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1. Einleitung

Seit 1998 steht eine neu entwickelte Methode zur chemo-mechanischen Kariesentfernung zur

Verfiigung und das Produkt Carisolv"" wurde in mehreren europiischen Lindern zugelassen.

Sie zdhlt, neben der Anwendung von Lasern, der kinetischen Behandlung karioser Lésionen mit
Hilfe von Pulverstrahl- und Sonoabrasion und der Handexcavation zu den Alternativen zur
konventionellen mechanischen Kariesentfernung mit rotierenden Instrumenten (Banerjee et al.,
2000).

Zur rotationsfreien Exkavation stehen fiir das Carisolv'" -System fiinf Handinstrumente mit

jeweils zwei in GroBe und Form unterschiedlichen Arbeitsenden zur Verfiigung.

Carisolv™ besteht aus zwei Phasen, die vor der Excavationsbehandlung miteinander vermischt
werden miissen. Neuerdings ist es als Carisolv 2™ in Form einer Mischkaniile erhiltlich, die zu

einer praktikableren und zeitsparenderen Durchmischung beider Komponenten verhelfen soll.
Die gelformig-viskdse erste Phase beinhaltet die drei Aminosduren Glutaminsdure, Lysin und
Leucin in einer Konzentration von 0,1 M, den roten Farbstoff Erythrosin, CMC 200
(Carboxymethylcellulose) und Kochsalzlosung (NaCl). Die zweite Phase besteht aus einer
niedrigviskdsen 0,5 % Natriumhypochloritlosung (NaOCl), deren aggressiver Effekt durch die
Aminosduren abgeschwicht wird (Tonami et al., 2003). Diese Kombination soll bei einer

Excavation von Dentinkaries einen Abtrag gesunden Dentins verhindern.

1.1 Zahnaufbau

1.1.1 Dentin und seine Zusammensetzung

Die chemische Zusammensetzung des Dentins dhnelt der von Wurzelzement und Knochen
(Schroeder 1992). Die organische Matrix des Dentins besteht zu 91-92 % aus Kollagen und zu 8-
9 % aus nicht kollagener Grundsubstanz. Das Kollagen ist fast ausschlieSlich vom Typ I, mit
weniger als 3 % Typ V-Zusatz. Glycosaminoglycane und speziell Chondroitinsulfat diirften eine
spezielle Rolle bei der Mineralisation des Dentins spielen (Schroeder, 1992).

Der Mineralanteil des Dentins (Hydroxylapatitkristalle) enthdlt im Wesentlichen Kalzium und
Phosphat im Gewichtsverhiltnis von 1:2,13. Die Kristalle sind etwa 3-4 nm breit und 60-70 nm
lang. Sowohl die Zusammensetzung der anorganischen Bestandteile als auch die des Kollagens
variieren in den verschiedenen Dentinschichten z.B. Manteldentin, peritubuldres Dentin,

zirkumpulpales Dentin (Craig et al., 2004; Kleter et al., 1997; Schulz et al., 1991).



Die Kollagenstruktur setzt sich aus 3 Einzelstrangen zusammen, die intermolekular und
intramolekular dreidimensional quervernetzt sind. In dieses dreidimensionale Netzwerk sind die

anorganischen Bestandteile eingelagert (Kiihn, 1970; Ramachandran und Reddi, 1976).

1.2 Pathogenese der Karies

1.2.1 Kariesentstehung

Vereinfacht formuliert entsteht Karies als Folge einer bakteriellen Stoffwechselaktivitét, an deren
Ende die Produktion organischer Sduren steht. Als Substrat fiir diese Stoffwechselaktivitit
spielen vor allem niedermolekulare Kohlenhydrate eine Schliisselrolle. Wiederholt sich die
Saurefreisetzung hiufig genug und sind die Einwirkzeiten auf die Zahnhartsubstanzen lange
genug, kommt es zur Auflésung von Hydroxylapatitkristallen (Ca;o(PO4)sOH;) und nachfolgend
zum Verlust der strukturellen Integritit der Hartsubstanz. Karies entsteht demnach durch

bakteriell induzierte Demineralisation gesunder Zahnhartsubstanz.

Die Pathogenese einer Karies

Mikroor-

setzt die Prisenz von 4 Faktoren
voraus:

1) Wirtsfaktoren

2) Mikroorganismen (Bakterien)
3) Zeit

4) Substrat (Nutrition)

Abbildung 1: 4 Faktoren zur Entstehung von Karies (Zimmer et al., 2000)

Nur bei gleichzeitigem Vorliegen aller 4 Faktoren, kann ein karioser Defekt entstehen; bei
Ausbleiben nur eines dieser Faktoren ist die Gefahr der Kariesentstehung schon nicht mehr
gegeben. Unterschieden werden nach ihrer Atiologie die Initialkaries, die neu entstehende

Primaérkaries, die an Zahnrestaurationen entstehende Sekundéarkaries und das Kariesrezidiv.
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1.2.2 Dentinkaries

Im Gegensatz zu einer reinen Schmelzkaries ist die Dentinkaries ein wesentlich komplexerer
Prozess. lhre Ausbreitung erfolgt entlang der Dentintubuli und der darin enthaltenen
Odontoblastenfortsidtze (Mittermayer, 1993; Fejerskov und Thylstrup, 1986). Primér breitet sich
Dentinkaries entlang der Schmelz-Dentin-Grenze aus. Erste morphologisch fassbare Verdnderung
ist dabei eine feintropfige degenerative Verfettung der Zytoplasmafortsitze. Die Vorhut der
Mikroben wandert streng innerhalb der Tubuli. Durch weiteres Vordringen der Bakterien kommt
es zur perlschnurartigen Auftreibung der Tubuli. Als direkte Wirkung der Bakterien folgt eine
Reizung der Odontoblastenfortsitze. Diese reagieren entweder mit einer Sklerosierung der
Tubuli (Zone der Transparenz, Abb. 2) oder es kommt sogar zum Absterben der
Odontoblastenfortsidtze (,,dead tract”). Die Sklerosierung der Tubuli kommt meist in
Zusammenhang mit der Karies an den Kaufldchen vor. Hierbei werden sie mit Kalziumsalzen
gefiillt. Die stimulierten Odontoblasten beginnen an der Dentin-Pulpa-Grenze neues Dentin
abzulagern. Dieses, auch sekundires Dentin genannt, liegt hiigelférmig dem priméren Dentin auf.
Auch das sekundire Dentin ist tubuldr aufgebaut. Allerdings erfolgt die Ablagerung schichtweise,
so dass gelegentlich Formationen, wie das ringférmige Wachstum von Bdumen im Schnittbild zu
erkennen sind. Je nach Irregularitit der Dentintubuli, die teilweise gewunden, verzweigt oder
geknickt verlaufen, spricht man von irregulirem Dentin I, IT oder III. Je nach Abknickungsgrad
der Tubuli wird das Vordringen der Bakterien in den Kanélchen erschwert. Es entstehen so
unterschiedliche Haltepausen in der Ausbreitung der Karies. Bei der histologischen Betrachtung
ist das Sekundérdentin deutlich vom Primérdentin abgesetzt. Das Sekundérdentin enthélt so viele
Dentintubuli, wie tiberlebende Odontoblastenfortsdtze vorhanden sind. Es ist meist brdunlich
verfarbt (Kurosaki und Fusayama, 1973). Zwischen der Ablagerung von Sekundirdentin und dem
Vordringen der Karies kommt es zu einem ,,zeitlichen Wettlauf*, der meistens von der karidsen
Destruktion gewonnen wird (Mittermayer, 1993).

Die Dentinkaries besteht aus mehreren unterschiedlichen Schichten verschiedener Hirtegrade
(Ogawa et al., 1983; Schulz et al., 1991), von denen die AuBerste die stark aufgeweichte
Nekrosezone bildet (Zone der Erweichung/Nekrose, Abb. 2). Die folgende Zone der bakteriellen
Invasion ist die Penetrationszone (Abb. 2), hier sind histologisch die aktiven bakteriellen
Besiedelungen erkennbar. Hierauf folgt die Zone der Entkalkung (Demineralisation, Abb. 2), sie
stellt die Zone der génzlichen Entmineralisation dar. Die Zone der Triibung (,,Dead Tract®, Abb.

2) ist einer Demineralisation dhnlich, da in ihr die Odontoblastenfortsédtze der Pulpahdhle nicht
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mehr die Dentintubuli ausfiillen, weil diese in der Zone der Transparenz (Sklerosezone, Abb.2),
die eine Hypermineralisation darstellt, zunehmend verschlossen werden. In der Zone der vitalen

Reaktion wird Reizdentin gebildet (Pilz et al., 1985).

1.) Zone der Erweichung (Nekrose)

2.) Zone der bakteriellen Invasion

\\\\ - (Penetration)

N N

< \x\\\\\\\\\,\\\\\:\\\\\\\\‘ < 3.) Zone der Entkalkung
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ (Demineralisation)

4.) Zone der Triibung (Dead tract)
5.) Zone der Transparenz (Sklerose)

6.) Zone der vitalen Reaktion

Abbildung 2:  Schematische Darstellung der 6  Schichten kariésen  Dentins
(in Anlehnung an Pilz et al., 1985)

1.2.3 Fortgeschrittene Dentinkaries

Die Besiedelung der Dentintubuli mit Bakterien schreitet von der Schmelz-Dentingrenze
ausgehend zentripetal weiter fort. Die Demineralisierung fiihrt zu starken Erweiterungen und
schlieBlich zur Fusion von benachbarten Tubuli. Die organische Substanz kann dabei noch lange
Zeit erhalten bleiben. Werden diese Herde groBer, so spricht man von ,,Verfliissigungsherden®.
Diese sind parallel zur Richtung der Tubuli angeordnet und haben gewohnlich Spindelform.
Spéter verschwindet der fliissige Anteil, es entsteht eine Hohle (Kavitdt). Hier spielen vor allem
proteolytische und andere fermentative Prozesse beim Abbau des Eiweillgeriistes eine Rolle
(Fejerskov et al. 2008). Im aufgeweichten Dentin entstehen nun auch Risse und Spalten, die in
der Regel senkrecht zu den Dentintubuli, also parallel zur Schmelzoberfldche, angeordnet sind.
Sowohl primires als auch sekundires Dentin ist von der Auflésung betroffen, bis schlie8lich nur
noch eine brockelige Masse iibrig bleibt. Auch das sekundédre Dentin wird schlieBlich von
Bakterien besiedelt. Allerdings geht diese Besiedelung hier meist wesentlich langsamer voran, da
die Tubuli weniger regelmifig angeordnet sind und das Sekundardentin oft achatartig geschichtet
ist. Hier muss Schicht fiir Schicht von den Bakterien iiberwunden werden (Mittermayer, 1993).
Die Progression einer Dentinkaries kann als Resultat des Wechselspiels zwischen steigender

Permeabilitit, bedingt durch die Offnung der Dentintubuli (zunichst an der Schmelz-
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Dentingrenze und spiter dann entlang lateraler Tubuli weiter in die Tiefe des Zahnes), und
sinkender Permeabilitit angesehen werden, die zundchst durch die Abwehrreaktion des
dentinopulpdren Organs, der Sklerosierung der Dentintubuli, spédter dann durch eine
Akkumulation von natiirlichen Pigmenten in die L&sion vonstatten geht. Die Herkunft und
prazise Natur dieser Pigmente ist noch nicht ganz geklért. Es wird jedoch angenommen, dass sie
durch Verbindungen von Carbohydrat-Zerfallsprodukten mit anderen Produkten von
Proteindegradationen stammen (Miller, 1969). Ausschlaggebend fiir den Zerfallsprozess der
Dentinmatrix ist der mit Bakterieninvasion entlang der Tubuli massiv abfallende ph-Wert durch
die penetrierenden Bakteriensduren. Dies fiihrt, wie beim Zahnschmelz auch, zu einer
Demineralisierung der mineralischen interfibrilliren Kollagenmatrix, sodass dadurch der Weg fiir
eine enzymatische Degradation von Kollagen und anderen organischen Dentinbestandteilen
durch bakterielle Proteasen und andere Hydrolasen frei wird (Beeley et al., 2000). Die hierbei
auftretende sogenannte Maillard-Reaktion zwischen Carbohydrat und Kollagenprotein, die fiir die
Braunverfarbung von karidsen Lisionen verantwortlich gemacht wird, setzt die Sensitivitit des
Dentinkollagens gegeniiber der Carboxylprotease Pepsin, die in chronischer Dentinkaries wirkt,
herab (Kleter et al., 1997).

In einer elektronenmikroskopischen Studie iiber karidses Dentin zeigten Johansen und Parks
bereits 1961 den deutlichen Hinweis einer zentripetalen bakteriellen Invasion entlang der
Dentintubuli, indem sie auf ihren Bildern massive intratubuldre Bakterienakkumulationen
nachwiesen und auffillige Verteilungsunterschiede des mineralisierten Dentins aufzeigten. Die
stark mineralisierten Schichten, die die Dentinkanélchen sdumten, standen in deutlichem Kontrast

zu der extensiv, wenn auch unregelméfig, demineralisierten intrakanalikuldren Matrix.

1.3 Die zwei Schichten kariosen Dentins

Nach ultramikroskopischen- und chemisch-strukturellen Aspekten kann karidses Dentin in zwei
Schichten unterteilt werden: dem inneren und duBeren kariosen Dentin (Ohgushi und Fusayama,
1975; Kuboki et al., 1983; Fusayama, 1979; Shimizu et al., 1981). Zur genaueren Verdeutlichung
der einzelnen Schichten werden von einigen Autoren wie im Folgenden 6 Zonen der Dentinkaries
beschrieben. Diese bestehen aus den 3 irreversibel zerstdrten Zonen: der dufleren Zone der
Erweichung, der darauffolgenden Zone der Entkalkung sowie der Zone der bakteriellen Invasion,
die zur duBleren kariosen Schicht zusammengefasst sind. Dann folgt die innere karidse Schicht,

mit ithren 3 reversibel geschiddigten Zonen, die aus der Zone der Triibung, der Zone der
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Transparenz sowie der Zone der vitalen Reaktion (Abb.2) bestehen.

Beide Schichten sind zusitzlich noch durch eine typische Discoloration der dulleren Schicht zu
differenzieren (Fusayama, 1979). An der Grenzschicht zwischen irreversibel und reversibel
zerstorter Dentinkarieszone ist nach Ohgushi und Fusayama (1975) die Demineralisation der
anorganischen Matrix entlang des peritubuldren Dentins elektronenmikroskopisch deutlich

ausgepréagter, als im intertubuldren Anteil.

1.3.1 Das dullere kariose Dentin

Die duBlere, bakteriell infizierte, devitale, nicht remineralisierbare und weichere Kariesschicht ist
mit 0,5 % basischer Fuchsin/Propylenglycol Losung anfdrb- und damit darstellbar. Diese kann
auch von Elementen, wie Zink und Zinn, die Bestandteile von Amalgamfiillungen darstellen
(Kurosaki und Fusayama, 1973) penetriert werden. Thre Kollagenstruktur weist eine deutlich
andere Morphologie auf, als die der zweiten kariosen Dentinschicht und die der im gesunden
Dentin vorhandenen Kollagene auf (siche hierzu Kapitel 1.3.2.). Hier sind viele Dentintubuli mit
Bakterien besiedelt und das peritubuldre Dentin ist aufgelost (Anderson und Chabeneau, 1985;
Anderson et al., 1985; Wirthlin, 1970).

Die Kollagenmatrix des intertubuldren Dentins zeigt in ithrer Struktur starke Abweichungen zu
der im gesunden Dentin. Thre anorganische Struktur weist ebenfalls starke Unterschiede im
Vergleich zum gesunden Dentin auf. So finden sich granuladhnliche Kristalle, die irregulér
verteilt sind und scheinbar keinen Bezug zum Kollagen aufweisen. Sie ist irreparabel geschidigt
und muss folglich restlos entfernt werden, um eine dauerhafte und sinnvolle Fiillungstherapie des

Zahnes durchfiihren zu konnen (Fusayama, 1980).

1.3.2 Das innere kariose Dentin

Sie ist die tiefere, nicht infizierte, vitale, remineralisierbare, hértere und nicht anfiarbbare

Dentinschicht, die bei Exkavation zu schonen ist, was Habib et al. (1975) und Kurosaki et al.

(1977) bereits therapeutisch beriicksichtigten. Die anorganische Struktur besitzt Apatitkristalle,
welche reguldr an Kollagenstrukturen gebunden sind. Wesentlicher Unterschied zum gesunden
Dentin ist die geringere Dichte anorganischen Materials. Dies ist auf Bakterienprodukte

zuriickzufiihren, die in unmittelbarer Nachbarschaft liegen, jedoch diese Schicht noch nicht
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infiltriert haben (Fusayama et al., 1966).

Es ist beobachtet worden, dass in einer Dentinkaries die tiefergelegene karidse Schicht im
Gegensatz zur duleren Schicht, eine intakte organische Matrix mit unversehrten Kollagenfasern
und intakten Odontoblastenfortsdtzen in den Dentintubuli enthélt (Kuboki et al., 1977; Ohgushi
und Fusayama, 1975). Somit weist sie eine normale organische Struktur auf, die derjenigen
gesunden Dentins dhnelt. Der intakte Kollagenrahmen dieser inneren Schicht besitzt, vor allem
durch die Prdsenz von Odontoblastenfortsdtzen in den Dentintubuli, die Moglichkeit,
remineralisiert zu werden (Miyauchi et al., 1978), wihrend die Remineralisation der dulleren

kariosen Schicht unmoglich ist (Kato und Fusayama, 1970).

1.4 Biochemische Analyse der zwei Schichten kariosen Dentins

Die biochemische Zusammensetzung der zwei Kariesschichten wurde von Kuboki et al. (1977)
intensiv untersucht. Dabei wurde kein Unterschied in der Bilanz der Aminosduren im gesunden
Dentin sowie in den Schichten karidsen Dentins gefunden. Ein Vergleich von
Saulenchromatographien zeigte jedoch deutlich Unterschiede in den zwei karidsen Schichten und
im gesunden Dentin in Bezug auf die Quervernetzungskomponenten des Kollagens (siehe 1.5.)
(Armstrong, 1961; Kleter et al., 1998).

Verglichen mit gesundem Dentin wies die innere karidse Schicht Verdnderungen in den
Quervernetzungskomponenten auf. Es zeigte sich eine beginnende Kollagendegradation, bedingt
durch die Verschiebung des pH-Wertes in den sauren Bereich. Diese Verdnderungen sind jedoch
so initial, dass nach Neutralisation des sauren pH-Wertes das Kollagen seine Ausgangsstruktur
und -zusammensetzung wieder annimmt.

In der duBeren karidosen Schicht sind hingegen die Quervernetzungskomponenten und deren
Vorstufen stark vermindert (Kuboki et al., 1977; Kleter et al., 1998) und die Kollagenstrukturen
folglich irreversibel zerstort.

Diese biochemischen Kenntnisse decken sich mit elektronenmikroskopischen Untersuchungen
(Johansen und Parks, 1961; Ogawa et al., 1983; Ohgushi und Fusayama, 1975). Hier zeigen sich
die typischen ,,cross-band‘“-Strukturen und Interbanden der Kollagenfibrillen nur in der inneren
kariosen Schicht und im gesunden Dentin. FEine Remineralisation kann nur in der inneren
kariosen Schicht mit den hier vorliegenden reversiblen Kollagenverdnderungen stattfinden

(Schinichi und Fusayama, 1967; Miyauchi et al., 1978).
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1.5 Proteine in humanem Dentin

1.5.1 Struktur und Aufbau von Proteinen

Dentin ist zu 70 % mineralisch, 10 % betrdgt der Wasseranteil und 20 % macht der organische
Anteil aus. Dieser organische Teil besteht zu 18 % aus Kollagen und zu 2 % aus nicht-
kollagendsen Komponenten wie Chondroitinsulfaten, anderen Proteoglykanen und Phosphorinen

(Beeley et al., 2000).

1.5.2 Struktur und Aufbau von Kollagen

Kollagen ist ein sehr ungewohnliches Protein, das sich strukturell von den anderen bekannten
Proteinen abgrenzt. Es besteht zu einem Drittel aus Glycin, einer Aminosdure, die keine
Seitenketten besitzt und zeigt in 95 % seiner, aus etwa 1050 Aminosduren bestehenden
Peptidketten, die regelmiBige Sequenz Gly-X-Y (Timpl, 1977). Neben dieser regelmifBigen
Struktur gibt es sowohl am Amino- als auch am Carboxylende der Peptidkette kurze Segmente
(9-25 Aminosduren), die nicht in jeder dritten Position der Peptidkette Glycin aufweisen.
AulBlerdem weist Kollagen grofle Mengen der Aminoséduren Prolin und 4-Hydroxyprolin auf, die
dem Protein eine zusitzliche Stabilitit verleithen, wobei Hydroxyprolin und das ebenso
auftretende Hydroxylysin Produkte einer posttranslationalen Modifikation darstellen (Verdnder-
ungen an den Aminosduren, die erst nach ihrer Synthese erfolgen). Diese Modifikation hat eine
sehr wichtige Funktion, da sich die Schmelztemperatur der Tripelhelix im hydrolysierten Zustand
von 25°C auf 37°C, also Korpertemperatur, erhoht (Timpl, 1977). Ein weiterer Unterschied zu
vielen anderen globuldren Proteinen besteht in der Anordnung der Seitenketten. Im Kollagen
liegen die Aminosduren X und Y in der Triplettsequenz an der Oberflache der Tripelhelix und
weisen mit ihren teilweise groflen hydrophoben oder polaren Seitenketten nach auflen. Bei vielen
anderen liegen diese im Inneren.

Von den 4 Kollagentypen finden sich in der Dentinmatrix 90-95 % Kollagen Typ I. Das
Bindegewebe der infizierten Pulpahdhle besteht zudem noch aus Kollagen Typ III, das im Dentin
kaum nachzuweisen ist (Kollagen Typ II und IV sind Bestandteile von Knorpelgewebe und
Basalmembranen). Nach Karjalainen et al. (1986) bilden die Kollagenfibrillen eine
Zellmigrationsbarriere zum Schutz der noch intakten Gewebsanteile. Im Falle des Kollagens

geschieht die Fibrillenbildung durch eine Seit-an-Seit Anordnung der Topokollageneinheiten
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(Beeley et al., 2000). Kollagen stellt hierfiir ein besonders interessantes Faserprotein dar, das
durch seine relative Gro3e selbst lichtmikroskopisch als Faserbiindel oder Faser sichtbar ist und
je nach Gewebe in voéllig verschiedenen rdumlichen Anordnungen vorliegt. So besteht zum
Beispiel ein liberaus grofler Unterschied zwischen einem sehr losen Fasernetzwerk in lockerem
Bindegewebe und der sehr harten und hochfesten Anordnung in menschlichem Dentin, wo die
Fibrillen eine dichtes Netzwerk bilden, welches dann mineralisiert (Beeley et al., 2000). Hierbei
kann der Durchmesser der Fasern von 2 bis 200 pum variieren (Kiihn, 1970). Eine Fibrille
dagegen liegt dann schon an der Grenze des lichtmikroskopischen Auflésungsvermdgens und die
ndchst kleineren Baueinheiten sind nur noch mit Hilfe eines Elektronenmikroskops sichtbar. Die
Synthese von Kollagen erfolgt, wie fiir jedes andere Protein, in der Zelle, wihrend der Aufbau
des Fasernetzwerkes dann im Extrazelluldrraum stattfindet. Dabei laufen 2 unterschiedliche
Entwicklungsschritte ab:
1. die Aggregation der Kollagenmolekiile zu Fibrillen und
2. die mechanische Verfestigung der Fibrillen, die sie dann auch unldslich macht.

Diese Fibrillen sind zwar zundchst noch in Neutralsalzlosungen oder verdiinnten Sduren 16slich,
gehen dann aber langsam in einen unldslichen Zustand iiber. Hierfiir verantwortlich ist die
Ausbildung von kovalenten intermolekularen Bindungen, die die Polypeptidketten innerhalb des
Fibrillenverbandes miteinander quervernetzen. Diese Bindungen verleihen den Fibrillen
gleichzeitig ihre mechanische Stabilitit, die sie fiir ihre physiologische Funktion als Stiitz- und
Gerlistsubstanz im jeweiligen Gewebe benétigen. Vergleichende Untersuchungen haben gezeigt,
dass Kollagenfibrillen aus verschiedenen Bindegeweben verschiedene Quervernetzungszustéinde

aufweisen.
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1.6 Die Kollagenquervernetzungskomponenten (Cross-links) des ausgereiften Kollagens als

Marker des Kollagenstoffwechsels

1.6.1 Kollagenbildung und-abbau

Die organische Matrix des Dentins und Knochens besteht zu 90 % aus Kollagen Typ 1. 10 %
stellen nicht-kollagene Matrixproteine dar, zu denen im Knochen beispielsweise Osteocalcin und
Osteopontin zdhlen. Kollagen Typ I wird von aktivierten Osteoblasten (und Fibroblasten)
iiberwiegend in ihrer Proliferationsphase gebildet und in den Extrazelluldrraum sezerniert. In der
Reifungsphase der Osteoblasten, in der das Kollagen in die Osteoidsdume eingelagert wird,
iiberwiegt die Expression der alkalischen Phosphatase. In der Mineralisationsphase stellt
Osteocalcin das Hauptprodukt der Osteoblasten dar.

Kollagen Typ I ist ein Heterotrimer aus drei Polypeptid-Ketten (a- Ketten), zwei al- Ketten und
einer a2- Kette, die eine Tripel-Helix ausbilden. Am Amino- und Carboxyterminalen (N- und C-
terminalen) Ende der Peptidketten befinden sich nicht-helicale Telopeptide (mit 16 bzw. 25
Aminosduren), die fiir die Quervernetzung der Kollagen-Tripelhelix-Molekiile untereinander von
entscheidender Bedeutung sind. Die Telopeptide stellen dariiber hinaus die am meisten
immunogen wirkenden Regionen des Kollagenmolekiils dar (Munksgaard und Moe, 1980). Die
Kollagenbildung beginnt intrazelluldr mit der Synthese eines Prokollagen-Molekiils, wobei Pro-
al- und Pro-a2-Ketten gleichzeitig synthetisiert werden. Das N-terminale Propeptid des Typ I
Pro-Kollagen (PINP) ist notwendig flir den intrazelluliren Transport ins endoplasmatische
Retikulum. Von dort erfolgt der Weitertransport in den Golgi-Apparat und schlielich die
Exozytose des Molekiils iiber spezifische sekretorische Vesikel. Das C-terminale Propeptid
(PICP) ist cysteinreich und bildet Disulfidbriicken zwischen jeweils drei a-Ketten aus. Die
Ausbildung der Disulfidbriicken ist entscheidend fiir die Aggregation der a-Ketten und fiir die
Entwicklung der Tripel-Helix.

Nach Exozytose des Prokollagen-Molekiils werden extrazellulédr die beiden N- und C- terminalen
Propeptide durch spezielle Proteasen abgespalten. Die Menge der Propeptide entspricht somit der
Menge des neu gebildeten Kollagens. Aufgrund unterschiedlicher hydrophober und hydrophiler
Sequenzregionen mit negativen und positiven Ladungsschwerpunkten lagern sich die 280 nm
langen Kollagenmolekiile jeweils mit einem Versatz von 70 nm zu pentameren Mikrofibrillen
zusammen. Diese Parallelaggregation wird durch die Ausbildung von Quervernetzungen (sog.

,,Cross-links*) nochmals deutlich stabilisiert. Die ,,Cross-links* sind kovalente Bindungen, die
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z.B. zwischen Lysin- und Hydroxylysin-Aminosduren ausgebildet werden.

Zwei Bildungswege der ,,Cross-links® werden unterschieden. In Haut, Cornea und Skleren
entstehen sie aus Allysin (Aldehyd des Lysins). Im Knochen ist Hydroxyallysin (Aldehyd des
Hydroxylysins) die prddominante Aminoséure, die an der Bildung der ,,Cross-links* beteiligt ist.
Die Aldehyde werden unter Wirkung des Enzyms Lysyloxidase gebildet. Jeweils eine Lysin-
oder Hydroxylysin-Aminosdure befindet sich im N- und C-terminalen Telopeptid sowie zwei
weitere im helikalen Bereich des Kollagens an Position 87 und 930. Aus 2 Hydroxyallysin-
Molekiilen und 1 Lysin- bzw. Hydroxylysin- Aminosduren entstehen Deoxypyridinolin (oder
Lysyl-Pyridinolin, DPD) bzw. Pyridinolin (oder Hydroxylysyl-Pyridinolin, PYD). Diese
Molekiile sind keiner enzymatischen Spaltung mehr zugédnglich. Es werden jeweils zwei Lysine
der al-Ketten aus der Telopeptid-Region eines Kollagen-Molekiils mit einem Lysin aus der
helikalen Region eines zweiten Kollagen-Molekiils miteinander zu einem Pyridinolin vernetzt.
Dartiber hinaus existieren auch andere Strukturformen der ,,Cross-links®, z.B. Pyrrole als Produkt
des Hydroxylysin Bildungswegs, die jedoch im Gegensatz zu den Pyridinolinen instabil sind.
Pyrrole finden sich vor allem im Bereich der N-terminalen Telopeptide. Weitere ,,Cross-links*
unter Einbeziehung der Aminosédure Histidin finden sich z.B. in Typ I Kollagenen der Haut. Der
im Rahmen sowohl des physiologischen Remodellings als auch bei pathologischen Prozessen
stattfindende enzymatische Kollagenabbau wird durch verschiedene Proteasen gesteuert. Diese
Kollagenasen sind teilweise organspezifisch und weisen unterschiedliche Merkmale beziiglich
ihrer kollagenolytischen Fiahigkeiten auf.

Weitere Kollagenasen, die nicht knochenspezifisch sind, sind Metalloproteinasen. Insbesondere
im Bereich der Telopeptide entstehen durch diese Kollagenasen andere als durch Kathepsin K
gebildete Spaltprodukte. Diese unterschiedlichen Degradationsprodukte der Telopeptide werden

von verschiedenen Immunoassays speziell detektiert.

1.6.2 Pyridinoline

Die Pyridinolin- und Hydroxypyridinolin-,,Cross-links* bilden sich wihrend des extrazellulér
stattfindenden Reifungsprozesses fibrillarer Kollagene. Daher reflektiert der Nachweis dieser
,Cross-links* (im Gegensatz zu Hydroxyprolin) den Abbau des reifen, bereits in ein Gewebe
inkorporierten Kollagens. Pyridinoline finden sich in Serum und Urin als freie oder
peptidgebundene Formen. Der Nachweis der gebundenen Pyridinoline erfolgt nach Abspaltung
der Peptide durch Hydrolyse (in vitro).
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Die kovalenten intra- und intermolekularen Quervernetzungskomponenten (Cross-links)
zwischen Kollagenmolekiilen in makromolekularen Fibrillen sind essentielle Bestandteile der
Knochen-, Dentin- und Bindegewebsmatrix (Scott, 1980).

Hydroxylysylpyridinolin (HP) und Lysylpyridinolin (LP), auch Desoxypyridinolin (DPD) und
Pyridinolin (PYD) genannt, sind die zwei nicht reduzierbaren intermolekularen
Quervernetzungskomponenten des Kollagens, die durch posttranslationale Modifikation der
Hydroxylysyl- und Lysylreste wihrend der Kollagenreifung an den sogenannten Telopeptiden in
den Kollagenketten entstehen (Eyre et al., 1987).

HP ist ein Derivat aus drei Hydroxylysinresten und ldsst sich in nahezu allen ausgereiften
Geweben, die Kollagen der Typen I, II, III und IV enthalten, nachweisen (z.B. Sehnen, Knorpel,
Zéhne und Knochen). LP besteht aus zwei Hydroxylysinresten und einem Lysinrest und kommt
hauptsdchlich in Knochen und Dentin vor (Wu et al., 1992). Die Strukturformeln von HP und LP
sind in Abbildung 2 schematisch dargestellt.

C -terminales
Telopeptid

Abbildung 3: Cross-link-Verbindungen zwischen benachbarten Kollagenketten

(aus Knott und Bailey, 1998)

Das Kollagen besteht aus einer durch zwei o-(I)-Ketten und einer o-(II)-Kette gebildeten
Doppelhelix. Es sind mindestens vierzehn Kollagentypen beschrieben, die sich in Primérstruktur,
Quervernetzung und posttranslationaler Modifikation unterscheiden. Thr Grundaufbau, aus einer
helikalen Doméne, einer Propeptiddomine und einer Teloproptiddomine, ist jedoch identisch

(Kuboki et al., 1993).
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Die Knochen- und Dentinproteinmatrix besteht zu 85-90 % aus Kollagen Typ 1. Die Ausbildung
von Cross-links in der extrazelluldren Matrix stellt dabei eine besondere Modifikation dar. Diese
Quervernetzung entsteht in einem zeitabhéngigen Prozess, der einige Tage bis Wochen andauert
und in Abhidngigkeit vom Ausmall der Kollagenreifung durch die Wirkung des Enzyms
Lysyloxidase steht. Lysyloxidase wirkt dabei auf die spezifischen Lysin-bzw. Hydroxylysinreste

im Bereich der Telopeptidregion, sowie der Helix.

NH NH
(I:Hféo éHi/w(o
[ COH | OH
CHp 0 CH2 0
LN I
HO CHo-CHy-CH "CH HD CHp-CHp-CH CH
I
NH5 NH;
Wz H 7 H
H '-,ll/' 5 hll o
CHZ—(ISH—CHQ—CHZ—(I:HJ{OH CHQ—CHZ—CHz—CHz—?Hf[CH
OH NH- NH,
Pyridinolin / LP Desoxypyridinolin / HP

Abbildung 4: Chemische Struktur von Pyridinolin und Desoxypyridinolin
(aus Knott und Bailey, 1998)

Der chromatographische Nachweis beruht allein auf der natiirlichen Fluoreszenz der peptidfreien
Pyridiniumkomponenten. Zundchst wird eine komplette Hydrolyse des Probematerials
notwendig, um den Gehalt an Cross-links zu bestimmen. Dadurch wird die peptidgebundene
Fraktion in freie, fluoreszierende Derivate umgewandelt. Nach Anreicherung durch eine
vorgeschaltete Adsorptionschromatographie werden die Proben mittels Hochempfindlichkeits-
Fliissigkeitschromatographie (HPLC) aufgetrennt, wobei HP und LP gemd/&%(,,§%&/ ihren

unterschiedlichen Retentionszeiten quantitativ bestimmt werden konnen.
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1.7 Hydroxylysylpyridinolin (HP) und Lysylpyridinolin (LP)

Hydroxylysylpyridinolin (HP) und Lysylpyridinolin (LP) sind die beiden nicht reduzierbaren
Quervernetzungskomponenten zwischen den Kollagenfibrillen in makromolekularen Fasern
gesunden Dentins. Diese sogenannten Cross-links oder Crossbands finden sich jedoch auch
vergleichbar mit denen gesunden Dentins in der zweiten karidsen Schicht wieder (Kuboki et al.,
1977). Sie sind zugleich allgemein akzeptierte Marker fir die Kollagendegradation
mineralisierter Gewebe (Acil et al., 1995). In humanem Dentin ist die Menge von HP bzw. LP

eng mit dem Kollagengehalt korreliert (Rivera und Yamauchi, 1993).
1.8 Hydroxyprolin

Eine weitere Methode, mit der allgemein anerkannt die Kollagendegradation bestimmt werden
kann, ist die Bestimmung von Hydroxyprolin im reifen Kollagen (Levine, 1971, 1972).
Hydroxyprolin entsteht intrazelluldr wéhrend der Kollagenbildung durch die posttranslationale

Hydroxylierung von Prolin.

i
H_(I:_(I:_H
H—C - —COOH

H HH

Hydroxyprolin
Abbildung S: Chemische Struktur von Hydroxyprolin (aus Knott und Bailey, 1998)
1.9 Herkommliche Standardverfahren der Kariesentfernung

Die Diagnose, ob erweichtes bzw. karidses Dentin vorliegt, wird in der Praxis in der Regel nach
visuell-taktilen =~ Gesichtspunkten beurteilt (Imfeld et al., 1990). Das erweichte Dentin wird
hierbei durch Kratzen mit der Sonde erkannt und bei Erweichung mit niedrigtourigen
Rosenbohrern oder mit Handexkavatoren nach hochtouriger Eroffnung der teilweise vom

Zahnschmelz bedeckten Lasion entfernt. Der Endpunkt dieser Behandlung ist dann erreicht, wenn
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der Behandler durch das typische klirrende Kratzgerdusch (sog. ,,Crie dentaire®) der Sonde auf
hartes und glattes Dentin gestoBBen ist. Dies spricht fiir gesundes und kariesfreies Dentin. Hierbei
kann er jedoch nicht ausschlieen, dass sich noch kleinere karidse Dentinarreale zuriickgeblieben
sind. Sollten diese residualen Kariesstellen auch nur punktuell sein, kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass sie dreidimensional groBere Ausmalle annehmen.

Als zusitzliches Kriterium wird meistens die Verfarbung des Dentins mit herangezogen. So
deuten stark verfarbte oder entfdrbte Bereiche in der Regel auf karidses Dentin hin.

Aus dieser Beschreibung geht hervor, dass die Entfernung von kariésem Dentin stark subjektiven
Kriterien unterworfen ist (Anderson und Charbeneau, 1985). So gibt es z.B. keine
standardisierten Werte fiir Sondengréfle und Sondendruck. Auch das Klirren der Sonde verlangt
vom Behandler ein gewisses MaB3 an Routine und Erfahrung und ist somit ebenfalls nicht
objektiv. Vielmehr geht aus verschiedenen Studien hervor, dass eben eine Verfarbung des Dentin
nicht zwangsldufig kariésen Ursprungs sein muss (Kurosaki und Fusayama, 1973).

So kann es z.B. zur Einlagerung von Metallionen in das Kollagengefiige kommen. Diese rufen
dann eine dhnliche Verfarbung wie bei einer Karies hervor, obwohl das Dentin gesund, kariesfrei
und somit erhaltungswiirdig ist.

Auch eine Uberexcavation ist nicht ausgeschlossen und es werden oft Dentinbereiche mit

entfernt, die remineralisierbar und somit erhaltungswiirdig wiren.

1.10 Chemo-mechanische Verfahren der Kariesentfernung

Es wird angenommen, dass chemo-mechanische Verfahren zur Kariesentfernung helfen,
denaturiertes Kollagen in der kariosen Lasion aufzulosen und intaktes Kollagen innerhalb der
Liasion erhalten werden kann. Dieses Dentin hitte dann die Moglichkeit zu remineralisieren, was
im Gegensatz zu der aggressiveren traditionellen Kariesentfernung stiinde, bei der diese exakte
Abgrenzung zwischen dauerhaft- und reversibel geschiddigtem Dentin nicht moglich ist. Zu
diesen chemo-mechanischen Verfahren kann man nach der Chronologie ihrer Entwicklung die N-

M

Monochlorglycinsiure, auf dessen chemischer Grundlage spiter das so genannte Caridex”

erschienen ist und das in dieser Studie untersuchte Carisolv'" zihlen.

1.10.1 N-Monochlorglycinsiure (NMG)

Schutzbank et al. (1975) und Kronman et al. (1977) beschrieben erstmalig eine solche chemo-

mechanische Kariesentfernung, indem sie zeigten, dass die N-Monochlorglycinsdure (NMG,
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GK101) karidses Dentin anlosen kann. Die sekundire und quaterndre Struktur des denaturierten
Kollagens wird dabei durch Aufbrechen von Wasserstoftbriickenbindungen zerstort (Kremers
und Kniha, 1988). Dies ermdglichte dann die minimal invasive stumpfe mechanische Entfernung
des kariosen Dentins.

Schutzbank et al. (1978) zeigten, dass mit dem ethylierten Derivat von GK 101 (NMG), dem GK
101 E (NMAB, N-monochloro-DL-2-Aminobutyrat) eine Steigerung der Geschwindigkeit einer
chemo-mechanischen Kariesentfernung moglich wiare, wobei sich hierbei nach Yip et al. (1995)
vor allem in der Kariesbehandlung von Zahnen der primédren Dentition eine erhohte Wirksamkeit

und praktischer Nutzen ergibt.

1.10.2 Caridex™ (GK101)

Ein auf dieser Entwicklung basierendes System zur chemo-mechanischen Kariesentfernung kam

1984, zugelassen unter dem Namen Caridex ", in den USA auf den Markt. Erfreulich bei dieser

Methode war die hohe Patientenakzeptanz durch die signifikant schmerzfreiere Behandlung
(Anusavice und Kinchelde, 1987; Kremers und Kniha, 1988; Tavares et al., 1988) und das
Ausbleiben des typischen Bohrergerdusches. Dementsprechend war auch wesentlich weniger
Lokalandsthesie notig oder wurde sogar in den meisten Féllen génzlich iiberfliissig (Roth und
Domnick, 1989). Es wurde also die Mdglichkeit eines deutlich entspannteren Patienten-Zahnarzt
Verhiltnisses geschaffen, das gerade in der pddiatrischen Zahnmedizin eine bedeutende Rolle
spielt (Brannstrom et al., 1980).

Dieses System basierte auf einem unspezifischen proteolytischen Effekt von Natriumhypochlorit
(NaOCl), dem zur Herabsetzung seiner aggressiven Wirkung auf die gesunde Dentinschicht eine
Aminosdure zugegeben wurde (Habib et al., 1975).

Der Wirkungsmechanismus von GK-101E (NMAB) besteht in der Chlorierung partiell
denaturierten Kollagens in kariésem Dentin und der Konversion von Hydroxyprolin in Pyrrol-2-
Carboxyl-Séure. Diese initiiert eine Disruption des geschéddigten Kollagens in einer Dentinkaries,
welche dadurch leichter ablds- und entfernbar wurde (Kronman et al., 1977). Nach Kurosaki et al.
(1977) wird eine selektive Ablosung nur der duBeren irreversibel geschadigten
Dentinkariesschicht ohne nennenswerte Schadigung des darunterliegenden Gewebes
einschlieBlich der Pulpa (Kronman et al., 1976) und ohne Verdnderung des Mineralisationsgrades
(Sakae et al., 1988) und mineralischen Bestandteile (Yip et al., 1995) des bleibenden Dentins

erreicht. Die Effektivitiit beziiglich der restlosen Kariesentfernung durch Caridex " wurde viel

und kontrovers diskutiert. Wahrend Kremers und Kniha (1988) eine, bis auf vereinzelt kleinere,
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rotierend zu entfernende Verfarbungen im Randbereich der kariosen Liasionen, in allen Féllen
erreichte Kariesfreiheit beschrieben, kommen Roth und Domnick (1989) bei alleiniger

Anwendung von Caridex™™ durch verbleibende Karies an der Schmelz-Dentingrenze und

teilweise sogar grofleren Resten erweichten Dentins (Scheutzel, 1989) zu keinem befriedigenden
Exkavationsergebnis. Das machte diese Behandlungsform fiir eine routinemaflige Anwendung im
Praxisbetrieb noch wesentlich verbesserungsbediirftig.

Barwart et al. (1991) konnten sogar keinerlei Behandlungserleichterung in Bezug auf die Menge
der Exkavationsziige, den Anpressdruck und die benétigte Behandlungszeit von GK 101 im
direkten Vergleich mit einer reinen Behandlung unter Wasserspiilung feststellen.

Positiv bewertet wurde das Caridex ' -System jedoch wiederum in Hinblick auf die

Moglichkeiten einer anschlieenden konservierenden Fiillungsversorgung. Nach Studien mit
Abrissversuchen von Mclnnes-Ledoux et al. (1986) und Wolski et al. (1989) findet sich auf dem
Dentin kein Smear-layer, wie er nach konventioneller Methode mit dem Rosenbohrer entsteht,
sondern eine rauhe Oberflachentextur mit zum Teil elektronenmikroskopisch sichtbaren offenen
Dentintubuli. Diese ermoglichte eine bessere Haftung verschiedener untersuchter
Bondingsysteme unter anderem auch durch eine bessere Benetzbarkeit, indem die
Oberflachenspannung des chemomechanisch behandelten Dentins nach Emanuel und Broome
(1988) fast doppelt so hoch war, wie die rotierend behandelten Dentins.

Letztlich hatte sich jedoch diese Art der Kariestherapie aufgrund seines deutlich hdheren

zeitlichen, finanziellen und apparativen Aufwands nicht durchsetzen konnen (Bader et al., 1998).

1.10.3 Carisolv™

Carisolv™ soll diesbeziiglich nach Herstellerangaben eine Weiterentwicklung des Caridex ' -

Systems darstellen und eine hohere Effektivitit aufweisen.

™

Zwar konnten erste In-vitro-Studien iiber Carisolv — eine erhohte Wirksamkeit im Vergleich zu

einem Plazebogel zeigen (Ericson, 1998) und es liegen auch Informationen beziiglich einer hohen
Sicherheit und Effektivitit dieses Verfahrens vor (Ericson et al., 1999), jedoch kann die
Verlésslichkeit dieses Systems in bezug auf Residualkaries (Cederlund et al., 1999) und ein
mogliches Wiederauftreten (Rezidiv oder Sekundérkaries) behandelter und entfernter Karies erst
nach weiteren durchgefiihrten objektiven Kariesuntersuchungen und Longitudinalstudien

verlésslich beurteilt werden.
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Der Wirkungsmechanismus von Carisolv'" basiert ebenfalls auf der Chlorierung der
Kollagenmolekiile durch das Natriumhypochlorit, wobei es durch die drei enthaltenen
Aminosduren in seiner chemischen Aggressivitit abgeschwicht wird (Baker, 1947). Dies soll
eine selektive Ablosung des kariosen Dentins gewdahrleisten, wiahrend gesundes intaktes Dentin
verschont bleibt (Beeley et al., 2000; Hannig, 1999). Auch durch den Gebrauch von Carisolv ™
entsteht eine Oberflichentextur, die, wie beim Vorgédnger Caridex™, rauer ist und somit einem
Bondingsystem eine bessere Haftung ermoglicht (Wennerberg et al., 1999; Splieth et al., 1999).
Beziiglich der Schmerzempfindung fiir den Patienten, des Behandlungskomforts und der
Effektivitit von Carisolv'", wurden in verschiedenen Studien mit Caridex " vergleichbare
Ergebnisse angegeben. So ist das subjektive (Ericson et al., 1999) und objektive (Braun et al.,
2000) Schmerzempfinden bei Kariesexkavation mittels Carisolv™ deutlich geringer, als bei
konventioneller Behandlung und der Behandlungskomfort durch eine deutlich entspanntere
Behandlungssituation signifikant gesteigert. Es fand sich allerdings auch nach Carisolv ™" -
Therapie noch deutliche Residualkaries an der Schmelz-Dentingrenze (Cederlund et al., 1999).
Daher ist es in Féllen tiefer ausgebreiteter Karies unerldsslich, die eventuell noch vorhandene
Deckschicht aus Zahnschmelz mit einem rotierenden Instrument mechanisch zu entfernen (Bader
et al.,, 1998), um eine klinisch ausreichende Darstellbarkeit der Kavitdt zu schaffen und eben

diese Karies an der Schmelz-Dentingrenze zu beseitigen.

1.11 Fragestellung

Mit der vorliegenden Untersuchung sollte die Frage geklart werden, ob eine selektive
Kariesentfernung mit Carisolv ™" tatsidchlich mdglich ist. Im Rahmen einer In-vitro-Studie wurde
die Kollagenstruktur im residualen Dentin am Kavitdtenboden nach chemo-mechanischer
Kariesentferenung mit Carisolv’" biochemisch analysiert und mit derjenigen nach
konventioneller Kariestherapie verglichen. Es wurden Versuchsreihen sowohl an Zdhnen der

primiren als auch der permanenten Dentition durchgefiihrt.
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2. Material und Methoden

2.1 Untersuchungsvorbereitungen

In der Klinik fiir Mund- Kiefer- und Gesichtschirurgie (bis 2002 Direktor Prof. Dr. Dr. F. Hérle)
der Christian-Albrechts-Universitdt zu Kiel sowie bei niedergelassenen Zahnidrzten wurden
kariesfreie sowie kariose Zdhne gesammelt, die extrahiert worden waren. Diese wurden sofort
nach der Extraktion in 0,1%iger Natriumacidlosung bis zur weiteren Verwendung bei 4°C
gelagert. Nachdem die Sammlung abgeschlossen war, wurden die Zdhne auf ihre Tauglichkeit hin
tiberpriift, d.h. es wurde visuell und taktil untersucht, ob eine Dentinkaries vorliegt und welches
Ausmal} diese besitzt. Die nicht geeigneten Zdhne wurden verworfen. Des weiteren wurden

solche Zéhne nicht verwendet, bei denen mit Sicherheit eine Pulpabeteiligung zu erwarten war.

2.2 Carisolv ™

Die Karies wurde chemo-mechanisch mittels Carisolv'" (Medi Team AB, Sivedalen, Schweden)

entsprechend den Herstellerangaben, in den dafiir vorgesehenen Einwegampullen vermischt und
mit speziellen Handinstrumenten entfernt. Hierbei wurde exakt auf die Einhaltung der vom

Hersteller vorgeschriebenen Mischungs- und Verarbeitungszeit von 20 Minuten geachtet.
2.2.1 Klinisches Vorgehen

Das Carisolv'® Gel soll nach Herstellerinformation weder gesundes Dentin noch das
Weichgewebe beeintrachtigen. Genauso wenig soll es den Zahnschmelz angreifen. Somit sollte
Carisolv™ in Kombination mit dem Bohrer oder alternativen Techniken eingesetzt werden

(Morrow et al., 2000; Maragakis et al., 2001; Munshi et al., 2001).

Deshalb wird in der Regel zundchst mit konventionellen rotierenden Instrumenten durch
Entfernung nicht dentingestiitzter Schmelzareale ein Zugang zum karidsen Dentin ermdglicht

(Abb. 6).
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Abbildung 6: Schmelzentfernung mittels Bohrer

AnschlieBend wird die Karies in der Kavitit mit dem Carisolv"™" Gel bedeckt und es wird 20

Sekunden gewartet, bis das karidse Dentin erweicht ist (Abb. 7).

-

i
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Abbildung 7: Chemische Erweichung des karidsen Dentins

Die erweichte Karies kann nun mit Hilfe der Carisolv'"" Handinstrumente ausgeschabt werden

(Abb. 8).

te:
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Abbildung 8: Ausschabung der ersten kariésen Dentinschicht mit speziellen Handinstrumenten

Diese Schritte werden solange wiederholt, bis sich kein karidses Dentin mehr entfernen lasst.

AnschlieBend kann die Kavitdt mit einer Fiillung verschlossen werden (Abb. 9).
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|1

Abbildung 9: Fiillungsverschluss der Kavitét

(alle Abbildungen in Anlehnung an Dentares-online)

2.3 Sammlung der Untersuchungsproben

Jeweils 35 Zidhne der permanenten und der primdren Dentition mit Dentinkaries ohne
Pulpabeteiligung standen aus der Region Kiel und Oldenburg in Oldenburg mit Umland zur
Verfiigung. Die frisch extrahierten Zdahne wurden iiber kurze Zeit in 0,1 % Natriumacid als
Antiseptikum in physiologischer Kochsalzlésung bei 4° C aufbewahrt. Die zu untersuchenden
Zéhne wurden longitudinal durch den jeweiligen Kariesdefekt mittels einer diamantierten
Trennscheibe unter Wasserkiihlung gespalten. Um die beiden Schichten kariosen Dentins
abgrenzen zu konnen, wurde nach der Spaltung eine der beiden Sektionsflichen mit 0,5 %
Fuchsin-Propylenglycollosung benetzt und mit Natriumchlorid gespiilt. Hierbei wurde der
Kariesdetektor mittels Schaumstoffpellets auf die kariosen Bereiche aufgetragen. Nun wurde je
nach Herstellerangaben zwischen 10 - 40 Sekunden gewartet und die Kavitdt dann mit Wasser
griindlich gespiilt und getrocknet.

Die eventuell noch vorhandene Schmelzschicht wurde vor Kariesexcavation mit einem roten
Winkelstiick und grobkérnigem Diamanten hochtourig unter Wasserkiihlung entfernt. Das so

M

freigelegte karidse Dentin wurde daraufhin mittels Carisolv'" und den dafiir vorgesehenen

Handinstrumenten nach Herstellerangaben exkaviert und in einem Probebehélter gesammelt.
Dieses Vorgehen wurde nun bei den restlichen karidsen Zihnen sowohl der priméren, als auch
der sekundédren Dentition wiederholt, die Proben gesammelt, gepoolt und im Kiihlschrank bei

™

4°C gelagert (kariose Dentinprobe). Der Endpunkt der Kariesentfernung mit Carisolv = war

dann erreicht, wenn sich kein weiteres Material aus der Lasion mehr entfernen lie3. Die fehlende

Eintriibung des Gels in der Kavitdt wurde als weiteres Kriterium herangezogen. Die Zeit fiir eine
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derartige Kariesentfernung betrug zwischen 4 und 39 Minuten. Wurden 20 Minuten

tiberschritten, wurde eine neue Ampulle Carisolv'" verwendet.

AnschlieBend wurde eine weitere diinne Schicht Dentin am Kavitdtenboden niedertourig mit
einem Rosenbohrer und griinem Winkelstiick bei 350-450 U/min exkaviert (/. residuale
Dentinprobe). Der Endpunkt fiir diese Mallnahme war dann erreicht, wenn der Behandler und
zwei Untersucher unabhédngig voneinander und iibereinstimmend festgestellt hatten, dass der
Kavitdtenboden nach klinisch optischen und taktilen Gesichtspunkten sondenfest und kariesfrei
(Kuhhornsonde, Hu-Friedy, Leimen) war.

AbschlieBend wurde eine zusitzliche Dentinprobe vom Kavitdtenboden ebenfalls niedertourig
mit dem Rosenbohrer entnommen (2. residuale Dentinprobe).

Als Kontrollgruppe wurden aus 30 kariesfreien Zahnen, jeweils der priméren und der permanenten
Dentition, ebenfalls Dentinproben (gesunde Dentinprobe) mittels Rosenbohrer und griinem
Winkelstiick trocken rotierend bei 350-450 U/min gewonnen.

Auf diese Weise entstanden jeweils fiir die priméare und die sekundire Dentition (Milchzdhne und
bleibende Zdhne) 3 Probegruppen und 1 Kontrollgruppe, die der weiteren Analyse zugefiihrt

werden konnten.

2.4 Vorbereitung der Proben fiir die Analyse

2.4.1 Vorbereitung der Dialyseschliduche

Hierfiir wurden Dialyseschlduche (Fa. Carl Roth, Karlsruhe) wie folgt verarbeitet:
1.) Anfertigen von ca. 50 cm langen Stiicken, welche von einer Rolle abgeschnitten wurden.

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

M EDTA.

3.) Die Dialyseschlduche wurden in die Losung gegeben und alles zusammen gekocht. Die

Temperatur wurde fiir 1,5 Stunden aufrechterhalten.

4.) Nach Abkiihlung der Fliissigkeit erfolgte die Umsetzung der Dialyseschlduche in 0,5 %
Essigsaure (HAc).

5.) Die so vorbereiteten Dialyseschliuche wurden bis zur weiteren Verwendung in 0,5 %

Essigsaure bei 4° C im Kiihlschrank aufbewahrt.
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Das zuvor aufgefiihrte Verfahren diente dazu, die durch die Herstellung bedingten, eventuell
noch vorhandenen Schwermetallsalze wie z.B. Quecksilber zu entfernen. Diese héitten sonst im

weiteren Analyseverfahren zu unvorhersehbaren Problemen fiihren konnen.

2.4.2 Vorbereitung der Demineralisation

Fir die Demineralisation des Probenmaterials wurde zundchst eine 0,5 M EDTA-Losung

angesetzt. Hierbei wurde wie folgt vorgegangen:

1.) 1500 ml bidestilliertes Wasser wurde in ein entsprechendes Reagenzglas gegeben.

2.) Dem Wasser wurde 372 g EDTA als Pulver zugesetzt.

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

4.) Unter Kontrolle des pH-Wertes wurde das Volumen schlieBlich auf 2 Liter aufgefiillt.

2.4.3 Durchfithrung der Demineralisation

1.) Die vorbereiteten Dialyseschlduche (MW 30 000 Dalton) wurden jeweils an einem Ende
verknotet.

2.) Das Probenmaterial, welches in pulverformigem Zustand vorlag, wurde mittels 5 ml der oben
beschriebenen EDTA-Losung versetzt und gelost, sodass eine Suspension entstand. Diese
Suspension wurde daraufhin in den Dialyseschlauch gegeben, der schlieBlich verknotet und
somit verschlossen wurde.

3.) Der Schlauch mit der enthaltenen Probe wurde in einen zweiten gegeben, hier wurden 6 ml
0,5 M EDTA-L06sung zugesetzt und auch dieser verschlossen.

4.) Der Dialyseschlauch wurde entsprechend gekennzeichnet und in die zuvor beschriebene

EDTA-L6sung gegeben. Dieses Verfahren wurde fiir alle Proben analog durchgefiihrt.

Die nun so gewonnene EDTA-L6sung mit den darin befindlichen Proben wurde fiir 10 Tage
unter dem Abzug bei Raumtemperatur mittels eines Magnetrithrers geriihrt. Einmal tiglich

wurden die Proben per Hand homogenisiert.
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2.4.4 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-Lo6sung weiter zu entfernen. Die Proben verblieben fiir die entsprechenden Zeitrdume
unter dem Abzug und wurden geriihrt. In der letzten Losung verblieben die Proben fiir drei Tage
bei Raumtemperatur unter dem Abzug.

Nach Ablauf der drei Tage wurde das demineralisierte Probenmaterial aus den Dialyseschlauchen
entnommen und in Reagenzgliser gegeben. Die Schlduche wurden zweimal mit 0,5 % HAc-
Losung gespiilt und die Suspension zu den entsprechenden Proben hinzugegeben. Die zuvor bei -
70° C eingefrorenen Proben wurden darauthin lyophilisiert. Die lyophilisierten Proben wurden
mit 10 ml 0,5 %iger HAc-Losung aufgefiillt. Zusétzlich wurden 50 pl Inhibitorencocktail
zugesetzt. Dieser bestand aus 2 mM Pefabloc, 216 uM Leupeptin, 146 mM Aprotinin, 2 mM
Diisopropylfluorphosphat, 4 mM Quecksilberchlorid, 2 mM Phenylmethan-sulfonylfluorid, 2
mM Natriumacid und 0,2 % Triton X-100.

Die Resuspension der Proben wurde dadurch erreicht, dass sie drei Tage auf einem Rithrwerk bei

Raumtemperatur durchgemischt wurden.

2.4.5 Zentrifugation der Proben

Die zuvor durch Riihren homogen gelosten Proben wurden nun zentrifugiert. Hierfiir wurden
jeweils 2 ml der Suspension in einen Mikrofilter gegeben (MW 30 000 Dalton, Fa. Carl Roth,
Karlsruhe) und fiir 20 Minuten bei 3000 U/min. zentrifugiert (Minifuge 4400 GL, Heraeus Christ
GmbH, Osterode). Die durch den Filter getretene Fliissigkeit (entspricht dem Ultrafiltrat = UF)
wurde in einem entsprechenden Reagenzglas gesammelt. Dieser Vorgang wurde 4x wiederholt,
bis 8 ml Ausgangsmaterial zentrifugiert waren. 2 ml blieben als Ausgangsmaterialprobe fiir die
weitere Analyse erhalten. Danach wurde der Mikrofilter zweimal mit 2 ml 0,5 % HAc-Ldsung
gespiilt, zentrifugiert und die durch den Filter getretene Losung zum Ultrafiltrat gegeben. Die
oberhalb des Molekularsiebes verbliebenen Bestandteile (Pellet) am Boden des Filters wurden
anschlieBend mittels 2 x 2 ml 0,5 % HAc in Losung gebracht und in ein zweites Reagenzglas
gegeben (Abb. 11).

Die so gewonnenen Proben (Ausgangsmaterial, Ultrafiltrat und Pellet) wurden bei -70° C

gefroren und anschlieend lyophilisiert.
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L) 1.) Zu zentrifugierende Ausgangssuspension

2.) Nicht durch den Filter tretendes Material (Pellet)

3) 3.) Ultrafiltermembran MW 30 000 Da

4.) 4.) Reagenzglas

5.) 5.) Durch den Filter getretene Fliissigkeit (Ultrafiltrat)
UF

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Ultrafiltration

2.5 Methode der Analyse

Die Kollagenquervernetzungskomponenten (Cross-links) Hydroxylysylpyridinolin (HP) und
Lysylpyridinolin (LP) sind mittels ihrer natiirlichen Fluoreszenz nachweisbar. Um sie von den
Peptiden freizusetzen, muss eine Hydrolyse in 6 M HCI durchgefiihrt werden.

Da HP und LP fluoreszieren, konnen deren Konzentrationen in den Proben nach der Trennung
mittels einer "Reverse-Phase-Siule" (HPLC - High performance liquid chromatography) und
anschlieBender Fluoreszenzdetektion bestimmt werden.

Die Analysen wurden in den wissenschaftlichen Laboratorien der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie (Prof. rer. nat. Y. A¢il) mit den dort etablierten Methoden durchgefiihrt (Ag¢il
und Miiller, 1994).
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2.6 Vorbehandlung des Sidulenmaterials

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

vorbreitet:

1.) 100 g CF-1 wurden in 3 Liter 1 M Natriumacetat geldst und mit einem Magnetriihrer bei
Raumtemperatur 20 Minuten geriihrt.

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 Bliicher-Trichter (G2) nahezu trocken abgenutscht.

4.) AnschlieBend wurde der Filterkuchen in 3 Liter 0,5 M NaOH gel6st und mit einem
Magnetrithrer 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
geriihrt, abgesetzt, der Uberstand abgesaugt, wie oben nahezu trocken abgenutscht und abfiltriert.
6.) Danach wurde die Zellulose in 3 Liter 0,5 M HCI gelost, 5 Minuten geriihrt, abgesetzt,
abgesaugt und abfiltriert.

Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt.

7.) Als nichstes wurde der Filterkuchen in 3 Liter 0,1 M HCI 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 iiber 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 (Konservierungsstoft) bei

Raumtemperatur autbewahrt.
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2.7 Vorbereitung der Proben fiir die HPLC- Analyse

2.7.1 Hydrolyse der Proben

Die lyophilisierten Proben wurden dann schlieBlich mit 1 ml 6 M HCI versetzt und in einem Ofen
fiir 24 Stunden bei 110 °C hydrolysiert.
AnschlieBend wurde das Hydrolysat bei 1000 U/min fiir 5 Minuten zentrifugiert (Minifuge 4400
GL, Heraeus-Christ GmbH, Osterode).
Fiir die Hydroxyprolinbestimmung wurden 50 ml abpipettiert, entsprechend gekennzeichnet und

zunéchst bis zur weiteren Verwendung bei -70 °C tiefgefroren.

2.7.2 Weiteres Vorgehen

Um aus dem Hydrolysat die Pyridinoline (HP und LP) von organischen (Aminosduren,
Ammoniak und Reste von Kohlenhydraten) und anorganischen Stoffen (Salze) zu befreien,
wurde nach dem Prinzip der Adsorptionschromatographie vorbehandeltes 10 %iges CF-1

(Whatman, Springfield Mill Maidstone, England) wie folgt verwendet:

1.) Aus dem zentrifugierten Uberstand des Hydrolysats wurde 1 ml fiir die Adsorptions-
chromatographie entnommen.
2.) Nun wurden gemischt: 1 ml der Probe
+ 1 ml Eisessig
+ 5 ml 10 %iges CF-1
(in n-Butanol/ Eisessig C2H402: 1: 1 = Laufmittel)

+ 2 ml n-Butanol

3.) Das Gemisch aus Hydrolysat, Eisessig, 2 ml n-Butanol und 5 ml CF-I-Lésung wurde dann auf
die Saule gefiillt.

4.) Das gewonnene Eluat wurde nochmals auf die Sdule aufgetragen.

5.) Die Sdule wurde dann mit 3 x 5 ml Losung gewaschen und das daraus entstandene Eluat
verworfen.

6.) Die Desorption der Cross-links (Pyridinoline) erfolgte mittels 3 x 2 ml bidestilliertem H,O,

das auf die Sdule aufgetragen wurde. Die sich auf der Oberflache des Eluat abgesetzte n-



35

Butanolschicht wurde mit einer Wasserstrahlpumpe vorsichtig abgesaugt, da sich darunter die
Cross-links (Pyridinoline) befanden.

7.) Nach dem Einfrieren bei -70 °C und anschlieBender Lyophilisation wurden die Cross-links
(Pyridinoline) in 500 pl 0,22 %iger Heptafluorbuttersaure (HFBA) geldst, im Vortex-Riihrer
jeweils 1 Minute lang gemischt und schlieBlich bei 1000 U/min. 5 Minuten lang wie oben
zentrifugiert.

8.) Die Proben wurden in 1,5 ml Analyseflaschen umgefiillt und 200 pl davon durch
Hochempfindlichkeits-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC) (Gynkotek, Germering,
Deutschland) analysiert.

2.8 Analyse der Proben durch das HPLC-Verfahren

Die Analyse der Pyridinoline erfolgte bei Raumtemperatur und mit einer Flussgeschwindigkeit
von 0,7 ml/min, die Detektion wurde mittels eines Fluoreszenz-Detektors (Fluoreszenz-Detektor
RF 1002, Gynkotek, Germering) bei 297 nm Extinktion und 397 nm Emission durchgefiihrt.
Der Gradient wurde aus folgenden Losungsmitteln gebildet:
» Laufmittel A: 0,22 % HFBA in bidestilliertem H,O und
» Laufmittel B: 0,22 % HFBA in Acetonitiril/ bidestilliertem H,O (80: 20)
Beide Laufmittel wurden mit einem Degaser stindig entgast.
Der Gradient wurde in vier Stufen gebildet:
- In der Startphase waren 19 % des Laufmittels B und 81 % A vorhanden
- Nach 20 Minuten war die Konzentration von Laufmittel B auf 21 % gestiegen
- Anschlieend erreichte Laufmittel B innerhalb von 5 Minuten 25 %.
- Danach erreichte Laufmittel B zur Reinigung der Saule innerhalb von 1 Minute 100 %
und blieb 5 Minuten bei 100 %.
- In der letzten Phase reduzierte sich Laufmittel B innerhalb von 4 Minuten auf 19 %.
- Bevor die ndchste Analyse stattfand, blieb das Verhéltnis zwischen den Laufmitteln A

und B 81 :19.

Mit Hilfe der oben erwahnten externen Standards wurden die unbekannten Konzentrationen der

Cross-links ermittelt und die Trennschérfe der Sdule kontrolliert (Batge et al., 1994).
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2.9 Quantitative Bestimmung von Hydroxyprolin

Nach Abschluss der Hydrolyse in der Vor- und Hauptuntersuchung wurde von jeder Probe
(Ausgangsmaterial, Ultrafiltrat und Pellet) jeweils 50 ul des Hydrolysats zur Bestimmung der
Hydroxyprolinkonzentration entnommen. Der Test wurde wie bei Jamall et al. (1980)
beschrieben durchgefiihrt: In einer Mikrotiterplatte (96 Wells) wurden je Platte zwei
Standardverdiinnungsreihen von Hydroxyprolin hergestellt: zum einen 4,6 pg/ml; 6,2 pg/ml; 9,3
pug/ml; 12,5 pg/ml; 18,7 pg/ml; 25 pg/ml; 37,5 pg/ml; 50 pg/ml; 75 pg/ml; 100 ug/ml und zum
anderen 3,1 pg/ml; 5,0 pg/ml; 8,2 ug pg/ml; 10,3 ug/ml; 12,5 pg/ml; 20,7 ug/ml; 25 pg/ml; 41,5
pug/ml; 50 pg/ml; 83 pg/ml; 100 pg/ml; 200 pg/ml. Von den Proben wurden jeweils 3 ul
entnommen, im Verhéltnis 1:10 verdiinnt und in die Vertiefungen gegeben. In jede Vertiefung
kamen weiterhin 70 ul Propanol-Wasser (10 ml 2-Propanol + 5 ml A. dest.)) und 50 pl
Chloramine T (1,4 g Chloramine T + 20 ml A. dest. + 100 ml Puffer: 34,38 g Natriumacetat +
37,50 g Trinatriumcitrat + 5,5 g Citronensdure in 300 - 400 ml A. dest. gelost (+ 400 ml 2-
Propanol, auf 1000 ml A. dest. aufgefiillt). Die Platte wurde 10 Minuten bei Zimmertemperatur
inkubiert, anschlieBend kam in jede Vertiefung 125 pl Ehrlichs Reagenz (1,2 g
Dimethylaminobenzaldehyd + 1,8 g 60 % Perchlorsdure + 10 ml 2-Propanol). Anschliefend
wurde die Platte fiir 10 Minuten bei 70 °C inkubiert. Danach wurde sie bei 550 nm im

Plattenphotometer gemessen.
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3. Ergebnisse

Die in den jeweiligen Ultrafiltratproben gefundenen Konzentrationen der Kollagen-
Quervernetzungskomponenten Hydroxylysylpyridinolin (HP) und Lysylpyridinolin (LP) sowie
von Hydroxyprolin (Hyp) wurden zu deren Konzentration in den entsprechenden Gesamtproben
(Ultrafiltrat und Pellet) in Beziehung gesetzt und als relativer Anteil in Prozent ausgedriickt

(Tab. 1-9).

3.1 Chromatogramme

Die Abbildungen 12 und 13 zeigen exemplarisch jeweils ein HPLC-Chromatogramm der Analyse
der Kollagenquervernetzungskomponenten Hydroxylysylpyridinolin (HP) und Lysylpyridinolin
(LP)/(pm/ml) im residualen Dentin am Kavititenboden nach chemo-mechanischer

Kariesentfernung permanenter Zihne in der Gesamtprobe und im Ultrafiltrat.

120 o Emission
i 2 - Hydroxylysylpyridinolin - 16,434 ~ EM:397.nm
10,0
8,0
6,0
4,0
]
2,0—; 3 - Lysylpyridinolin - 17,718 ot
1 ‘_//~\\v//"\,
0,0—_
—270 L | T T : P T T T - [Q]I'i
136 150 163 175 188 20,0 21,3 225 24,0

Abbildung 12: HPLC-Chromatogramm: Die Kollagenquervernetzungskomponenten HP und LP
(pm/ml) im residualen Dentin am Kavitidtenboden permanenter Zdhne in der Gesamtprobe
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Abbildung 13: HPLC-Chromatogramm: Die Kollagenquervernetzungskomponenten HP und LP

(pm/ml) im residualen Dentin am Kavititenboden nach chemo-mechanischer Kariesentfernung
permanenter Zihne im Ultrafiltrat
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3.2 Ergebnisse fiir die Milchzahnproben (primére Dentition)

3.2.1 Relative HP-, LP- und Hyp-Konzentration im Ultrafiltrat der Kariesfreien

Dentinprobe der priméren Dentition (gesunde Dentinprobe)

Tabelle 1 zeigt die relativen Anteile der HP-, LP- und Hyp-Konzentration im Ultrafiltrat fiir die

untersuchten Referenzproben 30 kariesfreier Milchzihne.

Tabelle 1: Relativer Anteil (%) des Hydroxylysylpyridinolin (HP), Lysylpyridinolin (LP) und
Hydroxyprolin (Hyp) im Ultrafiltrat kariesfreier Milchzéhne.

Gesunde Dentinprobe
HP LP Hyp
6,2 5,7 6,4

100

80 OHP-BZ
BLP-BZ

60 OHyp-BZ

40 - OHP-MZ
BLP-MZ

20 BHyp-MZ
o

0 ‘ A ‘ i ‘ - ‘ ‘ Gesamtprobe
gesamt HP LP Hyp

Abbildung 14: Graphische Darstellung der relativen Anteile (%) der HP-, LP- und Hyp-
Konzentration

HP-MZ: Konzentration von Hydroxylysylpyridinolin in der Probe der Milchzéhne
LP-MZ: Konzentration von Lysylpyridinolin in der Probe der Milchzdhne
Hyp-MZ: Konzentration von Hydroxyprolin in der Probe der Milchzéhne
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3.2.2 Relative HP-, LP- und Hyp-Konzentration im Ultrafiltrat der kariosen Dentinprobe

der priméiren Dentition (nach Anwendung mit Carisolv™ )

Tabelle 2 zeigt die relativen Anteile der HP-, LP- und Hyp-Konzentration im Ultrafiltrat fiir die

untersuchten Proben karioser Milchzihne nach Exkavation mit Carisolv " .

Tabelle 2: Relativer Anteil (%) des Hydroxylysylpyridinolin (HP), Lysylpyridinolin (LP) und
Hydroxyprolin (Hyp) im Ultrafiltrat karioser Milchzéhne.

Kariose Dentinprobe
HP LP Hyp
99,6 99,1 100

100
99,8

OHP-BZ
99,6 @LP-BZ
99,4 OHyp-BZ
992 | OHP-MZ

BLP-MZ

99 -

BHyp-MZ

98,8 OGesamtprobe
LP Hyp

98,6
gesamt HP

Abbildung 15: Graphische Darstellung der relativen Anteile (%) der HP-, LP- und Hyp-
Konzentration

HP-MZ: Konzentration von Hydroxylysylpyridinolin in der Probe der Milchzéhne
LP-MZ: Konzentration von Lysylpyridinolin in der Probe der Milchzdhne
Hyp-MZ: Konzentration von Hydroxyprolin in der Probe der Milchzéhne
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3.2.3 Relative HP-, LP- und Hyp-Konzentration im Ultrafiltrat der 1. residualen

Dentinprobe der priméren Dentition

Tabelle 3 zeigt die relativen Anteile der HP-, LP- und Hyp-Konzentration im Ultrafiltrat der 1.

residualen Dentinprobe karidser Milchzéhne.

Tabelle 3: Relativer Anteil (%) des Hydroxylysylpyridinolin (HP), Lysylpyridinolin (LP) und
Hydroxyprolin (Hyp) im Ultrafiltrat der 1. residualen Dentinprobe.

1. residuale Dentinprobe
HP LP Hyp
65,3 64,1 65,0

100 -

80 - OHP-BZ
aLP-BZ

60 - OHyp-BZ
OHP-

40 | HP-MZ
BLP-MZ

20 .Hyp-MZ
OGesamtprobe

0 T T T T T

LP Hyp

gesamt HP

Abbildung 16: Graphische Darstellung der relativen Anteile (%) der HP-, LP- und Hyp-
Konzentration der 1. residualen Dentinprobe

HP-MZ: Konzentration von Hydroxylysylpyridinolin in der Probe der Milchzéhne
LP-MZ: Konzentration von Lysylpyridinolin in der Probe der Milchzdhne
Hyp-MZ: Konzentration von Hydroxyprolin in der Probe der Milchzéhne
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3.2.4 Relative HP-, LP- und Hyp-Konzentration im Ultrafiltrat der 2. residualen

Dentinprobe der priméren Dentition

Tabelle 4 zeigt die relativen Anteile der HP-, LP- und Hyp-Konzentration im Ultrafiltrat der 2.

residualen Dentinprobe karidser Milchzéhne.

Tabelle 4: Relativer Anteil (%) des Hydroxylysylpyridinolin (HP), Lysylpyridinolin (LP) und
Hydroxyprolin (Hyp) im Ultrafiltrat der 2. residualen Dentinprobe.

2. residuale Dentinprobe
HP LP Hyp
19,8 16,6 19,6

100

90 |

80 OHP-BZ
70 BLP-BZ
60 1 OHyp-BZ
ig OHP-MZ
30 BLP-MZ
20 BHyp-MZ
10 | I l I OGesamtprobe

0 ‘
gesamt HP LP Hyp

Abbildung 17: Graphische Darstellung der relativen Anteile (%) der HP-, LP- und Hyp-
Konzentration der 2. residualen Dentinprobe

HP-MZ: Konzentration von Hydroxylysylpyridinolin in der Probe der Milchzéhne
LP-MZ: Konzentration von Lysylpyridinolin in der Probe der Milchzdhne
Hyp-MZ: Konzentration von Hydroxyprolin in der Probe der Milchzéhne
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3.3 Ergebnisse fiir die bleibenden Zihne (permanente Dentition)

3.3.1 Relative HP-, LP- und Hyp-Konzentration im Ultrafiltrat der Kariesfreien

Dentinprobe der permanenten Dentition (gesunde Dentinprobe)

Tabelle 5 zeigt die relativen Anteile der HP-, LP- und Hyp-Konzentration im Ultrafiltrat fiir die

untersuchten Referenzproben kariesfreier bleibender Zihne.

Tabelle 5: Relativer Anteil (%) des Hydroxylysylpyridinolin (HP), Lysylpyridinolin (LP) und
Hydroxyprolin (Hyp) im Ultrafiltrat kariesfreier bleibender Zihne.

Gesunde Dentinprobe
HP LP Hyp
0,2 0,2 0,2

10 -

8 1 OHP-BZ
BLP-BZ

6 1 OHyp-BZ

4 OHP-MZ
BLP-MZ

2 BHyp-MZ
OGesamtprobe

0 i = =

gesamt HP LP Hyp

Abbildung 18: Graphische Darstellung der relativen Anteile der HP-, LP- und Hyp-
Konzentration

HP-BZ: Konzentration von Hydroxylysylpyridinolin in der Probe der bleibenden Zéhne
LP-BZ: Konzentration von Lysylpyridinolin in der Probe der bleibenden Zéhne
Hyp-BZ: Konzentration von Hydroxyprolin in der Probe der bleibenden Zdhne
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3.3.2 Relative HP-, LP- und Hyp-Konzentration im Ultrafiltrat der kariosen Dentinprobe

der permanenten Dentition (nach Anwendung mit Carisolv™ )

Tabelle 6 zeigt die relativen Anteile der HP- und LP-Konzentration im Ultrafiltrat fiir die

untersuchten Referenzproben karidser bleibender Zihne nach Exkavation mit Carisolv " .

Tabelle 6: Relativer Anteil (%) des Hydroxylysylpyridinolin (HP), Lysylpyridinolin (LP) und
Hydroxyprolin (Hyp) im Ultrafiltrat karidser bleibender Zdhne

Kariose Dentinprobe
HP LP Hyp
98,7 98,2 98,0

100 71
99,5 1 OHP-BZ
99 | BLP-BZ
_ﬁ DHyp-BZ
98,5 1 OHP-MZ
98 - — BLP-MZ
BHyp-MZ
97,5 OGesamtprobe
97 T
gesamt HP LP Hyp

Abbildung 19: Graphische Darstellung der relativen Anteile (%) der HP-, LP- und Hyp-
Konzentration der kariésen Dentinprobe

HP-BZ: Konzentration von Hydroxylysylpyridinolin in der Probe der bleibenden Zéhne
LP-BZ: Konzentration von Lysylpyridinolin in der Probe der bleibenden Zéhne
Hyp-BZ: Konzentration von Hydroxyprolin in der Probe der bleibenden Zdhne
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3.3.3 Relative HP-, LP- und Hyp-Konzentration im Ultrafiltrat der 1. residualen

Dentinprobe der permanenten Dentition

Tabelle 7 zeigt die relativen Anteile der HP- und LP-Konzentration im Ultrafiltrat der 1.

residualen Dentinprobe karidser bleibender Zihne.

Tabelle 7: Relativer Anteil (%) des Hydroxylysylpyridinolin (HP), Lysylpyridinolin (LP) und
Hydroxyprolin (Hyp) im Ultrafiltrat der 1. residualen Dentinprobe

1. residuale Dentinprobe
HP LP Hyp
34,2 344 337

100 -

90 |

80 OHP-BZ
70 BLP-BZ
60 1 OHyp-BZ
ig BHP-MZ
30 m BLP-MZ
o | || aHypZ
10 | I " OGesamtprobe

0 11 [
gesamt HP LP Hyp

Abbildung 20: Graphische Darstellung der relativen Anteile (%) der HP-, LP- und Hyp-
Konzentration der 1. residualen Dentinprobe

HP-BZ: Konzentration von Hydroxylysylpyridinolin in der Probe der bleibenden Zéhne
LP-BZ: Konzentration von Lysylpyridinolin in der Probe der bleibenden Zéhne
Hyp-BZ: Konzentration von Hydroxyprolin in der Probe der bleibenden Zdhne
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3.3.4 Relative HP-, LP- und Hyp-Konzentration im Ultrafiltrat der 2. residualen

Dentinprobe der permanenten Dentition

Tabelle 8 zeigt die relativen Anteile der HP- und LP-Konzentration im Ultrafiltrat der 2.

residualen Dentinprobe karidser bleibender Zihne.

Tabelle 8: Relativer Anteil (%) des Hydroxylysylpyridinolin (HP), Lysylpyridinolin (LP) und
Hydroxyprolin (Hyp) im Ultrafiltrat der 2. residualen Dentinprobe

2. residuale Dentinprobe
HP LP Hyp
11,7 13,6 12,2

100 -

90 |

80 OHP-BZ
70 BLP-BZ
60 1 OHyp-BZ
ig BHP-MZ
30 | BLP-MZ
20 | BHyp-MZ
10 | l ﬁi OGesamtprobe

0 ‘ ‘
gesamt HP LP Hyp

Abbildung 21: Graphische Darstellung der relativen Anteile (%) der HP-, LP- und Hyp-
Konzentration der 2. residualen Dentinprobe

HP-BZ: Konzentration von Hydroxylysylpyridinolin in der Probe der bleibenden Zéhne
LP-BZ: Konzentration von Lysylpyridinolin in der Probe der bleibenden Zéhne
Hyp-BZ: Konzentration von Hydroxyprolin in der Probe der bleibenden Zdhne
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3.4 Vergleich aller Proben

Tabelle 9 zeigt die Zusammenfassung der Ergebnisse aller Analysen fiir die Kollagen-
Quervernetzungskomponenten Hydroxylysylpyridinolin (HP) und Lysylpyridinolin (LP). Die

Variabilitit zwischen den dreifach durchgefiihrten Analysen betrug weniger als 5 %.

Tabelle 9: Die in den jeweiligen Ultrafiltratproben gefundenen Konzentrationen der Kollagen-
Quervernetzungskomponenten (HP und LP) wurde zu deren Konzentration in der entsprechenden
Gesamtprobe in Beziehung gesetzt und als relativer Anteil in Prozent ausgedriickt.

Gesunde Kariose 1. Residuale 2. Residuale
Material Dentinprobe Dentinprobe Dentinprobe Dentinprobe
HP LP HP LP HP LP HP LP
Permanente
Zihne 0,2 0,2 98,7 98,2 | 342 344 | 11,7 13,6
Milchzéhne 6,2 5,7 99,6 99,1 | 65,3 64,1 | 19,8 16,6

Bei der Analyse der aus 30 kariesfreien Zdhnen gewonnenen Dentinproben (gesunde
Dentinprobe) der permanenten Dentition zeigte es sich, dass im Ultrafiltrat gesunden Dentins
Hydroxylysylpyridinolin (HP) und Lysylpyridinolin (LP) lediglich in einem Anteil von 0,2 % im
Vergleich zur gesamten Dentinprobe gefunden wurden. Bei den Proben aus 30 kariesfreien
Zihnen der primédren Dentition lag dieser Anteil mit circa 6 % deutlich hoher. Hingegen fanden
sich die Kollagen-Quervernetzungskomponenten des karidsen chemo-mechanisch entfernten
Dentins (kariose Dentinprobe) sowohl bei permanenten (n = 35) als auch bei Milchzédhnen (n =
35) zu nahezu 100 % im Ultrafiltrat. Im residualen Dentin am Kavititenboden (/. residuale
Dentinprobe) lagen die entsprechenden Anteile bei 34 % (HP und LP) fiir permanente Z&hne
beziehungsweise bei 65 % (HP) und 64 % (LP) fiir Milchzdhne. Wurde das Dentin am
Kavitdtenboden nach traditioneller mechanischer Kariesentfernung analysiert (2. residuale
Dentinprobe), so fanden sich bei bleibenden Zdhnen HP zu 12 % und LP zu 13 %, bei
Milchzédhnen HP zu 19 % und LP zu 16 % im Ultrafiltrat. Die Variabilitit zwischen den dreifach

durchgefiihrten Analysen betrug weniger als 5 %.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse dieser In-vitro-Untersuchung haben gezeigt, dass die Kollagenstruktur des
residualen Dentins am Kavitdtenboden nach chemo-mechanischer Kariesbehandlung nicht
derjenigen gesunden Dentins entsprach. Vielmehr war in erhéhtem Malle denaturiertes Kollagen
zu finden. Die Annahme, dass mit einer chemo-mechanischen Kariesbehandlung selektiv der Teil
kariosen Dentins entfernt werden konnte, der denaturiertes Kollagen enthielt, konnte nicht
bestétigt werden.

Die in dieser Arbeit vorgestellte reproduzierbare, analytische Methode stellt einen neuen Ansatz
dar, um die Selektivitit der chemo-mechanischen Kariesentfernung zu objektivieren und somit
einen biochemischen Endpunkt in der Kariesentfernung zu definieren, der zuvor bereits haufiger
in Veroffentlichungen vermisst wurde (Bader et al., 1998; Splieth et al., 1999; Banjeree et al.,
2000). Bei der Interpretation der Ergebnisse dieser Studie sollte eine Reihe von Punkten
beriicksichtigt werden. Analysiert wurden gepoolte Dentinproben aus vielen Zihnen. Somit ist
keine Aussage iiber das Ausmal} verbliebenen denaturierten Kollagens in individuellen Zdhnen
moglich. Es ist vorstellbar, dass in einigen Zihnen eine weitestgehende Entfernung denaturierten

Kollagens mit Carisolv'" gelang, wihrend dies in anderen Zihnen nicht moglich war. Dies wiire

durch eine unterschiedliche Karieskonsistenz in den verschiedenen Lisionen zu erkldren.
Dennoch lassen die ermittelten hohen Anteile denaturierten Kollagens am Kavitdtenboden von 34
% fiir die permanenten Zéhne bzw. 64 % fiir die Milchzdhne vermuten, dass in vielen Féllen die
Entfernung unvollstdndig war.

In einer friheren Untersuchung konnte gezeigt werden, dass zwischen unterschiedlichen
Altersgruppen oder aber Zahntypen hinsichtlich der Dentinkonzentrationen von Kollagen-
Quervernetzungskomponenten keine Unterschiede bestehen (Acil et al., 2002).

Es ist denkbar, dass die Effektivitit von Carisolv'" temperaturabhingig ist. Die etwas hdhere

Temperatur in der Mundhohle konnte bei klinischer Anwendung einen EinfluB auf die
Geschwindigkeit der chemischen Reaktion haben. Diese Tatsache konnte die relativ hohe
Behandlungsdauer in der vorliegenden Untersuchung erkliren.

Im Rahmen der Kollagendegradierung durch Kollagenasen entstehen Kollagenfragmente
unterschiedlicher Gro3e (Ramachandran und Reddi, 1976). Fiir dieses Gemisch aus Bruchstiicken
legten wir als Schwelle fiir den Denaturierungsgrad ein Molekulargewicht von 30 000 zugrunde.
Wiren durch ein hoheres AusschluBvolumen auch gréBere Fragmente beriicksichtigt worden, so
wére der Grad der Denaturierung noch weitaus hoher ausgefallen. Somit stellen die ermittelten

Werte eine vorsichtige Einschdtzung des Denaturierungsgrades des residualen Dentins am
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Kavititenboden nach Anwendung von Carisolv™" dar.

Interessanterweise wurde auch festgestellt, daB nach traditioneller Kariesentfernung mit dem
Bohrer etwas denaturiertes Kollagen am Kavitétenboden zu finden war, obwohl dieses Dentin als
klinisch kariesfrei beurteilt wurde. Allerdings lag der entsprechende Anteil nach der Behandlung
mit Carisolv™ noch deutlich héher. Auch war in Proben gesunden Dentins aus kariesfreien
Zéhnen in sehr geringer Menge denaturiertes Dentin nachweisbar. Es ist zu vermuten, dass dies
Resultat einer mechanischen Destruktion des Dentinkollagens in Folge der Probeentnahme mit
den Rosenbohrer sein konnte.

Der exakte Wirkungsmechanismus von Carisolv'" ist nicht bekannt. Es werden aber sehr

dhnliche Wirkungsmechanismen angenommen, wie bei den frither entwickelten und bereits
erwahnten chemo-mechanischen Verfahren. Nach diesen Untersuchungen erleichterte die
Einwirkung von Chlor auf das teilweise abgebaute Kollagen im kariosen Dentin dessen
Entfernung (Habib et al., 1975; Kronman et al., 1977; Kronman et al., 1979).

Die verschiedenen Methoden der chemo-mechanischen Kariesentfernung wurden beziiglich ihrer
Effektivitdit und ihrer Vorteile gegeniiber anderen Verfahren in den vergangenen Jahren
eingehend untersucht und kontrovers diskutiert. 1975 beschrieben Schutzbank et al. erstmalig
eine solche chemo-mechanische Kariesentfernung, indem sie =zeigten, dass die N-
Monochlorglycinsdure (NMG, GKI101) karioses Dentin anlésen kann. Die sekundidre und
quaterndre Struktur des denaturierten Kollagens wird dabei durch Aufbrechen von
Wasserstoftbriickenbindungen zerstort (Kremers und Kniha, 1988).

Carisolv™ basiert auf der Weiterentwicklung seines Vorgingers Caridex ", welches zuvor aus
dem GK 101™ entwickelt wurde. Nachdem sich diese bisher bekannten Systeme aufgrund

unzureichender Effektivitdt und des zu hohen Zeit- und Kostenaufwandes nicht durchsetzen
konnten, kam mit der Entwicklung von Carisolv™ bei Zahnirzten und Patienten wieder neue
Hoffnung auf. Carisolv™" fiihrt sowohl in vitro als auch in vivo zu einer alkalischen Hydrolyse
zelluldrer Bestandteile, denaturiert jedoch keine Bestandteile des kollagenen Gewebes und wirkt
daher selektiv auf demineralisiertes Dentin (Dammaschke et al., 2002; Sepet et al., 2004).

So analysierten Arvidsson et al. (2002) in ihrer In-vitro-Studie die Dentinoberfliche chemisch
und topographisch und stellten fest, dass nach Carisolv'" -Behandlung kein Unterschied zum
herkdmmlichen rotierenden Verfahren bestand. Hossain et al. (2003) untersuchten ebenfalls die
Oberfliache in vitro und fanden zwar eine deutlich rauere Oberfldche durch behandlungsbedingt

offene Dentintubuli, kamen aber zu dem Schluss, dass dies keinen negativen Nebeneffekte auf

das Dentin besitzen wiirde. Auch die Mikrohérte der residualen Dentinoberfliche wird nach
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Sakoolnamarka et al. (2005) durch Carisolv ™ nicht negativ beeinflusst.

Diesen positiven Eindruck konnten weitere Autoren bestitigen, die in vitro einen Vergleich

zwischen Carisolv'" und anderen chemischen Agenzien aufstellten. Hannig et al. (1999)
beschriecben in  einem  direkten  Vergleich  zwischen Carisolv'" und einer
Natriumhypochloritlosung, dass Carisolv'" keinen Effekt auf demineralisiertes Dentin zeigte,

dieses auch nicht aufzulosen vermag und nur ein limitiertes Potential besitzt, denaturiertes Dentin
chemisch aufzulosen. Tonami et al. (2003), sowie Yamada et al. (2010), welche die Fahigkeit von

Carisolv ™, organische Ablagerungen zu entfernen, mit der von Natriumhypochlorit (NaOCl)
verglichen, schlussfolgerten, Carisolv™" sei chemisch sicherer und antibakteriell effektiver. Auch

Dammaschke et al. (2005) und Clementino-Luedemann et al. (2006), die zusitzlich die Wirkung
von Kalziumhydroxid (CaOH) beziehungsweise der Enzymlosung SFC-V betrachteten,
bestitigten diese Ergebnisse. Peric und Marcovic (2007) verglichen die residuale
Dentinoberfldche nach Erreichen klinischer Kariesfreiheit nach chemo-mechanischer Behandlung
und Einsatz eines konventionellen Rosenbohrers elektronenmikroskopisch und histologisch.

Hiernach war Carisolv™" effizient in der Entfernung karidsen Dentins. Diese Erkenntnis wurde

von Avinash et al. (2012) bestdtigt, die ebenfalls in ihrer In-vitro-Studie die Effizienz von

Carisolv™ im Vergleich zur rein mechanischen Kariesentfernung untersuchten. Hierbei wurden

die residualen Bakterienkolonien elektronenmikroskopisch untersucht und kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Verfahren festgestellt. Die Effizienz scheint allerdings nach Meller
et al. (2006) stark von den eingesetzten Exkavationsinstrumenten abhidngig zu sein, da die
chemo-mechanische Kariesentfernung mit rotierenden Carbitbohrern signifikant griindlicher
gelang, als die mit Handinstrumenten oder neuartigen rotierenden Biirsten. Pai et al. (2009)
untersuchten die Oberflichenchemie und die damit zusammenhidngende Menge an organischem
und anorganischem Inhalt nach rotierender und chemo-mechanischer Exkavation und kamen zu
dem Schluss, dass kein Unterschied in der chemischen Zusammensetzung der Dentinoberflachen
bestand und lediglich der Smearlayer nach rotierender Excavation eine Verringerung der Haftung
einer adhdsiven Restauration bedeuten wiirde.

Das System Carisolv'" schneidet jedoch nicht in allen In-vitro-Untersuchungen positiv ab und

weist in der Anwendung eine Schwachstelle auf. Es handelt sich um verbleibende Karies an der
Schmelz-Dentingrenze (Cederlund et al., 1999).

So wird die Kritik an der Effektivitit von Carisolv'" u.a. darin begriindet, dass es nach
Exkavation sogar noch deutlich mehr Residualkaries als ein Rosenbohrer hinterldsst (Yazici et

al., 2003). Dies bestitigen auch die Ergebnisse von Splieth et al. (2001). So konnten diese zeigen,



51

dass ca. ein Drittel der untersuchten Proben nicht kariesfrei waren und hielten demnach die

Anwendung von Carisolv " nicht fiir eine geeignete Alternative zur Kariesexkavation.

Fir den Einsatz rotierender zahnérztlicher Instrumente sprechen auch die Ergebnisse
histologischer Studien, welche in 6 von 10 Fillen ebenfalls noch eine auf dem chemo-
mechanischen Wege nicht entfernbare Residualkaries an der Schmelz-Dentingrenze vorfanden
(Bader et al., 1998; Meller et al., 2006). Fliickiger et al. (2005) stellten allerdings kritisch fest,
dass in vitro in direktem Vergleich mit der Handexkavation beziiglich der Menge an moglicher
Residualkaries bei Milchzdhnen kein Unterschied bestand. Nach Morrow et al. (2005) ist auch

™

die mit Carisolv = behandelte Dentinoberfliche weicher als die gesunden oder mit dem

Rosenbohrer behandelten Dentins. Die Behandlung mit dem chemo-mechanischen Verfahren ist
nach Magalhaes et al. (2006) sogar der reinen Handexkavation mit scharfem Loéffel und nach
Kinoshita et al. (2003) auch dem Er, Cr:YSGG-Laser in Effizienz und Effektivitit unterlegen,
was in letzterer Studie mittels Laserfluoreszenz diagnostisch belegt wurde. Ferner besitzt die
residuale Dentinoberfliche nach Lennon et al. (2006) histologisch eine signifikant groBere
Anzahl an verbliebenen Bakterien, als nach Exkavation nach konventioneller Methode. Zu einem
dhnlichen Ergebnis kamen Peric und Markovic (2007). Sie fanden heraus, dass die mit

Carisolv™ behandelten Kavitiiten zwar klinisch und lichtmikroskopisch bakterienfrei erschienen,

jedoch elektronenmikroskopisch nur 47 % der Kavitdten bakterienfrei waren. Im Gegensatz dazu
zeigte sich nach konventioneller rotierender Exkavation bei 87 % der Kavititen eine
Bakterienfreiheit. In einer jlingsten Untersuchung aller 3 Handexkavationsmethoden von
Banerjee et al. (2010), in der die residuale Dentinoberfliche fiir eine spitere adhésive
Bondingverbindung verschiedener Systeme und Composite examiniert wurde, ergab sich

ebenfalls eine eingeschriinkte Effektivitit von Carisolv'" . Der Kavititenboden zeigte nur nach

Handexcavation ein klinisch kariesfreies und sondenhartes Dentin.

Wihrend in vielen In-vitro-Studien und histologischen Nachuntersuchungen nach chemo-
mechanischer Kariesentfernung demnach eine eher unzureichende Effizienz beschrieben wurde
(Schutzbank et al., 1978; Roth et al., 1989; Scheutzel, 1989; Yip et al., 1995), stellten die meisten
klinischen Studien nach Anwendung dieser Verfahren an bleibenden Zdhnen hingegen
Kariesfreiheit fest (Punwani et al., 1988; McNierney und Petruzillo, 1986).

So berichten zahlreiche Autoren von einer klinisch vollstindig erreichten Kariesentfernung nach

der Anwendung von Carisolv'". Dabei wird von einer Schonung des darunterliegenden

remineralisierbaren Dentins mit intaktem Kollagengeriist gesprochen (Splieth et al. 1999,

Wennerberg et al., 1999; Cederlund et al., 1999; Beeley et al., 2000; Morrow et al., 2000).
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Azrak et al. (2004) beschrieben in ihrer Studie eine mit der konventionellen rotierenden

Exkavation vergleichbare Griindlichkeit von Carisolv'" und stellten es damit als mdogliche

Alternative zum Rosenbohrer dar. Morrow et al. (2005) stellten in ihrer klinischen Studie heraus,
dass es einen Unterschied in der Hirte der Dentinoberfliche nach Carisolv " -Behandlung im
Vergleich zu der gesunden und rotierend exkavierten kariésen Dentinoberflache gibt. Jedoch
besteht ihrer Erkenntnis nach statistisch weder ein signifikanter Unterschied zwischen dem nicht-
kariésen und rotierend behandelten Dentin noch dem mit Carisolv™ und Bohrer behandelten
Dentin. Auch Sakoolnamarka et al. (2005) evaluierten die Mikrohérte und bestimmten sie durch
den Anteil an CaP (Calciumphosphat). Auch sie konkludierten, dass im Vergleich zu der
rotierenden Instrumentierung die Exkavation mit Carisolv'" als ebenso effektiv betrachtet
werden kann. Dies bestdtigten Yamada et al. (2005) und Lenters et al. (2006), die feststellten,
dass eine restlose Kariesentfernung durch Carisolv nicht schwierig sei, wenn ein klinischer
Leitfaden hierfiir existiere und befolgt werde. Lozano-Chourio et al. (2006) beschrieb in seinem

klinischen Vergleich zwischen Carisolv'" und einer rotierenden Hochgeschwindigkeits-
exkavation, dass diese zwar ziigiger, jedoch Carisolv'" vergleichbar griindlich und sogar
teilweise schonender zu gesundem Dentin sei. Es ist daher gut moglich, dass Carisolv'" dem

herkdmmlichen rotierenden Verfahren sogar in einigen Kriterien relativ iiberlegen sein kann.

Nach Fure et al. (2000) ermdglicht Carisolv™ bei Wurzelkaries der permanenten Dentition 100

% Kariesfreiheit, der Rosenbohrer hingegen nicht. Lager et al. (2003) stellten fest, dass

Carisolv™, verglichen mit dem herkdmmlichen Verfahren, in der Entfernung von

Kariesbakterien mindestens ebenbiirtig, wenn nicht sogar noch effektiver ist. Barata et al. (2008)

bestitigten, dass Carisolv'" ebenso wie die herkdmmliche rotierende Exkavation eine

vergleichbare Reduktion der Mikroorganismen ermdglicht. Auch Subramaniam et al. (2008)

™

schrieben in ihrer klinischen Studie Carisolv — eine gleichermassen antimikrobielle Effektivitét

wie der Exkavation mit dem Rosenbohrer zu. Dies traf in der Untersuchung sowohl auf die Zahl
der untersuchten Lactobakterien als auch auf die gesamte Keimzahl der untersuchten
Dentinproben zu. Peric et al. (2009) bestitigten diese Aussagen iiber Carisolv'" in ihrer
klinischen Studie, die an 120 3-17-jdhrigen Patienten durchgefiihrt wurde. Kariesfreiheit wurde
bei 92 % im Gegensatz zu 100 % nach rotierender Behandlung erreicht. Es wurde jedoch auch
beschrieben, dass 85 % der chemomechanisch behandelten Patienten durch eine geringere

Schmerzinduktion und demnach auch weniger notwendige Anisthesie mit der Carisolv " -

Behandlung und nur 47 % mit der rotierenden Behandlung zufrieden gewesen wiren.
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Marquezan et al. (2006), welche die In-vitro- und In-vivo-Studien der letzten Jahre im Ergebnis

zusammenfassend beleuchteten, beschrieben Carisolv " als effektiv in der Kariesexkavation. Das

beste Verhéltnis aus geringster Invasivitdt und grosster Effektivitdt schrieben Neves et al. (2010)

Carisolv'™ zu, nachdem sie in ihrer Studie in-vitro 9 verschiedene Methoden zur

Kariesentfernung untersucht hatten. Sie zeigten, dass die rotierenden Verfahren hiufig eine
Uberexkavation zur Folge haben, andere chemo-mechanische Verfahren, wie Cariex'" und
Cerabur ™ jedoch eher zu Unterpriparation der Karies neigen.

Tsanova und Tomov (2010) erweiterten in ihrer elektronenmikroskopisch ausgewerteten In-
Vitro-Studie das Untersuchungsfeld auf 4 Gruppen. Sie stellten einen direkten Vergleich
zwischen beiden oben genannten niedertourigen und chemo-mechanischen Verfahren mit der
rotierenden Exkavation mittels Hochgeschwindigkeits-Turbine und einem Er: YAG-Laser auf.
Aus dieser Untersuchung ergab sich, dass Carisolv'™", anders als die beiden rotierenden
Verfahren, zwar auch eine Smear-Layer freie Oberflache hinterlésst, der Er: YAG-Laser jedoch
ein noch saubereres elektronenmikroskopisches Oberflichenbild hinterlisst, als Carisolv'" . Wie
bereits in diversen In-vitro-Studien beschrieben, ist es offensichtlich in einigen Fillen noch nétig,
nach der Exkavation mit Carisolv"" verbliebene Residualkaries rotierend mit dem Rosenbohrer
zu entfernen. Dies bestitigten Kakaboura et al. (2003) in ihrer klinischen In-vivo-Studie, in der
sie primdr die Akzeptanz der chemo-mechanischen Behandlung, die Schmerzinduktion und die
benotigte Menge an Lokalanisthetika untersuchten. Nach ihren Ergebnissen mussten noch 10 %
der mit Carisolv'"™" behandelten bleibenden Zihne zusétzlich rotierend von Residualkaries befreit
werden. In der klinischen Studie von Chaussain-Miller et al. (2003) verblieb sogar in 22 % der
Félle rotierend =zu exkavierende Karies. Verglichen mit der konventionellen
Handexkavationstechnik, die von Nadanovsky et al. (2001) untersucht wurde, und bei der nur 4

von 66 Zihnen noch Residualkaries aufwiesen, hatten 7 von 66 Zihnen nach Carisolv ' -
Behandlung noch Karies. Dies zeigte aber auch, dass Carisolv™" , verglichen mit konventioneller

Handexkavation, keine signifikante  Uberlegenheit besa. Dies unterstreicht die

Widerspriichlichkeit der Untersuchungsergebnisse iiber die Effektivitit von Carisolv ' .

In einer der wenigen In-vitro-Studien hatten sich Correa et al. (2008) mit der Effektivitit von

Carisolv™ in der pédiatrischen Zahnmedizin beschiftigt. Hierbei wurde es mit einem weiteren
chemo-mechanischen Verfahren zur Kariesentfernung (Papacarie™ ) und dem herkémmlichen

rotierenden Rosenbohrer verglichen und es zeigte sich keinerlei Unterschied in den

Fluoreszenzwerten der verbliebenen Dentinschichten der Milchzihne nach den 3 Verfahren.
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Jedoch hatten Correa et al. (2007) zuvor mit den gleichen Exkavationsverfahren auch festgestellt,
dass die Mikrohidrte des residualen Dentins nach Behandlung mit den chemo-mechanischen
Systemen signifikant niedriger als die des Dentins eines gesunden Milchzahnes war.

Insbesondere bei Michzidhnen, deren Behandlung als besondere Indikation fiir die chemo-

mechanische Kariesentfernung mit Carisolv"" vorgeschlagen wird, waren nach den Ergebnissen

der vorliegenden Untersuchung ca. zwei Drittel des durch Karies denaturierten Kollagens im
Dentin am Kavitdtenboden verblieben. Als sinnvolle und effektive Alternative zu den
herkdmmlichen schmerzintensiveren Verfahren stellten Goomer et al. (2013) die Kariestherapie
mittels Carisolv™ gerade in der péddiatrischen Zahnheilkunde heraus, auch wenn, wie
beschrieben, die Behandlungszeit signifikant hoher lag.

In zahlreichen weiteren klinischen Studien zur Entfernung der Milchzahnkaries mit
Carisolv " wird die Aufmerksamkeit hiufig auf die Aspekte Bakterienfreiheit, Behandlungszeit
und Schmerzintensivitdt (inklusive der damit assoziierten Menge an notwendigem
Lokalandsthetikum) gerichtet (Kavvadia et al., 2004; Bergmann et al., 2005). Azrak et al. (2004)
untersuchten die Menge an exkavierten Bakterien im Vergleich zur Exkavation mit dem
Rosenbohrer und stellten fest, dass diese nach beiden eingesetzten Systemen bei ca. 90 % lag.
Subramaniam et al. (2008) konnten dies in ihrer Studie bestdtigen. Auch sie untersuchten
Lactobakterien und beschrieben eine antimikrobielle Effektivitit von Carisolv™ von 91 %. Peric
et al. (2009) kamen mit 92 % Effektivitét auf ein vergleichbares Resultat. Dies liel konkludieren,
dass Carisolv'" eine adidquate Exkavationstechnik fiir die pédiatrische Zahnheilkunde ist, da
nicht nur die Schmerzinduktion signifikant geringer war als bei herkdmmlichen rotierenden
Verfahren, sondern die chemo-mechanische Methode mittels Carisolv'" offensichtlich auch
keinen nennenswerten Einfluss auf den Erfolg der Restauration nach einem Jahr zeigte.

Im Gegensatz zu diesen positiven Resultaten kamen Maragakis et al. (2001) zu einem eher
negativen Ergebnis. Sie behandelten in ihrer Studie 32 Kinder mit Milchzahnkaries, um die
Exkavationsgriindlichkeit von Carisolv'" zu eruieren. Da in der Carisolv"" -Gruppe 6 von 16
Zéhnen keine komplette Kariesentfernung zeigten, in der Vergleichsgruppe mit dem Air Motor
jedoch alle 16 Zihne kariesfrei waren, folgerten sie, dass Carisolv'" als Ersatz fiir den
herkdmmlichen Bohrer ungeeignet ist. Zu dieser Schlussfolgerung kamen auch Peters et al.
(2006) in ihrer klinischen Milchzahnstudie. Nach ihren Ergebnissen kam die Carisolv " -Gruppe
nur auf 57 % Kariesfreiheit. Auch beobachteten sie keinen Unterschied in der Menge der
bendtigten Lokalandsthetika.

In vielen Studien zu Carisolv™" der vergangenen Jahre zeigte sich, dass zur Optimierung der
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Effektivitit eine Kombination mit einer zweiten Exkavationsart sinnvoll war. Eine
Kombinationsbehandlung sollte die exakte und selektive mechanische Entfernung des zuvor
chemisch erweichten kariosen Dentins nach rein klinischen Gesichtspunkten ermdglichen. Thr ist
deshalb nicht nur aufgrund des hoheren Behandlungskomforts im Vergleich zu einer rein
manuell-mechanischen Kariesentfernung der Vorrang zu gewihren. So beschrieben Nadanovsky
et al. (2001) die Kombination mit der Handexkavation als effektiver im Vergleich zu einer

alleinigen Behandlung mit Handinstrumenten ohne Carisolv™™. Auch durch die kombinierte

™

Anwendung von Carisolv = und der Luftabrasionstechnik konnte eine Erh6hung der Effektivitit

der Kariesentfernung erzielt werden (Kakaboura et al., 2003). Untersuchungen zu lasergestiitzter

Kariesexkavation mit Carisolv'" ergaben eine hohere Effizienz, die mit Mikroirregulationen des

verbliebenen Dentinoberfldchenreliefs und auch mit einer Entfernung des Smear Layers
einhergeht, wie beziiglich des Nd: YAG-Lasers und des Er: YAG-Lasers beschrieben wurde
(Yamada et al., 2000 und 2001). Der Vergleich der Exkavationen mit Hilfe eines Lasers mit und

ohne Carisolv'™" zeigte nach Laserbehandlung eine diinnere verbleibende Schmierschicht und

weniger Zelltrimmer auf der Dentinoberfliche und damit eine deutlich hohere Effizienz

gegeniiber Carisolv™" (Kinoshita et al., 2003).

Dammaschke et al. (2005) attestierten der Kombination mit manueller Exkavation eine

Uberlegenheit von Carisolv ™ gegeniiber Natriumhypochlorit und Calziumhydroxid. Ein weiteres

Argument, das eine Kombinationsbehandlung mit der herkdmmlichen rotierenden Exkavation
notwendig erscheinen l4Bt, ist die Feststellung, dass bei einer rein chemo-mechanischen
Kariesentfernung in vielen Fillen noch karioses Dentin unter geschlossenem Zahnschmelz
verbleibt und dadurch chemo-mechanisch nicht erreichbar ist (Ziskind et al., 2005). Eine gute
Kompromisslosung stellt eine Kombination der konventionellen und der chemo-mechanischen
Methode auch deshalb dar, weil diese neben einer erhohten Effektivitit auch eine Verkiirzung der
Behandlungszeit und signifikant geringerer Schmerzinduktion zur Folge hatte (Kakaboura et al.,
2003; Rafique et al., 2003).

Ericson et al. (1999) fiihrten eine klinische Studie iiber die subjektive Schmerzwahrnehmung im
Vergleich zur konventionellen Behandlung mit dem Rosenbohrer durch und beschrieben eine
deutlich verminderte Schmerzempfindung bei der Anwendung von Carisolv " . Auch Braun et al.
(2000), welche die Messung der Schmerzsensationen iiber eine Ableitung der Hirnstrome mit
Hilfe eines Elektroenzephalogramms (EEG) durchgefiihrten, konnten keine signifikanten

Schmerzpotentialmessungen wihrend der Behandlung mit Carisolv " registrieren. Eine klinische

Studie von Lozano-Chourio et al. (2006) zeigte, dass deutlich 71 % der behandelten Kinder die
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chemo-mechanische Kariesentfernung durch Carisolv ™", verglichen mit der Exkavation durch

den Rosenbohrer als angenehmer und schmerzfreier beurteilten und sie daher der
Rosenbohrerexkavation vorzogen.

M

Auch andere Untersuchungen zeigten, dass bei der Anwendung von Carisolv ' im Vergleich zu

herkdmmlichen Verfahren der Kariesentfernung eine signifikant geringere Menge an
Lokalandsthetikum benétigt wurde, beziehungsweise in einigen Féllen sogar gar keine Andsthesie
notig war (Fure et al., 2000; Cederlund et al., 1999; Beeley et al., 2000; Kavadia et al., 2004;
Balciuniene et al., 2005; Bergmann et al., 2005; Kirzioglu et al., 2007).

™

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Bewertung der Effizienz von Carisolv — stellt die Dauer

der Kariesentfernung dar. Bezogen auf die durchschnittliche Behandlungszeit bei der

Verwendung von Carisolv'" stellten Ericson et al. (1999) fest, dass eine solche chemo-

mechanische Behandlung mit durchschnttlich 10,4 Minuten mehr als doppelt so lange dauerte
wie die Kariesentfernung mit rotierenden Instrumenten, die bei 4,4 Minuten lag. Sie wurde
jedoch hidufig als nicht so langdauernd empfunden (Pandit et al., 2007). Die erforderliche lange
Behandlungsdauer stellt dennoch eines der Hauptkritikpunkte dar, die auch das chemo-

mechanische System Carisolv'™" noch verbesserungsbediirftig machen, da Zeit ein wichtiger

Parameter fiir die Umsetzung in den zahnmedizinischen Praxisalltag ist (Beeley et al., 2000,
Chaussain-Miller et al.,, 2003). Fure und Lingstrom (2004) zeigten zwar eine zeitliche

Behandlungsverkiirzung des neuen Carisolv II™ im Gegensatz zum bisherigen Carisolv " - Gel,

stellten jedoch fest, dass auch diese neue Version immer noch erheblich mehr Exkavationszeit in
Anspruch nahm als die konventionelle Art der Kariesentfernung. Signifikant lingere notwendige
Behandlungszeiten wurden mehrfach im Vergleich zur reinen Handexkavation und zur
rotierenden Exkavation beschrieben (Yazici et al., 2003; Fliickiger et al., 2005; Lennon et al.,
2006; Magalhaes et al., 2006; Hosein und Hasan, 2008; Fure und Lingstrom, 2009).

Maragakis et al. (2001) befragten Kinder vor Behandlungsbeginn nach ihrer Priferenz der
Kariesbehandlung. Sie zeigten eine klare Abneigung gegeniiber der konventionellen rotierenden
Kariesexkavation und gaben an, auch langere Behandlungszeiten fiir eine alternative Therapie
wie Carisolv"™" in Kauf nehmen zu wollen. Nach der chemo-mechanischen Behandlung hingegen
bestétigten sie mehrheitlich, dass sie vor allem aufgrund des unangenehmen Chlorgeschmacks
und der deutlich lingeren Behandlungszeit ihren Freunden diese Alternative jedoch nicht
empfehlen und selber doch eher an der konventionellen Behandlungsform festhalten wiirden.

Beziiglich der Biokompatibilitit wurde die Wirkung von Carisolv'" auf die Mukosa der

Mundschleimhaut und das pulpdre Gewebe in zahleichen Studien untersucht. Eine kurze
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Einwirkzeit wird dabei generell als unbedenklich angesehen. Die Mundschleimhaut zeigte nach

dreiminiitiger Carisolv'" -Exposition keine oder nur sehr geringe Anzeichen von

Entziindungsreaktionen (Arvidsson et al., 2001; Bolut et al., 2004). Im Tierversuch mit Ratten
zeigte sich, dass eine Einwirkzeit von einer Minute zu sehr geringen Schiaden an Pulpazellen und
Odontoblasten fiihrte. Nach einer Kontaktzeit von 10 bis 20 Minuten hingegen wurden diese
Zellen bereits deutlich geschidigt, wihrend aber die Fibrillen der Pulpa, das Pridentin und das
Dentin weiterhin intakt erschienen. Des Weiteren fand auch kein Einfluss auf die Verteilung und
die Expression von Neuropeptiden sensorischer Nervenfibrillen in der Pulpa statt (Young und

Bongenhielm, 2001). Es zeigte sich, dass Carisolv'", wie das vergleichbare chemomechanische
Verfahren Papacarie™" , auf Pulpafibroblasten nicht zytotoxisch wirkt, sondern diese sogar eher

stimuliert, Osteonectin zu produzieren, das zur Formierung neuen Dentins fiihrt (Bussadori et al.,
2014).

Aufgrund der enormen Weiterentwicklung der dentinadhdsiven Verbundsysteme in der
konservierenden Zahnheilkunde der vergangenen 15 Jahre untersuchten Sirin Karaarslan et al.
(2012) den Effekt der verschiedenen Kariesexkavationstechniken auf die Haftung dreier
verschiedener mikrotensiler Bondingsysteme. Dabei wurden in ihrer in-vitro-Studie drei
verschiedene Bondingsysteme auf ihre Dentinhaftung nach Exkavation mit einem

herkémmlichen Rosenbohrer, einem Er:YAG-Laser und Carisolv™ verglichen und festgestellt,

dass die Stirke der Bondinghaftung nicht von der Methode der Exkavation abhinge. Es sei
lediglich preferiert, nach chemomechanischer Exkavation ein ,,two-step self etch-System®, also
ein selbstkonditionierendes System zu verwenden, wihrend nach Laserexkavation eher ein

einzeitiges ,,etch-and-rinse System bevorzugt werden sollte.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in den letzten zehn Jahren eine grofle Anzahl von

Studien die Moglichkeiten und Grenzen des chemo-mechanischen Verfahrens Carisolv '™

untersucht haben und dabei zu unterschiedlichen Ergebnissen gekommen sind.

Ein effektives System zur Kariesentfernung sollte die Grenze zwischen remineralisierbarem und
nicht remineralisierbarem Dentin identifizieren und letzteres vollstindig entfernen. Die in dieser
Arbeit vorgestellte analytische Methode stellt einen neuen Ansatz dar, um diesen Effekt zu
objektivieren und somit einen biochemischen Endpunkt in der Kariesentfernung zu definieren.
Sie konnte bei der Evaluation weiterer innovativer Verfahren zur Kariesentfernung, wie
beispielsweise eines fluroreszenzkontrollierten Er : YAG-Lasers, bereits eingesetzt und validiert

werden (Jepsen et al., 2008).
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Die biochemischen Ergebnisse der vorliegenden In-vitro-Studie stellen die Moglichkeit einer
selektiven und vollstdndigen Entfernung denaturierten Kollagens aus der Dentinkaries mit dem

vorgestellten chemo-mechanischen Verfahren Carisolv™" in Frage.
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5. Zusammenfassung

Chemo-mechanische Verfahren zur Kariesentfernung, wie die Anwendung von Carisolv ',

werden als schonende Alternativen zur konventionellen Anwendung des Bohrers diskutiert. Es

wird angenommen, dass Carisolv'" dabei hilft, das denaturierte Kollagen in der kariésen Lision

aufzulosen. Es wird darliber hinaus vermutet, dass das intakte Kollagen innerhalb der Lasion
nach diesem Verfahren erhalten werden kann. Dieses Dentin hitte die Mdoglichkeit sich zu
remineralisieren. Dies stiinde im Gegensatz zu der aggressiveren traditionellen Kariesentfernung
mit rotierenen Instrumenten, die sich vornehmlich an der Héarte des Dentins am Kavitdtenboden
orientiert. Es war deshalb das Ziel der vorliegenden Untersuchung, die Kollagenstruktur des

Dentins am Kavititenboden nach chemo-mechanischer Kariesbehandlung mit Carisolv ™

biochemisch zu analysieren.
Bei jeweils 35 Zidhnen der permanenten und der primdren Dentition wurde die Dentinkaries

chemo-mechanisch mittels Carisolv'" entsprechend den Herstellerangaben mit speziellen

Handinstrumenten entfernt. AnschlieBend wurde eine diinne Schicht Dentin am Kavititenboden
niedertourig mit einem Rosenbohrer exkaviert. Die so gewonnenen Dentinproben wurden
zundchst mit 0,5 M EDTA demineralisiert, dann gegen 0,5 % Essigsdure dialysiert und
anschlieend durch Ultrafiltration von intakten Kollagenmolekiilen befreit. Das Ultrafiltrat wurde
lyophilisiert und der Bestimmung von Kollagen-Quervernetzungskomponenten mittels HPLC
zugefiihrt. Als Kontrollen dienten einerseits Proben gesunden Dentins aus 60 kariesfreien

Zihnen, andererseits das mittels Carisolv " entfernte karidse Dentin.

Wihrend im Ultrafiltrat gesunden Dentins die Kollagen-Quervernetzungskomponenten lediglich
in einem Anteil von 0,2 % der gesamten Dentinprobe gefunden wurden, lag dieser Anteil im
residualen Dentin von permanenten Zihnen bei 34 % und von Milchzdhnen bei 64 %. Hingegen
fanden sich die Kollagen-Crosslinks des kariosen chemo-mechanisch entfernten Dentins
erwartungsgeméif zu anndhernd 100 % im Ultrafiltrat.

Die Ergebnisse dieser In-vitro-Untersuchung haben gezeigt, dass die Kollagenstruktur des
residualen Dentins am Kavitdtenboden nach chemo-mechanischer Kariesbehandlung nicht
derjenigen gesunden Dentins entsprach. Vielmehr war in erhohtem Mal} denaturiertes Kollagen
zu finden. Somit muf} die Moglichkeit einer selektiven und vollstindigen Enfernung denaturierten
Kollagens aus der Dentinkaries mit dem untersuchten chemo-mechanischen Verfahren in Frage

gestellt werden.
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