Umriihren
konnte nur bedingt eine homogene Ldsung erreicht werden. Fur die klinische Anwendung
erscheinen diese hochkonzentrierten Losungen somit nicht brauchbar, da ihr Markierungseffekt
auf Grund der Inhomogenitat nicht reproduzierbar ist; zudem ist eine sofortige Ausféallung an der
Oberfl&che zu erwarten, was sich wiederum negativ auf die Haftwerte adhdsiver Restaurationen
auswirken konnte.

Divergierend zu vorherigen Ergebnissen [30] sind die Haftwerte bei der vorliegenden Studie an
demineralisiertem Dentin besser als an gesundem Dentin [31]. Dies lasst sich vermutlich dadurch
erklaren, dass die raue kariése Oberflache mehr Mikroporositaten aufwies, somit eine grofiere
Haftoberflache besal}, und der Kariesangriff zudem einen Teil der bei Politur entstandenen
Schmierschicht entfernt hat. Die gesunden Dentinproben haben nach dem Politurvorgang keinen
Kariesangriff erfahren, sodass die Schmierschicht verblieb. Zudem stellten Lawson et al. keinen
signifikanten Einfluss des Sdureétzens vor der Anwendung von Scotchbond Universal auf die
Mikrozughaftung fest [34]. Hier jedoch sind die Haftwerte an gesundem, nicht markiertem,
sauregeatztem Dentin hoher als an nicht gedtztem Dentin. Dies kdnnte ebenfalls daran liegen, dass
die durch die Politur der Proben entstandene Schmierschicht durch die Phosphorséuredtzung
teilweise entfernt wird. Das verwendete Adhéasiv kann somit besser in die Dentintubuli eindringen.

Dieser positive Effekt der S&uredtzung auf die Haftkraft wurde an karidsem, nichtmarkiertem
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Dentin nicht festgestellt, vermutlich da die Schmierschicht durch den S&ureangriff der
Kariesinduktionslosung bereits entfernt wurde.

Das Sauredtzen nach dem Aufbringen der Markierungslésung zeigte vorteilhafte Auswirkungen
auf die Haftkraft. Jedoch kann die Dentinpermeabilitat durch pulpanahes Séureatzen stark erhoht
werden [35]. Bei verstarktem Austreten von Dentinliquor besteht die Gefahr einer
Flussigkeitsansammlung, die die Polymerisation der Hybridschicht zwischen Dentin und Adhésiv
inhibiert. Dies konnte sich wiederum negativ auf die Haftkraft auswirken und es kann zu
postoperativen Sensibilititen kommen. Heute wird diese Problematik bei korrekter Anwendung
des Universaladhasives und einer moglichst schnell darauffolgenden Applikation einer
hydrophoben Deckschicht - zum Beispiel in Form eines Flowables - als weniger Kritisch
eingeschatzt [36].

Mit dem hier verwendeten MDP-haltigen Adhasiv ergaben sich in Kombination mit Sdureédtzung
signifikant hohere Haftwerte an markiertem Dentin als an unmarkiertem Dentin [31]. Begriinden
konnte sich dies in der Annahme, dass Zinn moglicherweise den Verbund zwischen Kollagen und
MDP verstérkt [37]. Durch das Séureatzen wird eine moglichst sichere Diffusion der Monomere
in das durch die Phosphorsaure-Atzung tiefer freigelegte Kollagennetzwerk erméglicht.

Keinen positiven Effekt auf die Haftwerte zeigte die Anwendung von Burstchen statt S&ureédtzung.
Elektronenmikroskopisch konnte zwar auch fir die Applikation eines rotierenden Burstchens ein
Effekt auf die Oberflachenprazipitate gefunden werden, jedoch konnten die Haftwerte nicht
verbessert werden. Wie in Abb.7 sichtbar, treibt die Nutzung von Burstchen die Prazipitate in die
Dentintubuli und generiert ,,Streifen von Ablagerung [31] Beides kdnnte die Bildung einer
suffizienten Hybridschicht zwischen Adhdsiv und Dentin verhindern.

8.3 Ausblick

Eine Reihe weiterer Aspekte sind relevant. So sollte untersucht werden, welchen Einfluss eine
rontgenopake Markierung auf weitere durchstrahlende Diagnostika, zum Beispiel fiberoptische
oder Nahinfrarot-Transillumination, hat. Auch sollte nochmals bestatigt werden, dass der erreichte
Opazitatsgewinn nach Applikation des vorgeschlagenen Protokolls ausreichend ist, um das
Verhalten von Behandlern zu beeinflussen und ihre Entscheidungsfindung hinsichtlich eines
Fullungsaustausch zielgerichtet zu modifizieren [24]. Auch der Einfluss der Markierung auf die

pulpale Gesundheit sollte untersucht werden.
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8.4 Schlussfolgerung

Schlussfolgernd kdnnte die rontgenopake Markierung von kariésen Restlasionen dazu beitragen,
die diagnostischen Unklarheiten, die verbunden mit selektiver Kariesexkavation entstehen, zu
beseitigen. Die Akzeptanz der Therapieform innerhalb der Zahnérzteschaft kdnnte besonders
durch die Einfachheit des angewendeten Protokolls erhdoht werden. Innerhalb der Limitationen
dieser Studie zeigt sich, dass bei Anwendung des hier verwendeten Universaladhasives ein
Sauredtzen der radioopakmarkierten Oberflache die negativen Effekte der Opakerlésung auf die

Mikrozughaftung abmildert und gleichzeitig die Radiomarkierung erhalt.
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Abstract: After selective carious tissue removal, residual carious lesions remain radiographically
detectable. Radiopaque tagging resolves the resulting diagnostic uncertainty but impedes bond
strengths of adhesives to tagged dentin. We developed a protocol mitigating these detrimental effects.
A 30%/50%/70% SnCl, solution was dissolved in distilled water or a 30%/50%/90% ethanol solution
(E30/60/90) and applied to artificially induced dentin lesions. Tagging effects were radiographically
evaluated using transversal wavelength-independent microradiography (1 = 6/group). Groups with
sufficient tagging effects at the lowest SnCl, concentrations were used to evaluate how tagging
affected the microtensile bond strength of a universal adhesive (Scotchbond Universal) to sound
and carious dentin (1 = 10/group). Two different protocols for removing tagging material were
tested: 15 s phosphoric acid etching and 5 s rotating brush application. Scanning/backscattered
electron microscopy (SEM/BSE) and energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS) were used to
assess surfaces after tagging and removal. The most promising removal protocol was revalidated
microradiographically. Tagging significantly increased the radiopacity, with consistent effects for
30% SnCl, dissolved in water or E30. Microscopically, tagged surfaces showed a thick carpet of
SnCl,, and tagging reduced bond strengths significantly on carious dentin but not on sound dentin
(p < 0.01). On carious dentin, removal of tagging material using acid etching and rotating brush
was microscopically confirmed. Acid etching also mitigated any bond strength reduction (median:
21.3 MPa; interquartile range: 10.8 MPa) compared with nontagged dentin (median: 17.4 MPa;
interquartile range: 20.6 MPa). This was not the case for brushing (median: 13.2 MPa; interquartile
range: 13.9 MPa). Acid etching minimally reduced the radiographic tagging effect (p = 0.055).
Phosphoric acid etching reduces the detrimental bond-strength effects of tagging without significantly
decreasing radiographic tagging effects when using a universal adhesive.

Keywords: bonding; caries; dental; diagnostics; radiography; residual caries

1. Introduction

For deeper carious lesions, selective carious tissue removal is recommended, which aims to avoid
pulp exposure and pulpal complications and thus preserve pulp vitality and health [1,2]. In selective
removal, carious tissue is intentionally left close to the pulp during the excavation process, while in the
peripheral areas of the cavity, excavation is performed until firm or hard dentin remains, ensuring
restoration longevity and a tight seal of the cavity [2]. Sealed carious lesions are inactivated by bacteria
being deprived of dietary carbohydrates after depleting intracellular polysaccharide depots [3,4].
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There is a growing body of evidence supporting selective removal [5], while admittedly the majority of
studies have been conducted in the primary and not the permanent dentition [6,7].

One drawback of this strategy, though, is sealed dentin remaining detectable as radiolucency
beneath the restoration [8]. The resulting diagnostic uncertainty might be why the majority of dentists
worldwide have not accepted selective removal as standard yet [9]. Radiopaque tagging of carious
dentin prior to the restoration placement has been suggested to overcome this uncertainty: tagged
carious dentin was no longer detectable on radiographs, while tagging effects were shown to decrease
in case the described inactivation of the lesion was not achieved [8].

For tagging, radiopaque substances like stannous chloride or fluoride have been suggested and
employed in higher concentrations. These also seem to have antibacterial effects [10]. A key and notable
limitation of this concept at present is that such high-concentration tagging was found to significantly
decrease the bond strengths of dental adhesives to both carious and sound dentin (lowly concentrated
stannous chloride has been found to not negatively affect bond strengths) [11]. Similar findings were
reported for treatment of carious dentin using other metal ions, like silver diamine fluoride (SDF) [12];
for SDF, rinsing off or refreshing the surface mitigated these detrimental effects [13]. Resolving the
issue of decreased bond strengths may allow implementing radiopaque tagging as a standard operative
step after selective carious tissue removal and before restoring the cavity [10].

This study aimed to evaluate different strategies for improving bond strengths of a universal
adhesive after tagging carious dentin. These strategies included optimization of the concentration
and solvent of the tagging material to balance tagging against bond-strength effects, along with an
application of different steps for cleaning the tagged dentin surface. We hypothesized that eventually,
by using the developed protocol, there would be no significant difference in bond strength of a universal
adhesive to both tagged and nontagged dentin surfaces.

2. Methods

2.1. Study Design

SnCl, was dissolved in different concentrations (30%, 50%, 70%) in different media, namely
distilled water (Aqua destillata, AQ) and 30%, 60%, and 90% ethanol (E30/60/90), and applied to tag
artificially induced dentin caries lesions. The rationale was the different solubility of metal ions in
different solvents and solvents of different concentrations, as demonstrated before [8].

Tagging effects were radiographically evaluated using transversal wavelength-independent
microradiography (T-WIM). Groups with sufficient tagging effects at the lowest SnCl, concentrations
were used to evaluate how tagging affected the bond strength of adhesive restorations to sound and
carious dentin when submitted to microtensile bond strength (u-TBS) measurements. Two different
protocols for removing bond-strength-detrimental tagging material from the dentin surface were tested:
phosphoric acid etching and rotating brushing. Scanning and backscattered electron microscopy
(SEM, BSE) and energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS) were used to assess surfaces after different
tagging and removal protocols. The tagging effects of the most promising removal protocol were
eventually validated microradiographically once more, using T-WIM. The sample size for the different
steps was not decided based on statistical assumptions; it was based on experience from the discussed
prior studies in the field.

2.2. Tagging of Caries Lesions

Two hundred sound extracted human permanent molars were used for the study. Molars were
obtained under an ethics-approved protocol (ethics committee of the Charité EA4/102/14) and informed
consent. Four hundred dentin samples (3 X 2 X 1 mm) were cut from the molars (Band Saw EXAKT 300
CL, EXAKT Technologies, Norderstedt, Germany), exposing coronal dentin, which was subsequently
polished up to 4000 grit (SiC paper, Struers, Willich, Germany). The cutting was stopped and polishing
started when the coronal surface was free of any enamel remnants to ensure a sufficient dentin layer

52



Materials 2020, 13, 3702 30f 10

(> 1 mm thickness) was left between the polished coronal surface and the pulpal area. It should be
noted that, clinically, tagging would not necessarily be performed on only outer or middle coronal
dentin; rather, it would be performed on the deepest dentin areas. This was not experimentally
feasible, though.

Afterwards, samples were separated axially and prepared for T-WIM. To induce locally defined
artificial carious lesions, half of the coronal surface was covered using nail varnish (Riva-De-Loop,
Rossmann, Burgwedel, Germany). Lesions were then chemically generated in unprotected areas by
storing samples in demineralizing solution at pH 5.3 and 37 °C under agitation using a validated
protocol [14] for 9 weeks. The integrated mineral loss (AZ) at baseline was assessed using T-WIM
(see below). Demineralized areas were air-dried for 5 s, and SnCl, (Sigma Aldrich, St. Louis, MI, USA)
solutions were applied twice for 15 s with a microbrush. Any excess solution was removed using
microbrushes. SnCl, was dissolved in different media (distilled water and ethanol) (J.T.Baker, Deventer,
The Netherlands) in different concentrations (30%, 50%, 70%).

2.3. Transversal Wavelength-independent Microradiography

The radiographic effect of tagging (AAZ) was assessed using T-WIM [15] as previously described [8].
For T-WIM, 35 mm films (B/W positive, Fujifilm, Tokyo, Japan) were used, and microradiographs were
assessed microscopically (Axioplan 60318, Zeiss, Oberkochen, Germany) and digitalized (CFW1312M,
Scion, Frederick, MD, USA). AAZ was measured using TMR 2000 (2.0.27.2, UMCG, Groningen,
The Netherlands) and calculated as follows: AA Z (%) = —(AZagging — AZbaseline) X AZ71. Positive
values indicate a reduced radiolucency.

2.4. Bond Strength

To test bond strength, 40 of the extracted molars were first embedded in methacrylate resin
(Technovit 4071, Heraeus Kulzer, Hanau, Germany). The occlusal surfaces of the molars were exposed
and polished as described above. On the polished surface of 25 teeth, artificial lesions were again
chemically induced [14] using acetic acid solution (pH 5.3, 37 °C) as described. Storage of the remaining
samples was conducted in distilled water. Radiopaque materials were applied to a total of 22 carious
teeth and 12 sound teeth. The rationale for using sound dentin as control was that tagging is likely
to also affect non-carious areas, too, and it is relevant how such accidental tagging of sound surfaces
affects bond strengths. Application was performed twice (2 x 20 uL) using a microbrush for a total of
30 s, and then blotted dry using another microbrush. Three sound and three carious teeth were used as
nontagged controls.

A universal adhesive system (Scotchbond Universal, 3M, St. Paul, MN, USA) was rubbed
on all teeth for 20 s moving using an application tip, air-dried gently, and light-cured for 15 s.
A resin composite (Ceram.X Spectra, Dentsply, Konstanz, Germany) was then placed according to
the manufacturer’s instructions. Composite was placed in increments until a total thickness of 6 mm
was achieved. Light-curing was performed with an LED curing light (Valo, Ultradent, Salt Lake City,
UT, USA) at an intensity of 1400 mW/cm? for 40 s from a distance of <1 mm.

After 24 h storage in distilled water at 37 °C, samples were sectioned using the Isomet 1000 (Buehler,
Lake Bluff, IL, USA) at low speed and under water-cooling, resulting in sticks with a rectangular
cross-section (ca. 1 mm?2). From each tooth, three sticks were randomly selected; the sample size per
group was n = 10. For microtensile testing, sticks were attached to the test assembly using Tetric
EvoFlow (Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein). No pretesting failures occurred. The tensile load
was applied at a crosshead speed of 0.5 mm/min (Zwick, Ulm, Germany). The maximum force recorded
before any fracture occurred was used to estimate the microtensile bond strength. Fragments were
finally assessed under a stereomicroscope (Stemi, Zeiss) at 45X magnification in order to discriminate
between different failure modes: (1) cohesive failure in dentin, (2) adhesive failure between adhesive
system and dentin, (3) adhesive failure between adhesive system and composite, (4) mixed adhesive
failure (failure modes 2 and 3), and (5) cohesive failure in composite.
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2.5. Scanning and Back-scattered Electron Microscopy (SEM, BSE) and Energy Dispersive X-ray
Spectroscopy (EDS)

Samples were air-dried for SEM and BSE or carbon-coated for EDS. SEM and EDS were performed
using a CamScan MaXim microscope (CamScan, Cambridge, UK). A Bruker XFlash 6 30 detector was
used, and the analyses were performed using the ESPRIT 2.0 software (Bruker Nano, Berlin, Germany).
The acceleration voltage was 15 kV. BSE was performed on Phenom SEM at an acceleration voltage of
10 kV. The acquisition time for the mapping was 300 s.

2.6. Statistical Evaluation

Statistical analysis was performed using SPSS 20 (IBM, Armonk, NY, USA). Normal distribution
was assessed using the Shapiro-Wilk test. Relative tagging effects on mineral loss AZ (AAZ in %)
were analyzed using generalized linear modeling and two-sided Mann-Whitney U-test. Positive AAZ
values indicate reduced translucency, i.e., effective tagging. Level of significance was set at oc = 0.05.

3. Results

Tagging significantly increased the radiopacity, and all groups except E60-30% and E90-30%
showed significant tagging effects (Figure 1, p < 0.05). Overall, tagging effects were more pronounced
in AQ and E30 than E60 and E90 (p < 0.05). There was a dose-response relationship for nearly all
groups, with higher SnCl, concentration resulting in higher radiopacity. However, differences were
not consistently significant, which is why further experiments focused on optimizing an application
protocol for AQ and E30, both with 30% SnCl,, were necessary.

SnCl,
a
400 b A 30%
—— 1 50%
=067 B W70%
g a a n=6/group
o 200 ; "
< f U )
< & J B
100— |
| . A ‘
| * L F* | ! = |
0 — o -
: . |
AQ E30 E60 E90

Figure 1. Mineral loss differences in % compared to untreated lesions. Positive values indicate reduced
translucency and effective tagging. SnCl, (30%, 50%, 70%, indicated by different grey shades) was
dissolved in distilled water (AQ) and 30%, 60%, and 90% ethanol (E30-90). Significant differences
between tagging groups (p < 0.05) are indicated by different letters; upper case letters are used to
indicate differences within the solutions while lower case letters indicate difference between the
solutions. Box and line: interquartile range and median; whiskers: minimum/maximum; circles:
outliers; n: sample size.
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Tagging effects were also detectable via SEM (Figure 2) and BSE and EDS (Figure 3). Tagged
surfaces showed a thick carpet of dense particles which were confirmed as SnCly; these particles were
crystalline (e.g., Figure 2b) and were observed to be either homogenously distributed (for AQ) or
occurring in large insulae (for E30).

50 pm 20'1im
L i et

(a) U/aq. dest (x1250) (b) U/aq. dest (x4000)

(e)A/aq. dest (x1250) (f) A/ag. dest (x4000) (g) Aethanol (x1250) (h) Alethanol (x4000)

pi==

(i) B/ag. dest (x1250) (j) B/ag. dest (x4000) (k) Blethanol (x1250) (1) Blethanol (x4000)

Figure 2. Scanning electron microscopy images of dentin tagged with 30% stannous chloride dissolved
in distilled water (aq. dest.; a,b,e,f,i,j) or ethanol (c,d,g,h k1) without further removal (untreated,
U; a-d), or removal using acid (A; e-h) or rotating brushes (B; i-1), at different magnifications.

Different removal protocols were tested, as described. Both protocols visibly reduced the
microscopic presence of tagging material (Figure 2), with SnCl, particles remaining either within the
tubules (for acid etching, e.g., Figure 3f,g) or in striae (for brushing removal, e.g., Figure 2i k).

Bond strengths were significantly higher on sound than on carious dentin (Figure 4; p < 0.05
(Mann-Whitney)). Tagging reduced bond strengths significantly on carious dentin, but not on sound
dentin, with significantly lower bond strength on sound dentin observed when E30 was used for
tagging when compared with AQ (p < 0.05). Using phosphoric acid after tagging increased bond
strengths, with acid etching leading to higher bond strengths on sound dentin compared with an
untreated control, even on tagged surfaces (p < 0.05). On carious dentin, acid etching led to bond
strength of AQ-tagged samples being not significantly different from those in untreated controls.
Brushing did not lead to a significant bond strength increase in sound dentin, and it also did not
mitigate the effects of tagging on carious dentin (p < 0.01). For all samples, adhesive failures between
the adhesive system and dentin occurred (i.e., while there were variations in bond strengths, the failure
mode did not differ between groups).
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20 ym

(b) ethanol (x4000)

(c) aqg. dest (x4000) (d) ethanol (x4000)

Figure 3. Backscattered SEM (BSE) and EDS analysis. BSE microscopy at 10 keV (a,b) and EDS (c,d)
analysis of dentin tagged with stannous chloride dissolved in distilled water (aq. dest.) or ethanol.
In BSE, brighter crystalline structures covering the dentin can be detected; in EDS, these plaques are
confirmed as containing high concentrations of Sn (indicated by yellow color).

a a a
(a) sound — — e
OA B - B No removal
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Figure 4. Microtensile bond strength (u-TBS) of adhesive restorations on sound (a) and carious (b)
dentin after different treatments (in MPa). Untreated sound and carious dentin (U), dentin tagged with
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30% SnCl, dissolved in distilled water (AQ), and 30% ethanol (E30) are shown, with tagging material
not being removed or being removed with phosphoric acid or a rotating brush (different grey
values). Significant differences (p < 0.05) between groups and within groups are indicated by different
lower- and uppercase letters, respectively. Box and line: interquartile range and median; whiskers:
minimum/maximum; circles: outliers; n: sample size.

When acid-etched samples were assessed for their radiopacity (Figure 5), a minimal decrease
in tagging effect was notable; the median (IQR) AAZ compared with untreated controls was 73.2%
(29.1%) in tagged and 51.6% (18.8%) in tagged and etched lesions (p = 0.055).

AAZ (IQR): 73.2(29.1) % 51.6 (18.8) %
n=12

Figure 5. Transversal wavelength-independent microradiography (T-WIM) images of a demineralized
and untreated lesion (a), a lesion tagged with 30% SnCl, dissolved in distilled water (b), and the
same lesion after phosphoric acid etching (c). Mineral loss differences (median, interquartile range
(IQR), in %) compared with untreated lesions are given. n: sample size. Asterisk: induced lesion
(radiolucency). Arrows: tagging material (radiopacity).

4. Discussion

Selective carious tissue removal was found beneficial for maintaining pulp vitality in teeth with
deeper carious lesions. The resulting radiolucency beneath the restoration, however, poses diagnostic
uncertainties for dentists. Radiographic tagging was shown to positively mitigate this problem but
detrimentally affect bond strengths to the tagged dentin. Within the present study, we demonstrated
that a concentration of 30% of SnCl,, dissolved in water or 30% ethanol, showed a reliable and
sufficient tagging effect while limiting the reported impact on bond strength of the used universal
adhesive. Nevertheless, bond strengths decreased by 30-60%, i.e., significantly and possibly clinically
disadvantageously, when using a universal adhesive. However, subsequent phosphoric acid etching
was able to resolve this issue, without significant decreases in tagging effects. We therefore accept
our hypothesis.

This study has a number of strengths and limitations. First, in line with previous work in this
field [8,10], we relied on established in vitro test methodologies and triangulated our findings from
one test method (e.g., u-TBS) with those from others (e.g., SEM, EDS). Further assessment methods
like interfacial SEM or TEM may be used to elucidate the described effects in more detail. Second,
we employed easy-to-apply protocols to optimize bond strengths; translating these protocols into
clinical application will likely be unproblematic. Third, as a limitation, we worked with sound dentin
and artificial carious lesions in a modeling system. However, both the lesion induction protocol
as well as the model were validated in previous studies. We also used only one specific universal
adhesive system, while many more are available. Our findings might not fully translate to all
universal adhesive systems or to other (non-universal) adhesives, as discussed below. Fourth, we only
used one specific tagging material, SnCl,, while others might be available. This material, however,
was used in previous studies and found to be beneficial in a range of aspects (see below) [8,10].
Last, we tested tagging effects using T-WIM, and not in clinical radiographic applications. However,
we have demonstrated translucency changes detected in T-WIM to correlate with those detected by
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conventional radiography [8] and to match tagging effects of natural lesions (and not only artificial
lesions, like in the present study). Notably, it is unclear if the differences found in radiolucency
between etched and non-etched tagging effects will be clinically relevant or not (even if they were not
significant in our study). Furthermore, the present study did not assess the safety of the application,
while in another evaluation (unpublished), we evaluated the pulpal pH changes induced by tagging,
for instance, in an in vitro pulp model, without finding significant impacts. Further related issues like
possible cell toxicity should be evaluated.

A range of aspects need to be discussed. In our evaluation, AQ showed tagging effects similar
to those of E30 without relevant differences between SnCl, concentrations. In contrast, dissolving
SnCl; in 60% or 90% ethanol resulted in less reproducible tagging effects, and lower tagging when
employing 30% SnCly, than in AQ and E30. This is likely due to the inferior solubility of SnCl, in high
ethanol concentrations, the result being an inhomogeneous, clustered precipitation of SnCl, on dentin
and hence, reduced tagging effects. These presumed segregation effects were confirmed when dentin
surfaces were evaluated using SEM and BSE. In all groups, we observed SnCl; crystal precipitation.
However, in ethanol, these precipitations were less homogenously distributed, mainly in islands or
striae of material.

These precipitations are the reason for the impeded bond strengths of dental adhesives. On carious
dentin, we observed mean bond strength reductions of 30-60% when compared with nontagged surfaces.
Tagging did not induce such reductions on sound dentin, indicating that significant precipitation may
not occur there. The applied removal strategies had notable effects on the bond strengths. On sound
nontagged dentin, phosphoric acid etching increased bond strengths, likely by removing the smear
layer (resulting from sample polishing) and opening up the collagen network, thereby improving the
formation of a hybrid layer as well as the interaction between the universal adhesive’s 10-MDP and the
exposed dentin. This positive effect of etching was not noted in carious nontagged dentin, where the
carious attack has likely removed the smear layer. On sound tagged surfaces, we found acid etching to
again improve bond strengths to “super-normal” levels and to reinstate the bond strengths to those
found in carious untagged dentin. This is relevant, as in a previous study, we did not find etching to
have such effect when applying a conventional etch-and-rinse adhesive (in this case, OptiBond FL)
afterwards [10]. We ascribe this differential effect to the presence of 10-MDP in the universal adhesive,
with the positive effects of 10-MDP only being effective when removing the precipitates and allowing
chemical interaction with the dentin surface. Using a rotating brush did not have such beneficial effects
on sound or carious, tagged or untagged surfaces. We attribute this to the fact that the brush does not
remove the smear layer or any precipitates, but rather redistributes them in “streets” of the material,
following the rotating movement (see Figure 3).

Consequently, we employed acid etching to remove precipitations and reinstate bond strengths and
re-evaluated the resulting tagging effects. We found that phosphoric acid etching did not significantly
decrease tagging effects. Notably, and as mentioned, the absence of statistical significance should not
be taken as indicative of a lack of relevance, as it might also be grounded in the limited statistical
power. Further experiments using conventional radiographic assessments are warranted.

The developed protocols are easy to apply and likely not time-consuming. Selective phosphoric
acid etching of enamel is often recommended even when using universal adhesives (such as the one
we used) in self-etching mode to obtain ideal bond strengths on enamel [16]. Our protocol suggests
combining an etch-and-rinse approach after tagging to optimize the strength of bonds to both enamel
and dentin. A range of questions, however, remain: First, the pH of the used tagging solutions has
been found to be low [8], and possible detrimental effects when applied onto pulpo-proximal dentin
should be explored (as discussed, no relevant pH decreases were observed in a modeling system).
Second, we did not test the differential effect of tagging lesions of different depths. This, however,
was done in a previous study [10], and it is also likely that some tagging effect will be exerted in
deeper lesions by the used tagging solutions. Given the high concentration of the tagging material,
even tagging outer carious dentin layers has been found to allow the masking of deeper lesions.
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Third, the longevity of tagging has not been fully explored. A previous study, however, tried to wash
out tagging material from carious dentin using thermocycling and failed when the carious lesion
remained arrested (i.e., the pH in dentin did not fall below a certain threshold) [8]. Clinical observations
over long-term periods may be required. These studies should also evaluate if tagging (using the
outlined protocol) really reduces the rate of clinicians who unnecessarily intervene on carious lesions
sealed after selective removal, as demonstrated before. Last, the effect on bacteria may be tested in
more detail. This is especially relevant given that sealing of lesions is thought to deprive cariogenic
bacteria of nutrition, while asaccarolytic bacteria have been argued to remain viable, leading to possible
pulp inflammation [17]. In that direction, the effects of tagging on pulpal cells should also be assessed,
as discussed.

5. Conclusions

When using the universal adhesive Scotchbond Universal, phosphoric acid etching of radiopaque-
tagged dentin mitigated the detrimental bond-strength effects of tagging while preserving the beneficial
radiographic effects. A separate dentin etching step should be recommended after tagging carious lesions.
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