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1 Einleitung

Eine der weltweit am haufigsten auftretende Erkrankungen ist auch im 21. Jahrhundert
die Zahnkaries [Kassebaum et al. 2015]. Seit 1997 kann aber ein Riickgang der
Karieserfahrung vor allem bei 12-jdhrigen Kindern und bei jiingeren Erwachsenen im
Alter von 33-44 Jahren verzeichnet werden [Jordan et al. 2019]. Trotz dieser Abnahme
stellen die Diagnostik und die Therapie einer Karies immer noch die Hauptaufgaben
der Zahnéarztinnen und Zahnarzte dar [Marthaler et al. 1996, Ekstrand 2004, Marthaler
2004].

Folglich ist die friihzeitige Erkennung und Behandlung einer Karies durch den
Behandler relevant, um mit Hilfe minimalinvasiver ProphylaxemaBBnahmen der
Zerstorung des Zahnes entgegenwirken zu kdnnen.

Fiir die Therapieplanung ist neben der Lage der karidsen Verianderung auch die
Aktivitit ma3gebend, die eine mogliche Tendenz der Lasion zur Progredienz liefert.
Neben der visuell-taktilen Erfassung der Zahnkaries stehen dem zahnmedizinischen
Fachpersonal heute moderne Verfahren wie zum Beispiel rontgenologische,
fluoreszenzbasierte oder biolumineszenzbasierte Methoden zur Verfiigung.

Trotz moderner Ansitze und fortgeschrittener Technologie kann es bei der visuellen
Methode der Kariesdiagnostik vorkommen, dass eine Karies wegen einer scheinbar
intakten Zahnoberfldche unentdeckt bleibt — eine so genannte ,.hidden caries* [Kidd et
al. 1992, Weerheijm et al. 1992].

Um den Zahnerhalt zu ermdglichen, miissen neue Methoden entwickelt werden, so
dass die frithzeitige Diagnostik einer Initiallision gewahrleistet ist. Vor der klinischen
Anwendung neuer Verfahren bedarf es mehrerer Untersuchungen, die an extrahierten
Zihnen hinsichtlich der Gesichtspunkte Validitit, Reproduzierbarkeit, Funktionsweise
und Zuverldssigkeit durchgefiihrt werden. Fiir solche In-vitro-Studien kénnen zu
Forschungszwecken Zihne nach einer Extraktion in verschiedenen Medien gelagert
werden. Dadurch sind die Zdhne vor Austrocknung geschiitzt, die moglicherweise
einen unerwiinschten Nebeneffekt bei den Messungen evozieren kann. Durch
Desinfektion konnen Kreuzinfektionen der wissenschaftlichen Mitarbeitenden
verhindert werden [Nawrocka und Lukomska-Szymanska 2019].

In der vorliegenden In-vitro-Studie wurde das CALCIVIS-Biolumineszenzverfahren
(CALCIVIS® Caries Activity Imaging System (CALCIVIS Ltd. Edinburgh,

GroB3britannien)) unter Verwendung verschiedener Lagerungsmedien untersucht. Als
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Lagerungsmedien fiir die extrahierten Zdhne standen A = destilliertes Wasser, B =
Chloramin-T und C = Einfrieren bei -20° C zur Verfiigung.

Mit Hilfe des Biolumineszenzverfahrens kann eine Kariesaktivitit innerhalb einer
Lasion festgestellt werden. Dazu wird ein fotosensitives Protein auf die
Zahnoberfldche aufgetragen. Liegt eine aktive Lision vor, bindet das fotosensitive
Protein die freien Kalziumionen auf der Oberfliche der Zahnhartsubstanz und wird
durch eine integrierte Kamera als Lichtsignal (Biolumineszenz) sichtbar gemacht.
Dadurch wird blaues Licht emittiert, das als digitales Bild erfasst wird. Auf der Basis
dieser Erkenntnisse kann die weitere Behandlung und Therapie durch die
zahnmedizinischen Behandler optimal geplant werden.

Das Ziel dieser Studie war es, ein geeignetes Lagerungsmedium zu finden, das die
Biolumineszenzwerte nicht signifikant veridndert und in zukiinftigen Forschungen
eingesetzt werden kann.

In der folgenden Literaturiibersicht wird auf die Karies im Allgemeinen, ihre Atiologie
und Aktivitit eingegangen. Neben der Erlduterung des Einsatzes des
Biolumineszenzverfahrens in verschiedenen Studien werden sowohl die Wirkung
verschiedener Lagerungsmedien auf die Fluoreszenzmessung als auch die

Verdnderung der Beschaffenheit der Zahnhartsubstanz untersucht.
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2 Literaturiibersicht
2.1 Atiologie der Karies

Die Entstehung einer Karies wird durch vier Primérfaktoren begiinstigt: durch das
Zusammentreffen von Zahn (Wirt), Bakterien, Zucker (Substrat) und Zeit. Erst die
Wechselwirkung dieser Faktoren kann eine Karies zur Folge haben [Fejerskov und
Kidd 2007].

Karies gilt als multifaktorielle Erkrankung, denn sie wird neben der Geschwindigkeit
der voranschreitenden Lésion und dem Kariesrisiko auch von individuellen,
verhaltensbedingten und sozialen Faktoren — den Sekundérfaktoren — beeinflusst.
Dazu gehoren die FlieBrate des Speichels, die Haufigkeit der Zufuhr kariogener
Substrate und eine ungiinstige Zusammensetzung der Erndhrung von Kindern
[Fejerskov und Kidd 2007, Harris et al. 2004].

Bereits im Jahre 1889 wurde die chemo-parasitire Theorie aufgestellt, dass
Sdurebildung aus  niedermolekularen = Kohlenhydraten  durch  kariogene
Mikroorganismen auftreten kann. Dies hat eine Verdnderung der Zahnsubstanz zur
Folge [Miller 1889]. In Erweiterung der chemo-parasitiren Theorie nach Miller [1889]
wurde der dentale Biofilm als Entstehungsgrundlage fiir Karies herangezogen [Klimm
1997]. Die im Biofilm enthaltenen Bakterien produzieren Séure, wodurch sich der pH-
Wert in ein sduerliches Milieu verschiebt und die Demineralisation des Schmelzes
beginnt [Pistacchio und Disperati 2000, Hellwig et al. 2013]. Auch jlingste Fortschritte
in der zahnmedizinischen Forschung zur Karies weisen nach, dass das Gleichgewicht
zwischen der Demineralisation und der Remineralisation der Zahnhartsubstanz bei
Karies in Richtung Demineralisation verschoben wird [ Takahashi und Nyvad 2008].
Die im dentalen Biofilm befindlichen Mikroorganismen haften iiber schwache
elektrostatische Anziehungskrifte, die Van-der-Waals-Krifte, an der Zahnoberfliche
[Gibbons 1989]. Durch eine professionelle Zahnreinigung oder durch griindliches
Zihneputzen kann der Biofilm entfernt werden.

Es ist zu beriicksichtigen, dass die Mikroorganismen an Fissuren oder an Stellen mit
Entwicklungsdefekten auch ohne Anziehungskrifte haften konnen [Fejerskov et al.
1984, Ekstrand et al. 1999].

Die Mikroorganismen Laktobazillen und Mutansstreptokokken metabolisieren Zucker
zu Milchsdure, Propionsdure und Essigsdure. Bei einer erhohten Konzentration an

Zucker wird Milchséure gebildet, die zur Verringerung des pH-Wertes fiihrt. Fiir den
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Zahnschmelz kritische pH-Werte liegen bei 5,2-5,7 und bei 6,2-6,7 fiir Dentin
[Heidemann 2005]. Dies hat zu Folge, dass es zu Demineralisationsvorgéngen im
Schmelz und im Dentin kommt [Cole und Eastoe 1977]. Nach 60 Minuten tritt
vorrangig durch den Speichel die Neutralisation des pH-Wertes ein. Dabei werden die
zuvor geldsten Kalzium- und Phosphationen aus dem Schmelz wieder in den defekten
Bereichen der Zahnhartsubstanz eingelagert [Kidd 2005]. Somit lassen sich kariogene
Prozesse auch als dynamische Verfahren zwischen De- und Remineralisationszyklen
verstehen.

Eine Karies ist durch Stagnation, Progression und Remission gekennzeichnet. Durch
den kariesprotektiven Einfluss von Fluoriden konnen initiale Lésionen stagnieren
[Tubert-Jeannin et al. 2011, Hansen und Nyvad 2017].

Zu den typischen Kariesretentionsstellen, an denen ein Zahnhartsubstanzverlust
beobachtet wird, zdhlen die Approximalrdume im Bereich der Hockerspitzen und
Fissuren bei den Prdmolaren und wihrend des Zahndurchbruchs bei den Molaren

[Carvalho et al. 1989, Thylstrup et al. 1994].

2.2 Visuell-taktile Methoden der Kariesdiagnostik

Den Zahnérztinnen und Zahnérzten stehen heute viele Moglichkeiten zur Verfligung,
eine Karies nach Ausdehnung, Lage und Aktivitdt zu erkennen. Jedoch gibt es keine
einzelnen Faktoren, die erkennen lassen, ob eine Karies aktiv oder inaktiv ist. Die
Aktivitdt zeigt die Wahrscheinlichkeit, mit der eine Karies zum Wachstum oder zur
Stagnation kommen kann. Daher wurden als Faktoren das Vorhandensein des dentalen
Biofilms, die Lokalisation der Lésion, das visuelle Erscheinungsbild und die taktile
Empfindung vorgeschlagen [Ekstrand et al. 2009; Ekstrand et al. 1998, Pitts 2009].
Lange Zeit galt die zahndrztliche Sonde als bedeutsames Hilfsmittel zur visuell-
taktilen Inspektion der Zahnkaries. Durch Untersuchungen mittels eines
Rasterelektronenmikroskops konnten in verschiedenen Studien beim Sondieren an
demineralisierten Fissuren Schmelzdefekte und Fissureneinbriiche mit der Schaffung
von Hohlrdumen diagnostiziert werden. Diese beglinstigen eine progressive
Entwicklung einer karidsen Lision [Bergman und Lindén 1969, Ekstrand et al. 1987,
Yassin 1995, Kiihnisch et al. 2007].

Fiir den Grad eines moglichen Schadens bei der Untersuchung ist das Mal3 des von
den Behandelnden angewendeten Sondierungsdrucks entscheidend [Yassin 1995,

Wagner et al. 2003].
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Die von der World Health Organization (WHO) empfohlene CPI-Sonde, deren Spitze
mit einer Kugel ausgestattet ist, verursacht geringen Schaden [Peterson und Baez
2013]. Dennoch wird fiir die Untersuchung die Ausiibung eines angemessenen Drucks
empfohlen [Mattos-Silveira et al. 2016].

Wesentlich sind beim Einsatz der visuellen Diagnostik ein vorangegangenes Reinigen
und Trocknen der Zahnoberfldchen sowie optimale Lichtverhéltnisse [Fejerskov und
Kidd 2007, Ismail 2004, Shivakumar et al. 2009].

Durch die Vorreinigung der Zdhne kann zwischen aktiven und inaktiven Lésionen
differenziert werden. Charakteristisch fiir eine aktive Lasion sind weilllich-kreidige
Flecken an den Zahnoberfldchen, braune Verfirbungen sprechen fiir eine inaktive
Liasion. Da sich der Brechungsindex pordser Zihne bei Feuchtigkeit anders verhilt,
sollten die Zahnoberflichen mit einem Piister getrocknet werden. Wiahrend Lésionen
mit einem hohen Mineralisationsverlust auch ohne den Trocknungsvorgang sichtbar
sind, kdnnen Lésionen, die einen geringen Mineralisationsverlust aufweisen, nur im
trockenen Zustand erkannt werden [Thylstrup et al. 1994, Ekstrand 2004].

Im Folgenden werden einige visuell-taktile Methoden der Kariesdiagnostik
beschrieben und im Anschluss daran wird auf das Biolumineszenzverfahren

eingegangen.

2.2.1 ICDAS-Klassifikation

Das International Caries Detection and Assessment System (ICDAS) wird als
Bewertungssystem zur Erkennung und Beurteilung von Karies eingesetzt. Es kann auf
Koronal- und Wurzeloberflichen sowie auch bei Schmelzkaries, Dentinkaries und
Lésionen mit oder ohne Kavitit angewendet werden [Braga et al. 2009, Ismail et al.
2007].

Das ICDAS I wurde 2002 entwickelt und 2005 auf ICDAS Il umgestellt. Die Kriterien
fiir das ICDAS I und II basieren auf den Konzepten von Ekstrand et. al [1995, 1997]
und werden aktuell als ICDAS-Klassifikation bezeichnet.

Das Ziel ist es, mit der Verwendung des ICDAS eine qualitativ bessere Information zu
erhalten, um eine Entscheidung hinsichtlich der Diagnose, Therapie und Prognose
treffen zu konnen [Pitts 2004].

Tabelle 2.1 zeigt die sieben visuellen Schweregrade des ICDAS. Hierbei handelt es

sich um die Primérkaries, die sich auf nicht restaurierten Flichen befindet.
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Tabelle 2.1: International Caries Detection and Assessment System ICDAS

in Anlehnung an https://www.iccms-web.com

Code

Beschreibung

Nach der Lufttrocknung (5s) ist keine Karies sichtbar. Defekte der
Schmelzentwicklung wie Schmelzhypoplasie, Fluorose sowie Erosion, Abrasion,

Attrition und Verfarbungen der Fissuren werden mit Code 0 belegt.

Nach der Lufttrocknung werden visuelle Verinderungen, z. B. Opazititen,

braunliche oder weiBliche Verfiarbungen, deutlich.

Visuelle Verdnderungen werden bereits am feuchten Zahn sichtbar. Opazititen wie
White Spot Lésionen und/oder braunliche karidse Verfarbungen in Fissuren und

Griibchen sind zu erkennen. Die Lasion ist auch im trockenen Zustand erkennbar.

Lokalisierte Schmelzzersetzung aufgrund von Karies ohne sichtbares Dentin oder
aufgrund von darunterliegenden Schatten als Anzeichen der Demineralisation kann
identifiziert werden. Am feuchten Zahn werden Opazititen wie White Spot
Lésionen und/oder braune kariose Lésionen iiber die Grenzen der Fissuren und

Griibchen ausgedehnt und noch im trockenen Zustand ausgemacht.

Eine Schattenbildung (gréulich, bldulich oder braunlich) im Dentin mit oder ohne
Schmelzeinbruch, der durch einen scheinbar intakten Schmelz sichtbar ist, wird

festgestellt.

Deutliche Kavitit mit freiliegendem Dentin wird identifiziert. Eine WHO-Sonde

kann zum Ertasten des freiliegenden Dentins genutzt werden.

Deutliche ausgedehnte Kavitit mit sichtbarem Dentin kann ausgemacht werden.
Das Dentin ist mindestens zur Hélfte karids zerstort, so dass auch die Pulpa

betroffen sein kann.
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Dariiber hinaus kann die Kariesaktivitit ermittelt werden. Die folgende Tabelle 2.2
zeigt weitere Kriterien, die sich mit der Aktivitit der Karies befassen [International
Caries Detection and Assessment System (ICDAS) Coordinating Committee, Criteria

Manual. Bogota, Columbia and Budapest, Hungary 2009].

Tabelle 2.2: ICDAS-AKktivititsbewertung karioser Lasionen in Anlehnung an

https://www.iccms-web.com

Code

Aktive Lasion

Inaktive Lasion

1,2,3

Die Schmelzoberfldche ist matt, opak

(weiBlich, gelblich) und fiihlt sich

Die Schmelzoberfliche ist glinzend, kann

weiBlich, braunlich oder schwarz sein und

beim Sondieren rau an. Die Léasion

befindet

fiihlt sich beim Sondieren glatt und hart

sich in einer | an. Bei Glattflichen liegt die Léasion

Pradilektionsstelle fiir den dentalen | typischerweise in der Nidhe des

Biofilm, wie z. B. in Fissuren und | Zahnfleischsaumes.
Gruben, in der Ndhe der Gingiva und
unterhalb des Approximalkontakts.

4 Wahrscheinlich aktiv

Beim Sondieren fiihlt sich die Kavitdt | Die Kavitidt ist glinzend und beim

weich und ledrig an. Sondieren hart.

In-vitro-Studien zeigen gute Ergebnisse bei der Anwendung des ICDAS hinsichtlich
der SP und SE im moderaten bis in den hohen Bereich auf das D1-D3 Niveau (SE fiir
D1=0,59-0,91; SP fiir D1 =0,50-0,91; SE fiir D3 = 0,48-0,83; SP fiir D3 = 0,52-0,93)
[Braga et al. 2010, Jablonski-Momeni et al. 2008, Rodrigues et al. 2008, Diniz et al.
2012, Achilleos et al. 2013]. Die Kombination der Bissfliigelaufnahme mit der
visuellen Inspektion durch ICDAS zeigt die besten Ergebnisse in der Diagnostik der
Dentinkaries [Rodrigues et al. 2008].

Auch gut erprobt hinsichtlich der Aktivititseinschdtzung einer Zahnkaries sind die
visuell-taktilen Kriterien nach Nyvad et al. [1999], die in Abschnitt 2.2.2 dargestellt

werden.

2.2.2 Nyvad-Kriterien

In einer Studie von Nyvad et al. [1999] wurde die Aktivitit einer Karies mit dem
Vorhandensein des dentalen Biofilms und den Eigenschaften Farbe, Glanz und

Rauigkeit einer Lasion in Verbindung gebracht. Hierzu wurden zehn Grade mit einer
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Gradeinteilung von 0-9 verwendet. Bei den Graden 1-3 und 8 handelt es sich um eine
aktive Lésion, bei den Graden 4-6 und 9 um eine inaktive Lision. Grad 7 steht fiir eine
gefiillte, gesunde Fliche. Die diagnostischen Kriterien von Nyvad et al. [1999] sind in
Tabelle 2.3 aufgelistet.

Tabelle 2.3: Diagnostische Kriterien in Anlehnung an Nyvad et al. [1999]

Grad | Kategorie Kriterien

0 Gesund Gesunde normale Schmelztransluzenz und -textur

1 Aktive Karies (intakte Aktive opake Schmelzoberfliche (weiBllich, gelblich)
Oberflache) sowie fehlender Glanz

Die Oberfldche fiihlt sich beim Sondieren rau an und ist
vom dentalen Biofilm bedeckt. Klinisch ist eine intakte
Fissurenmorphologie =~ ohne  Substanzverlust mit

veranderten Fissurenwédnden zu beobachten.

2 Aktive Karies Eine aktive Karies 10ost eine Unterbrechung der
(Unterbrochene Schmelzoberfliche aus. Die weiteren Kriterien
Oberflache) entsprechen denjenigen von Grad 1.

3 Aktive Karies (Kavitiat) | Aktive Karies mit Schmelz-Dentin-Beteiligung

Die Pulpa kann betroffen sein.

4 Inaktive Karies (intakte | Die Schmelzoberfliche ist gldnzend, hart, weiBlich,
Oberflédche) braunlich oder schwarz. Die Fissurenmorphologie ist

bei veranderten Fissurenwéinden intakt.

5 Inaktive Karies Inaktive Karies mit Schmelzbeteiligung
(unterbrochene Die weiteren Kriterien entsprechen denjenigen von
Oberflache) Grad 4.

6 Inaktive Karies Inaktive Karies mit Schmelz-Dentin-Beteiligung und
(Kavitidtenbildung) Kavitdtenbildung

Die Pulpa ist nicht betroffen.

7 Gefiillte, gesunde Fliache

8 Gefillte Flache mit Aktive Karies mit/ohne Kavitit

aktiver Karies

9 Gefiillte Flache mit Inaktive Karies mit/ohne Kavitit

inaktiver Karies
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2.3 CALCIVIS® Caries Activity Imaging System

Ein innovatives Verfahren zur Erfassung der Kariesaktivitit ist das CALCIVIS® Caries
Activity Imaging System, das mittels Biolumineszenz die Bestimmung der Aktivitét
einer kariosen Liasion ermdglicht. Dazu wird ein fotosensitives Protein auf die
Zahnoberfliache aufgetragen. Bei einer aktiven Lasion 19sen sich Kalziumionen aus der
Zahnhartsubstanz und liegen in ungebundener Form auf der Lésionsoberfldche vor.
Diese freien Kalziumionen werden von dem fotosensitiven Protein auf der Oberfléche
der Zahnhartsubstanz gebunden und durch eine integrierte Kamera als Lichtsignal
(Biolumineszenz) sichtbar gemacht. Das emittierte blaue Licht wird als digitales Bild
dargestellt. Die Biolumineszenz verhélt sich proportional zu den freien Kalziumionen
auf der Lasionsoberfldche und zeigt bei einer aktiven Lésion blaue Felder, bei einer
gesunden Zahnoberfldche hingegen keine blauen Felder. So wird die Diskriminierung
zwischen einer aktiven Lédsionsoberfliche und einer gesunden Zahnoberfldche
ermoglicht [Pitts et al. 2013]. Ebenso konnen mithilfe des Bildgebungssystems aktive
Demineralisationsprozesse in frithen Stadien — also die noch reversible Initialkaries —
identifiziert und den Patienten und Patientinnen veranschaulicht werden. Im Fall einer
Lision kann durch die frithzeitige Behandlung eine weitere Ausbreitung der Karies
unterbunden werden.

Erste  Studien  zeigen  erfolgreiche  Ergebnisse beim  Einsatz  vom
Biolumineszenzverfahren zur Detektion einer Kariesaktivitit. Jablonski-Momeni und
Kneib [2016] konnten in einer Studie an 46 bleibenden Zihnen signifikant hohe
Ubereinstimmungen zwischen der visuellen Befundung einer Kariesaktivitit nach
ICDAS und nach Nyvad und den Messungen mit dem Biolumineszenzverfahren
verzeichnen. Der  Rangkorrelationskoeffizient nach  Spearman lag fiir
Nyvad/CALCIVIS (rs = 0,776) und fiir ICDAS/CALCIVIS (rs = 1,0) im hohen
Bereich.

In einer weiteren Studie wurden 94 Zdhne der zweiten Dentition an der Okklusalfldche
untersucht [Jablonski-Momeni et al. 2018]. Diese wurden visuell nach
ICDAS klassifiziert und mit Hilfe der Biolumineszenzmessung auf Kariesaktivitét
untersucht. Nach vier Wochen wurde die Messung erneut vorgenommen. Nach der
anschlieBenden Hemisezierung der Zdéhne wurde zur histologischen Untersuchung
Methylrot auf die Abschnitte aufgetragen. Die Ergebnisse der Messungen mit dem
Biolumineszenzverfahren wurden mit den Ergebnissen der visuell-taktilen

Untersuchung und dem nachfolgenden histologischen Verfahren mit Methylrot
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verglichen. Die Ubereinstimmungen wurden durch die k-Werte aufgezeigt (k = 0,802-
0,917). Unter Verwendung der Histologie fiir die Aktivitidtsbewertung als Goldstandard
ergaben sich fiir die visuell-taktile Inspektion eine SE von 83,6 % und eine SP von
85 % und fiir das Biolumineszenzverfahren eine SE von 92,5 % und SP von 90 %. Es
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der visuellen Befundung und dem
Biolumineszenzverfahren festgestellt werden (p = 0,094). Damit zeigt sich eine hohe
In-vitro-Reproduzierbarkeit und eine gute diagnostische Genauigkeit fiir die
Aktivititsbewertung karidser Lasionen mit der Biolumineszenzmethode.

Gallie et al. [2017] konditionierten die Okklusalfldchen in mehreren Untersuchungen
fiir einen unterschiedlich langen Zeitraum mit Phosphorsédure (30 %). Je lianger die
Phosphorsédure auf den Zahn wirkte, desto hoher wurden die Biolumineszenzwerte.
Erkldren lasst sich dieses Ergebnis damit, dass durch die Phosphorsdure vermehrt
Kalziumionen auf der Zahnoberfliche frei werden.

Weiterhin  wurde die Reproduzierbarkeit vom Biolumineszenzverfahren bei
wiederholtem Applizieren des Fotoproteins in kurzen Zeitabstinden untersucht
[Vernon et al. 2017]. Diese Studie zeigt, dass mit dem Biolumineszenzverfahren bei
bis zu sechs hintereinander durchgefiihrten Messungen weiterhin reproduzierbare
Darstellungen dokumentiert werden konnten, bis ein Riickgang der Biolumineszenz
validiert wurde. Die Ausgangsdarstellungen konnten nach angemessener
Rehydratationszeit erreicht werden. Die Verdnderung der Biolumineszenz erklért sich
durch den Riickgang der freiliegenden Kalziumionen auf der Zahnoberflidche [ Vernon
et al. 2017].

In der Studie von Neuhaus et al. [2017] wurde die Féahigkeit der
Remineralisationsprozesse untersucht. Mit dem Biolumineszenzverfahren konnten
aktive und inaktive Lésionen erfasst werden. Nach dem Remineralisationsverfahren
wurden zuvor aktive Lasionen inaktiv und nach erneuter Messung konnte keine
Biolumineszenz mehr nachgewiesen werden.

Die Korrelation der visuellen Diagnostik nach ICDAS und Nyvad mit dem
Biolumineszenzverfahren sowie die Reproduzierbarkeit des CALCIVIS-Prototyps
wurden in der Studie von Moos [2018] an 55 Milchzédhnen untersucht. Fiir das
Biolumineszenzverfahren konnte eine hohe Reproduzierbarkeit nachgewiesen werden
(x=10,79). Die Korrelation fiir Nyvad/CALCIVIS (1. Messung/2. Messung) lag bei rs
= 0,31/0,44 und fiir ICDAS/CALCIVIS (1. Messung/2. Messung) bei rs = 0,25/0,39.
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Zwischen beiden Untersuchungen lag kein signifikanter Unterschied vor (p = 0,47).
Die Reproduzierbarkeit war hier mit ICC = 0,661 ebenfalls hoch.

Die Korrelation der visuellen Befundung und der Messung durch das
Biolumineszenzverfahren wurde auch in anderen Studien untersucht. In der In-vivo-
Studie von Jablonski-Momeni et al. [2022] konnte festgestellt werden, dass das
Calcivisbildgebungssystem (Cis) und die visuelle Befundung einer aktiven Karies an
Okklusalflichen eine wesentliche Ubereinstimmung aufwiesen. Hierfiir wurden 91
bleibende Zéhne zu drei Zeitpunkten innerhalb von zwolf Monaten untersucht. Zum
Zeitpunkt T1 (Ausgangswert) konnte eine Ubereinstimmung von 87,8 % verzeichnet
werden, zum Zeitpunkt T» (nach 6 Monaten) eine Ubereinstimmung von 89,9 % und
zum Zeitpunkt T3 (nach 12 Monaten) eine Ubereinstimmung von 88,6 % verzeichnet
werden. Zu keinem Zeitpunkt konnte ein statistisch signifikanter Unterschied validiert
werden (p = 0,108).

In einer Studie von Pitts et al. [2021] wurden ebenfalls die Ergebnisse der visuell-
taktilen Untersuchung mit den Ergebnissen des Cis verglichen. Hierbei wurden 110
Teilnehmer im Alter von 7-74 Jahren von fiinf Behandelnden untersucht. 90 Zéhne
wurden nach der visuell-taktilen Begutachtung als gesund eingestuft, 88 von ihnen
zeigten bei Cis keine Lumineszenz. Dies entspricht einer Ubereinstimmung von
97,8 %. Eine ebenfalls hohe Ubereinstimmung von 90,7 % konnte bei Zihnen mit
einer aktiven Lésion validiert werden. 86 Zihne wurden visuell als karids eingestuft,
78 von ihnen zeigten bei Cis eine Lumineszenz. Die hohe Analogie der Ergebnisse
dieser Studie zum Vergleich zwischen visuell-taktiler Befundung und der Messung mit
Cis demonstriert, dass aktive von nicht aktiven Lésionen mit hoher Genauigkeit
voneinander unterschieden werden konnen. Somit sind die Sicherheit und die
Zuverlassigkeit des Cis beim klinischen Einsatz gewéhrleistet.
Zahnschmelzdemineralisation ist eine unerwiinschte Nebenwirkung nach einer
kieferorthopadischen Behandlung mit festsitzenden Apparaturen und sollte frithzeitig
diagnostiziert werden. Ziel der In-vitro-Studie von Jablonski-Momeni et al. [2021] war
die Untersuchung der Mdglichkeit, mit der Biolumineszenztechnologie kiinstlichen
demineralisierten Schmelz, der dem natiirlichen Schmelz gleicht und an verschiedenen
kieferorthopdadischen Brackets anliegt, zu charakterisieren. 108 Zdhne mit
unterschiedlichen Bracketmaterialien wurden aleatorisch ausgewéhlt und nach ihren
Materialien in verschiedenen Einheiten zugewiesen: Titan, Keramik, Edelstahl. Neben

den Brackets wurden an den Zdhnen initiale Lasionen geschaffen. Die Zdhne wurden
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anschlieend mit der Biolumineszenztechnologie vor und nach der Demineralisation
kontrolliert, um auf den Bildern die Anwesenheit von Biolumineszenzfeldern zu
eruieren (ja/nein Entscheidung). Zur Quantifizierung der Biolumineszenzmessung
wurden am Rand neben den Brackets in einem definierten Bereich (F) Pixelwerte (P)
vor und nach der Demineralisation berechnet. Als Referenzstandard fiir die
Demineralisationsprozesse wurden quantitative lichtinduzierte Fluoreszenzaufnahmen
(QLF) angefertigt. Bei 87 % der Zidhne waren nach der Demineralisation
Biolumineszenzfelder erkennbar (ja/nein Entscheidung). Im Vergleich zum
Ausgangswert zeigten sich nach der Demineralisation bei der Analyse der
Biolumineszenzfelder signifikant hohere Pixelwerte (p < 0,0001). Die
Biolumineszenzmessung wurde nicht von den Bracketmaterialien beeinflusst. Alle
Proben wiesen einen Fluoreszenzverlust mit einem mittleren AF (Fluoreszenzverlust)
von -9,52 % (£3,15) beziehungsweise mit einem mittleren AQ (Lasionsvolumen) von
-1,01 % x mm?(+£3,34) auf. Diese Ergebnisse dokumentieren, dass sich
Demineralisationsprozesse neben kieferorthopadischen Brackets digital mit Hilfe von
Biolumineszenzverfahren darstellen lassen. Damit konnen, anders als bei der visuellen
Inspektion und Uberwachung, aktive Demineralisationsprozesse mittels einer
objektiven Darstellung mit den Behandelten gemeinsam analysiert und beurteilt
werden [Jablonski-Momeni et al. 2021].

Longbottom et al. [2021] untersuchten einen Biolumineszenzmarker auf sein
Potenzial. Zur Analyse der Lichtintensitit wurde der Biolumineszenzmarker in
verschiedenen Versuchen gemessen, um die Freisetzung von Kalziumionen zu
beurteilen: (a) Kontakt mit einer Auswahl von Kalziumionen, (b) an extrahierten
Zihnen mit Medien unterschiedlicher pH-Werte und (c) an frisch extrahierten Zéhnen
mit natiirlichen und kiinstlich erzeugten karidosen Lédsionen auf Okklusal- und
Glattflichen. Eine hohere Lichtintensitidt des Markers konnte (a) mit zunehmender
Kalziumionenkonzentration und (b) mit zunehmend sauren Losungen validiert
werden. Bei Versuch (c) erzeugten die Biolumineszenzbilder an den abgebildeten
Oberflichen ,,Entmineralisierungskarten”. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe
beweisen die Moglichkeit zur Darstellung von Zahnkaries und Erosionen durch die
Bindung von Kalziumionen auf der Zahnschmelzoberflache auf der Grundlage des
Biolumineszenzverfahrens. Die Resultate liefern damit die wissenschaftliche

Voraussetzung fiir eine kontinuierliche Entwicklung dieser neuen Technologie.
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2.4 Lagerung extrahierter Zihne

Zu Forschungs- und Lehrzwecken werden in der Zahnmedizin hdufig extrahierte
menschliche Zihne verwendet, die in verschiedenen Medien gelagert werden kdnnen.
Der Vorteil der Lagerung ist die Schaffung einer bakterienarmen Oberfliche der
Zahnhartsubstanz, an der das wissenschaftliche Fachpersonal ohne das Risiko einer
Kreuzinfektion arbeiten kann [Nawrocka und +‘ukomska-Szymanska 2019].
Extrahierte Zéhne stellen eine biologische Gefahr dar und werden als Quelle fiir durch
Blut iibertragbare Krankheiten wie Hepatitis B oder AIDS angesehen [Brauer et al.
2008, Amaechi et al. 1999, Nawrocka und Lukomska-Szymanska 2019]. Das Center
of Disease Control (CDC) verdffentlichte, um Infektionen zuvorzukommen, eine
Leitlinie, die eine Sterilisation von extrahierten Zahnen vor dem Gebrauch durch die
Verwendung eines Autoklavs voraussetzt. Die thermische Sterilisation von
amalgamrestaurierten Zdhnen sollte aufgrund der gesundheitsschadlichen
Quecksilberdimpfe vermieden werden. Hierfiir empfiehlt sich eher die chemische
Sterilisation mit 10%igem Formalin iiber einen Zeitraum von zwei Wochen [Kohn et
al. 2003]. Die normalerweise in der Zahnmedizin eingesetzten Ldsungen wie
Glutaraldehyd, quartire ~Ammoniumverbindungen und Natriumhypochlorid
entsprechen nicht den Anforderungen zur chemischen Sterilisation von extrahierten
Zihnen [Dominici et al. 2001].

Beriicksichtigt werden muss auch, dass die Zdhne fiir wissenschaftliche
Untersuchungen wertlos sind, falls sich die chemisch-physikalischen Charakteristika
der Zahnhartsubstanz durch die Sterilisation verdndert haben [Nawrocka und
Lukomska-Szymanska 2019].

Das Lagerungsmedium und auch die Lagerungszeit induzieren einen Einfluss auf die
Messungen, so dass es notwendig ist, ein geeignetes Medium zur ldngerfristigen

Verwahrung der Zéhne zu finden.

2.5 Einfluss von Lagerungsmedien

Unterschiedliche Lagerungsmedien nehmen Einfliisse auf Messungen. Die Ergebnisse
der im Folgenden aufgefiihrten Studien verdeutlichen, dass Lagerungsmedien die
anatomische Zusammensetzung des Zahnes verdndern konnen. So stellten Goodis et
al. [1991] fest, dass die Lagerung die Dentinpermeabilitét beeinflussen kann. In ihrer

Untersuchung wurden frisch extrahierte dritte Molaren eine Woche lang in einer von
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vier Losungen gelagert: (a) 70%iges Ethanol, (b) 10%iges Formalin, (c) destilliertes
Wasser mit Thymol und (d) phosphatgepufferte Kochsalzlosung mit Thymol. Die
Permeabilitdtsmessungen erfolgten an zuvor praparierten Kronensegmenten. Validiert
wurde iiber zwei unterschiedliche Zeitrdume: 1, 4, 6 und 8 Tage und 1, 8, 15 und 22
Tage. Es wurde deutlich, dass die Permeabilitit bei den Lagerungsmedien Ethanol und
Formalin geringer war als bei destilliertem Wasser mit Thymol und bei Kochsalz mit
Thymol. Die Lagerungszeit und die Lagerlosung zeigten statistisch signifikante
Auswirkungen (p < 0,05) mit signifikanten Unterschieden in der
Permeabilitdtsmessung, besonders in der Probe destilliertes Wasser mit Thymol und in
der Probe phosphatgepufferte Kochsalzlosung mit Thymol [Goodis et al. 1991].
Strawn et al. [1996] untersuchten mit spektroskopischen Methoden den Effekt
verschiedener Lagerungsmedien auf die Dentinschicht. Insgesamt wurden 27
Dentinscheiben (0,75 mm dick) aus extrahierten dritten Molaren hergestellt. Diese
Proben wurden spektroskopisch hinsichtlich chemischer Oberfldchenverdnderungen
untersucht. Mindestens fiinf Dentinproben wurden (a) in destilliertem Wasser mit
0,02 % Thymol, (b) in gereinigtem und gefiltertem Wasser, (c) in phosphatgepufferter
Kochsalzlosung mit 0,02 % Thymol, (d) in Thymol, (e) in 70%igem Ethanol und (f)
in 10%igem Formalin gelagert. Die Messungen wurden in regelmédBigen
Zeitabstianden (0, 1, 2,7, 14,21, 28 Tage) wiederholt und die Proben danach in frischen
Losungen gelagert. Ein Anstieg der Mineralisierung des Dentins konnte bei der
phosphatgepufferten Kochsalzlosung mit Thymol gemessen werden. Destilliertes
Wasser mit Thymol sowie gereinigtes und gefiltertes Wasser hingegen zeigten eine
Reduktion der Mineralisierung des Dentins und galten daher als das geeignetste
Medium [Strawn et al. 1996].

In einer Studie von Moura et al. [2004] wurde die Wirkung von Lagerungsmedien auf
die Schmelzdemineralisation erforscht. Die hier verwendeten Proben waren 60 dritte
Molaren, die in 2%igem Formaldehyd und in 0,01%igem Thymol gelagert wurden.
Die beiden Lagerungsmedien wurden jeweils einem pH-Zyklus unterzogen bzw. nicht
unterzogen, so dass vier unterschiedliche Lagerungsmedien zur Verfligung standen,
auf die die Proben verteilt wurden. Untersucht wurden in dieser Studie die Mikrostérke
im Querschnitt und der Prozentwert des Mineralvolumens der Proben nach der
Lagerung. In den Gruppen F1 und F2 wurden die Proben in Formaldehyd (F1) und in
Formaldehyd mit einem pH-Zyklus gelagert (F2), in den Gruppen T1 und T2 erfolgte
die Lagerung in Thymol (T1) und in Thymol mit einem pH-Zyklus (T2). Die
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Ergebnisse nach sechsmonatiger Lagerung zeigten, dass der verwendete pH-Zyklus
des Lagerungsmediums Thymol (T2) das Schmelzsubstrat stirker in Richtung
Demineralisation beeinflusste als die Formaldehydgruppe (F2). Die in Formaldehyd
(F2) gelagerten Proben zeigten hinsichtlich der Schmelzdemineralisation hingegen
grof3e Bestindigkeit.

Wie Francescut et al. [2006] in einer Studie feststellten, zeitigte die Lagerung der
Proben in verschiedenen Medien unterschiedliche Ergebnisse in Bezug auf die
Fluoreszenz. In dem Versuch wurden 40 extrahierte bleibende Zidhne in vier Gruppen
eingeteilt. Drei der vier Gruppen lagen bei 4° C jeweils in 1%igem Chloramin, in
10%igem Formalin und in 0,02%igem Thymol. Die vierte Gruppe wurde bei -20° C
ohne jeglichen Zusatz gelagert. In regelmidfligen Abstinden wurden
Fluoreszenzmessungen vorgenommen. Nach dem Ende der zwei Jahre dauernden
Studie konnte festgestellt werden, dass der Riickgang des Fluoreszenzwertes (p < 0,01)
bei den Lagerungsmedien Chloramin, Formalin und Thymol auffillig war, wéhrend
bei den eingefrorenen Zdhnen ein leichter Anstieg der Fluoreszenzwerte (LF-Werte)
zu verzeichnen war.

Somit war nachgewiesen, dass Lagerungsmedien einen Einfluss auf den
Fluoreszenzwert nehmen.

Aufbauend auf der Studie von Francescut et al. [2006] mallen Kaul et al. [2014] den
Riickgang der Fluoreszenz mit Hilfe eines Diagnodent-Pens. Das Ziel der Studie von
Kaul et al. war es, in einem Zeitraum von einem Jahr zu eruieren, in welchem
Lagerungsmedium die geringfiigigste Anderung der Fluoreszenzwerte auftritt. Im
Zuge dieser Forschung sollte auch die Validitit des Diagnodent-Pens fiir den Einsatz
in wissenschaftlichen Studien nachgewiesen werden. Zu Studienzwecken wurden
insgesamt 90 zuvor eingefrorene Zihne verwendet, die in neun unterschiedliche
Gruppen aufgeteilt wurden. Davon wurde eine Probe ohne Kontakt mit einem
Lagerungsmedium bei -20° C gelagert (Gruppe 9). Die Gruppen 1 bis 8 wurden in
1%igem Chloramin, 10%igem Formalin, 10%igem gepufferten Formalin, in
Salzlésung, 0,02%igem Thymol, 0,12%igem Chlorhexidin,
3%igem Natriumhypochlorit und in Speichelersatz bei 4° C aufbewahrt. Bei
Abschluss der Studie konnte ein signifikanter Riickgang der Fluoreszenz in den
Gruppen 1-8 nachgewiesen werden (p < 0,05). Bei Gruppe 9 kam es innerhalb der
ersten 30 Tage zu einem geringen Abfall der LF-Werte. Auch in diesem Versuch zeigt

die eingefrorene Probe die besten Ergebnisse [Kaul et al. 2014].
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In der Studie von Schiihlmann [2022] wurden 72 extrahierte humane Seitenzédhne der
zweiten Dentition {iber einen Zeitraum von vier Wochen in verschiedenen
Lagerungsmedien zur Untersuchung des Fluoreszenzverhaltens mit der VistaCam iX®
(VC iX), aufbewahrt. Jeweils 24 Zdhne wurden in destilliertem Wasser, in Chloramin-
T und durch Einfrieren bei - 20° C gelagert. Die Ergebnisse nach vier Wochen ergaben
fiir destilliertes Wasser (p = 0,16) und bei den eingefrorenen Zihnen (p = 1,0) keine
statistisch signifikanten Unterschiede der Fluoreszenzmessergebnisse. Fiir Chloramin-
T konnten signifikante Unterschiede im Zeitverlauf von vier Wochen validiert werden
(p < 0,05). Deshalb kann die Lagerung von extrahierten Zahnen in Chloramin-T fiir
nachfolgende Studien zum Fluoreszenzverhalten nicht befiirwortet werden. Die
Lagerung der Zihne in destilliertem Wasser oder in gefrorenem Zustand kann

hingegen befiirwortet werden.
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3 Zielsetzung und Fragestellung

Die Detektion der Karies hat in der Zahnheilkunde wegen des haufigen Auftretens
dieser Zahnerkrankung einen hohen Stellenwert und ist fiir die zahnmedizinischen
Behandler eine tigliche Herausforderung. Oftmals kann eine Karies hinsichtlich ihrer
Ausdehnung und ihrer Aktivitdt nicht zweifelsfrei bestimmt werden. Dieser Fakt
erschwert die Stellung einer eindeutigen Diagnose. Mit dem Biolumineszenzverfahren
ist es moglich, die Aktivitét einer kariosen Lésion zu diagnostizieren und ein adidquates
Kariesmanagement anzubieten — der Grundbaustein der modernen, minimalinvasiven
Therapie in der Zahnheilkunde.

Erste Studien zeigten bereits gute Ergebnisse zur Differenzierung zwischen einer
aktiven und einer inaktiven Lision mit biolumineszenzbasierten Verfahren [Jablonski-
Momeni und Kneib 2016, Jablonski-Momeni et al. 2018].

Bei der Durchfiihrung von In-vitro-Studien ist es essenziell, die Zéhne in einem
geeigneten Medium zu lagern, um sowohl eine Kreuzinfektion der Forschenden als
auch eine Austrocknung der Zdhne zu verhindern. Die physikalischen und chemischen
Eigenschaften der Zihne diirfen sich nicht indern, um Unterschiede und Ahnlichkeiten
zwischen den In-vitro-Ergebnissen und den klinischen Werten feststellen zu konnen
[Nawrocka und Lukomska-Szymanska 2019].

Ziel dieser Studie war es, mit den aktuell géngigen Lagerungsmedien: A = destilliertes
Wasser, B = Chloramin-T und C = Einfrieren bei -20° C das Biolumineszenzverfahren

extrahierter Zéhne zu untersuchen.
Folgende Hypothesen standen im Fokus dieser Studie:

Hypothese 1: Die durch ICDAS ermittelten Befunde korrelieren positiv mit den

Biolumineszenzmessungen.

Hypothese 2: Zwischen den drei Lagerungsgruppen gibt es keine signifikanten

Unterschiede beziiglich der Biolumineszenzmessungen.

Hypothese 3: Die Biolumineszenzmesswerte innerhalb der einzelnen

Lagerungsgruppen unterscheiden sich nicht signifikant im Zeitverlauf:

Hypothese 3a: Die Biolumineszenzmesswerte innerhalb der Lagerungsgruppe

»destilliertes Wasser* unterscheiden sich nicht signifikant im Zeitverlauf.
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Hypothese 3b: Die Biolumineszenzmesswerte innerhalb der Lagerungsgruppe

,,Chloramin-T* unterscheiden sich nicht signifikant im Zeitverlauf.

Hypothese 3c: Die Biolumineszenzmesswerte innerhalb der Lagerungsgruppe

,Einfrieren bei -20° C* unterscheiden sich nicht signifikant im Zeitverlauf.
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4 Material und Methode

4.1 Versuchsdesign

Abbildung 4.1 zeigt den Ablauf der Studie schematisch.

Auswahl der 72 extrahierten, menschlichen Zéihne

Reinigung der Zidhne und Klassifizierung nach ICDAS

Einbetten der Zihne in Silikon und Beschriftung

Auswahl der Messpunkte und der Lagerungsmedien

Messungsverfahren mit CALVICIS

Tabellarische Dokumentation der Werte

Datenauswertung

Abbildung 4.1: Versuchsablauf der Studie

4.2 Auswahl und Vorbereitung

Fiir diese Studie wurden 72 extrahierte menschliche Zihne der zweiten Dentition
gesammelt. Ein positives Ethikvotum der Philipps-Universitdt Marburg, Fachbereich
Medizin, zur Verwendung extrahierter Zéhne lag bereits vor Beginn der Studie vor
(Aktenzeichen 46/17). Die Patientinnen und Patienten willigten vor der Extraktion der
Zihne schriftlich in eine wissenschaftliche Untersuchung der extrahierten Zdhne ein.
Nach der Zahnextraktion wurden die Zdhne in einer 0,001%igen Natriumazid-Losung
gelagert. AnschlieBend erfolgte die Reinigung der Zihne gemdll dem Tooth Cleaning
Protocol von CALCIVIS mit einer Reinigungspaste mit einem RDA-Wert (relative
Dentin Abrasivity) von 120 (Clinpro Prophy Paste 3M, ESPE, Seefeld, Deutschland)

und einem rotierenden Biirstchen mit Nylonfilamenten (Pluradent GmbH, Offenbach,
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Deutschland). Mit einer Multifunktionsspritze mit Wasser und Luft wurden die Reste
der Paste entfernt. Daraufhin wurden die Zihne mithilfe einer Lupenbrille und einer
WHO-Sonde nach ICDAS kategorisiert. AnschlieBend wurden sie in Silikon (Silaplast
Futur, DETAX GmbH & Co. KG, Ettlingen) eingebettet, fixiert und mit einem
wasserfesten Stift nummeriert. Als Lagerungsmedien fiir die Studie standen A =
destilliertes Wasser, B = Chloramin-T und C = Einftrieren bei -20° C zur Verfiigung.
Danach wurden die Gruppen in einem Kiihlschrank aufbewahrt. Jeweils 24 Zdhne
wurden in den Gruppen ICDAS 0 2 gesund, ICDAS 1-2 2 Initialldsion und ICDAS
3-4 £ moderate Lasion kategorisiert. Pro Lagerungsmedium wurden jeweils 8 Zdhne
aus jeder ICDAS-Gruppe zur Verfiigung gestellt (insgesamt 24 Zihne pro
Lagerungsmedium). Abbildung 4.2 veranschaulicht diesen Ablauf.

| 72 Zihne |

| ICDAS 0 (n=24) | ICDAS 1-2 (n=24) | ICDAS 3-4 (n=24) |
Dest. Wasser (n=8) Dest. Wasser (n=8) Dest. Wasser (n=8)
Chloramin-T (n=8) Chloramin-T (n=8) Chloramin-T (n=8)
Einfrieren (n=8) Einfrieren (n=8) Einfrieren (n=8)

Abbildung 4.2: Versuchsablauf

Abbildung 4.3 zeigt beispielhaft zu untersuchende Zéhne, die fotografiert und danach
in einer PowerPoint Prasentation gespeichert wurden. Nach einem eintdgigen Verbleib
der Zdhne in den jeweiligen Medien erfolgte die erste Messung (Baselinemessung).

Weitere Messungen fanden nach einer Woche und nach vier Wochen statt.
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Abbildung 4.3: Priifzihne mit markierter Messfléiche

4.3 Visuelle Befundung

Die visuelle Befundung erfolgte bei Tageslicht und unter standardisierter Beleuchtung
durch zwei Behandelnde: eine approbierte Zahnarztin mit 24 Jahren Berufserfahrung
(A) und ein Student aus dem 7. Fachsemester (B). Die Zéhne wurden nach ICDAS
klassifiziert (vgl. Kapitel 2.2.1) und anschliefend tabellarisch mittels MS Excel
dokumentiert, bevor sie von der behandelnden Zahndrztin A zur Festlegung der

Messpunkte fotografiert wurden.

4.4 Untersuchung durch CALCIVIS

Die Untersuchung mit dem biolumineszenzbasierten Verfahren wurde mithilfe eines
gestellten Prototyps, eines Laptops und der dazugehorigen Software durchgefiihrt
(Abb. 4.4). Vor Beginn der Messungen wurde das Protein, das in Pulverform zur
Verfiigung stand, mit den mitgelieferten Wasserampullen durch Drehen in einem
Flaschchen vermischt, so dass es fiir die Messung bereit war. Gemil3 dem Handbuch
wurden dafiir 0,5 ml aus den Wasserampullen entnommen. Das Gemisch wurde
anschlieend mit einer Pipette aufgezogen, die vorher mit Wasserstoffperoxid gespiilt
wurde, und auf der Zahnoberfldche angebracht. Danach wurde die auf 50 pl justierte

Pipette seitlich an der CALCIVIS — Box montiert. Uber die Software Pylon Viewer



4 Material und Methode 22

und die Bildanalysesoftware ImagelJ (Fiji), die iiber den Laptop an die Dark Box des
CALCIVIS angeschlossen waren, konnten Messungen vorgenommen werden. Zudem
konnte dadurch die integrierte Kamera gesteuert werden, um Aufnahmen zu machen.

Zum Verdunkeln lie sich die Box vollstindig verschlieBen.

Abbildung 4.4: Die CALCIVIS Dark Box mit angeschlossenem Laptop

Abbildung 4.4 stellt die Box dar, in der sich eine kleine Lampe zur Optimierung der
Lichtverhéltnisse bei den Aufnahmen, eine Nadel, aus der das Fotoprotein auf die
Zahnoberfldche appliziert wurde, eine integrierte Kamera und ein Lineal befanden, um
die Position der abzubildenden Zihne rekonstruieren zu konnen. Die zu
untersuchenden Zidhne wurden 30 Minuten vor Beginn der Messung aus dem
Kiihlschrank entnommen. Danach wurden zwolf Zéhne des ersten Lagerungsmediums
A = destilliertes Wasser durch einen Luftplister getrocknet und gemessen, wihrend die
andere Hélfte zum Schutz vor Austrocknung mit einem feuchten Tuch bedeckt war.
Nach Beendigung der Messung an der ersten Hilfte der Zahne wurde auch die zweite
Halfte der Messung unterzogen. Danach wurde die Fliissigkeit des Lagerungsmediums
ausgetauscht und durch eine frische Fliissigkeit ersetzt. Die Zdhne wurden in dem
Lagermedium wieder im Kiihlschrank verwahrt.

Die erste Aufnahme erfolgte mit offenem Deckel bei einer Belichtungszeit von 700
ms. Vor Beginn der zweiten Aufnahme wurden die kleine Lampe ausgeschaltet, der
Deckel verschlossen und das Fotoprotein mithilfe der Pipette appliziert, wihrend die
Software den Befehl gab, die Aufnahme zu starten. Dieser Vorgang fand bei einer
Belichtungszeit von 2.000.000 ms statt. Auf dem Bildschirm wurde ein graues
Lumineszenzbild erzeugt, das durch die Bildanalysesoftware Imagel (Fiji) zu einem

farbigen Lumineszenzbild verarbeitet wurde. Pro Zahnprobe wurden drei Aufnahmen
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erstellt. Dieser Bildgebungsverlauf wurde mit allen 72 Zdhnen durchgefiihrt. Nach
Ende der Bildaufnahmen wurden die Zéhne, die Pipette und der Schlauch wieder
gereinigt, um verbliebene Reste des Fotoproteins zu beseitigen. Die Aufnahmen
wurden nach einer und nach vier Wochen wiederholt.

Anhand der Aufnahmen wurden zuerst ja/nein Entscheidungen iiber die Anwesenheit
von Biolumineszenzfeldern auf den Zihnen getroffen. Durch Pixelberechnungen mit
Hilfe des Bildbearbeitungsprogramm Image] konnten die Biolumineszenzfelder
(ja/nein Entscheidung) in einem definierten Bereich zusétzlich quantifiziert werden.
Je hoher der Pixelwert ausfiel, desto hoher war die Aktivitdt. AnschlieBend wurden die
Aufnahmen in eine PowerPoint Prisentation {ibertragen, um die Bilder detailliert
miteinander vergleichen zu konnen. Um den Genauigkeitsfaktor beim Vergleich
moglichst hoch zu halten, wurde bei der Pixelberechnung ein Viereck auf die
Untersuchungsflache projiziert, das den Dimensionen Liange, Breite, Horizontale und
Vertikale der jeweiligen Priifzdhne entsprach. So wurde sichergestellt, dass die
Messung des zu untersuchenden Zahnes immer an der gleichen Stelle vorgenommen
wurde. Die folgenden Abbildungen (Abb. 4.5-4.10) zeigen graue sowie farbige
Biolumineszenzautnahmen von okklusal zu den Zeitpunkten Baseline, eine Woche
nach Baseline und vier Wochen nach Baseline unter dem Einfluss verschiedener
Lagerungsmedien. Des Weiteren wird anhand der farbigen Biolumineszenzaufnahmen

die Kariesaktivitit im Zeitverlauf mit Pixelwerten veranschaulicht.
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Calcivis Blackbox-Tooth 30

graues Biolumineszenzbild  farbiges Biolumineszenzbild

Pixel = 4,162

Pixel = 6,609

Pixel = 8,515

Abbildung 4.5: Aufnahmen von okklusal zu den Zeitpunkten Baseline, eine Woche und
vier Wochen nach Baseline fiir Lagerungsmedium A = destilliertes Wasser. Die Zahnprobe
zeigt eine moderate Lasion. In den Bildern der farbigen Biolumineszenz wurden in den zu
untersuchenden Bereichen Pixelwerte errechnet. Die Pixelwerte zeigen einen leichten Anstieg

der Aktivitit der Karies im Zeitverlauf.



4 Material und Methode 25

graues Biolumineszenzbild  farbiges Biolumineszenzbild

Abbildung 4.6: Aufnahmen von okklusal zu den Zeitpunkten Baseline, eine Woche und

vier Wochen nach Baseline fiir Lagerungsmedium A = destilliertes Wasser. Die Zahnprobe
zeigt eine Initialldsion. In den Bildern der farbigen Biolumineszenz wurden in den zu
untersuchenden Bereichen Pixelwerte errechnet. Die Pixelwerte zeigen einen leichten Anstieg

der Aktivitit der Karies im Zeitverlauf.
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graues Biolumineszenzbild  farbiges Biolumineszenzbild

Pixel = 10,488

Pixel = 2,561

Pixel = 10,436

Abbildung 4.7: Aufnahmen von okklusal zu den Zeitpunkten Baseline, eine Woche und
vier Wochen nach Baseline fiir Lagerungsmedium B = Chloramin-T. Die Zahnprobe zeigt
eine moderate Lésion. In den Bildern der farbigen Biolumineszenz wurden in den zu
untersuchenden Bereichen Pixelwerte errechnet. Die schwankenden Pixelwerte zeigen eine

steigende Aktivitdt der Karies zum Zeitpunkt Baseline und vier Wochen danach.
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Calcivis Blackbox-Tooth 58

graues Biolumineszenzbild  farbiges Biolumineszenzbild

Pixel = 8,797

Pixel = 1,394

Pixel = 8,715

Abbildung 4.8: Aufnahmen von okklusal zu den Zeitpunkten Baseline, eine Woche und
vier Wochen nach Baseline fiir Lagerungsmedium B = Chloramin-T. Die Zahnprobe zeigt
eine Initialldsion. In den Bildern der farbigen Biolumineszenz wurden in den zu
untersuchenden Bereichen Pixelwerte errechnet. Die schwankenden Pixelwerte zeigen eine

steigende Aktivitit der Karies zum Zeitpunkt Baseline und vier Wochen danach.
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Calcivis Blackbox-Tooth 46

graues Biolumineszenzbild  farbiges Biolumineszenzbilc

Pixel = 24,238

Pixel = 35,983

Pixel = 58,776

Abbildung 4.9: Aufnahmen von okklusal zu den Zeitpunkten Baseline, eine Woche und
vier Wochen nach Baseline fiir Lagerungsmedium C = Einfrieren bei -20° C. Die
Zahnprobe zeigt eine moderate Lésion. In den Bildern der farbigen Biolumineszenz wurden
in den zu untersuchenden Bereichen Pixelwerte errechnet. Die Pixelwerte zeigen eine

steigende Aktivitdt der Karies im Zeitverlauf.
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Calcivis Blackbox-Tooth 71

graues Biolumineszenzbild  farbiges Biolumineszenzbild

3 "“" =
[

. Pixel = 5,138
pix:l = ISASS“

Abbildung 4.10: Aufnahmen von okklusal zu den Zeitpunkten Baseline, eine Woche und

vier Wochen nach Baseline fiir Lagerungsmedium C = Einfrieren bei -20° C. Die
Zahnprobe zeigt eine moderate Lasion. In den Bildern der farbigen Biolumineszenz wurden
in den zu untersuchenden Bereichen Pixelwerte errechnet. Die Pixelwerte zeigen eine

steigende Aktivitdt der Karies im Zeitverlauf.
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4.5  Erfassung der Daten und statistische Auswertung

Die Messwerte wurden in Microsoft Excel eingefligt und die Analyse mit MedCalc

19.1.7 durchgefiihrt.

4.5.1 Shapiro-Wilk-Test

Zur Uberpriifung der Normalverteilung der Daten wurde der Shapiro-Wilk-Test
herangezogen, der die Grundvoraussetzung fiir die Anwendung von parametrischen

und nicht-parametrischen Tests darstellt.

4.5.2 Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient

Der Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient wurde berechnet, um den
Zusammenhang zwischen der visuellen Befundung, die durch die ICDAS-Codes
bestimmt wurde, und der Kariesaktivitit mit der Biolumineszenzmessung zu ermitteln.
Die Werte konnen zwischen -1 bis +1 liegen, wobei der Wert Richtung 0-1 eine starke
Korrelation, 0 keine Korrelation und -1 eine gegenldufige Korrelation bezeichnen.
Nach Ricketts et al. [1998] lassen sich die Befunde mit dem Korrelationskoeffizienten

veranschaulichen; daraus ergibt sich wie folgt:

rs: 0-0,3 = eine niedrige Korrelation
rs: 0,3-0,7 = eine moderate Korrelation

rs: 0,7-1 = eine hohe Korrelation

4.5.3 Kruskal-Wallis-Test

Da die Daten keine normale Verteilung aufwiesen, wurde der Kruskal-Wallis-Test
hinzugezogen. Es handelt sich dabei um einen nicht-parametrischen statistischen Test,
mit dem zu den Zeitpunkten Baseline, eine Woche nach Baseline und vier Wochen
nach Baseline festgestellt werden konnte, ob es innerhalb der Gruppen A-C zu
Unterschieden zwischen den Biolumineszenzmessungen kam. Um die Ergebnisse zu
veranschaulichen, wurden die Mediane der einzelnen Gruppen zu den oben genannten
Zeitpunkten einander gegeniibergestellt. Das Signifikanzniveau wurde auf a = 0,05

eingestellt.
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4.5.4 Friedman-Test

Zur Untersuchung der Verinderung der Biolumineszenz im Zeitverlauf in jeder
einzelnen Gruppe wurde der Friedman-Test eingesetzt, um die Signifikanz der
Verinderung zu erfassen. Mit Hilfe multipler Vergleiche konnten anschliefend

Unterschiede innerhalb der einzelnen Lagerungsgruppen verifiziert werden.

4.5.5 Kreuztabellen

Um die Verteilung der Haufigkeiten verschiedener Merkmalspragungen zu
veranschaulichen, wurden in dieser Studie Kreuztabellen angefertigt. Fiir jede
Kreuztabelle wurden die Befunde der Biolumineszenz-Baselinemessung fiir samtliche
Zihne sowie die Ergebnisse der verschiedenen Lagerungsmedien A-C den ICDAS-
Befunden gegeniibergestellt. Wie bereits erldutert, kennzeichnet ICDAS Code 0 einen
gesunden Zahn, Code 1-2 eine initiale Lision und Code 3-4 eine moderate Lésion. Bei
den Ergebnissen der Biolumineszenzmessung entsprach Code 1 einer aktiven Lision
und Code O einer inaktiven Lision. AnschlieBend wurden die Zusammenhénge mit

dem Chi-Quadrat (X?)-Test analysiert, der im Folgenden erldutert wird.

4.5.6 McNemar (Chi-Quadrat)

Die Veranderungen der Ergebnisse der drei Untersuchungen zum Zeitpunkt Baseline,
eine Woche nach Baseline und vier Wochen nach Baseline durch CALCIVIS (ja/nein
Entscheidung) und ICDAS wurden aufgrund der dichotomen Auspriagung und der
Abhéngigkeit der Messreihen voneinander durch den Vierfeldertest nach McNemar

untersucht.

4.5.7 Box-Plot

Ein Box-Plot ist ein Diagramm, das die Lage- und Streuungsmale gesammelter Daten
iibersichtlich zusammenfasst. Es besteht aus einer Box, in der sich die mittleren 50 %
der Daten befinden. Die Box wird durch das untere und obere Quartil begrenzt. Aus
der Differenz der zwei Quartile wird der Interquartilsabstand (IQR) gebildet, der das
MaR fiir die Streuung der Daten ist. Eine waagerechte Linie in der Box teilt diese in
zwel Hilften, in denen sich jeweils 50 % der Daten befinden. Diese Linie steht fiir den

Median der Datenverteilung. An der oberen und unteren Begrenzung der Box sind die
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Antennen, die Whisker, angebracht; sie verbinden die Box mit dem Minimum und dem
Maximum der Werte. Sie reprisentieren die Daten, die unterhalb oder oberhalb der
Werte in der Box gemessen werden. Es ergeben sich Grenzwerte fiir die Addition des
1,5-fachen des IQR-Wertes zum oberen Quartilswert bzw. der Subtraktion vom
unteren Quartilswert. Der kleinste berechenbare Wert aus den vorliegenden Daten liegt
im Bereich Xo,25— 1,5-mal IQR, der grofite Wert liegt im Bereich Xo,75 + 1,5-mal IQR.
Werte innerhalb des Datensatzes, die liber Xo,75 + 1,5 oder unter Xo,25 — 1,5 angesiedelt
sind, werden als Ausreifler bezeichnet und mit einem Dreieck oder einem Viereck
gekennzeichnet. Mit Box-Plots kdnnen Informationen iiber mégliche Ausrei3er, das

Zentrum und die Streuung der Daten gewonnen werden.
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S Ergebnisse
5.1 Visuelle Befundung

Zuerst wurde die visuelle Befundung durch die Kriterien nach ICDAS, die in Kapitel
2.2.1 ndher beschrieben wurden, kategorisiert. Dabei stellt Code 0 eine kariesfreie
Flache dar, 1-2 eine Initialldsion und 3-4 eine moderate Lésion. Zur Gegeniiberstellung
der Ergebnisse aus der mit ICDAS erfolgten visuellen Untersuchung und der
Ergebnisse der Messung durch das Biolumineszenzverfahren (ja/nein Entscheidung)
wurden Kreuztabellen verwendet. Insgesamt wurden 72 Molaren der zweiten
Dentition okklusal untersucht und darauthin jeweils in den verschiedenen Gruppen A
= destilliertes Wasser, B = Chloramin-T und C = Einfrieren gelagert. In der Tabelle 5.1
sind die von beiden Systemen als gesund klassifizierten Zdhne mit griiner
Hintergrundfarbe hinterlegt; Zdhne, die von beiden Systemen als aktive Lésion erfasst
wurden, sind mit blauer Hintergrundfarbe unterlegt. Aus der Kreuztabelle ergibt sich,
dass mit ICDAS 28 Zihne mit inaktiver Schmelzoberfliche detektiert wurden, von
denen 27 Zéhne von beiden Systemen als gesund eingestuft wurden. Von den 44 durch
ICDAS validierten kariésen Lésionen wurden 40 Zdhne von beiden Systemen mit
aktiver ~Schmelzoberfliche erfasst (Tabelle 5.1). Zur Darstellung der
Ubereinstimmung  beider Systeme wurden weitere Kreuztabellen fiir die

Lagerungsmedien A-C erstellt (Tab. 5.2-5.4).

Tabelle 5.1: Kreuztabelle Schmelzoberflichenaktivitit nach ICDAS und CALCIVIS

fiir alle Zdhne

Aktivitdt (visuell)
CALCIVIS Baseline 0 1 Gesamt
0 27 (96,4 %) | 4 (9,1 %) 31
1 1 (3,6 %) 40 (90,9 %) | 41
Gesamt 28 44 72
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Tabelle 5.2: Kreuztabelle Schmelzoberflichenaktivitit nach ICDAS und CALCIVIS

fiir Gruppe A = destilliertes Wasser

Aktivitit A
CALCIVIS Baseline 0 1 Gesamt
0 9 (90 %) 1 (7,1 %) 10
1 1 (10 %) 13(92,9 %) | 14
Gesamt 10 14 24

Tabelle 5.3: Kreuztabelle Schmelzoberflichenaktivitit nach ICDAS und CALCIVIS

fiir Gruppe B = Chloramin-T

Aktivitit B
CALCIVIS Baseline 0 1 Gesamt
0 8 (100 %) 3 (18,8 %) 11
1 0 (0 %) 13 (81,2%) | 13
Gesamt 8 16 24

Tabelle 5.4: Kreuztabelle Schmelzoberflichenaktivitit nach ICDAS und CALCIVIS

fiir Gruppe C = Einfrieren bei -20° C

Aktivitdt C
CALCIVIS Baseline 0 1 Gesamt
0 10 (100 %) | 0 (0 %) 10
1 0 (0 %) 14 (100 %) | 14
Gesamt 10 14 24
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Die Kreuztabellen 5.1-5.4 zeigen die prozentuale Ubereinstimmung zwischen den
ICDAS-Messwerten und den Ergebnissen der Biolumineszenzmethode. Die
Ubereinstimmung beider Systeme bei der Detektion inaktiver Zahnoberfldchen betrigt
fiir alle Zdhne 96,4 %, bei Lagerungsmedium A = destilliertes Wasser 90 %, bei B =
Chloramin-T 100 % und bei C = Einfrieren bei -20° C 100 %. Die Ubereinstimmung
beider Systeme fiir die Detektion aktiver Lasionen betrégt fiir alle Zahne 90,9 %, bei
Lagerungsmedium A = destilliertes Wasser 92,9 %, bei B = Chloramin-T 81,2 % und
bei C = Einfrieren bei - 20° C 100 %.

Aus den Tabellen 5.2-5.4 ist zusammenfassend zu entnehmen, dass zum Zeitpunkt der
Baselinemessung das Lagerungsmedium C die hochste Ubereinstimmung (100 %)
zwischen den beiden Methoden aufwies. Durch den Chi-Quadrat-Vierfeldertest nach
McNemar konnte jedoch ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen ICDAS
und dem Biolumineszenzverfahren bei der Aktivitditsmessung nach einwochiger
Lagerung bei -20° C festgestellt werden (p = 0,031). Dieser Unterschied ist Tabelle 5.5

zu entnehmen.

Tabelle 5.5: Vierfeldertest nach McNemar. Kreuztabelle Schmelzoberflichenaktivitat
nach ICDAS und CALCIVIS fiir Gruppe C = Einfrieren nach einer Woche

CALCIVIS 1 Woche - C
Aktivitdt C 0 1 Gesamt
0 4 6 10
1 0 14 14
Gesamt 4 20 24

5.2 Spearman‘s Rangkorrelationskoeffizient

In den nachfolgenden Tabellen sind die Korrelationskoeffizienten nach Spearman fiir
die Messergebnisse mit dem biolumineszenzbasierten Verfahren den Messergebnissen

mit I[CDAS gegeniibergestellt.
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Tabelle 5.6: Korrelation zwischen der visuellen Aktivititsmessung und den
Biolumineszenzmessungen zum Zeitpunkt Baseline fiir alle 72 Zihne, destilliertes

Wasser, Chloramin- T und Einfrieren bei -20° C

Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient
CALCIVIS
ICDAS
Alle Zahne (n = 72) 0,86
A = Destilliertes Wasser 0,83
B = Chloramin-T 0,77
C = Einfrieren 1,0

Die Befunde, die visuell mit ICDAS erhoben wurden, und die Ergebnisse der
Messwerte durch das Biolumineszenzverfahren korrelieren signifikant im hohen
Bereich (rs = 0,86). Die hochste Korrelation zwischen der visuellen Aktivitdtsmessung
und den Biolumineszenzmessungen konnte zum Zeitpunkt der Baselinemessung fiir C
= Einfrieren bei -20° C validiert werden (rs = 1,0).

Weiterhin konnte eine signifikant hohe Korrelation beider Systeme fiir A = destilliertes

Wasser (rs = 0,83) und fiir B = Chloramin-T verzeichnet werden (rs = 0,77).

Somit kann Hypothese 1 angenommen werden, dass die mit ICDAS ermittelten

Befunde mit den Biolumineszenzmessungen positiv korrelieren.

5.3 Vergleich der Lagerungsgruppen zum gleichen Messzeitpunkt

Fir jeden Messzeitpunkt wurden die  aufgefilhrten = Mediane  der

Biolumineszenzmessung mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests verglichen. In Tabelle 5.7

werden die Ergebnisse der Pixelwerte einander gegeniibergestellt.

Tabelle 5.7: Mediane der Lagerungsgruppen iiber den Zeitverlauf von vier Wochen

Lagerungsgruppe Baseline 1 Woche 4 Wochen
Gruppe A 4,096 5,681 6,876
Gruppe B 4,324 1,394 4,330
Gruppe C 2,691 10,521 1,463
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Die statistische Analyse zeigte keine signifikanten Unterschiede der Pixelwerte zum
Zeitpunkt der Baselinemessung zwischen den drei Lagerungsgruppen (p = 0,27).
Dies bestétigen auch die Ergebnisse der Biolumineszenz-Baselinemessung (ja/nein
Entscheidung) aus Tabelle 5.1.

Nach einer Woche zeigten die Pixelwerte signifikant hohe Unterschiede an (p <
0,0001). Dabei unterschieden sich die Gruppen A = destilliertes Wasser, B =
Chloramin-T und C = Einfrieren bei -20° C signifikant voneinander. Auch das
Ergebnis nach vier Wochen zeigt signifikante Unterschiede zwischen den

Lagerungsmedien A und C (p = 0,032).

Somit kann Hypothese 2, dass zwischen den drei Lagerungsgruppen keine
signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Biolumineszenzmessung auftreten, nur
fiir den Zeitpunkt der Baselinemessung angenommen werden. Fiir die Zeitrdume nach
einer Woche und nach vier Wochen muss Hypothese 2 abgelehnt werden, da zum
Zeitpunkt der Messung signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen validiert

wurden.

5.4 Vergleich der Pixelwerte der einzelnen Lagerungsmedien im Zeitverlauf

Mit Hilfe des Friedman-Tests wurde iiberpriift, ob eine Verdnderung in den einzelnen
Lagerungsmedien im Zeitverlauf stattfand. Die in Tabelle 5.7 aufgelisteten Pixelwerte
werden im Zeitverlauf gegeniibergestellt.

Die Pixelwerte fiir A = destilliertes Wasser zeigten keine signifikanten Unterschiede

im Zeitverlauf (p = 0,33).

Somit kann Hypothese 3a angenommen werden, dass sich die
Biolumineszenzmesswerte innerhalb der Lagerungsgruppe A = destilliertes Wasser im

Zeitverlauf nicht signifikant unterscheiden.

Die Pixelwerte flir das Lagerungsmedium B = Chloramin-T zeigten signifikante
Unterschiede im Zeitverlauf (p < 0,0001). Durch multiple Vergleiche konnten
Unterschiede zwischen den Pixelwerten festgestellt werden. Dabei unterschieden sich
die Werte nach einer Woche nach Baseline von den Ergebnissen der Baselinemessung

und von den Werten nach vier Wochen nach Baseline.
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Hypothese 3b, welche besagt, dass die Biolumineszenzmesswerte innerhalb der
Lagerungsgruppe B = Chloramin-T im Zeitverlauf keine signifikanten Unterschiede

aufweisen, muss abgelehnt werden.

In der Lagerungsgruppe C = Einfrieren bei -20° C konnten signifikante Unterschiede
bei den Pixelwerten zu den verschiedenen Zeitpunkten festgestellt werden (p <
0,0001). Die Pixelwerte fiir Gruppe C unterschieden sich wie bei Gruppe B fiir den
Zeitraum von einer Woche nach Baseline von Baseline und ebenso fiir den Zeitraum

von einer Woche nach Baseline von vier Wochen nach Baseline.

Hypothese 3c, welche besagt, dass die Biolumineszenzmesswerte innerhalb der
Lagerungsgruppe C = Einfrieren bei -20° C im Zeitverlauf keine signifikanten

Unterschiede aufweisen, muss abgelehnt werden.
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5.5 Zusammenfassung der Ergebnisse im Zeitverlauf

Abbildung 5.1 stellt die Box-Plots der einzelnen Lagerungsmedien im Zeitverlauf dar.

100
]
80
O
60 s
Lagerungsgruppen:
B ~ =destiliertes Wasse
[l B = Chloramin-T
A [ C = Einfrieren bei -20°Q
40
T
20 i
[ I [
Calcivis_Baseline_Pixel_mean  Calcivis_1W_Pixel_mean Calcivis_4W_Pixel_mean

Abbildung 5.1: Box-Plot-Diagramm der unterschiedlichen Lagerungsmedien im

Zeitverlauf

Abbildung 5.1 stellt ein Box-Plot-Diagramm dar, das die Gesamtiibersicht aller durch
die Pixelberechnungen ermittelten Messergebnisse in einer Grafik zeigt. Mithilfe der
Pixelberechnung wurde das Biolumineszenzverhalten im Zeitverlauf von vier Wochen
und zwischen den Lagerungsmedien zu Baseline, eine Woche nach Baseline und vier
Wochen nach Baseline untersucht. Dabei gilt: je héher der Pixelwert ausfillt, desto
hoher ist die Aktivitdt an der Lasionsoberfliche. Der Legende der Abbildung ist zu
entnehmen, dass die Lagerungsmedien A in blauer Farbe, B in roter Farbe und C
orangefarben markiert sind. Die Mediane der Gruppe A zeigen eine Zunahme im
Zeitverlauf. Diese Zunahme der Pixelwerte konnen am IQR des Box-Plots abgelesen

werden. Abbildung 5.1 veranschaulicht, dass in der Lagerungsgruppe A = destilliertes
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Wasser keine signifikanten Abweichungen in den Medianwerten im zeitlichen Verlauf
festzustellen sind (p = 0,33). Das Diagramm zeigt auch, dass sowohl Gruppe B =
Chloramin-T als auch Gruppe C = Einfrieren signifikante Abweichungen der
Medianwerte im Zeitverlauf aufweisen (p < 0,0001). Zusétzlich erkennt man, dass die
Mediane der Lagerungsgruppen A-C zum Zeitpunkt von Baseline keine statistisch
signifikanten Unterschiede aufweisen (p = 0,27). Nach einer Woche nach Baseline (p
<0,0001) und nach vier Wochen nach Baseline (p = 0,032) sind statistisch signifikante
Unterschiede der Mediane zwischen den Gruppen festzustellen.

Nach einer Woche nach Baseline wurde in der Lagerungsgruppe B = Chloramin-T ein
Ausreifler gemessen, der sich auflerhalb der Whisker befand und hier in Form eines
Dreiecks markiert ist. Dies betrifft auch Gruppe A zum Zeitpunkt Baseline und zum
Zeitpunkt eine Woche nach Baseline. Das gleiche gilt fiir Gruppe C zum Zeitpunkt
Baseline und zu den Zeitpunkten eine Woche nach Baseline und vier Wochen nach

Baseline.

5.6 Zusammenfassung der Hypothesen

Basierend auf den Ergebnissen dieser Studie konnen folgende Hypothesen

angenommen werden:

Hypothese 1: Die durch ICDAS ermittelten Befunde korrelieren positiv mit den

Werten der Biolumineszenzmessung.

Hypothese 2: Zwischen den drei Lagerungsgruppen gibt es keine signifikanten
Unterschiede beziiglich der Biolumineszenzmessung (zutreffend nur fiir den Zeitpunkt

Baseline).

Hypothese 3a: Die Biolumineszenzmesswerte innerhalb der Gruppe A = destilliertes

Wasser unterscheiden sich nicht signifikant im Zeitverlauf.

Folgende Hypothesen in dieser Studie miissen abgelehnt werden:

Hypothese 3b: Die Biolumineszenzmesswerte innerhalb der Gruppe B = Chloramin-T

unterscheiden sich nicht signifikant im Zeitverlauf.

Hypothese 3c: Die Biolumineszenzmesswerte innerhalb der Gruppe C = Einfrieren bei

-20° C unterscheiden sich nicht signifikant im Zeitverlauf.
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6 Diskussion
6.1 Diskussion der Problemstellung

Wie bereits in Kapitel 1 beschrieben, ist in den letzten Jahren ein deutlicher Riickgang
der Karies zu verzeichnen [Jordan et al. 2019]. Die Detektion einer Karies gehort zum
Alltag im Berufsleben einer Zahnérztin oder eines Zahnarztes. Dennoch stellt die
Kariesdiagnostik fiir viele Behandelnde eine Herausforderung dar, denn neben einer
offensichtlichen Karieserkrankung eines Zahnes treten auch nicht-kavitierte Lasionen
auf, die eine intakte Schmelzoberfldche vortduschen [Ismail et al. 2007, Longbottom
et al. 2009].

Durch visuelle Methoden wie dem ICDAS konnen Lisionen in Codes kategorisiert
werden, die eine Einschétzung der Progression einer Karies ermodglichen [Braga et al.
2009]. Allerdings kann es zu einer Uberbehandlung initialer nicht aktiver karidser
Lasionen kommen, die mit der visuellen Methode allein nicht ausreichend
diagnostiziert werden konnen. Durch die Digitalisierung auf dem Gebiet der
Kariesdiagnostik konnen neue Technologien eingesetzt werden, die zu einer genaueren
Diagnose fiihren.

Die Herausforderung einer genauen Kariesdiagnostik ldsst sich mit dem auf dem
Markt eingefilhrten CALCIVIS Imaging System umgehen. Mit dem
Biolumineszenzverfahren ist es moglich, eine aktive Lasion von einer nicht aktiven zu
unterscheiden und unterstiitzt somit die visuell-taktile Begutachtung. Dabei wird ein
fotosensitives Protein auf die Oberfliche eines Zahnes aufgebracht, wo es die
freiliegenden Kalziumionen bindet, die bei einer aktiven Lésion freigesetzt werden
[Larsen 1990, Vogel et al. 1988]. Dabei wird ein blaues Licht emittiert
(Biolumineszenz) und eine aktive Lision kann digitalisiert dargestellt werden.

Die jlingsten Studien zu diesem Verfahren zeigen vielversprechende Ergebnisse bei
der Unterscheidung zwischen einer aktiven und einer nicht aktiven Lasion (ja/nein
Entscheidung) und in der Reproduzierbarkeit [Jablonski-Momeni und Kneib 2016,
Gallie et al. 2017, Martignon et al. 2017, Neuhaus et al. 2017, Vernon et al. 2017,
Jablonski-Momeni et al. 2018, Moos 2018].

Auch in klinischen Untersuchungen konnten wesentliche Ubereinstimmungen
zwischen der Biolumineszenzmessung und der visuell-taktilen Inspektion validiert

werden [Jablonski-Momeni et al. 2022].
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Bevorzugt werden In-vivo-Studien durchgefiihrt, jedoch muss eine medizinische
Innovation dieser Art hinsichtlich der Giitekriterien (Zuverldssigkeit, Validitét,
Objektivierung) in vitro gepriift werden. Dazu werden extrahierte Zdhne in
verschiedenen Medien gelagert. Die Eigenschaften der Zahne sollen sich durch das
Lagerungsmedium nicht signifikant verdndern, um belastbare klinische Ergebnisse
zum Vergleich zu erzielen [Nawrocka und Lukomska-Szymanska 2019].

In dieser Studie wurden 72 menschliche extrahierte und kariose Zdhne der zweiten
Dentition auf ihre Biolumineszenzeigenschaften untersucht. Das Ziel dieser
Untersuchung war, ein Lagerungsmedium zu finden, das keine Verdnderung der
Biolumineszenz evoziert und sich dadurch zu wissenschaftlichen Erhebungen mit
CALCIVIS eignet.

Dariiber hinaus wurde die Korrelation zwischen den Biolumineszenzmesswerten und
den ICDAS-Befunden untersucht. Zur Quantifizierung der Biolumineszenz wurden
Pixelwerte in einem definierten Bereich berechnet. Die Werte jedes Messzeitpunktes
wurden fiir jede Lagerungsgruppe verglichen und im Zeitverlauf einzeln

gegeniibergestellt.

6.2 Diskussion von Material und Methode

6.2.1 Auswahl und Lagerung

Im Rahmen dieser Studie wurden 72 extrahierte menschliche Zdhne der zweiten
Dentition untersucht. Ausgeschlossen wurden Milchzédhne, stark zerstorte Zahne und
Zéhne mit Strukturanomalien. Ferner wurde darauf geachtet, dass die Zdhne keine
konservierenden Behandlungen wie Fiillungen oder Fissurenversiegelungen erfahren
hatten.

Die Zahne wurden nach der Extraktion zunéchst in einer 0,001%igen Natriumazid-
Losung gelagert und danach geméfl dem Tooth Cleaning Protocol von CALCIVIS
gereinigt. Um die Messung der Okklusalflache zu vereinfachen, wurden die Zahne in
Silikonblocke eingebracht. Diese wurden nach ICDAS in drei Gruppen mit den Codes
0-4 kategorisiert. Die in Gruppen eingeteilten Zdhne wurden anschliefend in jeweils
drei Lagerungsmedien aufbewahrt: A = destilliertes Wasser, B = Chloramin-T und C =
Einfrieren bei -20° C.

Mehrere Studien wiesen bereits nach, dass Lagerungsmedien eine Wirkung auf die

Eigenschaften (De- und Remineralisation, Permeabilitét, Porositdt) von Zdahnen haben
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[Goodis et al. 1991, Moura et al. 2004]. Die Studie von Francescut et al. [2006]
dokumentierte, dass die Lagerungsmedien Chloramin, Formalin und Thymol bereits
nach einigen Wochen die Fluoreszenz der Ziahne reduzierten. Nur bei der Gruppe von
Zihnen, die bei -20° C eingefroren waren, konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied der Fluoreszenz nach zwei Jahren dokumentiert werden. Darauf
aufbauend wurde dieses Resultat in der 1-Jahres-Studie von Kaul et al. [2014]
bestétigt. Begriinden lasst sich dieses Ergebnis durch die bakterizide Wirkung der oben
genannten Lagerungsmedien, die zur Folge haben, dass die Fluorphore verdiinnt
werden. Damit einhergehend kann dieser Vorgang als Abnahme in der Fluoreszenz
validiert werden. Das Einfrieren der Zdhne hingegen verursacht eine bakteriostatische
Wirkung [Francescut et al. 2006], weshalb kein signifikanter Unterschied in der
Fluoreszenz detektiert werden konnte. Fiir die langfristige Lagerung der Zihne
hinsichtlich nicht beeintrachtigter Fluoreszenz-Eigenschaften stellt das Einfrieren
nach derzeitigem Kenntnisstand die beste Mdglichkeit dar.

Bislang gibt es keine publizierten Studien, die die Wirkung von Lagerungsmedien im
Hinblick auf das Biolumineszenzverfahren untersucht haben. Diese Fragestellung

wurde erstmalig in der vorliegenden Studie untersucht.

6.2.2 Visuelle Untersuchung

Die Grundlage jeder Kariesdiagnostik stellt die visuelle Untersuchung dar. Dabei ist
das friihzeitige Erkennen einer Karies wichtig, um dem Patienten eine minimal-
invasive Therapie anbieten zu konnen. Die noch bis vor kurzem zur Wahl stehenden
klassischen Methoden nach der World Health Organization [1997], eine Karies zu
detektieren, haben ausschlieBlich die Identifizierung bereits kavitierter Lasionen im
Fokus. Zur Behandlung eines Zahnes mit einer weiter fortgeschrittenen
Karieserkrankung ist es erforderlich, invasive Maflnahmen zu ergreifen. Jedoch steigt
— wie bereits erldutert — die Anzahl von Fillen mit Initialkaries (nicht-kavitierte
Karies), so dass eine Methode entwickelt wurde, die die Aktivitit und die
Einschidtzung der Progression der Karies in der Befundung beriicksichtigt: das
International Caries Detection and Assessment System (ICDAS). Die Befundung nach
ICDAS beinhaltet 7 Codes, wobei Code 0 fiir kariesfrei steht, Code 1-2 fiir eine
Schmelzkaries und Code 3-6 fiir eine Dentinkaries in unterschiedlichen Stadien

[ICDAS Coordinating Committee, 2009]. Hinsichtlich der Reproduzierbarkeit der
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Kariesdiagnose konnte sich das System bereits in mehreren Studien beweisen
[Jablonski-Momeni et al. 2008, Diniz et al. 2009, Braga et al. 2010, Gomez et al. 2013].
In der vorliegenden Studie wurde ICDAS als Referenzmethode zur

Biolumineszenzuntersuchung herangezogen.

6.2.3 Biolumineszenzmessung mit CALCIVIS

Die in dieser Studie beschriebene Untersuchung wurde mit einem CALCIVIS-
Prototyp durchgefiihrt. Die auf der Zahnoberfldche lokalisierten Kalziumionen werden
von einem Fotoprotein gebunden. Dabei wird ein Licht emittiert, das mit einer
integrierten Kamera aufgenommen wird. Durch dieses Verfahren kdnnen karidse
Lésionen digital visualisiert und mit der Patientin oder dem Patienten in der Praxis
besser kommuniziert werden. Die Biolumineszenz gibt des Weiteren eine
Einschitzung der Aktivitdt einer Karies an und ermdglicht dadurch die
Therapiemoglichkeiten und den Einsatz minimalinvasiver Behandlungsweisen. Durch
die Digitalisierung, die mit ICDAS nicht direkt mdglich sind, konnen die Befunde
gesichert und zu Verlaufskontrollen der Karies zum Vergleich herangezogen werden.
Bisher zeigen die Untersuchungen mit dem Biolumineszenzverfahren gute Ergebnisse.
In der Studie von Jablonski-Momeni und Kneib [2016] konnte eine positive
Korrelation zur Erfassung der Aktivitit einer Karies an bleibenden Zéhnen mit Hilfe
der Biolumineszenz und der visuellen Methoden festgestellt werden. Eine Studie von
Moos [2018] erzielte ebenfalls gute Ergebnisse zur Erfassung der Karies. Dabei wurde
sowohl die Reproduzierbarkeit des Biolumineszenzverfahrens untersucht als auch eine
hohe Korrelation im Hinblick auf die Kariesdiagnose an Milchzdhnen mit der visuellen
Untersuchung dokumentiert. Weitere In-vitro-Studien zeigen eine signifikant hohe
Korrelation zwischen der visuellen Begutachtung der Zdhne wund der
Biolumineszenzmessung [Pitts et al. 2021, Jablonski-Momeni et al. 2018]. Die
klinische Umsetzung der oben genannten In-vitro-Studien in einer Untersuchung von
Jablonski-Momeni et al. [2022] dokumentierte essenzielle Analogien in der
Aktivitdtsbewertung karidser Léasionen auf Okklusalflichen zwischen den Befunden
durch Cis und der visuellen Inspektion.

Zu der Fragestellung, welches Medium sich wegen eines geringen
Biolumineszenzverlustes zur Lagerung von extrahierten Zdhnen am besten eignet, gibt

es bislang keine Studien.
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6.2.4 Studiendesign

Die ideale Rahmenbedingung fiir eine Studie an extrahierten Zéhnen wurde von Pitts
[2001] beschrieben: eine Zahnextraktion muss durch eine vorherige Untersuchung des
Zahnes in vivo ethisch zweifelsfrei vertretbar sein. Die Zihne fiir diese Studie
befanden sich bereits in einem extrahierten Zustand und standen fiir eine klinische
Untersuchung am Patienten nicht mehr zur Verfligung. So konnten wichtige
patientenbezogene Faktoren wie das Patientenalter, die Familien- und Sozialanamnese
und das allgemeine Kariesrisiko nicht einbezogen werden.

Fir diese Studie wurde das In-vitro-Studiendesign ausgewdhlt, in dem der
Studienautbau so weit wie moglich an die klinische Situation angepasst wird. Nach
der Reinigung der Zéhne gemal3 dem Tooth Cleaning Protocol von CALCIVIS wurden
diese in den Lagerungsmedien A = destilliertes Wasser, B = Chloramin-T und C =
Einfrieren bei -20° C aufbewahrt. Diese Umgebung entspricht dennoch nicht génzlich
den oralen Bedingungen in der Mundhohle mit pH-Wertschwankungen und der
Anwesenheit von Speichelenzymen. Durch den Einsatz der CALCIVIS Dark Box
wurden die Lichtverhéltnisse wahrend der Messungen an die Lichtverhéltnisse in der
Mundhohle angepasst (Kapitel 4.4). Als Referenz zur Beurteilung der Biolumineszenz
wurde ICDAS zur Inspektion der Zdhne herangezogen. Histologische Untersuchungen

wurden nicht durchgefiihrt.

6.3 Diskussion der Ergebnisse
6.3.1 Korrelation der Biolumineszenzmessung mit den ICDAS-Befunden

Die Korrelation der ICDAS-Werte mit der Biolumineszenzmessung liegt insgesamt im
hohen Bereich (rs = 0,86). Die hochste Korrelation konnte fiir die Lagerungsgruppe C
= Einfrieren bei -20° C festgestellt werden (rs = 1,0). Auch die Gruppe A = destilliertes
Wasser (rs = 0,83) und die Gruppe B = Chloramin-T (rs = 0,77) korrelierten im hohen
Bereich. Die Hypothese, dass eine signifikant positive Korrelation zwischen der
visuellen Aktivitdtsmessung und der Biolumineszenzmessung besteht, kann somit
angenommen werden. Die erste Kreuztabelle (Tab. 5.1) in Kapitel 5.1 zeigt eine hohe
diagnostische Ubereinstimmung beider Verfahren bei der Aktivititsbewertung karidser
Lésionen. Von 28 nach ICDAS als gesund eingestuften Zdhnen wurden 27 durch
CALCIVIS als inaktive Oberfliache erfasst (96,4 %). Von 44 Zihnen, die laut ICDAS
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kariose Lasionen aufwiesen, konnte in 40 Zahnen eine aktive Lasion durch CALCIVIS
validiert werden (90,9 %).

Die Korrelation der visuellen Befundung und der Biolumineszenzmessung wurde
bereits klinisch untersucht. So stellten Jablonski-Momeni et al. [2022] in einer In-vivo-
Studie fest, dass das Cis und die visuelle Befundung einer aktiven Karies eine
wesentliche Ubereinstimmung im Zeitraum von 12 Monaten ergaben (k = 0,77).

In einer weiteren Studie von Jablonski-Momeni et al. [2018] wurde die Korrelation
von 94 bleibenden Zdhnen histologisch, visuell und durch CALCIVIS untersucht.
Nach der visuellen Inspektion, der Untersuchung auf Biolumineszenz und der
histologischen Untersuchung konnten hohe Ubereinstimmungen bei den «-Werten
nachgewiesen werden (k = 0,802-0,917). Uber alle Verfahren hinweg konnte eine
signifikant positive Korrelation validiert werden (rs = 0,618-0,811). Fiir die
Aktivititsmessung unter histologischer Untersuchung lagen eine Sensitivitdt und
Spezifitit fiir ICDAS bei SE = 83,6 % bzw. SP = 85 % und fiir die
Biolumineszenzmethode bei SE = 92,5 % bzw. SP = 90 % vor. Signifikante
Unterschiede zwischen der visuellen Befundung und der Biolumineszenzmessung
konnten nicht gemessen werden (p = 0,094). Damit zeigt sich eine hohe In-vitro-
Reproduzierbarkeit und eine hohe diagnostische Genauigkeit fiir die
Aktivitdtsbewertung karioser Lasionen mit der Biolumineszenzmethode.

In der Studie von Moos [2018] wurde die Korrelation zwischen visuellen
Untersuchungsmethoden und Biolumineszenzverfahren an Milchzédhnen iiberpriift.
Die Untersuchung ergab gute Ergebnisse zur Erfassung der Kariesaktivitit an
Milchzéhnen (p = 0,47).

Pitts et al. [2021] untersuchten die Ubereinstimmung zwischen visuell-taktilen
Methoden und dem Cis. Von 90 durch visuelle Inspektion ermittelten gesunden Zéhnen
wiesen 88 iiber Cis keine Lumineszenz auf. Dies entspricht einer Ubereinstimmung
von 97,8 %. Eine 90,7%ige Ubereinstimmung ergab sich fiir Zihne mit einer aktiven
Lasion, von denen 86 Zihne als visuell karios und 78 Ziahne durch Cis als aktive
Lésion erfasst wurden.

Die Ergebnisse der oben aufgefiihrten Studien zeigen durch eine hohe
Ubereinstimmung zwischen dem Cis und der visuellen Befundung, dass aktive von
inaktiven Lidsionen mit vielversprechender Genauigkeit voneinander unterschieden
werden konnen. Dies macht den klinischen Einsatz von CALCIVIS zuverldssig und

sicher.
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6.3.2 Ergebnisse aus den Gruppen- und Zeitverlaufsvergleichen

Zwischen den drei Lagerungsgruppen konnten zum Zeitpunkt der Baselinemessung
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (p =0,27). Nach einer Woche (p <
0,0001) und nach vier Wochen (p = 0,032) nach Baseline konnten signifikante
Unterschiede verzeichnet werden. Deutlich erkennbar wird dies durch die
schwankenden Pixelwerte bei den Gruppenvergleichen (Tab. 5.7). Dabei
unterschieden sich nach einer Woche nach Baseline simtliche Gruppen voneinander,
nach vier Wochen nach Baseline unterschieden sich die Gruppe A = destilliertes
Wasser und die Gruppe C = Einfrieren bei -20° C voneinander.

Mit Hilfe des Friedman-Tests wurden innerhalb einer Lagerungsgruppe die variierten
Pixel-Werte im Zeitverlauf verglichen, die teilweise Messdifferenzen aufzeigten. Fiir
die Lagerungsgruppe A = destilliertes Wasser wurde im zeitlichen Verlauf ein
statistisch nicht signifikanter Anstieg der Pixelwerte validiert (p = 0,33). Fiir die
Gruppe B = Chloramin-T wurde ein signifikanter Unterschied erfasst (p < 0,0001).
Der Pixel-Wert sank nach einer Woche nach Baseline im Vergleich zum Zeitpunkt der
Baselinemessung und zeigte nach vier Wochen nach Baseline durch ansteigende
Pixelwerte vermehrt Aktivitit. Bei Gruppe C = Einfrieren der Zéhne bei -20° C wurde
ein statistisch signifikanter Anstieg der Pixelwerte nach einer Woche nach Baseline
und ein Riickgang der Werte nach vier Wochen nach Baseline gemessen (p < 0,0001).
Auch hier zeigte sich eine erhohte Aktivitit zum Messzeitpunkt eine Woche nach
Baseline und eine verminderte Aktivitdit zum Messzeitpunkt vier Wochen nach
Baseline.

Frithere Studien zeigten, dass beim Einfrieren der Zihne der geringste
Fluoreszenzabfall zu erwarten ist [Francescut et al. 2006, Kaul et al. 2014]. Da sich
dieses Medium bereits in vielen Studien als zuverldssig erwiesen hatte, ist es denkbar,
dass die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung Messungenauigkeiten geschuldet
sind. Moglicherweise waren die Zihne zu lange der Raumtemperatur ausgesetzt oder
sie wurden nicht ausreichend oder zu stark getrocknet. Vorstellbar ist auch eine erhdhte
Ansammlung von Feuchtigkeit an der Messoberfliche bei der Abkiihlung auf
Raumtemperatur. Bei dem Lagerungsmedium Chloramin-T wurde in der Studie von
Francescut et al. [2006] ebenfalls ein signifikanter Unterschied der LF-Werte
zwischen dem 7. und dem 14. Tag gemessen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass in der vorliegenden Studie das

Lagerungsmedium A = destilliertes Wasser gute Ergebnisse lieferte und sich fiir die
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Lagerung extrahierter Zéhne fiir Biolumineszenzmessungen am besten eignet.
Chloramin-T und Einfrieren bei -20° C hingegen eignen sich aufgrund der
schwankenden Pixelwerte und des dadurch unregelméBigen

Biolumineszenzverhaltens nicht zur Lagerung von extrahierten Zahnen.

6.4 Schlussfolgerung und Relevanz fiir zukiinftige Studien

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von Lagerungsmedien auf das
Biolumineszenzverhalten an gesunden sowie an karidésen Zahnen untersucht. Zudem
wurde die Korrelation der visuellen Kariesdetektion nach ICDAS und die
Aktivitdtserfassung einer Lésion mit dem Biolumineszenzverfahren ermittelt. Die
extrahierten Zéhne wurden zundchst visuell und anschlieBend digital untersucht. In
dieser Studie korrelieren die Ergebnisse beider Verfahren signifikant im hohen
Bereich. Bereits in fritheren Studien erwiesen sich die Reproduzierbarkeit sowie die
Erfassung der Kariesaktivitit mit dem Biolumineszenzverfahren mit hoher
Genauigkeit als geeignet fiir den klinischen Einsatz [Jablonski-Momeni und Kneib
2016, Jablonski-Momeni et al. 2018, Moos 2018, Pitts et al. 2021]. Die Suche nach
einem geeigneten Lagerungsmedium fiir extrahierte und kariose Zihne ergab in dieser
Studie keine signifikante Verdnderung der Biolumineszenz fiir destilliertes Wasser
(Gruppe A) im Zeitverlauf. Dieses Medium kann zur Lagerung karidser Zéhne zur
Erforschung der Biolumineszenz fiir zukiinftige Studien empfohlen werden. Aufgrund
statistisch signifikanter Verdnderungen der Biolumineszenz und der dadurch
verfalschten Ergebnisse wird eine Lagerung von extrahierten Zéhnen in den Medien
Chloramin-T und Einfrieren bei -20° C nicht empfohlen.

Die Empfehlung fiir den Praxisalltag ist eine kombinierte Anwendung aus beiden
Systemen. Dabei soll das Biolumineszenzverfahren die visuell-taktile Befundung bei
der Kariesdiagnostik unterstiitzen. Durch die Digitalisierung der Befunde kann den
Patientinnen und Patienten die Diagnose sowie die Notwendigkeit einer Behandlung
deutlich kommuniziert werden. So kann eine invasive Therapie vermieden werden und
der minimalinvasive Therapieansatz sowie die Zahnerhaltung riicken mehr in den
Vordergrund.

Die Forschung iiber die Suche nach einem geeigneten Lagerungsmedium zur
biolumineszenzbasierten Kariesdiagnostik ist eine wissenschaftlich relevante Frage.
So kann das Risiko von Fehlmessungen an frisch extrahierten Zdhnen verringert

werden, indem diese nach einer Zahnextraktion in geeignete Lagerungsmedien
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verwahrt werden. Weitere Studien dieser Art sind notwendig, um Lagerungsmedien
iiber einen Zeitraum von mehr als vier Wochen zu untersuchen. Weitere
Lagerungsmedien miissen untersucht werden, um zu validieren, ob ein Einfluss auf die
Biolumineszenzmessungen = nachgewiesen ~ werden  kann.  Auch  eine
Kombinationsstudie, in der die Zdhne zunichst in vivo und anschlielend in vitro

untersucht werden, bietet gewiss ein aufschlussreiches Forschungsfeld.



7 Zusammenfassung 50

7 Zusammenfassung
7.1 Zusammenfassung auf Deutsch

Einfluss von verschiedenen Lagerungsmedien auf Biolumineszenzmessungen-
eine In-vitro-Studie

Ziel: Das Ziel dieser Studie war es, das Biolumineszenzverhalten an kariésen Zahnen
nach Lagerung in verschiedenen Medien in einem Zeitraum von vier Wochen zu
untersuchen. Weiterhin sollte die Korrelation zwischen den
Biolumineszenzmessungen durch CALCIVIS® Caries Activity Imaging System und
den visuellen Befunden des International Caries Detection and Assessment System
untersucht werden.

Material und Methode: Insgesamt wurden 72 extrahierte humane Seitenzdhne der
zweiten Dentition gereinigt und nach den Kriterien der ICDAS Codes kategorisiert.
Jeweils acht Zdhne desselben ICDAS Codes wurden in einem der drei
Lagerungsmedien A = destilliertes Wasser, B = Chloramin-T und C = Einfrieren bei -
20° C verwahrt. Die Messungen mit CALCIVIS (ja/nein Entscheidung) erfolgte zu
den Zeitpunkten Baseline sowie eine Woche nach Baseline und vier Wochen nach
Baseline. Die gesammelten Daten wurden in MS Excel importiert und anschlieBend
mit MedCalc 19.1.7 ausgewertet. Die Korrelation der Ergebnisse beider Systeme
wurden in Kreuztabellen aufgelistet und mittels den Rangkorrelationskoeffizienten
nach Spearman (rs) analysiert. Zur Quantifizierung der Biolumineszenzfelder im
Zeitverlauf wurden in einem definierten Bereich Pixelwerte berechnet.
Messunterschiede in den Pixelwerten zwischen den Lagerungsgruppen sowie
innerhalb dieser Gruppen wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests und des Friedman-
Tests ermittelt. Die Ergebnisse wurden im Box-Plot dargestellt.

Ergebnisse: Die Befunde der visuellen Inspektion korrelierten mit den Messwerten
durch CALCIVIS (ja/nein Entscheidung) signifikant im hohen Bereich fiir n = 72
Zihne (rs = 0,86). Innerhalb der einzelnen Lagerungsgruppen konnten auch statistisch
signifikante Korrelationen validiert werden fiir A = destilliertes Wasser (rs = 0,83), B
= Chloramin-T (rs = 0,77) und C = Einfrieren bei -20° C (rs = 1,0). Die Auswertung
fiir den Kruskal-Wallis-Test zeigt zum Zeitpunkt von Baseline keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen (p = 0,27). Die Messwerte der Kreuztabellen zur
Erfassung der Schmelzoberflichenaktivitit nach ICDAS und CALCIVIS zum

Zeitpunkt der Baselinemessung bestétigen die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests
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noch einmal. Beide Verfahren zeigten eine hohe Ubereinstimmung bei der Erfassung
aktiver Lasionen: fiir alle 72 Zahne = 90,9 %, Gruppe A = 92,9 %, Gruppe B =81,2 %
und Gruppe C = 100 %. Ebenfalls ergaben die Messwerte zur Erfassung inaktiver
Lisionen hohe Ubereinstimmungen: fiir alle 72 Zihne = 94,6 %, Gruppe A = 90 %,
Gruppe B = 100 % und Gruppe C = 100 %. Signifikante Unterschiede konnten nach
einer Woche nach Baseline (p < 0,0001) und nach vier Wochen nach Baseline (p <
0,032) gemessen werden. Nach einer Woche nach Baseline unterschieden sich alle
Messwerte aller Lagerungsgruppen voneinander. Die Messung nach vier Wochen nach
Baseline ergab Unterschiede zwischen Gruppe A und Gruppe C. Fiir die Auswertung
des Friedman-Tests zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den Pixelwerten
fiir Lagerungsgruppe A = destilliertes Wasser im Zeitverlauf an (p = 0,33). Fiir das
Lagerungsmedium B = Chloramin-T konnten signifikante Unterschiede der Pixelwerte
im Zeitverlauf validiert werden (p < 0,0001). Dabei unterschieden sich die Pixelwerte
in Gruppe B von Gruppe A und Gruppe C. Auch fiir die Lagerungsgruppe C =
Einfrieren bei -20° C konnten statistisch signifikante Unterschiede der Pixelwerte im
Zeitverlauf verzeichnet werden (p < 0,0001).

Diskussion und Schlussfolgerung: Die Ergebnisse dieser Studie zum Vergleich der
visuellen  Aktivitdtsmessung  einer  Karies nach ICDAS mit den
Biolumineszenzmessungen korrelierten signifikant und zeigten eine hohe
diagnostische Ubereinstimmung zwischen beiden Systemen. Das biolumineszierende
Verfahren kann daher in der klinischen Kariesdiagnostik als ergdnzendes Hilfsmittel
zu den derzeit gingigen Methoden, wie dem ICDAS verwendet werden. Hinsichtlich
der Lagerung von  extrahierten  Zéhnen  zur  Untersuchung  des
Biolumineszenzverhaltens eignete sich im Rahmen dieser Studie destilliertes Wasser
(Gruppe A) am besten. Fiir die Lagerung von extrahierten Zahnen in Chloramin-T oder

das Einfrieren auf -20° C kann keine Empfehlung ausgesprochen werden.
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7.2 Zusammenfassung auf Englisch

Influence of different storage media on bioluminescence measurements on teeth-
an in-vitro study

Aim: The aim of this study was to investigate the bioluminescence behaviour on
carious lesions after a storage in different storage media over a period of four weeks.
Furthermore, the correlation between the bioluminescence measurements using the
CALCIVIS® Caries Activity Imaging System and the visual findings of the
International Caries Detection and Assessment System was examined.

Material and methods: In total 72 extracted human posterior teeth of the permanent
dentition were carefully cleaned and categorized according to the criteria of the ICDAS
codes. Eight teeth each of the same ICDAS code were stored in one of the three storage
media A = distilled water, B = chloramine-T and C = freezing at -20° C. The teeth were
measured by CALCIVIS (yes/no decision) at baseline, after one week and after four
weeks. The determined data was inserted into MS Excel and analyzed with MedCalc
19.1.7. The correlation between the findings from both systems were listed in cross
tables and evaluated by Spearman's rank correlation coefficient (rs). Pixel values were
calculated in a defined area to quantify the bioluminescence fields over time.
Measurement differences of pixel values between and within the bearing groups were
determined by the Kruskal-Wallis test and the Friedman test. The results were
presented in box plots.

Results: The visual findings of the ICDAS correlated significantly in a high range with
the measured values from CALCIVIS (yes/no decision) for the used 72 teeth (rs =
0.86). Also within the individual storage groups significant correlations could be
validated for A = distilled water (rs = 0.83), B = chloramine-T (rs = 0.77) and C =
freezing at -20° C (rs = 1.0). The evaluation of the Kruskal-Wallis test shows no
significant differences between the groups at the time of baseline (p = 0.27). The
measured values of the cross tables for recording the enamel surface activity according
to ICDAS and CALCIVIS at the time of baseline confirm the results of the Kruskal-
Wallis test once again. Both methods show a high level of correlation for detecting
carious lesions: for all 72 teeth = 90.9 %, group A = 92.9 %, group B = 81.2 % and
group C = 100 %. The measured values for the detection of inactive lesions also
showed a high correlation: for all 72 teeth = 94.6 %, group A =90 %, group B =100 %
and group C = 100 %. Significant differences could be measured after one week (p <

0.0001) and four weeks (p < 0.032). After one week all measured values of the three
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storage groups differed from each other. The measurements after four weeks revealed
differences between group A and C. For the evaluation of the Friedman test there were
no significant differences in the pixel values for storage group A = distilled water over
the time (p = 0.33). For the storage group B = chloramine-T significant differences in
pixel values over time could be validated (p < 0.0001). The pixel values in group B
differed from A and C. Additionally significant differences in the pixel values over
time could be evaluated for the storage group C = freezing at -20° C (p < 0.0001).

Discussion and conclusion: The results of this study between the visual findings
according to the ICDAS and the bioluminescence measurements correlated
significantly and showed a high diagnostic accordance between the two systems. The
bioluminescence method can therefore be used in caries detection as an aid to current
clinical methods such as ICDAS. With regard to the storage of extracted teeth for
examining the bioluminescence behavior distilled water (group A) was best suited in
this study. The storage of extracted teeth in chloramine-T or freezing them at -20° C is

not recommended.
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