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1 Einleitung

Die Caries profunda fuhrt, sofern keine invasiven therapeutischen Mal3nahmen
erfolgen, bedingt durch die massive bakterielle Besiedelung zu einer entzindlichen
Abwehrreaktion der Pulpa. Im weiteren Verlauf kann es dann zu deren Untergang
kommen. Ziel Zahn erhaltender Malinahmen ist es daher, alle infizierten Bereiche,
unter Schonung von gesunden, unbefallenen Bezirken, Substanz schonend
vollstdndig zu entfernen, um ein weiteres Vordringen von Toxinen, Antigenen und
Bakterien zu unterbinden. Doch wie erkennt der praktizierende Zahnarzt, ob eine
Kavitat kariesfrei ist oder wo die bakterielle Besiedelung des Dentins endet?

Die Diagnose, ob erweichtes bzw. karidses Dentin vorliegt, wird in der zahnarztlichen
Praxis in der Regel visuell-taktil mit der Sonde gepruft. Dabei wird die Festigkeit des
Dentins als Kriterium herangezogen. Dringt die Sonde ohne ,klirrendes” Gerausch in
die obersten Dentinschichten ein, so ist dies ein Indiz fur karidses Dentin. Erst wenn
die Sonde, ohne Spuren zu hinterlassen, Uber das Dentin gleitet und dabei ein
.Klirrendes* Gerausch verursacht, spricht dies fur Kkariesfreies Dentin. Als
zusatzliches Kriterium wird meistens die Dentinverfarbung mit herangezogen. So
deuten stark verfarbte Areale in Verbindung mit einer Verfarbung des Dentins auf
eine Karies hin. Diese gebrauchliche Methode unterliegt aber starken subjektiven
Kriterien (Anderson und Chabeneau 1985). Zum einen setzt das Erkennen des
.Klirrens* der Sonde auf gesundem Dentin eine gewisse Erfahrung des Behandlers
voraus. Zum anderen gibt es keine standardisierten Werte fir Sondengrof3e und
Sondendruck. Die Uberprifung der Dentinharte mit Handexcavatoren oder
Rosenbohrern unterliegt den gleichen subjektiven Schwankungen wie die
Uberprifung mit der Sonde (Banerjee et al. 2000). Die Verfarbung als zweites
Kriterium kann ebenfalls nicht als objektive Beurteilungsmethode genutzt werden, da
Verfarbungen nicht unbedingt kariosen Ursprungs sein missen. So kann es zu
Einlagerungen von Metallionen in das Kollagengefiige kommen, die dann eine
ahnliche Verfarbung wie bei einer Karies hervorrufen (Kurosaki und Fusayama
1973).

Schon 1969 konnten Terashima et al. und in den folgenden Jahren auch Anderson et
al. (1985) und Kielbassa et al. (1994) bei ihren Untersuchungen zeigen, dass die

Grenze zwischen krankem und gesundem Dentin mit subjektiven Kriterien nicht



sicher erkannt werden kann. Heute liegen, gerade mit Hinblick auf die Unterschiede
zwischen chronischer und akuter Karies, noch zahlreiche weitere Studien vor, die
belegen, dass es klinisch, aber auch histologisch, sehr schwierig ist, eine karitse
Lasion in nur zwei Bereiche zu unterteilen, wie von Fusayama Anfang der siebziger
Jahre beschrieben (Fusayama und Terashima 1972), von denen ,einfach* der
infizierte Bereich zu entfernen ist. Ublicherweise beendet der Behandler die
Kariesexcavation, wenn das Dentin sondenfest und keine Verfarbung mehr sichtbar
ist. Auf Grund der zuvor dargestellten Ausfuhrungen kann dabei aber nicht
ausgeschlossen werden, dass infizierte, ungefarbte Dentinareale verbleiben, die nur
punktuell erscheinen moégen, aber dreidimensional grof3ere Ausmalle annehmen
konnen. In anderen Bereichen der Kavitat ist eine Uberexcavation nicht
ausgeschlossen, und es werden oft Areale mit entfernt, die remineralisierbar und

somit erhaltungswirdig waren.

1.1 Das Dentin und seine Zusammensetzung

Das Dentin besteht aus einem organischen und einem anorganischen Anteil. Der
organische Anteil besteht zu 91 — 92% aus Kollagen und zu 8 — 9% aus nicht
kollagener Grundsubstanz. Das Kollagen ist fast ausschlie3lich vom Typ I, mit
weniger als 3%  Typ-V-Kollagen. Der  Mineralanteil des  Dentins
(Hydroxylapatitkristalle) enthélt im wesentlichen Kalzium und Phosphat im
Gleichgewichtsverhaltnis von 1 : 2,13. Die Kristalle sind etwa 3 — 4 nm breit und 60 —
70 nm lang (Schréder 1992). Sowohl die Zusammensetzung der anorganischen
Bestandteile als auch die des Kollagens variieren in den verschiedenen
Dentinschichten, z.B. Manteldentin, peritubuldres Dentin und zirkumpulpales Dentin
(Craig et al. 1959; Kleter et al. 1997; Schulz et al. 1991).

Die Kollagenstruktur setzt sich aus drei Einzelstrangen zusammen, die
intramolekular und intermolekular dreidimensional quervernetzt sind. In diesem
dreidimensionalen Netzwerk sind die anorganischen Bestandteile eingelagert (Kiihn -
Munchen 1970; Ramachandran und Reddi 1976).



1.2 Die zwei Schichten kariésen Dentins

Die Verfarbung des Dentins korreliert nicht immer mit der Erweichung bzw. der
bakteriellen Invasionsfront. In einer Reihe von Studien wurde gezeigt, dass sich
karioses Dentin aus zwei Schichten zusammensetzt: dem inneren und dem &auf3eren
kariosen Dentin (Ohgushi und Fusayama 1973; Fusayama 1979; Kuboki et al. 1983;
Shimizu et al. 1981).

1.2.1 Das aul3ere kariose Dentin

In der &uf3eren Schicht weist die Kollagenstruktur eine deutlich andere Morphologie
auf als im gesunden, nicht kariosen Dentin bzw. in der zweiten kariésen Schicht. Hier
sind viele Dentintubuli mit Bakterien gefullt, und das peritubulédre Dentin ist aufgeldst
(Anderson und Chabeneau 1985; Anderson et al. 1985; Wirthlin 1970). Die
Kollagenmatrix des intertubularen Dentins zeigt in ihrer Struktur starke
Abweichungen im Vergleich zum gesunden Dentin.

Die anorganische Struktur weist ebenfalls starke Unterschiede im Vergleich zum
gesunden Dentin auf. So findet man granulatahnliche Kristalle, welche irregular
verteilt sind und scheinbar keinen Bezug zum Kollagen aufweisen. In dieser Schicht
ist eine Remineralisation des Dentins nicht mehr moglich, da die Kollagenstruktur
irreparabel zerstort ist. Die erste kariose Schicht ist folglich irreversibel geschadigt
und muss entfernt werden, um eine sinnvolle Fillungstherapie durchfiihren zu

kénnen (Fusayama 1980).

1.2.2 Das innere kariose Dentin

Die innere karidse Schicht weist eine normale organische Struktur auf, welche eine
odontoblastische Aktivitdt besitzt. Das Kollagennetzwerk ist intakt und zeigt die
gleiche Struktur wie im gesunden Dentin. Die anorganische Struktur hat
Apatitkristalle, welche regular an Kollagenstrukturen gebunden sind. Wesentlicher
Unterschied zum gesunden Dentin ist, dass die Dichte des anorganischen Materials
geringer ist. Dies ist auf Bakterienprodukte zurtickzufiihren, die in unmittelbarer



Nachbarschaft liegen, jedoch diese Schicht nicht infiltriert haben (Fusayama et al.
1966). Die zweite kariose Schicht ist im Gegensatz zur ersten auf3erdem in der Lage,
Metallbestandteile einzulagern (Kurosaki und Fusayama 1973). So wurde
nachgewiesen, dass sich an den Kollagenfibrillen des Dentins Metallionen binden
konnen. Hieraus resultiert eine Verfarbung des Dentins, welche aber keinen Einfluss
auf die Reparationsfahigkeit hat.

Die zweite karidse Schicht sollte somit im Sinne der konservativen Therapie erhalten
werden. Nicht zuletzt ist naturliche Zahnhartsubstanz der beste Schutz der Pulpa vor

Reizen jeglicher Art.

1.3 Biochemische Analyse der zwei Schichten kariésen Dentins

Die biochemische Zusammensetzung der zwei Kariesschichten wurde von Kuboki et
al. (1977) intensiv untersucht. Dabei wurde kein Unterschied in der Bilanz der
Aminosauren im gesunden Dentin sowie in den zwei Schichten kariosen Dentins
gefunden. Ein Vergleich von Saulenchromatographien in Bezug auf die
Quervernetzungskomponenten des Kollagens zeigte jedoch deutliche Unterschiede
in den zwei kariosen Schichten und im gesunden Dentin (Armstrong 1961; Kleter et
al. 1998; Kuboki 1977). Verglichen mit gesundem Dentin wies die innere kariose
Schicht Veréanderungen in den Quervernetzungskomponenten auf. Es zeigte sich
eine beginnende Kollagendegradation, bedingt durch die Verschiebung des pH-
Wertes in den sauren Bereich. Diese Veranderungen sind jedoch so initial, dass
nach Neutralisation des pH-Wertes das Kollagen seine Ausgangsstruktur und —
zusammensetzung wieder annimmt. In der aul3eren karidsen Schicht sind hingegen
die Quervernetzungskomponenten und deren Vorstufen stark vermindert (Kuboki et
al. 1977; Kleter et al. 1998) und die Kollagenstrukturen irreversibel zerstort. Diese
biochemischen Erkenntnisse  decken  sich mit  elektromikroskopischen
Untersuchungen (Johansen und Parks 1961; Okawa et al. 1983; Ohgushi und
Fusayama 1973). Hier zeigen sich die typischen ,cross-band“-Strukturen und
Interbanden der Kollagenfibrillen nur in der inneren kariosen Schicht und im
gesunden Dentin. Eine Remineralisation kann nur in der inneren karidsen Schicht mit
den hier vorliegenden reversiblen Kollagenveranderungen stattfinden (Shinichi und
Fusayama 1967; Miyauchi et al. 1978).



1.4 Die Kollagenquervernetzungskomponenten des ausgereiften Kollagens

Die kovalenten intra- und intermolekularen Quervernetzungen (cross-links) zwischen
Kollagenmolekilen in makromolekularen Fibrillen sind essentielle Bestandteile der
Knochen-, Dentin- und Bindegewebsmatrix. Hydroxylysylpyridinolin (HP) und
Lysylpyridinolin (LP), auch Pyridinolin (PYD) und Desoxypyridinolin (DPD) genannt,
sind die zwei nicht reduzierbaren intermolekularen Quervernetzungen des Kollagens,
die durch posttranslationale Modifikation der Hydroxylysyl- und Lysylreste wahrend
der Kollagenreifung an den so genannten Telopeptiden in den Kollagenketten
entstehen (Eyre 1987; Preedy et al. 1991). HP ist ein Derivat aus drei
Hydroxylysinresten und lasst sich in nahezu allen ausgereiften Geweben, die
Kollagen der Typen I, II, Il und IX enthalten, nachweisen (z.B. Sehnen, Knorpel,
Zahne, Knochen). LP besteht aus zwei Hydroxylysinresten und einem Lysylrest und
kommt hauptséchlich in Knochen und Dentin vor (Preedy et al. 1991; Eyre 1992,
Delmas 1992). Die Strukturformeln von HP und LP sind in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1:  Chromatogramm nach HPLC-Analyse und Strukturformeln
von Hydroxylysylpyridinolin und Lysylpyridinolin



Der chromatographische Nachweis beruht allein auf der natirlichen Fluoreszenz der
peptidfreien Pyridinumkomponenten. Zunéchst wird eine komplette Hydrolyse des
Probenmaterials notwendig, um den Gehalt an kollagenen cross-links zu bestimmen.
Dadurch wird die peptidgebundene Fraktion in freie, fluoreszierende Derivate
umgewandelt. Nach Anreicherung durch eine vorgeschaltete Adsorbtions-
Chromatographie werden die Proben mittels Hochempfindlichkeits-
Flissigkeitschromatographie (HPLC) aufgetrennt, wobei HP und LP gemalR ihren

unterschiedlichen Retentionszeiten quantitativ bestimmt werden kdnnen.

1.5 Porphyrine

Nach Konig sind die Porphyrine, speziell Protoporphyrin 1X, verantwortlich fur die
Fluoreszenz von Karies (Konig et al. 1999). Im folgenden Abschnitt werden die
Porphyrine allgemein in ihrer Funktion erlautert. Die Kariesbakterien, die nach
Untersuchungen von Konig Porphyrine synthetisieren, sind in Unterabschnitt 1.5.4

beschrieben.

1.5.1 Aufbau und Funktionen von Porphyrinen

Porphyrine sind in zahlreichen Proteinen auch an grundlegenden Prozessen wie z.B.
Sauerstofftransport (Hamoglobin bzw. Myoglobin), Elektronentransport (Cytochrom
C) und Energieumwandlung beteiligt. Porphyrine werden als Zwischenschritte bei der
Hambiosynthese gebildet. Auch die Cytochrome, das Chlorophyll oder das Vitamin
B12 enthalten Porphyrine als Grundgerist in ihrem Aufbau. Die Porphyrine gehdren
zur Gruppe der Tetrapyrrole, die in ihrem Zentrum Metallionen tragen kénnen. Die

Abbildung 2 zeigt die Strukturformel eines Porphyringeristes.
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Abbildung 2: Porphyringertst [Allgemeine Chemie Online, 2005]

1.5.2 Porphyrinsynthese

Im Folgenden wird die Porphyrinsynthese erlautert, die bei Menschen, Tieren,
einigen Bakterien sowie Pflanzen auftritt.

Alle Zellen von Saugern synthetisieren Porphyrine und Ham. Die Hauptsyntheseorte
sind neben der Leber vor allem die Retikulozyten des Knochenmarks. Die
Syntheseschritte finden bei Menschen, Tieren und einigen oben bereits erwahnten
Bakterien teils in den Mitochondrien, teils in den zytosomalen Abschnitten der Zelle
statt. Bei Pflanzen sind die Chloroplasten der Syntheseort. Der erste Schritt ist dabei
die Kondensation von Glycin und Succinyl-CoA zu 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) in
den Mitochondrien. Das Kondensationsprodukt aus zwei Molekilen 5-
Aminolavulinsaure geht unter Zyklisierung, Protonen- und Wasserabspaltung in
Porphobilinogen Uber. Vier solcher Einheiten bilden durch Zusammenlagerung das
Porphyrinskelett. Die néchsten drei Schritte im Cytosol beinhalten die Oxidation der
Substituenten an den Pyrrolringen. Zuerst entsteht unter Abspaltung von 4NH3-
Molekulen Uroporphyrinogen (Typ Il). Dieses wird zu Koproporphyrinogen (Typ IlI)
decarboxyliert und anschlieRend zu Protoporphyrinogen IX oxidiert, welches wieder
ins Mitochondrium zurlck transportiert wird. Durch Oxidation der Methylengruppen,
welche die Pyrrole verbinden, entsteht Protoporphyrin IX. Durch Einbau von Eisen
entsteht schlie3lich Ham (Alakkozai 2003).



1.5.3 Fluoreszenzeigenschaften

Der Begriff ,Porphyrin® leitet sich von dem griechischen Wort ,porphura“ ab, welches
die Farbe des Purpurs beschreibt. Bereits 1883 wurde von Soret eine intensive
Absorptionsbande bei einer Wellenlange von ungefahr 400 nm fir Hamoglobin
gefunden. Diese Soret-Bande ist charakteristisch fir alle Tetrapyrrole mit einem
konjugierten Ringsystem (Andersson-Engels et al. 1989). Nach der ,International
Union of Pure and Applied Chemistry” (IUPAC) sind alle Substanzen, die vier Pyrrole
oder pyrrolahnliche Ringe beinhalten, welche Uber Kohlenstoff- oder
Stickstoffbriicken miteinander verbunden sind, Tetrapyrrole. Hierzu zahlt auch die
Gruppe der Porphyrine.

Porphyrine sind endogene Fluorophore, welche die Fahigkeit haben, unter
Einwirkung von Licht zu fluoreszieren (Andersson-Engels 1989). Dies bezeichnet
man als Eigen- oder Autofluoreszenz. Dadurch wird ein biochemischer Prozess
gestartet, der Sauerstoff freisetzt. Man nennt diesen Prozess "Reduzierung”, d.h.
Sauerstoff wird vom Molekul abgespalten. Dieser photochemisch-toxische Prozess
wird auf dem Gebiet der photodynamischen Therapie verwendet. Porphyrine sind
lichtempfindlich, und so vermindert sich die Fluoreszenzintensitat bereits nach kurzer
Einwirkung von Licht. Untersucht man Porphyrinldsungen auf Fluoreszenz, so muss
darauf geachtet werden, dass die geringste Konzentration von Protoporphyrin IX, die

noch detektiert werden kann, bei ca. 2 umol/l liegt (Hibst et al. 2001b)

154 Kariesbakterien und deren Fluoreszenzverhalten

In Tabelle 1 werden exemplarisch einige Karies involvierte Bakterien genannt, die im
Zusammenhang mit der Plagueentstehung und -entwicklung stehen. Einige werden
auch als so genannte Leitkeime der Parodontitis bezeichnet. Die genannten
Bakterien sind in der Lage, Porphyrine, insbesondere das Protoporphyrin IX, zu
synthetisieren, und zeigen somit ein Fluoreszenzverhalten (Konig et al. 1993, 1998,
2000; Buchalla et al. 2005).



Tabelle 1: Bakterien mit Fluoreszenzverhalten

Aktinomyzeten stehen in Zusammenhang mit der
Kariesentstehung und der Plagueakkumulation (Mduller
Actinomyces odontolyticus [2001). Sie werden auch im Zusammenhang mit der
Dentinkaries (Konig et al. 2000) sowie mit der

Wurzelkaries genannt (Hellwig et al. 1999).

Bacteroides intermedius ist ein Karies - sowie
Bacteroides intermedius | Parodontitis involviertes Bakterium (Muller 2001; Kbénig
et al. 1993, 1998, 2000).

Porphyromonas gingivalis steht in Zusammenhang mit
der Kariesentstehung bei der Bildung supragingivaler
Plaque (Miller 2001; Konig et al. 2000; Roper et al.
2000).

Porphyromonas gingivalis

Prevotellen stehen in Zusammenhang mit der
Prevotella species Kariesentstehung und mit Parodontitis (Maller 2001;
Konig et al. 2000).

Corynebakterien sind an der Plaquebildung beteiligt

Corynebakterien _ _
(Hellwig et al. 1999; Konig et al. 1993).

_ ) Actinobacillus actinomycetemcomitans ist ein Plaque-
Actinobacillus N B _ _
und Parodontitis assoziierter Keim (Hellwig et al. 1999;

actinomycetemcomitans _
Mdaller 2001; Koénig et al. 2000).

Nach Konig produzieren der wesentliche Kariesinitiator Streptococcus mutans sowie
die Laktobazillen keine Porphyrine (Konig et al. 1993). Buchalla et al. (2005)
konnten hingegen ein geringes Fluoreszenzverhalten im roten Spektralbereich
nachweisen. Die Mikroorganismen Actinobacillus actinomycetemcomitans und
Prevotella species fluoreszieren bei Anregung im roten Spektralbereich, was auf eine
Porphyrinsynthese schlieRen lasst (Konig et al. 1993, 2000; Konig und
Schneckenburger 1994; Banerjee et al. 2004).




1.6 Aufbau und Funktionsweise eines Lasers

Die Abklrzung Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, dt.
Lichtverstarkung durch induzierte Strahlungsemission) beschreibt im Wesentlichen
die gesteuerte Wechselwirkung zwischen Photonen und Elektronen in der Hille von
Atomen.

Durch die Zufihrung von Energie, das so genannte Pumpen, werden die Elektronen
eines Atoms auf ein energetisch héheres Niveau beférdert. Den physikalischen
Gesetzen folgend wirde ein solchermalRen angeregtes Elektron unter
Energieabgabe wieder auf sein stabiles Energieniveau zurtickkehren. Dieser
Vorgang wird als spontane Emission von Strahlung bezeichnet. Bei der induzierten
Emission von Strahlung werden die bereits angeregten Atome erneut von Photonen
getroffen, dadurch fallen die Elektronen ebenfalls von ihrem energetisch hdéheren
Level auf ihr Ursprungsniveau zuriick. Dabei wird ein Photon emittiert, das in seinen
Eigenschaften mit dem die Emission auslosenden Photon Ubereinstimmt. Dies
bedeutet, dass beide Photonen Uber die gleiche Wellenlange verfiigen
(Monochromasie), die Wellen rdumlich und zeitlich phasengleich sind (Koharenz)
und parallel verlaufen (Kollimation). Die emittierte Energie wird in Form eines
geblindelten Lichtstrahls nach auf3en gefuhrt. Um die Wirkung zu verstarken,
bewirken Spiegel im Inneren des Lasers einen mehrfachen Umlauf im Rahmen der
stimulierten Emission, so dass moglichst viele Elektronen zur Energieabgabe
angeregt werden (Gutknecht 1999; Romanos et al. 1999; Rechmann 2002).
Grundsatzlich besteht ein Laser aus dem Lasermedium, einem Spiegelsystem und
einem Pumpmechanismus (Romanos et al. 1999).

Der Festkorperlaser besteht aus dem Wirtskristall Yttrium-Aluminium-Granat (YAG),
der mit optisch aktiven lonen in Gestalt seltener Erden (Neodymium, Holmium,
Erbium) besetzt ist. Die Anregungsenergie kann beim Festkorperlaser in sehr kurzer
Zeit abgegeben werden, was eine extrem hohe Leistungsdichte ermdglicht
(Gutknecht 1999). Das Spiegelsystem (optischer Resonator) bewirkt die Oszillation
des Lichtes im Lasermedium und daraus resultierend eine lawinenartige Verstarkung

des Emissionsvorganges (Gutknecht 1999).



Der Pumpmechanismus kann beispielsweise mittels elektrischer, chemischer oder
optischer Einwirkung die unterschiedlichen, zuvor beschriebenen Lasermedien
anregen (Romanos et al. 1999). Bei der Abgabe des Laserstrahles unterscheidet
man im Wesentlichen zwischen der kontinuierlichen Leistungsabgabe (Dauerstrich-
Betrieb) und der gepulsten Leistungsabgabe, bei der in sehr kurzen Pulsdauern sehr
hohe Leistungen erreicht werden. Beide Betriebsmodi werden vom

Pumpmechanismus und dem Lasermedium bestimmit.

1.7 Funktionsweise der Laserfluoreszenzmessung

Das Prinzip des Laserfluoreszenz-Messgerates beruht auf einem karids bedingten
Fluoreszenzanstieg der Zahnhartsubstanz nach Anregung mit Licht von 655 nm.
Konig et al. (1999) nehmen an, dass es sich bei den Flurophoren hauptsachlich um
Protoporphyrin IX und metallfreie Porphyrine handelt. Weitere Quellen flr
Fluoreszenzen konnten z.B. die Aminosauren Tryptophan und Tyrosin oder die
Coenzyme NADH und NADPH sowie Flavine sein (Konig et al. 1998).
Karieslasionen erzeugen bei dieser Anregung im roten Bereich des sichtbaren
Spektrums eine Fluoreszenz uber 680 nm, die von dem Geréat detektiert wird
(Heinrich-Weltzien et al. 2003). Durch ein Empfangsfiltersystem wird erreicht, dass
nur Licht mit einer Wellenlange von mehr als 680 nm empfangen wird. Das
Filtersystem blockiert somit das Anregungslicht sowie alle kurzwellige Streustrahlung
anderer Strahlungsquellen, wie zum Beispiel Tageslicht oder kinstliche Beleuchtung.
Langwellige Storstrahlung wird durch Modulation des Anregungslichtes eliminiert, da
die Fotodiode nur dieses modulierte Licht detektiert. Somit ist gewahrleistet, dass der

Messwert mit der Ausdehnung der Karies korreliert (Hibst 1999).

Die schematischen Darstellungen in Abbildungen 3 und 4 zeigen die Konstruktion

und Funktionsweise des Laserfluoreszenz-Feedbacksystems des Er:-YAG Lasers.
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Abbildung 3: Funktionsweise des Feedbacksystems

Der diagnostische Laserstrahl mit einer Wellenlange von 655nm
wird Uber ein Fiberglasbindel zum Austrittsfenster am Handstuick
geleitet (1). Das von der Zahnsubstanz emittierte
Fluoreszenzsignal wird Uber andere Fiberglasbindel zu der
internen Analyseeinheit geleitet, welche die Intensitdt des
Fluoreszenzsignals in einen Wert von 0 — 100 umrechnet (2). Ist
das errechnete Fluoreszenzsignal kleiner als der eingestellte
Schwellenwert, wird nur der Diagnoselaser erneut aktiviert. Ein
Wert Uber dem Schwellenwert aktiviert zusatzlich den
therapeutischen ER:YAG Laser. Das Laserlicht wird Uber separate
Lichtleitungen an das Austrittsfenster geleitet und tragt die
Zahnsubstanz ab (3)

ErYAG Laser mit Rickkopplungsmechanismung
zur selektiven Kariesentfernung

Handstick
flexibles Schlauchleitungssystem

Abbildung 4: Funktionsweise und Lichtleitung des Feedbacksystems



1.8 Ziel der Arbeit

Ziel Zahn erhaltender MalRnahmen ist es, alle infizierten und durch die Karies
irreparabel geschadigten Bereiche unter Schonung von gesunden, unbefallenen
Bezirken vollstandig zu entfernen, um ein weiteres Vordringen von Toxinen,
Antigenen und Bakterien zu unterbinden. Die zur Zeit klinisch gebrauchlichen
Diagnosemethoden, um den Endpunkt der Kariesentfernung festzulegen, sind alle
subjektiven Einflissen unterworfen, was meistens zu einer Uber- oder
Unterexcavation fuhrt, da die Konsistenz des Dentins nicht mit der Eindringtiefe der
Bakterien und der Kollagendenaturierung, sondern mit der Demineralisierung des

Dentins einhergeht (Fusayama et al. 1966; Banerjee et al. 2000).

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die Mdoglichkeiten einer selektiven
Kariesentfernung durch einen fluoreszenzgesteuerten Er'YAG Laser mittels
biochemischer Analyse des Dentinkollagens und hier insbesondere der

Kollagenquervernetzungskomponenten zu untersuchen.



2 Material und Methoden

2.1 Verwendeter Laser

Fur die Studie wurde ein Er:YAG Festkorperlaser, Laserklasse 4, der Firma Kavo,

Biberach verwendet. Der Kavo Key Laser 3 hat eine Wellenlange von 2,94 um bei

einer Pulsenergie von bis zu 600mJ. Die Pulsfrequenz ist von 1- 25 Hz einstellbar.

Das integrierte Laserfluoreszenz-Feedbacksystem arbeitet mit einem Pilotstrahl mit

einer Wellenlange von 655 nm und einer Leistung von 1mW. Die Bestrahlung mit

einem fokussierten Laserstrahl wurde mit dem kontaktlosen Handstick 2060

durchgefuhrt.

Laserdaten
Lasertyp Er:YAG Festkorperlaser,
Laserklasse 4
Wellenlange 2,94 um
Pulsenergie bis 600 mJ
Pulsfrequenz 1-25 Hz
Pilotstrahl 655 nm /1 mw
Leistungsaufnahme max. 2,3 kW

Anschluss

230V, 50/60 Hz, 12 A

Abmessungen

950 x 360 x 660 mm (HXBXT)

Gewicht

70 kg

Abbildung 5: Kavo Key Laser Ill und technische Daten




2.2 Sammlung der Proben fur die Vor- und Hauptuntersuchung

Bei niedergelassenen Zahnarzten und Kieferchirurgen wurden karidse, extrahierte
Zahne gesammelt. Die Zahne wurden sofort nach der Extraktion in 0,5 %iger
Natriumacidlésung im Kihlschrank bei 4°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
Nach Abschluss der Sammlung wurden die Zéahne auf Ihre Tauglichkeit hin Uberprift,
d.h. es wurde visuell-taktil entschieden, ob eine Karies vorlag und ob diese so grof3
war, dass eine sichere Beteiligung des Dentins zu erwarten war. Jene, bei denen

dies nicht der Fall war, wurden verworfen.

2.3 Voruntersuchung

Da die Kariesentfernung mittels des Lasers eine thermische Einwirkung auf das
Kollagen des zu untersuchenden Dentins zur Folge hat, sollte zun&chst ermittelt
werden, ob die thermische Einwirkung einen Einfluss auf den Gehalt an cross-links

im Dentin hat.

2.4 Probengewinnung fur die Voruntersuchung

Fur die Voruntersuchung wurden 3 Versuchsgruppen gebildet. In den ersten beiden
Versuchsgruppen wurden jeweils 30 Zahne gepoolt. In der dritten Gruppe wurden 60

Zahne gepoolt.

Tabelle 2: Ubersicht Versuchsgruppen der Voruntersuchung

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

30 kariesfreie Zdhne 30 kariesfreie Zdhne 60 karibse Zahne

unbehandeltes Dentin gelasertes Dentin karioses Dentin




Bei allen Zdhnen wurde das gesamte Dentin freigelegt, indem die Zahnkronen mit
einer wassergekuhlten, diamantierten Sage entfernt wurden. In der ersten Gruppe
wurde das nun freiliegende intakte Dentin mit einem Rosenbohrer im grinen
Winkelstuick bei 350 — 450 U/min trocken excaviert und die anfallenden Dentinspane
in einem Probenbehélter gesammelt. Die so gewonnenen Proben wurden in den
jeweiligen Gruppen gepoolt. In der zweiten Gruppe wurde das gesamte freiliegende
intakte Dentin mit dem Laser bearbeitet. Fur die Lasereinstellung wurde eine
Leistung von 250 mJ und eine Frequenz von 4 Hz gewahlt. Der Abstand des
kontaktlosen Handstticks 2060 wurde so gewahlt, dass der Laserstrahl maximal auf
die Oberflache fokussiert war. Das so bearbeitete Dentin wurde ebenfalls mit einem
Rosenbohrer im griinen Winkelstiick bei 350 — 450 U/min trocken excaviert und in
einem Probenbehalter gesammelt. Auch diese Proben wurden in ihrer Gruppe
gepoolt. In Gruppe 3 wurde von jedem Zahn eine Probe karidsen Dentins
entnommen und gepoolt. Das weitere analytische Verfahren entspricht demjenigen

der Hauptuntersuchung

2.5 Festlegung des Schwellenwertes fir die Kariesentfernung

Zur Festlegung des Schwellenwertes wurde die natirliche Eigenfluoreszenz an 40
kariesfreien Zdhnen gemessen. Der Wert schwankte zwischen 0 — 3. Die Messwerte
wurden gemittelt. Dabei ergab sich ein mittlerer Fluoreszenzwert von 2. Um eine
Uberexcavation zu vermeiden wurde der Schwellenwert fir die vollstandige
Kariesentfernung auf 5 wund der Schwellenwert fur die unvollstandige
Kariesentfernung auf 10 festgesetzt.

2.6 Probengewinnung fur die Hauptuntersuchung

Jeder Zahn wurde unmittelbar vor seiner weiteren Verwendung aus der
Natriumacidlésung entnommen. Als erstes wurde die Karies mit einem roten
Winkelstlick und grobkérnigen Diamanten bei 120.000 U/min unter Wasserkuhlung
dargestellt. Eindeutig erweichtes, karioses Dentin wurde zunéchst ohne den Laser
mit einem Handexcavator entfernt. Dann erfolgte die Kariesentfernung mittels des



Lasers bei 250 mJ und 4 Hz. Das Feedbacksystem wurde entsprechend der
Gruppeneinteilung auf 5 bzw. 10 eingestellt. Die Kariesentfernung erfolgte mit einem
fokussierten Laserstrahl (kontaktloses Handstick 2060) unter Wasserkihlung
(Iml/min) und wurde so lange durchgefihrt, bis das Feedbacksystem des Lasers
nicht mehr ausloste. Der Laserstrahl wurde entsprechend dem Abtrag kontinuierlich
nachfokussiert. Von dem so gelaserten Dentin wurde mittels des Rosenbohrers im
grunen Winkelstuck bei 350 — 450 U/min die oberflachliche Dentinschicht als Probe
gewonnen. Diese wurde in einem Probengefald gesammelt. Die so gewonnenen
Proben von jeweils 30 Zahnen wurden gepoolt. Fir jede Lasereinstellung wurden
jeweils 2 Probengruppen mit je 30 Zahnen angefertigt. Kam es beim Excavieren zur
akzidentiellen Ero6ffnung der Pulpa, so wurde das jeweilige Probenmaterial

verworfen.

Tabelle 3: Ubersicht der Versuchsgruppen der Hauptuntersuchung

Schwellenwert 5 Schwellenwert 10
Gruppe 5/1 Gruppe 5/2 Gruppe 10/1 Gruppe 10/2
30 30 30 30
kariose Zahne kariose Zahne karidbse Zahne karidbse Zahne

2.7 Vorbereitung der Proben fur die Analyse

2.7.1  Vorbereitung der Dialyseschlauche

Das Verfahren dient dazu, die durch die Herstellung bedingten, eventuell noch
vorhandenen Schwermetallsalze wie z.B. Quecksilber zu entfernen, da diese sonst
im weiteren Analyseverfahren zu unvorhersehbaren Problemen fihren wirden.

Hierfr wurden die Dialyseschlauche (Fa. Carl Roth, Karlsruhe) wie folgt verarbeitet:

1. Anfertigen von ca. 50 cm langen Sticken, welche von einer Rolle

abgeschnitten wurden.



2.7.2

Ansetzen einer Losung bestehend aus 1 Liter bidestilliertem Wasser mit 0,01
M Tris und 0,001 M EDTA.

Die Dialyseschlauche wurden in die Losung gegeben und alles zusammen

gekocht. Die Temperatur wurde fir 1,5 Stunden aufrechterhalten.

Nach Abkuhlung der Flissigkeit erfolgte die Umsetzung der Dialyseschlauche
in 0,5% Essigsaure (HAC).

Die so vorbereiteten Dialyseschlauche wurden bis zur weiteren Verwendung

in 0,5% Essigsaure bei 4°C im Kihlschrank aufbewahrt.

Vorbereitung der Demineralisation

Fur die Demineralisation des Probematerials wurde zunachst eine 0,5 M EDTA

Losung angesetzt. Hierbei wurde wie folgt vorgegangen:

750 ml bidestilliertes Wasser wurde in ein entsprechendes Reagenzglas

gegeben.

Dem Wasser wurden 186,15 g EDTA zugesetzt.

Durch Zugabe von NaOH wurde das EDTA in Lésung gebracht und
gleichzeitig ein pH-Wert von 7,6 eingestellt.

Unter Kontrolle des pH-Wertes wurde das Volumen schliel3lich auf 1 Liter

aufgefullt.



2.7.3

Durchfihrung der Demineralisation

. Die vorbereiteten Dialyseschlauche (MW 12 - 14000 Dalton) wurden jeweils

an einem Ende verknotet.

Das Probenmaterial, welches in pulverformigem Zustand vorlag, wurde mittels
5 ml der oben beschriebenen EDTA-L6sung versetzt und gelést, so dass eine
Suspension entstand. Zuséatzlich wurde 100 pl Inhibitorencocktail zugefugt.
Dieser bestand aus 2 mM Pefabloc, 216 pM Leupeptin, 146 nM Aprotinin, 2
mM Diisopropylfluorphosphat, 4 mM Quecksilberchlorid, 2 mM Phenylmethan-
sulfonylfluorid, 2 mM Natriumacid und 0,2 % Triton X-100. Diese Suspension
wurde daraufhin in den Dialyseschlauch gegeben, der schliel3lich verknotet
und somit verschlossen wurde. Die Resuspension der Proben wurde dadurch
erreicht, dass sie drei Tage auf einem RUhrwerk bei Raumtemperatur

durchgemischt wurde

Der Schlauch mit der enthaltenen Probe wurde in einen zweiten gegeben, hier
wurden 6 ml der 0,5 M EDTA-L6sung zugesetzt und auch dieser

verschlossen.

Der Dialyseschlauch wurde entsprechend gekennzeichnet und in die zuvor
beschriebene EDTA-L6sung gegeben. Dieses Verfahren wurde fiur alle

Proben analog durchgefiihrt.

Die nun so gewonnene EDTA-LOsung mit den darin befindlichen Proben
wurde fur 10 Tage unter dem Abzug bei Raumtemperatur mittels eines
Magnetriihrers gerthrt. Einmal taglich wurden die Proben per Hand

homogenisiert.



2.7.4 Neutralisation der Proben

Nach 10 Tagen wurden die Proben aus der 0,5 M EDTA-L6sung entnommen und in
eine zuvor angesetzte 0,5%ige HAc-LOsung umgesetzt. Nach 2, 6 und 12 Stunden
wurden die Proben jeweils noch einmal in eine neue 0,5%ige HAc-LOsung
umgesetzt, um die noch vorhandene EDTA-LOsung weiter zu entfernen. Die Proben
verblieben fur die entsprechenden Zeitraume unter dem Abzug und wurden geruhrt.
In der letzten Losung verblieben die Proben fir drei Tage bei Raumtemperatur unter
dem Abzug. Nach Ablauf der drei Tage wurde das demineralisierte Probenmaterial
aus den Dialyseschlauchen entnommen und in Reagenzglaser gegeben. Die
Schlauche wurden zweimal in 0,5% HAc-LOsung gespilt und die Suspension zu den
entsprechenden Proben hinzugegeben.

2.7.5 Zentrifugation der Proben

Die neutralisierten Proben wurden nun zentrifugiert. Hierfir wurden jeweils 4 ml der
Suspension in einen Mikrokonzentrator gegeben (MW 100.000 Dalton, Fa. Intersep
Witten) und fir 25 min. bei 4500 U/min zentrifugiert (Minifug 4400 GL, Heraeus
Christ GmbH, Osterode). Die durch den Filter getretene Flussigkeit (=Ultrafiltrat)
wurde in einem entsprechenden Reagenzglas gesammelt. Dieser Vorgang wurde
wiederholt, bis das gesamte Ausgangsmaterial zentrifugiert war. Ein ml bliebe als
Ausgangsmaterial fur die weitere Analyse erhalten. Danach wurde der Mikrofilter
zweimal mit 2 ml 0,5 % HAc-L6sung gesplilt, zentrifugiert und die durch den Filter
getretene Flussigkeit zum Ultrafiltrat gegeben. Die so gewonnen Proben
(Ausgangsmaterial, Ultrafiltrat und Pellet) wurden bei — 70°C gefroren und

anschlieRend lyophilisiert.

2.8 Methode der Analyse

Die Kollagenquervernetzungskomponenten (cross-links = Hydroxylysylpyridinolin
(HP) wund Lysylpyridinolin (LP)) sind mittels ihrer natlurlichen Fluoreszenz

nachweisbar. Um sie von den Peptiden freizusetzen, muss eine Hydrolyse in 6 M



HCL durchgefihrt werden. Da HP und LP fluoreszieren, kdénnen deren
Konzentrationen in den Proben nach der Trennung mittels einer ,Reverse-Phase-
Saule* (HPLC) und anschlielRender Fluoreszenzdetektion bestimmt werden. Dies
wurde mit etablierten Methoden durchgefihrt (Agil und Muller 1994).

2.9 Vorbehandlung des Saulenmaterials

Das Adsorptionsmaterial CF-1 (Whatman, Springfield Mill Maidstone, England)

wurde wie folgt vorbereitet:

1) 100 CF-1 wurden in 3 Liter 1 M Natriumacetat gelost und mit einem

Magnetruhrer bei Raumtemperatur 20 Minuten geruhrt.

2.) Die Zellulose (CF-1) setzte sich nach ca. 10 Minuten am Boden ab, und der

Uberstand wurde mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt.

3.) Das Sediment wurde in einem Biucher-Trichter (G2) nahezu trocken

abgenutscht.

4.) Anschlielend wurde der Filterkuchen in 3 Liter 0,5 M NaOH geldst und mit
einem Magnetriihrer 20 Minuten geriihrt, abgesetzt, der Uberstand mit einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt, wie oben nahezu trocken abgenutscht und

abfiltriert.
Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt

5.) Dann wurde der Filterkuchen in 3 Liter bidestilliertem H,O resuspendiert,
20 Minuten geruhrt, abgesetzt, der Uberstand abgesaugt, wie oben nahezu

trocken abgenutscht und abfiltriert.

6.) Danach wurde die Zellulose in 3 Liter 0,5 M HCL gel6st, 5 Minuten gerihrt,

abgesetzt, abgesaugt und abfiltriert.

Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt.



7.) Als nachstes wurde der Filterkuchen in 3 Liter 0,1 M HCL und 95%igem

Ethanol gewaschen, abgesetzt, abgesaugt und abfiltriert.

8.) Danach wurde CF-1 zweimal in 3 Liter bidestilliertem H,O gewaschen,
abgesetzt, abgesaugt und abfiltriert.

9.) Der Filterkuchen wurde dann tber Nacht in 3 Liter 0,1 M Natriumacetat und
3 mM EDTA gelagert.

10.) Zum Schluss wurde das Filtermaterial dreimal in 3 Liter bidestilliertem H,O

gewaschen, abgesetzt, abgesaugt und abfiltriert.

11.) CF-1 wurde nahezu trocken genutscht und in 10 ml Chloroform

(Konservierungsstoff) bei Raumtemperatur aufbewahrt.

2.10 Vorbereitung der Proben fur die HPLC-Analyse

2.10.1 Hydrolysen der Proben

Die lyophylisierten Proben wurden jeweils mit 1 ml 6 M Salzsaure versetzt und in
einem Ofen bei 110°C fur 24 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde das Hydrolysat
bei 1000U/min fur 5 Minuten zentrifugiert (Minifuge 4400 GL, Heraeus-Christ GmbH,
Osterode). Von dem gewonnenen Hydrolysat wurden jeweils 50 pul fir die
Hydroxyprolinbestimmung abpipettiert, entsprechend gekennzeichnet und zunachst
bis zur weiteren Verwendung bei -70°C tiefgefroren.

2.10.2 Weiteres Vorgehen

Zur Reinigung der Pyridinoline (HP und LP) im Hydrolysat von organischen
Komponenten wie Aminosduren, Kohlenhydraten und Ammoniak sowie

anorganischen Bestandteilen wurde nach dem Prinzip der



Adsorptionschromatographie 10%iges CF-1 (Whatman, Springfield Mill Maidstone,

England) verwendet:

1.  Aus dem zentrifugierten Uberstand des Hydrolysats wurde 1 ml fur die

Adsorptionschromatographie entnommen.

2. Die Probe wurde mit 1 ml Eisessig, 2 ml N-Butanol, 5 ml CF-1 gemischt.

3. Das Gemisch aus Hydrolysat, Eisessig, N-Butanol und CF-1 wurde dann
auf die Saule gefullt.

4. Das gewonnene Eluat wurde nochmals auf die Saule aufgetragen.

5. Die Saule wurde dann mit 2 x 5 ml Lésung Laufmittel gewaschen und das

daraus entstandene Eluat verworfen.

6. Die Desorption der cross-links (Pyridinoline) erfolgte mittels 3 x 2 ml
bidestilliertem H,0, das auf die Saule aufgetragen wurde. Die sich auf der
Oberflache des Eluats abgesetzte n-Butanolschicht wurde mit einer
Wasserstrahlpumpe vorsichtig abgesaugt, da sich darunter die Kollagen-

cross-links (Pyridinoline) befanden.

7.  Nach dem Einfrieren bei — 70 °C und anschlieRender Lyophilisation wurden
die cross-links in 500 pl 0,22 %iger Heptafluorbuttersaure (HFBA) gel6st,
im Vortex-Ruhrer jeweils 1 Minute lang gemischt und schlie3lich bei 1000

U/min 5 Minuten lang wie oben zentrifugiert.

8. Die Proben wurden in 1,5 ml Analyseflaschen umgefillt und 200 pl davon
durch Hochempfindlichkeits-Fllssigkeits-Chromatographie (HPLC)

(Gynotek, Gemering) analysiert.



2.11  Analyse der Proben durch das HPLC-Verfahren

Die quantitative Bestimmung der Pyridinoline fand bei Raumtemperatur und einer
Flussgeschwindigkeit von 0,7 ml/min statt. Die Fluoreszenz-Detektion (Fluoreszenz-
Detektor RF 1002, Gynotek, Gemering) erfolgte bei 297 nm Extinktion und 397 nm
Emission.

Der Gradient wurde aus folgenden Lésungsmitteln gebildet:

a Laufmittel A: 0,22% HFBA in bidestilliertem Wasser und
a Laufmittel B: 0,22% HFBA in Acetonitrill/bidestilliertem Wasser (80:20)

Beide Laufmittel wurden mit einem Degaser standig entgast. Der Gradient wurde in
vier Stufen gebildet (Abb.8):

- In der Startphase waren 19 % des Laufmittels B und 81% des Laufmittels A

vorhanden.

- Nach 20 Minuten war die Konzentration von Laufmittel B auf 21% gestiegen.

- AnschlieRend erreichte Laufmittel B innerhalb von 5 Minuten 25%

- 1 Minute spater erreichte Laufmittel B zur Reinigung der S&ule100% und blieb 5
Minuten bei 100%.

- In der letzten Phase reduzierte sich Laufmittel B innerhalb von 42 Minuten auf
19%.

- Bevor die néchste Analyse stattfand, blieb das Verhaltnis zwischen den
Laufmitteln A und B bei 81: 19.

Mit Hilfe der oben erwahnten externen Standards wurden die unbekannten
Konzentrationen der cross-links ermittelt und die Trennschérfe der Saule kontrolliert
(Batge et al. 1994).
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Abbildung 6: Flussdiagramm des Versuchsablaufs



3 Ergebnisse

Die in den Vor- und Hauptuntersuchungen gewonnenen Proben wurden auf ihre
Konzentration von Hydroxylysylpyridinolin (HP) und Lysylpyridinolin (LP) hin
untersucht. Die in den jeweiligen Ultrafiltrationsproben gefundenen Konzentrationen
von HP / LP wurden zu deren Konzentrationen in den entsprechenden
Gesamtproben (Ultrafiltrat und Pellet) in Beziehung gesetzt und als relativer Anteil in
Prozent ausgedruckt. Die Prozentangabe reprasentiert dementsprechend die

gefundene Menge an denaturiertem Kollagen in der jeweiligen Probe.

3.1 Ergebnisse aus den Voruntersuchungen

3.1.1 Kontrollgruppe gesundes Dentin
Tabelle 4 zeigt die detaillierten Werte von HP und LP im Ultrafiltrat und Pellet sowie

die relativen Anteile der Konzentration von HP und LP aus dem Ultrafiltrat in Bezug

zur Gesamtprobe (Ultrafiltrat + Pellet) in Prozent.

Tabelle 4. Daten gesundes Dentin

Unbehandeltes gesundes Dentin

HP LP

Ultrafiltrat (pmol/ml) 123 82
Pellet (pmol/ml) 37545 11925
% 0,33 0,68




3.1.2 Kontrollgruppe gesundes gelasertes Dentin
Tabelle 5 zeigt die detaillierten Werte von HP und LP im Ultrafiltrat und Pellet sowie
die relativen Anteile der Konzentration von HP und LP aus dem Ultrafiltrat in Bezug

zur Gesamtprobe (Ultrafiltrat + Pellet) in Prozent.

Tabelle 5: Daten gesundes gelasertes Dentin

gesundes gelasertes Dentin

HP LP

Ultrafiltrat (pmol/ml) 274 121
Pellet (pmol/ml) 38317 13296
% 0,71 0,91

3.1.3 Kontrollgruppe kariése Dentinprobe
Tabelle 6 zeigt die detaillierten Werte von HP und LP im Ultrafiltrat und Pellet sowie
die relativen Anteile der Konzentration von HP und LP aus dem Ultrafiltrat in Bezug

zur Gesamtprobe (Ultrafiltrat + Pellet) in Prozent.

Tabelle 6: Daten karidses Dentin

karioses Dentin

HP LP
Ultrafiltrat (pmol/ml) 39047 4657
Pellet (pmol/ml) 584 119

% 98,5 97,5




3.2 Ergebnisse aus den Hauptuntersuchungen

3.2.1 Feedbackeinstellung 5/1

Tabelle 7 zeigt die detaillierten Werte von HP und LP im Ultrafiltrat und Pellet sowie
die relativen Anteile der Konzentration von HP und LP aus dem Ultrafiltrat in Bezug

zur Gesamtprobe (Ultrafiltrat + Pellet) in Prozent.

Tabelle 7. Daten Feedbackeinstellung 5/ 1

Feedbackeinstellung 5 - Gruppe 1
HP LP
Ultrafiltrat (pmol/ml) 257 141
Pellet(pmol/ml) 34571 9591
% 0,74 1,45

3.2.2 Feedbackeinstellung 5/2

Tabelle 8 zeigt die detaillierten Werte von HP und LP im Ultrafiltrat und Pellet sowie
die relativen Anteile der Konzentration von HP und LP aus dem Ultrafiltrat in Bezug

zur Gesamtprobe (Ultrafiltrat + Pellet) in Prozent.

Tabelle 8: Daten Feedbackeinstellung 5/ 2

Feedbackeinstellung 5 - Gruppe 2

HP LP
Ultrafiltrat (pmol/ml) 340 135
Pellet(pmol/ml) 36343 12676

% 0,93 1,07




3.2.3 Zusammenfassung Feedbackeinstellung 5
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Tabelle 9 zeigt die detaillierten Werte von HP und LP im Ultrafiltrat und Pellet sowie

die relativen Anteile der Konzentration von HP und LP aus dem Ultrafiltrat in Bezug

Graphische Darstellung der relativen Anteile der HP und LP

Konzentration (%) nach Kariesentfernung mit

Feedbackeinstellung 5 und Mittelwert

Feedbackeinstellung 10/ 1

zur Gesamtprobe (Ultrafiltrat + Pellet) in Prozent.

Tabelle 9: Daten Feedbackeinstellung 10/ 1

Feedbackeinstellung 10 - Gruppe 1

HP LP

Ultrafiltrat (pmol/ml) 586 88
Pellet (pmol/ml) 34294 3131
% 1,68 2,73




3.2.5 Feedbackeinstellung 10/ 2

Tabelle 10 zeigt die detaillierten Werte von HP und LP im Ultrafiltrat und Pellet sowie
die relativen Anteile der Konzentration von HP und LP aus dem Ultrafiltrat in Bezug

zur Gesamtprobe (Ultrafiltrat + Pellet) in Prozent.

Tabelle 10: Daten Feedbackeinstellung 10 / 2

Feedbackeinstellung 10 - Gruppe 2
HP LP
Ultrafiltrat (pmol/ml) 410 277
Pellet (pmol/ml) 28275 12116
% 1,45 2,24

3.2.6 Zusammenfassung Feedbackeinstellung 10
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4 Diskussion

Ziel dieser Studie war es, die Moglichkeiten eines fluoreszenzgesteuerten Er:YAG
Lasers auf die Moglichkeit hin zu untersuchen, Karies selektiv zu entfernen und

damit eine Uber- bzw. Unterexcavation zu verhindern.

Wahrend der Excavation ist die visuelle Differenzierung zwischen gesunden und
noch veranderten Dentinbereichen oft aul3erst problematisch. Die Beurteilung einer
excavierten Lasion anhand visueller und taktiler MalRnahmen unterliegt subjektiven
Kriterien und ist mit dem Nachteil behaftet, dass entweder gesunde Zahnsubstanz
geopfert oder dass mdglicherweise Restkaries belassen wird (Anderson und
Chabeneau 1985; Banerjee et al. 2000; Anderson et al. 1985; Kielbassa et al. 1994).
Die Entfernung karidser Zahnhartsubstanz setzt jedoch ihre sichere Erkennung und
die Moglichkeit ihrer Abgrenzung vom gesunden Material voraus. Die ubliche
Diagnose erfolgt mit der zahnéarztlichen Sonde (,cri dentaire®) unter Berticksichtigung
von Farbe und Harte des Dentins. Schon Teraschima et. al (1969) stellten fest, dass
die Beurteilung des Kavitdtenbodens mit der zahnarztlichen Sonde oder die Kontrolle
der Dentinhdrte mit dem Handexcavator bzw. dem laufenden Rosenbohrer,
erheblichen Schwankungen unterliegen. Die zur Zeit klinisch gebrauchlichen
Diagnosemethoden, um den Endpunkt der Kariesentfernung festzulegen, sind alle
subjektiven Einflissen unterworfen, was meistens zu einer Uber- oder
Unterexcavation fuhrt, da die Konsistenz des Dentins nicht mit der Eindringtiefe der
Bakterien und der Kollagendenaturierung, sondern mit der Demineralisierung des

Dentins einhergeht (Fusayama et al. 1966; Banerjee et al. 2000).

In der vorliegenden in vitro Studie konnte gezeigt werden, dass ein
fluoreszenzgesteuerter Er:-YAG Laser geeignet ist, selektiv karibses Dentin zu
entfernen, bis die Zusammensetzung des verbliebenen Dentins derjenigen von

gesundem Dentin entspricht.

Uberprift wurde dies durch biochemische Analyse des Kavitatenbodens nach der
Kariesentfernung, da ein Parameter, der das verbliebene Dentin nach der

Kariesentfernung beschreiben kann, die chemische Zusammensetzung des Dentins,



insbesondere der Zustand des Kollagens, ist. Die Zone der Penetration ist durch
denaturiertes Dentin charakterisiert. Der Anteil des denaturierten Dentinkollagens
kann durch eine biochemische Untersuchung berechnet werden. Dazu wurde mittels
Ultrafiltration (MW 30.000 Dalton) intaktes von denaturiertem Dentinkollagen getrennt
und dessen Konzentration durch Bestimmung der
Kollagenquervernetzungskomponenten HP und LP ermittelt (Jepsen et al. 1999), da
in humanem Dentin die Menge von HP und LP eng mit dem Kollagengehalt korreliert
(Rivera und Yamauchi 1993).

Der Anteil denaturierten Kollagens am Kavitatenboden lag nach dem Einsatz des
Er:YAG Lasers bei einem Schwellenwert von 5 fiir das Feedbacksystem bei 0,84 %
(HP) und 1,26 % (LP). Bei einem Schwellenwert von 10 lagen die Werte fur HP und
LP bei 1,56 % und 2,48 %. Die Werte bei einer Schwellenwerteinstellung von 5
entsprachen denjenigen der Kontrollgruppe mit kariesfreiem Dentin. Bei einer
Schwellenwerteinstellung von 10 lagen die Werte geringflgig Uber denen der
Kontrollgruppe.

Die Ergebnisse dieser In vitro Untersuchung konnten zeigen, dass die Bestimmung
der kollagenen cross-links Hydroxylysylpyridinolin (HP) und Lysylpyridinolin (LP)
Ubereinstimmend den Denaturierungsgrad des Dentinkollagens am Kavitdtenboden

charakterisieren konnten.

In der Voruntersuchung wurde eine gesunde Dentinprobe mit dem Er:YAG Laser
bearbeitet, um einen mdoglichen Einfluss der Laserbestrahlung auf die
Kollagenstruktur zu untersuchen. Gleichzeitig wurden eine Probe kariosen Dentins
sowie die dazu entsprechende kariesfreie Dentinprobe biochemisch untersucht. Die
Analyse entsprach dem Verfahren in der Hauptuntersuchung. Die Werte des
kariosen Dentins fur HP und LP lagen hier bei 98,4% und 97,2 %. Die Werte fir
gesundes Dentin lagen fir HP und LP bei 0,33 % und 0,69 %.

Die Ergebnisse aus der Voruntersuchung belegen, dass die Bearbeitung der
Dentinoberflache mit einem Er:YAG Laser selbst keinen Einfluss auf die Menge der
cross-links HP und LP im Dentin hat und dass das Kollagen im kariésen Dentin

nahezu vollstéandig denaturiert ist.



Die gesunde Dentinprobe zeigt einen geringen Anteil an denaturiertem
Dentinkollagen. Die Werte fur gesundes Dentin lagen bei 0,33 % (HP) und 0,69 %
(LP). Die Daten in Bezug auf die Konzentration von Hydroxylysylpyridinolin und
Lysylpyridinolin in gesundem Dentin stimmen mit den Erkenntnissen von Kuboki et
al. (1993), Kleter et al. (1994), Jepsen et al. (1999), Acil et al. (2002) Uberein, die
ebenfalls das HPLC-Verfahren verwendeten. Die Proben gesunden Dentins, die mit
dem Er:YAG Laser bearbeitet worden sind, zeigten bei der anschlie3enden Analyse
der Konzentration von Hydroxylysylpyridinolin und Lysylpyridinolin keine signifikant
abweichenden Werte. So lagen die Werte von gelaserten Dentinproben fir HP bei
0,71 % und far LP bei 0,91 %. Da geringe Mengen an denaturiertem Kollagen in
allen Gruppen, inklusive der Kontrollgruppen, gefunden wurden, ist anzunehmen,
dass es bei der Probengewinnung mit dem Rosenbohrer zu mechanischen
Zerstorungen des Kollagens gekommen ist und damit Kollagenfragmente entstanden
sind, die kleiner als 30.000 Dalton sind und damit bei der Ultrafiltration durch den

Filter gelangen konnten.

In vorangegangenen Studien konnte demonstriert werden, dass kein Unterschied
zwischen den Konzentrationen von HP und LP in unterschiedlichen Z&hnen
unterschiedlichen Alters besteht (Acil et al. 2002). Deshalb erscheint die Analyse in
dieser Studie als verlassliches Mittel, denaturiertes Kollagen in Dentinproben zu

messen.

Mit den gewonnenen Daten aus der Voruntersuchung konnte die Hauptuntersuchung
gestartet werden. Hier sollte ermittelt werden, ob der Er:-YAG Laser mit integriertem
Feedbacksystem dem Anspruch gerecht wird, samtliches irreversibel zerstortes
Kollagen (auf3ere kariose Schicht) selektiv zu entfernen. Die Auswertung der Daten,
des nach der Excavation mit dem Laser bei einem Schwellenwert von 5 am
Kavitdtenboden verbliebenen Dentins ergaben eine Konzentration von 0,74 % - 0,93
% Hydroxylysylpyridinolin und 1,07 — 1,45 % Lysylpyridinolin im Ultrafiltrat. Diese
sehr geringen Anteile von Hydroxylysylpyridinolin und Lysylpyridinolin deuten darauf
hin, dass der Er:YAG Laser mit integriertem Feedbacksystem tatséchlich in der Lage
ist sdmtliche Dentinbereiche, welche zerstértes Kollagen beinhalten, selektiv zu

entfernen.



Die Auswertung der Daten des nach der Excavation mit dem Laser bei einem
Schwellenwert von 10 am Kavitatenboden verbliebenen Dentins, ergaben eine
Konzentration von 1,45 % - 1,68 % Hydroxylysylpyridinolin und 2,24 — 2,73 %
Lysylpyridinolin  im Ultrafiltrat. Hier liegen die Werte leicht tUber denen der
Kontrollgruppe mit gesundem Dentin. Die Erhéhung des Feedbacklevels auf 10 hat
somit eine hohere Menge an denaturiertem Kollagen im verbliebenen Dentin zur
Folge und entspricht evtl. einer weniger strengen Excavation. Die klinische Relevanz
des Unterschieds ist nicht bekannt und sollte Grundlage fir weitere Untersuchungen

sein.

Auf der Suche nach einer Losung fur das Problem der selektiven Kariesentfernung
wurden bereits die unterschiedlichsten Methoden in Betracht gezogen (Lennon et al.
2006). Mehrere alternative Moglichkeiten der selektiven Kariesentfernung sind in den

letzten Jahrzehnten bereits untersucht worden.

Beispielsweise wurden bei der Kariesentfernung mittels chemischer Substanzen wie
dem ,Karies Detector”, Erythrosin, Fuchsin etc. verbliebenes karioses Dentin
angefarbt. Sie werden meistens nach der Excavation zur Darstellung evtl.
verbliebener Karies genutzt (Sato & Fusayama 1976; Kidd et al. 1993; Yip et al.
1994). Nachteil dieser Substanzen ist, dass sie nicht nur die Karies, sondern auch
die Schmelz-Dentin-Grenze, circumpulpales und demineralisiertes Dentin anfarben
und es zu einer Uberbehandlung der Lasion kommen kann (Kidd et. al. 1993;
McComb, 2000). So scheint zum Beispiel die erhdhte Anfarbbarkeit durch Saurerot
ein Merkmal des reduzierten Mineralanteils und weniger spezifisch fir eine
Karieslasion zu sein [Kidd et al. 1993; Yip et al. 1994).

Bei der chemomechanischen Kariesentfernung werden die durch die Karies partiell
denaturierten Kollagenfasern chloridiert. Dies fuhrt zu einer Unterbrechung der
interfibrillaren Hydrogenbindungen, wodurch sich das kariose Gewebe in Form eines
Gels leicht aus der Kavitat entfernen lassen soll (Yip et al. 1995a,b; Ericson et al.
1999). Die chemomechanische Kariesentfernung birgt allerdings das Risiko,
Restkaries in der Kavitat zu belassen (Jepsen et al. 1999). So konnte nachgewiesen
werden, dass sich nach der Excavation noch Bakterien in den Dentintubuli befanden

(Cederlund et al. 1999). Des weiteren ist sie wesentlich zeitaufwendiger als die



konventionelle Kariesentfernung (Tavares et al. 1988; Cederlund et al. 1999; Ericson
et al. 1999).

Auf Grundlage der lichtinduzierten Fluoreszenz wurden verschiedene Messsysteme
entwickelt. Bei der FACE-Methode (fluorescence aided caries excavation) wird die
karibse Zahnhartsubstanz mittels violettem Licht (370 — 420 nm) angeregt und durch
einen Filter (530 nm) sichtbar gemacht. Die karidsen Areale farben sich orange-rot
und kdnnen selektiv mit einem rotierenden Instrument entfernt werden (Lennon et al.
2002; Lennon 2003). Bei der QLF-Methode (quantitative lichtinduzierte Fluoreszenz)
wird die Fluoreszenz durch eine Xenon-Bogenlampe (370 nm) hervorgerufen. Bisher
war es jedoch nicht mdglich, die lichtunterstitzten Methoden in der Praxis zu
etablieren (Hibst, 1999b).

Eine weitere Moglichkeit der lichtinduzierten Fluoreszenz ist die Anregung durch
einen Laserstrahl mit einer Wellenlange von 655 nm. Die Wellenlange von 655 nm
(Lussi et al. 1999; Hibst 1999b) ist geeignet, Bakterien und deren
Stoffwechselprodukt Porphyrin anzuregen und ein Fluoreszenzsignal zu induzieren
(Konig et al. 1998; Iwami et al. 2003; Braun et al. 2005; Lussi et al. 2006; Lussi &
Hellwig 2006; lwami et al. 2006). Die Intensitat der Fluoreszenz ist ein Zeichen fur
das Ausmall der bakteriellen Infektion und somit der kariésen Destruktion (Lussi et
al. 1999; Hibst 1999b). Die Laserfluoreszenz hat sich bereits als nutzliches Mittel bei
der Detektion von beginnenden occlusalen Karieslasionen bewahrt (Lussi et al.1999;
Lussi et al. 2001; Francescut und Lussi 2003). 1998 wurde das DIAGNOdent-Geréat
zur Diagnostik occlusaler Karies in den Markt eingefuihrt (Kavo, Biberbach,
Germany).

Die Methode, mit einem Er:YAG Laser in vitro und in vivo Karies effektiv zu
entfernen, hat sich bewahrt (Aoki et al. 1998; Armengol et al. 1999; Keller und Hibst
1997; Keller et al. 1998). Der Abtrag der Zahnhartsubstanz erfolgt in Form einer
thermisch induzierten Mikroexplosion. Da das Wasser ein Absorptionsmaximum im
Bereich von 2,94 nm besitzt, kommt es durch die Bestrahlung mit einem Laser dieser
Wellenlange zu einer schlagartigen Erwarmung und in Folge dessen zur
Verdampfung des im Dentin enthaltenen Wassers. Durch diesen plétzlichen Wechsel

in den ,gasférmigen” Aggregatzustand kommt es zu einer VolumenvergroéRerung, die



fur die Aussprengung der Zahnhartsubstanz verantwortlich ist (Aoki et al. 1998).
Durch den hoheren Wassergehalt im kariosen Dentin wird dieses effektiver
abgetragen als gesundes Dentin (Aoki et al. 1998). Im Allgemeinen ist es akzeptiert,
dass unter adaquater Wasserkuhlung und einer vorsichtigen Bestrahlungstechnik mit
einem Er:YAG Laser Kavitaten ohne ein Anzeichen thermischer Schadigungen des
umgebenden Gewebes und der Pulpa produziert werden kdnnen (Sonntag et al.
1996; Hossain et al. 1999; Yamada et al. 2001; Nair et al. 2003).

Gestutzt auf diese Entdeckungen ist die interessante Idee entstanden, einen Er:YAG
Laser fur die Entfernung von Zahnhartsubstanz bei der Kariesentfernung zu
benutzen, der durch die Laserfluoreszenz gesteuert wird und den herkbmmlichen
momentanen Methoden zur selektiven Kariesentfernung uberlegen ist. In einer
Gemeinschaftsproduktion zwischen ILM (Institut fir Lasertechnologie in der Medizin)
und Kavo wurde ein Fluoreszenzdetektionssystem in einen Er:YAG Laser integriert
(Hibst 2001).

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass nach der Kariesentfernung mit dem
Laserfluoreszenz gesteuerten Er:YAG Laser eine durchschnittiche Menge von
weniger als 1,5% an HP und LP im Ultrafiltrat vorhanden war. In Folge dessen
wurden weniger als 1,5% denaturierten Kollagens in diesen Proben gefunden, was in
etwa den Mengen an HP und LP in den kariesfreien Kontrollgruppen entspricht.
Deshalb ist der Schluss gerechtfertigt, dass ein fluoreszenzgesteuerter Er:YAG-
Laser bei einer Feedbackeinstellung von 5 bzw. 10 zuverlassig kariés denaturiertes
Dentinkollagen feststellen und entfernen kann.

Fur den Kklinischen Gebrauch des Fluoreszenz-Feedbacksystems ist es entscheidend
zu wissen, in wie weit die Fluoreszenz mit der Eindringtiefe der Bakterien und der
irreversiblen Denaturierung des Dentins einhergeht. Eberhard et al. (2005) konnten
in einer in vitro Studie feststellen, dass bei einer Feedbackeinstellung von 3 — 7
keine Bakterien mehr in der oberflachlichen Dentinschicht des Kavitdtenbodens
feststellbar waren. Bei einer Feedbackeinstellung von 10 und héher waren hingegen
noch ca. 80% dieser Dentinschicht mit Bakterien besiedelt. In zwei in vivo Studien
konnten Krause et al. (2008) und Dommisch et al. (2008) zeigen, dass bei einer

Feedbackeinstellung von 7 auch unter klinischen Bedingungen nur noch irrelevante



Mengen an Bakterien am Kavitdtenboden nachgewiesen werden konnten. In der
Studie von Dommisch et al. (2008) konnte zudem kein Unterschied zwischen einem
Rosenbohrer und der selektiven Kariesentfernung mit einer Feedbackeinstellung von

7 bezlglich der Kontamination mit Bakterien festgestellt werden.

Ein deutlicher Vorteil der Laserbehandlung gegenuber der Behandlung durch
rotierende Instrumente stellt dessen bakterizide Wirkung dar. Sie wurde fur alle
gangigen Therapielaser und fiur alle Anwendungsgebiete der Laser nachgewiesen
(Keller et al. 1989; Hibst 1996; Hibst 1999a,b; Mehl et al. 1999; Folwaczny et al.
2000; Hibst et al. 2001; Hossain et al. 2003). Der bakterizide Effekt ist bis zu 0,4 mm
Tiefe bei einer Pulsenergie von 300mJ feststellbar (Hibst et al. 1996). Als weiterer
Vorteil sind die geringen thermischen und mechanischen Nebenwirkungen bei der
Excavation anzusehen (Hibst 1999), wodurch eine weitgehend schmerzfreie
Praparation maoglich ist (Cozean et al. 1998; Dostalova et al. 1998; Keller et al.
1998). Dies fuhrt zu einem hdheren Patientenkomfort (Dommisch et al. 2008; Krause
et al. 2008)

Im Vergleich zwischen einer konventionellen Laserbehandlung und dem rotierenden
Bohrer stellte sich aber ein wesentlich hoherer Zeitaufwand (2-3 x) fur die
Behandlung mit dem Er:YAG-Laser als fur die Behandlung mit rotierenden
Instrumenten heraus (Keller und Hibst 1989; Aoki et al. 1998; Yammada et al. 2001;
Krause et al. 2008).

Zusammenfassend zeigen die Resultate, dass ein Er:YAG Laser ausgestattet mit
einem Laserfluoreszenz-Feedbacksystem und einer Feedbackeinstellung kleiner 10
in der Lage ist, karioses Dentin so weit zu entfernen, bis die chemische
Zusammensetzung des Dentins am Kavitdtenboden derjenigen von gesundem

Dentin entspricht.



5 Zusammenfassung

Der Endpunkt der konventionellen Kariesentfernung unterliegt subjektiven
Einflussen, so dass es leicht zu einer Uberexkavation mit Gefahrdung der vitalen
Pulpa oder aber zu einer Unterbehandlung mit der Gefahr eines Kariesrezidivs
kommen kann. In dieser Studie wurde die Madoglichkeit einer selektiven
Kariesentfernung durch Anwendung eines fluoreszenzgesteuerten Er:YAG-Lasers
untersucht. Ziel dieser in vitro Studie war es, den Endpunkt der Kariesentfernung mit
diesem neuartigen Lasersystem durch biochemische Analyse des Dentinkollagens
zu evaluieren.

Es wurden insgesamt 180 Zahne mit Dentinkaries und 60 kariesfreie Zahne in die
Untersuchung einbezogen. Bei 120 kariosen Zahnen wurde die Karies mit dem
fluoreszenzkontrollierten Er:YAG Laser (2.94 um, 250mJ, 4Hz) im Nicht-Kontakt-
Modus entfernt. Dabei wurden jeweils 60 kariose L&sionen mit der
Schwellenwerteinstellung von 5 bzw. 10 behandelt und anschlieliend eine
Dentinprobe vom Kavitdtenboden entnommen. Proben aus karidsen nicht
behandelten Zahnen sowie aus kariesfreien laserbestrahlten sowie unbestrahlten
Zahnen dienten zur Kontrolle. Im Rahmen der biochemischen Analyse wurde mittels
Ultrafiltration intaktes von denaturiertem Dentinkollagen getrennt und der jeweilige
Kollagenanteil durch anschlieRende HPLC-Analyse der Kollagen-Quervernetzungs-
komponenten Hydroxylysylpyridinolin (HP) und Lysylpyridinolin (LP) quantitativ
bestimmt.

Im kariosen Dentin wurden HP und LP erwartungsgemass zu annéhernd 100% im
Ultrafiltrat gefunden, wohingegen deren prozentualer Anteil bei Dentinproben aus
kariesfreien Zahnen lediglich 0,33% (HP) bzw. 0,68% (LP) ausmachte. Im Anschluf3
an die Kariesentfernung mit dem fluoreszenzgesteuerten Er:-YAG Laser betrugen die
entsprechenden Werte fur Proben aus dem residualen Dentin am Kavitatenboden bei
einem Schwellenwert von 5 0,84% (HP) bzw. 1,26% (LP) und bei einem
Schwellenwert von 10 1,26% (HP) bzw. 2,48% (LP).

Es konnte somit durch biochemische Analyse des Dentinkollagens am
Kavitatenboden gezeigt werden, dass das residuale Dentin in seinem
Denaturierungsgrad demjenigen von gesundem Dentin entsprach. Die vorliegende
Untersuchung konnte somit erstmals zeigen, dass ein fluoreszenzgesteuerter
Er:YAG Laser denaturiertes Kollagen in kariocsem Dentin entfernen kann und somit

eine selektive Kariesentfernung ermdglicht.
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