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Kurzfassung

Hintergrund: Spezielle Laser sind als Desinfektions-Adjuvantien bei Entzindungen des
Endodonts zur Therapie geeignet. Bisherige Studien haben sich tber die mikrobiologischen
Auswirkungen dieser Laser beschaftigt. Weitestgehend unerforscht ist der Effekt der
Laseranwendung in der Endodontie auf umliegende Zellen und deren Viabilitat.

Zielsetzung: Ziel war die Wirkung von endodontischer Laseranwendung im Vergleich zu
Spullésungen auf durch eine Dentinschicht abgeschirmte Zellen zu erforschen und somit eine
Klinische Situation zu simulieren.

Methodik: Um die Viabilitat der durch eine Dentinschicht abgeschirmten Zellen (GF, L929,
MG-63) zu untersuchen, wurden die Zellen durch eine Dentinschicht entweder mit 2
unterschiedlichen Lasern (Diodenlaser bzw. Er:YAG-Laser), mit 2 unterschiedlichen
konventionellen Spillésungen (CHX bzw. NaOCI) behandelt oder unbehandelt belassen. Die
Viabilitat der Zellen wurde mittels MTT ermittelt. Zudem erfolgte eine Fotodokumentation.
Ergebnisse: Die Daten zeigen, dass es bei allen drei Zelllinien zu einer starkeren Reduktion
der Viabilitat in den direkten Behandlungsgruppen ohne Dentinschicht mit Er:YAG-Laser,
Diodenlaser, CHX und NaOCI im Vergleich zu deren dquivalenten Behandlungsgruppen
durch eine Dentinschicht kam. Weiters war die Viabilitatsreduktion bei Behandlungen durch
eine Dentinschicht mit CHX und NaOCI starker im Vergleich zu Er:YAG-Laser und
Diodenlaser. Die Fotos bestétigen die Ergebnisse der MTT Tests.

Schlussfolgerung: Es gibt einen Einfluss von Er:YAG-Laser, Diodenlaser, CHX- und
NaOCI-Spilung auf die Viabilitat von osteoblastaren Zellen (MG-63), Mausefibroblasten
(L929) und gingivaler Fibroblasten (GF) im ,,in vitro*“-Versuch. Vor allem durch deren
direkte Behandlung kommt es zu einer Reduktion der Viabilitat in allen 3 Zelllinien. Bei
Behandlung durch eine Dentinschicht wurde die Zytotoxizitat der jeweiligen Behandlung

abgeschwacht, blieb aber in gewissem Mal3e bei CHX und NaOCI immer vorhanden.



Abstract

Background: Special lasers are used as disinfection-adjuvant for therapy of inflammatory
diseases of the endodont. Previous studies have concentrated on the microbiological effects of
laser treatment. Unknown is, how the laser in the endodontic treatment affects the
circumjacent cells and their viability.

Objectiv: Our objective was to explore the effects of an endodontic lasertreatment in
comparison to antimicrobial irrigants through a cell protecting dentin layer and therefore
create a clinical situation.

Methods: To investigate the viability of dentin layer protected cells (GF, L929, MG-63), the
cells were either treated with 2 different laser (Diode-laser or Er:-YAG-Laser), or 2
conventional antimicrobial irrigants (CHX or NaOCI) or left untreated. The viability of the
cells was determined by MTT. Photo-documentation was also performed.

Results: Our data show that there is a higher reduction of viability in the direct treatment
groups without dentin layer in comparison to the indirect treatment groups through a dentin
layer. Furthermore the viability reduction in the indirect treatment groups through a dentin
layer with CHX and NaOCI was higher than in comparison to treatment with Er:YAG-laser
and Diodelaser.

Conclusion: There is an influence of Er:YAG-laser, Diodelaser, CHX and NaOCI irrigation
on the viability of osteoblast cells (MG-63), mouse fibroblasts (L929) and gingiva fibroblasts
(GF) in “in vitro” experiment. Especially through direct treatment there is a reduction of
viability in all three cell types. Treating through a dentin layer, the cytotoxic effect decreased

in all groups, but still remained in the treatment groups CHX and NaOCI.
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Abkirzungen

NaOCl

CHX
He-Ne-Laser
GaAlAs-Laser
Nd:YAG-Laser
Ho:YAG-Laser
Er:YAG-Laser
CO2-Laser
KTP
Er,Cr:YSGG
LED

PAD

EDTA

MG-63

L929

GF

o-MEM

FCS

PSA

Natriumhypochlorit

Chlorhexidin

Helium-Neon

Gallium, Aluminium, Arsenid
Neodymium:Yttrium-Aluminium-Granat
Holmium:Yttrium-Aluminium-Granat
Erbium: Yttrium-Aluminium-Granat
Kohlendioxid

Kalium-Titanyl-Phosphat (KTiOPO)
Erbium,Chromium:Yttrium-Scandium-Gallium-Granat
Licht emittierende Diode

Lichtaktivierte Desinfektion
Ethylendiamintetraessigsaure
Osteosarkomzelle (osteoblastére Zelle)
Fibrosarkomzelle (Méausefibroblast)
Gingiva Fibroblasten

a-minimal essential medium

fetal calf serum

Penicillin, Streptomycin, Amphotericin
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1.  Einleitung

Viele Menschen haben im Laufe ihres Lebens Probleme mit Entziindungen der Zahnpulpa,
wobei diese Entziindungen auch oft nach vollzogener Wurzelbehandlung des jeweiligen
Zahnes nur schwer oder unzufrieden stellend abheilen und nicht selten in der Extraktion des
Zahnes enden (1, 2). Der Grund fir diese persistierenden Entziindungen sind zumeist
verbleibende Bakterien im Zahn (3).

Die Entfernung und Abtétung dieser Bakterien erfolgt in der konventionellen Therapie durch
mechanische Aufbereitung und chemische Desinfektion (4, 5). Dieses Vorgehen ist jedoch
durch verschiedenste Faktoren wie zum Beispiel der Zahnanatomie, der Penetrationstiefe der
Spullésung oder der Organisation der Bakterien im Biofilm limitiert (2).

Der Einsatz von Lasern als Desinfektionsadjuvants hat sich hierbei in den letzten Jahren
durchaus bewéhrt (6, 7).

Der folgende Teil dieser Arbeit dient als Einfihrung in die flr diese Studie relevanten
Themen und soll sowohl eine Grundvorstellung des Problembereiches dieser Arbeit, deren

Fragestellung sowie deren Hintergriinde vermitteln.



1.1. Fragestellung

In letzten Jahren wurden zahlreiche Studien betreffend Lasern und deren Einsatz in der
Endodontie gemacht (8). Bei diesen bisherigen Studien mit Lasersystemen wurden aber vor
allem die bakterizide Wirkung von Laserstrahlung untersucht (8). Es liegt jedoch einen
Mangel an Studien Gber die Wirkung von Laserstrahlung auf die umliegenden Zellen des

Endodonts vor.

Zur Beantwortung der Frage hinsichtlich moglicher Viabilitatsbeeinflussung durch
Laserstrahlung im Vergleich zu konventionellen Spullésungen wurde folgende Nullhypothese

formuliert:

Es gibt keinen Unterschied in der Viabilitatsbeeinflussung von umliegenden Zellen des

Endodonts zwischen Laser und konventionellen Spillésungen durch die Dentinschicht.

Um diese Nullhypothese zu untersuchen werden 3 Hauptversuche durchgefihrt auf deren

Ausfithrung im Kapitel ,,Material & Methodik* noch genauer eingegangen wird.

Um ein Verstandnis fur die Hauptversuche, deren Durchfuhrung und der dazu benétigten
Materialen zu haben werden in den folgenden drei Kapiteln Grundlagen in den Bereichen der

Parodontologie, der Endodontie und des Lasers beschrieben.



1.2. Parodont

Das Parodont ist einer der
Ursprungsorte der Zellen fir
unsere Viabilitatsversuche und
bedarf daher einer genaueren
Betrachtung.

Das Parodont ist eine strukturell
funktionelle Einheit und besteht
aus dem Alveolarknochen, dem
Parodontalligament (Desmodont),
der Gingiva und dem

Wurzelzement (9).

10 Parodontale Strukturen
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Abbildung 1.1 parodontale Strukturen

1.2.1. Alveolarknochen

Die Zahne sind im Ober- und Unterkiefer in jenem Teil des Knochens verankert, der sich
Alveolarknochen nennt (9).

Die AuBenwénde des Alveolenfortsatzes und die Alveoleninnenwénde dieses
Alveolarknochens sind aus einer diinnen Schicht kompakten Knochens aufgebaut, dazwischen
befindet sich spongidser Knochen. In diesem &ueren kompakten Knochen befinden sich
funktionelle Einheiten, die Osteone (10). Knochenlamellen sind hierbei im kompakten
Knochen konzentrisch um einen zentralen Havers'schen Kanal angeordnet. Die Versorgung
dieser funktionellen Einheiten erfolgt Gber die sogenannten VVolkmann“schen Kanaéle, die eine
Verbindung zum Periost herstellen (9).

Spongitser Knochen ist starker durchblutet und reagiert folglich schneller auf mechanische

stimuli (9).

Zu den Zellen des Knochens zahlt man die Osteoblasten, die Osteoklasten, die Osteozyten
und die ,,Lining Cells* (9).

Osteoklasten sind knochenresorbierende Riesenzellen. Sie sind entscheidend fir den
Knochenabbau (11).



Osteoblasten hingegen als deren Gegenspieler sind knochenbildende Zellen. lhre Aufgabe
besteht darin, Osteoid zu bilden und dieses in einem weiteren Schritt zu mineralisieren (11).
Osteozyten sind im Knochen eingebettete inaktive Osteoblasten. Sie kommunizieren mit
anderen Osteozyten und kénnen auf mechanische Reize reagieren (12).

,Lining Cells* sitzen auf der Knochenoberfldche und steuern unter anderem den Ein- und

Austritt von Kalzium- und Phosphationen (13).

MG-63

Fur unsere Zellversuche wurden reprasentativ fir den Alveolarknochen, humane
osteoblastenahnliche Zellen namens MG-63 verwendet. Sie sind géangige Zellen zur
Simulation von osteoblastaren Reaktionen im in vitro Versuch (14, 15). Der wesentliche
Unterschiede zu humanen Osteoblasten liegt unter anderem in deren Proliferationsrate die bei
den osteoblastendhnlichen MG-63 Osteosarkomzellen deutlich erhoht ist (15). Trotz
Unterschiede geben diese MG-63 Osteosarkomzellen richtig angewendet eine brauchbare in
vitro Situation flr osteoblastare Modelle her, ersetzen die primére Zellstudie jedoch auf
keinen Fall (15).

1.2.2. Parodontalligament (Desmodont)

Gebildet wird das Parodontalligament von Fibroblasten und zieht in Form von Sharpey’schen
Fasern vom Alveolarknochen zum Wurzelzement. Koronal sind diese Sharpey’schen Fasern
mit der Lamina propria der Gingiva verbunden. Die Aufgabe des Parodontalligament liegt in
der Verankerung und Krafteverteilung des Zahnes im Alveolarknochen. Es erfolgt hierbei

eine belastungsabhangige Anpassung der Fasern auf die jeweiligen Kréafte (9).

Der vorherrschende Zelltyp im Desmodont sind Parodontalligament-Fibroblasten.
Parodontalligament-Fibroblasten produzieren die Sharpey”schen Fasern, welche die Zéhne im

Alveolarknochen verankern und eine physiologische Mobilitat erlauben (16).

1.2.3. Gingiva

Als Gingiva wird der nicht bewegliche keratinisierte Teil der Mundschleimhaut bezeichnet
und bildet somit den periphersten Teil des Parodonts. Die Gingiva bedeckt den
Alveolarknochen und ist fest mit dem darunter liegenden Periost verbunden. Als freie Gingiva
bildet sie das zervikal umfassende Saumepithel an der Schmelz-Zement-Grenze, wohingegen
die befestigte Gingiva von der Zahnfleischfurche bis zur Mukogingivalgrenze reicht (9).

-10 -



Der vorherrschende Zelltyp der Gingiva sind Gingiva-Fibroblasten. Gingiva-Fibroblasten
halten die Mundschleimhaut aufrecht, bedecken den Knochen und schitzen ihn so vor

aulleren Einflissen (16).

Fibroblasten

Fibroblasten im Allgemeinen bilden sich genau wie Osteoblasten, Chondrozyten, Adipozyten
und Myozyten aus mesenchymalen Stammzellen (17). Sie finden sich in jedem Bindegewebe,
stehen héaufig in netzartigem Zusammenhang und dienen der Bildung von
Interzellularsubstanzen. Sie sind spindelférmig, haben einen ovalen Kern und besitzen
mehrere Zellfortséatze. Mit der Bezeichnung Fibroblast bezeichnet man einen noch nicht

ausgereiften Fibrozyten (10).

Gingiva-Fibroblasten (GF)

Gingiva-Fibroblasten wurden bei unseren Versuchen als Vertreter der oralen Fibroblasten
herangezogen und befinden sich klinisch betrachtet als Zellen auch in einem nahen
Lagebezug zur endodontischen Laserbehandlung. Orale Fibroblasten wie z. B. Gingiva
Fibroblasten und Fibroblasten des parodontalen Ligaments unterscheiden sich hauptséchlich
durch ihre Lokalisation untereinander. Im Vergleich zu Parodontalligament-Fibroblasten
weisen Gingiva Fibroblasten jedoch in ,,in vitro* Studien auch eine hohere Proliferationsrate
auf (18), sie produzieren weniger Proteine und auch deren Zusammensetzung ist
unterschiedlich (19). Typische Gemeinsamkeiten oraler Fibroblasten sind die Fahigkeit
Gewebe zu regenerieren in Form der Bildung neuen Knochens, Zementes und einer

Bindegewebsbefestigung (18).

L929

Bei L929 Zellen handelt es sich um Fibroblasten aus der Maus. Sie sind einer der
Standardzelllinien fir Zellzytotoxizitéatstests und werden fiir viele Standardtests verwendet.
L929 Zellen werden sowohl fiir Biokompatibilitatstests (20, 21), Zytotoxizitatstests (22, 23)

als auch Zellbiologiestudien (24, 25) erfolgreich verwendet.
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1.2.4. Wurzelzement

Als vierter Bestandteil des Parodonts bedeckt der Wurzelzement das Dentin unterhalb der
Schmelz-Zement-Grenze im Alveolarfach. Er wird gebildet von Zementoblasten,
Zementozyten und Fibroblasten (9).

Grundsatzlich unterscheidet man vier Zementtypen:

Typ 1: Der azelluldre, afibrillare Zement enthélt weder kollagen Fibrillen noch Zementozyten.
Man findet ihn in Form von auf dem Zahnschmelz auf gelagerten Zementinseln und er

bedeckt somit als einziger Zementtyp nicht das Dentin (26).

Typ 2: Der azellulére Fremdfaserzement ist Bestandteil des zellularen Gemischtfaserzements
und findet sich im zervikalen Drittel der Wurzeloberflache. Sharpey sche Fasern sind in ihm

verankert und fiihren somit zur Stabilisierung des Zahnes in der Alveole (26).

Typ 3: Der zelluldre Eigenfaserzement ist ebenfalls Bestandteil des zellularen Gemischtfaser-
zements und kommt im mittleren Drittel der Wurzel im Bereich der Furkationen vor. Er ist
reich an Zementozyten und ohne Scharpey’sche Fasern und kann als Zement Frakturspalten

oder Resorptionslakunen ausfullen (26).
Typ 4: Der zellulare Gemischtfaserzement ist eine Kombination aus azellularem Fremdfaser-

zement und zelluldarem Eigenfaserzement. Scharpey’sche Fasern sind im azelluldren

Fremdfaserzement verankert und fihren zur Zahnstabilisierung (26).

-12 -



1.3. Endodontologie

Die Endodontologie ist die Disziplin in der Zahnmedizin, welche sich mit der Funktion und
Form des Endodonts und der Atiologie, Epidemiologie, Pathologie, Pravention, Diagnose und
Behandlung von Erkrankungen des Endodonts beschaftigt (27). Der Begriff Endodont
bezeichnet die Zahnpulpa und umgebendes Dentin, die entwicklungsgeschichtlich eine
anatomisch-funktionelle Einheit bilden. Beide entstammen von ektomesenchymalem Gewebe
und entwickelten sich aus der Zahnpapille. Klinisch gesehen stehen neben der Atiologie vor
allem die Diagnose und Behandlung im Vordergrund des zahnarztlichen Interesses.

Die Erfolge der Wurzelkanalbehandlung werden in der Literatur mit 70-98% angegeben (4,
27, 28). Diese wiederum héngen in hohem Malle mit der korrekten und sauberen
Durchfiihrung einer Wurzelkanalfillung zusammen (28, 29). Insbesondere der Zahntyp, der
praoperative periapikale Status sowie wie die postendodontische Versorgung spielen eine
entscheidende Rolle beziglich der Langzeitprognose von wurzelbehandelten Zahnen (30, 31).
Ein signifikanter Einfluss spezieller Behandlungstechniken oder neuer Materialen konnte

bisher nicht nachgewiesen werden (4).

1.3.1. Das Endodont

Wie bereits erwéhnt besteht das Endodont aus der Zahnpulpa und dem umgebenden Dentin
(27).

Die Zahnpulpa besteht aus gut vaskularisiertem und innerviertem Bindegewebe und ist von
allen Seiten durch Dentin begrenzt. Topographisch kann man bei der Pulpa zwischen
Kronenpulpa, Wurzelpulpa, Kronenkavum und Wurzelkanalen unterscheiden (27).

Im Pulparaum befinden sich kollagene und prakollagene Fasern und Fibrillen, verschiedene
Zellen (Fibroblasten, Odontoblasten, Ersatzzellen, Abwehrzellen), GefaRe und Nerven (27).
Betrachtet man die Pulpa histologisch, bemerkt man ihre uneinheitliche Struktur und findet
besonders im Bereich der Kronenpulpa einen schichtartigen Aufbau. Von aufien nach innen
betrachtet findet sich zuerst eine Dentinschicht mit urspriinglichem Pradentin, die wiederum
von einer Odontoblastenschicht gebildet wird. Gefolgt von einer kernarmen Zone (Weil-
Zone) mit Fortsatzen von Nerven und Fibroblasten. Dann kommt es zu einer Zone mit vielen
Zellkernen und einer starken Verzweigung des zentralen Nervenbiindels, welches als
Raschkow-Plexus bezeichnet wird. Schlussendlich findet sich ein Bindegewebsstrang, in dem

zentral Blutgefalie und Nervenfasern verlaufen (27).

-13-



Funktion

Alle diese erwahnten Strukturen haben eine biologische Verwendung. Die Pulpa besitzt
hierbei 4 Basisfunktionen, die den Zahn erndhren sollen (nutritive Funktion), die mit dem
Zahn kommunizieren sollen (sensorische Funktion), sowie eine abwehrende Funktion
(defensive Funktion) und eine strukturbildende Aufgabe (formative Funktion) (27).

Zu den Abwehrfunktionen der Pulpa gehort vor allem die Tertidrdentinbildung, die auf
unphysiologische Reize wie Karies oder Abrasion ausgeldst wird. Die Pulpa stellt ein Signal-
und Warnorgan vor infektiosen, osmotischen, toxischen und thermischen Reizen dar und kann
mit akuten oder chronischen Entziinden reagieren bzw. (ber Nervenendigungen
Schmerzsensation weiterleiten (A-beta-, A-delta-, C-Fasern). Die nutritive Funktion wird tber
das GefaBsystem und seine Innervation gewdhrleistet. Uber das Foramen apicale,
Seitenkandle, akzessorische Kandle und Pulpaperiodontalkanéle steht die Pulpa mit dem
Parodont in Verbindung.

Dentin in von Sekundardentin wird auch nach Abschluss der Wurzelbildung gebildet und
zahlt zu den formativen Funktionen der Pulpa. Somit nimmt das Volumen des Pulparaumes
mit zunehmendem Alter immer mehr ab. Dies macht man sich unter anderem auch in der
Altersbestimmung von Menschen zu Nutze (32). Altersbedingte Verdnderungen kodnnen
Vorgange wie die Verkalkungen kleiner Gefalle, Abnahme der Fibroblastendichte und der

GefaRdichte sowie der Zunahme von kollagenen Fasern sein (27).

Anatomische Wurzelkonfiguration
Weiters ist in der Endodontie die Konfigurationen des Wurzelkanalsystems zu beachten.
Mdgliche Verlaufe von Kanalen wurden von Weine (1989) in vier Kategorien eingeteilt
(siehe Abbildung 1.2) (27):

e Kategorie 1: besteht aus einem Kanal

e Kategorie 2: besteht aus zwei Kandlen, die sich vor dem Apex vereinigen

o Kategorie 3: besteht aus zwei Kanélen mit getrennten apikalen Foramina

e Kategorie 4: besteht aus einem Kanal, der sich im mittleren oder apikalen

Waurzelabschnitt in zwei Kanéle aufspaltet

-14 -
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Abbildung 1.2 Weines Klassifikation der Wurzelkanalkonfigurationen

Diese Wurzelkonfigurationen sind jedoch nur idealisiert in dieser Form auffindbar. Oft sind
sie extrem variabel in Bezug auf Anzahl, Querschnitt und Verlauf der Kanéle. Die grofite
Vielfalt findet sich im apikalen Delta wieder. Somit kann nicht von einem geradlinigen, in
seinem Verlauf geschlossenen Wurzelkanal ausgegangen werden. Weiters kommt im Laufe
der Zeit eine Verengung des Kanalsystems durch Sekunddardentinbildung hinzu. Im weiter
koronalen Anteil des Wurzelkanals kdnnen auch so genannte Markkanale angetroffen werde
oder auch blind endende Kanalabzweigungen, so genannte Divertikel. All diese anatomischen
Faktoren  konnen die  mechanische  Aufbereitung bei  einer  notwendigen
Wourzelkanalbehandlung in erheblichem Male behindern. Denn der tatsachliche Erfolg eines
endodontisch behandelten Zahnes liegt im tatsachlichen AusmaR der bakteriellen Besiedelung
(3, 33).

Weiters ist die Mikroanatomie bei der Ausbreitung der Entziindung und der Keimbesiedlung
des Endodonts von entscheidender Bedeutung.

Das gesamte Dentin wird von einem System feinster Dentintubuli durchzogen, die ein
Netzwerk bilden, welches in Pulpandhe 45% der Kanaloberfliche umfasst. An der
Pulpagrenze zum Dentin befinden sich bis zu 65000 Dentintubuli pro mm?, deren Anzahl
jedoch bis zum Ubergang vom Dentin zum Schmelz auf 15000/mm?2 abnimmt (10). Die
Durchmesser sind ebenfalls in Pulpandhe mit um die 3um am gréBten und nehmen mit
zunehmender Entfernung von der Kanaloberflache ab. Bei einer Infektion werden nun die
Dentintubuli von Bakterien penetriert und bieten somit ein ideales Keimreservoir mit
hervorragenden Voraussetzungen fiir das Bakterienwachstum. Das gesamte Dentin wird zum

Brutschrank, in welchem sich Bakterien der korpereigenen Abwehr entziehen kénnen (34).
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1.3.2. Pulpaerkrankungen

Die gesunde Pulpa reagiert auf gentigend starke Irritationen mit einer lokalen Entzlindung
(Pulpitis). Bei anhaltendem Reiz kdnnen sich verschiedene Formen der Pulpitis ausbilden, die
bei chronischem Verlauf auch lebensgefahrlich sein konnen, indem sie das
Myokardinfarktrisiko erhéhen (35). Grundsétzlich verlauft eine Pulpitis nach den gleichen
GesetzméRigkeiten wie Entziindungen in anderen Bindegeweben des Korpers ab und weist
die finf Merkmale einer Entziindung mit Dolor, Rubor, Calor, Tumor und Functio laesa auf
(9). Zu Beginn kommt es zu einer Hyperamie mit GefaRdilatation welche normalerweise auch
zu einer Rotung des Gewebes fuhrt (Rubor). Die Entzlindung ist auf den Bereich des
einwirkenden Reizes beschrankt. Halt der Reiz an kommt es durch erhthte Permeabilitat der
postkapillaren Venolen zur Plasmaextravasation und somit zur Schwellung des Gewebes
(Tumor). Aufgrund der starren Pulpenanatomie ist eine rdumliche Ausdehnung des
Pulpagewebes nicht moglich und die Folge der Vasodilation und der Plasmaextravasation ist
ein erhohter Gewebsdruck, der wiederum zu Schmerzen fiihrt (Dolor) (27).

Lokal kann eine solche Entzundung fiir lange Zeit, manchmal Uber Jahre anhalten. Nach
ausreichend langer Einwirkzeit und Intensitét eines Reizes kann sich die Entzlindung auf die
ganze Pulpa ausbreiten, von der Peripherie zur zentralen Pulpa und Wurzelpulpa hin. Eine

schrittweise eintretende Nekrose des pulpalen Gewebes kann daraus resultieren (27).

Eingeteilt werden kdnnen die jeweiligen Stadien der Pulpitis in (10):
e Hyperamie
e Pulpitis acuta serosa partialis und totalis
e Pulpitis acuta purulenta
e Pulpitis ulcerosa
e Pulpagangran

e Chronische Pulpitiden

Die Hyperamie ist grundsatzlich bei Entfernung des Reizes reversibel.
Die klinischen Symptome sind:

e Schmerzen auf kalt, warm, suf, sauer

e Sekundenschmerz

Der Zahn ist nicht perkussionsempfindlich und der Schmerz ist nicht reiztiberdauernd.

-16 -



Heilt die Entziindung nicht aus entwickelt sich eine Pulpitis acuta serosa. Dieses Stadium ist
bereits irreversibel (27). Durch erweiterte Blutgefale kommt es im starren Pulpencavum zur
Kompression und Stauung der abfiihrenden Gefalle im Bereich des Foramen apikale. Eine
schmerzhafte Druckerhéhung ist die Folge.
Unterschieden wird die Pulpitis acuta serosa partialis und die Pulpitis acuta serosa totalis.
Deren Unterschied besteht lediglich in der bereits fortgeschrittenen Ausbreitung der
Entzindung (27).
Die Pulpitis acuta serosa partialis ist wie der Name schon sagt auf einen Teil der Pulpa
beschrankt namlich der Kronenpulpa. Sie ist charakterisiert durch die klinischen Symptome:

e Schmerzcharakteristik: lokalisierter Spontanschmerz

Schmerz ist reiziiberdauernd
e Reizsetzung: starkere Schmerzen auf kalt als auf warm

e Perkussion: nicht perkussionsempfindlich

Hingegen hat sich die Pulpitis acuta serosa totalis bereits auf die gesamte Pulpa ausgebreitet.
Die klinischen Symptome dieses Stadiums sind:
e Schmerzcharakteristik: Dauerschmerz
e Reizsetzung: Ausstrahlender Spontanschmerz (geringer Reiz)
Die Ausstrahlung der Schmerzen findet im Unterkiefer
ins Ohr statt und im Oberkiefer ins Auge und der
Schlafe.

e Perkussion: perkussionsempfindlich

Das néchste Stadium l4uft unter massiver Beteiligung von Leukozyteninfiltraten ab (36). Als
Folge von Phagozytose und dem Zerfall von polymorphkernigen neutrophilen Leukozyten,
werden lysosomale Enzyme freigesetzt und es kommt zur Einschmelzung nekrotischen
Materials (Eiter) (36). Man kann wieder eine Pulpitis acuta purulenta partialis von einer
Pulpitis acuta purulenta totalis unterscheiden.
Die klinischen Symptome sind:

e Schmerzcharakteristik: Ausstrahlender Schmerz

Diffuser Schmerz (kaum lokalisierbar)
e Reizsetzung: Schmerzen auf Warme (Kélte lindert eher)

e Perkussion: Klopfschmerz
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Dieses Stadium kann sich bis zu einem lebensbedrohlichen Abszess oder Phlegmone

entwickeln.

Die Pulpitis chronica ulcerosa aperta kommt eher selten vor. Sie entwickelt sich durch

spontane oder traumatische Offnung der Pulpakammer. Dies vermindert den Druck (27).

Ein Pulpagangran entwickelt sich bei einer weiteren Infektion des nekrotischen Gewebes mit
anaeroben Bakterien (37). Die klinischen Symptome sind:
e Schmerzcharakteristik: Berlihrungsempfindlich
Fotiger Geruch
e Reizsetzung: Schmerzen auf warm und kalt nehmen ab (Nekrose)

e Perkussion: Deutlicher Perkussionsschmerz

Chronische Pulpitiden verlaufen klinisch hdufig symptomlos. Histologisch kann man jedoch
ein Zellinfiltrat mit geringer Hyperamie erkennen (10).

1.3.3. Grundlagen zum Apex

Bei Durchfuhrung einer endodontischen Behandlung sind die Kenntnisse der anatomischen
Grundlagen eine unabdingbare Voraussetzung fir eine erfolgreiche Behandlung. Eine
wichtige Grundlage sind die natiirlichen Zugange zur Pulpahohle. Die engste Stelle des
Wourzelkanals wird als physiologischer Apex (endodontischer Apex) bezeichnet. Der Abstand
bis zur tatsdchlichen anatomischen Wurzelspitze (anatomischer Apex) betrégt
durchschnittlich 0,6 mm. In diesem Zusammenhang ist auch der réntgenologische Apex
wichtig, der sich im Schnitt 1 mm unter dem physiologischen Apex befindet (38).

Diese verschiedenen Apexformen sind vor allem bei der Langenbestimmung bei der
Wurzelkanalbehandlung von entscheidender Bedeutung (39).

1.3.4. Endodontische Therapie

Eine  Wurzelkanalbehandlung umfasst eine Vielzahl an  Arbeitsschritten  wie,
rontgenologischer Befund, fallweise Lokalandsthesie, Anlegen eines Kofferdams,
Kariesentfernung, Zugangskavitatenpraparation, Kanallokalisation, Sondierung des Kanales,
rontgenologische Langenbestimmung, Aufbereitung des Wurzelkanals, Spulung, Trocknung,
medikamentése Einlage, fallweise provisorischer Verschluss, Wurzelkanalfillulng,

Kontrollréntgenaufnahme, provisorische oder definitive Fillung (27).
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Die rontgenologischen Befunde bilden die Grundlage einer Wurzelbehandlung. Sie helfen
entscheidend dabei Indikationen einer Behandlung bzw. deren Kontraindikationen
abzuwdégen. Kontraindikationen waren nicht funktionell wiederherzustellende Zahne, Zahne
mit ungentigendem parodontalen Halt und unkooperative Patienten (27).

Das Anlegen eines Kofferdams bietet dem Behandler einige Vorteile: Schutz des Patienten
vor Verschlucken oder Aspiration der Wurzelkanalinstrumente, Schutz des Weichgewebes,
mdoglichst aseptische Arbeitsweise, ungestortes Arbeiten und Schutz vor infektidsen
Erkrankungen fur den Behandler (40).

Im nachsten Schritt werden karidse Lasionen entfernt und eine ausreichende Zugangskavitat
prapariert. Dabei sollte darauf geachtet werden das gesamte Pulpadach abzutragen und somit
eine vollstandige Ubersicht auf den Pulpaboden zu schaffen. Weiters sollte ein
spannungsfreies Einfiihren der Wurzelkanalinstrumente moglich sein.

Die Lokalisation der Kanaleingange sollte immer unter sauberen und trockenen Umsténden in
der Pulpakammer erfolgen. Sollten die Kanaleingédnge nicht auffindbar sein empfiehlt sich
eine Einfarbung des Pulpakammerbodens oder eine Austastung mittels geeigneter Endosonde.
In manchen Fallen muss auch noch Dentin mit Hilfe eines Rosenbohrers oder eines Muller-
Bohrers abgetragen werden. Auch der Einsatz eines Operationsmikroskops ist &uferst
empfehlenswert (39).

Sind die Kanaleingange aufgefunden verschafft man sich erste Informationen tber Weite und
Kriimmung des Kanalsystems mittels Sondierung. Diese erfolgt der Anatomie des Zahnes
betreffend entweder mit einem Instrument der Grof3e 1SO 15 bei weitlumigen Kandlen oder
ISO-Grofie 08 bzw.10 bei englumigen Kanalen. Wichtig ist bei diesem Arbeitsschritt auch die
richtige Langeneinstellung des Instrumentes bis zum physiologischen Apex des Zahnes (39).
Die anschlieBende Langenbestimmung und Festlegung der Arbeitslange wird rontgenologisch
oder endometrisch durchgefiihrt (38). Je nach Erfahrung des Behandlers betragt der
Sicherheitsabstand des endodontischen zum réntgenologischen Apex 1 bis 3 mm.

Einen absolut entscheidenden Arbeitschritt stellt nun die Aufbereitung des komplexen,
dreidimensionalen Wurzelkanalsystems dar. Die Herausforderungen hierbei bestehen wie
bereits in den vorigen Kapiteln beschrieben in der komplexen Wurzelkonfiguration, der
bakteriellen Besiedlung bis ins Dentin und einem moglicherweise insuffizienten
Instrumentarium (41).

Die Behandlung des Wourzelkanals erfolgt in der konventionellen Endodontie
chemomechanisch (42). Dies beschreibt eine Kombination aus mechanischer und chemischer

Aufbereitung. Die mechanische Aufbereitung erfolgt mittels Handinstrumenten oder

-19 -



maschinellen Instrumenten. Maschinelle Instrumente erleichtern und beschleunigen die
Aufbereitung des Kanals, jedoch unter Verminderung des Tastgefihls (38, 42).

Zu den Handinstrumenten gehdren Extirpationsnadeln, Reamer, K-Feilen und Hedstrom-
Feilen. K-Feilen haben gegenuber Stahl-Instrumenten den Vorteil, dass sie sich gekrimmten
Kanélen anpassen. Stahl-Instrumente hingegen missen vorgebogen werden um nicht bereits
zu Beginn eine Stufe in der Kanalaufbereitung zu verursachen.

Die chemische Aufbereitung erfolgt immer mit unterstiitzenden Spilungen nach jedem
Aufbereitungsschritt. Diese Spullésungen sollten eine geringe Toxizitat, eine bakterizide
Wirkung, eine auflésende Wirkung auf den Smearlayer (organisches und anorganisches
Material), eine niedrige Oberflachenspannung und einen Schmiereffekt aufweisen (43, 44).
Keine der momentan eingesetzten Spillosungen ist jedoch in der Lage all die oben genannten
Effekte zu erfullen (43).

Am besten erfullt diese Anforderungen Natrium-Hypochlorid (NaOCI) (5). Bei der
ublicherweise angewendeten Konzentration von NaOCI von 0,5-5% kommt es zu einem
antibakteriellen und gewebsauflésenden Effekt. Bei Konzentrationen iber 5 % werden jedoch
bereits Strukturverdnderungen beim Dentin beobachtet (45). Die Schmierschicht kann nicht
entfernt werden. Zu deren Entfernung werden Chelatverbindungen wie EDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure) oder Zitronensdure effektiv eingesetzt (46). Ebenfalls
erganzend wird 2%ige Chlorhexidingluconatlésung (CHX) empfohlen. Sie weist eine gute
antimikrobielle Wirkung auf. Sie kann jedoch Gewebe nur unzureichend auflésen (5). Als
neu eingefiihrtes Spulmittel wéare noch MTAD (Mixture Tetracycline Citric Acid and
Detergent) zu erwahnen, welches sehr viel versprechend aufgrund seiner sowohl
antibakteriellen als auch Smearlayer entfernenden Eigenschaften ist (47, 48).

Die Effektivitat der Spullésungen hangt vor allem von der Eindringtiefe, der Menge der

wirkenden Spullésung (Lumen des Kanals) sowie der angemessenen Einwirkzeit ab.

Ist ein Wurzelkanal aufbereitet miissen einige Kriterien erfillt sein, um ihn endgiiltig abftllen
zu konnen. Der Zahn muss symptomlos sowie perkussionsunempfindlich sein und es durfen
weder Schmerzen, noch eine Schwellung vorhanden sein. Der Zahn muss im Kanalsystem
vollstdndig getrocknet sein und er muss eine Geruchslosigkeit aufweisen (27). Erst wenn
diese Kriterien erflllt sind kann man mit dem Verschluss des Wurzelkanals beginnen. Dabei
ist das Ziel das Kanalsystem vollstdndig zu verschlieRen und somit das erneute Eindringen

von Mikroorganismen zu verhindern. Es missen sowohl der apikale als auch der koronale
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Bereich gefillt werden, jedoch ohne tber den physiologischen Apex hinaus zu fillen um
keine Fremdkorperreaktion mit periapikaler Entziindung zu verursachen (38).

Bei den Wurzelkanalfullmaterialien unterscheidet man zwischen erh&rtenden Pasten bzw.
Zementen (Wurzelzemente oder Sealer), plastischen bzw. semiplastischen Materialien und
festen Materialien (49). Dabei sollten diese Materialen sowohl biologischen
(Biokompatibilitéat, Bakteriostatik, fehlende Resorbierbarkeit), physikalischen
(Dimensionsstabilitdt, Porenfreiheit, Unloslichkeit, Haftung) und auch praktischen
(Verarbeitungszeit, Entfernungsmoglichkeit, Applikationart, Radiopazitat, fehlendes
Zahnverfarbungspotential) Anforderungen entsprechen (49). Das Hauptmaterial einer
Wurzelkanalfullung ist der Stift, der in Verbindung mit einem Sealer in den Kanal
eingebracht wird. Hierbei hat der Sealer die Aufgaben Ungleichheiten auszugleichen, die
Dentintubuli zu verschlieBen und eine dichte Verbindung zwischen Stift und Kanalwand
herzustellen. Die Préparate konnen dabei in Sealer auf Zinkoxid-Eugenol-Basis, auf
Kunstharz-Basis, auf Kalziumhydroxid-Basis und auf Glasionomerzement-Basis eingeteilt
werden. Sealer auf Zinkoxid-Eugenol-Basis stechen beim Vergleich der vier Typen vor allem
durch ihre antibakterielle Wirkung hervor (50, 51).

Das erprobteste Material fur Stifte ist Guttapercha. Bei Temperaturen von ca. 60 C° ist es
plastisch verformbar und ist desweitern biokompatibel und inert. Guttaperchapoints sind die
am meist verwendeten Stifte und bestehen zu 20% aus Guttapercha als Matrix und zusétzlich
aus Zinkoxid, Wachsen bzw. Kunststoff und Metallsulfaten (Opazitat) (52).

Zur Abfillung des jeweiligen Wurzelkanals gibt es verschiedene Techniken. Zu den
manuellen Techniken gehoéren die laterale und vertikale Kondensation und die
Zentralstifttechnik. Wobei die am haufigsten angewendete Methode die laterale
Kondensationstechnik ist. Der Stift wird entsprechend der Masterfeile (grolte verwendete
Feile) ausgewahlt und sollte 0,5 mm (ber dem physiologischen Apex enden. Der zuletzt
passende Masterpoint wird mit Sealer beschickt und unter pumpenden Bewegungen
eingefiihrt. Danach wird der Masterpoint mittels eines Spreaders (Spreizgerat) gegen die
Kanalwand gepresst und nach dessen Entfernung sofort mit einem weiteren Guttaperchastift
gefiillt. Dieses VVorgehen wird so lange wiederholt bis kein weiterer Guttaperchapoint mehr in
den Kanal eingebracht werden kann.

Bei der vertikalen Kondensationstechnik wird der erhitzte Masterpoint mit Pluggern (Stopfer)

nach apikal kondensiert.

-21-



Bei der Zentralstifttechnik wird ein bereits konfektionierter Stift mit Sealer beschichtet und in

den aufbereiteten Kanal eingebracht.
Als maschinelle Techniken sind die thermoplastische Kondensation und die thermoplastische

Injektion zu nennen, bei denen das Fillmaterial thermoplastisch eingebracht wird (53).

Am Ende jeder Wurzelkanalbehandlung steht eine rontgenologische Untersuchung zur

Fullungskontrolle.
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1.4. Laser

Laser ist ein Kurzwort, welches aus den Anfangsbuchstaben mehrerer Worter zusammen
gesetzt ist. Es stammt aus dem englischen ,,Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation, was Ubersetzt so viel wie Lichtverstarkung durch stimulierte Emission von
Strahlung bedeutet. Somit beschreibt dieses Kurzwort den Effekt mit dem kinstlich gerichtete
Lichtstrahlen erzeugt werden kénnen (34).

Aufgrund dieses Entstehungsprozesses der stimulierten Emission haben Laserstrahlen ganz
spezielle Eigenschaften, die sie von klassischen Lichtquellen unterscheiden. Diese nutzt man
fir zahlreiche Anwendungsmdglichkeiten in allen Bereichen des Lebens— auch in der
Zahnmedizin.

All dies haben wir Herrn Maiman zu verdanken, der im Jahre 1960 den ersten Rubinlaser
konstruierte. Ein Jahr spater wurde der Laser bereits fur medizinische Zwecke verwendet und
vier Jahre spéter wurden bereits die ersten Einsatze in der Zahnmedizin erprobt (34). Anfang
der 90er Jahr wurde der Laser fiir ,,soft tissue™ im oralen Bereich zugelassen und 1996 wurde
dessen Anwendung auch fiir ,hard tissue“ von der amkerikanischen Food and Drug
Administration genehmigt (54). Seither versucht man durch standige Entwicklung neuer
Lasersysteme immer mehr Anwendungsmaglichkeiten zu etablieren.

Um ein Verstandnis fir die in den Hauptversuchen verwendeten Laser zu bekommen, werden

in den folgenden Kapiteln die Grundlagen im Bereich der Laseranwendung erldutert.

1.4.1. Stimulierte Emission

Es gibt drei Wechselwirkungen von Licht und Materie — Absorption, spontane Emission &
induzierte Emission (34). Alle drei sind unverzichtbar fur die Funktion des Lasers.

Bei der Absorption von Strahlung kann ein Atom durch Absorption eines ausreichenden
Energiequants aus dem Ruhezustand in einen angeregten, energiereicheren Zustand
ubergehen.

In diesem energiereicheren Zustand ist das Atom instabil und tendiert dazu, die absorbierte
Energie wieder abzugeben und so in den Ausgangszustand zu gelangen.

Erfolg dies spontan und ohne Kausalitat dann wird die abgegebene Strahlung als spontane

Emission bezeichnet
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Wird jedoch dieser Wechsel in den Zustand niedriger Energie durch ein Photon herbeigefiihrt,

dessen Energie genau der Energiedifferenz zwischen dem aktuellen Zustand und einem

Energieniveau mit

geringerer Energie i E2
entspricht, dann nennt man .
diesen Vorgang induzierte ] e iy .
Emission. Das neu erzeugte

Photon hat nun die gleiche ‘ sporj]rtane indu;ierte E1
Energie und Wellenlange Absorption Emission Emission

wie das eingefallene Photon Abbildung 1.3 Wechselwirkung von Licht und Materie

(siehe Abbildung 1.3) (34).

Diese stimulierte Emission von Strahlung hat nun drei ganz spezielle Eigenschaften, durch die
sie sich von anderen Lichtquellen und Strahlungen unterscheidet:

1) sie verlaufen parallel in einem schmalen Biindel (Kollimation)

2) sie sind zueinander in Phase (Kohérenz)

3) sie besitzen alle die gleiche Wellenlange (Monochromie - Einfarbigkeit)

LAY
3 PR
.lz .l;'l‘ WWW e
IJ‘I AN AN N e
R N
AT

Thermischer Strahler Laser

(Lampe]
Abbildung 1.4 Eigenschaften klassischer Lichtquellen vs. Laserstrahlung

Mit diesen Eigenschaften gelingt es Licht in hohem Grade zu kontrollieren und nach
Beliebigkeit des Einsatzgebietes zu manipulieren um Laserstrahlung in allen denkbaren
Bereichen anzuwenden (55).

1.4.2. Grundlegender Aufbau und Funktion

Ein Laser besteht im einfachsten Fall immer aus drei Bestandteilen (55, 56):

1) einem aktiven Medium:
In diesem Medium finden die induzierten Emissionen statt mit Hilfe derer die
Lichtstrahlen in einem gewissen Frequenzbereich verstérkt werden. Diese Medien
konnen nun fest (z.B. Rubinkristall, Halbleitermaterial), gasformig (z.B. CO;) oder
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flissig (z.B. Farbstofflésungen) sein. Die Wahl des Mediums bestimmt die

Laserenergie einer bestimmten Wellenlénge.

2) einer Pumpquelle:
Die Pumpe ist dafir zustdandig die Atome des aktiven Mediums aus ihrem
thermodynamischen Gleichgewicht in angeregte Zustdnde zu bringen. Die Energie die
dabei eingesetzt wird, kann sowohl optisch, thermisch, chemisch oder elektrisch

zugefihrt werden.

3) einem Resonator:
Der Resonator sorgt fiir eine Riickkopplung und eine Selektion des erzeugten Lichtes,
indem er eine bestimmte Wellenlange des Lichtes zwischen zwei Spiegeln durch das
aktive Medium immer wieder riickkoppelt. Da es bei jedem Strahlendurchgang durch
das aktive Medium zur Verdoppelung der Photonen aufgrund der induzierten Emission
kommt, 16st der Resonator einen exponentiellen Anstieg der Photonen aus. Ein Spiegel
ist teildurchlassig ausgefiihrt, so dass ein Teil des Lichts austreten und genutzt werden

kann.
Oft enthalten Lasersysteme ergédnzend noch Komponenten wie Kihlsysteme, Displays und

Leitungssysteme zur Umleitung des Lichtes fur den benétigten Einsatz (z.B. Mundhéhle)
(56).
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1.4.3. Betriebsarten eines Lasers

Die Abgabe der Laserenergie kann nun in unterschiedlichen Formen geschehen.
Grundsatzlich gibt es drei verschiedene Arten der Energieabgabe (34):

1) Cw-Betrieb (continuous wave)
Hierbei gibt der Laser seine Energie kontinuierlich und gleichmalig ab. Vorteil dieser
Methode ist die durchgehende, gut kontrollierbare Gewebsbestrahlung wahrend der
Behandlung. Die auftretende thermische Belastung fir das Gewebe aufgrund

unzureichender Warmeableitung ist als Nachteil zu nennen (siehe Abbildung 1.5).

Leistun
(W)

—

Zeit (s)

Abbildung 1.5 kontinuierlicher Laserbetrieb

2) Getakteter Betrieb (chopped)
Bei dieser Form der Energieabgabe wird der Laserstrahl in regelmaiigen Abstédnden
unterbrochen um die thermische Belastung des Gewebes zu reduzieren (siehe
Abbildung 1.6).

Leistun
(W)

Abbildung 1.6 getakteter Laserbetrieb
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3) Pulsbetrieb (pulsed)
Bei der gepulsten Energieabgabe werden kurze Pulsdauern (90 — 300us) und hohe
Energiedosen (1000 — 20000 Watt) verwendet. Der Vorteil dieser Form ist die geringe
durchschnittliche Energieabgabe um trotzdem eine hohe Absorption bei geringer

thermischer Belastung zu erreichen (siehe Abbildung 1.7) (55).

Leistun
(kW)

Abbildung 1.7 gepulster Laserbetrieb

1.4.4. Lichtleitung

Um das im Laser erzeugte Licht auch wirklich zufrieden stellend einsetzen zu kdnnen bedarf
es einer gezielten Umleitung des Laserstrahls. Dies erfolgt durch Strahlenflihrungssysteme
und Applikatoren. Es werden drei Strahlenflihrungssysteme verwendet:

Der Spiegelgelenkarm besitzt eine gute Strahlenqualitat. Er ist jedoch sehr eingeschrankt und
unflexibel. Er kann fur alle Wellenl&ngen genutzt werden.

Der Hohlleiter ist im Gegenzug relativ flexibel. Er kann aber nur im Wellenlangenbereich von
3000 bis 12000 nm eingesetzt werden.

Der Lichtwellenleiter ist ebenfalls relativ flexibel. Er wiederum hat seinen Einsatzbereich im
Bereich von 200 bis 3000 nm.

Um das tatsdchliche Einsatzfeld in der Mundhohle gut erreichen zu kénnen mussen die
Strahlen nochmals um 30 bis 120 Grad umgelenkt werden. Hierflr werden sowohl
Faserapplikatoren als auch Fokussierhandstticke verwendet. Bei Faserapplikatoren erfolgt die
Lichtleitung auf Faserbasis und sie konnen unter bzw. ohne Kontakt zum jeweiligen
Einsatzbereich angewendet werden. Bei Fokussierhandstiicken verhélt es sich dhnlich mit
dem Unterschied, dass der Strahl gebindelt wird und es somit zu hohen Energiedichten

kommt, die unter Non-Kontakt angewendet werden.
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1.4.5. Wirkung

Wann immer Licht an eine Grenzflache gelangt, an der sich der Brechungsindex des Mediums
andert, kann Licht entweder gestreut, reflektiert oder absorbiert werden bzw. transmittieren
(56). In den meisten Féllen kommt nie einer diese Effekte alleine vor sondern eine
Kombination mit unterschiedlich intensiver Auspragung.

Die Wirkung des Lasers auf Gewebe beruht hauptsachlich auf der Absorption. Hierbei gibt
das Laserlicht Energie an das jeweilige Gewebe ab, wobei das Ausmal? von unterschiedlichen
Faktoren abhangig ist.

Zum einen von der spezifischen Wellenldnge des Lasers und den optischen Eigenschaften des
Gewebes auf welches es trifft. Dabei sind vor allem der Wassergehalt und die organischen
bzw. anorganischen Anteile des Gewebes ausschlaggebend, da in ihnen die Strahlung
absorbiert wird. Das Absorptionsmaximum von Zahnschmelz liegt bei einer Wellenlange von
3um (Wasseranteile) und 9,6um (Hydroxylapatitanteile). Zum Anderen spielen fir das
Ausmal’ der Absorption die Intensitat der Strahlung (Betriebsart und Pulsrate) und deren

Expositionszeit eine entscheidende Rolle (34).

Bei Absorption der Laserstrahlung vom behandelten Gewebe kann man vier Reaktionsarten
erwarten (56):
Photochemische Wirkung:
Lichtabsorbierende Substanzen in der Zelle 16sen eine biochemische Reaktion aus.
Photothermische Wirkung:
Der absorbierte Laserstrahl wird in Warmeenergie umgewandelt woraufhin ein
Gewebsabtrag erfolgt (Photoablation).
Photomechanischer Wirkung:
Die Erzeugung mechanischer Schockwellen flihrt zu explosionsartigen
laserinduzierten Verdampfungen (Photodisruption).
Photokoagulation:

Hierbei kommt es zur Eiweil’gerinnung durch Lasererhitzung

In der praparierenden Zahnheilkunde spielt vor allem der photothermische Effekt eine Rolle.
Die Energie aus dem Laserstrahl wird durch Absorption in das bestrahlte Gewebe
eingekoppelt und verursachte eine Temperaturerhdhung, die wiederum den bei der

Zahnhartgewebsbearbeitung gewiinschten Materialabtrag bewirkt (Ablation) (34). In der
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Endodontie macht man sich den Laser mit bakteriziden Einstellungen zu Nutze ohne jedoch
die Zahnsubstanz zu beschéadigen oder abzutragen (57, 58).

1.4.6. Einteilung der Laser

Eine grobe Einteilung der Lasersysteme im zahnmedizinischen Bereich erfolgt tber deren
Wirkung am Gewebe in Softlaser und Hardlaser.
Softlaser zeichnen sich vor allem durch ihre Leistungen im Milliwatt-Bereich aus. Im
Vordergrund stehen dabei deren abwehraktivierenden Mechanismen und die Beschleunigung
der Wundheilung.
Hardlaser hingegen arbeiten im energiereicheren Watt-Bereich mit sofortiger sichtbarer
Wechselwirkung mit dem Gewebe. Die in der Endodontie eingesetzten Laser sind aus dem
Hardlasersektor.
Eine weitere Einteilung der Laser kann nach ihrem aktiven Medium getroffen werden:

Festkorperlaser

Gaslaser

Flussigkeitslaser

Halbleiterlaser

Lasertyp Wellenlange [nm]
Argon-Laser 488-515
Diodenlaser 805
Nd:YAG-Laser 1064
Ho:YAG-Laser 2010
Er:YAG-Laser 2940
Er:YSSGG-Laser 2790
CO2-Laser 10600
Tabelle 1.1 zahnmedizinische Laser und deren charakteristischen Wellenlangen

Die fiir diese Studie verwendeten Laser sind der Er:YAG-Laser und der Diodenlaser. Im

folgenden Teil werden diese beiden Laser genauer betrachtet.

Er:YAG-Laser

Der Erbium:Yttrium—Aluminium-Granat-Laser ist ein Festkorperlaser dessen aktives Medium
Erbium ein Element aus der Gruppe der Seltenen Erden ist. Das Spektrum des Er:YAG-
Lasers liegt im Infrarotbereich. Er emittiert bei einer Wellenldnge von 2940nm und ist damit

ideal geeignet zur Abtragung von Gewebe, da das Wasser im Gewebe sein
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Absorptionsmaximum bei 2900nm hat (59). Er entfaltet seine Gewebewirkung
thermomechanisch. Der Ablationsprozess beruht darauf, dass der Anteil des im Gewebe
enthaltenen Wassers bei Absorption der Laserstrahlung einen sprunghaften Ubergang von
seinem fllssigen in den dampfférmigen Aggregatzustand erfahrt. Durch diesen schnellen
Ubergang entsteht ein Druck um Gewebe abzutragen (59).

Der Er:YAG-Laser findet bereits breite Anwendung in den Bereichen der Kariestherapie,
Dentinkonditionierung, Schmelzkonditionierung, Fissurenversiegelung,
Wurzelspitzenresektionen, Osteotomien sowie zur Knochenglattung. Im Bereich der
Endodontie und Parodontologie steht sein Einsatz noch sehr am Entwicklungsbeginn. Weiters
liegen Studien uber die Wirkung von Er:YAG-Laser bei Zellen vor (60).

Diodenlaser

Der Diodenlaser zahlt zu den Halbleiterlasern. Halbleiterlaser stellen eine Weiterentwicklung
der als Anzeigenelemente verwendeten Leuchtdioden dar. Der Grundzustand in einem
Diodenlaser ist das Valenzband, welches das Leitungsband anregt. In einer Leuchtdiode
werden Elektronen durch elektrischen Strom in das Leitungsband befordert. Dann kehren sie
in das Valenzband zuriick und senden dabei Licht aus. Die meisten Halbleiter- oder
Diodenlaser verwenden Galliumarsenid als aktives Medium. Die Wellenlange kann je nach
Einsatz von Mischkristallen verandert werden.

Eingesetzt wird der Diodenlaser in fast allen Bereichen der Zahnmedizin aber fir
Hartgewebsbearbeitungen ist er aufgrund seiner geringen Absorption nicht geeignet. Fur
unsere Versuche wurde der Diodenlaser aufgrund der langjahrigen Einsatzerfahrung im
Bereich der Endodontie ausgewahlt (58, 61, 62).

1.4.7. Laseranwendung in der Zahnheilkunde

Die Einsatzgebiete von Lasern in der Zahnmedizin sind mittlerweile recht breit gestreut. Seit
seiner Erfindung im Jahre 1960 haben sich die Mdoglichkeiten und auch die Arten der Laser
vervielfacht. Heutzutage werden sie unter anderem zur Kariespravention, Parodontaltherapie,
Kavitatenpraparation, Endodontie, Chirurgie und vieles mehr eingesetzt.

In diesem Abschnitt soll ein kleiner Einblick verschafft werden wofiur Lasersysteme heute
uberall eingesetzt werden und welche Effekte dafiir genutzt werden.
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Bleaching — Zahnaufhellung mit Laser

Der menschliche Wunsch nach Schénheit und den damit verbundenen evolutionsbiologischen
Vorteilen ist so alt wie die Menschheit. Geandert hat sich tber die Jahrtausende hingegen nur
was als schon empfunden wird. Weille Zahne gehdren dabei heute sicher zu diesem
momentan existierenden Schonheitsbild. Um in der Zahnmedizin diesem Wunsch
nachzukommen gibt es das Bleaching welches eine einfache, effiziente und relativ
kostengtinstige Methode fiir die Behandlung von Zahnverférbungen darstelit.

Bleaching ist ein chemischer Prozess mit aufhellenden Materialien, die meist in irgendeiner
Form Wasserstoffperoxid enthalten. Bei diesem Vorgang werden organische Stoffe langsam
in chemische Zwischenprodukte umgewandelt, deren Farbe heller ist als diejenigen des
urspriinglichen Stoffes. Die ablaufende chemische Reaktion nennt man Redox-Reaktion.
Dabei gibt Wasserstoffperoxid als Oxidationsmittel Elektronen (freie Radikale) an den zu
bleichenden Stoff ab und dies fuhrt zu einer Aufhellung. Expositionszeit, Konzentration des
Wasserstoffperoxids, das Debridement der zu behandelnden Flache, eine abgeschlossene
Umgebung, der PH-Wert, die Geschwindigkeit der chemischen Reaktion und die flr ihre
Forderung eingesetzten Energiequellen sind entscheidende Faktoren welche die Bleaching-
Reaktion beeinflussen (34).

Um die Freisetzung von freien Radikalen aus dem Bleichmittel zu férdern kdnnen
unterschiedliche Energiequellen eingesetzt werden. Halogenleuchten, Plasmalichtbogengeréte
und LEDs flhren jedoch zu keinem Verstarkungseffekt beim Bleaching. Laserlicht hingegen
scheint sich ginstig auf die Starke der chemischen Bleichreaktion auszuwirken und férdert
die Abgabe von freien Radikalen — daher auch der Einsatz von KTP-, Argon- und Dioden-
Laser bei Bleaching-Behandlungen. Der Einsatz von Lasern kann jedoch auch zu erhohter
Sensibilitat der behandelten Z&hne fuhren und sollte daher nur indikationsgemaR eingesetzt
werden (63).

Dentinhypersensibilitat

Bei Freilegung der Dentinoberflache eines Zahnes kann es zu Hypersensibilitdt kommen.
Grund hierfur sind Dentintubuli die das Dentin durchziehen und eine Art Verbindung
zwischen  Pulpenkavum und Mundhohle darstellen. In ihnen befinden sich
Odontoblastenfortsétze, Tomes sche Fasern und Dentinliquor um eine Reizlibertragung zur
Pulpa zu gewéhrleisten. Kommt es nun zur Freilegung von Dentin entweder durch Verlust

von Zahnschmelz oder durch Entfernung von Zahnwurzelzement, kdnnen verschieden Reize
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zu unangenehmen Empfindungen fiihren. Ob eine Behandlung notwendig ist hangt wiederum
oft von der Starke und der Schmerzempfindung des Patienten ab.

Zu den momentan meist verbreiteten Wirkstoffen zur Behandlung der Hypersensibilitat
zahlen  Strontium, Natrium Monofluorphosphat, Natriumfluorid, Kalziumhydroxid,
Kaliumnitrat, Formaldehyd, Zinnflourid und Glukokortikoide (34). Der Nachteil all dieser
Stoffe besteht jedoch in deren notwendigen regelmaBigen Applikation um eine dauerhafte
Schmerzfreiheit gewahrleisten zu kénnen, da sie durch chemische wie mechanische Prozesse
immer wieder abgetragen werden.

Durch den Einsatz von Lasern er6ffnen sich hier neue Behandlungsmethoden. Der Laser gilt
in der Literatur als effektivere Behandlungsmethode als die konventionellen Wirkstoffe (64).
Man nimmt an dass die Laserwirkung auf einer Versiegelung der Dentintubuli, einer
Nervenanalgesie oder einem Placebo-Effekt beruht. Wahrend die Versiegelung als dauerhaft
anzusehen ist, ist dies bei der Nervenanalgesie und dem Placebo-Effekt nicht der Fall.

Die eingesetzten Laser sind der He-Ne-Laser, GaAlAs-Laser, Nd:YAG-Laser, Ho:YAG-
Laser, Diodenlaser, Er:YAG-Laser und der CO2-Laser.

Kariespravention

Um den Zahn resistenter gegenuber Saureangriffen und deren folgende Demineralisation zu
machen werden Fluoride in Form von Trinkwasser, Tabletten oder Mundhygieneartikeln
verabreicht. Dies soll das Gleichgewicht wieder zu Gunsten der Remineralisation der
Zahnhartsubstanz verschieben. Fissurenversiegelungen dienen dazu Nischen flr Bakterien zu
eliminieren und somit die Putzbarkeit des Zahnes zu verbessern. Laser konnen ebenfalls
praventiv eingesetzt werden um die Schmelzoberflache zu versiegeln und gegen Sdure
resistenter zu machen (65). Als kariesprotektive Laser werden der CO2-Laser, der Argon-
Laser, der Nd:YAG-Laser, der Er:YAG-Laser, der Er,Cr:YSGG-Laser und der Ho:YAG-
Laser gehandhabt (65-67).

Kavitatenpraparation

Die Praparation einer Kavitat kann mit Hilfe rotierender oder oszillierender Instrumente wie
Bohrer erfolgen. Viele Patienten klagen dabei Uber unangenehme Empfindungen oder
Schmerzen die durch Druck, Vibrationen, Temperaturanstieg oder einfach durch das
Gerdusch des Bohrers ausgelost werden (68). Der Laser bietet hier eine deutlich
schmerzérmer Alternative, da die Patienten keinem Druckschmerz, keiner Vibration und viel

geringeren Temperaturempfindungen ausgesetzt sind (69). Um Hitzesch&den der Pulpa zu
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vermeiden werden Laser in der Kavitatenpraparation nur mit Wasserkiihlung angewendet.
Nachteilig ist bei einer Laserpréparation die langere Préparationszeit aufgrund der geringeren
applizierten Leistung (Turbine: ca. 15 Watt, Laser: ca. 6 Watt).

Eingesetzt werden fiir die Kavitatenpraparation Lasersysteme mit geringer Eindringtiefe und
geringer Erwdrmung des umliegenden Gewebes. Er:YAG-Laser und Er,Cr:YSGG-Laser
gelten als Standardsysteme und dienen auch zur Kariesprévention durch ihre bakterizide
Wirkung. Der Grund deren Einsatzes liegt in deren Wellenldange und der Ablation der

Zahnsubstanz in diesem Wellenlédngenbereich (34).

Photopolymerisation

Lichthartende Restaurationsmaterialien nehmen einen wichtigen Platz in der modernen
Zahnmedizin ein. Um deren Aushértung zu beschleunigen und da deren richtige
Polymerisation einer der Grundvoraussetzung beim Gelingen der Zahnrestauration ist, stellen
Lasersysteme ein interessantes Einsatzmittel dar. Die speziellen Eigenschaften der
Laserstrahlung wie Kollimation, Kohé&renz und Monochromie werden zum grof3en Vorteil bei
der Polymerisation gegeniber den herkbmmlichen  Aushédrtungsmethoden  mit
Plasmabogengeraten, Halogenlampen und LEDs. Lichthartende Restaurationsmaterialien
enthalten Photoinitiatoren (z.B. Kampferchinon) um das Licht zu absorbieren. Im Gegensatz
zu  herkdbmmlichen  Aushértungsmethoden  haben  Lasersysteme ein  geringeres
Emissionsspektrum und lassen sich daher gezielte auf das Absorptionsmaximum des
Photoinitiators einsetzen.

Das Lasersystem der Wahl fir die Lichtaushartung von kampferchinonhaltigen Materialien ist
der Argon-Laser. Seine Wellenlange von 488nm liegt genau im Absorptionsmaximum des
Kampferchinons. Photopolymerisationen mit Hilfe des Argon-Lasers bieten Vorteile einer
verkurzten Polymerisationszeit, besserer Aushartung, geringerer Pulpareizung sowie daraus

folgenden besseren physikalischen Eigenschaften der Restauration (70, 71).

Parodontologie

Die desinfizierende Wirkung von Lasern macht man sich vor allem in der Parodontologie zu
Nutze (72). Oft wird der Laser hier ergdnzend zu konventionellen Methoden eingesetzt um
ein besseres Behandlungsergebnis zu erzielen. Auch zur Konkremententfernung wird vor
allem der Er:YAG-Laser eingesetzt (73) oder zur Abtragung von Taschenepithel kénnen
Nd:YAG-Laser, CO2-Laser bzw. Diodenlaser eingesetzt werden (74).
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Orale Chirurgie

In der Chirurgie stehen vier verschiedene Methoden zur Behandlung zur Verfligung: das
Skalpell, die chirurgische Diathermie, die Kryotherapie und der Laser. Fur welche Indikation
welche Methode zu wéhlen ist konnte bis jetzt jedoch noch nicht eindeutig geklart werden.
Chirurgisch lassen sich Laser in vielen zahnmedizinischen Bereichen wie beispielsweise der
Gingivachirurgie, der praprothetischen Chirurgie, zur Dekontamination bei Periimplantitis,
bei Hyperkeratosen, Prakanzerosen, Zysten, Narbenbildung oder auch bei gutartigen Tumoren
einsetzen (34). Die Vorteile vom chirurgischen Einsatz eines Lasers sind geringere
Narbenbildung, geférderte Wundheilung und geringere postoperative Schmerzen. Wahrend
der Operation sind die Blutungsreduktion, praziserer Schnittfihrung und kalkulierbare
Eindringtiefe von Vorteil.

Zum Einsatz kommen in der Chirurgie vor allem der Argon-, He-Ne-, Dioden-, Nd:YAG-,
Ho:YAG-, Er,Cr:YSGG-, Er:YAG-Laser und CO2-Laser.

Lichtaktivierte Desinfektion (PAD)

Lichtaktivierte Desinfektion (photoactivated desinfection) kann zur Abtétung von Bakterien
verwendet werden (75). Dies funktioniert Gber den Effekt, dass photosensible Molekile bei
Bestrahlung mit Licht einer entsprechenden Wellenlédnge zytotoxischen Singulett-Sauerstoff
(Sauerstoffradikal) produzieren. Der wiederum schadigt die Bakterienmembran und deren
DNS. Die Bakterien sterben. Lichtaktivierte Desinfektion kann sowohl spezifisch mit einem
monoklonalen Antikorper als auch unspezifisch gegen alle Krankheitserreger wie Viren,
Bakterien und Pilze eingesetzt werden. Somit hat die PAD ein weites Anwendungsgebiet von
Desinfizierung von Karieslésionen, Zahnfleischtaschen uber Wurzelkanédle bis hin zu
Periimplantitis und Schleimhautwunden. Anwendung finden vor allem der Diodenlaser und
der He-Ne-Laser in der PAD (76, 77).

Endodontie

Das flr diese Studie wichtigste Einsatzgebiet des Lasers ist die Endodontie. Die Endodontie
gewinnt in der heutigen Zeit immer mehr an Bedeutung, geht es doch darum einen bereits
verloren geglaubten Zahn noch zu retten. Doch um einen Zahn wirklich weiterhin dauerhaft
erhalten zu kdnnen muss Keimfreiheit im Wurzelkanal herrschen (2).

Hierbei haben Laser in Studien gezeigt diese Keimfreiheit auch bei schwierigen

Wourzelkonfigurationen durch tief eindringende Strahlung womdglich besser erreichen zu
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konnen (6, 78). Viele Studien haben dabei ihr antimikrobielles Potential hervorgehoben (78).
Die Lasertherapie sei ein exzellentes Adjuvants in der endodontischen Therapie (78). Jedoch
konnten in den meisten dieser Studien diese Laseranwendung in der Endodontie nicht als
vollstandiger Ersatz fir Spullésungen mit signifikanten VVerbesserungen bestétigt werden (57,
78-80).
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2. Material und Methode

2.1. Studienvorbereitungen

Um den Richtlinien zur Abfassung einer Diplomarbeit durch die Verwendung menschlichen
Gewebes (fur diese Studie in Form von extrahierten Zahnen und Gingiva Fibroblasten)
nachzukommen, wurde ein bereits bestehender Antrag bei der Ethikkommission der
Medizinischen Universitat Wien verlangert und konnte fir diese Studie verwendet werden
(EK Nr. 980/2009). Ebenfalls der Studie vorausgehend erfolgte die Prasentation der geplanten
Versuche im Rahmen des Qualitatszirkels.

Die Studie umfasste auch eine Reihe von Vorversuchen zur Berechnung der Fallzahl und zur

Etablierung der Methode fir die Hauptversuche.

Dentinplattchengewinnung

Fur die Gewinnung der Dentinscheibchen wurden extrahierte menschliche Pramolaren und
Molaren verwendet.

Die Z&hne wurden in koronoapikaler Richtung mittels einer wassergekihlten Trennscheibe in
1 mm Schichten geschnitten. AnschlieRend wurden mit einer Stanze Dentinscheibchen mit 3
mm Durchmesser gestanzt.

Die Dentinscheibchen wurden dann fiir 10 Minuten bei 134 C° autoklaviert, um die bereits

vorhandenen Mikroorganismen zu eliminieren.

Zellkultur

Fur die einzelnen Experimente wurden osteoblastare Zellen (MG-63), Mausefibroblasten
(L929) und gingivale Fibroblasten (GF) in Zellkulturflaschen angesetzt. Das notige
N&hrmedium setzte sich zusammen aus a-minimal essential medium (a-MEM), welchem 10%
fotales Kalberserum (FCS - fetal calf serum) und 1% Antibiotika, Antimykotikum (PSA —
Penicillin, Streptomycin, Amphotericin) beigemengt wurden.

Das Wachstum der Zellen erfolgte im Inkubator bei 37° Celsius, 95% Luftfeuchtigkeit und
5% CO2-Gehalt. Die Zellen wurden einer tdglichen mikroskopischen Kontrolle mit 4- bis 10-
facher VergréRerung unterzogen um die Zellvermehrung und Zellgesundheit morphologisch
beurteilen zu kdnnen. Jeden 2. Tag wurde das Medium mittels mechanischer Absaugeinheit in

steriler  Umgebung abgesaugt und durch neues Medium ersetzt. Diese
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Nahrmediumzusammensetzung aus a-MEM, 10% FCS und 1% PSA sollte den Zellen ein
ideales Wachstum ohne mikrobielle Storfaktoren gewahrleisten.

Vorversuche

In den Vorversuchen und Testreinen wurden die labortechnischen Fahigkeiten, wie
Zellkultivierung, Zellzahlbestimmung sowie der Umgang mit Lasersystemen erlernt. Durch
die Vorversuche wurden die Fallzahl, das Studiendesign und Lasereinstellungen adaptiert und

festgelegt.

MTT

Zur Messung der Viabilitat der Zellen wurde ,,3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid“ (MTT) auf die Zellen aufgebracht (81). Das gelbe,
wasserldsliche MTT wird von den Zellen in blau-violettes wasserunltsliches Formazan
reduziert und kann anschlieBend photometrisch bei 550 nm gemessen werden. Die Messung
erfolgt nach 2 Stunden. MTT wird in den Zellen durch Glykolyse reduziert bzw. zu einem
geringen Teil in den Mitochondrien uber die Succinat-Dehydrogenase reduziert. In beiden
Féllen l&sst diese Reduktion einen Rickschluss auf den Zellstoffwechsel bzw. Zellviabilitat
zu (81, 82).

2.2. Studiendesign

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine in vitro Studie bei der eine
Laserbehandlung und eine konventionelle endodontische Spilung imitiert wurden. Dabei
wurden 3 gleich ablaufende Hauptversuche durchgefiihrt. Es wurden die Zellen MG-63, L929
und GF durch Dentinscheibchen bzw. direkt mit Laser (Er:YAG-Laser, Diodenlaser) bzw.
Spullésungen (NaOCI, CHX) behandelt.

Ein Hauptversuch umfasste jeweils 3 Zellgruppen in Triplicates zu je 13 Behandlungen bzw.
Kontrollen (3 x 3 x 13 = 117). Somit entstand eine Gesamtzahl von 351 Proben bei allen 3

Hauptversuchen.
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2.3. Ablauf der Hauptversuche

Die inkubierten Zellen wurden bevor sie verwendet wurden einer primédren mikroskopischen
Kontrolle auf etwaige Kontaminationen, Zellvermehrung und Zelladhdarenz unterzogen.
AnschlieBend wurde das Nahrmedium a-MEM, 10% FCS und 1% PSA in steriler Umgebung
aus den Zellkulturflaschen abgesaugt. Die Zellen blieben aufgrund ihrer Adhédrenz am
Flaschenboden und wurden anschlieBend mit PBS (Phosphate buffered saline) gewaschen.
PBS ist ein weit verbreiteter Puffer fiir Zellversuche. Er ist isotonisch, nicht zelltoxisch, hat
einen PH-Wert zwischen 7,2-7,4 und schafft somit eine konstante Osmolaritat (83).

Weiters wurde Trypsin 0.05% zugesetzt. Trypsin ist ein proteolytisches Enzym um die
adhérenten Proteinbindungen der Zellen zueinander bzw. zur Zellkulturflasche aufzuspalten
und die Zellen bei volistandig abgelaufenem Prozess in Suspension zu bringen (84). Die
Wirkung sollte ca. 2-3 min andauern um einerseits alle adhasiven Verbiinde zu lésen und
andererseits die Zellen so wenig wie mdglich zu schadigen (84, 85). Nach 2-3 min erfolgte
die Zugabe von Nahrmedium a-MEM, 10% FCS und 1% PSA zur Trypsininaktivierung und
mikroskopische Kontrolle der geldsten Zellen in Suspension. Es folgte die Zentrifugation bei
einer Einstellung von 1250 Umdrehungen/min fiir 6 min bei 24° Celsius. Der Uberstand des
Mediums wurde in steriler Umgebung abgesaugt und die verbliebenen Zellen am
Zentrifugenrohrchenboden mit 10 ml Ndhrmedium o-MEM, 10% FCS und 1% PSA befillt
und durch Resuspension wieder vermischt. VVon dieser Zellsuspension wurden 10 pl auf ein
Zahlplattchen (DHC-NO1, Neubauer, siehe Abbildung 2.1) getropft und die Zellzahl der

Suspension unter dem Mikroskop ermittelt.
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Abbildung 2.1 schematische Darstellung eines Zéhlplattchens DHC-NO1

Aufgrund der ermittelten Zellanzahl der Suspension konnte auf eine ideale 10 ml
Zellsuspension mit einer Zellzahl von 30.000 Zellen/cm? riickgerechnet werden und
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dementsprechend  die  vorangegangene  Zellsuspension mit einem  errechneten
Mediumvolumen verdunnt werden. Somit erhielten wir schlussendlich 3 ideale 10 ml
Zellsuspensionen von MG-63, L929 und GF mit je gleicher Zellanzahl von annahernd 30.000
Zellen/cm?,

Die Zellsuspensionen wurden jeweils in 3 96-Well-Platten angesetzt und kultiviert. Nach 24
Stunden wurde der Uberstand verworfen, die Zelllinien in den 96-Well-Platten mit 100 pl
PBS je well gewaschen. PBS wurde erneut abgesaugt und durch 100 pl Serum freies Medium
(a-MEM, 1% PS) je well ersetzt.

Es folgten die jeweiligen Behandlungen der Zellsuspensionen durch bzw. ohne Dentin. Sie
gliederten sich, wie in Abbildung 2.2, Abbildung 2.3, Abbildung 2.4 zu sehen ist. ES wurden
bewusst Zeilen mit Behandlungen ausgelassen um etwaige Ergebnisverfalschungen durch
benachbarte Behandlungen (z.B. durch Laserstrahlung, Spullésungskontaminationen) zu

vermeiden.

GF L929 MG-63

CHX+Dentin
CHX

Ko

Ko PBS

Abbildung 2.2 schematischer Aufbau der 1. 96-Well-Platte eines Hauptversuches

GF L929 MG-63

Ko

Diode
Diode+Dentin

Er:YAG
Er:YAG+Dentin

Abbildung 2.3 schematischer Aufbau der 2. 96-Well-Platte eines Hauptversuches
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GF L929 MG-63

NaOCI
NaOCI+Dentin

Ko+Dentin
PBS+Dentin

Abbildung 2.4 schematischer Aufbau der 3. 96-Well-Platte eines Hauptversuches

Jede well mit Dentinscheibchen wurde, wie in Abbildung 2.5 schematisch dargestellt
bestiickt. Dabei wurde mittels Periphery Wachs das Dentinscheibchen auf einen normierten

Abstand von 0,5 mm an die Zellsuspension herangebracht.

_ T

@ WaChs

Medium

- / Dentinscheibchen

Zellen

Abbildung 2.5 Schematische Darstellung einer Well aus einer 96-Well-Platte, wie sie fur die Versuche mit

Dentinscheibchen verwendet wurden

Die Zellsuspensionen in den 96-Well-Platten wurden nun dem Studiendesign zufolge mit je
einem Er:'YAG-Laser, einem Diodenlaser, einer Chlorhexidinsplilung wund einer
Natriumhypochloridspllung jeweils mit Dentinscheibchen oder ohne Dentinscheibchen

behandelt. Weiters gab es Kontrollgruppen mit und ohne Dentinscheibchen.

Der eingesetzte Er:YAG-Laser war ein Laser der Firma Syneron namens LiteTouch™. Er
arbeitet mit der fir Er:YAG-Lasern typischen Strahlungswellenlange von 2940 nm. Dabei
schafft er Impulsenergien bis zu 700 mJ und eine Leistung bis zu 8,4 Watt am Gewebe.

Aufsatze kdnnen mit Punktgrofien am distalen Ende von 0,2 bis 1,3 mm eingesetzt werden.
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Der Er:YAG-Laser wurde angewendet mit den Einstellungen fiir ,,soft tissue* 50 mJ, 20 Hz
und einer Gesamtleistung von 1 Watt. Es wurde ein Fasertip mit einem Durchmesser von 1,3

mm ausgewahlt.

Dabei wurde er im 60 Grad Winkel mit helikoiden Bewegungen eingesetzt. Es wurde tber im
Lasersystem eingebaute Wasserspllung gekihlt. Pro Wellflache bzw. Dentinscheibchen
wurde 10 Sekunden behandelt.

Der Diodenlaser (MDL 10, der Firma Vision GmbH, Goxe) kann sowohl im kontinuierlichen
als auch im pulsierenden Modus angewendet werden. Mit Spitzen beim kontinuierlichen

Modus von 2,5 W und beim pulsierenden von Repetitionsraten von bis zu 1000 Hz.

Der Diodenlaser wurde in dieser Studie mit 15 Hz und Gesamtleistung von 1,5 Watt
angewendet. Diese Einstellungen lassen sich in der Literatur zur Endodontischen Behandlung

wiederfinden und sind auch vom Laserhersteller empfohlen.

Beide Lasersysteme wurden mit einem flexiblen Lichtwellenleiter ausgestattet.

Die Spilungen mit CHX und NaOCI erfolgte einmal fur 20 Sekunden je well, wurden
anschlieBend abpipettiert und dann mit PBS gewaschen um sicher zu gehen, dass keine
Spullésungsriickstande beim Entfernen der Dentinplattchen zu den Zellsuspensionen kommen

konnten.

Danach wurden alle Dentinscheibchen sowie das Periphery Wachs entfernt, das serumfreie
Néahrmedium (a-MEM, 1% PS) aus allen Wellplatten abgesaugt, alle wells mit 100 pul PBS
gewaschen um anschliefend erneut mit serumfreien Ndhrmedium von 100 pl je well versetzt
und 10ul MTT zugegeben. Diese Wellplatten wurden dann fiir 2 Stunden im Inkubator bei
37° Celsius, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 gelagert (81).

Nach diesen 2 Stunden wurde das serumfreie Nahrmedium verworfen, 100 pl DMSO
(Dimethylsulfoxid) je well zur Auflésung der Formazankristalle von MTT zugefugt (86). Die
jeweilige Verfarbung wurde photometrisch gemessen und die gewonnenen Daten

aufgezeichnet.
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Die Daten wurden mittels Diagrammen, Mittelwert und Standardabweichung beschrieben.
Aufgrund der Tatsache, dass keine Normalverteilung vorlag, wurden der Kruskal-Wallis-Test
und der ,,post-hoc* Mann-Whitney-U-Test angewandt. Das Signifikanzniveau wurde mit P <
0,05 definiert.

3. Ergebnisse

3.1. Statistische Auswertung

Da keine Normalverteilung der Ergebnisdaten vorlag, wurden der Kruskal-Wallis-Test und
weiterfihrend der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Das Signifikanzniveau wurde mit P <
0,05 festgelegt.

Um die Ergebnisse der 3 Hauptversuche vergleichbar zu gestalten, wurden die Ergebnisse
jeweils in Prozent umgerechnet und anschliefend zusammen gefiihrt. Als 100 Prozent wurde
bei jedem der drei Hauptversuche der Mittelwert von unbehandelten Zellen ohne jegliche
Behandlung festgelegt.. Relativ zu diesem Kontrollwert von unbehandelten Zellen wurden die
restlichen Gruppen prozentual berechnet.

Diese prozentualen Ergebnisse werden in den kommenden Kapiteln behandelt.
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3.1.1. Gingivale Fibroblasten (GF)

Zellart: GF
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Abbildung 3.1 Ergebnisse der Viabilitatsmessungen von GF nach den jeweiligen Behandlungen relativ

zur unstimulierten Kontrolle (=100). Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung

Beim Vergleich der Ergebnisdaten der Zellart GF zeigte sich im Kruskal-Wallis-Test eine
asymptotische Signifikanz von p<0,001. Es besteht somit ein signifikanter Unterschied
zwischen den Behandlungsgruppen. Dieser Unterschied bedarf einer genaueren Analyse
mittels Mann-Whitney-U-Test um Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen festlegen zu
kénnen. Hierbei wird die Behandlungsgruppe immer mit der unstimulierten Kontrollgruppe

,Dentin* verglichen und auf Signifikanz berprift.

,Dentin“ vs. ,,PBS“ = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
direkten Behandlungsgruppe ,,PBS“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine exakte
Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,021 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

,»Dentin“ vs. ,,PBS Dentin“ = kein signifikanter Unterschied
Beim Vergleich der Viabilitat zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
indirekten Behandlungsgruppe ,,PBS Dentin“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine
exakte Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=1,000 errechnet.
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Somit liegt kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

LwDentin“ vs. ,,CHX*“ = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
direkten Behandlungsgruppe ,,CHX*“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine exakte
Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p<0,001 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

»wDentin®“ vs. ,,CHX Dentin“ = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
indirekten Behandlungsgruppe ,,CHX_ Dentin“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine
exakte Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,001 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

LwDentin“ vs. ,NaOCI* = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitit zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,.Dentin“ und der
direkten Behandlungsgruppe ,,NaOCI“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine exakte
Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,002 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

,wDentin*“ vs. ,,NaOCIl _Dentin*“ = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitidt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin® und der
indirekten Behandlungsgruppe ,,NaOCI_Dentin“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine
exakte Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,001 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

,Dentin“ vs. ,,Diode“ = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,.Dentin“ und der
direkten Behandlungsgruppe ,,Diode” wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine exakte
Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,001 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.
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LDentin“ vs. ,,Diode_Dentin“ = kein signifikanter Unterschied

Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
indirekten Behandlungsgruppe ,,Diode_Dentin“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine
exakte Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,174 errechnet.

Somit liegt kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

LwDentin“ vs. ,Er:YAG* = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitat zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
direkten Behandlungsgruppe ,,ErYAG* wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine exakte
Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p<0,001 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

»wDentin“ vs. ,Er:YAG_Dentin“ = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
indirekten Behandlungsgruppe ,,Er:YAG_Dentin“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine
exakte Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,026 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

-45 -



3.1.2. Mausefibroblasten (L929)

Zellaru L929
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Abbildung 3.2 Ergebnisse der Viabilitatsmessungen von L929 nach den jeweiligen Behandlungen relativ

zur unstimulierten Kontrolle (=100). Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung

Beim Vergleich der Ergebnisdaten der Zellart L929 zeigte sich im Kruskal-Wallis-Test eine
asymptotische Signifikanz von p<0,001. Es besteht somit ein signifikanter Unterschied
zwischen den Behandlungsgruppen. Dieser Unterschied bedarf einer genaueren Analyse
mittels Mann-Whitney-U-Test um Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen festlegen zu
kdnnen. Hierbei wird die Behandlungsgruppe immer mit der unstimulierten Kontrollgruppe

,Dentin“ verglichen und auf Signifikanz iiberpriift.

,Dentin“ vs. ,,PBS“ = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitit zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
direkten Behandlungsgruppe ,,PBS“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine exakte
Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0, 004 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

,»Dentin“ vs. ,PBS Dentin“ = signifikante Reduktion
Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin® und der
indirekten Behandlungsgruppe ,,PBS Dentin“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine

exakte Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0, 038 errechnet.
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Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

LwDentin“ vs. ,,CHX*“ = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
direkten Behandlungsgruppe ,,CHX*“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine exakte
Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p<0,001 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

»wDentin“ vs. ,,CHX Dentin“ = kein signifikanter Unterschied

Beim Vergleich der Viabilitat zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
indirekten Behandlungsgruppe ,,CHX_Dentin“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine
exakte Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0, 209 errechnet.

Somit liegt kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

LwDentin“ vs. ,NaOCI* = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitit zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,.Dentin“ und der
direkten Behandlungsgruppe ,,NaOCI“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine exakte
Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,001 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

»wDentin*“ vs. ,,NaOCIl Dentin*“ = kein signifikanter Unterschied

Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin® und der
indirekten Behandlungsgruppe ,,NaOCI_Dentin“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine
exakte Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0, 165 errechnet.

Somit liegt kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

,wDentin“ vs. ,,Diode“ = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitit zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
direkten Behandlungsgruppe ,,Diode” wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine exakte
Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,002 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.
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LDentin“ vs. ,,Diode_Dentin“ = kein signifikanter Unterschied

Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
indirekten Behandlungsgruppe ,,.Diode_Dentin“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine
exakte Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=1,000 errechnet.

Somit liegt kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

LwDentin“ vs. ,Er:YAG* = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
direkten Behandlungsgruppe ,,ErYAG* wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine exakte
Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,001 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

»wDentin“ vs. ,Er:YAG_Dentin“ = kein signifikanter Unterschied
Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
indirekten Behandlungsgruppe ,,Er:YAG_Dentin“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine
exakte Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0, 535 errechnet.

Somit liegt kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.
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3.1.3. Osteoblastare Zellen (MG-63)

Zellaru MG 63
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Abbildung 3.3 Ergebnisse der Viabilitatsmessungen von MG-63 nach den jeweiligen Behandlungen

relativ zur unstimulierten Kontrolle (=100). Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung

Beim Vergleich der Ergebnisdaten der Zellart MG-63 zeigte sich im Kruskal-Wallis-Test eine
asymptotische Signifikanz von p<0,001. Es besteht somit ein signifikanter Unterschied
zwischen den Behandlungsgruppen. Dieser Unterschied bedarf einer genaueren Analyse
mittels Mann-Whitney-U-Test um Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen festlegen zu
kdnnen. Hierbei wird die Behandlungsgruppe immer mit der unstimulierten Kontrollgruppe

,Dentin® verglichen und auf Signifikanz tiberpriift.

,Dentin“ vs. ,,PBS“ = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
direkten Behandlungsgruppe ,,PBS“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine exakte
Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,038 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.
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,Dentin“ vs. ,PBS Dentin“ = kein signifikanter Unterschied

Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
indirekten Behandlungsgruppe ,,PBS Dentin“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine
exakte Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,318 errechnet.

Somit liegt kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

LwDentin“ vs. ,,CHX*“ = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitat zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
direkten Behandlungsgruppe ,,CHX*“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine exakte
Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p<0,001 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

»wDentin®“ vs. ,,CHX Dentin“ = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
indirekten Behandlungsgruppe ,,CHX_Dentin“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine
exakte Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,002 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

LwDentin“ vs. ,NaOCI* = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitit zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,.Dentin“ und der
direkten Behandlungsgruppe ,,NaOCI“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine exakte
Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,001 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

»Dentin“ vs. ,,NaOCI_Dentin“ = kein signifikanter Unterschied

Beim Vergleich der Viabilitidt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin® und der
indirekten Behandlungsgruppe ,,NaOCI_Dentin“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine
exakte Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0, 165 errechnet.

Somit liegt kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

LwDentin“ vs. ,,Diode“ = signifikante Reduktion
Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
direkten Behandlungsgruppe ,,Diode” wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine exakte

Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,017 errechnet.
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Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

LwDentin“ vs. ,Diode_Dentin“ = signifikante Steigerung

Beim Vergleich der Viabilitat zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin® und der
indirekten Behandlungsgruppe ,,Diode_Dentin“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine
exakte Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,002 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

LDentin“ vs. ,Er:YAG* = signifikante Reduktion

Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
direkten Behandlungsgruppe ,,ErYAG* wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine exakte
Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0,001 errechnet.

Somit liegt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.

LwDentin“ vs. ,,Er:YAG_Dentin“ = kein signifikanter Unterschied
Beim Vergleich der Viabilitdt zwischen der unstimulierten Kontrollgruppe ,,Dentin“ und der
indirekten Behandlungsgruppe ,,Er:YAG_Dentin“ wurde mittels Mann-Whitney-U-Test eine
exakte Signifikanz (2*einseitige Signifikanz) von p=0, 383 errechnet.

Somit liegt kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vor.
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3.1.4. Zusammenfassung der Daten

GF

L929

MG-63

,,Dentin“ vs. ,,PBS*

signifikante Reduktion

signifikante Reduktion

signifikante Reduktion

,Dentin“ vs. ,,PBS Dentin®

kein signifikanter

Unterschied

signifikante Reduktion

kein signifikanter

Unterschied

,,Dentin“ vs.

»CHX*

signifikante Reduktion

signifikante Reduktion

signifikante Reduktion

,,Dentin® vs.

,»CHX Dentin*

signifikante Reduktion

kein signifikanter

Unterschied

signifikante Reduktion

,,Dentin® vs.

,»NaOCl*

signifikante Reduktion

signifikante Reduktion

signifikante Reduktion

,,Dentin® vs.

,»NaOCl_Dentin“

signifikante Reduktion

kein signifikanter

Unterschied

kein signifikanter

Unterschied

,,Dentin® vs.

,,Diode*

signifikante Reduktion

signifikante Reduktion

signifikante Reduktion

,.Dentin® vs.

»Diode Dentin“

kein signifikanter

Unterschied

kein signifikanter

Unterschied

signifikante Steigerung

,.Dentin® vs.

HErYAG*

signifikante Reduktion

signifikante Reduktion

signifikante Reduktion

,,Dentin® vs.

»Er'YAG_Dentin“

signifikante Reduktion

kein signifikanter

Unterschied

kein signifikanter

Unterschied

Tabelle 3.1

Kontrollgruppe ,,Dentin“

Unterschiede der jeweiligen Behandlungsgruppe im Vergleich zur unstimulierten

Bei den direkten Behandlungsgruppen kam es bei allen 3 Zelllinien zu einer signifikanten
Reduktion der Viabilitat. Bei den indirekten Behandlungsgruppen mit Dentinscheibchen kam
es je Zellart zu unterschiedlichen Signifikanzen (siehe Tabelle 3.1).

Die einzige signifikante Steigerung der Viabilitdt kam bei der Gruppe mit ,,Diode Dentin“ bei
MG-63 Zellen zustande.
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3.1.5. Vergleich der Behandlungsgruppen aller 3 Zellarten

Im folgenden Kapitel werden die erhobenen prozentualen Ergebnisse der Behandlungen von
allen 3 Zellarten (GF, L929 und MG-63) miteinander betrachtet.

Dabei beobachteten wir, dass es bei allen drei Zelllinien zu einer starkeren Reduktion der
Viabilitat in den direkten Behandlungsgruppen mit Er:YAG-Laser, Diodenlaser, CHX und
NaOCI im Vergleich zu deren dquivalenten Behandlungsgruppen durch das Dentinscheibchen
kam (siehe Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4 Ergebnisse der Viabilitdtsmessungen aller 3 Zelllinien nach direkter und indirekter

Behandlung. Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung

In der Reihenfolge von der zelltoxischsten Behandlung zur unbeeinflusstesten Behandlung bei
allen drei Zelllinien, wies die direkte Behandlungsgruppe mit CHX die grofRte
Viabilitatsreduktion auf, gefolgt von der direkten Behandlung mit Er:YAG-Laser,
anschlieBend die direkte Behandlung mit NaOCI und die direkte Behandlung mit dem
Diodenlaser. Weiters wurden bei allen drei Zelllinien deutliche Viabilitatsreduktionen bei
CHX Behandlung durch ein Dentinscheibchen, gefolgt von der Behandlung mit NaOCI durch
ein Dentinscheibchen beobachtet (siehe Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5 Ergebnisse der Viabilitatsmessungen aller 3 Zelllinien nach der jeweiligen Behandlung.

Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung

Bei indirekten Behandlungen durch ein Dentinscheibchen mit Er:YAG-Laser bzw.
Diodenlaser konnten wir keine Signifikanz zur Reduktion bei allen drei Zelllinien feststellen.

Bei der indirekten Behandlung mit dem Diodenlaser bei MG-63 Zellen wurde sogar eine
Signifikanz zur Stimulation der Viabilitdt im Vergleich zur unstimulierten Kontrollgruppe

gemessen (siehe Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6 Ergebnisse der Viabilitdtsmessungen aller 3 Zelllinien nach der Behandlung mit den

Lasern im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung
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Es kam zu keiner signifikanten Veranderung der Viabilitat der Zellen durch die
Kontrollgruppen mit Dentinscheibchen ohne Behandlung bzw. mit Dentinscheibchen. Die
direkte Spulung mit PBS wiederum wies eine Tendenz zur Viabilitatsreduktion der Zellen im

Vergleich zur unstimulierten Kontrolle auf (siehe Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7 Ergebnisse der Viabilitatsmessungen aller 3 Zelllinien bei den 3 Kontrollgruppen. Die

Balken zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung
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3.2. Mikroskopische Begutachtung der Zellen nach deren Behandlung

3.2.1. Gingivale Fibroblasten (GF)

Auf den kommenden Seiten werden Bilder von GF nach den jeweiligen Behandlungen
abgelichtet. Die Aufnahmen wurden bei einer 10-fachen VergréRerung unter dem Mikroskop
gemacht. Das erste Bild der jeweiligen Seite entspricht der direkten Behandlung der Zellen
wahrend das zweite Bild die indirekte Behandlung durch das Dentinscheibchen wiedergibt.

Abbildung 3.8 entspricht der unbehandelten Kontrollgruppe.
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Abbildung 3.8 GF bei unbehandelter Kontrollgruppe unter dem Mikroskop bei 10-facher VergroRerung

-56 -



in

Abbildung 3.9 GF bei direkter Behandlung mit Diodenlaser unter dem Mikroskop bei 10-facher

VergroRerung

Abbildung 3.10 GF bei indirekter Behandlung durch ein Dentinscheibchen mit Diodenlaser unter dem
Mikroskop bei 10-facher VergréRerung
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Abbildung 3.11 GF bei direkter Behandlung mit Er:YAG-Laser unter dem Mikroskop bei 10-facher

VergroRerung

Abbildung 3.12 GF bei indirekter Behandlung durch ein Dentinscheibchen mit Er:YAG-Laser unter dem
Mikroskop bei 10-facher VergréRerung
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Abbildung 3.13 GF bei direkter Behandlung mit NaOCI unter dem Mikroskop bei 10-facher

VergroRerung

Abbildung 3.14 GF bei indirekter Behandlung durch ein Dentinscheibchen mit NaOCI unter dem
Mikroskop bei 10-facher VergréRerung
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Abbildung 3.16 GF bei indirekter Behandlung durch ein Dentinscheibchen mit CHX unter dem
Mikroskop bei 10-facher VergréRerung
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Abbildung 3.17 GF bei direkter Behandlung mit PBS unter dem Mikroskop bei 10-facher VergréRerung
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Abbildung 3.18 GF bei indirekter Behandlung durch ein Dentinscheibchen mit PBS unter dem
Mikroskop bei 10-facher VergréRerung
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3.2.2. Mausefibroblasten (L929)

Auf den kommenden Seiten werden Bilder von L929 Zellen nach den jeweiligen
Behandlungen abgelichtet. Die Aufnahmen wurden bei einer 10-fachen VergrofRerung unter
dem Mikroskop gemacht. Das erste Bild der jeweiligen Seite entspricht der direkten
Behandlung der Zellen wahrend das zweite Bild die indirekte Behandlung durch das

Dentinscheibchen wiedergibt. Abbildung 3.19 entspricht der unbehandelten Kontrollgruppe.
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Abbildung 3.19 L929 bei unbehandelter Kontrollgruppe unter dem Mikroskop bei 10-facher

VergroRerung
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10-facher

Abbildung 3.20 L929 bei direkter Behandlung mit Diodenlaser unter dem Mikroskop bei

VergroRerung

Abbildung 3.21 L1929 bei indirekter Behandlung durch ein Dentinscheibchen mit Diodenlaser unter dem

Mikroskop bei 10-facher VergréRerung
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Abbildung 3.22 L929 bei direkter Behandlung mit Er:YAG-Laser unter dem Mikroskop bei 10-facher

VergroRerung

dem Mikroskop bei 10-facher Vergrof3erung
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Abbildung 3.24 L1929 bei direkter Behandlung mit NaOCI unter dem Mikroskop bei 10-facher

VergroRerung

Abbildung 3.25 L929 bei indirekter Behandlung durch ein Dentinscheibchen mit NaOCI unter dem
Mikroskop bei 10-facher Vergréfierung
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Abbildung 3.26 L929 bei direkter Behandlung mit CHX unter dem Mikroskop bei 10-facher

VergroRerung
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Abbildung 3.27 L929 bei indirekter Behandlung durch ein Dentinscheibchen mit CHX unter dem
Mikroskop bei 10-facher VergréRerung
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Abbildung 3.28 L929 bei direkter Behandlung mit PBS unter dem Mikroskop bei 10-facher

VergroRerung

Abbildung 3.29 L929 bei indirekter Behandlung durch ein Dentinscheibchen mit PBS unter dem
Mikroskop bei 10-facher VergréRerung
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3.2.3. Osteoblastare Zellen (MG-63)

Auf den kommenden Seiten werden Bilder von MG-63 Zellen nach den jeweiligen
Behandlungen abgelichtet. Die Aufnahmen wurden bei einer 10-fachen Vergrof3erung unter
dem Mikroskop gemacht. Das erste Bild der jeweiligen Seite entspricht der direkten
Behandlung der Zellen wahrend das zweite Bild die indirekte Behandlung durch das

Dentinscheibchen wiedergibt. Abbildung 3.30 entspricht der unbehandelten Kontrollgruppe.

Abbildung 3.30 MG-63 bei unbehandelter Kontrollgruppe unter dem Mikroskop bei 10-facher

VergroRerung
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Abbildung 3.31 MG-63 bei direkter Behandlung mit Diodenlaser unter dem Mikroskop bei 10-facher

VergroRerung

Abbildung 3.32 MG-63 bei indirekter Behandlung durch ein Dentinscheibchen mit Diodenlaser unter
dem Mikroskop bei 10-facher Vergrofierung
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Abbildung 3.33 MG-63 bei direkter Behandlung mit Er:YAG-Laser unter dem Mikroskop bei 10-facher

VergroRerung

Abbildung 3.34 MG-63 bei indirekter Behandlung durch ein Dentinscheibchen mit Er:YAG-Laser unter
dem Mikroskop bei 10-facher Vergrofierung
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Abbildung 3.35 MG-63 bei direkter Behandlung mit NaOCI unter dem Mikroskop bei 10-facher

VergroRerung
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Abbildung 3.36 MG-63 bei indirekter Behandlung durch ein Dentinscheibchen mit NaOCI unter dem

Mikroskop bei 10-facher VergréRerung
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Abbildung 3.37 MG-63 bei direkter Behandlung mit CHX unter dem Mikroskop bei 10-facher

VergroRerung

Abbildung 3.38 MG-63 bei indirekter Behandlung durch ein Dentinscheibchen mit CHX unter dem
Mikroskop bei 10-facher VergréRerung
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Abbildung 3.39 MG-63 bei direkter Behandlung mit PBS unter dem Mikroskop bei 10-facher

VergroRerung

Abbildung 3.40 MG-63 bei indirekter Behandlung durch ein Dentinscheibchen mit PBS unter dem
Mikroskop bei 10-facher VergréRerung
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4. Diskussion

Datenzusammenfassung

Um den Einfluss von Er:YAG-Laser, Diodenlaser, CHX- und NaOCI-Spulung auf gingivale
Fibroblasten, osteoblastare Zellen, sowie auf Mausefibroblasten zu erforschen, wurden die
jeweiligen Zellen jeweils direkt bzw. indirekt durch ein Dentinscheibchen behandelt. Die
Ergebnisse belegen, dass die Viabilitat aller fur die Versuche verwendeten Zellen bei allen
Behandlungsgruppen ,,in vitro reduziert wurde. Speziell die Viabilitdt der direkt behandelten

Zellen wurde stark reduziert.

Durch unsere Ergebnisse konnten wir unser Verstandnis tber die Vorgange im Parodont im
Zuge einer endodontisch durchgefuhrten Therapie mittels Er:Y AG-Laser, Diodenlaser, CHX-
und NaOCI-Spulung dahingehend erweitern, als dass es neben den toxischen Wirkungen von
CHX und NaOCI bei direkter Anwendung auf die Zellen (87-90), auch Hinweise gibt, die flr
eine toxische Wirkung auf Zellen bei direkter Behandlung durch Er:YAG-Laser und
Diodenlaser mit den von uns gewahlten endodontischen Einstellungen gab. Somit zeigen
unsere Resultate die Notwendigkeit einer weiteren Erforschung der Effekte vom

endodontischen Einsatz von Er:Y AG-Laser und Diodenlaser.

Derzeitige Studienlage

Bei der zytotoxischen Wirkung von NaOCI und CHX auf alle 3 Zelllinien decken sich die
Ergebnisse dieser Studie mit der derzeitigen Studienlage. Die viabilitatsreduzierende Wirkung
von speziell NaOCI auf Zellen ist schon langer bekannt (90). Auch bei CHX gibt es einen
zytotoxischen Effekt (88).

Dieser zytotoxische Effekt wurde unter anderem bei einer Studie mit parodontalen
Fibroblasten nachgewiesen. In dieser Studie wurden sowohl CHX als auch NaOCI getestet.
Der zytotoxische Effekt war dabei bei CHX auf die parodontalen Fibroblasten nicht so stark
ausgepragt wie bei NaOCI (89).

Die Ergebnisse unserer Studie wirden hingegen eine starkere zytotoxische Wirkung von
CHX im Vergleich zu NaOCI nahelegen. Grunde fir diese Datenlage kdnnten in den
verwendeten Konzentrationen bzw. Wirkdauern der beiden Spulldsungen liegen. Dies beiden
Faktoren beeinflussen deren zytotoxisches Potential entscheidend (89).
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Bei Laseranwendung liegen viele Studien tber deren antibakterielle Eigenschaften vor (78).
Die Lasertherapie sei ein exzellentes Adjuvants in der endodontischen Therapie (78). Jedoch
konnten in den meisten dieser Studien die alleinige Laseranwendung in der Endodontie nicht
als vollstandiger Ersatz mit signifikanten Verbesserungen gegeniiber Spillésungen bestatigt
werden (57, 78-80).

Studien bezuglich deren Eigenschaften auf Zellen bei endodontischer Behandlung sind nicht
so haufig (91).

Um der Kklinischen Situation im ,,in vitro“-Versuch naher zu kommen, wurde ein
Dentinscheibchen als Simulation verwendet. Ahnliche endodontische Studien mit
Zahnhartsubstanz liegen bereits vor (61).

Die Konstellation fur diese Studie gewahlten Lasereinstellungen, Zellarten und Studiendesign
mit Dentinscheibchen liegen in der Literatur noch nicht vor und erweitern die momentane
Studiensituation. Es ergeben sich neue und differenziertere Aussagen als bei bisherigen
endodontischen Studien durch etwaige Behandlungen.

Studienlimitierung

Diese Studie zeigt die Wirkung von Er:YAG-Laser, Diodenlaser, CHX- und NaOCI-Spiilung
direkt auf Zellen bzw. durch ein Dentinscheibchen im ,,in vitro“-Versuch. Per Definition ist
ein in ,,in vitro“-Versuch ein Versuch in ,kontrolliert kiinstlicher Umgebung auflerhalb des
lebenden Organismus® (10). Aus dieser Definition kann abgeleitet werden, dass diese
,kontrolliert kiinstliche Umgebung® eine andere und vereinfachte Lebenssituation der Zellen
im Vergleich zum menschlichen Organismus darstellt. Der menschliche Zahnhalteapparat
stellt ein komplexes Gefuige dar, welches sich nur unzureichend in Laborstudien wiedergeben
l&sst.

Weiters wurden in dieser Studie Dentinscheibchen von einheitlicher Dicker von 1 mm fir die
Versuche verwendet. Die Situation im menschlichen Koérper ist eine andere. Aufgrund der
Morphologie des menschlichen Zahnes ob Incisivus, Prdmolar oder Molar bestehen alle
Zahne aus einem dickeren koronalen Querschnitt der Wurzel und damit breiter Dentinschicht,
zusammenlaufend Richtung Wurzelspitze mit dinnerem Querschnitt und verminderter
Dentinschichtdicke (92). Somit ergeben sich bei der endodontischen Behandlung im Mund je
nach Lokalisation im Wurzelkanal unterschiedliche Dentinschichtdicken zu den umliegenden
Zellen des Parodonts, die fiir unsere Studie verwendet wurden. Folglich treffen unsere

Ergebnisse nur fir eingeschrankte Bereiche des Zahnes zu in dem eine ahnliche
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Dentinschichtdicke vorliegt wie bei dieser Studie gewahlten Dentinschichtdicke von 1 mm.
Jedoch aufgrund der Notwendigkeit einer Standardisierung wurde diese Dentinschichtdicke
gewahlt. Wie weit unterschiedliche Dentinschichtdicken die Ergebnisse beeinflussen wirden,

sollte in weiteren Studien untersucht werden.

Diese Studie behandelt die Auswirkung der endodontischen Behandlung auf speziell
ausgewahlte Zelllinien. Diese 3 Zelllinien wurden aufgrund ihres bereits langeren Einsatzes
im Bereich Zellzytotoxizitatstests, ihrer relativ guten Kultivierbarkeit bzw. starkem
Wachstums ausgewahlt (14, 15, 22, 23). Zwei dieser Zelllinien namlich MG-63 und L929
stammen aus malignen Tumorzellen. Richtig angewendet geben diese beiden Zellen im
Vergleich zu ihren primaren benignen Zellen eine brauchbare in vitro Situation fir

Zellstudienmodelle her, ersetzen die primére Zellstudie jedoch auf keinen Fall (15).

Die fur diese Versuche gewahlten Lasereinstellungen waren fir Er:Y AG-Laser bei 50 mJ, 20
Hz, 1 Watt und fir den Diodenlaser 100 mJ, 15 Hz bei durchschnittlicher Leistung von 1,5
Watt. Ergebnisse dieser Studie auf die verwendeten Zellen konnen nur in diesem
Einstellungsbereich Giltigkeit erlangen. Um Einblicke in die Zellreaktion in anderen

Einstellungsbereichen zu erlangen, wéren weiter Studien von Noéten.

Weiters spielt die zeitliche Einwirkdauer von NaOCI und CHX einen entscheidenden Faktor
auf das zytotoxische Verhalten der beiden Substanzen (89). Folglich gelten die
Ergebnisaussagen dieser Studie bei den ausgewahlten Spullésungen CHX und NaOCI im
Bereich der fir diese Studie verwendeten Konzentrationen der beiden Spillésungen bzw. der
angewendeten Wirkdauer von 20 Sekunden. Beide Faktoren — Konzentration und Wirkdauer

—sind entscheidende Faktoren bei deren zytotoxischen Verhalten (89).

Es wurde im Rahmen dieser Arbeit auch nicht geklart wie Er:Y AG-Laser, Diodenlaser, CHX-
und NaOCI-Spilung auf andere Komponenten des Kdrpers, wie beispielsweise andere Zellen,
wirken.

Aufgrund dieser grofen Vielfalt an Limitierungen dieser ,,in vitro“-Studie lassen sich nur
begrenzt Aussagen Uber die womdglichen Reaktionen einer endodontischen Behandlungen
mit Er:YAG-Laser, Diodenlaser, CHX- und NaOCI-Spilung auf das parodontale Gewebe ,,in

vivo* treffen.
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Dennoch liefert diese Studie einen weiteren wichtigen Beitrag dazu, die endodontische
Behandlung mit Er:YAG-Laser, Diodenlaser, CHX- und NaOCI-Spiilung im ,,in-vitro*-

Versuch besser zu verstehen und ,,in-vivo“-Versuchen als Datengrundlage zu dienen.

Klinische Relevanz

Unsere Versuchsergebnisse konnten in einigen Punkten eine gewisse klinische Relevanz
haben. Es konnte gezeigt werden, dass der direkte Kontakt von Zellen und Spullésungen mit
sehr groRen Viabilitatsreduktionen einhergeht. Klinisch konnte diese Viabilitasreduktion im
schlimmsten Fall zu gréReren Nekrosen fiihren. Somit konnte gezeigt werden, dass der direkte
Einsatz von Spullésungen im periapikalen Bereich, also ein Einsatz tber den Apex des
Wourzelkanals hinaus, absolut zu vermeiden ist.

Dasselbe kdnnte fur den Einsatz mit Er:YAG-Laser und Diodenlaser angenommen werden.
Auch bei diesen beiden Lasern hat man in den direkten Behandlungsgruppen eine deutliche,
wenn auch nicht so starke Viabilitatsreduktion der Zellen im Vergleich zu den Spullésungen,
den Daten entnehmen konnen. Auch dies konnte einen Einsatz der beiden Laser mit den
gewadhlten Einstellungen iber den Apex des Wurzelkanals hinaus als kontraindiziert zeigen.
Weiters konnte es interessant sein, dass bei den indirekten Behandlungsgruppen durch Dentin
ein gewisser zytotoxischer Effekt bei NaOClI und CHX vorhanden blieb, bei den
Behandlungen mit Er:Y AG-Laser und Diodenlaser jedoch kein zytotoxischer Effekt mehr zu
beobachten war.

Auch die viabilitatsstimulierende Tendenz die bei Diodenlaser auf MG-63 bei dieser Studie
gezeigt werden konnte, konnte klinisch interessant sein. Den Diodenlaser einerseits
antibakteriell endodontisch zu nutzen wéhrend er gleichzeitig die Regeneration der

geschadigten Zellen fordert und der Viabilitat stimuliert.

Schlussfolgerung

Nach unseren Untersuchungen und basierend auf unseren Daten konnten wir zeigen, dass es
einen Einfluss von Er:YAG-Laser, Diodenlaser, CHX- und NaOCI-Spulung auf die Viabilitét
von osteoblastaren Zellen (MG-63), Mausefibroblasten (L929) und Gingiva Fibroblasten (GF)
im ,,in vitro“-Versuch gibt. Vor allem durch deren direkte Behandlung kommt es zu einer
Reduktion der Viabilitdat in allen 3 Zelllinien. Bei Behandlung durch ein normiertes
Dentinscheibchen wurde die Zytotoxizitat der jeweiligen Behandlung abgeschwacht, blieb
aber in gewissem Male bei CHX und NaOCI immer vorhanden. Bei der Behandlung durch
ein Dentinscheibchen mit Diodenlaser konnte bei MG-63 Zellen eine Tendenz zur

Viabilitatssteigerung beobachtet werden. Um den Einfluss von Er:YAG-Laser, Diodenlaser,
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CHX- und NaOCI-Spulung bei der endodontischen Behandlung auf das umliegende Parodont
noch besser beurteilen zu kénnen, sind weitere Studien notwendig. Des Weiteren sollten
praklinische Studien durchgefiihrt werden, um konkrete Mdoglichkeiten und Grenzen der

klinischen Anwendung aufzuzeigen.
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