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Arbeitshypothese und Fragestellung

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Das Ziel einer erfolgreichen Infiltrationstherapie mit Icon® (Dental-Material Gesellschaft
mbH, Hamburg (DMQ)) ist eine Arretierung der Initialkaries und vollstindige Maskierung der
Schmelzveranderung durch eine mdglichst vollstindige Penetration des Infiltranten in den
pordsen Zahnschmelz. Im klinischen Alltag werden Lésionen hidufig nicht vollstindig
infiltriert. Um Defizite im klinischen Protokoll und Behandlungsmisserfolge zu verringern, soll
das Infiltrationsverfahren verbessert werden. Einen guten Ansatzpunkt bietet die
Trocknungskomponente Icon Dry® (Ethanol 99 %), da eine Modifikation von Icon Dry® ohne

Veranderung des klinischen Anwendungsprotokolls moglich ist.

Der Untersuchung liegen folgende Hypothesen zugrunde: Die Ethanol-Losung Icon Dry® kann
durch Zugabe von 10-Methacryloyloxydecyldlihydrogenphosphat (MDP) modifiziert werden,
um in der Funktion eines Primers die initialkariose Lasion zu konditionieren und die chemische
Interaktion zwischen dem funktionellen Monomer MDP und Hydroxylapatit (HAP) zu
vermitteln. Dadurch kann die Penetration des Infiltranten in die Schmelzldsion beeinflusst und
die Penetrationstiefe (PT) und infiltrierte Fliche (IF) erhoht werden. Inwiefern die Modifikation
der Trocknungskomponente Icon Dry® durch die Zugabe von MDP Einfluss auf die Infiltration

nimmt, soll an kiinstlich hergestellten Rinderzahnschmelzldsionen (RZL) untersucht werden.

Um eine komparative Untersuchung der MDP-modifizierten Trocknungskomponente (Icon®
Prime) und der unverdnderten Kontrollgruppe (Icon® Dry) durchzufiihren, sind ausreichend
tiefe Lasionen notig, die eine vergleichbare partielle Infiltration ermdglichen. Dafiir soll
zunichst in einem Vorversuch eine Methode zur Herstellung kiinstlicher Lasionen mit
moglichst hoher Lésionstiefe (LT) und Charakteristika entwickelt werden, die klinisch
entstandenen Initialldsionen (IC) entsprechen. In einem weiteren Vorversuch soll ein
Infiltrationsprotokoll ermittelt werden, welches eine partielle Infiltration und damit einen

Vergleich des Infiltrationsverhaltens der Untersuchungsgruppen ermoglicht.

Im Hauptversuch soll die Infiltration von kiinstlichen RZL mit MDP-modifizierter
Trocknungskomponente als Experimentalgruppe PRIME im Vergleich zur Kontrollgruppe
DRY (reine Ethanol-Lésung) untersucht werden. AnschlieBend soll die Darstellung und
Analyse des Infiltranten am Lichtmikroskop ermdglicht werden. Zielparameter sind die LT, die
Léasionsflache (LF), die PT und IF sowie die prozentuale Penetration (PP) des Infiltranten in die

Léasion bezogen auf die LT (PP(LT)) und die LF (PP(LF)).



Einleitung

2 Einleitung

2.1 Humaner Zahnschmelz

Der Zahnschmelz entsteht embryologisch in mehreren Phasen im Rahmen der Amelogenese.
In der sekretorischen Phase sezernieren Ameloblasten Matrixproteine, die eine Schmelzmatrix

bilden und die priméire Mineralisation initiieren (Whittaker, 1987).

Der Grofteil der Proteine wird wihrend der Reifephase im Rahmen der sekundéren
Mineralisation durch Mineralien ersetzt. Uber die Ameloblasten wird Calcium und Phosphat in
die Schmelzmatrix transportiert und es kommt zu einer Kristallisation von Calcium-Phosphat-

Verbindungen (Deporter, 1977; Hanawa et al., 1990).

Die Schmelzmatrix wird resorbiert und durch Wasser ersetzt. Dadurch bilden sich Porositéten,
die durch wachsende Kristalle aufgefiillt werden (Robinson et al., 1971). Der bis zum
Zahndurchbruch ablaufende Mineralisationsprozess wird als préeruptive Schmelzreifung
bezeichnet. Mit dem Durchbruch des Zahnes endet die Amelogenese unter Verschmelzung des

Schmelzepithels mit den oralen Epithelzellen (Ekstrand und Zero, 2012).

Wiéhrend der posteruptiven Schmelzreifung werden verbliebene Mikroporosititen durch
Aufnahme von Calcium und Phosphat aus dem umliegenden Milieu aufgefiillt. Der ausgereifte
Schmelz ist avaskulédr, azelluldr und besitzt keine zelluldren Reparaturmechanismen. Er bedeckt
die anatomische Zahnkrone mit einer individuell variablen Schichtdicke von wenigen
Mikrometern zervikal bis hin zu mehreren Millimetern in Regio der Inzisalkanten,

Hockerspitzen und Randleisten (DeRocher et al., 2020; Gillings und Buonocore, 1961).

Mit einer durchschnittlichen Knoop-Hérte von 250 (Knoop hardness, HK) und 390 HK an der
Schmelzoberfldche ist der Zahnschmelz die hérteste, sprodeste und am starksten mineralisierte
Substanz des menschlichen Korpers (Elmar Hellwig et al., 2018; Meyer-Liickel et al., 2012;
Schroeder, 1987). Die Dichte des Zahnschmelzes nimmt von der Schmelzoberflache bis zur
Schmelz-Dentin-Grenze ab und betrigt ca. 2,8 - 3 mg /mm? (Carlstrom et al., 1963; Weatherell
etal., 1967).

2.1.1 Chemische Zusammensetzung

Seine charakteristischen Eigenschaften erhédlt der Schmelz durch seine chemische

Zusammensetzung. Er besteht mit ca. 93 - 98 Gew.-% also fast ausschlieBlich aus
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anorganischem Material. Der zweitgrofite Bestandteil ist Wasser mit ca. 1,5 - 4 Gew.-%. Der
Rest setzt sich mit ca. 0,49 - 1,95 Gew.-% aus organischen Verbindungen wie Proteinen und

Lipiden zusammen (Deakins und Volker, 1941; LeFevre und Manly, 1938).

Nach Volumenanteilen besteht der Zahnschmelz zu ca. 86 % aus Mineral, ca. 12 % aus Wasser
und ca. 2 % aus organischem Material, mit abnehmendem Mineralvolumen vom dufleren zum
inneren Schmelz (Setally Azevedo Macena et al., 2014; Whittaker, 1987). Die
Schmelzzusammensetzung kann variabel sein, da sie vielen verschiedenen Faktoren wie dem

Alter, der Erndhrung und der Untersuchungsmethodik unterliegt (Sakae, 2006).

Der anorganische Anteil besteht hauptséchlich aus Calciumphosphatverbindungen, die als
kleinste, sich wiederholende Einheit in reinster Form im Kiristallgitter als HAP
Cao(PO4)s(OH): vorliegen (Abbildung 1). Durch den Austausch von Calcium-, Phosphat- und
Hydroxidionen durch Carbonat, Hydrogenphosphat und andere Elemente wie z. B. Magnesium,
Natrium, Kohlenstoff und Chlorid liegen Calcium und Phosphat im Zahnschmelz in der Regel
als nicht-stochiometrische Apatitkristalle vor, die besser durch die Formel Ca;jo.x Nax (PO4)s.y
(CO3)- (OH);.. F, beschrieben werden (Hellwig et al., 2018; Meyer-Liickel et al., 2012). Es
sind verschiedene Substitutionen der Ionen im HAP mdglich. So entstechen z. B.
Carbonathydroxylapatit, Magnesiumhydroxylapatit oder Fluorhydroxylapatit (FHAP), welche
unterschiedliche physikochemische Eigenschaften aufweisen. (DeRocher et al., 2020;
Robinson et al., 1971; Wang et al., 2008; Young, 1974). Die Loslichkeit des HAP ist abhédngig
von den substituierten Ionen. FHAP weist beispielsweise eine geringere Loslichkeit als HAP

auf (ten Cate und Featherstone, 1991).

Fliissigkeiten wie Wasser oder Alkohol konnen den Zahnschmelz relativ frei durchstromen
(Poole etal., 1963). Fiir lonen verhalt sich der Zahnschmelz wie eine lonenaustausch-Membran,
deren Selektivitdt gegeniiber dem lonentransport abhéngig von den umgebenden Elektrolyten
ist (Waters, 1971). Durch chemischen Ionenaustausch kann der Zahnschmelz ohne zelluldren
Mechanismus seine Kristallstruktur verdndern. Permeabilititsstudien an posteruptivem
Zahnschmelz zeigen einen u. a. durch Kristallwachstum bedingten Verlust an Porositét bei

gleichzeitiger Zunahme an Dichte und Hérte (Brudevold et al., 1982).

2.1.2 Histologische Struktur

Der humane Zahnschmelz weist im Querschnitt eine hexagonale Struktur der HAP-Kristalle
auf (Reyes-Gasga et al., 2012). Die Kristalle, die normal zu ihrer Ldngsachse ausgerichtet sind,

10



Einleitung

zeigen sich mikroskopisch als ldngliche Polygone mit einer Kantenldange von ca. 20 - 50 x 70 -
170 nm (DeRocher et al., 2020). Die Lange der Kristalle kann zwischen 100 - 1000 nm variieren
(Wang et al., 2008) (Abbildung 1 A).

In der Literatur wird hdufig von einer die HAP-Kristalle umgebenden Schicht aus Wasser,
Proteinen und Lipiden gesprochen. Neuere Studien zeigen im ausgereiften Schmelz jedoch eine
nahezu vollstindige Resorption der Proteinmatrix durch Kristallwachstum und liefern keinen
Hinweis auf eine Kristall-umgebende Proteinhiille (Daculsi und Kerebel, 1978; Kallistova et

al., 2017; Kerebel et al., 1979).

Die HAP-KTristalle lagern sich zu sdulen- bzw. stibchenférmigen Verbidnden zusammen, die als
Schmelzprismen bezeichnet werden. Der Durchmesser der Schmelzprismen steigt von ca. 4 pm
zentral auf ca. 8 um in Richtung der Schmelzoberfldche an (Boushell und Sturdevant, 2019).
Die Prismen zeigen haufig einen schliissellochformigen Querschnitt, einen Prismenkopf mit
parallel ausgerichteten Kristallen und einem Prismenschwanz, in dem die Kristalle in einem

Winkel von ca. 60° zur Prismenachse auseinanderlaufen (Meckel et al., 1965).

A B Sekretionsfeld
eines Ameloblasten—g=it Interprismatischer
Schmelz

Prismenscheide

*5 7 Prismenstab

Ameloblasten

Abbildung 1: Schematische Darstellung der HAP-Kristallstruktur, Schmelzkristalle und
rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Zahnschmelzprismen

A: Schematische Darstellung der Struktur eines HAP-Kristalls. B: Schematische Darstellung der
dreidimensionalen Anordnung der Zahnschmelzkristalle in den Schmelzprismen. C:
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Zahnschmelzprismen. Die einzelnen Schmelzprismen sind mit
,,P* markiert. Modifiziert nach Ekstrand und Zero (Ekstrand und Zero, 2012).
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Zwischen den Schmelzprismen liegen ungeordnete Apatitkristalle, die als interprismatischer
Schmelz bezeichnet werden. An der Oberfliche befindet sich hiufig eine 20 - 30 um breite
prismenfreie Zone mit dicht gepackten, senkrecht zur Oberfliche ausgerichteten
Schmelzkristallen (Hellwig et al., 2018). Dieser Schmelzbereich wird als aprismatischer
Schmelz bezeichnet und kann beim Atzen des Zahnschmelzes z. B. fiir adhisive Verfahren
Probleme im Haftverbund verursachen, da aufgrund der fehlenden Schmelzprismen keine
mikroretentive Verankerung zwischen Adhidsiv und Zahnschmelz entstehen kann (Ekstrand und

Zero, 2012, Hellwig et al., 2018).

Innerhalb eines Schmelzprismas verlaufen die HAP-Kristalle bis zur Prismenscheide parallel
zur Prismenlédngsachse. Dort dndern die Kristalle abrupt ihre Richtung, um in der Peripherie
quer zu verlaufen (Pearce und Nelson, 1989). Deshalb ist der interkristalline Raum zwischen
den HAP-Kristallen in der Peripherie groBer als im Prismeninneren. An den Prismengrenzen
treffen die Peripheriebereiche mehrerer Prismen aufeinander, was zu deutlich vergroBerten
interkristallinen Rdumen im Vergleich zum Prismenkern fiihrt (Abbildung 1, B). Diese
Bereiche sind aus chemischer und kariesdtiologischer Sicht von grofler Relevanz, da z. B.
Sduren oder andere Stoffe die Bereiche grofleren Porenvolumens leichter penetrieren konnen
(Ekstrand und Zero, 2012). Aufgrund der verschiedenen rdumlichen Anordnungen der Prismen
zeigen sich licht- und polarisationsmikroskopisch typische histologische Charakteristika des
Zahnschmelzes wie z. B. Hunter-Schregersche-Streifen, Schmelzspindeln, Imbrikationslinien,

Perikymatien und Retzius-Streifen (Hunter und Bell, 1839; Retzius, 1837; Whittaker, 1987).

2.2 Bovine Zahnproben

Bovine Zahnproben eignen sich fiir viele Laborstudien als Alternative zu Humanzihnen, da sie
menschlichen Zdhnen in der chemischen Zusammensetzung und den mechanischen
Eigenschaften dhnlich sind (Esser et al,, 1998). Im Vergleich zu Humanzéhnen sind
Rinderzédhne zudem grofBer, kostengiinstiger, in hoher Stiickzahl, ohne karidse Verdnderungen
und in einer gleichméfBigeren Zusammensetzung verfligbar. Insbesondere bovine Inzisiven
besitzen eine breite, flache, vestibuldre Schmelzfldche, die sich gut fiir experimentelle Studien

eignet (Mellberg, 1992).

In der Mikromorphologie weisen humane und bovine Zihne viele Ahnlichkeiten auf. Es wurden
aber moderate Unterschiede in der Anzahl und GroBe der Schmelzkristalle sowie in der
Anordnung der Schmelzprismen gefunden. Rinderzdhne zeigen eine zwischengereihte,
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lamellare Anordnung der Schmelzprismen im Vergleich zur Schliissellochform der
Humanzidhne (Osborn und Dahlberg, 1972). Zudem besitzen die Schmelzkristalle der
Rinderzéhne einen groferen Durchmesser und einen breiteren interprismatischen Raum im

Vergleich zu humanen Zéhnen (Edmunds et al., 1988; Schilke et al., 2000).

Die unterschiedliche Prismenausrichtung kann sich auf die mechanischen Eigenschaften des
Schmelzes auswirken (Reeh et al., 1995). So ist boviner Schmelz pordser und weicher als
humaner Schmelz. Der vergroferte interprismatische Raum und die héhere Porositdt konnen
erkldren, weshalb Rinderzahnschmelz im Vergleich zu humanem Zahnschmelz in vitro mit

einer bis zu dreimal hoheren Rate demineralisiert (Featherstone und Mellberg, 1981).

Die chemische Zusammensetzung von bovinem und humanem Zahnschmelz ist ebenfalls
dhnlich. Unterschiede gibt es aber im Fluoridgehalt; dieser ist bei Rinderzahnschmelz in den
duBeren 5 um mit ca. 200 ppm im Vergleich zu den ca. 1300 ppm Fluorid in Humanzéhnen
deutlich niedriger (Mellberg und Loertscher, 1974). Nach Davidson et al. (1973) ist der
Calciumgehalt von humanem und bovinem Schmelz mit einem Massenanteil von ca. 37 %
nahezu identisch und nimmt dabei von der Schmelzoberfldche in Richtung Schmelz-Dentin-
Grenze ab. In vitro zeigen sich bei einer linearen diffusionsabhingigen Calciumabgabe von
beiden Gruppen jedoch Unterschiede in der Calciumkonzentration. Bis zu einer Lt von
mindestens 500 pum weist Rinderzahnschmelz eine homogene Calciumdistribution mit
homogenen Calciumkonzentrationen auf, wihrend in humanen Schmelzproben die
Konzentration lokal stark variiert (Davidson et al., 1973). Trotz minimaler Unterschiede zeigen
Rinderzihne und Humanzéihne dhnliche chemische Eigenschaften in In-vitro-Studien. Daher
manifestierten Nakamichi et al. bereits 1983 Rinderzéhne als addquaten Ersatz fiir Humanzihne

im Adhésionstest (Nakamichi et al., 1983).

2.3 Karies

2.3.1 Atiologie und Pathogenese

In den letzten Jahrzehnten wurden die Entstehungsmechanismen der Karies immer besser
verstanden. Karies wird heutzutage als komplexe, multifaktorielle, Biofilm-assoziierte
Erkrankung beschrieben, die aus dem Uberwiegen von Demineralisationsprozessen im
dynamischen Wechsel von De- und Remineralisationsphasen an der Zahnhartsubstanz resultiert
(Pitts und Zero, 2016; Selwitz et al., 2007). Weltweit ist Karies die hdufigste, nicht-iibertragbare

chronische Erkrankung weltweit (Marcenes et al., 2013). In einer Ubersichtarbeit im Zeitraum
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von 1996 - 2016 konnten Carvalho und Schiffner eine Karieserfahrung von mehr als 92 % bei

europdischen Erwachsenen feststellen (Carvalho und Schiffner, 2019).

Eine zentrale Rolle bei der Kariesentstehung spielt die regelmiBige Aufnahme von
fermentierbaren Kohlenhydraten, vor allem freien Zuckern, die {tiber die Nahrung
aufgenommen und von Bakterien im Biofilm zu organischen Sduren verstoffwechselt werden.
Die Verstoffwechselung senkt den pH-Wert in der dentalen Plaque (Biofilm), was zu einer
Auflosung der Zahnhartsubstanz fiihrt (Shellis, 2012). Insbesondere Saccharose spielt eine
entscheidende Rolle in der Kariesentstehung. Sie ist das einzige Substrat fiir die Synthese
extrazelluldrer Glucane, die die Akkumulation und Virulenz von Mutans-Streptokokken auf
glatten Zahnoberflichen erhdhen. Die extrazelluliren Glucane erhoéhen die Plaqueporositit,
was zu einer verstirkten Sdureproduktion unmittelbar an der Zahnoberfldche fiihrt (Zero, 2004).
Die Verdnderungen der Mikroflora der dentalen Plaque unter dem Einfluss von Saccharose
werden durch die okologische Plaquehypothese erkliart (Marsh, 2003). Sie beschreibt die
Verschiebung der Mikroflora in Anwesenheit von Zucker zu einer kariogenen Plaque infolge
der unterschiedlichen Reaktionen der Mikroorganismen auf den von Zucker und Séure
ausgetibten Selektionsdruck. Die Mikroflora besteht anschlieBend vermehrt aus unspezifischen,

an die Zuckerumsetzung angepassten, azidogenen Bakterien (Shellis, 2012).

Das Risiko fiir die Initiation und Progression der Karies wird durch zahlreiche Faktoren
beeinflusst (Harris et al., 2004; Watts, 2004). Ein modernes Konzept der Kariesétiologie
schlieBt neben den genannten, zentralen Elementen individuelle Faktoren (orale Bakterienflora,
Speichelfluss), verhaltensbedingte Faktoren (Erndhrung, frequente Aufnahme fermentierbarer
Kohlenhydrate, Mundhygiene, zahnmedizinische Vorsorge etc.) sowie soziale und
psychologische Faktoren (soziodkonomischer Status, Bildungsniveau etc.) mit ein (Pitts et al.,

2017; Shellis, 2012).

Ein weiterer bedeutender Faktor in der Kariesentstehung und Prévention in Verbindung mit
einer adidquaten Mundhygiene ist Fluorid. Insbesondere die tdgliche Anwendung von
fluoridhaltiger Zahnpasta im Rahmen einer addquaten Mundhygiene als gesellschaftliche Norm
hat in den letzten Jahrzehnten zu einer weltweiten Reduktion der Kariespravalenz gefiihrt. Im
Zeitraum von 1996 - 2016 konnte bei Erwachsenen ein Riickgang der Kariesprivalenz in
Europa um ca. 20 % bezogen auf landesweite Daten ermittelt werden (Carvalho und Schiffner,
2019). Jordan et al. zeigen aus den Ergebnissen der Mundgesundheitsstudien (1997, 2005 und
2014) einen Riickgang der Karieserfahrung in Deutschland von 1997 - 2014 und
prognostizieren in Kombination mit einer Bevolkerungsschidtzung den weiteren Riickgang der
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Karieserfahrung bis zum Jahre 2030 (Jordan et al., 2019). Aus den Daten des Kariesriickgangs
sollte jedoch keinesfalls der Bedeutungsverlust der Priaventionskonzepte abgeleitet werden.
Insbesondere im Milchgebiss konnten bislang nur geringe Reduktionen der Karieslast
nachgewiesen werden. Eine aktuelle Ubersichtsarbeit zur weltweiten Kariesprivalenz von
Kindern zeigt im Zeitraum von 1995 - 2019 eine Kariesprivalenz von 46,2 % im Milchgebiss
und 53,8 % im bleibenden Gebiss. Im Milchgebiss ist mit zunehmender Stichprobengréfle und
fortschreitendem Studienjahr sogar ein Anstieg der Karieserfahrung zu beobachten (Kazeminia

et al., 2020).

2.3.2 Chemische Grundlagen der Karies

Die chemischen Grundlagen der Karies basieren auf empirischen Definitionen der Loslichkeit
und fundamentalen Prinzipien der physikalischen Chemie. Zentrale Prozesse sind die De- und
Remineralisation der Zahnhartsubstanz, die einer Auflésung und Ablagerung von Kristallen an
der Oberfldche eines in eine wéssrige Losung eingetauchten FestkOrpers entsprechen (P.
Shellis, 2012). Diese Prozesse sind abhéngig von der Loslichkeit und dem Séttigungsgrad des
Festkorpers (Zahnschmelz) sowie der Konzentration der Ionen innerhalb der Losung (Speichel,
Plaque) (ten Cate et al., 2003). Hinzu kommen Prozesse der Adsorption von
Inhibitorsubstanzen, im Besonderen Makromolekiilen wie Peptiden und Proteinen an der
Zahnoberfldche, die das Kristallwachstum hemmen und innerhalb biologischer Fliissigkeiten

wie Speichel und Plaque zahlreich vorkommen (Acevedo, 2010; Moreno et al., 1979).

Die Aufnahme von fermentierbaren Kohlenhydraten in den dentalen Biofilm initiiert den
kariogenen Siureangriff, welcher zum charakteristischen Anderungsmuster des Plaque-pH-
Werts, der sogenannten Stephankurve fiihrt (Marsh, 2008). Bei einem Abfall unter den
kritischen pH-Wert von ca. pH 5,5 kann es zur Demineralisation der Zahnhartsubstanz
(Lasionsbildung) kommen (ten Cate et al., 2003). Chemisch wird die kariése Lasionsbildung
durch die Auflosung der Schmelzmineralien, die Diffusion von Saure in die Schmelzmatrix und
Diffusion von Schmelz-lonen nach auflen gesteuert (Shellis, 2012). Charakteristisch ist eine
Zunahme der Loslichkeit von der Schmelzoberfliche in Richtung der Schmelz-Dentin-Grenze.
Die grofite Porenstruktur und damit hochste Loslichkeit liegt an den Prismengrenzen
(interprismatische Substanz) vor, die im Kariesprozess Diffusionspfade bilden (Johnson, 1967;

Shellis, 1996).
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Ein typisches Merkmal von kariésen Schmelzldsionen ist die hypermineralisierte
Oberflachenschicht (OS). Ten Cate zeigte in In-vitro-Studien an kiinstlichen Lésionen die
Entstehung einer sogenannten pseudointakten OS ausschlieBlich in Anwesenheit von

Fluoridionen (ten Cate and Duijsters, 1983).

In Kapitel 2.1.1 wurde der chemische Aufbau des Zahnschmelzes als Konfiguration des
Minerals HAP mit unterschiedlichen chemischen Eigenschaften beschrieben. Wiahrend der
Austausch  von  Calcium-, Phosphat- und Hydroxidionen durch sogenannte
»vVerunreinigungsionen® wie Magnesium, Natrium oder Carbonat die Kristallstruktur
beeintrichtigt und die Loslichkeit des Hydroxylapatitkristalls erhoht, verdichtet und stabilisiert
sich durch den Einbau von Fluoridionen die Kristallstruktur, wahrend die Loslichkeit sinkt
(Arends und Christoffersen, 1990; Brown et al., 1977; Christoffersen, 1981; Young und Brown,
1982). Den groBten karieshemmenden Effekt hat eine fluoridhaltige, den Zahn umgebende und
das HAP benetzende Fliissigkeit. Die Fluoridionen ersetzen Hydroxid-Ionen und stabilisieren
die Calcium-Ionen im Kristallgitter. In Abhdngigkeit von der Fluoridkonzentration verringert
sich die Loslichkeit und die Losungsrate des HAP innerhalb einer sauren Losung im Vergleich
zu einer nicht fluoridierten Losung. Im In-Vitro-Modell kann in Abhéngigkeit von der Fluorid-
konzentration (0 - 10 ppm Fluorid) die Entstehung von Erosionen und initialkariosen White-
Spot-Lésionen (WSL) oder ein kompletter Schutz vor Demineralisation erreicht werden (ten

Cate und Duijsters, 1983b).

2.3.3 Schmelzkaries

In einer kariogenen Umgebung kann Karies an allen exponierten Zahnoberflichen wie

Schmelz, Dentin oder Wurzelzement auftreten.

Im Folgenden werden die Grundlagen des klinischen und histologischen Erscheinungsbildes
der Schmelzkaries zusammengefasst. Die Schmelzkaries tritt in der Regel in
Plaqueretentionsbereichen, sogenannten Préddilektionsstellen (Fissuren, Approximalfldchen),
unter einer akkumulierten Plaqueschicht auf. Der Kariesprozess beginnt mit mikroskopisch-
feinen, reversiblen Demineralisationen des Zahnschmelzes unterhalb einer kariogenen und

hinsichtlich der Schmelz-Ionen untersittigten Plaque (Buchalla, 2012; Thylstrup et al., 1994).

Im Anfangsstadium der Karies vergroBert sich durch die Demineralisation die Porengrof3e der
Schmelzkristalle, wodurch ein hoherer Anteil des einfallenden Lichtes reflektiert wird und die
Initialkaries weiBlich-opak erscheint. In der Literatur wird sie hédufig als WSL bezeichnet
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(Buchalla, 2012; Ekstrand et al., 1998; Munjal et al., 2016). Die Bewertung und Diagnose des
klinischen Erscheinungsbildes der Karies erfolgt standardisiert nach dem International Caries
Detection and Assessment System (ICDAS) (Pitts, 2004; Pitts und Ekstrand, 2013). Die
Initialkaries kann sich entlang der Schmelzprismen hiufig kegelformig bis zu mehrere Hundert
Mikrometer in den Schmelz ausbreiten. Mithilfe der Durchlicht- und Polarisationsmikroskopie
konnte das gesamte histologische Erscheinungsbild der Schmelzkaries erschlossen werden
(Buchalla, 2012). In Abhéngigkeit vom optischen Brechungsindex konnen durch
unterschiedliche Imbitionsmedien bis zu vier voneinander abgrenzbare Zonen unterschieden
werden (Abbildung 2). Nach der Einlage in Wasser zeigt das traditionelle histologische
Schmelzpréparat im senkrechten Schnitt zur Lasionsoberflidche die OS und den Liasionskorper.
Mithilfe eines 6ligen Imbitionsmediums (z. B. Chinolin), ist eine dunkle Zone (DZ, Abbildung
2) am Léasionskdrper von einer transluzenten Zone (TZ, Abbildung 2) im Schmelzinneren in
Richtung Dentin zu unterscheiden (Hellwig et al., 2018). Der optische Effekt innerhalb der
transluzenten Zone entsteht durch eine VergroBerung der Poren in der Prismenperipherie,
welche groBer als die Molekiile des Chinolins sind (Silverstone et al., 1981). Das Porenvolumen
in der transluzenten Zone kann von 0,1 % bei gesundem Schmelz auf bis zu 1 % erhoht sein,
wihrend die Schmelzkristalle geringfligig kleiner sind, was auf eine beginnende

Demineralisation hindeutet (Buchalla, 2012; Darling, 1958).

Abbildung 2: Histologischer Schnitt durch eine schmelzbegrenzte kariose Lision

Die durchlichtmikroskopische Aufnahme zeigt von aullen nach innen die OS, den Lésionskorper (LK), die dunkle
Zone (DZ) und die transluzente Zone (TZ) (modifiziert nach (Buchalla, 2012)).
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Die DZ (Abbildung 2) besitzt ein Porenvolumen von ca. 2 - 4 % und kann sehr héufig in
Lisionsschnitten nachgewiesen werden. Es gibt Hinweise auf durch Remineralisationsprozesse
aufgefiillte Poren innerhalb der DZ, die kleiner als Chinolinmolekiile sind (Silverstone, 1973).
Die verkleinerten Poren sind mit Luft gefiillt, wodurch sich die Lichtstreuung innerhalb dieser
Zone erhoht und gleichzeitig zu einer verstarkten Riickstreuung fiihrt. Dieses Phdnomen erklart
die dunkle Farbe, die im Durchlichtmikroskop erscheint (Buchalla, 2012). Fiir
Remineralisationsprozesse sprechen auflerdem Kristalle von hoherem Durchmesser (50 —
100 nm) im Vergleich zu gesundem Schmelz (40 nm), die innerhalb der DZ nachgewiesen

wurden (Silverstone,1983).

Der LK kann in allen histologischen Praparaten nachgewiesen werden. Er weist den hochsten
Grad der Demineralisation und mit ca. 5 - 25 % das groBte Porenvolumen innerhalb aller Zonen
der Schmelzkaries auf (Buchalla, 2012; Schroeder, 1996). Die &duBlerste Schicht der
Schmelzkaries ist mit einer Breite von ca. 10 - 120 um und einem Mineralverlust von 1 - 10 %
die pseudointake OS (Buchalla, 2012; Hellwig et al., 2018). Sie ist gekennzeichnet durch einen
relativ hohen Mineralgehalt, der sie im mikroskopischen Bild und klinisch intakt erscheinen
lasst (Elmar Hellwig et al., 2018). Durch Remineralisationsprozesse kann das Porenvolumen
bei einer KristallgroBe von etwa 40 - 80 nm innerhalb der pseudointakten OS unter 5 % liegen.
(Buchalla, 2012). Die charakteristischen Zonen der Schmelzkaries sind ein wichtiges
Unterscheidungsmerkmal von Léasion und Erosion, bei der es zur direkten permanenten

Auflosung des Schmelzes durch Sduren kommt (Lussi et al., 2011).

2.4 Modellformen zur Untersuchung von Zahnhartsubstanz

Fir die Untersuchung von Zahnhartsubstanz existieren verschiedene Modellformen.
Grundsitzlich lassen sich In-vitro-, In-vivo- und In-situ-Studien voneinander unterscheiden. Es
konnen sowohl humane Zihne als auch Zéhne tierischen Ursprungs wie z. B bovine Zihne
verwendet werden. Auf die Vor- und Nachteile der unterschiedlichen Modellformen soll im

Folgenden kurz eingegangen werden.

In-vitro-Studien sind Laborstudien, die hdufig zu Beginn der Testung neu entwickelter
Produkte durchgefiihrt werden. Im Bereich der Zahnmedizin werden sie z. B. fiir mechanische-
Adhésionstests und Untersuchungen von De- und Remineralisationsvorgdngen der
Zahnhartsubstanz verwendet. Dabei wird versucht, in einer kontrollierbaren Umgebung, die

Bedingungen der Mundhohle zu simulieren. Trotz komplexer Studiendesigns ist es schwer, die
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Prozesse der natiirlichen Kariesentstehung zu imitieren (Yu et al., 2017). Die Vereinfachung
der Untersuchungsumgebung im In-vitro-Versuch fiihrt dafiir hdufig zu reproduzierbaren

Versuchen und Ergebnissen (Salli und Ouwehand, 2015).

In-vivo-Studien dienen zur Validierung von Erkenntnissen aus Laborstudien. Sie werden im
lebenden Organismus sowohl mit menschlichen Studienteilnehmenden als auch im Tierversuch
intraoral durchgefiihrt. Schwierigkeiten sind nicht kontrollierbare Schwankungen innerhalb der

Mundhohle sowie ethische Probleme (Tang et al., 2003).

In-situ-Studien werden hdufig als Schnittstelle zwischen In-vitro- und In-vivo-Versuchen
gesehen. Sie bestehen in der Regel aus Zahnhartsubstanz, die iiber eine Apparatur in der
Mundhoéhle fixiert ist und werden z. B. fiir die Kariespraventionsforschung genutzt (Yu et al.,
2017). Die Ergebnisse von In-situ-Studien sind schwer kontrollierbar, schwer vergleichbar,
schwer reproduzierbar und stark abhidngig von der Compliance der Studienteilnehmenden
(White, 1992). Im Vergleich zu In-vivo-Studien sind die einwirkenden Parameter jedoch

verringert und die intraorale Versuchsdauer ist kiirzer.

2.4.1 Methoden zur Herstellung kiinstlicher Lisionen

Fiir zahnmedizinische In-vitro-Studien werden hédufig Zéhne mit initialen Schmelzldsionen
bzw. WSL bendtigt. Humane Zdhne mit natiirlichen WSL fiir Laborstudien sind schwer
verfiigbar und teuer, da nur wenige Zihne mit natiirlichen IC wie z. B. im Rahmen einer
kieferorthopddischen Behandlung extraktionsbediirftig sind. Aus diesem Grund kommen fiir
Laborstudien hidufig Zdhne mit kiinstlichen Lésionen zum Einsatz. Die Methoden zur
Herstellung artifizieller Léasionen konnen erneut in verschiedene Modelle eingeteilt werden.
Nach Fontana et al. konnen bakterielle (Biofilm-) Modelle (Demineralisation durch bakteriell
produzierte S&uren, artificial mouth, in situ/in vivo) von chemischen Systemen

(Demineralisation durch Sduren oder pH-Cycling) unterschieden werden (Fontana et al., 1996).

Aufgrund der hohen Komplexitdt der Mundflora wurden verschiedenste In-vitro-Biofilm-
Modelle entwickelt. Dabei existieren sowohl vereinfachte Monokultur-Modelle als auch
komplexe Multispezies-Artificial-mouth-Systeme wie z. B. das Multi-station continuous-
culture biofilm Model (MSCBM), welches computergesteuert Nahrstoffe und Speichel in
mehrere Kammern pumpt (Schwendicke et al., 2014). Die vielen variablen Parameter und

anspruchsvolle Kultivierbarkeit einiger Mikroorganismen stellen Biofilm-Modelle vor grof3e

19



Einleitung

Herausforderungen, weshalb sie hdufig sehr zeitaufwendig, kostenintensiv und schwer

reproduzierbar sind (Maske et al., 2017).

Die héufigsten In-vitro-Studien zur kiinstlichen Lasionsbildung und Untersuchung von De- und
Remineralisationsprozessen sind chemische Systeme (Yu et al., 2017). Oftmals werden
Zahnschmelzprdparate mit natiirlicher, geschliffener oder polierter Oberfliche in
Pufferlésungen oder Gele mit pH-Werten im leicht sauren Bereich eingelagert und
demineralisiert. In Abhéngigkeit von der Herstellungsmethode bilden sich nach Wochen bis
Monaten initiale Schmelzldsionen (Arends und Christoffersen, 1986; Magalhaes et al., 2009;
Thylstrup et al., 1994). Innerhalb der chemischen Systeme zur Herstellung kiinstlicher Lasionen
lassen sich die Prinzipien der Volumen- und Konzentrationskonstanz sowie pH-Cycling-

Modelle unterscheiden.

Bei dem Prinzip der Volumenkonstanz wird eine Zahnprobe in einer Demineralisationslosung
mit definiertem Volumen und lonengehalt gelagert. Typischerweise wird die Losung wahrend
des gesamten Versuchsablaufs nicht gewechselt und das Volumen bleibt unverdndert (Kraft
und Gingler, 1984). Die Geschwindigkeit der Auflosung des HAP ist eine von Oberflidchen-
und Diffusionsprozessen abhéngige Reaktion (Christoffersen, 1981). In der Losung kommt es
durch akkumulierende Ionen aus der Zahnhartsubstanz (Sattigungsionen) im Laufe der
Demineralisation zur Verlangsamung der Reaktion und schlieBlich zur Ausbildung eines

Sattigungsgleichgewichts.

Nach dem Prinzip der Konzentrationskonstanz soll eine anndhernd gleichbleibende
Konzentration der Demineralisationslosung an der Zahnprobe angestrebt werden. Hierbei
konnen hochvolumige Durchflusssysteme von Titrationssystemen unterschieden werden.
Buskes et al. realisierten das Prinzip der Konzentrationskonstanz mithilfe eines 50 Liter-
Durchflussapparats, welcher {iber Elektroden die gleichmaBige FlieBgeschwindigkeit, den pH-
Wert und die Calcium- und Phosphat-lonenkonzentration kontrolliert und reguliert (Buskes et
al., 1985). Chow und Takagi konnten mithilfe eines Titrationssystems unter Konstanthaltung
der Tonenkonzentration der Demineralisationslésung die Geschwindigkeit der Lasionsbildung

anhand der Titrationsrate quantitativ beurteilen (Chow und Takagi, 1989).

Eine genauere Simulation der klinischen Kariesentstehung im Rahmen der chemischen
Liasionsmodelle ist das pH-Cycling. Dabei werden Schmelzproben in definierten Zeitabstinden

verschiedenen De- und Remineralisationslosungen ausgesetzt, wodurch der klinische
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Kariesprozess mit De- und Remineralisationsintervallen genauer simuliert werden kann (ten

Cate und Duijsters, 1982).

2.4.2 Grundlagen der chemischen Herstellung subfizieller Léasionen

Die verschiedenen in Kapitel 2.4.1 genannten Methoden stellen Versuche dar, komplexe
Lasionsentstehungen in der Mundhohle in einem vereinfachten In-vitro-Modell zu simulieren
und reproduzierbare Lasionen herzustellen. Grundsitzlich versuchen In-vitro-Lésionsmodelle,
moglichst der natiirlichen Initialkaries entsprechende Lésionen zu produzieren. Fiir die
Herstellung sogenannter subfizieller Lisionen ist der Erhalt der pseudointakten OS ein
wichtiges Merkmal. Mithilfe der pseudointakten OS lassen sich die Ladsionen von experimentell
erzeugten Erosionen unterscheiden, bei denen diese Schicht fehlt. In der klinischen Situation
scheint das Pellikel eine Schutzfunktion gegen Erosionen zu haben (Buchalla, 2012). Im
Laborversuch bedarf es einem Oberflichenschutz z. B. Methylendiphosphonsdure (MHDP)
(Featherstone et al., 1979), einer Diffusionsbarriere z. B. aus einem natiirlichem Makromolekiil
wie Hydroxyethylcellulose (HEC) (Groeneveld und Arends, 1975) oder einer exakt bestimmten
stochiometrischen Konzentration an Schmelzmineralien (Calcium- und Phosphat-Ionen)
innerhalb der Demineralisationslésung, um Erosions- oder Kavitationsdefekte zu vermeiden

(Issa et al., 2003; van Dijk et al., 1979; White, 1987).

Ten Cate und Duijsters konnten durch unterschiedliche Zugabe von Fluorid (0-10 ppm) zu
sauren Losungen sowohl Erosionen, WSL als auch einen kompletten Stillstand der
Demineralisation erreichen. Eine pseudointakte OS konnte nur in Lésionen festgestellt werden,

die in fluoridhaltigen Losungen hergestellt wurden (ten Cate und Duijsters, 1983Db).

Die Lasionsformation ist abhéngig von vielen verschiedenen Parametern, insbesondere dem
pH-Wert, der Liegedauer in der Demineralisationslosung, dem Séttigungsgrad der
Schmelzmineralien, der Anwesenheit von Schmelzauflosungsinhibitoren (Fluorid-lonen und
Proteinen), dem Diffusionskoeffizienten, der Konzentration der undissoziierten Sidure sowie

Volumen und Viskositéit der Losung (Moron et al., 2013).

2.5 Infiltration

Nach mehrjdhriger Entwicklung in Laboren von Universitdtszahnkliniken (Meyer-Lueckel et
al., 2005, 2007; Mueller et al., 2006; Paris et al., 2007b) wurde im Jahr 2009 mit dem Produkt
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Icon® (DMG) die Infiltrationstherapie als mikro-invasives Behandlungsverfahren zur
Arretierung von nicht kavitierter Schmelzkaries und Maskierung von mild bis moderat
ausgeprigten entwicklungsbedingten Schmelzverdnderungen (Fluorose, Trauma) eingefiihrt.
Aufgrund patentrechtlicher Gegebenheiten ist die hier beschriebene Infiltrationstherapie an das
Produkt Icon® (DMG, Hamburg) gekniipft. Jedoch wurde bereits seit den 1970er Jahren die
grundsdtzliche Moglichkeit der Penetration von Kunststoffen in die kapillaren Strukturen

humanen Zahnschmelzes beschrieben (Dayila et al., 1975).

Physikalisch werden die penetrierenden Eigenschaften einer Fliissigkeit in einen pordsen
Festkorper (Schmelzldsion) mithilfe der Washburn-Gleichung beschrieben (1). In der
Gleichung wird die Schmelzlédsion vereinfacht als Biindel von Kapillaren gesehen (Buckton,
2000), in dem die Penetration durch die kapillare Strémung angertrieben wird (Paris et al.,
2007a). Der Term in der Klammer entspricht dem sogenannten Penetrationskoeffizienten (PK),

(2) (Fan et al., 1975; O’Brien et al., 1978).

X cos 0
d? = (yT)T Xt (1)
pi = ¥ X cos (2)
2n

Zwischen einer Fliissigkeit mit der Viskositit 1 und Oberflaichenspannung y und einem
vollstindig benetzbaren Material entsteht ein Kontaktwinkel 8. Je hoher die Temperatur und je
grofler der PK, desto schneller penetriert eine Fliissigkeit durch eine Kapillare mit dem Radius

rund legt dabei in der Zeit t den Weg d zuriick (Fan et al., 1975).

Im Laufe der Forschung wurden PK verschiedener Monomerkombinationen (Paris et al.,
2007a) und deren penetrierenden (Paris et al., 2007b) und kariesinhibierenden (Meyer-Lueckel
und Paris, 2008b) Eigenschaften an kiinstlichen Lésionen untersucht (Meyer-Lueckel und Paris,
2012). Monomerkombinationen mit einem PK > 50 cm/s wurden als Infiltranten bezeichnet
(Meyer-Lueckel und Paris, 2008b; Paris et al., 2007b). In verschiedenen Folgeexperimenten
wurde die Wirksamkeit der Kariesinfiltration in-vitro und in-situ bestétigt (Paris und Meyer-

Lueckel, 2010a, 2010b).

Das Prinzip der Kariesinfiltration ist die Arretierung der Karies durch Penetration eines

niedrigviskdsen Infiltranten in die pordse Schmelzmatrix. Nach Aushértung kann eine
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gewissermallen ,,interne Versiegelung* der Karies erreicht werden (Meyer-Lueckel und Paris,

2012).

Der klinische Ablauf der Infiltrationsbehandlung beginnt nach absoluter Trockenlegung und
Schutz der Nachbarzidhne und Schleimhaut mit der Entfernung der hypermineralisierten OS der
Kariesldsion oder Schmelzverdnderung. Die Lésions-/Schmelzoberfliche wird mithilfe eines
HCI-Gels (15 %) fiir mindestens 2 Minuten angeétzt, um die hypermineralisierte OS zu
entfernen und die Schmelzprismen dem Infiltranten zuginglich zu machen. Eine Entfernung
der pseudointakten OS mit Phosphorsduregel ist auch nach lédngerer Einwirkdauer nicht
moglich (Meyer-Lueckel et al., 2007; Paris et al., 2010). Hiufig sind mehrere Atzschritte oder
eine Vorbehandlung mittels Mikroabrasion nétig, um eine ausreichende Entfernung der OS zu
gewihrleisten. Der Atzerfolg kann anhand der Assimilierungsgeschwindigkeit der
WSL/Schmelzveridnderung an den gesunden Schmelz beim Auftragen von Wasser oder Ethanol
eingeschitzt werden (Meyer-Liickel et al., 2012). Beim Icon®-Konzept wird nach
ausreichender Entfernung der OS die Lasion mithilfe von Ethanol (Icon® Dry) getrocknet und
gleichzeitig der Atzerfolg kontrolliert. AnschlieBend wird der Infiltrant aufgetragen, welcher
unter ausreichender Lichtabschirmung bis zu mehrere hundert pum in den Schmelz

hineinpenetrieren kann (Meyer-Lueckel und Paris, 2008a).

Bei nicht-kavitierter Schmelzkaries kann die Kariesinfiltration bei approximalen Lésionen
angewendet werden. Bei einem Grofteil der nicht-kavitierten approximalen Kariesldsionen
kommt es zur Progression, weshalb die mikro-invasive Kariesinfiltration eine sinnvolle
Behandlungsalternative zum nicht-invasiven Vorgehen wie z. B. Fluoridierungsmaf3nahmen ist
(Mejare et al.,, 2004; Meyer-Lueckel und Paris, 2012). Die klinische Wirksamkeit der
Infiltration von initialkariosen Lésionen an Approximalflachen konnte in zahlreichen Studien
belegt werden (Cebula et al., 2023; Ekstrand et al., 2010; Meyer-Lueckel et al., 2012; Paris et
al., 2010).

Ein Nebeneffekt der Infiltrationstherapie, der durch das Auffiillen der Lasionsporen entsteht,
ist eine Anderung des Brechungsindexes des infiltrierten Schmelzbereichs. Dadurch kénnen die
WSL und entwicklungsbedingten Schmelzverdnderungen maskiert werden (Paris et al., 2013;
Paris und Meyer-Lueckel, 2009). Da der Brechungsindex des Infiltrationsmaterials (1,52) im
Gegensatz zu den Indizes von Wasser (1,33) und Luft (1,00) nahe am Index von Schmelz/HAP
(1,62) liegt, wird die Lichtstreuung mit zunehmendem Infiltrationsgrad reduziert (Houwink,
1974; Wierichs et al., 2017). Aus diesem Grund kommt die Kariesinfiltration heutzutage haufig
bei vestibuldren kariosen Lésionen nach Nebeneffekten einer kieferorthopéddischen
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Behandlung, sogenannten post-orthodontic white spot lesions, und entwicklungsbedingten (ein
Trauma ist nicht entwicklungsbedingt) Schmelzdefekten z. B. durch Trauma oder Fluorose zum
Einsatz. Eine aktuelle Ubersichtsarbeit bestitigt die dsthetische Maskierung von WSL und
Fluorose durch die Infiltrationstherapie (Bourouni et al., 2021). Die Infiltration von Zdhnen mit
komplexen entwicklungsbedingten Schmelzverdnderungen wie MIH ist moglich, jedoch
gelingt hdufig keine vollstidndige Infiltration der Lésion, wodurch die klinischen Ergebnisse
nicht befriedigend sind. Crombie et al. erreichten in einer In-vitro-Studie an extrahierten MIH-
Zahnen eine durchschnittliche Infiltration von 23 + 15,2 % des Lésionsareals und zeigten, dass
die Lisionsmuster, das Penetrationsausmall und die Verdnderung der Héarte von infiltrierten
MIH-Lésionen schwer vorhersehbar sind (Crombie et al., 2014). Weitere Studien werden zur
Einschétzung der klinischen Wirksamkeit bei komplexen entwicklungsbedingten Verdnderung

benotigt (Meyer-Liickel et al., 2012).

2.6 MDP

Seit Einfiihrung der dentalen Adhédsivtechnik werden die erhéltlichen Adhisivsysteme stetig
vereinfacht und verbessert. Moderne selbstidtzende Adhidsive und Universaladhésivsysteme
versprechen eine spezifische chemische Interaktion mit korrespondierenden Strukturen des
Zahnes, um eine stabilere und bestidndigere Adhésion zu erzielen, ohne dafiir eine zusétzliche

Zahnpréparation fiir eine makromechanische Retention zu benétigen (Carrilho et al., 2019).

Die chemische Interaktion wird durch funktionelle Monomere wie dem Phosphatestermonomer
10-Methacryloyloxydecyldihydrogenphosphat (MDP), das 1981 von Kuraray entwickelt
wurde, ermoglicht. MDP besteht aus einer endstdndigen polymerisierbaren Methacrylgruppe,
einem flexiblen hydrophoben Alkylenspacer als Verbindungsgruppe und einer hydrophilen,
sauren Phosphatgruppe zur Sduredemineralisierung und chemischen Bindung an HAP (Ikemura

et al., 2006; Kuraray Noritake Dental, 2021).

Bereits bei der Entwicklung der Dentin-Adhédsive wurde das Phdnomen der Hybridisierung
entdeckt. Die Hybridisierung beschreibt die Eigenschaft bestimmter bifunktioneller Monomere,
in das Dentin einzudringen und nach der Polymerisation innerhalb der Dentin-Matrix eine
hybride Schicht aus Kunststoff, Kollagen und HAP zu bilden, die eine hohe Haftfestigkeit,
Versiegelung gegen Fliissigkeiten und Sédurebestdndigkeit aufweist (Nakabayashi, 1992).
Ebenso bilden selbstitzende MDP-haltige Adhéasivsysteme Mikrohybridschichten und
interagieren chemisch mit dem darin verbliebenen HAP (Shibuya et al., 2019).
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In einer In-vitro-Untersuchung an humanen Schmelzproben zeigten Li et al. (2010) bei
Anwendung von MDP-haltigen Bonding-Systemen die Ausbildungen einer sdure- und
basenbestidndigen Zone, der acid and base resistant zone (ABRZ). MDP zeigte zudem eine
stabilere Bindung an HAP im Vergleich zu anderen funktionellen Monomeren, was durch

signifikant hohere Mikroscherhaftfestigkeiten bestétigt werden konnte (Li et al., 2010).

Bei der Anwendung von MDP-haltigen self-etch-Adhdsiven kommt es zur partiellen
Demineralisation der Dentinoberfliche und Freisetzung von HAP (Yoshida et al., 2004).
Daraufhin kommt es zur chemischen Interaktion zwischen MDP und HAP mit anschlieBender
Ablagerung von MDP-Calcium-Salzen. Die MDP-Calcium-Salze sind in saurer
Monomerlosung hydrolysebestindig und zeigen eine geringere Loslichkeit als Salze, die von
anderen funktionellen Monomeren gebildet wurden (Fukegawa et al., 2006; Takahashi, 2014).
Der atomare Aufbau des MDP-Molekiils begiinstigt die chemischen Wechselwirkungen
zwischen MDP und HAP. Zudem tragen die wasserunléslichen MDP-Calcium-Salze zum

Schutz der Kollagenfasern des Dentins bei (Carrilho et al., 2019).

Verunreinigungen der funktionellen Monomere und die Bildung von sogenannten 10-MDP-
Dimeren beeintrdachtigen die Hybridisierung, die Bildung von MDP-Calcium-Salzen und
Nanoschichten. Fiir eine dauerhafte adhédsive Verbindung ist MDP in einem hohen

Reinheitsgrad erforderlich (Yoshihara et al., 2015).

25



Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Im Folgenden werden zunidchst die Materialien und dann die iibergeordneten Methoden

beschrieben, die in dieser Arbeit verwendet wurden. AnschlieBend wird das unterschiedliche

spezielle Vorgehen bei den vielfachen erforderlichen Vorversuchen dargestellt, ehe die im

Hauptversuch eingesetzte Methode erldutert wird.

Die experimentellen Untersuchungen wurden in den Laboren von DMG (Dental-Material

Gesellschaft mbH, Hamburg) durchgefiihrt. Alle Materialen, Chemikalien und Instrumente

wurden ebenfalls von DMG fiir die In-vitro-Studie gestellt. Die Chemikalien stammten von den

angegebenen Firmen (Tabelle 1) oder aus dem Firmenbestand des DMG-Chemikalienlagers

und wurden in hochstmoglicher Qualitit bezogen.

Tabelle 1: Ubersicht iiber Materialien und Hersteller

Chemikalie

Hersteller

Calciumchlorid Dihydrat
Calciumnitrat Tetrahydrat
Essigsédure
Fluorid-Stammldsung
Hydroxyethylcellulose
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid-Plitzchen
Methylendiphosphonsdure
Natriumacetat

Salzsdure

Thymol

Kaliumchlorid

MDP

Tinopal OB

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

CHEMSOLUTE, TH. Geyer, Renningen
Certipur, Merck, Darmstadt

Dental-Material Gesellschaft mbH, Hamburg
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

CHEMSOLUTE, TH. Geyer, Renningen
Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten
Sigma Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten
Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte Staaten
BASF, Ludwigshafen am Rhein

Materialien fiir die Infiltration

Icon®-Tinopal OB
Icon® Dry

Icon® Prime

Dental-Material Gesellschaft mbH, Hamburg
Dental-Material Gesellschaft mbH, Hamburg
Dental-Material Gesellschaft mbH, Hamburg
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3.2 Entwicklung eines Lisionsmodells

Zur Herstellung addquater artifizieller Schmelzldsionen wurden experimentelle Kariesmodelle
aus der Literatur und aus firmeninternen Experimenten beurteilt. Die Losungsansitze,
Losungszusammensetzungen, die LT und Beschaffenheit der produzierten Lésionen wurden
miteinander verglichen. Hierbei erzielten diejenigen Lisionen an Rinderzédhnen hinsichtlich LT
und Stabilitét der Lésionen die besten Ergebnisse, die mit Demineralisationslosungen basierend
auf dem Ansatz der Buskes-Losung erzeugt wurden (Buskes et al., 1985). Aullerdem zeigten
die Losungsansitze nach ten Cate (ten Cate und Duijsters, 1983a) und eine LOsung aus

Hydroxyethylcellulose (HEC) (Carstens, 2006) bereits nach kurzer Zeit hohe LT.

Da die Buskes-Losung in der Literatur und in Voruntersuchungen die vielversprechendsten
Lasionen hervorbrachten, sollte sie bei unterschiedlichen Fluoridkonzentrationen und pH-
Werten weiter untersucht werden. Demnach wurden sechs auf dem Ansatz der Buskes-Losung
basierende MHDP-Losungen angesetzt. Die Demineralisationslosung basierte auf einem

Acetatpuffer mit einem pH-Wert zwischen 4,7 und 4,9.

Fir die Entwicklung eines optimalen Liasionsmodells wurden zusétzlich zu den Buskes-
Losungsansétzen eine Acetatpufferlosung nach ten Cate und eine HEC-Losung nach Carstens
angesetzt (ten Cate and Duijsters, 1983; Carstens, 2006). Die ten Cate-Losung (Losung C)
wurde mit einem pH-Wert von 4,5, die HEC-Losung (Losung D) mit einem pH-Wert von 4,9
angesetzt. Die Ubersicht iiber alle Losungsansitze ist in Tabelle 2 zu finden. Dariiber hinaus
wurde im Verlauf des kiinstlichen Kariesmodells eine Remineralisationslosung nach ten Cate

und Duijsters angesetzt (ten Cate und Duijsters, 1982).

Die Buskes-Losungsansidtze bestanden aus zwei Gruppen mit jeweils drei Untergruppen;
Losungsreihe A mit einem pH-Wert von 4,9 sowie Losungsreihe B mit einem pH-Wert von 4,7.
Beide Losungsreihen wurden mit absteigenden Fluoridkonzentrationen in den Untergruppen

(A1-A3 und B1-B3) von 0,5 ppm, 0,1 ppm und 0,05 ppm angesetzt (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Losungsansiitze beziiglich pH-Wert, Volumen und Fluorid-Konzentration

Name Losung pH-Wert Losungsvolumen Fluorid-Konzentration
Al Buskes 4,9 360/480 ml 0,5 ppm

A2 Buskes 4,9 360/480 ml 0,1 ppm

A3 Buskes 4,9 360/480 ml 0,05 ppm

B1 Buskes 4,7 360/480 ml 0,5 ppm

B2 Buskes 4,7 360/480 ml 0,1 ppm

B3 Buskes 4,7 360/480 ml 0,05 ppm

C ten Cate 4,5 360/480 ml 0,05 ppm

D HEC 4,9 360/480 ml 0 ppm

3.3 Herstellung der Demineralisationslosungen

Die Buskes-Stammlosung fiir die Losungsansdtze A1-A3 und B1-B3 wurde in einem 5 -
Erlenmeyerkolben, die Losungen C und D jeweils in einem 2,5 I-Erlenmeyerkolben angesetzt.
Die Chemikalien wurden mit einer Analysewaage (Mettler Toledo, Analysewaage XS204)
abgewogen bzw. einer Messpipette/Einkanalpipette (Eppendorf Reference® 2) pipettiert. Die
Reagenzien wurden nacheinander in die Erlenmeyerkolben hinzugegeben und die Losung bei
Raumtemperatur bis zur vollstindigen Durchmischung auf einem Magnetriihrer mit einem
Zylinder-Magnet-Riihrstdbchen geriihrt. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von Kalilauge und
Salzsdure unter Kontrolle durch ein pH-Meter (inoLab 720, Messreihe Sen Tix 61) eingestellt.

Die Zusammensetzungen der Losungen und Stammldsungen sind in Tabelle 3 dargestellt.

Das Verhiltnis von Losungsvolumen der Demineralisationslésung zur exponierten
Schmelzfliche der Rinderzahnproben wurde nach Magalhaes et al. auf 30 ml Losung pro
4 mm x 4 mm = 16 mm? Schmelzfliche festgelegt (Magalhdes et al., 2009). Die freigelegte
Schmelzfliche pro Rinderzahn betrug demnach exakt 16 mm?. Es wurden in den Methoden 1,
2 und 4 parallel 12 Proben in 360 ml Losung eingelagert und demineralisiert (Kapitel 3.5). In
Methode 3 wurden 16 Proben (16 % 30 ml =480 ml) in 480 ml Losung gelagert; das Verhéltnis

von Losungsvolumen zu Schmelzflache blieb gleich.
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Tabelle 3: Losungsansiitze der Demineralisationslosungen und Stammlosungen

Losungs-

Losung volumen Inhaltsstoff Konzentration Volumen Masse

Buskes 5000 ml Calciumchlorid-Dihydrat 3,00 mM 2,205 g
Kaliumdihydrogenphosphat 3,00 mM 2,041 g
MHDP-Stammlésung 6,00 uM 10,000 g
Eisessig 0,05 M 15,021¢g
KOH-Losung 8,66 M 20 ml
Thymol 0,005 g

ten Cate 1500 ml Kaliumdihydrogenphosphat 2,20 mM 0,450 g
Calciumnitrat Tetrahydrat 2,20 mM 0,780 g
Acetatpuffer 0,05M 1500 ml

HEC 500 ml Hydroxyethylcellulose 3,00 % 16,000 g
Kaliumchlorid 1,00 M 37,780 g
Natriumacetat 0,200 M 175 ml
Essigsdure 0,200 M 75 ml
Calciumchlorid-Dihydrat 150,00 mM 8325¢
Kaliumdihydrogenphosphat 90,00 mM 6,124 g
Aqua bidest. 250 ml

Kalilauge 50 ml Kaliumhydroxid-Platzchen 8,66 M 28,055 ¢
Aqua bidest. 50 ml

Salzsiure 100 ml Salzsdure 10,00 % 27,000 g
Aqua bidest. 73 ml

MHDP- 100 ml Methylendiphosphonsdure 3,00 mM 0,0528 g

Stammlésung Aqua bidest. 99,950 g
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3.4 Vorbereitung der Priifkorper
3.4.1 Zahnproben

Fiir die Studie wurden insgesamt 192 Rinderzdhne verwendet. Bis zum Versuchsbeginn
lagerten die Zéhne in 0,05 % Thymol-Losung. Die Zihne wurden mit destilliertem Wasser
gereinigt und anschlieBend mittels ©6l- und wasserfreier Druckluft getrocknet. Nach
makroskopischer und mikroskopischer Untersuchung wurden ausreichend gro3e Rinderzidhne

mit intakter Schmelzoberfldche ausgewihlt und in die experimentelle Studie eingeschlossen.

Die Rinderzahnproben wurden getrocknet und mit der vestibuldren Fliche nach unten gerichtet
in zylinderformigen Silikonformen (ca. 30 mm Durchmesser) in Einbettkunststoff aus
Methylmethacrylat-Kaltpolymerisat (Technovit 4071, Heraeus Kulzer) eingebettet. Die
eingebetteten Rinderzahnproben wurden mit einer Schleifmaschine (Struers Tegra Pol 21) und
Schleifpapier (#500 Kornung Sic-paper) unter Wasserkiihlung geschliffen (150 UpM, 40 s, 25
N, gegenldufig), bis eine ausreichend grof3e Schmelzfliche freigelegt war. Die Politur erfolgte
mit einer Diamantscheibe (250 mm, 150 UpM, 2 min, 25 N, gegenldufig) und einer
Suspensionslosung (Dia Pro Floc 3 pm, 1 - 1,5 ml Suspension, 2 min Laufzeit) bis eine glatte,

glinzende Schmelzoberfldche sichtbar wurde.

Die polierten Rinderzahnproben wurden zum Schutz der Schmelzoberfliche mit Nagellack
lackiert, wobei ein 4 x 4 mm grofBes Schmelzfenster mit einem Papieraufkleber abgedeckt
wurde. Die abgedeckten, nicht lackierten Flichen konnten somit der Demineralisationslosung
zugénglich gemacht werden und bildeten spiter die zu untersuchenden Lisionsquadrate. Nach
dem Antrocknen des Lackes wurden die Papieraufkleber entfernt und die Zéhne bis zum

Umfiillen in die Demineralisationsldsungen in destilliertem Wasser zwischengelagert.

3.4.2 Demineralisation

Die Demineralisationslosungen wurden fiir die Lidsionsherstellung in lichtundurchléssige
Kunststoffbehilter mit Deckel (Polypropylen, Superfos, 192 x 129 x 72 mm, 1200 ml) gefiillt,
die eine einschichtige, freie Lagerung der Proben ermdglichten. Der pH-Wert der Losung wurde
mit dem pH-Meter (inoLab 720, Messreihe Sen Tix 61) eingestellt. Die pH-Einstellung wurde
in den Kunststoffversuchsgefa3en, die auch zur Lagerung verwendet wurden, vorgenommen,
um die Durchfiihrung zu vereinfachen und um Fehler (wie Verlust von Losung) beim Umfiillen
zu vermeiden. Die Rinderzahnproben wurden freiliegend mit nach oben zeigender polierter

Schmelzflache in die Losungsbehilter gelegt, mit der Demineralisationslosung bedeckt und im
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37 °C warmen Trockenschrank inkubiert. Um die Verdunstung der Losung zu verhindern,
waren die Behilter mit einem Deckel verschlossen. Der pH-Wert wurde téglich nach
Abkiihlung auf Raumtemperatur (nach vier bis fiinf Stunden) mit dem pH-Meter gemessen und
eingestellt. Daflir wurden alle Proben aus dem Losungsbehédlter genommen. Die Losung
verblieb im Behélter und der pH-Wert wurde nach griindlicher Durchmischung gemessen und
durch tropfenweise Zugabe von KOH (8,66 mol/L) oder HCI (10 %) auf eine Genauigkeit von
+ 0,005 eingestellt. Nach Entnahme aus den Demineralisationslosungen wurden die Proben
unter destilliertem Wasser abgewaschen, getrocknet und mit einer ein bis zwei Millimetern
breiten zusitzlichen Kunststoffschicht (Technovit 4071, Heraecus Kulzer) bedeckt. Die
Kunststoffschicht diente dem Schutz der Lasion vor der mechanischen Belastung beim Ségen

der Schnitte, welche zur Lasionstiefenmessung hergestellt wurden.

Die Rinderzahnproben wurden zwischen zwei bis acht Wochen lang demineralisiert, wobei alle
zwei Wochen je zwei Proben aus der Losung entnommen und analysiert wurden. Bis zur
weiteren Verwendung wurden alle Proben nach der Demineralisationszeit in destilliertem

Wasser gelagert.

3.4.3 Herstellung der Schnitte

Von den Rinderzahnproben wurden fiir die lichtmikroskopische Analyse der LT je Priifkorper
zwel Schnitte mittels Prazisionstrennschneider prépariert (Tabelle 4). Die Rinderzahnproben
wurden mittig durch das demineralisierte Lasionsquadrat senkrecht zur Zahnoberfldche geségt.
Es wurde die kleinstmdgliche Probenstédrke von 550 um, bei der die Probenscheibe gerade nicht
brach, ermittelt. Die gesidgten Rinderzahnprobenschnitte wurden wihrend der Etablierung der

Léasionsherstellungsmethode in destilliertem Wasser gelagert.

Tabelle 4: Technische Parameter fiir Prizisionstrennscheider IsoMet 500

Scheibendrehzahl 3000 rpm
Vorschubgeschwindigkeit 15,1 mm/min
Schnittldnge 37 mm
Probenstirke 550 pm
Scheibenstérke 0,635 mm
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3.5 Vorversuche
3.5.1 Herstellung der kiinstlichen Lésionen

Im Folgenden werden die im ersten Vorversuch durchgefiihrten Methoden 1 - 4 zur Herstellung
der kiinstlichen Lidsionen beschrieben. Alle Losungen, Proben und Probenschnitte der

Methoden 1 - 4 wurden nach den zuvor genannten Verfahren hergestellt.

Methode 1: Alle Losungen fiir zwei bis acht Wochen Demineralisationszeit

Im ersten Schritt der kiinstlichen Lasionsherstellung wurden acht verschiedene Losungen (A1,
A2, A3, Bl1, B2, B3, C, D) mit je 360 ml Lésungsvolumen und zwdlf Proben pro Losung
untersucht. Darin wurden die Proben zwischen zwei bis acht Wochen lang demineralisiert und
alle zwei Wochen wurden jeweils zwei Rinderzahnproben aus den Demineralisationslosungen
entnommen. Die Proben wurden in jeweils zwei Schnitte gesdgt, lichtmikroskopisch untersucht
und die LT gemessen. Wurden bei den Untersuchungen zu niedrige LT gemessen, wurde die
Demineralisation entsprechend fortgesetzt. Bei der Feststellung von erosiven Defekten
innerhalb einer Versuchsreihe wurden alle Proben aus der Ldosung entnommen und die
Demineralisation wurde abgebrochen. Innerhalb der ersten Methode waren die Ergebnisse der
Losungsreihe B2 aufgrund von hoher LT bei gleichzeitig homogener stabiler Lasionsstruktur

am vielversprechendsten.

Methode 2: Losung B2 — vier Wochen Demineralisationszeit

Die Losung B2 wurde in vier weiteren Experimenten néher untersucht. Dabei wurde versucht,
die LT bei einer groBBeren Probenanzahl zu reproduzieren und das Herstellungsverfahren der
Lisionen zu verbessern. In der zweiten Methode wurden die Versuchsbedingungen veréndert.
Der pH-Wert wurde nur in der ersten Woche téglich, ab der zweiten Woche unter Kontrolle der
pH-Stabilitit zwei Mal pro Woche gemessen und eingestellt. Die Methode 2 wurde nach dem
Protokoll von Methode 1 wiederholt und zwdlf Rinderzéhne wurden in je 360 ml
Losungsvolumen fiir vier Wochen in der Demineralisationslosung gelagert. Dabei wurde erneut
die LT nach zwei Wochen an zwei Rinderzahnproben untersucht. Die restlichen Proben wurden

nach Ablauf der vier Wochen Demineralisationszeit untersucht.
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Methode 3: Losung B2 — vier Wochen Demineralisationszeit

Da in Methode 2 die LT der Proben aus Losung B2, welche zuvor mittels Methode 1 bestimmt
worden waren, nicht reproduziert werden konnten, sollte in der dritten Methode die
Versuchsdurchfithrung verbessert werden. Um die Messbarkeit des pH-Werts zu verbessern,
wurden statt zwolf Proben nun 16 Proben pro Losung bei gleichem Verhéltnis zwischen
Losungsvolumen und LF (16 * 30 ml = 480 ml) in 480 ml statt 360 ml Losungsvolumen pro
Behilter angesetzt. Zusitzlich wurde auf die Klebeabdeckung mit 4 x 4 mm Papieraufklebern
verzichtet, um Klebereste und Beschiddigungen der Lisionsoberfliche zu vermeiden.
Stattdessen wurden die Lisionsquadrate exakt ausgemessen und mit Nagellack umzeichnet. Der
pH-Wert der Losung wurde nur in der ersten Woche vier Mal und bereits ab der zweiten Woche
zweil Mal pro Woche gemessen und eingestellt. Die Probenvorbereitung, Durchfiihrung und

Auswertung erfolgten ansonsten wie in Methode 1.

Methode 4: Losung B2 — vier Wochen Demineralisationszeit

In Methode 4 wurde das Experiment unter gleichen Versuchsbedingungen wie in Methode 1
mit der Buskes-Losung B2 bei téglicher pH-Einstellung und einer groen Probenanzahl von
insgesamt 96 Rinderzéhnen, verteilt auf acht Losungsbehélter mit je zwolf Rinderzahnproben,
in 360 ml Losungsvolumen wiederholt und auf Reproduzierbarkeit getestet. Nach drei Wochen
wurden stichprobenartig vier Proben aus der Losung genommen und die LT wurde
lichtmikroskopisch gemessen, um Erosionen vor Ablauf der Demineralisationszeit
auszuschliefen. Nach vier Wochen wurden die Proben aus der Losung genommen und
makroskopisch untersucht. Defekte erodierte Proben wurden aussortiert und es wurde
exemplarisch an zwei erodierten und zwei intakten Proben die LT gemessen. Die restlichen
Rinderzahnproben wurden fiir das Infiltrationsexperiment verwendet und in destilliertem

Wasser zwischengelagert.

3.5.2 Ermittlung des Infiltrationsprotokolls

Vor Beginn des Infiltrationsexperiments wurde in einem weiteren Vorversuch ein geeignetes
Protokoll entwickelt, welches die Parameter zur Vorbereitung und Infiltration der
Rinderzahnproben festlegte. Zur Ermittlung des Infiltrationsprotokolls wurden vier Gruppen
(DRY-A, DRY-B, PRIME-A, PRIME-B) mit unterschiedlichen Protokollen gebildet. ,,DRY*
kennzeichnet hierbei die Kontrollgruppe, in welcher der Trocknungsschritt mit Icon®-Dry
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(Ethanol) erfolgte, wogegen ,,PRIME®“ die Experimentalgruppe kennzeichnet, in welcher
Icon®-Prime (1,29 % MDP in Ethanol) fiir den Trocknungsschritt verwendet wurde (Tabelle
5).

Tabelle 5: Materialien fiir die Infiltration

Material Zusammensetzung

[con® Tinopal 99,897 % Infiltrant
(Methacrylatbasierte Harzmatrix, Additive und Initiatoren)
0,103 % Tinopal OB (2,5-Bis- (5-tert-butyl-2-benzoxazolyl) thiophen)

Icon® Prime 1,29 % MDP in Ethanol
Icon® Dry Ethanol (99 %)
Atzgel Phosphorsédure-Gel (37 %)

In Gruppe A wurden die Proben mit einem Atzschritt (37%ige Phosphorsiure), in Gruppe B
ohne Atzschritt vorbehandelt und anschlieBend infiltriert. Aufgrund der Verwendung von
Rinderzdhnen anstelle von Humanzdhnen wurde im Versuch Phosphorsdure (37 % H3PO4) statt
Salzsdure (15 % HCI) verwendet, wie es herkdmmlicherweise bei einer [con®-Anwendung der
Fall ist. Die Salzsdure wird im klinischen Protokoll fiir die Entfernung der hypermineralisierten
oberflichlichen Schmelzschicht genutzt, die in diesem Experiment fehlt. In beiden Gruppen
wurde die Infiltration sowohl mit als auch ohne Phosphorséduredtzung getestet. Das Ziel war es,
vergleichbare Ergebnisse der Kontrollgruppe DRY und Experimentalgruppe PRIME zu

erhalten.

Da bei niedrigen LT die Léasionen immer vollstindig infiltriert werden und sich daher keine
vom Material des Trocknungsschrittes abhéngigen Unterschiede darstellen lassen, wurden
Liasionen mit den hochstmdglichen LT hergestellt. Da jedoch trotz hoher LT beim Vorgehen
nach klinischem Herstellerprotokoll noch immer in beiden Gruppen 100%ige Infiltrationen
auftraten, musste eine partielle Infiltration der Lé&sionen iiber eine Anpassung des
Infiltrationsprotokolls an die In-vitro-Bedingungen erreicht werden. Dabei wurden das
Infiltrantenvolumen und die Dauer der Infiltration sukzessive verringert, bis eine partielle
Infiltration erreicht war. Zu Beginn wurde das Volumen der Trocknungskomponente und des

Infiltranten von 5 pl auf 3 pl verringert, da festgestellt werden konnte, dass bereits 3 pl gentigen,
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um das Léasionsquadrat vollstindig zu benetzen. Nachdem aber weiterhin vollstindige
Infiltrationen auftraten, wurde die Einwirkzeit des Infiltranten schrittweise von 30 s auf 10 s,
auf 5 s und schlieBlich auf 3 s verkiirzt. Somit konnte eine unvollstindige, partielle Infiltration
der Lésion erreicht werden, die einen Vergleich zwischen den Gruppen in Bezug auf die

Trocknungskomponente ermdglichte (Tabelle 6).

Tabelle 6: Ermittlung des Infiltrationsprotokolles

DRY-A DRY-B PRIME-A PRIME-B*
Atzen 15 s mit HsPOs  Kein Atzen 15 s mit HsPOs  Kein Atzen*
Spiilen 30 s mit dest. 30 s mit dest.
H>O H>O
Trocknung 3 ul Dry 3 ul Dry 3 pl Prime 3 pl Prime *
fiir 60/30 s fiir 60/30 s fiir 60/30 s Fiir 60/30* s
Infiltration 5/3 ul fiir 5/3 ul fiir 5/3 ul fiir 5/3* ul fur
30/10/5/3 s 30/10/5/3 s 30/10/5/3 s 30/10/5/3* s
Lichthérten 40 s 40 s 40 s 40* s

¥ markiert die Parameter des final verwendeten Infiltrationsprotokolls

Das finale Infiltrationsprotokoll zeigt, dass kein Atzschritt fiir die Infiltration der kiinstlichen
Lisionen nétig ist und dass eine Vorbehandlung der Proben mit 3 ml Icon® Dry fiir 30 s und
eine Infiltration mit 3 pl Icon® Infiltrant fiir drei Sekunden optimal ist, um vergleichbare
partielle infiltrierte Lasionen zu produzieren (Tabelle 6, optimale Infiltrationsbedingungen mit

* markiert).

3.6 Hauptversuch - Infiltration DRY vs. PRIME

Insgesamt 70 Rinderzahnproben mit Lisionen nach Methode 4 wurden ausgewéhlt und im

Infiltrationsexperiment verwendet. Die Infiltration wurde nach dem in Kapitel 3.5.2 ermittelten
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finalen Infiltrationsprotokoll durchgefiihrt. Die fiir die Infiltration verwendeten Materialien
sind in Tabelle 5 zusammengestellt. Fiir die Applikation des Infiltranten wurde eine Eppendorf-
Pipette (0,1 - 10 pl) verwendet. Nach der Infiltration wurde der Uberschuss mit wasser- und
olfreier Druckluft verpustet, weitere Uberschiisse wurden mit einem Zellstofftuch (Satino
prestige, WEPA) vorsichtig entfernt. AnschlieBend wurde das Areal fiir 40 s in einem Abstand
zur Oberfliche von ca. 1 - 5 mm lichtgehédrtet (Mini-LED Supercharged Satelec ACTEON).

Nach Abschluss der Infiltration wurden die Proben zum Schutz der infiltrierten Lasion vor dem
Sdgen mit einer 1 - 2 mm dicken Kunststoffschicht (Technovit 4071, Heraeus Kulzer) bedeckt.
Entsprechend dem Protokoll fiir die Schnittherstellung der Lisionen (3.4.3 Herstellung der
Schnitte) wurden die infiltrierten Rinderzahnproben gesdgt und die Schnitte bis zur

mikroskopischen Untersuchung in destilliertem Wasser gelagert.

3.7 Lichtmikroskopie

Fiir die lichtmikroskopische Bestimmung der LT wurden je Probenkodrper zwei Schnitte erstellt
und untersucht. Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte unter WeiBBabgleich mittels
Auflichtmikroskopie (Leica DFC 295, LEITZ DMRX). Dabei wurden die geségten
Probenscheiben von lateral in Aufsicht auf die gesamte Schnittfliche mikroskopiert. Die
Lisionen wurden in 2,5-, 5- und 10-facher Vergroferung untersucht und mit dem
Digitalkamerasystem Leica DFC 295 Bilder in unterschiedlicher Belichtung und VergroBerung

aufgenommen.

3.7.1 Messung der Lisionstiefe

Alle Rinderzahnproben von Methode 1 bis 4 wurden lichtmikroskopisch zur Bestimmung der
LT vermessen. Von jeder Rinderzahnprobe wurden zwei Schnitte angefertigt, von denen der
jeweils intaktere Schnitt in die Untersuchung eingeschlossen wurde. Die Probenschnitte wurden
je nach Grofle der Lidsion in zwei oder drei Bildausschnitten lichtmikroskopisch in 5-
facher Vergroferung  linkseitig, mittig und rechtsseitig untersucht. Mit dem
Bildanalyseprogramm Leica Application Suite (LAS) wurden anschlieBend die LT an

mindestens sechs Stellen pro Lision in pm gemessen, um daraus den Mittelwert zu bestimmen.
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3.8 Fluoreszenz-Mikroskopie
3.8.1 Messung der Penetrationstiefe

Fir die Analyse und Darstellung des Infiltranten wurde eine Methode mittels
Fluoreszenzmikroskopie angewendet. Dafiir wurde der Icon® Infiltrant mit Tinopal OB (Icon®
Tinopal, Tabelle 5) versetzt. Der Farbstoff Tinopal OB ist ein optischer Autheller mit einem
Absoprtionsspektrum im UV-Bereich (Absorptionsmaximum bei 360 - 370 nm). Aus diesem
Grund wurde fiir die Detektion eine zusitzliche UV-Lichtquelle (UVP UVL-4 UV-Lampe,
365 nm) verwendet. Nach dem in Kapitel 3.5.2 beschriebenen Versuchsprotokoll wurde die
Infiltration mit Icon® Tinopal durchgefiihrt. Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte zur
Detektion des Tinopal-Signals und Darstellung des Infiltranten unter UV-Licht Die
Positionierung der Lampe war entscheidend fiir die korrekte Darstellung des Infiltranten im
Lichtmikroskop und abhingig von der Liasionsbeschaffenheit, Menge des Infiltranten sowie
Intensitit der UV-Lampe. Die UV-Lampe wurde individuell fiir jede Probe positioniert, um ein
ausreichend starkes, nicht iiberbelichtetes Signal zu erhalten. Fiir die Bestimmung der
Penetrationstiefe (P;) des Infiltranten wurden Aufnahmen mit Auflicht, Auflicht- und UV und
reiner UV-Belichtung gemacht. In 5-facher Vergroferung konnten die Lésionsstruktur und Py
am besten beurteilt werden. Die Py wurde abhingig von der Lésionsbreite an sechs bis neun

Stellen der Lasion gemessen und der Mittelwert wurde berechnet.

3.8.2 Messung der Lisions- und Infiltrationsfliche

Mit 2,5-facher VergroBerung wurden Aufnahmen von allen Proben aus dem
Infiltrationsversuch erstellt. Es wurde die gesamte Flache der Lasion und des fluoreszierenden
Bereichs in einem Bild aufgenommen sowie die Léasionsfliche und die infiltrierte
Schmelzflache ausgemessen. AnschlieBend wurde das Verhéltnis des detektierten Infiltranten

im Vergleich zur LF als PP berechnet (Leica Application Suite, LAS).

3.9 Statistische Auswertung

Die ermittelten Daten wurden mit SPSS® Statistics 29.0.1 (SPSS Inc., Chicago, Ill., USA)
statistisch ausgewertet und graphisch dargestellt. Fiir jede Methode und Versuchsreihe wurden
der Mittelwert, die Standardabweichung und der Standardfehler des Mittelwerts fiir alle
Zielparameter (LT, PT, PP(LT), LF, IF, und PP(LF)) berechnet. Mithilfe des Levene-Tests
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wurde die Varianzgleichheit gepriift. Um die Ergebnisse der Experimentalgruppe und der
Kontrollgruppe miteinander zu vergleichen, wurde der t-Test flir unabhédngige Stichproben
verwendet. Zur Annahme statistisch signifikanter Differenzen wurde das zu unterschreitende

Signifikanzniveau auf o = 0,05 festgelegt.
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4 FErgebnisse

4.1 Vorversuch
4.1.1 Lichtmikroskopische Analyse und Messung der Lisionstiefe

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Lasionstiefenmessung aller acht untersuchten
Demineralisationslosungen aus Methode 1 dargestellt (Kapitel 3.5). Es konnten deutliche
Unterschiede zwischen den Proben der verschiedenen Losungen hinsichtlich der LT und

Léasionsbeschaffenheit festgestellt werden.

Es zeigt sich in allen Demineralisationslosungen innerhalb der Lisionsformation eine
Abhingigkeit vom pH-Wert und der Fluoridkonzentration. Je niedriger der pH-Wert und die
Fluoridkonzentration der Losung waren, desto schneller produzierte die Losung Lasionen mit
einer hoheren LT im Vergleich zu Losungen mit hoherem pH-Wert und hoherer

Fluoridkonzentration.

Kam es im Laufe der Demineralisationszeit zu erosiven Defekten innerhalb der verschiedenen
Losungsreihen, wurde durch Lagerung in einer Remineralisationslosung versucht, die Defekte
zu remineralisieren. Trotz Lagerung in einer Remineralisationsldsung konnten bei keiner der

erodierten Proben aus der Losungsreihe die Defekte vollstindig wiederhergestellt werden.

Nur die Losungen B1, B2, B3 und C zeigten LT > 300 pum mit relativ intakter OS, von denen
jedoch alle Losungen ab Woche vier bis sechs erosive Verdnderungen zeigten. Die
lichtmikroskopische Auswertung der Proben der Losung B2 zeigte nach vier Wochen die
stabilste Lésionsstruktur bei der hochsten LT von 400 um in beiden Proben und einer relativ
intakten OS. In drei weiteren Methoden wurde versucht, die in Losung B2 nach vier Wochen
erreichten LT und homogene Lésionsstruktur mit einer groBeren Probenanzahl zu

reproduzieren.

4.1.2 Methode 1 - Losungsreihe A1-A3

Die Losungen A1-A3 basierten auf einer Buskes-Losung mit einem pH-Wert von 4,9 und
unterschiedlichen Fluoridkonzentrationen (A1: 0,5 ppm, A2: 0,1 ppm, A3: 0,05 ppm; Tabelle

2: Losungsansitze beziiglich pH-Wert, Volumen und Fluorid-Konzentration).
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Losung Al

In Losung A1 zeigten sich nach zwei Wochen noch keine lasionséhnlichen Verdnderungen. Der
Schmelz wies ein einheitliches Muster ohne erkennbare Demineralisationen auf. Die Grenze
zwischen Schmelz und Kunststoff verlief einheitlich und ohne Einbriiche (Abbildung 3, A).
Nach vier Wochen konnten mit 285 um (SD = 5) die hochsten LT der Losungsreihe A gemessen
werden. FEine gleichmiBige mattweile Ldsion mit ansteigender LT in Richtung der
Liasionsmitte zeigte sich im lichtmikroskopischen Bild (Abbildung 3, B). Auffillig war, dass
beide Proben, die in Woche sechs untersucht wurden, keine nachweisbaren Lasionen mehr
aufwiesen. Beide untersuchten Proben zeigten eine gleichmédfige Schmelzfliche ohne
Demineralisation oder Einbriiche sowie eine intakte OS (Abbildung 3, C). Nach acht Wochen
imponierte eine schwach weil-matte LF mit minimalen Einbriichen der OS bei einer

verringerten LT auf 260 pm (SD = 0) in beiden Proben (Abbildung 3, D).

B .cil

250 pm

Abbildung 3: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Losungsreihe Al

(A): Lasionsausschnitt nach zwei Wochen Demineralisation. Der Kunststoff (griin) und der Lack (blau) im unteren
rechten Bildrand bedecken den Schmelz, der noch keine Lasion zeigt. (B): Nach vier Wochen rot umrandete weifle
LF. Die Lésionstiefe ist mit LT angegeben. (C): Nach sechs Wochen ist keine Lasion mehr erkennbar. (D): Nach
acht Wochen schwach mattweifle LF mit minimalen Einbriichen (*) der OS.
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Losung A2

In Losung A2 (Buskes-Losung, pH-Wert 4,9, Fluoridkonzentration 0,1 ppm) waren bereits nach
zwei Wochen erste Lésionen von 100 um (SD = 0) LT in beiden Proben erkennbar. Die
beginnende Lésion zeichnete sich durch einen moderat dunkleren Lasionskdrper vom restlichen
Schmelz ab (Abbildung 4, A). Den gleichen Abfall der LT wie in Al zeigte sich in Losung A2
nach vier Wochen mit einer Verringerung von 190 pm (SD = 10) auf 130 pm (SD = 20) nach
sechs Wochen. Die Lasionen in Woche vier und sechs waren deutlich erkennbar und zeigten
eine typische Schichtenbildung mit einer intakten OS (Abbildung 4, B, C). In Woche acht stieg
die LT auf ein Maximum von 200 pm (SD = 0) bei sehr deutlich matt-weilem Lasionskdrper

und relativ intakter OS mit minimalen lokalen erosiven Defekten (Abbildung 4, D).

250 pm

Abbildung 4: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Losungsreihe A2

(A): Probe nach zwei Wochen zeigt eine schwach ausgepragt moderat dunkle LF. (B): Nach vier Wochen weif3e
LF. (C): Nach sechs Wochen Abfall der LT, helle und dunkle Zonen innerhalb der LF. (D): Nach acht Wochen
Anstieg der LT und deutliche wei3-blduliche Lf.
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Losung A3

In Losung A3 (Buskes-Losung, pH-Wert 4,9, Fluoridkonzentration 0,05 ppm) konnten
ebenfalls bereits nach zwei Wochen erste Lédsionen von 110 um (SD = 10) LT gemessen
werden. Die Lasionen zeigten hier im Vergleich zu A1 und A2 nach zwei Wochen bereits eine
deutlichere Lésionsformation (Abbildung 5, A). Die LT stieg von 185 um (SD = 55) in Woche
vier auf 202,5 pm (SD = 2,5) in Woche sechs kontinuierlich an. Die Lésionen zeigten ein
gleichmiBiges Bild mit typischen Lésionszonen, Lasionskdrper und intakter OS (Abbildung 5,
B, C). Nach acht Wochen reduzierte sich die LT wieder auf ihren finalen Wert von
190 um (SD =0). Die LF zeigte einen deutlich matt-weillen Lésionskorper und eine relativ

intakte OS mit minimalen lokalen erosiven Defekten (Abbildung 5, D).

100 pm

250 um ; A TN 950 um

Abbildung 5: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Losungsreihe A3

(A): Nach zwei Wochen ist eine LF erkennbar. (B): Nach vier Wochen deutliche Léasionszonen. (C): Nach sechs
Wochen Lisionszonen mit dunkler LF, und leichtem Anstieg der LT. (D): Nach acht Wochen deutliche matt-
weille LF mit minimalen Einbriichen der OS, kontinuierlicher Anstieg der LT und gleichméBige Lésionszonen
iiber die gesamte Demineralisationszeit. Defekt (*)

Insgesamt zeigte die lichtmikroskopische Auswertung der Proben zur Losungsreihe A nach vier
bis acht Wochen Demineralisationszeit unregelméfige, flache Lasionen mit durchschnittlichen

LT von 205 um (SD = 44,6).
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4.1.3 Methode 1 - Losungsreihe B (B1 - B3)

Die Losungen B1 bis B3 basierten auf einer Buskes-Losung mit einem pH-Wert von 4,7 und

unterschiedlichen Fluoridkonzentrationen (B1: 0,5 ppm, B2: 0,1 ppm, B3: 0,05 ppm).

Losung B1

Nach zwei Wochen zeigten sich in Losung B1 (0,5 ppm Fluorid) bereits Lasionen mit hellen
und dunklen Demineralisationszonen bei einer LT von 100 um (SD = 0) (Abbildung 6, A). Die
LT stieg in Woche vier auf 200 pm (SD = 0) an. Hier zeigten sich lichtmikroskopisch sehr
deutlich helle und dunkle Zonen der Demineralisation (Abbildung 6, B). In Woche sechs stieg
die LT auf ein Maximum von 350 um (SD = 50) und fiel nach acht Wochen wieder auf 223 um
(SD =20,55) ab. Die Lésionen zeigten sowohl nach sechs Wochen als auch nach acht Wochen
deutlich weiBlliche LF mit breiter pseudointakter OS (Abbildung 6, C, D).

100 pm

250 pm i iy : 250 um

Abbildung 6: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Losungsreihe B1

(A): Der Probenausschnitt nach zwei Wochen zeigt in 10-facher VergréBerung bereits eine Lasionsformation. (B):
Nach vier Wochen deutliche LF und Léasionszonen. (C): Nach sechs Wochen LF mit hoher LT (D): Nach acht
Wochen LF mit flacherer LT und breiter OS.
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Losung B2

Losung B2 (0,1 ppm Fluorid) wies nach zwei Wochen mit 200 pm (SD = 5) eine doppelt so
hohe LT wie B1 mit 100 pm (SD = 0) auf. Die LF grenzte sich bereits makroskopisch deutlich
durch eine weifle Farbung vom restlichen Schmelz ab. Die Lisionsoberfliche zeigte bereits
Anfinge einer Separierung zum restlichen Lasionskorper, aber noch keine pseudointakte OS
(Abbildung 7, A). Nach vier Wochen zeigte sich in beiden Proben eine gleichmifBige Lasion
mit deutlich erkennbaren Lésionszonen und intakter OS. Die LT lag gleichméBig in beiden
Proben bei 400 um (SD = 0) (Abbildung 7, B). In Woche sechs zeigten die Lasionen bereits
starke erosive Defekte, Einbriiche und die LT sank auf 347,5 pm (SD = 30,7) (Abbildung 7, C,
D).

100 pm

Y 250 pm 250 um

Abbildung 7: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Losungsreihe B2

(A): Der Probenausschnitt nach zwei Wochen zeigt in 10-facher VergroBerung eine breite LF. (B): Nach vier
Wochen deutliche Lasionszonen und hohe LT. (C): Nach sechs Wochen deutliche LF mit abflachender LT. (D):
Liasionsausschnitt nach sechs Wochen mit deutlichen Erosionen der OS (*) und Defekten innerhalb des
Lésionskdrpers.
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Losung B3

Nach zwei Wochen zeigte Losung B3 (mit 0,05 ppm Fluorid) ebenfalls bereits eine LT von
205 pm (SD = 45) bei gleichméBiger weiller LF im lichtmikroskopischen Bild (Abbildung 8,
A). Nach vier Wochen waren die Proben deutlich von hellen und dunklen
Demineralisationszonen gepriagt. Der Lidsionskorper zeigte schollenartige Defekte mit
minimalen Einbriichen der OS. Die LT betrug nach vier Wochen 435 um (SD = 65) (Abbildung
8, B). Nach sechs Wochen sank die LT wieder auf 383,75 um (SD =31), wihrend die Erosionen
und groBlumigen eisschollenartigen Defekte zunahmen. Dabei zeigten sich kavitierende

Defekte der OS bis tief in den Lasionskdrper hinein (Abbildung 8 C, D).

100 pm 250 pm

Abbildung 8: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Losungsreihe B3

(A): Der Probenausschnitt nach zwei Wochen zeigt in 10-facher VergroBerung eine breite LF. (B): Nach vier
Wochen deutliche helle und dunkle Lésionszonen und Defekte (*) (C): Nach sechs Wochen matt-weile LF mit
abflachender LT (D): Lasionsausschnitt nach sechs Wochen mit deutlichen Erosionen der OS (*) und Defekten
innerhalb des Lasionskdrpers.
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4.1.4 Methode 1 - Losungsreihe C (nach ten Cate)

Die Losung C hatte mit einem pH-Wert von 4,5 den niedrigsten pH-Wert aller Losungen und
gleichzeitig eine relativ hohe Fluoridkonzentration von 0,5 mg/l. Die lichtmikroskopische
Auswertung der Proben der Losungsreihe C zeigte mit 265 pm (SD = 5) die hochsten LT aller
Losungen nach zwei Wochen. Dabei war die Lésion allerdings schwicher ausgeprigt und
weniger matt-weill als bei Losung B 1-3 (Abbildung 9, A). In Woche vier stieg die LT der
Losung C in beiden Proben auf 300 pm (SD = 0) bei gleichzeitig intakter OS (Abbildung 9, B).
Nach sechs Wochen verinderte sich die LT nur noch marginal und blieb bei 300 um (SD = 0)
konstant, nach acht Wochen zeigten sich aber bereits Erosionen in allen Proben mit LT von 330

um (SD = 42,43) (Abbildung 9, C, D).

Abbildung 9: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Losungsreihe C

(A): Der Probenausschnitt nach zwei Wochen zeigt in 10-facher VergroBerung eine breite LF. (B): Nach vier
Wochen in 5-facher VergroBerung zeigen sich deutliche Lasionszonen und eine breite OS (C): Nach sechs Wochen
weille LF mit breiter OS. (D): Lasionsausschnitt nach acht Wochen, homogene matt-weille LF.
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4.1.5 Methode 1 - Losungsreihe D (HEC)

Die Demineralisationslosung der Losungsreihe D war die einzige Losung im Lasionsmodell
mit einer Gel-Komponente (HEC) und wurde mit einem pH-Wert von 4,9 ohne Fluoridzusatz
angesetzt. Lichtmikroskopisch konnten bereits nach zwei Wochen starke Erosionen bei einer
LT von 130 um (SD = 30) festgestellt werden (Abbildung 10, A). Nach vier Wochen Lagerung
in der Demineralisationslosung vergrofBerten sich die erosiven Defekte zu groflumigen
Erosionen iiber die gesamte Lésionsbreite und einer LT von 290 um (SD = 10) (Abbildung 10,
B). Ab Woche drei wurde parallel zur Demineralisation eine Remineralisationslosung
angesetzt, und es wurde versucht, dadurch einen Teil der erodierten Proben zu remineralisieren
(ten Cate und Duijsters, 1982) (Abbildung 10, C). Nach drei Wochen Demineralisation und
zehn Tagen Lagerung in der Remineralisationslosung zeigten sich noch immer groBflichige

Defekte und Erosionen bei einer LT von 230 (SD =0) - 315 um (SD = 0) (Abbildung 10, D).

Lack

100 pm S 250 um

Abbildung 10: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Losungsreihe D

(A): Der Probenausschnitt nach zwei Wochen zeigt in 10-facher VergroBerung Erosionen und Einbriiche (*). (B):
Ausschnitt nach vier Wochen in 5-facher VergroBerung, starke Erosionen (*) durch die gesamte Lasionsbreite.
(C): Nach drei Wochen Demineralisation und zehn Tagen Remineralisation: Helle und dunkle Zonen, Erosionen
(*) der OS. (D): Léasionsausschnitt nach drei Wochen Demineralisation und drei Wochen Remineralisation.
Inhomogene Lision mit breiter OS, lokaler Erosion (*).
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4.1.6 Methode 2-B2: Lichtmikroskopische Analyse und Messung der Lisionstiefe

Nachdem in Methode 1 die Losungsreihe B, insbesondere Losung B2, sowohl die hochste LT
als auch die homogenste Lisionsstruktur innerhalb aller Losungsreihen und Methoden zeigte,
sollte in Methode 2 die Eignung der Losung-B2 ndher untersucht werden. Aus diesem Grund
wurden weitere Vorversuche zur Optimierung einer reproduzierbaren Herstellung sich konstant
gleichender Lésionen der Losung B2 durchgefiihrt. Die Untersuchung der {ibrigen

Demineralisationslosungen wurde eingestellt.

Die Lésionen der Methode 2-B2 zeigten sich im lichtmikroskopischen Bild nach vier Wochen
mit einer homogenen intakten LF und pseudointakter OS. Die LT variierte jedoch zwischen den
Proben teils stark und betrug durchschnittlich 242 um (SD = 28,5). Die LT von 400 um aus
Methode 1-B2 konnte nicht reproduziert werden. Erosionen und minimale Defekte der
pseudointakten OS konnten (bis auf zwei Proben) nicht festgestellt werden (Abbildung 11, A,
B). Aufgrund der stark variierenden Ergebnisse und verhéltnismaBigen niedrigen LT sollte in

einer weiteren Methode die Losung B2 erneut untersucht werden.

4.1.7 Methode 3-B2: Lichtmikroskopische Analyse und Messung der Léasionstiefe

In Methode 3-B2 wurde das Protokoll der Probenvorbereitung dahingehend modifiziert, dass
auf den Papieraufkleber zur Lésionsabdeckung verzichtet wurde, um Klebereste und
Beschéddigungen der Lisionsoberfliche zu vermeiden. Stattdessen wurden die Lasionsquadrate
exakt ausgemessen und mit Nagellack umzeichnet. AuBBerdem wurde eine hohere Probenanzahl
(16 Rinderzédhne) in einem groferen Losungsvolumen (480 ml) verwendet, um die Messbarkeit

des pH-Werts zu verbessern.

Nach vier Wochen konnte mit 273 um (SD = 37) eine durchschnittlich hohere mittlere LT im
Vergleich zu Proben aus Methode 2-B2 gemessen werden. An zwei Proben wurden Erosionen
und minimale Defekte der pseudointakten OS festgestellt. Der GroBteil der Lasionen zeigte eine

homogene LF mit vollstdndiger pseudointakter OS (Abbildung 11, C, D).
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250 pm

250 pm

Abbildung 11: Exemplarische Lisionsausschnitte von Methode 2 und 3 der Losungsreihe B2

(A): Methode 2-B2 zeigt nach vier Wochen eine homogene LF ohne Einbruch der OS. (B): Methode-B2 nach vier
Wochen, Probenausschnitt mit wei3-bldulich verschwimmenden Lasionszonen. (C): Methode 3-B2 zeigt nach vier
Wochen eine intakte Lésion mit breiter OS. (D): Methode 3-B2 erzeugt nach vier Wochen eine intakte breite
blaulich-weifle LF mit intakter OS.

Da in keiner der Methoden 2 - 3 dhnlich hohe LT wie in Methode 1 erreicht werden konnten,
wurde fiir die letzte Methode zur Herstellung reproduzierbarer Lésionen das Protokoll aus
Methode 1 verwendet. Das Ausmessen und Umzeichnen der Lasionsquadrate aus Methode 3
wurde iibernommen, da es Beschiddigungen an der Léasionsoberfliche verhindert und die

Probenvorbereitung vereinfacht.
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4.1.8 Methode 4-B2: Lichtmikroskopische Analyse und Messung der Lésionstiefe

Zur Absicherung, damit es im eigentlichen Hauptversuch nicht zu einem vorzeitigen Erodieren
der gesamten Proben-Charge kéime, wurden in Methode 4-B2 stichprobenartig vor Ablauf der
vollen Demineralisationsdauer bereits nach drei Wochen acht Proben aus der Losung
entnommen und auf Defekte untersucht. Nach drei Wochen zeigten die Léasionen eine
homogene LF mit teils groBen Poren in den Lasionskdrpern und minimalen Einbriichen der OS
an einigen Proben. Zum Grofiteil waren die Proben aber intakt mit homogenen LF und
pseudointakter OS (Abbildung 12, A, B). Die LT war mit durchschnittlich 255 pm (SD = 43)
jedoch noch zu gering, weshalb die Proben noch eine Woche bis zum vollstindigen Ablauf der
Demineralisationszeit in der Losung belassen wurden. Nach vier Wochen wurden die Proben
aus der Losung entnommen, makroskopisch untersucht und erodierte Proben wurden
aussortiert. Der Grofteil der Proben zeigte eine homogene matt-weille LF mit ineinander
iibergehenden Lasionszonen und unbeschidigter pseudointakter OS (Abbildung 12, C, D). Die
lichtmikroskopische Analyse und Messung der LT zeigte nach vier Wochen an 14 Proben eine
mittlere LT von 274 um (SD = 42,3). Die restlichen Proben wurden ebenfalls makroskopisch

untersucht und die intakten Proben wurden fiir den Hauptversuch (Kapitel 3.6) verwendet.

250 pm s f : THRIES : § # 250 um

~ 250 pm

Abbildung 12: Exemplarische Lisionsausschnitte aus Versuch 4 B2

(A): Methode 4-B2 zeigt nach drei Wochen eine LF mit groBporigem Defekt im Lésionskorper ohne Einbruch der
OS. (B): Hier zeigen sich an einem weiteren Probenausschnitt minimale Einbriichen der OS. (C): Methode 4-B2
zeigt nach vier Wochen eine intakte Lésion mit deutlicher weil3-bldulicher LF. (D): Probenausschnitt nach vier
Wochen einer matt-weilen Lésion mit breiter dunklerer OS.
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4.1.9 Zusammenfassung der Vorversuche (Methoden 1 - 4) zur Demineralisierung

Alle ermittelten LT der Methode 1 sind in Abbildung 13 zusammengefasst und einander
gegeniibergestellt. In den Diagrammen zeigt sich eine Haufung hoher LT im Zeitraum von vier
bis sechs Wochen durch die Demineralisation mit Losung B1, B2, B3 und C, wihrend

besonders A2, A3 und Losung D verhéltnismaBig flache Léasionen produzierten.

Der Vergleich aller Demineralisationslosungen zeigt, dass die Losung B2 nach vier Wochen
die vielversprechendsten Ergebnisse hinsichtlich LT und Oberflichenintegritit liefert. Die
nachfolgenden Methoden 2, 3 und 4 zielten darauf ab, das Ergebnis mit einer groferen

Probenanzahl zu reproduzieren und zu bestétigen.

Die Entwicklung der Lésionstiefenmessung der Losung B2 in allen Methoden (1 - 4) sind in
Abbildung 13 (IX) dargestellt. Es zeigt sich nach der hochsten gemessenen LT von 400 um in
Methode 1 ab Methode 2 ein kontinuierlicher Anstieg der mittleren LT von 240 pm (SD = 29)
in Methode 2, 273 um (SD = 37) in Methode 3 und dem Maximum von 274 um in Methode 4.
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Abbildung 13: Siulendiagramme der LT-Mittelwerte aus Methode 1 - 4

I - VIII: Losungsreihen A, B, C und D des ersten Vorversuchs iiber einen Zeitraum von zwei bis acht Wochen.
IX: Losung B2 nach vier Wochen in Methode 1 - 4. Farbliche Markierungen: Rot: LT > 400 pm; gelb: LT > 300
pum; griin: LT > 200 um; blau: LT <200 pm.
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4.2 Ermittlung des Infiltrationsprotokolls

Vor Beginn des Infiltrationsversuchs wurde das abschlieende Infiltrationsprotokoll ermittelt.
Die Ergebnisse der Ermittlung des Infiltrationsprotokolls werden im Folgenden
zusammengefasst. Die Rinderzahnproben wurden nach dem Protokoll aus Kapitel 3.5.2 in
Gruppe DRY-A (geitzt, 5 pl Infiltrant, 30 s Infiltrationsdauer) und DRY-B (nicht geétzt, Sul
Infiltrant, 30 s Infiltrationsdauer) eingeteilt und infiltriert. Fiir die Ermittlung des
Infiltrationsprotokolls wurden schrittweise verschiedene Parameter verdndert, bis eine partielle
Infiltration erreicht wurde (Tabelle 6). Die infiltrierten Schmelzldsionen wurden

lichtmikroskopisch unter UV-Licht untersucht.

Abbildung 14 zeigt in der Bildreihe A - C exemplarisch Lésionsausschnitte der Gruppe DRY-
B bei 30 s Infiltrationsdauer in 5-facher Vergroferung. Die Lision befindet sich im tiirkis-
blauen Schmelz und wird an der Oberflédche bis zum unteren Bildrand von einer grau-griinen
Kunststoffschicht bedeckt. Bild A zeigt eine infiltrierte L&sion unter reiner
Auflichtmikroskopie. Sie erscheint im Vergleich zu nicht-infiltrierten Lésionen als grau-weif3e,
matte LF, die sich farblich als dunklere, grauliche Fliche vom restlichen Schmelz abgrenzt.
Durch einen Ubergang vom hellen zum dunkleren Bereich innerhalb der Lésion lésst sich der
Infiltrant bereits unter Auflichtmikroskopie von nicht-infiltrierten Lésionsabschnitten
abgrenzen. Es zeigt sich eine LT von 394,6 pm (SD = 2,4) (Abbildung 14, A). In der Auflicht-
UV-Aufnahme in Bild B erscheint der Infiltrant rosa bis violett innerhalb des orange-schwarz
gestreiften Schmelzmusters unter der dunkleren Kunststoffschicht. In der Aufnahme B kann
eine PT von 394,3 um (SD = 2) gemessen und damit eine vollstindige Infiltration der Lésion
bestitigt werden (Abbildung 14, B). In der reinen UV-Aufnahme ist das stark blau
fluoreszierende Tinopal-Signal zu erkennen, das eine PT > 400 um zeigt (Abbildung 14, C). In
Gruppe A wurden bei mehreren Proben bei Atzung mit Phosphorsiure (37 %) fiir 15 s starke
Erosionen festgestellt. Dies zeigte sich an der erodierten OS und den groBlumigen Defekten
innerhalb der LF (Abbildung 14, D). Im Vergleich zur Gruppe B (ohne Atzschritt) konnten in
Gruppe A (mit Atzschritt) insgesamt hiufiger Erosionen festgestellt werden. Diese sind in
Abbildung 14, D - F abgebildet. Bei schrittweise verkiirzter Infiltrationsdauer scheint die
Sauredtzung eine 100%ige Infiltration zu begiinstigen. In Bild E und F ist unter UV-Licht die

inhomogene tiefe Infiltration der erodierten Lésion zu erkennen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Exemplarische Darstellung infiltrierter Lisionen und Vergleich verschiedener
Infiltrationsprotokolle (Gruppe DRY-A vs. Gruppe DRY-B)

A, B, C: Gruppe DRY-B nicht geitzt, 5 ul Infiltrant, 30 s Infiltrationsdauer. A: Darstellung der Lésion unter
Auflicht. B: Auflicht und UV-Belichtung. C: Reine UV-Belichtung. D, E, F: Gruppe DRY-A, gedtzt, 5 ul, 30 s
Infiltrationsdauer. D: Auflicht. E: Auflicht und UV. F: Reine UV-Belichtung. Farbliche Markierungen: Schmelz
(tiirkis), Lasion (rot), Kunststoff (griin), Infiltrant (rosa), erodierte Bereiche (*).

Aus diesem Grund wurden die folgenden Versuche nach dem Protokoll der Gruppe B ohne
Sauredtzschritt durchgefiihrt. Nach Reduktion der Infiltrationsdauer auf 10 s wurden weiterhin
nahezu vollstindige Infiltrationen festgestellt. Exemplarisch ist die vollstindige Infiltration
einer Lidsion in der Abbildung 15, A - C dargestellt. Nach wiederholt vollstindigen
Infiltrationen an ungedtzten Proben (Gruppe B) mit einer Infiltrationsdauer von 10 s wurde
schrittweise das Icon® Dry-/Prime-Volumen von 5 pl auf 3 pl, das Infiltrantenvolumen von
5 pl auf 3 pl und die Infiltrationsdauer von 5 s auf 3 s reduziert, um die fiir den Hauptversuch
erforderliche partielle Infiltration zu erreichen. Dabei wurde festgestellt, dass ein Volumen von
3 ul ausreicht, um die LF von 4 x 4 mm vollstindig mit Dry oder Infiltrant zu benetzen. In
Abbildung 15, D ist bereits in der Auflichtaufnahme die partiell infiltrierte Lasion mit einer LT
von 400 um zu erkennen. In der UV-Aufnahme in Abbildung 15, F bestitigt sich durch das
Tinopal-Signal die partielle Infiltration mit einer PT von 265 pm. Damit ist ein Protokoll fiir
den Infiltrationsversuch gefunden, welches eine partielle Infiltration erzeugt und eine
Vergleichbarkeit zwischen DRY und PRIME ermoglicht. Das finale Infiltrationsprotokoll

besteht dementsprechend aus einer direkten Trocknung ohne vorherigen Atzschritt mit 3 ul
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Dry/Prime fiir 30 s, Infiltration mit 3 pl Icon®-Tinopal fiir 3 s und anschlieBender Lichthartung
fiir 40 s (Kapitel 3.5.2).

250 um AR R U A # 250 pm
A 5 ¥ i

250 um

279,4611um| 270,3170pm|

Abbildung 15: Exemplarische Darstellung infiltrierter Lisionen und Vergleich verschiedener
Infiltrationsprotokolle (Gruppe DRY-B 10 s vs. 5 5)

A, B, C: Gruppe DRY-B 5 ul, 10 s infiltriert. Nach Reduktion der Infiltrationszeit auf 10 s zeigt die
lichtmikroskopische Analyse eine nahezu vollstédndige Infiltration der Lésion. D, E, F: Gruppe DRY-B 3 pl, 3 s
infiltriert. Nach Reduktion der Infiltrationszeit auf 3 s kann eine unvollstidndige Infiltration festgestellt werden.
Bild F zeigt eine PT von 265 um im Vergleich zur LT von 400 pm in Bild D.
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4.3 Hauptversuch DRY vs. PRIME

Wie in Kapitel 3.6 beschrieben, wurden im Infiltrationsversuch 35 Rinderzahnproben je Gruppe
entweder mit Icon Dry® (Kontrollgruppe DRY) oder Icon® Prime (Experimentalgruppe
PRIME) vorbehandelt und entsprechend des in 3.5.2 ermittelten Infiltrationsprotokolls
infiltriert. Es wurden nach dem in Kapitel 3.4.3 beschriebenen Verfahren Schnitte der
Rinderzahnproben zur mikroskopischen Analyse angefertigt. Die Probenschnitte wurden
mittels Licht- und Fluoreszenzmikroskopie untersucht und die Parameter LT und PT in 5-facher
VergroBerung sowie die LF und IF in 2,5-facher Vergroferung bestimmt. Hieraus wurde die

PP berechnet. Im Folgenden werden die Ergebnisse des Infiltrationsversuches dargestellt.

4.3.1 Ubersicht der Proben und Aufnahmen

Fir das Infiltrationsexperiment wurden insgesamt 70 Rinderzahnproben, je 35
Rinderzahnproben pro Gruppe, verwendet, die nach Methode 4-B2 im Vorversuch hergestellt
wurden. Von diesen 70 Rinderzahnproben wurden jeweils zwei Schnitte, insgesamt also 140
Probenschnitte angefertigt. Es wurden 95 Probenschnitte in die Analyse eingeschlossen. 45
Probenschnitte (19 in Dry, 26 in PRIME) mussten aufgrund von Erosionen, Defekten oder nicht
detektierbarem Infiltranten aus der Analyse ausgeschlossen werden. Fiir die Messung der PT in
5-facher VergroBerung wurden in Abhéngigkeit von der Lasionsgrof3e zwei bis drei Aufnahmen
erstellt, um die gesamte Breite der Lasion auszuwerten. Durch die variable Lasionsgro3e der
Rinderzahnproben ergab sich eine unterschiedliche Anzahl untersuchter Lésionsausschnitte fiir
beide Gruppen. Die Messung der IF in 2,5-facher VergroBBerung konnte mit einer Aufnahme
pro Lidsion in jeder Belichtungseinstellung durchgefiihrt werden, da bei diagonaler
Probenausrichtung die gesamte Léasion in einer Aufnahme abgebildet werden konnte. Eine
Ubersicht iiber die Probenanzahl und ausgeschlossene Rinderzahnprobenschnitte ist in Tabelle

7 dargestellt.

Tabelle 7: Probenanzahl

DRY PRIME
Probenschnitte Anzahl Prozent Anzahl Prozent
insgesamt 70 100 % 70 100 %
eingeschlossen 51 73 % 44 63 %
ausgeschlossen 19 27 % 26 37 %
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4.3.2 Qualitative Analyse der Infiltration

Folgend wird der qualitative Vergleich der Infiltration in Kontrollgruppe DRY- und
Experimentalgruppe PRIME in 5-facher VergroBerung zusammengefasst. In Abbildung 16 sind
exemplarisch Lisionen aus DRY (Aufnahmen A — C) Lasionen aus PRIME (Aufnahmen D -F)
gegeniibergestellt. In beiden Gruppen ist eine homogene Infiltration zu erkennen. Die
infiltrierten Lasionen der Kontrollgruppe zeigen groftenteils nicht erodierte Lasionen mit einer
breiten pseudointakten OS und homogener Verteilung des Infiltranten durch die gesamte
Léasionsbreite. Es zeigt sich eine unversehrte, pseudointakte OS mit homogener Infiltration. Der
Infiltrant zeichnet sich gleichméfBig vom dunkel begrenzten, nicht infiltrierten Bereich am
Boden der Lision ab (Abbildung 16, A, B, C). In der UV-Aufnahme (Abbildung 16, Bild C)
bestitigt sich die homogene Infiltration, die ein gleichméBiges Tinopal-Signal durch die
gesamte LF aufweist. In Abbildung 16, Bildreihe D, E, F ist exemplarisch eine ebenfalls
homogen infiltrierte, intakte PRIME-Lé&sion abgebildet.

250 pm

250 pm 250 pm

Abbildung 16: Exemplarische Ausschnitte infiltrierter Lisionen DRY vs. PRIME

A-C: Exemplarische Ausschnitte infiltrierter Lasionen aus DRY. A: Infiltrierte Lasion im Auflicht. B: Auflicht
und UV-Belichtung. C: Reine UV-Belichtung. D-F: Aufnahmen einer PRIME-Lé&sion zum Vergleich.

Erosive Defekte konnten in beiden Gruppen nachgewiesen werden. In PRIME wurden jedoch

hdufiger erodierte Proben als in der DRY gefunden. In diesen Léisionen konnte oftmals ein am
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oberen oder unteren Lisionsrand konzentrierter Infiltrant nachgewiesen werden. Im LK zeigten
sich stark demineralisierte Zonen, die eine kleine Menge inhomogen verteilten Infiltranten
enthielten. Insgesamt erscheint die Infiltration in den PRIME-Léasionen weniger homogen und
unvollstidndiger im Vergleich zu DRY-Léasionen. In Abbildung 17 sind exemplarisch eine
moderat erodierte Lasion der DRY-Gruppe (A - C) und eine erodierte Ldsion der PRIME-
Gruppe (D - F) dargestellt. Es zeigen sich verteilte Defekte der breiten pseudointakten OS und
die marmorierte Struktur der LF mit groBlumigen Defekten und verschiedenen inhomogenen
Zonen. Auffillig ist auBerdem die Auflagerung des Infiltranten auf die LF, insbesondere auf
die pseudointakte OS im unteren rechten Bildrand (Abbildung 17, F). In der UV-Aufnahme
(Abbildung 17, C und F) bestitigt sich die inhomogene Infiltrantenverteilung und die
lokalisierte Konzentration des Infiltranten im Kunststoff auf der Lasionsoberfldche, an der die

Infiltration nicht vollstidndig durch die pseudointakte OS ins Lasionsinnere penetrieren konnte.

Abbildung 17: Exemplarische erodierte Lisionen der Gruppen DRY und PRIME
A-C: Erodierte Léasion der DRY-Gruppe. D-F: PRIME-Gruppe. Erosionen und Defekte sind mit ,,** markiert.

Die Aufnahmen der Messung der Infiltrationsfliche und damit des Anteils an infiltrierter LF
als PP sind exemplarisch an einer Beispielldsion in Abbildung 18 dargestellt. In 2,5-facher
Vergroferung und Diagonalansicht ist die gesamten LF in Auflicht, Auflicht plus UV-Licht
und in reiner UV-Belichtung abgebildet.
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Abbildung 18: Exemplarische Lisionen in 2,5-facher Vergrioflerung

A-C: DRY. D-F: PRIME. A/D: Auflicht. B/E: Auflicht- und UV-Belichtung mit Messung LF und IF. C/F: UV-
Aufnahme mit deutlichem UV-Signal des Infiltranten und Flichenmessung.

4.3.3 Quantitative Analyse der Infiltration

Im Folgenden werden die Ergebnisse der quantitativen und statistischen Analyse der ermittelten
Zielparameter LT, PT, LF, IF, sowie die PP(LT) und PP(LF)) prasentiert. Tabelle 8 fasst die in
beiden Versuchsgruppen erhaltenen mittleren Messwerte aller bestimmten Parameter und die
jeweiligen im statistischen Vergleich (t-Test fiir unabhiangige Stichproben) ermittelten p-Werte

zusammen.

Die einzelnen Messwerte der LT weisen in beiden Gruppen eine auffillig groe Streuung auf.
Der Mittelwert fiir die LT aller Proben aus Methode 4 inklusive aller Proben, die im
Infiltrationsversuch verwendet wurden, zeigt dabei eine beachtliche durchschnittliche LT von
307,9 um bei einer SD von 49,8. Auftillig sind einzelne LT von > 400 um in DRY, die im

Vorversuch nicht reproduzierbar waren.

Bei der statistischen Auswertung der lichtmikroskopischen Messwerte der LT und PT zeigt sich
ein signifikanter Unterschied der LT (p = 0,01) und ein hochsignifikanter Unterschied der
PT (p <0,001) zwischen der Experimentalgruppe PRIME und Kontrollgruppe DRY. Dabei
liegen die Werte von PRIME sowohl bei Betrachtung der LT als auch bei der PT unterhalb
derer der Kontrollgruppe DRY.
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Tabelle 8: Zusammenfassung der Mittelwerte (in Klammern Standardabweichung) und p-Werte
aller analysierten Parameter

DRY PRIME P
LT [pm] 320 (52) 296 (45) 0,01
PT [pum] 227 (28) 190 (31) <0,001
PP(LT) [%] | 72 (12) 65 (12) 0,003
LF [mm?] 1,238 (0,290) 1,168 (0,235) 0,1
IF [mm?] 0,831 (0,135) 0,699 (0,175) <0,001
PP(LF) [%] | 69 (12) 62 (16) 0,006
n 51 44
LT [pum] Lasionstiefe in um
PT [pum] Penetrationstiefe des Infiltranten in pum
PP(LT) [%] Prozentuale Penetration des Infiltranten in die demineralisierte Schmelzfliche in Bezug auf die LT
LF [mm?] Demineralisierter Schmelzbereich in mm?
IF [mm?] Infiltrierte Schmelzbereich in mm?

PP(LF) [%]

n

Prozentuale Penetration des Infiltranten in die demineralisierte Schmelzfldche in Bezug auf die LF

Anzahl der analysierten Probenschnitte

Abbildung 19 stellt die Mediane und Verteilungen der Messwerte der Experimentalgruppe
PRIME und Kontrollgruppe DRY graphisch dar.
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Abbildung 19: Lisions- und Penetrationstiefen DRY vs.
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Abbildung 20: Lisions- und Infiltrationsfliichen DRY vs. PRIME

Ebenso konnen fiir die LF Gruppe PRIME mit 0,699 mm? hochsignifikant niedriger als in
Gruppe DRY mit 0,831 mm? (p < 0,001). Sogar die gemessene LF ist in DRY mit
durchschnittlich 1,238 mm? marginal héher als in PRIME mit 1,168 mm?, unterscheidet sich
aber nicht signifikant (p = 0,1). Die Abb. 21 zeigt den Vergleich der PP fiir DRY vs. PRIME.
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Abbildung 21: Prozentuale Penetrationen der Lisionsfliche und -tiefe DRY vs. PRIME
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Die PP wurde jeweils einmal in Bezug auf die LT und einmal in Bezug auf die LF fiir beide

Gruppen berechnet.

Auch fiir die PP ergeben sich sowohl fiir PP(LF) als auch PP(LT) signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen DRY und PRIME. Der Wert fiir die PP(LT) liegt in der Gruppe PRIME
mit 65,0 % signifikant unter dem Wert von DRY, der 72,1 % ausmacht (p = 0,003). Ein
entsprechender Unterschied errechnet sich mit Bezug auf die PP(LF), die bei PRIME 61,6 %
gegeniiber 69,2 % bei DRY ausmacht (p = 0,006, Abbildung 21 und Tabelle 8).

Abschlieflend ldsst sich zusammenfassen, dass in allen bestimmten Parametern bis auf die LF
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen DRY und PRIME festgestellt werden
konnten. Dabei liegen die Werte der Experimentalgruppe PRIME immer etwas unterhalb derer

der Kontrollgruppe DRY.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden
5.1.1 Rinderzihne im artifiziellen Lisionsmodell

In dieser experimentellen Arbeit wurden Rinderzdhne verwendet, da sie in ausreichend grof3er
Menge und konstanter Qualitdt erhiltlich sind und humanen Zihnen in chemischen sowie
histologischen Eigenschaften @hneln. Trotz struktureller Besonderheiten unterscheiden sich
humane und bovine Zihne in der Mineralabgabe und Strukturverdnderung im kiinstlichen
Lasionsmodell nur wenig (Edmunds et al., 1988). Rinderzéhne sind zur Herstellung
ausreichend tiefer Lasionen geeignet, da boviner Schmelz pordser und weniger hart als humaner
Schmelz ist (Arends et al., 1989) und eine bis zu dreimal hdhere Demineralisationsrate aufweist
(Featherstone und Mellberg, 1981). AuBerdem zeigen Rinderzdhne eine gleichméBigere
Schmelzbeschaffenheit als humane Zdhne, was zu reproduzierbareren Ergebnissen im In-vitro-
Experiment flihrt (Mellberg, 1992). Gelegentlich wird die unterschiedlich hohe
Fluoridaufnahme von Rinderzahnschmelz in Abhéngigkeit von der Fluoridquelle kritisiert.
Mellberg und Loertscher konnte eine Fluoridaufnahme von 334 ppm aus einer 1,2%igen
Natriumfluoridldsung im Vergleich zu 1496 ppm aus einer 1,2%igen Aminfluoridldsung in
Rinderzahnschmelz bestimmen, wohingegen humaner Zahnschmelz eine gleichméfBig hohe
Fluoridaufname zeigte (Mellberg und Loertscher, 1974). Aufgrund der Unterschiede in der
relativen Fluoridaufnahme sollten in Fluoridaufnahmestudien nur Humanzéhnen als suffiziente
Probenkdrper betrachtet werden. In der vorliegenden Studie wurde die Fluoridaufnahme der
Proben jedoch nicht untersucht. Das Hauptaugenmerk der Untersuchung lag auf der Produktion
ausreichend tiefer, intakter Lésionen mithilfe der Demineralisationslosungen, in denen die
Fluoridkomponente zur Stabilisierung der De- und Remineralisationsprozesse und der

Geschwindigkeit der Lasionsbildung verwendet wurde.

5.1.2 Methoden zur Herstellung kiinstlicher Léasionen

Die Losungsansitze zur Herstellung kiinstlicher Léasionen aus firmeninterner Forschung (DMG,
firmeninterne Forschung) und der Literatur - basierend auf dem Ansatz der Buskes-Ldsung -
(Buskes et al., 1985) wurden miteinander verglichen. Die verwendeten Buskes-Ldsungen waren
bis auf Unterschiede in der Sdurekomponente (Essigsdure, Milchsdure) und dem pH-Wert

dhnlich.  Sie  besalen die gleichen  Konzentrationen an  Calciumchlorid,
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Kaliumdihydrogenphosphat und MHDP. Auch in der Literatur zeigt sich eine Favorisierung
von MHDP-haltigen Losungen mit Acetatpuffer. Moron et al. (2013) konnten in ihren
Untersuchungen die hochsten LT mit einer MHDP-Ldsung im Vergleich zu Methylcellulose-
Milchsdure-Gel, Polyacrylsduregel, Acetatpuffer-Losung und einer pH-Zyklus-Gruppe
erreichen. Wie in Kapitel 2.4.2 bereits beschrieben, sind viele verschiedene Parameter fiir die
Liasionsformation entscheidend, insbesondere der pH-Wert, die Liegedauer in der
Demineralisationslosung, der Sattigungsgrad der Schmelzmineralien, die Anwesenheit von
Schmelzauflosungsinhibitoren (Fluorid-lonen und Proteinen), der Diffusionskoeffizient, die
Konzentration der undissoziierten Sdure sowie Volumen und Viskositdt der Losung (Moron et

al., 2013).

Als Saurekomponente wurde eine Acetat-Pufferlosung (Buskes et al. 1985) benutzt, da bei
gleicher Konzentration und pH-Wert Acetat-Pufferlosungen schneller (ca. 1,5-fach) tiefere
Lasionen als Laktat-Pufferlosungen produzieren. Dies geschieht, obwohl Milchsdure
(pKs =3,86) formal eine stirkere Siure als Essigsidure (pKs = 4,76) ist, da bei jeder
Konzentration und jedem pH-Wert Essigsdure zu mehr Anteilen in der unionisierten Form
vorliegt, welche schneller in den Schmelz diffundiert (Featherstone, 1977; Holly und Gray,
1968).

Neben der hoheren LT ist das Vorhandensein einer intakten OS fiir die Infiltration entscheidend,
die die initialkaridse Demineralisation von einer Erosion abgrenzt. Dies ist eine Voraussetzung,
da der Kariesinfiltrant (Icon®) nur fiir nicht-kavitierte Lasionen oder entwicklungsbedingte
Schmelzveranderungen durch Fluorose oder Trauma indiziert ist, die eine klinisch intakte OS
zeigen. Nach ten Cate und Duijsters (1983) kann eine pseudointakte OS mittels
Mikroradiographie nur bei Lésionen festgestellt werden, die in fluoridhaltigen Losungen
hergestellt worden sind. Deshalb sollte Fluorid in der Demineralisationslosung enthalten sein.
Dariiber hinaus sind Calcium- und Phosphat-lonen entscheidend, da sie in Acetat-
Pufferlosungen die Losung partiell sittigen und eine sogenannte ,,subsurface lesion® mit
pseudointakter OS bilden. Sie kdnnen eine charakteristische Schichtenbildung erzeugen, die

natlirlichen Lisionen dhneln (ten Cate und Duijsters, 1983b).

Demzufolge lag der Fokus auf einer fluoridhaltigen Buskes-Losung. In einer Studie der Charité
konnte bei Rinderzdhnen in Buskes-Losung (pH-Wert = 5) {iber 200 Tage eine mittlere LT von
HShur 280 (79) um erzeugt werden (Askar et al., 2015). Die pseudointakte OS blieb bei
Lagerung in Buskes-Losung (pH-Wert = 5) {iber einen groflen Zeitraum bestehen, wobei aber
keine hoheren LT erreicht wurden. Deshalb sollte in der vorliegenden Studie der pH-Wert
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verringert werden, um tiefere Lésionen zu erreichen. Da die Loslichkeit von HAP stark pH-
abhingig ist (um den Faktor 10 pro pH-Einheit), konnte der pH-Wert nur in kleinen Intervallen
verandert werden. Bei der Entwicklung der Lisionsherstellungsmethode wurden bei pH-
Werten < 4,7 starke Erosionen nach nur kurzer Zeit festgestellt (Kapitel 4.1.3, Methode 1,
Losung B3 nach vier Wochen). Folglich sollte sich der pH-Wert der Buskes-Losungsansitze
zwischen 4,7 - 4,9 bewegen. Um weitere In-vitro Demineralisationsmethoden zu untersuchen,
wurde zusitzlich zu den Buskes-Losungsansitzen eine HEC-Demineralisationslosung (Losung
D) und eine Demineralisationslosung nach ten Cate et al. (Losung C) angesetzt, da diese zu den
etabliertesten Demineralisationslosungen zdhlen (ten Cate und Duijsters, 1983b). Die HEC-

Losung wurde nach dem Losungsansatz von Carstens hergestellt (Carstens, 2006).

Fiir die Lésionsherstellung sind ein genauer Losungsansatz, Temperierung und pH-Einstellung
der Losungen entscheidend. Um die Messbarkeit mittels pH-Meter zu gewahrleisten, wurden
die Priifkdrper in flachen, verschlieBbaren Kunststoftbehéltern gelagert. Diese verhinderten ein
Verdampfen der Losung im Trockenschrank und ermoglichten auBBerdem eine flache Lagerung
der Rinderzahnproben mit freier, nach oben gerichteter LF, die vollstindig von Losung
umgeben war, sodass Demineralisations- und Diffusionsprozesse ungehindert ablaufen
konnten. Nach den ersten Ergebnissen der artifiziellen Kariesauslosung konnten bei den
darauffolgenden Methoden mit der Demineralisationslosung B2 durch die Modifikation der
Probenvorbereitung viele Parameter des Demineralisationsprozesses verbessert werden. Das
Abkleben der Lisionsquadrate konnte durch eine genaue Abmessung ersetzt werden, wodurch
Klebereste und Einbriiche der Lisionsoberfliche vermieden wurden. Auflerdem wurde der
Einfluss der pH-Einstellung untersucht und optimiert. Das Ansteigen der SD des pH-Wertes
der Losung bei seltenerer pH-Einstellung deutet auf eine entscheidende Rolle der regelméBigen
pH-Einstellung hin. Durch die pH-Einstellung wurde auBlerdem die regelmédBige

Losungsdurchmischung gewihrleistet.

Die Lagerung der Rinderzihne im Trockenschrank kann zu abrupten, starken
temperaturgetriebenen Demineralisationsreaktionen gefiihrt haben. Da der Trockenschrank in
Heizintervallen beheizt wurde, imitierte die intervallartige Temperaturanderung den kariogenen
Saureangriff. Die Lagerung in einem Inkubator mit konstanter Temperatur hétte ein
gemiBigteres Umfeld geboten und dadurch hitten womdoglich homogenere Lasionen erzeugt
werden konnen. Dariiber hinaus bedarf es weiterer Untersuchungen, ob durch ein pH-Cycling-

Modell oder einen vollautomatisierten Versuchsaufbau mit automatischer
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Losungsdurchmischung, pH-, Temperatur- und Konzentrationseinstellung reproduzierbarere

Versuchsbedingungen geschaffen und tiefere Lasionen hétten erzeugt werden konnen.

Rinderzahnproben unterliegen als biologisches Probenmaterial einer natiirlichen Variabilitét in
Beschaffenheit und Schmelzaufbau, welche sich ebenfalls in den Ergebnissen der
Lésionsschnitte zeigte. Der unterschiedlich gewihlte Fluoridgehalt der
Demineralisationslosungen spiegelte sich ebenfalls in der pH-Messung wider. Je hoher die
Fluoridkonzentration, desto geringer die SD des pH-Wertes der Losung. Aullerdem wirkte sich
der Fluoridgehalt der Losung auf die Geschwindigkeit der Léasionsbildung und die
Lisionsbeschaffenheit aus. Je hoher die Fluoridkonzentration, desto langsamer und flacher

bildeten sich die Lisionen und umso stabiler war die Lasionsbeschaffenheit.

Die Vorbereitung der Rinderzahnproben (Auswahl, Reinigung, Schliff und Politur) erfolgte
nach einem standardisierten Herstellungsverfahren fiir die Vorbereitung boviner Zahnproben
nach Askar et al. (2015). Dariiber hinaus wurde eine zusétzliche Kunststoffschicht des
Einbettkunststoffes zum Schutz der Lédsion vor dem Sédgen direkt nach dem Schleifen
aufgebracht. Dadurch konnten Schdden an den Schmelzldsionen der Rinderzahnproben

vermieden werden.

5.1.3 Lisionsherstellung

Im Vorversuch wurden in Methode 1 zur Herstellung ausreichend tiefer und intakter Lasionen
acht verschiedene Demineralisationsldsungen mit unterschiedlichen Zusammensetzungen, pH-
Werten und Fluoridgehalten untersucht. Es zeigten sich umso schneller tiefere Lésionen, je
niedriger der pH-Wert und die Fluoridkonzentration der Lésung waren. Bei den Losungen Al
und B1 kam es sogar zum Riickgang der Lisionstiefe (Abbildung 6) oder zum vollstindigen
Verschwinden der Lasion (Abbildung 3) im Laufe der Demineralisationszeit. Dieses Phanomen
kann auf die hohe Fluoridkonzentration der Losungen A1 und B1 von 0,5 ppm zuriickgefiihrt
werden, welche die Demineralisationsvorgdnge stabilisiert und nach Erreichen eines
Sattigungsgleichgewichts sogar zur einer Remineralisierung gefiihrt hat (ten Cate und Duijsters,

1983a).

Im Verlauf der Entwicklung der Lasionsherstellung konnten die hochsten LT bei gleichzeitig
homogenster und stabilster Lésionsformation mit pseudointakter OS in der Ldsung B2
festgestellt werden. Griinde dafiir kdnnen das ideale Verhéltnis zwischen Calcium- und
Phosphat-lonen der partiell geséttigten Buskes-Losung, eine wirkungsvolle Sdurekomponente
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(Acetat- und MHDP-Puffer) und der niedrigere pH-Wert von 4,7 gewesen sein. In den
Methoden 2- und 3-B2 wurden die 400 um LT aus Versuch 1 jedoch nicht erreicht. Dies kann
durch groBere pH-Schwankungen, die seltenere pH-Messung und Einstellung (nur zwei Mal
wochentlich ab Woche zwei) im Vergleich zur tdglichen Messung und damit auch eine
geringere Durchmischung der Losung (HAP- und Fluorid-lonen) erklart werden. Aufgrund des
hoheren Volumens von 480 ml in Methode 3-B2 (Kapitel 4.1.7) im Vergleich zu 360 ml in
Methode 2 stieg der Losungsspiegel in den LosungsgefiBlen an. Im Vergleich zum
Losungsvolumen von 360 ml, bei dem das Diaphragma der pH-Elektrode nur gerade eben
bedeckt war, konnte mit dem Volumen von 480 ml eine ausreichende Bedeckung des

Diaphragmas der pH-Elektrode gesichert werden.

Die Ergebnisse der Losung C zeigten eine geringe Streuung und relativ hohe LT, erreichten
aber keine LT iiber 300 um. Dies ist mit dem niedrigen Losungs-pH-Wert von 4,5 bei
gleichzeitig hoher Fluoridkonzentration von 0,5 ppm =zu erkldren, wodurch die
Demineralisationsvorgénge stabilisiert wurden. Die Losung D produzierte bereits nach kurzer
Zeit starke Erosionen. Griinde dafiir konnen die hohe Viskositit des Cellulose-Gels und eine
damit verbundene unzuldngliche Durchmischung der Losung sein, wodurch kein homogenes
Ionen-Gleichgewicht hergestellt werden konnte. Dadurch kam es zu Konzentrations-
Gradienten, die in kurzer Zeit zu erhohten Diffusionsprozessen und einer hohen
Schmelzauflosung fiihrten. Auch durch die Lagerung in einer Remineralisationsldsung (ten
Cate und Duijsters, 1982) konnten die Lisionen nicht remineralisiert werden, da bereits zu
groBe kavitierte erosive Defekte entstanden waren. Durch eine héufigere
Stichprobenuntersuchung der LT oder ein anderes kiinstliches Lasionsmodell wie z. B. pH-

Cycling konnte untersucht werden, ob eine frithzeitige Erosion hétte vermieden werden konnen.

In den Ergebnissen aus dem Vorversuch der Methoden 1-4 ist die Entstehung tieferer Lasionen
bei niedrigerem pH-Wert und einer niedrigeren Fluoridkonzentration in kiirzerer Zeit zu
erkennen. Dies liegt an den bereits diskutierten chemischen Einfliissen des pH-Werts der
Losung. Es ist eine Haufung hoher LT, um Woche vier bis sechs mit wieder abfallenden LT ab
Woche sechs festzustellen. Dies kann durch die allméhliche Sattigung der Losungen mit
Calcium- und Phosphat-lonen erklart werden. Nach vier bis sechs Wochen waren die Losungen
vollstindig gesdttigt und konnten keine weiteren Schmelz-Ionen aufnehmen, weshalb sich die
Demineralisation verlangsamte und sich ein Sittigungsgleichgewicht einstellte. Das
Gleichgewicht ist abhingig vom Verhidltnis zwischen exponierter Schmelzfliche,

Losungsvolumen und Loslichkeitsprodukt der HAP-Ionen wie z. B. Calcium und Phosphat. Das
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verwendete Lisionsmodell erfolgte nach dem Prinzip der Volumenkonstanz, bei der i. d. R. die
Demineralisationslosung nicht gewechselt wird. Eine Beschleunigung und Fortsetzung der
Demineralisation konnten durch das Austauschen der gesittigten Losung untersucht werden.
Der Austausch sollte unter Kontrolle der Ionenkonzentration und LT erfolgen, um Erosionen

und Kavitationsdefekte zu vermeiden.

Die durchschnittliche LT in der Gesamtauswertung und Analyse aller verwendeten
Rinderzdhne lag bei 307,9 um (SD = 49,8). Somit konnte nach einer Demineralisationszeit von
nur vier Wochen aufgrund des niedrigeren pH-Wertes eine hohere LT als in vergleichbaren
Studien erreicht werden. Askar et al. erreichten mit der Buskes-Losung und einer
Einlagerungszeit von 200 Tagen eine durchschnittliche LT von 280 um (SD = 79) bei einem
pH -Wert von 4,9 (Askar et al., 2015).

5.1.4 Methodenentwicklung zur Infiltration

In dieser In-vitro-Studie sollte die Hypothese iiberpriift werden, dass sich die mitunter klinisch
feststellbare, nur partielle Infiltration von Lisionen durch eine Modifikation des
Trocknungsschrittes der Infiltrationsprozedur verringern oder verhindern ldsst. Um solche
Unterschiede zwischen den Gruppen (DRY und PRIME) nachweisen zu konnen, war ein
Infiltrationsprotokoll grundlegende Voraussetzung, bei dem die Infiltration gezielt nur partiell
erfolgte. Da iiber das vorgegebene, kiinstliche Lédsionsmodell keine LT erreicht werden
konnten, die nicht nach dem durch die Gebrauchsinformation vorgegebenen
Infiltrationsprotokoll ~ vollstindig infiltriert wurden, musste das Infiltrationsprotokoll
modifiziert werden. Abweichend vom klinischen Herstellerprotokoll wurde hierbei auf die
Phosphorséduredtzung, die routinemifBig mit HCL (15 %) durchgefiihrt wird, verzichtet. Im
Vorversuch zeigte sich, dass ein Phosphorsduregel wegen der hoheren Porositit des bovinen
Schmelzes eine zu erosive Wirkung auf den geschliffenen Schmelz ausiibte. An erodierten
Proben kam es zudem hiufiger zu einer Auflagerung vom Infiltranten auf die

Lasionsoberfliache.

5.1.5 Darstellung von Lisionen und infiltrierten Anteilen

Entscheidend fiir Untersuchungen der (Karies-)Infiltration ist aulerdem die Darstellung des
Infiltranten. Ein hiufig verwendetes Verfahren ist die durch Paris und Meyer-Liickel et al.

(2009) entwickelte ,,indirect staining*“-Technik, bei der die Lasionen indirekt mittels Rhodamin
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B Isothiocyanat eingefarbt werden. AnschlieBend werden die Proben mit Wasserstoffperoxid
gebleicht und ungebundener Farbstoff wird ausgewaschen. Vor dem Mikroskopieren werden
nicht infiltrierte Bereiche mit Fluorescein-Natriumsalz eingefarbt. Die Analyse erfolgt mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie (KLSM) (Paris et al., 2009). Das Verfahren ist

aufwendig und bendtigt fiir die Analyse der Lasionen ein Laser-Scanning-Mikroskop.

In dieser Untersuchung wurde der Infiltrant in einem lichtmikroskopischen Verfahren iiber eine
Markierung mit dem UV-Fluoreszenzfarbstoff Tinopal OB analysiert. Vorteile des Verfahrens
waren eine gute eindeutige Darstellung mit starkem UV-Signal des Tinopal, sowohl bei reiner
UV-Beleuchtung als auch bei kombiniertem normalen Auflicht plus UV-Belichtung.
Entscheidend war die genaue manuelle Einstellung der UV-Lichtquelle, da die infiltrierten
Liasionen durch unterschiedliche Lésionsformationen und Infiltrantenmengen innerhalb der
Lisionen unterschiedliche Mengen Tinopal aufwiesen. Deshalb wurde die UV-Lampe fiir jede
Probe individuell eingestellt, um eine scharfe Aufnahme zu erhalten. Von Vorteil ist die
deutliche Vereinfachung der Probenanfarbung und damit die Sicherstellung der vollstindigen
Féarbung des Infiltranten, da der Farbstoff bereits vor der Infiltration dem Infiltranten zugegeben
wird. Dariiber hinaus konnte die Analyse an einem Lichtmikroskop mithilfe einer UV-Lampe

erfolgen und benétigte kein Laser-Scanning-Mikroskop.

Die Aufnahmen in 5- und 10-facher VergroBerung eigneten sich gut fiir die qualitative und
quantitative Bestimmung der LT und PT. Dabei konnte durch die hohe Vergréferung in
mehreren Ausschnitten die Lésion vollstindig analysiert und abgebildet werden. Die
Aufnahmen in 2,5-facher Vergroferung ermoglichten in der Diagonalen die Aufnahme der
gesamten LF. Somit konnten auch Parameter wie die LF, IF und PP bestimmt werden. Diese
Parameter liefern Informationen iiber mogliche Unterschiede zwischen Kontroll- und
Experimentalgruppe in der LF. Infolgedessen konnte zusitzlich zur Analyse der LT ein Einfluss
der MDP-Modifikation auf die Penetration des Infiltranten in der horizontalen Lésionsebene
untersucht werden. Durch die diagonale Ausrichtung und Aufnahme der gesamten LF in einem
Bild konnten entsprechend weniger Aufnahmen pro Lésion im Vergleich zur 5- bis 10-fachen

Vergroferung angefertigt werden.

Zielparameter waren somit die LT, PT, LF, IF sowie die PP(LT) und PP(LF). Uber die
Bestimmung der PP erfolgte eine vergleichende Analyse der relativen Penetration des
Infiltranten in die Lasion im Verhiltnis zur LT und LF. Die PP(LT) und PP(LF) sind interessant,
da die erfolgreiche Infiltrationstherapie abhingig von einer mdglichst vollstindigen Infiltration
der Lasion in die Tiefe und auf der gesamten Lisionsfliche ist.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse (Hauptversuch)

Die Infiltrationstherapie mit dem Produkt Icon® (DMG, Hamburg) ist ein seit iiber zehn Jahren
etabliertes, mikroinvasives Therapieverfahren fiir die Kariesarretierung von nicht kavitierter
Initialkaries und Maskierung entwicklungsbedingter Schmelzdefekte durch Fluorose oder
Trauma. Die klinische Wirksamkeit der Kariesarretierung (vestibuldr und approximal) sowie
die erfolgreiche Maskierung von vestibuldren Schmelzverdnderungen wurde in zahlreichen

klinischen Studien bestétigt (Bourouni et al., 2021; Cebula et al., 2023).

Hiufige Fehlerquellen im klinischen Protokoll sind die multiplen Atzintervalle und lange
Infiltrationsdauern, die notig sind, um die Lasionen vollstdndig zu infiltrieren. Dariiber hinaus
gibt es Schwierigkeiten bei der Infiltration von komplexen, entwicklungsbedingten
Schmelzveranderungen wie bei MIH, da die Fliche, die Tiefe der Verdnderung und das
Penetrationsausmal} der infiltrierten MIH-Lasion schwer vorhersehbar sind (Crombie et al.,
2014). Um Defizite im Infiltrationsprotokoll zu optimieren und die Behandlung komplexer
entwicklungsbedingter Schmelzverinderungen zu ermdoglichen, sollte ein Verfahren zur

Verbesserung der Infiltration untersucht werden.

Im Hauptversuch wurde zur Minimierung der klinisch vorkommenden Infiltrationsdefizite der
Icon®-Trocknungskomponente das funktionelle Monomer MDP hinzugefiigt. MDP hat sich in
der Adhésivtechnik als funktionelles Monomer bewéhrt. Untersuchungen iiber die Verwendung
von MDP im Zuge der Adhésivtechnik zeigen die Bildung von Mikrohybridschichten (Shibuya
et al., 2019), ABRZ (L1 et al., 2010) und MDP-Calcium-Salzen (Fukegawa et al., 2006;
Takahashi, 2014) und erkldren eine hohe chemische Wechselwirkung von MDP mit HAP. Ein
GroBteil dieser Studien entstand wihrend der Entwicklung der Dentinadhésive. Mittlerweile ist
bekannt, dass der Einbau funktioneller Monomere wie MDP in dentale Adhédsivsysteme, die
chemische Interaktion mit HAP verbessert, was zu hoheren Adhésionskréften im Vergleich zur
rein mikromechanischen Adhésion fiihrt (Carrilho et al., 2019). Allerdings untersuchte keine

der Studien den Einfluss von MDP auf die Infiltration von IC oder Schmelzveranderungen.

Dariiber hinaus wurde der Einfluss von MDP auf die Infiltration in einem Glaskapillarversuch
untersucht (Firmeninterne Forschung DMG, Hamburg). Die Methode diente zur Beurteilung
der Infiltrationstiefe anhand der Steighohe des Infiltranten in Kapillaren. Die
Schmelzldsionskanéle konnen vereinfacht als Biindel von Kapillaren gesehen werden, in dem
die Penetration durch die kapillare Stromung angetrieben wird (Buckton, 2000; Paris et al.,
2007a). In der Methode zeigte sich bei einer mit Icon® Prime benetzen Glaskapillare eine um

30 % erhohe Steighdhe des Infiltranten im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Icon® Dry. Bisher
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war jedoch nicht bekannt, wie sich MDP im In-vitro-Experiment auf die Infiltration auswirkt.
Deshalb wurde in dieser Studie der Einfluss einer Modifikation der Trocknungskomponente

durch Zugabe von MDP auf die Infiltration untersucht.

Die Trocknungskomponente Icon® Dry wird bisher fiir die Trocknung der Lésion und zur
Kontrolle des Atzerfolgs benutzt. Das Icon® Dry ist dariiber hinaus eine gute Stellschraube fiir
eine Modifikation des Verfahrens, da es ein isolierter Arbeitsschritt ist. Die Ethanol-Losung
kann mit MDP modifiziert werden, ohne dass das klinische Protokoll veriandert werden muss.
Somit kann die MDP-Ethanol-Losung (Icon® Prime) die Lision zusdtzlich zur Trocknung in

der Funktion eines Primers auf die Infiltration vorbereiten.

Der qualitative Vergleich der Ergebnisse des Infiltrationsversuchs zeigte in beiden Gruppen
groftenteils intakte Lésionen mit einer homogenen Penetration des Infiltranten in die
Schmelzldsion. Jedoch wiesen die Lésionen der Experimentalgruppe PRIME hiaufiger
unregelméBige Infiltrantenverteilungen und erosive Defekte auf, infolgedessen es zu einer
erhohten Dropoutrate ungeeigneter Schnitte kam. Die Auswertung und der quantitative
Vergleich bestitigten einen Ausschluss von 10 % mehr Rinderzdhnen in der Gruppe PRIME
aufgrund von Erosionen (27 % in DRY, 37 % in PRIME). Diese Defekte der PRIME-Lisionen
konnen durch die starken Wechselwirkungen zwischen dem HAP und MDP erklédrt werden,
durch die eine Verbesserung der Infiltration erzielt werden sollte. Bei der Applikation der MDP-
Ethanol-Losung kann es durch die starken Adhésionskrifte sowie Wechselwirkungen zwischen
HAP, MDP und dem Infiltranten zu Spannungen innerhalb der Léasion gekommen sein, die zu
Defekten gefiihrt haben. Die hydrophile saure Phosphatgruppe des MDP, die in der
Adhisivtechnik zur partiellen Demineralisation der Dentinoberfliche fiihrt, konnte die
demineralisierte Schmelzmatrix der kiinstlichen Kariesldsion erosiv schiadigen (Ikemura et al.,

2006; Li et al., 2010).

Im Hauptversuch wurden die Parameter LT, PT, LF, IF, sowie PP(LT) und PP(LF) bestimmt.
In allen Parametern mit Ausnahme der LF lagen die Ergebnisse der Anwendung von Icon®
Prime statistisch signifikant unter denen der DRY-Gruppe (t -Test, p < 0,05). Die PT und die
IF waren in der Testgruppe mit 190 pm vs. 227 um bzw. 0,699 mm? vs. 0,831 mm? mit p <
0,001 hochsignifikant geringer als in der Kontrollgruppe.

Die fiir die PRIME-Gruppe signifikant geringere LT ist methodisch oder ursdchlich nicht zu
erklidren. Sie dirfte allein auf einer zufillig ungleichen Aufteilung der Probekorper vor
Anwendung des Trocknungsschrittes beruhen. Grundsétzlich kann zwar eine Beeinflussung der

Léasionstiefenbestimmung durch den Trocknungsschritt nicht ausgeschlossen werden, eine
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logische Erkldarung beziiglich einer Verdnderung der Messung durch die Anwendung von

Icon® Prime erschlieft sich jedoch nicht.

Es kann davon ausgegangen werden, dass flachere Lésionen eher vollstindig mit dem
Infiltranten penetrierbar sind als tiefere Lisionen. Die Studie zeigte aber ein umgekehrtes
Ergebnis: Obwohl sich die mit Icon® Prime getrockneten Lésionen als flacher darstellen, ist
die PT absolut und in prozentualer Relation zur LT weniger ausgeprigt als in der DRY. Dadurch
erhélt die Feststellung, dass der mit MDP versehene Trocknungsschritt eine vollstdndigere

Infiltration nicht fordert, zusétzliche Sicherheit.

Die von Carrilho et al. (2019) durchgefiihrte Literaturanalyse von mehr als 800 Artikeln hat die
Beurteilung der von MDP-haltigen Adhésivsystemen erzeugten Grenzfliche zum Dentin im
Hinblick auf die Parameter Mikrohybridschichten, ABRZ und Adhésionsstabilitidt zum Inhalt.
Die Analyse ergab u. a., dass fiir eine langzeitstabile Haftverbindung eine manuelle
Einarbeitung des Adhédsives z. B. mit der ,,Scheuertechnik* entscheidend sein kann, um das
Eindringen der Monomere zu verbessern. Das MDP bendtigt Zeit, um in das Dentin
vorzudringen, es zu hybridisieren und das MDP-Calcium-Salz bilden zu kdnnen, wodurch die
Stabilitdt des Adhisives verbessert wird (Carrilho et al., 2019). Bei dem hier durchgefiihrten
Versuch wurde die MDP-haltige Ethanol-Losung (Icon® Prime) ohne Scheuertechnik
aufgetragen und fiir 30 s auf der Lasionsoberfldche belassen. Nach dieser Zeit hatte sich die
Ethanol-Losung bereits vollstandig verfliichtigt. Ob ein héheres Volumen oder ein manuelles
Einarbeiten der PRIME-L6sung zu besseren Ergebnissen im Infiltrationsversuch fiihrt, wére
weiter zu untersuchen. Dies wiirde aber ein Abweichen vom bisherigen klinischen

Anwendungsprotokoll bedeuten.

Die weniger tiefe Penetration des Infiltranten in die Lision und die geringere Infiltration der
LF konnten zudem durch die starken Adhésionskrifte des MDP erkldrt werden. Das
Haftmonomer MDP geht aufgrund seiner bifunktionellen chemischen Eigenschaften sowohl
mit dem HAP des Zahnschmelzes als auch dem hydrophoben Infiltranten chemische
Wechselwirkungen ein (Shibuya et al., 2019). Das MDP benetzt bei Zugabe der Prime-Losung
gemeinsam mit dem Ethanol die Lésionskandle in der Tiefe. Durch die starke chemische
Interaktion von MDP und HAP wird das HAP angel6st und es bilden sich hydrolysebestiandige
MDP-Calcium-Salze (Takahashi, 2014). Die Lasionskandle konnten durch die ausgefallenen
MDP-Calcium-Salze eingeengt oder verschlossen werden. Aufgrund einer derartigen
Verengung der Lasionskanile durch MDP-Calcium-Salze, welche sich an die inneren ,,Winde

der Schmelzkapillaren® anlagern, mag es in der vorliegenden Untersuchung zu einer
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langsameren und unvollstindigen Penetration des Infiltranten in die Lision gekommen sein.
Somit ist denkbar, dass sich die als Grundlage der Untersuchung angenommene bessere
Penetration des MDP-modifizierten Trocknungsschrittes infolge zu starker Bindungskrifte des

MDP bereits im oberen Teil der kiinstlichen Lasionen in das Gegenteil verkehrt haben konnte.

Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass dieses Ergebnis unter einem deutlich vom klinischen
Vorgehen abweichenden Infiltrationsprotokoll erzielt wurde. Durch die starke Modifikation des
Infiltrationsprotokolls mit Verkiirzung der Infiltrationsdauer auf drei s konnte eine tiefere
Infiltration (maximale Steighohe) nach einer lingeren Infiltrationsdauer mit Icon® Prime
verpasst worden sein. Die starke Verkiirzung der Infiltrationsdauer war jedoch nétig, um eine
partielle Infiltration und damit Vergleichbarkeit zwischen Kontroll- und Experimentalgruppe

zu erreichen.

5.3 Ausblick

Aus der Studie ergeben sich methodische Ausblicke fiir die weitere Untersuchung der
Fragestellung sowie inhaltliche Ausblicke beziiglich der Anwendung von MDP in der
Infiltrationstherapie. Mithilfe des in Abschnitt 2.4 beschriebenen automatisierten Verfahrens
mit pH-Cycling oder Artificial-Mouth-Systemen konnten die orale Umgebung und die
kariogene Lisionsbildung realititsgetreuer simuliert werden. Moglicherweise erlauben diese
Verfahren die Herstellung tieferer reproduzierbarer Lésionen, die eine ldngere
Infiltrationsdauer und bessere Vergleichbarkeit im Infiltrationsexperiment ermoglichen. Eine
hohere Aussagekraft hitten auch Versuche an humanen natiirlichen Lisionen, die aber vorab
auf eine dhnliche Zusammensetzung und eine ausreichend hohe LT z. B. durch Mikro-

Radiographie untersucht und selektiert werden miissten.

Die in dieser Arbeit entwickelten Protokolle zur Lasionsherstellung und Infiltration kénnen in
weiteren Studien zur Therapie von IC und Infiltration von WSL und Schmelzveridnderungen
Anwendung finden. Ebenso sind Weiterentwicklungen dieser Methoden, insbesondere die
Liasionsherstellung in feiner abgestuften pH-Werten und Fluoridkonzentrationen bei den

Demineralisationsldsungen iiber einen langeren Zeitraum, denkbar.

Das Tinopal-OB-Verfahren eignet sich gut zur Darstellung des Infiltranten am Lichtmikroskop
und bietet eine praktische Alternative zur KLSM. Die Detektion durch Kombination des
Infiltranten mit Tinopal OB kann an Fluoreszenzmikroskopen mit eingebauter UV-Lichtquelle

weiterentwickelt werden.
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Neben diesen methodischen Ausblicken lassen sich aus der Studie auch Ansédtze fiir weitere
Untersuchungen zum Effekt von MDP auf die Kariesinfiltration ableiten. So konnte das MDP
in unterschiedlichen Konzentrationen sowohl als Primer zum Icon® Dry als auch direkt zum
Infiltranten hinzugegeben werden. Damit konnten die beschriebenen chemischen Interaktionen

des MDP direkt im Infiltranten untersucht werden.

5.4 Fazit

In dieser In-vitro-Studie konnte durch Verdnderung und Weiterentwicklung des
Losungsansatzes der Buskes-Losung eine Methode zur Herstellung kiinstlicher
Schmelzlasionen entwickelt werden, bei der in vier Wochen Demineralisationszeit mehr als
300 pm tiefe kiinstliche Initialkaries-dhnliche Lésionen an Rinderzahnproben entstanden. Das
in mehreren Vorversuchen untersuchte Verfahren bietet eine verldssliche Methode zur
schnellen, reproduzierbaren Lisionsherstellung. In einem weiteren Vorversuch wurde ein
Infiltrationsprotokoll entwickelt, welches eine partielle Infiltration der Lasionen gewéhrleistet.
Durch die Kombination des Infiltranten mit Tinopal OB konnte eine praktische Methode zur

Analyse von infiltrierten Liasionen am Lichtmikroskop entwickelt werden.

Im Hauptversuch konnte der Einfluss einer MDP-Modifikation der Ethanol-Losung auf die
Kariesinfiltration im Vergleich zwischen Experimentalgruppe PRIME und Kontrollgruppe

DRY untersucht werden.

Die der Studie zugrunde gelegten Hypothesen sind wie folgt zu beantworten: Durch eine
Modifikation der Ethanol-Losung (Icon® Dry) mit MDP (Icon® Prime) kann durch die
chemische Interaktion zwischen dem funktionellen Monomer MDP und HAP die Penetration
des Icon®-Infiltranten in die Schmelzldsionen beeinflusst werden. Die MDP-Zugabe (Gruppe
PRIME) verbessert in diesem experimentellen Setup jedoch nicht die Infiltration, sondern fiihrt

zu signifikant geringeren PT, IF und PP als die Anwendung der unverdnderten Losung (DRY).
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6 Zusammenfassung

Bei der mikroinvasiven Infiltrationstherapie mit Icon® (DMG) werden initialkariése Lasionen
(IC) hiufig nicht vollstindig infiltriert. In dieser In-vitro-Studie sollte die Auswirkung einer
Modifikation des Trocknungsschrittes durch Zugabe von 10-Methacryloyloxydecyl-
dihydrogenphosphat (MDP) zur routinemidBig verwendeten 99%igen Ethanol-Losung
(Icon® Dry) auf die Infiltration untersucht werden. MDP ist in der Lage, spezifische chemische
Interaktionen zwischen dem Infiltranten und dem Hydroxylapatit (HAP) zu vermitteln.

Daher sollte in dieser In-vitro-Studie an artifiziellen Rinderzahnschmelzldsionen (RZL)
untersucht werden, ob eine MDP-Ethanol-Lésung (Icon® Prime) zusétzlich zur Trocknung in
der Funktion eines Primers die Infiltration von ICs verbessert. Fiir eine vergleichende Analyse
waren ausreichend tiefe Lésionen noétig, die eine partielle Infiltration ermdglichen. In
Vorversuchen wurde eine geeignete Methode zur chemischen Lésionsherstellung entwickelt.
Die Tiefe und Qualitdt wurde an geschliffenen, polierten RZL bestimmt. Die hochsten
Lasionstiefen (LT) von 307,9 um (SD = 49,8) bei gleichzeitig homogenster Lasionsstruktur
konnten mit einer modifizierten Buskes-Losung (pH 4,7; 0,1 ppm Fluorid) {iber einen
Demineralisationszeitraum von vier Wochen erzeugt werden. In einem weiteren Vorversuch
wurde ein Infiltrationsprotokoll entwickelt, das eine partielle Penetration des Infiltranten in die
Lisionen erlaubt. Es bestand aus der direkten Trocknung ohne Atzschritt mit 3 ul Dry/Prime

fiir 30 s, Infiltration mit 3 pl Icon®-Tinopal fiir 3 s und Lichthértung fiir 40 s.

Im Hauptversuch wurden 44 RZL in der Experimentalgruppe PRIME (Ethanol und MDP) und
51 in der Kontrollgruppe DRY (Ethanol) getrocknet und infiltriert. Durch Zugabe von Tinopal
OB zum Infiltranten konnte die Infiltration unter UV-Licht lichtmikroskopisch untersucht
werden. Es wurden die Parameter LT, Penetrationstiefe (PT), Lisionsfliche (LF),
Infiltrationsflache (IF), sowie die prozentuale Penetration (PP) der LT und Lf (PP(LT), PP(LF))
bestimmt. In allen Parametern mit Ausnahme der LF lagen die ermittelten Werte von PRIME
statistisch signifikant unter DRY (t -Test, p < 0,05). Die PT und die IF lagen in PRIME mit
190 um vs. 227 um bzw. 0,699 mm? vs. 0,831 mm? mit p < 0,001 hochsignifikant unter DRY.
Die Studie zeigt somit unter den gewéhlten experimentellen Bedingungen eine Verringerung
der PT durch die Verwendung von MDP. Dies kann durch zu starke Wechselwirkungen des
MDP mit HAP oder durch experimentelle Besonderheiten, mit denen gezielt partielle
Infiltrationen erzeugt werden sollten, erkldrt werden. Weiterfiihrende Studien an Humanz&hnen
mit natiirlicher IC und lingeren Infiltrationsdauern kénnten zur Uberpriifung eines Effektes des

MDP weiteren Aufschluss geben.
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Abstract

In infiltration therapy with Icon® (DMG), initial carious lesions (IC) are often not completely
infiltrated. The aim of this in vitro study was to investigate the effect of modifying the drying
step by adding 10-methacryloyloxydecyl dihydrogen phosphate (MDP) to the routinely used
99% ethanol solution (Icon® Dry) on infiltration. MDP can mediate specific chemical
interaction between the infiltrant and the hydroxyapatite (HAP). In this In-vitro study therefore
it should be investigated in artificial bovine enamel lesions whether an MDP-ethanol solution

(Icon® Prime) improves the infiltration of ICs in addition to drying in the function of a primer.

Sufficiently deep lesions that allow partial infiltration were required for a comparative analysis.
A suitable method for chemical lesion production was developed in pre-experiments. The depth
and quality of the artificial lesions were determined on ground, polished bovine tooth samples.
The highest lesion depths (LT) of 307.9 um (SD = 49.8) with the most homogeneous lesion
structure were produced with a modified Buskes solution (pH 4.7; 0.1 ppm fluoride) over a
demineralisation period of four weeks. By analysing further infiltration parameters a protocol
was developed that allowed partial penetration of the infiltrant into the lesions. This protocol
consisted of direct drying without an etching step with 3 pl Dry/Prime for 30 s, infiltration with
3 ul Icon®-Tinopal for 3 s and subsequent light-curing for 40 s.

In the infiltration experiment 44 bovine enamel samples with demineralisations in the
experimental group (PRIME) were dried with Icon® Prime (ethanol and MDP) and 51 samples
in the control group (DRY) with Icon® Dry (ethanol). This was followed by infiltration. By
adding Tinopal OB to the infiltrant, the infiltration could be analysed under a light microscope
using UV light. The parameters LT, penetration depth (PT), lesion area (LF), infiltration area
(IF) and the percentage penetration (PP) of the LT and LF (PP(LT), PP(LF)) were determined.
In all parameters but LF, the values determined for PRIME were statistically significantly lower
than those of DRY (t -test, p < 0.05). At 190 pm vs. 227 um and 0.699 mm? vs. 0.831 mm?
respectively, PT and IF were highly significantly lower in PRIME than DRY with (p < 0.001).

The study thus shows a reduction in PT using Icon® Prime under the selected experimental
conditions. This can be explained by too strong interactions of the MDP with HAP or by
experimental conditions with which partial infiltrations were specifically created. Further
studies on human teeth with natural initial carious lesions and longer infiltration times could

provide additional information to examine the effect of the MDP.
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7 AbKkiirzungsverzeichnis

ABRZ
DMG
FHAP
Gew.-%
HAP
HCI
HEC
HK
ICDAS
IF

PT
KOH
KLSM
LF

LT
MDP
MHDP
MSCBM
oS

pH

PK

PP
PP(LF)
PP(LT)
ppm
PT

WSL

acid and base resistant zone

Dental-Material Gesellschaft mbH
Fluorhydroxylapatit

Gewichtsprozent

Hydroxylapatit

Salzsédure

Hydroxyethylcellulose

Knoop hardness

International Caries Detection and Assessment System
Infiltrationsfldche

Penetrationstiefe

Kaliumhydroxid

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop

Lasionsfliache

Lisionstiefe
10-Methacryloyloxydecyldihydrogenphosphat
Methylendiphosphonsiure

Multi-station continuous-culture biofilm Model
Oberflachenschicht

negativ dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
Penetrationskoeffizient

Prozentuale Penetration

Prozentuale Penetration bezogen auf die Lésionsfldche
Prozentuale Penetration bezogen auf die Lésionstiefe
Parts per million

Penetrationstiefe

Rinderzahnschmelzldsionen

Umdrehungen pro Minute

Ultraviolett

White-Spot-Lésion
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