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1 Zusammenfassung/Abstract

In der Wissenschaft sind die Ursachen des Ph&nordensStrahlenkaries noch nicht
vollstandig aufgeklart und werden teilweise kon&nev diskutiert. Das Krankheitsbild der
Strahlenkaries auf3ert sich in charakteristischenrigien, die strukturelle Veranderungen des
Dentins wéahrend der Bestrahlung vermuten lassen.

Um dies zu untersuchen, sind humane, kariesfreien&@azunéchst in einem Kklinisch
relevanten Dosisbereich zwischen 2 und 60 Gy Hdstreorden. Anschliel3end ist durch
mittelbare (Hartemessungen) und unmittelbare (Ebelkinmikroskopie) Methoden das
dentine Kollagen auf direkte Strahlungseinflisseypatisch untersucht worden.

Zielstellung war es, zunachst Strahlungseinfliagedan Mikroharteverlauf vom Schmelz
Uber die Schmelz-Dentin-Grenze bis ins zentraletiDezu untersuchen. Der Fokus dieser
Arbeit lag anschlie3end auf der Strukturanalyseddeginen Kollagennetzwerks hinsichtlich
morphologischer und struktureller Eigenschaftsamaigen.

Es konnte gezeigt werden, dass durch alleiniger&@dsing im gewahlten Dosisbereich keine
Anderungen im Harteverlauf stattfinden. Die Strukhiersuchungen bestéatigen diese
Ergebnisse. Mittels Rasterelektronenmikroskopie dnadnsmissionselektronenmikroskopie
sind keine systematischen Veranderungen des Kolage Morphologie und Struktur
beobachtet worden.

Da sich der Ursachenkomplex der Strahlenkariesifaktoriell zusammensetzt, stitzen die
Ergebnisse dieser Arbeit den wissenschaftlichenerirtnisstand insofern, als dass eine
Bestrahlung allein zu keinen Schadigungen der 4abstanzen, insbesondere des dentinen

Kollagens fuhrt.
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Abstract

Experimental study ofy-radiation-induced dentinal structural alterations

The fundamental causes of radiation-induced caaies not fully elucidated and under
controversial discussion. The clinical picture skdypical findings which suggest structural
changes of the dentin during irradiation.

The main purpose of the present study, therefoes, thve systematic research on irradiated
human caries-free teeth with respect to radiatimluced structural alterations of the dentinal
collagen. For this, radiation dosages of cliniedévance between 2 and 60 Gy were chosen.
As a consequence of the experimental set-up, dreatiation effects were systematically
considered.

The goals of the study were twofold. First, a congmem of microhardness profiles measured
from the enamel across the enamel-dentin junctdhé central dentin between untreated and
treated teeth was done. In these experiments, dhénéss was taken as an indicator for
radiation induced structural changes. Second,dbesfof the present study was the structural
analysis of irradiated dentinal collagen. Also, pamson with the untreated reference was
performed.

It was shown that the exclusive radiation in thesgn dosage range causes no changes in the
microhardness profiles. The structural analysisatmrated these results. A combination of
scanning and transmission electron microscopy dideveal the presence of any systematic
variation with respect to morphological or strueluaspects.

It is generally accepted that radiation-inducedesals caused multifactorially. The results of
the present study underline the scientific statdief art in the sense that the exclusive

radiation does not result in destruction of detisslues, especially of dentinal collagen.
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2 Einleitung und Fragestellung

2.1Einflhrung in das Thema

Tumoren im Kopf-Halsbereich stellen — mit steigandiendenz — weltweit tber 5 % aller
soliden Tumoren dar. Die Therapie der malignen T@moin diesem Bereich wird
Uberwiegend mit kurativer Zielsetzung durchgefuhfherapiemethoden mit kurativem
Potential sind Chirurgie und Strahlentherapie b3wahlen-Chemotherapie in Kombination
(Kielbassa 2004). Bei erkrankten Patienten kommesai 50 % der Falle in einer bestimmten
Phase der Therapie ionisierende Strahlungen zureAdung (Folwacny et al. 2001). Die
Patienten werden heutzutage fraktioniert bestr&dtwird, je nach Lokalisation und Typ des
Tumors, der Patient mit 2 Gy pro Fraktion 5 Tage Woche bestrahlt. Die Gesamtdosis
betragt bis zu 64-70 Gy (Bourhis et al. 2005).

Zusatzlich zu der Wirkung der ionisierenden Straglauf den Tumor haben die Strahlen
auch eine Wirkung auf Haut, Schleimhaute, Speictiskeh, Knochen und Zahne (Barcellos-
Hoff et al. 2000, Vissink A. et al 2003b, Batelddrich et al. 2000). So kommt es immer
wieder zu schweren, als Strahlenkaries bezeichnéaamschaden. Diese Strahlenkaries ist
dabei nicht mit herkdbmmlicher Karies vergleichbatz 1982, Willich et al. 1988, Rahn et
al. 1989, Thiel 1989, Nilles et al. 1992, Jansmal.e1993, Grotz et al. 1997, Kielbassa et al.
1997a, Grétz et al. 1998, Beetz et al. 1999, Kidheet al. 1999, Kielbassa 2000, Kielbassa et
al. 2000, Grotz et al. 2001). Erstmals wurde di&achverhalt im Jahre 1922 von Gotthard
dargestellt. Gotthard beschrieb die fir Strahleieatypischen Zahnschaden am Beispiel von
Patienten, die aufgrund tuberkuléser Halslymphdriset hochdosierten Rontgenstrahlen
behandelt worden waren. Er beobachtete erstmals h®iodis Monate nach einer
Strahlentherapie das Auftreten von Strahlenkatiast neueren Studien, beispielsweise Grotz
et al. (2001), kommt es bei etwa 66 % der beswahlPatienten trotz regelmaRiger
Prophylaxe-Malinahmen nach neun bis 18 Monaten el zu einer initialen
Veranderung an den Zahnhartgeweb&elbst Patienten, bei denen Uber Jahre keine
karibsen Lasionen auftraten, entwickelten nach reiBestrahlung Strahlenkaries
(Cooper et al. 1995). Ohrrielgerichtete Therapie fiihren diese Verandemrnigeerhalb
weniger Monate zum Zerfall der Zahnkrone (Grotz abét 2001). Typisch sind dabei
Abplatzungen des Schmelzmantels vom Dentin, vanalim Bereich des Zahnhalses (Katz
1982, Willich et al. 1988, Jansma et al. 1993) wed Glattflachen (Grotz et al. 1997,
Kielbassa et al. 1999
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Der urséchliche Zusammenhang zwischen BestrahladgKiariesentstehung wird bis heute
kontrovers diskutiert. Die vorliegende Arbeit fokiest sich dabei auf eine systematische
Untersuchung der morphologischen Anderungen ind=elger Bestrahlung im Dentin sowie
dessen mechanische Eigenschaften am Beispiel dee.Hé&ierzu wird im Folgenden
detailliert auf die fur diese Arbeit relevanten Akpe der Strahlenkaries eingegangen. Nach
einer strukturellen Beschreibung des Dentins (AbgtH2.1.1) folgt die Darlegung des
aktuellen Wissensstandes zum Themenkomplex derhl&tiaaries (Abschnitt 2.1.2).
AnschlieRend wird auf die Wirkmechanismen ionigieler Strahlung auf menschliches
Gewebe eingegangen (Abschnitt 2.1.3). AbschlieResmd die medizinische Relevanz
besprochen (Abschnitt 2.1.4).

2.1.1Struktur des Dentins

Der grof3te Teil des menschlichen Zahnes bestehbansn (Cooper et al. 1995). Es umgibt
die Pulpa. Das koronale Dentin ist von Schmelz,\Waszeldentin von Zahnzement bedeckt.
Es ist ektomesenchymaler Herkunft und in seineradumensetzung ein dem Knochen sehr
ahnliches, mineralisches Gewebe (Pilz 1985). Denrbesteht zu 70 Gew.% aus
anorganischem und zu 20 Gew.% aus organischem islatere restlichen 10 % sind Wasser
(Hellwig et al. 1995). Der anorganische Anteil lebsthauptsachlich aus Phosphat, Kalzium
und verschiedenen Spurenelementen. Der organisobal desteht zu 90 % aus Kollagen
und kollagenartigen Verbindungen (Kawasaki et 897). Wahrend Zahnschmelz mit seinem
anorganischen Anteil von 95 Gew.% die am starkstemeralisierte Substanz im Korper
darstellt (Wheater et al. 1987, Schroeder 1992)stwentin eine wesentlich geringere
Vickersharte auf. Schmelz hat eine typische Vidkére von 330-388 VHN (Johansson et al.
1998, Maupomé 1998), Dentin liegt bei einem Wem 60-80 VHN (Schemel et al. 1984).
Weiterhin kann gezeigt werden, dass die Harte voentid proportional mit dem
Mineralisierungsgrad korreliert ist (Featherstorteak 1983). Da Dentin im Querschnitt
heterogen mineralisiert ist und damit der Minerafisngsgrad von der Schmelz-Dentin-
Grenze bis zur Pulpa variiert, ist je nach Lolkdl@n eine unterschiedliche Harte zu
erwarten. Somit hangt die Harte per se auch von demahlten Messpunkt ab (Kinney et al.
2003). Im Bereich der Schmelz-Dentin-Grenze weishtih eine geringere Harte auf als im
zentralen Bereich (Ogawa et al. 1983, Wang et#i8).

Im Gegensatz zum Schmelz ist Dentin ein lebendas,Qdontoblasten zeitlebens gebildetes
Gewebe. Die Odontoblasten bilden bei der Zahnekitung eine Kollagenmatrix. Diese
Kollagenmatrix wird anschlieBend zum sogenanntethddentin mineralisiert (Pashley

1991). Nach Abschluss der Zahnentwicklung stellen @dontoblastenzellen die &uferste
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Pulpaschicht dar und reichen mit ihren sich vergeseden Odontoblastenfortsatzen, den
sogenannten Tomes'schen Fasern, bis an die Scleelmn-Grenze heran. Diese
Odontoblastenfortsatze verlaufen zusammen mit Néagern in den mit Dentinliquor
geflllten Dentintubuli (Abbildung 1), welche siclbenfalls verzweigen. Der Durchmesser
und die Zahlder Dentintubuli verringern sich stetig von dempauiahen Dentin bis an die
Schmelz-Dentin-Grenze. So finden sich pulpanah @30€ 65000 Tubuli pro mm?2 mit einem
Durchmesser von 2 bis 3 um. Im Bereich der Schibelatin-Grenze befinden sich noch
15000 bis 20000 Tubuli pro mm?2 mit einem Durchmessea 0,5 bis 0,9 um (Pashley 1991).
Der Durchmesser verringert sich mit zunehmenderarAKetterl 1961). Das Kronendentin
enthalt mehr Dentintubuli als das Wurzeldentin.ibar hinaus verlaufen die Dentintubuli im
koronalen Bereich s-formig, im Wurzelbereich geradlnach aul3en (Hellwig et al. 1995).
Bei mikroskopischer Betrachtung eines Dentinlangsstes fuhren die Dentintubuli zu einer
Streifenbildung (Abbildung 1a). Diese Linien werd&chreger-Linien genannt (Schuhmacher
et al. 1990).

Bl

&GO

dee @9

: =z - PN,

Det WD Exp p—— 20um =~ AccV SpotMagn Det WD Exp }————— 20um
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Abbildung 1: REM-Aufnahme des zentralen KronenthantBei a) in 1.250facher VergréRerung zu
sehen sind Dentintubuli{) im Langsschnitt (Schreger-Linien). Bei b) in 10&&cher
VergroRerung zu sehen sind Dentintubuli)(im Querschnitt.

Dentin ist ein heterogenes Gewebe, wobei sowohbttigktur als auch die Zusammensetzung
sehr unterschiedlich sind. Unmittelbar im Bereictr ddontoblasten, also direkt an der
Grenze zur Pulpa, liegt das Dentin in Form eingmhyineralisierten Pradentins vor. Es folgt
nach einem starker mineralsierten Zwischendentm zikkumpulpale Dentin, welches sich
wiederum in ein intertubuldres und ein peritubwam@entin unterscheiden lasdDie
Dentinkanalchen sind von peritubularem Dentin unegefAbbildung 2). In diesem Bereich
ist das Dentin am starksten mineralisiert. Zwiscden Tubuli befindet sich das sogenannte
intertubulare Dentin, welches weit weniger mineialit ist und sogar zu 50 % aus
kollagenem Material besteht (Hellwig et al. 1998 zur Schmelz-Dentin-Grenze folgt dann

dass 80-100 pum dicke, weniger stark mineralisigidateldentin (Hellwig et al. 1995).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Dentihstr

Lichtmikroskopisch lassen sich im Dentin dariber hinaus die Owenghierkennen. Sie
sind Ausdruck degeriodisch verlaufenden Wachstums des Dentins (8uohoher et al.
1990). Des Weiteren sind sogenannte Interglobulared erkennbar. Sie stellen Zonen
unregelmaRiger Verkalkung dar. Die Tomes-Kornedahbesteht aus einer Vielzahl solcher
Interglobularraume. Sie breitet sich als schmaleneZaicht unter der Oberflache des
Wurzeldentins von der Schmelzzementgrenze wurzespivarts aus (Schuhmacher et al.
1990).

Elektronenmikroskopisch erkennt man, besonders gut im entkalkten Dentia, viklen
durchziehenden Kollagenfibrillen vom Typ | mit deharakteristischen Querstreifung
(Schumacher et al. 1990, Marshall et al. 1997, d&\atl al. 2005). Gelegentlich sieht man
Aufzweigungen von Kollagenfibrillen in Mikrofibriéin, welche ein dreidimensionales
Netzwerk bilden (Schuhmacher et al. 1990). Ein @eldafir zeigt Abbildung 3.

Abbildung 3: TEM-Aufnahme des entkalkten DentingtB000facher Vergréf3erung. Zu

sehen sind Kollagenfibrillen mit charakteristisckrerstreifung ) sowie
Aufzweigungen in Mikrofibrillen ().
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Im unentkalkten Dentin hingegen sieht man das amisghe Material, welches wie auch im
Schmelz in kristalliner Form als Apatit bzw. amoeplKalziumphosphat vorliegt (Hellwig et
al. 1995). Apatitmineralien im Dentin bestehen &adziumarmen und carbonatreichen
Hydroxyapatitkristallen. Letztere sind dichtest gejt (Nanci und ten Cat@008). Die
mineralisierten Kollagenfibrillen sind orthogonal zlen Dentintubuli orientiert und bilden
eine ebene, filzartige Dentinmatrix zwischen debdluaus (Johnes et al. 1984)

(Abbildung 4).

L TR ®
Abbildung 4: TEM-Aufnahme des unentkalkten Dentmd3.000facher VergrofRerung.

Zu sehen sind die nadelartigen dicht gepackten
Hydroxilapatitkristallbtschel £ ).

2.1.2Strahlenkaries

Erstmals wurde von Gotthard im Jahre 1922 das Phé&ndtrahlenkaries beschrieben, wenig
spater von Leist (1926) und Del Regato (1939). &trahlenkaries unterscheidet sich dabei an
vielen Stellen deutlich von der konventionellen i€ar Dieser Sachverhalt wurde bereits von
vielen Autoren beschrieben (Leist 1926, Del Red#89, Thiel 1989, Anneroth et al. 1985,
Mihlemann 1945, Pioch et al. 1997, Poyton 1968n8bend 1962, Kielbassa et al. 2006). In
den vergangenen 90 Jahren wurden zahlreiche Untemgen zum Themengebiet
Strahlenkaries durchgefuhrt. Der urséchliche Zusanirang zur Bestrahlung wird jedoch bis
heute kontrovers diskutiert. Die These einer deekstrahlenbedingten Schadigung der

Zahnsubstanzen steht dabei der These einer ineliréktahlenschadigung gegeniber.
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a) Definition der Strahlenkaries

Die klinischen Formen der Strahlenkaries lassem isicvier Klassen unterteilen (Thiel 1989,
Del Regato 1939):

1. Oberflachliche karidse Zerstérung der Zahnhalsekreidigen Verfarbungen, die bis
im Endstadium zur Amputation der Zahnkrone fihren.

2. Braun-schwarze Verfarbung, sich im Allgemeinen digf gesamte Zahnoberflache,
vor allem der Molaren ausweitend, welche spateremuntdem Kaudruck
zusammenbrechen.

3. Frihes und allméhliches Wegschmelzen der Schneeikamd Okklusionsflachen.

4. generalisierte oberflachliche Defekte, welche &iaisl punktierte, feine Lasionen der
Glattflachen beginnen und spater bis zum volls@enli zirkularen Schwund des

Zahnschmelzes auf Gingivaniveau fiihren.

Groétz et al. (2001) wahlt eine andere Einteilungese unterscheidet sich von der von Thiel
gewdéhlten dadurch, dass erstmals Strahlenkariesdién international vereinheitlichte
RTOG/EORTC-Klassifizierung integriert wurde. Demnach untdttei die Strahlenkaries in
verschiedene Grade, beginnend mit Grad O ohne lpgisohen Befund, Grad 1 flachige
Verfarbungen, Grad 2 den Schmelz unterminierendeeKaGrad 3 subtotaler bis totaler
Verlust und Grad 4 subtotale oder vollstandigesi&gung der Zahnkrone.

Wahrend konventionelle Karies vorwiegend durch Dwralisation gepragt ist, kommt es bei
der Strahlenkaries zu Frakturierung und groR3fléamigAbplatzungen des Schmelzes.
Derartige Lasionen entstehen dabei auch an Stellemicht als Kariespradilektionsstellen
bekannt sind, wie an Glattflachen (Schile 1967,n8band 1962, Willich et al. 1988). Der
freigelegte Dentinkdrper zeigt bei einer qualitatiklinischen Einschatzung Veranderungen
in seiner Harte, wobei eine Sonde tiefer in dastiDezinzudringen scheint (Osswald 1963,
Sonnabend 1962).

Bereits Wochen bis Monate nach der letzten Bestrasisitzung verliert der Schmelz seinen
Glanz, die Oberflache wirkt rau und weil3lich opBllach einigen Monaten treten die ersten
Abplatzungen auf (Osswald 1963).

Eine weitere, seltenere Veranderung des Zahnhastgesv nach Bestrahlung sind

schwarzbraune Verfarbungen. Ein Zusammenhang mdden Erscheinungen konnte jedoch

! RTOG: Radiation Therapy Oncology Group;
EORTC: European Organization for Research andtirrent of Cancer
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widerlegt werden (Del Regato 1939, Klimm 1997, THi@89). Ferner konnte nachgewiesen
werden, dass derartige Verfarbungen auf Zahnbaégekzufihren sind, die vermutlich auf
Ubermafigen Tabakkonsum beruhen (Pioch et al.)1998

Somit deuten die charakteristischen Abplatzunges 8ehmelzes vom Dentin auf eine

strukturelle Veranderung beziehungsweise eine Etweg des Dentins hin.

b) Atiologie und Pathogenese der Strahlenkaries

Die Atiologie der Strahlenkaries wird kontroverskditiert. Trotz vieler Untersuchungen steht
die These einer direkten radiogenen Lasion des Zatgewebes (Osswald 1963, Pioch et al.
1991, Pyton 1968, Tepel et al. 1993, Willich 198&mpetti et al. 1973) einer indirekten
Pathogenese gegenuber (Jansma et al. 1988, Janama990, Lehnhard et al. 1994, Rahn et
al. 1989, Vogel et al. 1981).

Bei einer indirekten Pathogenesedingt der fibrotische Umbau der Speicheldriisgchn
radiogener Sialadenitis und die dadurch entstehdd@dioxerostomie die Strahlenkaries
(Engelmeier et al. 1983, Frank et al. 1965, Muhlem#945, Rubin et al. 1976, Schile 1967).
Diese These wird auch durch einige experimentetieéfze belegt. Bei in vitro bestrahlten
Proben lasst sich kein signifikanter Unterschied unbestrahlten Referenzproben finden
(Jansma et al. 1988, Jansma et al. 1980hard et al. 1994, Rahn et al. 1989, Vogel et al.
1981). Jedoch ist fraglich, ob die Xerostomie akerzur Erklarung der strahleninduzierten
Karies ausreicht (Sonnabend 1962).

Willich et al. stellten in einer klinischen Untecswng 1988 einen statistisch signifikanten
erhohten Karieszuwachs an Zahnen, die im StraHterdgen, gegentber Zadhnen aul3erhalb
des Strahlenfeldes fest. Diese Beobachtung sti@Zltese einer direkten Strahlenschadigung
der Zahnsubstanz. So wurde vor allem von Verandemmm Dentin und an der Schmelz-
Dentin-Grenze berichtet (Grotz et al. 1997). Inriféesuchen gelang es zu zeigen, dass
Rontgenstrahlen die Odontoblasten des Dentins ggvédind eine retikuldre Atrophie der
Pulpa erzeugen (Leist 1926, Leist 1927, Ludin efl@B86). Auch eine radiologisch bedingte
Spaltung von Kollagen, wie sie in anderen Gewelmkommt, sowie die damit verbundene
Zerstorung des Kollagennetzwerkes des Dentins wumdeer wieder vermutet (Springer et
al. 2005, Acil et al. 2007, Alai-Omid 2008). Einee®ruktion des Kollagens im
Zahnhartgewebe konnte jedoch nicht verifiziert veardAls mogliche Ursache geben die
Autoren die relativ niedrige Konzentration diesemtBine in Dentin und Schmelz an
(Springer et al. 2005).
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Eine weitere strahlenbedingte Verdnderung des Benkonnte in einer verringerten

Loslichkeit des Dentins nach Bestrahlung festgkstetrden (Markitzu et al 1986), die

jedoch von anderen Autoren nicht bestatigt werdennte (RoRler et al.1995). AulRerdem
konnte eine Reduktion der Harte von humanem Derdoh einer fraktionierten Bestrahlung
nachgewiesen werden (Kielbassa et al. 1999, Kistbas al. 1997b, Franzel et al. 2009).
Diese signifikante Reduktion der Mikroharte konmpégloch von anderen Autoren nicht
bestétigt werden (Pioch 1998, Rahn et al. 1989,ceMash et al. 1999, Markitziu et al. 1986).

Weitere Autoren fanden bei bestrahlten PatientaitGmungen und lakunére Defekte an der
Schmelz-Dentin-Grenze in der Nahe karioser LasiqiRaab et al. 1990, Handtmann et al.
1990).

c) Pravention der Strahlenkaries

Die Pravention der Strahlenkaries unterscheidétlsuim von der Pravention der nattrlichen
Karies:

* Intensive Mundhygiene,

* Chemopravention in Form von antimikrobiellen Losengvie Chlorhexidin,

* regelmalige Fluoridapplikation und

* Ernéhrungslenkung
sind (auch) bei der Pravention von Strahlenkaries grol3er Bedeutung. Lediglich die
Fissurenversiegelung spielt im Gegensatz zur netién Karies eine untergeordnete Rolle, da
die Strahlenkaries bevorzugt an Glattflachen atftri
Diese prophylaktischen Mafllnahmen sollten vor, wiéhreind nach der Bestrahlung
stattfinden (Thiel 1989, Jansma et al. 1992a, Jari882b).
Der Patient sollte bereits vor Beginn der Bestrnaplausfihrlich aufgeklart, informiert und zu
einer optimalen Mundhygiene gefuhrt werden (Hoebtl. 1997, Wescott et al. 1975). Vor
der Radiotherapie ist eine komplette SanierungZsssystems empfehlenswert (Horiot et
al. 1997, Lockhart et al. 1994). Nach der Bestnagplist ein engmaschiger Recall angeraten,
um eine optimale Mundhygiene moglichst lebenslandregahtzuerhalten und um beim
Auftreten von Strahlenkaries frihzeitig konservnele MalRhahmen ergreifen zu kénnen
(Thiel 1989). Auch im Sinne einer Rezidivkontrolljn Bereich des Mundes ist ein
engmaschiger Recall empfehlenswert. (Jansma £992b)
Des Weiteren empfehlen Beetz et al. (1999) dieidagl Anwendung hochdosierten
Fluoridgels fuir mindestens 5 Minuten. Besondersshaik ausgepragter Xerostomie konnte

gegenuber der Anwendung fluoridhaltiger Mundspiiitiggen durch die Applikation tGber eine
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Fluoridierungsschiene ein deutlich geringerer Ksarestieg verzeichnet werden. Dartber
hinaus ist die Anwendung von Chlorhexidinpréaparaten Reduktion von Streptococcus
mutans (Emilson 1994) empfehlenswert. Trotz integrsimechanischer und chemischer
Mundhygiene und umfangreicher Fluoridierungsmal3rehkann der Verfall der Zahne nur
verzogert, nicht jedoch wirklich aufgehalten werd@dostmann et al. 1995, Grotz et al.
2001).

Bezlglich der Erndhrung ist es wichtig, dass dideRten gentigend Flissigkeit zu sich
nehmen. Eine verminderte Flissigkeitszufuhr alldiann schon eine verminderte
Speichelfliel3rate zur Folge haben (Nagler et aP6)9Ferner sollte die haufige Zufuhr
niedermolekularer Kohlenhydrate, welche zu einenstigy kariogener Mikroorganismen
fuhren, vermieden werden. Auch stark erosive Geadollten auf Grund der fehlenden oder
verminderten remineralisierenden Wirkung des Sscgemieden werden (Rateitschak et al.
1988). Von Beetz et al. (1999) wird daruber hindesVerzehr von Hartkase vorgeschlagen,
da der Speichelfluss stimuliert wird und es zurigg&zung remineralisierender Substanzen
wie Casein, Phosphat und Kalzium kommt. Auch Salaal. (1994) bestatigten, dass
bestimmte Erndhrungsgewohnheiten und Nahrungsmitiel Kase auf die Dynamik des
radiogenen Zahnzerfalls einwirken.

Da die Bestrahlung zu einer Schwachung der korgpenein Abwehr und so mit einem
erhohten Risiko einer infizierten Osteoradionekresenergeht (Grotz et al. 1999), sollten
infektionstrachtige Eingriffe im Rahmen der Sanmgu des Zahnsystems, wie
Zahnextraktionen oder parodontalchirurgische Beheng#n ca. 1-2 Wochen vor der
Bestrahlung stattfinden. Um spéateren infektionsitigen Eingriffen vorzubeugen, sollte vor
der Bestrahlung eine komplette Sanierung des Zatesyg mit strenger Indikation zum
Zahnerhalt erfolgen (Grotz et al. 2001). Zahlreiohetoren empfehlen daher, vor der
Strahlentherapie radikal alle vorgeschadigten Zakne Vermeidung einer infizierten
Osteoradionekrose zu extrahieren (Schule 1967, ittaret al. 1992, Thiel 1989, Wagner et
al. 1986).

2.1.3Wirkung der tumortherapeutischen Bestrahlung

In der modernen Radioonkologie werden hochenejetig eilchenstrahlungen in Form von
einer Photonen- oder Korpuskularstrahlung einges@®es ermoglicht eine homogene
Applikation der therapeutisch erforderlichen Dosim Bereich des so genannten
Zielvolumens, das den Tumor und einen Sicherheitassamfasst. Durch eine sorgfaltige
Bestrahlungsplanung, basierend auf CT-, MRT- sowéntgenaufnahmen in enger

Kooperation von Medizinphysikern und Radioonkologérd versucht, die das Zielvolumen



Einleitung undFragestellung 12

umgebenden gesunden Organe und Gewebe so wenigagiech mit Strahlung zu belasten
(Kielbassa 2004). Trotz all dieser Bemihungen isk evollstandige Abschirmung der
gesunden Nachbarstrukturen aufgrund der anatonmsGkegebenheiten praktisch unmaglich.
So kommt es regelméafRig zu ungewollten radiogenemanderungen des urspringlich
gesunden Nachbargewebes (Cooper et al. 1995, &iak2006).

Die radioaktive Strahlung ionisiert in einer Korpelte direkt oder indirekt Atome und
Molektle. Dabei entstehen chemisch sehr aggre&tonfe wie Zellgifte und freie Radikale.
Diese blockieren dann Uber weitere im Einzelnerhneenig bekannte chemische Reaktionen
die fur die Zelle lebenswichtige DNS-Synthese. Bodge ist der Strahlentod der Zelle (Vogel
et al. 1999). Bei geringeren Dosen wird eine fioridlle oder strukturelle Veranderung der
Zelle (Kielbassa 2004) induziert. Das hdchste pegsische Potential ionisierender Strahlen
wird in der Mitosephase der Zelle bzw. im Zeitrakunz vor der Zellteilung erreicht. Deshalb

sind in besonderem Mal3e Zellen davon betroffensidie haufig teilen (Cooper et al. 1995).

a) Wirkung auf Haut und Schleimhaute

Bei 90-100 % der bestrahlten Patienten, bei denenviindhdhle im Strahlenfeld liegt,
kommt es zu oralen Komplikationen (Herrstedt 20@0¢. Ursache dafur liegt laut Sciubba et
al. (2006) einerseits in der Tatsache begrindets dech die Zellen der Mukosa sehr haufig
teilen und damit besonders empfindlich gegenubexh&ing sind, andererseits aber auch an
der komplexen Mundflora und an haufig auftretendkleinen Verletzungen der
Mundschleimhaut, die auch beim normalen Essenedr@stkdnnen. So kommt es bereits in
der zweiten bis dritten Bestrahlungswoche zu ergteatantworten der Mundschleimhaut
(Sciubba et al. 2006). Dabei entsteht meist zundaihe herdférmige, spater konfluierende
sehr schmerzhafte Mukositis, teilweise auch mit upgeenembrants belegten
Schleimhautulzerationen (Rubin et al. 1976, Th&89). Dartber hinaus kommt es zu einem
Ruckgang von ca. 30 % der Sinneszellen des gussigtten Organs (Folwaczny und Hickel
2001) und damit zur vorubergehenden Minderung descfnacks- und Geruchssinnes
(Schigdt 2002, Vissink et al. 2003a). Diese Akutammten sind fir die Patienten sehr
unangenehm, jedoch innerhalb von zwei bis vier Wachnach Abschluss der
Strahlentherapie normalerweise reversibel (Sciuébal. 2006, Schigdt 2002). Allerdings
bleibt das regenerative Potential der Mukosa magsterhaft eingeschrankt (Eggert et al.
1985, Folwaczny und Hickel 2001).

Auch die Haut zeigt eine Akutantwort auf die Belsluag mit erythematdosen bzw.

desquamativen Reaktionen sowie mit dem VerlustHaertanhangsgebilde.
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Chronische Erscheinungen oder Spatfolgen der $mtidrapie konnen sich noch Wochen
bis Jahre nach der eigentlichen Strahlentherapieifestieren (Sciubba et al. 2006). Dazu
zahlen atrophische Haut- und Schleimhautveranderungnit Teleangiektasien und

vereinzelten Ulzerationen (Schille 1967, Coopet. 61995).

b) Wirkung auf die Speicheldrisen

Bereits Del Regato beschrieb 1939, dass die Straduiees auch an Zahnen auftritt, die nicht
im Strahlenfeld liegen. So konnte er bei Patientlin, im Bereich der Molaren bestrahlt
wurden, Strahlenkaries auch an den Schneide- ukd&Boen beobachten. Als Ursache
diskutierte er eine Strahlenwirkung auf das Geféfésy und die Knochenstruktur. Als
wesentlichen Faktor stellte er dabei jedoch diet@bking der Speicheldriisen mit daraus
resultierender Anderung der Speichelsekretion Iser&eine Beobachtung wurde im Jahre
1965 von Frank et al. bestéatigt. Die Autoren folgey dass das Speicheldriisensystem und die
Speichelsekretion von fundamentaler Bedeutungi@izdhngesundheit sind.

Beim Gesunden produzieren die Speicheldriisen je 8dmulation ca. 1 Liter Speichel pro
Tag (Hellwig et al. 1995). Davon werden 60-65 % wem Glandula parotidea, 20-30 % von
der Glandula submandibularis und 2-5 % von den @lnsublingualis gebildet (Cooper et
al. 1995).

Dem Speichel kommen eine Reihe wichtiger Funktiomen Er hat Spilfunktion und
ermdoglicht dadurch eine gewisse Selbstreinigung Nemdhodhle. Der pH-Wert des
unstimulierten Speichels liegt bei 6,5-6,9, der \Md¢t des stimulierten Speichels liegt bei
7,0-7,5 (Hellwig et al. 1995). Er enthélt unterschiche Puffersysteme. Der wichtigste ist
dabei der Bicarbonatpuffer. Diese Puffer verhindedass der pH-Wert nach der
Nahrungsaufnahme durch die bakterielle Metabolisigrniedermolekularer Kohlenhydrate
in einen kritischen Bereich von unter 5,5 fallt (M&g et al. 1995). Gleichzeitig dienen die
im Speichel enthaltenen Kalzium-, Phosphat- unaiidionen der Remineralisation (Klimek
1997). Des Weiteren enthalt der Speichel antibelte Substanzen wie Lysozym und
Lactoferrin. Ebenfalls enthaltene Immunglobulinenigeen Schleimhaut und Z&hne vor
Bakterien (Jentsch et al. 1991). Auch an der Rdbildung und den damit verbundenen
protektiven Eigenschaften wie Lubrikantbildung, &omsschutz sowie Regulation des
Mineralhaushaltes ist der Speichel beteiligt (Hgnmnd Hannig 2007). Eine entscheidende
Rolle spielt der Speichel auch bei der Verdauung.ibihm enthaltene-Amylase leitet den
Abbau von Starke und Glycogen ein (Thiel 1989).

Diese naturlichen Funktionen des Speichels werdeRolge einer Bestrahlung verandert.

Nach Abschluss einer radiologischen Bestrahlungt site Menge des Speichels signifikant
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(Engelmeier et al.1983, Willich et al. 1988, Spalale 1994, Cooper et al. 1995, Dirix et al.
2006, Katz 1982). Im Gegensatz dazu steigt die ogéit (Cooper et al. 1995). AuRerdem
andert sich der Speichel in seiner Zusammensetiagnig et al. 2006, Dreizen 1976, Frank
et al. 1965, Rahn et al. 1989, Thiel 1989).

All diese Speichelveranderungen bewirken eine maas&inschrankung der protektiven
Speichelfunktionen, was zu einer Veranderung deiiringhen oralen Flora fiihrt (Brown
1975). Zu den wesentlichen Veradnderungen zahlt idater Anstieg kariogener
Mikroorganismen wie Streptococcus mutans (Keerad. 1981).

Des Weiteren beklagen die Patienten Probleme bepnec8en, Kauen, Schmecken und
Schlucken. Auch der Prothesenhalt von gingival ggten Totalprothesen ist auf Grund der
Mundtrockenheit deutlich beeintrachtigt (Matzkeakt1972).

c) Wirkung auf den Knochen

Liegt der Knochen bei einer tumortherapeutischestidbalung im Strahlenfeld, so kommt es
zu einer irreversiblen Schadigung der Osteozyteth @steoblasten sowie der versorgenden
BlutgefaRe (Rubin et al. 1976). Die Folge ist ewerminderte Abwehrmoglichkeit des
Knochens gegentber eindringenden Keimen sowierbish&es Infektrisiko mit verminderter
Regenerationsleistung. Die schwerwiegendste petentkKomplikation der Bestrahlung ist
damit die infizierte Osteoradionekrose, die zuk&a Schmerzen und Spontanfrakturen des
rarefizierten Knochens fuhren kann (Cooper et 8B5). Eine Osteoradionekrose tritt im
Unterkiefer bei 2,6-22 % der Patienten auf, im Qisder ist eine Osteoradionekrose
wesentlich seltener (Vissink et al. 2003b). Scetrah einer klinischen Langzeitstudie tGber 80
% der Osteoradionekrosefalle im Unterkiefer aufe Dirsache wird in der alleinigen
Versorgung des Unterkiefers durch die Arteria adlaes inferior vermutet (Folwacny et al.
2001). Grotz et al. (2001) beobachteten in eingpspektiven Studie, dass sogar 91 % der
infizierten Osteoradionekrosen im Unterkiefer aetin. Die infizierte Osteoradionekrose
wird in fast 70 % der Falle durch dentogene Infakdin ausgeldst (Grotz et al. 1994). Als
Eintrittspforten fir Mikroorganismen kommen insbedere tiefe karibse Lasionen mit
anschlieRender Pulpanekrose, profunde und apikaiedBntopathien, Prothesendruckstellen
sowie infizierte Extraktionswunden in Betracht i et al. 1993, Eggert et al. 1985, Fujita
et al. 1986, Herzog et al. 1986). Die Behandlung @steoradionekrose gestaltet sich
schwierig. Oft wird eine Resektion des betroffet@mochens notwendig. Umso wichtiger
sind die Pravention mit einer kompletten Zahnsamgrvor der Strahlentherapie, bei der alle
Zahne mit zweifelhafter Prognose extrahiert werdeliten, sowie ein regelmaiiger Recall

nach der Bestrahlung (Vissink et al. 2003a).
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2.1.4Medizinische Relevanz

Die Relevanz der Strahlenkaries geht Uber ein reamnarztliches Problem hinaus.
Retrospektive Untersuchungen zur Atiologie derziefiten Osteoradionekrosen des Kiefers
haben ergeben, dass diese in zwei Dritteln deeFkltch dentogene Infektionen verursacht
sind, die in kausalem Zusammenhang mit Strahleekasiehen (Grétz et al. 1994). Dabei
wird diese Untersuchung auch durch andere Angabeter Literatur belegt (Vogel et al.
1981). Demnach stellt eine ausgedehnte praradagkatische Zahnsanierung mit
grof3zigiger Indikationsstellung zur Extraktion eirfdiche Osteoradionekroseprophylaxe dar
(Engelmeier et al. 1983). Die damit einhergehendgeschrankte kaufunktionelle und damit
auch psychosoziale Rehabilitation von Patienten méringer Restbezahnung und
Radioxerostomie nach einer Bestrahlung sowie die rmwvelerter
Prothesenadaptationsfahigkeit bestrahlter Patierttaben im Laufe der Zeit dazu gefihrt,
dass heute immer mehr prognostisch besser beweidbiee nicht extrahiert werden. Zum
Zweck der Verankerungsmaoglichkeit von Zahnersatzdem letztere im Mund belassen.
Auch retrospektive Studien zeigen bislang keind®letén infizierte Osteoradionekroseinzidenz
(Grotz et al. 1994). Somit gewinnen prophylaktistial3nahmen deutlich an Bedeutung.
Standardisierte Recallprogramme mit Intensivierdeg MundhygienemalRnahmen sowie
lokaler Fluoridierung werden beschrieben (Epste¢ial.e1986, Karcher 1984, Marciani et al.
1974). Jedoch liegt, solange die Ursache der ®in&hlies nicht eindeutig geklart ist, kein
kausal orientierter Therapie- oder ProphylaxeangatzSomit zeigt sich immer wieder, dass
bezuiglich der Uberlebensrate von Zahnen, die berd{opf-Halsbestrahlung im Strahlenfeld
lagen, keine gute Prognose abgegeben werden kadstrifynn et al. 1995). Umso wichtiger

erscheint die Erforschung der eigentlichen UrsalgheStrahlenkaries.
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2.2 Spezielle Fragestellungen

Die steigende Inzidenz der Tumoren im Kopf-Halsédgr und die damit verbundene
Bestrahlung als unverzichtbarer Bestandteil desrapiespektrums (Grotz et al. 2001),
werfen immer wieder das Problem Strahlenkaries adftotz umfangreicher
ProphylaxemalRnahmen Ilasst sich eine Strahlenkdsieker nicht vollig vermeiden
(Wostmann et al. 1995, Grotz et al. 2001). Selsthnumfangreichen Studien in der
Vergangenheit ist die Ursache des Phanomens Sikanies noch nicht vollstandig
aufgeklart. Ein grundlegendes Verstandnis dieséméthens ist jedoch die Voraussetzung
fur eine erfolgreich Behandlung, beziehungsweise &ermeidung dieser Kariesform. Wie
in Abschnitt 2.1 beschrieben, &ufRert sich das Kraitgbild der Strahlenkaries in
charakteristischen Befunden, die strukturellen Wdeiiungen des Dentins wéahrend der
Bestrahlung vermuten lassen. Fir die vorliegendbeiirergeben sich daraus folgende

Fragestellungen.

Fragestellung 1

Bei der Strahlenkaries lasst sich haufig ein Absmmedes Schmelzmantels vom Dentin
beobachten (Osswald 1963, Thiel 1989), der Dentinkescheint beim Sondieren erweicht
(Sonnabend 1962, Osswald 1963). All diese Tatsaspeechen dafiir, dass Dentin bei der
Bestrahlung eine strukturelle Anderung erfahrt deghalb an Harte verliert. Dabei gibt es
sowohl Studien, die einen Verlust an Harte besbkrei als auch Studien, die keinen
Harteverlust feststellen konnen. In diesem Kongtelit sich zunachst die folgende Frage:

Andert sich durch Bestrahlung der Harteverlauf idherSchmelz-Dentin-Grenze?

Fragestellung 2

Wie einleitend beschrieben, ist zu vermuten, dassadMlerungen in der Mikrostruktur des
Dentins wéahrend der Bestrahlung die Ursache furbdiechriebenen Beobachtungen sind.
Aktuelle Studien zu diesem Thema bestéatigen diesenutung. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass es bei einer Bestrahlung zu einehéimisch nachweisbaren Destruktion von
Kollagen im Knochen, in der Haut und im Periosti{@&&t al. 2007) sowie im Bereich der
Zahnpulpa kommt (Springer et al. 200B)ne Destruktion des Kollagens im Zahnhartgewebe
konnte jedoch bisher mit ultrastrukturellen Methodeoch nicht verifiziert werden. Somit
ergibt sich fur diese Arbeit eine zweite Frageateit

Fuhrt die Bestrahlung auch zu einer systematis€hestruktion des Kollagens im Dentin und

ist daraufhin eine ultrastrukturelle Veranderundgeobachten?
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3 Material und Methodik

3.1 Material

3.1.1Probenherstellung

Um eine mdoglichst prazise Aussage Uber strukturé#einderungen im Dentin treffen zu
konnen, wurden paarweise frisch extrahierte kaeesf\Weisheitszédhne von jeweils einem
Patienten gesammelt. Die Zahne wurden von Geweberdsefreit, sofort in 25%igem
Alkohol zwischengelagert undbis zur Weiterbearbeitung bei —81°C gelagert. Den
Weisheitszahnparchen wurde, um eine Verwechselmweiteren Verlauf auszuschlie3en,
eine Nummer eingraviert. Somit war jedem Zahn deamtnerzahn vom selben Patienten

verwechslungsfrei zuzuordnen.

3.1.2Bestrahlung

Jeweils ein Zahn der Weisheitszahnparchen wurd®estrahlung vorbereitet. Dazu wurden
die Zahne, um ein umgebendes Gewebe zu simuliea#isténdig in Impregum (3M ESPE
Seefeld) eingebettet. Die Proben waren auf dee $leit Strahlenquelle von einer definierten
1,5 cm starken Impregumschicht bedeckt (Abbildung 5

i

Abbildung 5: Z&hne eingebettet in Impregum. Die #dhing zeigt die
Situation vor einer weiteren Bedeckung mit Impregum

Anschliel3end wurden die Zahne mit Photonen-Straitdstrahlt. Die Bestrahlung erfolgte am
Linearbeschleuniger Mevatron MDX (bzw. Mevatron MXD Falle der 60-Gy-Gruppe) der
Firma Siemens mit einer Photonengrenzenergie \de\8.
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Um mogliche Veranderungen sowohl bei hohen Straldseen als auch bei geringerer
Strahlendosis zu beurteilen, wurden die Z&hne mchgedene Dosisgruppen mit jeweils 7
Zahnen eingeteilt. Die verschiedenen Gruppen wurdigrEinzeldosen von 2, 5, 10, 20 und
60 Gy bestranhlt.

Nach der Bestrahlung wurden die Proben direkt ams timpregum entnommen und in 0,1
%igem Thymol gelagert. Somit konnten die Zahnermatifeucht gehalten und durch Thymol
eine Zersetzung des Pulpagewebes verhindert werleh.der anderen Seite war die
Thymolkonzentration so gering, dass nicht mit Vdemngen im Dentin und Schmelz zu
rechnen ist.

Auch die unbestrahlten Partnerzdhne wurden ab miegaitpunkt in 0,1 %igem Thymol

gelagert.

3.1.3Thermische Wechselbelastung

Um eine Zahnalterung zu simulieren, wurden die £am 10 Fraktionen fir insgesamt
10.000 Zyklen thermisch wechselbelastet. Diese etyzdhl stellt eine Zahnalterung von circa
einem Jahr dar (Xu et al. 2002, Gale et al. 1988).Zyklus umfasste 1 min bei 5° C sowie
eine weitere Minute bei 55° C. Anschlie3end wurdenZahne fir 6 Monate in 0,1 %igem

Thymol im Inkubator bei 37° C gelagert.

3.1.4Schneiden der Proben

Um einen maoglichst groRen Nutzen von den aufwegdgpmmelt und bestrahlten Proben zu
haben, wurden alle Z&dhne mithilfe einer wasserge&tinSage (IsoMet low speed saw,
Buhler 5 Umdrehungen pro Minute) mehrfach gesalmitEin Diamantsageblatt wurde dafir

verwendet. Schematisch ist die Probenpraparatiébbildung 6 zusammengefasst.

Im 1. Trennschnitt wurde die Zahnkrone oberhalb der Pulpa geteiltlass letztere nicht
ertffnet wurde.

Im 2Trennschnittt wurde eine 5 mm dicke Scheibe der abgetrenntennkfahe
abgeschnitten.

Im Anschluss wurde aus dem Scheibchen mithilfeseirepanbohrers unter Wasserkthlung
ein Dentinscheibchen herauspréapariert. An diesendevu die Strukturanalysemn TEM
durchgefunhrt.

An dem verbliebenen koronalen Anteil wurden die MHartemessungen sowie die
Strukturanalyse im REM durchgefiihrt.
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Mikrohértemessung
REM-Analyse

Schmelz

5 mm4g
1. Trennschnitt

TEM-Analyse

Dentin

Pulpa

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Probéggmation im Kronenbereich. Im zentralen
Kronenbereich wird eine 5 mm dinne Scheibe zur emeit TEM-Préparation
entnommen. Am restlichen koronalen Anteil werdere diarte- und REM-
Untersuchungen durchgefihrt.

Zwischen den einzelnen Untersuchungen wurden dobePrin 0,1 %igem Thymol im
Kihlschrank bei 8° C gelagert.

Die so vorbereiteten Proben wurden hélftig in deliggenden Arbeit verwendet. In einer zu
dieser Arbeit ergdnzenden Studie, in der die Mertgi und Aktivitdt von Matrix-Metallo-
Proteasen im Dentin untersucht worden sind, wurdienverbliebenen Proben analysiert
(Hackethal 2013 ).

3.2 Methodik

3.2.1Mikrohartemessung

Die Mikrohartemessung ist ein Werkstoffprifverfahrdei dem ein Prifkorper in die zu
untersuchende Probe eingedriickt und aus dem Qtesti@us wirkender Kraft F und dem
erzeugten Eindruck der Hartewert ermittelt wirds APriufkérper wird in der Regel eine
Diamantpyramide mit einem Flachenoffnungswinkel i@6° + 2 eingesetzt. Damit erhalt
die Mikroharte die gleiche Definition, wie sie filie Makroharte getroffen wurde. Das
Verfahren der Mikrohartebestimmung ist mit dem \ékVerfahren vergleichbar. Die

applizierten Krafte liegen fir die Mikrohartemesguwischen 0,09807 und 1,961 N. Nach
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Rucknahme der Prifkraft werden am Eindruck die Dimeden d und @ vermessen,der
entsprechende Mittelwert gebildet und daraus dichd berechnet (Abbildung 7). Die
Eindringtiefe der Pyramide ist dabei immer kleiaky 1/7 der Diagonalen.

Vickerspyramide erzeugter Eindruck
Draufsicht
o4
l F
o

Eindringdiagonalen-
lange d =(d, +d,) / 2

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Mikroddressung nach  Vickers. Eine
Diamantpyramide wird mit einer Kraft F in den Priifger gedriickt. Anschlie3end
wird der Eindruck vermessen und mit diesen WerterHérte berechnet.

Der Prufkorper hat dabei sehr geringe Abmessungam ¢ 1 mm Seitenlange an der
Pyramidenbasis. Hierdurch liegt eine signifikanhé@ lokale Auflésung der Hartemessung
vor, verglichen mit Methoden der klassischen Makrtgbestimmung. Letztere messen einen
integralen Hartewert Uber einen groRen Gefligederdar untersuchten Probe. Vor dem
Hintergrund der héheren lokalen Auflésung eigneh slas Verfahren der Mikrohéartemessung

zur Vermessung von Harteverlaufen. Dies wird irséiéArbeit ausgenutzt (Seidel 2007).

a) Vorversuche

Erste Versuche zeigten, dass Mikrohartemessungeanpolierten Proben nicht moglich

waren, da aufgrund der Oberflachenrauheit keineridddek zu sehen waren. Somit war es
erforderlich, die geschnittene Oberflache zunachstpolieren. In den Vorversuchen zur
Mikrohartemessung wurde der optimale Grad der @imhénpolitur bestimmt sowie eine

Probenhalterung zum planparallelen Ausrichten withoer Messung entwickelt.

Das Polieren wurde mithilfe eines Poliermotors Miaisserkihlung und Siliziumcarbid-

Polierpapier (Buehler GmbH, Dusseldorf, Deutschjaddrchgefiihrt. Es zeigte sich, dass
eine Politur mit einer Kérnung von 4000 fur einenMiie die Oberflache am besten flr die
Mikroh&rtemessung vorbereitete. Anschlielend wurdédie Priafkorper auf einem

Kompositbett (Herculite, Kerr Corporation) mithilferon Objekttragern planparallel
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ausgerichtet und befestigt. Um den Zahn vor Auktrang zu schitzen, wurde der Kunststoff
von unten mithilfe einer Lichthartelampe fir einau@r von 30 Sekunden ausgehartet. Um
ein zu starkes Austrocknen der Proben wéahrend aesughes zu verhindern, wurde die
Befestigung im Kunststoffbett unmittelbar vor jedéessung durchgefihrt. Zusatzlich wurde

der Zahn, bis die Messung startete, kontinuierfiszitht gehalten.

b) Hauptversuche

Die Hauptversuche hatten das Ziel, einen mdglickamfluss von y-Strahlung auf die
mechanischen Eigenschaften der Zahnsubstanz arpi@etter Harte zu untersuchen. Zu
diesem Zweck wurden die mit unterschiedlichen Demgingen bestrahlten Zahne
entsprechend den Vorversuchen zur MikrohartemesaughgAbschnitt 3.2.3) vorbereitet und
an jeder Probe an acht unterschiedlichen Ortenek@ntiufe vom Zahnschmelz Uber die
Schmelz-Dentin-Grenze bis ins Dentin hinein verraes®as Messprinzip ist in Abbildung 8
b) abgebildet.

Die Messungen wurden mit einem Mikroharteprifer Tigss Duramin (Struers) durchgefihrt
(Abbildung 8 a). Die Kraft, mit der die Diamantpgrale eindringt, wurde auf 981,2 mN
festgesetzt. Die Eindringzeit betrug zehn Sekundka. Flache wurde mit einem 40fach

vergroRernden Objektiv ausgemessen.

Abbildung 8: a) Situation wéahrend einer Hartemagswu sehen ist eine auf einem Kompositbett
befestigte Kronenhélfte. Die Diamantpyramide wisfagle abgesenkt. b) Schematische
Darstellung der Messpunkte. Zu sehen sind Schm®)z Dentin (D), sowie die
Schmelz-Dentin-Grenze (SDG). Die Punke#e) @eben schematisch die fortlaufenden
Messpositionen 1-8 wieder. Wobei Position 1 imeiaB Schmelz und Position 8 im
zentralen Dentin liegt.
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Es wurden folgende Zahne untersucht:

Tabelle 1: Anzahl der mittels Mikroharte untersachZéhne in den drei Bestrahlungsgruppen.

Strahlendosis [Gy] Anzahl der Zdhne
10 14
20 14
60 14

c) Statistische Analyse der Versuchsergebnisse

Die Mikrohartemessungen wurden an 21 Zahnpaareshdafuhrt.

In der statistischen Auswertung wurden zunachst dieschiedenen Messpunkte der
bestrahlten und unbestrahlten Proben miteinandeglioleen. Anschlielend wurden die
Messpunkte jeweils fur Schmelz und Dentin gepoall im bestrahlten und unbestrahlten
Zustand miteinander verglichen. Das Zusammenfasken Messwerte ist aufgrund der
klinisch nicht relevanten Differenz in den Harteteerzulassig.

Mit den gepoolten Daten wurden folgende statisgedeéfagen (Nullhypothese) beantwortet:

1. Ist die Mikroharte an Schmelz und Dentin unabhangpg der Bestrahlung?

2. lIst die Mikroharte an Schmelz und Dentin unabhargig der Bestrahlungsdosis?

Es wurden ausschlie3lich parametrische Testvenfabimegesetzt, da es sich um Messwerte
handelt. Die statistische Analyse der Ergebnisagte mit einem T-Test fir verbundene

Stichproben.

Das Signifikanzniveau wurde auof = 0,05 festgesetzt. Als Software wurde das Program

SPSS 19 verwendet.
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3.2.2 Strukturanalyse

Um eine Aussage Uber strukturelle Unterschiede cheis unbestrahltem und bestrahltem
Dentin treffen zu konnen, wurden sowohl rastereteglénmikroskopische als auch
transmissionselektronenmikroskopische Vergleiclisstu durchgefiihrt. Sie erlaubten eine
lokale strukturelle Untersuchung mit héchster Quissung.

a) Rasterelektronenmikroskopie

In einem Rasterelektronenmikroskop (REM) wird eiekEonenstrahl erzeugt und mittels
eines Systems aus magnetischen oder elektrosetidchsen auf die zu untersuchende Probe
fokussiert. Abbildung 9 zeigt den schematischernbAufeines REM.

l_ _I <—— Electron Gun
Electron Lens
~ (1st Condenser)
,,,,, ‘— " l<—— Spray Aperture
A 4,7 1 .: L "\‘4\7';? Scan Coils
V. :_ /// Magnification Scan
7L T= 1" Control ~7| Generator
: :l ~ l/ : Final Lens Aperture i
/ a Display
O\ Detector |—| Amp — CRT
N
Specimen
to
Vacuum
Pumps

\J

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Eleldrm@ule, der Linsen, des Rastersystems und des
Detektors eines REM (Goldstein et al. 2002) .

Die von der Kathode freigesetzten Elektronen werdeerhalb der Elektronensaule mittels
einer Hochspannung von einigen Kilovolt beschleunigd mit elektrostatischen oder
magnetischen Linsen fokussiert. Dieser fokussi8ttahl beleuchtet dann Punkt fir Punkt in
einer rasternden Bewegung einen Teil der Probeflablee (Goldstein et al. 2002).

Die Wechselwirkung der eingestrahlten Elektronert dar Probe fihrt zu einer Anzahl

verschiedener Signale mit unterschiedlichen Infeimnagehalten. Eine Ubersicht dazu gibt
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Abbildung 10. An dieser Stelle soll nur auf diedieser Arbeit verwendeten Signalarten ndher

eingegangen werden.

Primar-
elektronen

Charakteristische

o Riickstreuelektronen
Rontgenstrahlung

(REM)

A okt sekundare
ugerelektronen Elektronen

Probe
transmittierte
Elektronen zur Abbildung und Beugung im TEM

TEM

Abbildung 10: Ubersicht tiber die im REM durch Etek-Materie-Wechselwirkung entstehenden
Signale

Die erste Art von Elektronen, die im REM zur Bildeugung genutzt werden, sind die
Sekundarelektronen. Darunter versteht man lang€ei@ronen (5, = 50 eV), die aus den
Atomen der Probe durch Wechselwirkung mit Primardglektronen ausgeldst werden. Sie
stammen aus einer geringen Tiefe von wenigen Natewmeund zeigen vor allem
Topographiekontraste, konnen aber auch qualitatiGBormationen Uber chemische
Zusammensetzung und Leitfahigkeit geben. Moderng@t€erzielen eine laterale Auflosung

im Subnanometerbereich (Goldstein et al. 2002).
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Vorversuche

Da an den Proben zuvor die Hartemessung durchdgefiihnd die Oberflache mit
Siliziumcarbid-Nassschleifpapier (Buehler GmbH Dalderf, Deutschland) der Kérnung
4000 poliert wurde, war die Oberflache sehr ghtie sich in den Vorversuchen zeigte, war
eine Strukturanalyse bei polierter Oberflache exsrh da die Struktur nicht ausreichend
visualisiert werden konnte. Strukturcharakteriskkanten folglich nicht aufgelost werden. In
einer ersten Versuchsreihe wurde daher erprobiche@eDberflachenpolitur zu einer guten
Visualisierung der Dentinstruktur fihrte und dabesser zur Strukturanalyse geeignet war.
Zu diesem Zweck wurden die polierten Proben miclseh verglichen, die zuvor mit
Nassschleifpapier der Kérnung 1200 leicht aufgevaartden waren. Abbildung 11 a) und b)
sind reprasentative Darstellungen. Deutlich ist erkennen, dass leicht aufgeraute

Oberflachen die Struktur des Dentins besser erkelassen.

-

AccV SpotMagn Det WD Exp p—— 1um "f'Acc.V SpotMagn Det WD Exp }—— 1um
500KkV 3.0 20000x SE 99 40  Probe 10 unbestrahlt politur4000 "500kV 30 20000x SE 105 38 Probe 1 unbestrahlt politur1200

Abbildung 11: REM-Aufnahme des Dentins in 20.0@bfr VergrofRerung. Zu sehen sind eine
Probe, die mit ,4000er* Kornung poliert wurde (&pwie eine Probe, die mit
»1200er" Kérnung angeraut wurde (b).
Wie sich weiterhin zeigte, fuhrte eine Bedampfunger dPProben mit einer
Standardkohlenstoffbeschichtung, wie sie in vecgliearen Fallen angewendet wird, fur diese
Proben zu einer verfalschten Darstellung der Strulgine Bedampfung mit Platin flhrte zu
einer signifikanten Steigerung der Abbildungsveriigbe. Einen Vergleich zwischen
kohlenstoff- und platinbesputterten Proben zeigebbillung 12 a) und b). Eine
Platinbeschichtung fihrt zu einer Situation, diee dstruktur mit den wesentlichen
charakteristischen Merkmalen erkennen lasst. Fblgliurde in der vorliegenden Studie eine

Platinbeschichtung gewahlt.
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W AccV SpotMagn Det WD Exp p—————od 1am AccV SpotMagn Det WD Exp |——7m78—|
100KV 30 20000x BSEQ.7 64 2607 bestrahlt { 100kV30 20000x SE 105 51 2608 bestrahlt

Abbildung 12: REM- Aufnahme der Schmelz-Dentin-Greim 20.000facher Vergréf3erung. Zu sehen
sind eine mit Kohlenstoff besputterte Probe (a)is@ine mit Platin besputterte Probe

(b).
Die Vorversuche fuhrten daher zu folgender Vordthiir die Probenvorbereitung zur

Strukturanalyse im REM:

Alle Proben wurden zunachst fir 30 Sekunden augneimit Wasserkihlung betriebenen
Poliermotor mit Nassschleifpapier der Kornung 12@@geraut. Anschlie3end wurden alle
Proben mit 0,5 M EDTA fir 30 min bei Raumtemperatirerflachlich entkalkt. Diese

Vorbereitung der Proben ermdglichte eine sehr duaestellung der Dentinstruktur. Im

Anschluss wurden die Proben jeweils fur 2 mal 10wWen in einer Mikrotiterplatte mit

destilliertem Wasser gewaschen. Im Anschluss falgtghstehende Alkoholtrockenreihe:

 1x10 min 30%igem Ethanol (reinst)
* 2x10 min 50%igem Ethanol (reinst)
 2x10 min 70%igem Ethanol (reinst)
 2x10 min 80%igem Ethanol (reinst)
* 2x10 min 90%igem Ethanol (reinst)
« 1 x 10 min als Ubergang wurde der letzte 90%igeoAtk nur halb abgesaugt und mit
100%igem Alkohol aufgefullt
* 3 x 15 min 100%igem Ethanol (reinst)

Dabei wurde prazise darauf geachtet, dass die Rt&pavischen den einzelnen Schritten nie
austrockneten. Um die Proben mdglichst schonendrazknen, wurden sie dann fir 30
Minuten in HDMS (1,1,1,3,3,3 - Hexamethyldisilaze#8 %, ABCR GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland) gelegt. Im Anschluss wurdienProben unter den Abzug gestellt,

um das HDMS verdunsten zu lassen.
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Die so vorbereiteten Proben wurden mithilfe eiremddhigen Kohle-Metallbandes auf den
REM-Probetellern befestigt. Um Aufladungseffekte iden zu untersuchenden
Dentinbereichen zu vermeiden, wurden zur besseradungsableitung kleine Bricken
leitfahigen Metallbandes bis ins Dentin gelegt lAdung 13).

Abbildung 13: Photographie einer mit leitfahigerotfe-Metallband auf dem Probenteller fixierten
Zahnprobe. Zur weiteren Verbesserung der Leitfaktgkvurden kleinen Briicken des
Metallbandes () bis ins Dentin gelegt.

Abschlieend  wurden die  Proben, ebenfalls zwecks rmeglung von
Aufladungserscheinungen wéahrend der Analyse im RBEM, Platin bedampft. (Polaron,
Sputter coater, 0,8 kV, 15 mA).

Hauptversuche

Ziel der Hauptversuche war die systematische Umtbreng moglicher Effekte eingr
Strahlenbelastung auf die kollagene Netzwerkstrukies Dentins. Hierzu wurden mit
verschiedenen Strahlungsdosen bestrahlte und eoksprd unbestrahlte Z&dhne desselben
Patienten verglichen. Alle Proben wurden entspneghe&er Vorschrift, die in den
Vorversuchen ermittelt wurde, vorbereitet und aheBend am Rasterelektronenmikroskop
(REM) untersucht.

Da fir die Vorversuche bereits einige Proben bgh&trden und weitere Proben in einer
parallel durchgefuhrten Arbeit (Hackethal 2013)wemdet wurden, lagen folgende Z&dhne mit

entsprechender Strahlenbelastung vor:
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Tabelle 2:  Anzahl der in dieser Arbeit am REM ustehten Z&hne in den verschiedenen
Bestrahlungsgruppen

Strahlendosis [Gy] Anzahl der Zahne
2 2
5 6
10 6
20 6
60 6

Bei der Analyse der Struktur lag der Fokus dieséudi® auf der Analyse vory-

Strahlungseffekten auf das Dentin. Die Schmelz-DeBtenze war nur in seltenen Fallen
intakt. Meist war sowohl bei den bestrahlten alshabei den unbestrahlten Proben, bedingt
durch den Trocknungsvorgang, eine Rissbildung egtlder Schmelz-Dentin-Grenze zu
beobachten. Die noch intakten, rissfreien Bereidee Schmelz-Dentin-Grenze wurden

dokumentiert.

Einstellungen des Rasterelektronenmikroskops (FEENE FEI XL 30, FEI-Company,
Kassel, Deutschland):

Beschleunigungsspannung: 5.00 kV

Vergrol3erung: 10.000x, 20.000x, 40.000x

Signal: SE

b) Transmissionselektronenmikroskopie

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ist neei hochauflésende
Mikroskopietechnik, bei der diinne Proben (Dickedar GroRenordnung um 100 nm und
weniger) mit hochenergetischen Elektronen durchhitraverden. Es wird demnach in
Transmission gearbeitet. Durch die vielfaltigen Wastwirkungen der Elektronen mit der
Probe lasst sich ein breites Spektrum chemischérstnuktureller Informationen gewinnen.
Dabei gibt es zwei grundlegende Betriebsarten: ibbg und Beugung. In der vorliegenden
Arbeit wurde das TransmissionselektronenmikroskapsehlieRlich im Abbildungsmodus
verwendet. Gegenuber der Rasterelektronenmikroskepid hierbei die hohere ortliche
Auflésung ausgenutzt. Methodisch bedingt werderuktiren im Querschnitt betrachtet.
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Zusatzlich zu den Informationen der Rasterelekimomkroskopie, welche die Oberflache
beschreiben, kdbnnen nun auch strukturelle Quershnalysen hinsichtlich der Strukturen

unternommen werden (Williams et al. 1996).

Vorbereitung der Proben

Fur die Untersuchungen im TEM wurden, wie bereitKapitel 3.1.4 beschrieben, die aus
einem 0,5 mm dicken Dentinscheibchen hergestelmtinblattchen verwendet.

Da wir uns zunachst sowohl fur entkalktes Dentingdeém die Kollagenfasern frei liegen, als
auch fur das unentkalkte Dentin interessiertendemidie Scheibchen 24 Std. in 0,5M EDTA
anentkalkt, finfmal fur 10 Minuten in PBS- Puffeavwgaschen und bis zum néchsten Tag in
mit PBS geflllten Rollrandglaschen im Kihischrankelagert. Bereits unter dem

Lichtmikroskop waren nun eine entkalkte Randzoneis@in unentkalkter Kern sichtbar.

So vorbereitet wurden die Proben zun&chst mit Osnkiontrastiert:

e 1 g Osmium wurde in 50 ml Phosphatpuffer pH 7,4r INecht aufgeldst.

* Der Puffer wurde abpipettiert und die Rollrandghist mit der Osmiumldsung
aufgefullt, bis die Proben gut bedeckt waren.

e Inkubationszeit: 2 Stunden bei Raumtemperatur

* Die Osmiumlésung wurde wieder abpipettiert.

* Die Proben wurden 5 mal 10 Minuten mit PBS gespiilt.

* Weitere 10 Minuten wurden sie mit destilliertem \&&rsgespdlt.

e Zum Abschluss wurden die Proben in 50%igem Alkdiimr Nacht im Kuhlschrank
bei 8° C gelagert

Zur Entwasserung der Proben folgte dann eine Alkaiakenreihe:
e« 1x10 min 50%igemEthanol (reinst)
e« 2x10 min 70%igem Ethanol (reinst)
 2x10 min 90%igem Ethanol (reinst)
e 1 x 10 min 100%igem Ethanol (reinst)
e 2 x 20 min 100%igem Ethanol (reinst) mit geschlosse Deckel

e 2 x 20 min Propylenoxid unter dem Abzug mit gesskénem Deckel

Hierbei wurde, wie bereits bei der Vorbereitung Bevben flir das REM, genauestens darauf

geachtet, dass die Praparate zwischen den einz8tieitten nicht austrockneten.
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Damit eine optimale Probenpraparation im Mikrotondghith war und um die Probe
wahrenddessen zu schitzen, wurde jeder Zahn irdiAeihgebettet. Dieser Prozessschritt

erstreckte sich Uber drei Tage.

1. Tagder Araldit- Einbettung:
Das Aralditgemisch wurde wie folgt hergestellt:
e 26 g Araldit wurden mit 24 g DDSA (2 — Dodecenybuccinicanhydrid) mit
einem langsam drehenden Glasfligelrihrer unter Alerag 40 min gemischt.
e Es wurden 3 % Beschleuniger (Dy — 064) (1,5 g) gegen und weitere 15
min gerdhrt.
* Anschliel3end wurden 51,5 ml Propylenoxid zugegebehfir weitere 20 min

geruhrt.

Das Gemisch wurde nun auf neue Rollrandglascheerilkamd die Dentinscheibchen
wurden vorsichtig hineingelegt. Zusatzlich wurden ébeschrifteter Zettel zur
Identifikation mit jeder Probe eingebettet.

Uber Nacht wurden nun die offenen Rollrandglasciveter dem Abzug gelagert. So
konnte das Propylenoxid verdunsten.

2. Tag der Araldit-Einbettung:
Das Aralditgemisch wurde nun in einer geandertesamumensetzung wie folgt
hergestellt:
» 52 g Araldit wurden mit 48 g DDSA (2 — DodecenySuccinicanhydrid) mit
einem langsam drehenden Glasfligelrihrer unter Alerag 60 min gemischt.
* Es wurden 2 % Beschleuniger (Dy — 064) (2 g) zugegaund weitere 15 min
gerihrt.

Das Gemisch wurde nun auf neue Rollrandglascheailteund die Dentinscheibchen

wurden vorsichtig in die neuen GefalRe Uberfihrt.

3.Tag der Araldit- Einbettung:
Das Aralditgemisch wurde wieder in einer gedande@esammensetzung wie folgt

hergestellt:
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e 10,4 g Araldit wurden mit 9,6 g DDSA (2 — DodeceryBuccinicanhydrid)
mit einem langsam drehenden Glasfligelrihrer udeem Abzug 30 min
gemischt.

e Es wurden 2 % Beschleuniger (Dy — 064) (0,4 g) gegen und weitere 15

min gerdhrt.

Die Einbettformen wurden nun blasenfrei zur Halftat dem Aralditgemisch
aufgefullt. Die Préaparate wurden vorsichtig UberfiilDie richtige Position der
Praparate wurde unter dem Auflichtmikroskop koiedl

Dann wurden die Vertiefungen der Einbettformen Heigiberhéht mit Araldit

aufgefillt und 2 Tage bei 65° C zum Auspolymerisieim Brutschrank gelagert.

In den nachsten Schritten wurden die Proben furAddertigen der Ultradlinnschnitte mit
dem Ultramikrotom vorbereitet.

* Die eingebetteten Proben wurden mit Nassschleifpager Kérnung 1200 getrimmt,
bis sowohl entkalktes als auch unentkalktes Dermiim dem Anschliff vorlag.
Anschlie3end wurde die Schliffstelle hochglanzpoliglO00er” Schleifpapier).

* Nun wurde der Bereich fur die Ultradtinnschnittegawghlt, und die Rander wurden
von allen Seiten beigetrimmt (,1200er” Schleifpapie

* Als letzter Schritt wurde dieser Bereich mit eirf&kalpellklinge zurechtgetrimmit.
Dabei stellte sich das Schneiden des unentkalkentiis als wesentlich schwieriger

heraus.

Nun wurden am Ultramikrotom mithilfe einer Diamaltige 150 bis 90 nm dicke
Ultradiinnschnitte der Proben angefertigt. Diese@adlinnschnitte wurden anschlieBend auf
Kupfernetzen als letzter Schritt der Vorbereitlogtrastiert.

Die Kontrastierung erfolgte mit Bleicitrat und Usdacetal:

e Uranylacetatlosung (0,1 g Uranylacetat in 1 ml 7@, Methanol in einem
Eppenddorf Cap) wurde gut geschuttelt und fir 16 b&i 15000 Umdrehungen pro
Minute zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Ubanst in Tlpfelplattenvertiefungen
geflllt und die Kupfernetze mit der Praparatse#elnunten vorsichtig daraufgelegt.

* Nun wurden die Proben nacheinander in vier, mittitlesem Wasser gefullten
Tupfelplattenvertiefungen je fiunfmal vertikal zumpien eingetaucht und

anschliel3end vorsichtig mit Filterpapier getrocknet
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* Die Bleicitratldosung wurde jetzt ebenfalls fir 15nnbei 15000 Umdrehungen pro
Minute zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Lésungyrol3en Tropfen auf eine mit
Wachs ausgegossene Petrischale gegeben. Auch hielenv die Netze mit der
Préaparatseite nach unten fur finf Minuten vorsgchtif die Tropfen gelegt.

« Es folgte erneut eine wie oben beschriebene Spihindestilliertem Wasser.

* Abschliel3end wurden die Proben zum Trocknen unaumisveiteren Verwendung in

einer Netzbox gelagert.

Hauptversuche

Mittels Transmissionselektronenmikroskopie soll@die bestrahlten Proben vor allem auf
strukturelle Unterschiede im Vergleich zu den umhiadxdten Referenzproben untersucht
werden. Folgende Zahne wurden am Transmissionsetettmikroskop in den

entsprechenden Bestrahlungsgruppen untersucht:

Tabelle 3: Anzahl der in dieser Arbeit am TEM ustehten Zahne in den verschiedenen
Bestrahlungsgruppen

Strahlendosis [Gy] Anzahl der Zahne
5 4
20 4
60 4

Damit lagen sowohl Proben mit geringer Strahlergloais auch Proben mit hoher
Strahlendosis vor. Somit konnte ein eventueller imaeffekt der Bestrahlung auf die

kollagene Struktur studiert werden.

Einstellungen des Transmissionselektronenmikroskbgsnai 12, Biotwin, FEI-Company,
Kassel, Deutschland):

Beschleunigungsspannung: 100 kV
Vergrol3erungen: 16.500x%, 43.000x, 87.000x
Signal: Abbildungsmodus
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4 Ergebnisse

4.1 Mikroh&rtemessung

Der Mikrohéarteverlauf fur jeden Zahn wurde an aBtellen bestimmt. Drei Messpunkte
lagen im Schmelz, wobei sich der dritte Messpunkinittelbar an der Schmelz-Dentin-

Grenze befand (Abbildung 14). Drei weitere Mesgstelvurden im Dentin unmittelbar an

der Schmelz-Dentin- Grenze gewahlt. Zwei weiterertéd/avurden im zentralen Dentin

bestimmt (Abschnitt 3.2.1.2).

Die Mikroharteverlaufe von bestrahlten und unbddtea Zahnen eines Patienten wurden
direkt miteinander verglichen. Unmittelbar nach destrahlung wurden alle bestrahlten
Zahne zusammen mit dem unbestrahlten Partnerzatem tiermischen Wechselbelastung
mit 10.000 Zyklen unterzogen.

Abbildung 14: Lichtmikroskopische Darstellung (Veifierung: 40fach) der polierten
Zahnprobe im Schmelz- Dentin-Grenzbereich (SDG). Zehen sind
Priufabdriicke nach der Vickersmethode bei einer kiPafif von 981,2 mN
sowohl im Schmelz (S) als auch im Dentin (D). Digréfhidengrundflache
wurde lichtmikroskopisch vermessen und diente zuereBhnung der
Hartewerte.

Insgesamt wurden jeweils sieben Zahnpaare der @&sitrgsgruppen 10, 20 und 60 Gy in
Hinblick auf die Mikrohéarte untersucht.
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In den Abbildungen 15 bis 17 sind jeweils représent die Ergebnisse des
Mikroharteverlaufes von 2 Zahnpaaren je Bestraldgngppe abgebildet. Die Messpunkte 1
bis 3 liegen jeweils im Schmelz mit zunehmender &Nabm Dentin. Die Punkte 4 bis 6
liegen im Dentin unmittelbar hinter der Schmelz-DeiGrenze. Die Punkte 7 und 8 liegen
ebenfalls im Dentin mit zunehmendem Abstand vonSt#rmelz-Dentin-Grenze.

Wie zu erwarten, sieht man einen Harteabfall vomn8dz tber die Schmelz-Dentin-Grenze
bis ins Dentin. Innerhalb des Dentins zeigte sichleichter Harteanstieg bis ins zentrale
Dentin. Vergleicht man den Harteverlauf im Dentines bestrahlten Zahnes mit seinem
unbestrahlten Partnerzahn, so lassen sich bei rketter Paare signifikante Unterschiede
feststellen. Auffallig waren hingegen die Untergdd der Schmelzharte besonders im
aulBeren Schmelzbereich. Unter Berlcksichtigungr dfaare liel? sich diese nicht als
systematische Abweichung feststellen, da je nackshiey entweder der unbestrahlte oder
bestrahlte Schmelzbereich harter war (Abbildung 15d b).

Die Ergebnisse der Mikrohdrtemessung zeigen zusawpefesst, dass eine radiologische
Bestrahlung im gewahlten Dosisbereich zu keiner ékadg in den Harteverlaufen vom

Schmelz bis in das zentrale Dentin fihrt.
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Abbildung 15: Darstellung des Harteverlaufes zw&@hnpaare (a und b) jeweils bestrahlt mit
10 Gy und unbestrahlt. Die Messpunkte 1 bis 3 hejgeveils im Schmelz mit
zunehmender Nahe zum Dentin. Die Punkte 4 bis Getieim Dentin
unmittelbar hinter der Schmelz-Dentin-Grenze. DignlRe 7 und 8 liegen
ebenfalls im Dentin mit zunehmendem Abstand von 8ehmelz-Dentin-
Grenze.
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Abbildung 16: Darstellung des Harteverlaufes zw&@hnpaare (a und b) jeweils bestrahlt mit
20 Gy und unbestrahlt. Die Messpunkte 1 bis 3 fliejgaveils im Schmelz mit
zunehmender Nahe zum Dentin. Die Punkte 4 bis Getieim Dentin
unmittelbar hinter der Schmelz-Dentin-Grenze. Dignl®e 7 und 8 liegen
ebenfalls im Dentin mit zunehmendem Abstand von 8ehmelz-Dentin-
Grenze.
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Abbildung 17: Darstellung des Harteverlaufes zw&@hnpaare (a und b) jeweils bestrahlt mit

60 Gy und unbestrahlt. Die Messpunkte 1 bis 3 hegeveils im Schmelz mit
zunehmender Nahe zum Dentin. Die Punkte 4 bis Getieim Dentin
unmittelbar hinter der Schmelz-Dentin-Grenze. DignlRe 7 und 8 liegen
ebenfalls im Dentin mit zunehmendem Abstand von 8ehmelz-Dentin-
Grenze.
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4.1.1 Statistische Analyse

Abbildungen 18 a-c zeigen den Vergleich aller Hadssungen dargestellt in Boxplot-

Diagrammen.
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Abbildung 18: Vergleich der einzelnen Hartewerte Bestrahlungsgruppen a) 10 Gy, b) 20
Gy und c) 60 Gy in einem Boxplot-Diagramm fur derbestrahlten (grin) und
bestrahlten (blau) Fall.

Wie in Kapitel 3.2.1.3 beschrieben, wurden ans@erel die Messwerte fuir Schmelz und

Dentin gepoolt und mit der unbestrahlten Refererghchen (Abbildung 19 a-c).
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Abbildung 19: Vergleich der Hartewerte der Bestnalgsgruppen a) 10 Gy, b) 20 Gy und ¢)

60 Gy in einem Boxplot-Diagramm flr den unbestehifgriin) und bestrahlten
(blau) Fall. Die Daten fir Schmelz bzw. Dentin sgepoolt dargestellt.
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AuBBerdem wurde ein T-Test fir verbundene Stichprodarchgefiihrt. Die Ergebnisse

hinsichtlich der Signifikanz sind in Tabelle 4 zosaengefasst.

Tabelle 4: Signifikanzen der Differenzen zwischeassttahltem und unbestrahltem Zahn. Der grau
markierte Bereich zeigt einen signifikanten Unthisd, da das Signifikanzniveau auf 0,05
festgelegt wurde.

Dosis Bereich Signifikanz in der Differenz zwischen
bestrahlten und unbestrahlten Zahnen
Schmelz 0,121
10 Gy
Dentin 0,610
Schmelz 0,360
20 Gy
Dentin 0,007
Schmelz 0,714
60 Gy
Dentin 0,603

Anzumerken ist, dass eine signifikante Abweichumg den Hartewerten nur in der

Bestrahlungsgruppe 20 Gy im Dentin zu beobachtgsishe grau markierte Zeile).
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4.2 Strukturanalyse

Wie in Abschnitt 2.2 ausgefiihrt, wird vermutet, sla®ine Verédnderung des
Kollagennetzwerks infolge einer radiologischen Badung die Ursache fur die
beschriebenen strahlenkariésen Befunde ist. Zievddiegenden Strukturanalyse war daher
die systematische Untersuchung von radiologischieahltingseffekten auf das kollagene
Netzwerk im Dentin (vgl. Fragestellung 2).

Zu diesem Zweck wurde mittels Rasterelektronennsikopie sowie
Transmissionselektronenmikroskopie die Kollagemstnu des Dentins im bestrahlten und
unbestrahlten Zustand verglichen. Die Rasterelakmmmikroskopie erlaubt dabei eine
detaillierte Beschreibung des dreidimensionalen zNetkes mit dem interfibrillaren
Zwischenraum. Eine exakte Erfassung der Struktur edezelnen Fibrillen sowie deren
Aufzweigungen ist mit rasterelektronischen Methodem begrenzt mdglich. Die Methode
der Wabhl ist hierfur die Transmissionselektronemeskopie. Methodisch bedingt ist hierbei
die groR3flachige dreidimensionale Beschreibung #&gzwerks nicht mdglich. Beide
Methoden erlauben damit in ihrer Kombination eingghthst detailreiche Beschreibung des
Kollagennetzwerks.

Nach der Bestrahlung wurden alle Zahnpaare -ein@armischen Wechselbelastung
unterzogen, welche eine biologische Alterung vaoremi Jahr simuliert (Abschnitt 3.1.3). Bei
den folgenden Versuchen wurde stets ein bestraledin mit seinem unbestrahlten

Partnerzahn desselben Patienten verglichen.

4.2.1Rasterelektronenmikroskopie

Mittels Rasterelektronenmikroskopie wurde bei dies¥ersuchen die Struktur des

Dentinkollagens zweier Zahne desselben Patientelpestrahlten und unbestrahlten Zustand
verglichen. Die rasterelektronenmikroskopische As@lfand an entkalkten Proben statt
(Abschnitt 3.2.2). Hierdurch war es maoglich, dieoaganische Matrix herauszulésen und
somit das freiliegende Kollagennetzwerk zu bewsteilMogliche Effekte auf das dentine

Kollagen konnten so optimal von Effekten auf diethNdagetrennt werden.

Die Versuchsreihen wurden in funf Bestrahlungsgeumppon 2 bis 60 Gy eingeteilt. In der 2-

Gy-Bestrahlungsgruppe wurde ein Zahnpaar, in atederen Bestrahlungsgruppen (5, 10, 20
und 60 Gy) wurden jeweils 3 Zahnpaare untersuchersichts- sowie Detailaufnahmen in

10.000-, 20.000- und 40.000facher Vergrol3erung amrsbwohl im Bereich des zentralen

Dentins als auch im Bereich der Schmelz-Dentin-&eaufgenommen.
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In einzelnen Fallen war es nicht mdglich, die itda8chmelz-Dentin-Grenze abzubilden, da
es praparationsbedingt zu Rissbildung entlang Sigrmelz-Dentin-Grenze kam. Davon
waren im gleichen Mal3e bestrahlte und unbestratdiiene betroffen. Da der Fokus der
Arbeit jedoch auf der strukturellen Analyse destiaddten Dentins lag, wurde von einer

aufwendigeren Praparation zum Erhalt der Schmelzib&renze abgesehen.

a) Struktureller Vergleich im zentralen Kronendentin

Reprasentativ fur alle untersuchten Zahnpaare imirérolgenden der Effekt derStrahlen
auf das zentrale Kronendentin an einem ZahnpaamBpstrahlungsgruppe dargestellt. Zu
diesem Zweck wurde eine einheitliche VergréfZeruag v40.000fach gewahlt. Vergleiche
mit niedrigeren Vergrol3erungen zeigten, dass diesgroRerung die strukturellen Merkmale
am besten auflost.

Abbildung 20 bis 24 zeigen aufsteigend nach detiappgen Strahlungsdosis das zentrale
Dentin jeweils im unbestrahlten und bestrahltentzius. Die Abbildungen zeigen sowohl im
unbestrahlten als auch im bestrahlten Fall kollagEibrillen, die ein filigranes Netzwerk
bilden. Bedingt durch die entkalkende Probenprdmaravurde die anorganische Matrix
entfernt. Folglich liegt das Kollagennetzwerk frei.

Das kollagene Netzwerk wird unter anderem durclydiotie morphologische Parameter

charakterisiert (Hashimoto et al 2003):

» Lange der Kollagenfibrillen
» Aufzweigungen der Kollagenfibrillen

* Interfibrillarer Zwischenraum

Beim Vergleich des Netzwerks der unbestrahlten &rdbnsichtlich dieser Parameter zeigten
sich inter-individuelle Unterschiede. So erscheibeispielsweise der interfibrillare
Zwischenraum in Abbildung 21a weniger stark aus@gipals in Abbildung 22a. Hinsichtlich
der Lange der Fibrillen wirkt diese in Abbildunga23anger als in Abbildung 24a.

Am Beispiel eines mdglichen Unterschieds im inteifiaren Zwischenraum sei dies anhand
von Tabelle 5 erlautert. Mit steigender Bestrah&dugis von 2 bis 60 Gy ist diesbezuglich
keine systematische Veranderung festzustellen.

Ein Maximaleffekt auf strukturelle Anderungen wérei Proben zu erwarten, die mit der
Maximaldosis von 60 Gy bestrahlt wurden. Gerade déergleich in dieser
Bestrahlungsgruppe zeigt aber keine signifikantaatian im Kollagennetzwerk (Tabelle 5).
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Diese Beobachtung stiitzt folglich die These, dasisek systematischen Anderungen der

kollagenen Struktur durch Bestrahlung auftraten.

Tabelle 5: Vergleich des interfibrillaren Zwischeams des unbestrahlten Zahnes mit dem
bestrahlten Partnerzahn in den unterschiedlichetr&dungsgruppen.

Tendenzielle Entwicklung des
Strahlungsgruppe [Gy] interfibrillaren Zwischenraums Abbildung
unbestrahlt - bestrahlt
2 geringer 20
5 geringer 21
10 gleichbleibend 22
20 steigend 23
60 gleichbleibend 24

Zusammengefasst zeigte die rasterelektronenmikpisétoe Analyse, dass durch die
Bestrahlung im gewahlten Dosisbereich die Struktles Kollagennetzwerks keine

systematischen Verdanderungen aufweist.
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Abbildung 20: REM-Aufnahme des zentraen Dentinsereianbestrahlten (a) und einer mit 2 Gy
bestrahlten (b) Probe bei 40.000facher VergréRerdngsehen sind der Rand eines
Tubulus (T) sowie das individuelle Kollagennetzwemkit sich verzweigenden
Kollagenfibrillen (=) und interfibrillaren Zwischenraumen)(



Ergebnisse 46

-,

Acc.V SpotMagn Det WD Exp p—— 500 nm
500kV 1.0 40000x SE 76 3 2590

o e ST

,'f. “Acc.V Spu.tsi:ﬁagn .Det WD-Exp }—‘{ 500 nm
. -500kvV 1.0 40000x SE 73 3 2600

PR R

Abbildung 21: REM-Aufnahme des zentralen Dentinseeiunbestrahlten (a) und einer mit 5 Gy
bestrahlten (b) Probe bei 40.000facher VergréRerdogsehen sind der Rand eines
Tubulus (T) sowie das individuelle Kollagennetzwemkit sich verzweigenden
Kollagenfibrillen (=) und interfibrillaren Zwischenrdaumen)(
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Abbildung 22: REM-Aufnahme des zentralen Dentiimee unbestrahlten (a) und einer mit 10 Gy
bestrahlten (b) Probe bei 40.000facher VergréRerdogsehen sind der Rand eines
Tubulus (T) sowie das individuelle Kollagennetzwemkit sich verzweigenden
Kollagenfibrillen (- ) und interfibrillaren Zwischenrdumeri(.
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Abbildung 23: REM- Aufnahme des zentralen Dengimger unbestrahlten (a) und einer mit 20 Gy
bestrahlten (b) Probe bei 40.000facher VergréRerdogsehen sind der Rand eines
Tubulus (T) sowie das individuelle Kollagennetzkvermit sich verzweigenden
Kollagenfibrillen (- ) und interfibrillaren Zwischenrdumeri().
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Abbildung 24: REM- Aufnahme des zentralen Dentirser unbestrahlten (a) und einer mit 60 Gy
bestrahlten (b) Probe bei 40.000facher VergréRerdogsehen sind der Rand eines
Tubulus (T) sowie das individuelle Kollagennetzwerknit sich verzweigenden
Kollagenfibrillen (=) und interfibrillaren Zwischenrdaumen)(
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b) Struktureller Vergleich an der Schmelz-Dentin-Grenz

Reprasentativ fur alle untersuchten Zahnpaare wmrdrolgenden der Maximaleffekt der
radiologischen Bestrahlung im Bereich der Schmeamtin-Grenze an zwei Zahnpaaren
analysiert. Hierzu werden Proben einer niedrigesta@lungsgruppe (5 Gy) sowie der
hochsten Bestrahlungsgruppe (60 Gy) verwendet. ditbésaufnahmen mit 10.000facher
Vergrolierung, die eine grof3flachige Analyse desiBbs um die Schmelz-Dentin-Grenze
zulassen, sind in Abbildung 25 und 27 gezeigt. étiie Detailanalyse wird zum Zwecke der
Vergleichbarkeit die VergroRerung wie in Abschdi2.19 gewahlt (40.000fach).

In den Ubersichtsaufnahmen lasst sich der gescheweng/erlauf der Schmelz-Dentin-
Grenze erkennen (Abbildung 25 und 27). Der Verylemwvischen bestrahltem und
unbestrahltem Zahn lasst in dieser Vergrol3erungBbimn Falle von 5 Gy als auch von 60
Gy keine signifikanten Unterschiede erkennen.

Detailaufnahmen in 40.000facher Vergrol3erung zelgareiner Bestrahlung mit 5 Gy einen
vergroRerten interfibrillaren Abstand (Abbildung)2®as Kollagennetz scheint nach der
Bestrahlung weitmaschiger. Das Kollagennetzwerkrecer Bestrahlung mit 60 Gy scheint
engmaschiger und die einzelnen Fibrillen kirzer bifdung 28). Folglich wird hier die
gegenteilige Tendenz sichtbar. Somit lasst sichh ancdiesem Fall keine systematische
Veranderung der Kollagenstruktur des Dentins naiclrdBestrahlung nachweisen. Auch bei
den hier nicht gezeigten Proben spiegelte siekedi Bild wider. Wie bereits im zentralen
Dentin zeigt sich auch an der Schmelz-Dentin-Gremigess eine Bestrahlung zu keinen

systematischen morphologischen Verénderungen fihrt.
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Abbildung 25: REM-Aufnahme der Schmelz-Dentin-Gren(SDG) einer unbestrahlten (a) sowie
einer mit 5 Gy bestrahlten (b) Probe bei 10.000¢adkergréRerung. Zu sehen sind
der Verlauf der Schmelz-Dentin-Grenze sowie grehesaDentin (D) und Schmelz

(S).
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Abbildung 26: REM-Aufnahme des Dentins unmittelbeam der Schmelz-Dentin-Grenze einer
unbestrahlten (a) und einer mit 5 Gy bestrahlten Probe bei 40.000facher
VergroBerung. Zu sehen sind das individuelle Kafagetzwerk  mit sich
verzweigenden Kollagenfibrillen{) sowie interfibrillare ZwischenrGume)(
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Abbildung 27: REM-Aufnahme der Schmelz-Dentin-GrerfSDG) einer unbestrahlten (a) und einer
mit 60 Gy bestrahlten (b) Probe bei 10.000fachergké®erung. Zu sehen sind
Schmelz (S), Dentin (D) und in @) ein Dentintubu(Ts
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Abbildung 28: REM-Aufnahme des Dentins unmittelbem der Schmelz-Dentin-Grenze einer
unbestrahlten (a) und einer mit 60 Gy bestrah({tdnProbe bei 40.000facher
VergroBerung. Zu sehen sind das individuelle Kafagetzwerk  mit sich
verzweigenden Kollagenfibrillen{) sowie interfibrillare ZwischenrGume)(
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4.2.2 Transmissionselektronenmikroskopie

Mittels Transmissionselektronenmikroskopie wurde @truktur des Kollagennetzwerks
hinsichtlich der detaillierten Struktur der Fibeil, deren charakteristischer Querstreifung
sowie deren Aufzweigungen untersucht. Mogliche t8tragseffekte auf die Substruktur des
dreidimensionalen Kollagennetzwerks, d. h. auf $lieiktur der einzelnen Fibrillen, konnte
somit beurteilt werden.

Zwei Zahne desselben Patienten, von denen eingnabksvurde, wurden im unentkalkten
und entkalkten Bereich der Probe verglichen. Jei Zednpaare der niedrigen (5 Gy),
mittleren (20 Gy) und hohen (60 Gy) Bestrahlungpgan wurden untersucht.
Vergro3erungen von 16.500-, 43.000- und 87.000fagallen zur Analyse gewahlt.

a) Vergleich entkalkt — unentkalkt

Abbildung 29 zeigt den entkalkten und den unentkallBereich einer Probe, die mit 60 Gy
bestrahlt wurde. Im entkalkten Bereich (Abbildung &) sind eindeutig die kollagenen
Fibrillen mit ihrer charakteristisch bandenartigainuktur zu erkennen. Dariiber hinaus lassen
sich der interfibrillare Zwischenraum sowie die Awkigungen beschreiben. Der Vergleich
zum unentkalkten Bereich (Abbildung 29 b) zeigtsgldnier zuséatzlich die nadelartigen
kristallinen Strukturen des Apatits zu erkennerdsbie beschriebenen Details im Kollagen
sind jedoch nicht mehr so deutlich zu erkennen. de@a Fokus dieser Arbeit auf der
Charakterisierung der organischen Kollagenmatrixegtli wurde in der
transmissionselektronenmikroskopischen Struktlyaea ausschlie3lich der entkalkte
Bereich der Proben betrachtet.
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Abbildung 29: TEM-Aufnahme des entkalkten (a) sowdes unentkalkten (b) Dentins bei
43.000facher VergréfRerung. Zu sehen sind die thpisQuerstreifung [j des
Kollagens sowie in a) Aufzweigungen in Myofibrilien) und der interfibrillare
Zwischenraum X). In b) erkennt man die nadelartige Struktur Aeatitkristalle

=)
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b) Struktureller Vergleich im zentralen Kronendentin

Reprasentativ fur alle untersuchten Zahnpaare wirdcolgenden der Effekt derStrahlen
auf das zentrale Kronendentin an einem ZahnpaamBpstrahlungsgruppe dargestellt. Zu
diesem Zweck wurde eine einheitliche VergroRerumy43.000fach gewahlt.

Abbildung 30 bis 32 zeigen aufsteigend nach deabBingsdosis das zentrale Dentin jeweils
im unbestrahlten und bestrahlten Zustand. Die inschhitt 4.2.1 angefihrten
morphologischen Parameter (Lange und Aufzweigungen Fibrillen, interfibrillarer
Zwischenraum) miussen fur die transmissionselekimmil@oskopische Analyse um den
strukturellen Parameter der bandenartigen Queitstiggerweitert werden.

Die Abbildungen zeigen all diese Parameter sowwhlinbestrahlten als auch im bestrahlten
Fall. Im Gegensatz zur rasterelektronenmikroskdy@ac Analyse ist hier die fur Typ-I
Kollagen charakteristische bandenartige Querstngifuleutlicher zu erkennen. Dariber
hinaus sind die Aufzweigungen der einzelnen Fimittu sehen.

Vergleicht man weiterhin fur den Fall eines moginhMaximaleffekts die mit 60 Gy
bestrahlten Proben (Abbildung 32 b) mit der unladdten Referenz (Abbildung 32 a), so ist
zunachst keine Anderung in der FibrillenlangeZestellen. AuRerdem bleibt die Substruktur
bezuglich der Aufzweigungen jeder einzelnen Fienilhhezu unverandert. Gleiches lasst sich
fur deren bandenartige Struktur sowie den intatfiisen Zwischenraum festhalten. Die
Analyse der Detailaufnahmen mit einer hoheren \{ggrung von 87.000fach (Abbildung
33) bestétigt dieses Ergebnis. Weiterhin zeigte Wergleich innerhalb der anderen

Bestrahlungsgruppen das gleiche Resultat.

Somit zeigen die Ergebnisse der transmissionselgktthen Analyse, dass sich die kollagene
Substruktur durch eine Bestrahlung im gewahltesigh®reich sowohl in morphologischer

als auch in struktureller Hinsicht nicht verandert.
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500 nm

Abbildung 30: TEM-Aufnahme des entkalkten Dentémser unbestrahlten (a) sowie einer mit 5 Gy
bestrahlten (b) Probe bei 43.000facher VergrolRerdagehen sind Kollagenfibrillen
mit ihrer charakteristischen Querstreifung) (sowie deren Aufzweigungen-).

Ebenfalls zu sehen ist der interfibrillare Zwisctearnm und bei a) der Rand eines
Tubulus (T).
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Abbildung 31: TEM-Aufnahme des entkalkten Dentnser unbestrahlten (a) sowie einer mit 20 Gy
bestrahlten (b) Probe bei 43.000facher VergrolRerdagehen sind Kollagenfibrillen
mit ihrer charakteristischen Querstreifung) (sowie deren Aufzweigungen-).
Ebenfalls zu sehen ist der interfibrillare Zwiscteam 6).
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Abbildung 32: TEM-Aufnahme des entkalkten Dentiiiger unbestrahlten (a) sowie einer mit 60 Gy
bestrahlten (b) Probe bei 43.000facher VergréRerdngehen sind Kollagenfibrillen
mit ihrer charakteristischen Querstreifung) (sowie deren Aufzweigungen-).
Ebenfalls zu sehen ist der interfibrillare Zwiscteam 6).
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200 nm

Abbildung 33: TEM-Aufnahme des entkalkten Dentiiiger unbestrahlten (a) sowie einer mit 60 Gy
bestrahlten (b) Probe bei 87.000facher VergréRerdngehen sind Kollagenfibrillen
mit ihrer charakteristischen Querstreifung) (sowie deren Aufzweigungen-).
Ebenfalls zu sehen ist der interfibrillare Zwiscteam 6).
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5 Diskussion und Schlussfolgerung

5.1 Diskussion von Material und Methodik

5.1.1Herkunft der Proben

Fur die vorliegenden Versuche wurden ausschliefligimane, kariesfreie Weisheitszahne
verwendet. Somit lie3 sich eine Veranderung derteHader der Struktur durch kariése
Prozesse ausschliefien. Um weitere Veranderungerrhindern, wurden die Zahne sofort
nach der Extraktion kurzzeitig in 25%igem Alkoh@lagert und noch am selben Tag bis zur
Weiterverarbeitung bei —81° C tiefgefroren. Wditerlassen sich die Versuchsergebnisse

direkt auf den Menschen Ubertragen, da ausschdfeBlimane Zahne verwendet wurden.

5.1.2Verwendung von Zahnpaaren

Bei allen Versuchen wurde immer mit Zahnpaarenlggtat. So bilden zwei Weisheitszahne
von einem Patient ein Zahnpaar. Jeweils einer én& wurde bestrahlt, der zweite wurde
als Referenz verwendet. Abgesehen von der Bestrghwirden beide Zahne des Zahnpaares
absolut gleich behandelt. Um eine Verwechselungawen den Paaren sowie innerhalb des
Zahnpaares auszuschlieBen, wurde den Zahnen eimenBiueingraviert. Somit war die
verwechselungsfreie Identifikation problemlos mégli Durch diese Methode kénnen
erstmals die Ergebnisse zweier Zahne desselbeenBati in bestrahlter und unbestrahlter
Form verglichen werden. Bei allen Versuchen wurdemit immer zwei Zahne desselben
Patienten verglichen. Interindividuelle Schwankungeie sie gerade im Dentin haufig

vorkommen, kdnnen somit erheblich reduziert werden.

5.1.3Bestrahlung

Die zu bestrahlenden Proben wurden alle kompletinjpregum eingebettet. Sie waren von
einer definierten Impregumschicht von 1,5 cm betde8omit wurden die umgebenden
Gewebe simuliert und eine gleiche, definierte Sénradhosis an den Zahnen sichergestellt.

Die Z&hne wurden mit Einzeldosen von 2, 5, 10, 2@ &0 Gy bestrahlt. Somit war

gewéhrleistet, mogliche Verdnderungen sowohl beheho als auch bei niedrigeren

Strahlendosen untersuchen zu kdnnen. Das ist @jcht die Zahne einerseits bei der
Bestrahlung oft am Rande des Strahlenfeldes liegehdeshalb nur einem geringeren Teil
der Gesamtdosis ausgesetzt sind. Andererseits&alunth die Bestrahlung mit hohen Dosen

auch ein Maximaleffekt untersucht werden.
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Es handelt sich bei den Versuchen um In-vitro-®mdiWie bereits beschrieben, wurden
ausschlief3lich extrahierte und damit biologiscthhimehr vitale Zahne verwendet. Folglich
besitzen die Proben keinerlei regeneratives Pademtiehr. Allgemein werden in der
klinischen Behandlung von Tumorpatienten fraktioiie Bestrahlungen durchgefuhrt
(Bourhis et al. 2005), um zwischen den einzelnestiablungen eine Regeneration des
vitalen Gewebes zu ermdglichen. Mit einer solchemgdReration ist in den hier
durchgefuhrten Versuchsreihen nicht zu rechnen. diesem Grund wurden die Proben mit
einer Einmaldosis zwischen 2 und 60 Gy bestrabtbei entsprechen 2 Gy einer Einzeldosis
bei einer fraktionierten Bestrahlung. 60 Gy liegen Bereich der Gesamtdosis einer
tumortherapeutischen Bestrahlung (Bourhis et abD520Damit simulieren diese beiden

Strahlungsdosen die minimalen und maximalen Strajsidosen.

5.1.4Thermische Wechselbelastung

Bereits Muhlemann beschrieb 1945, dass Strahleskanicht unmittelbar nach einer
Bestrahlung auftritt. Vielmehr muss eine Latenzzedn sechs bis sieben Monaten
angenommen werden. Daraus ergab sich der in ddebeit gewahlte Zeitraum der Alterung.
So ermdglichte eine thermische Wechselbelastung¥@00 Zyklen wie in Kapitel 3.1.3
beschrieben, die Simulation einer Alterung der £hon circa einem Jahr (Xu et al. 2002,
Gale et al. 1999). Somit ist es gelungen, in depeirmenten dieser Arbeit die klinische

Situation in diesem Punkt optimal zu berucksichtige
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1Harte

Hartemessungen sind im Kontext von Strahlungsedfekauf Dentin von besonderer
Relevanz, da sie als ein Indikator dienen, biomeisiche Eigenschaftsdnderungen im
Gewebe zu detektieren (Moscovich et al. 1999).

Dentin weist in seinen unterschiedlichen Zonen ngoteedliche Harten auf. Daher galt es,
den Harteverlauf eines bestrahlten Zahnes vom Sehiher die Schmelz-Dentin-Grenze bis
ins zentrale Dentin aufzunehmen. Hierzu missenl lekd einer Distanz von wenigen
Millimetern mehrere Hartemessungen (in dieser Arkmtht Messungen) durchgefihrt
werden. Methodisch bedingt ist die OrtsauflosungHfertemessverfahren von der Grol3e des
Harteabdrucks bestimmt. Fur lokale Messungen im n#ilimeter-Bereich wurde die
Mikrohartemessung verwendet. Die Mikrohértemesswugde entwickelt, um die lokale
Harte an einzelnen Gefligebestandteilen oder diSohithten, wie dem Dentin, zu messen
(Buckle et al. 1965). Die Methode der Mikrohartemesy ist damit die Methode der Wabhl,
die Harte in ihrem Verlauf lokal von der SchmelzAle-Grenze bis ins zentrale Dentin

abzubilden.

Gegenwartig wird der Einfluss der Bestrahlung aaftdarte kontrovers diskutiert. So konnte
eine Reduktion der Knoop-Harte von humanem Derdichreiner fraktionierten Bestrahlung
mit einer Gesamtdosis von 60 Gy nachgewiesen wdidiethassa et al. 1999). Als Ursache
vermutet man einerseits eine radiogen bedingte dAmde des Kristallgefiiges und das
Auftreten langlebiger Radikale im bestrahlten Apafndererseits kdnnen beschriebene
Bruche in den Molekllen der Kollagenmatrix (Fiskeeral. 1971, Springer et al. 2005) eine
maogliche Erklarung geben. Der Anteil von Kollagemdukollagenartigen Verbindungen im
Dentin betragt bis zu 90 % (Kawasaki et al. 19%igser Anteil ist bis zu 30 % fur die
Zugfestigkeit des Dentins verantwortlich (Kielbagdaal. 1999). So zeigten Kielbassa et al.
(1997) in einer weiteren Studie einen grol3en Hartast in der Knoop-Harte von 63 KHN
vor der Bestrahlung auf 9 KHN danach (Kielbassalefi997b). Auch Franzel et al. (2009)
bestatigten einen Harteverlust nach Bestrahlung.

Andere Studien zur Dentinmikroharte nach einer Béting zeigen hingegen keine
Harteabnahme. Der Vergleich verschiedener Studstnaufgrund der unterschiedlichen
Strahlendosen und Versuchsbedingungen schwierigyit8ces Studien, die zeigen, dass es

keinen Unterschied zwischen der Harte von besgahiind unbestrahltem Dentin gibt (Rahn
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et al. 1989). Andere Studien zeigen eine geringghtrsignifikante Abnahme von 72 VHN
vor auf 68 VHN nach der Bestrahlung (Markitziu et1®86).

Zielstellung dieser Arbeit war es, in diesem Thekoenplex die These eines Harteverlustes
in Folge einer Bestrahlung systematisch zu tGbeepriDafir wurden jeweils an zwei Zdhnen
desselben Patienten Mikrohartemessungen durchgeRgdioei wurde einer der beiden Zahne

zuvor bestrahlt, der andere diente als Referenz.

Auffallig waren zunéchst die Unterschiede der Sdhhi#ete besonders im &uf3eren
Schmelzbereich. Eine Systematik hinsichtlich eing¥glichen Bestrahlungseffekts konnte
dabei nicht verifiziert werden. Diese Variationginken einerseits durch eine unvollstandige
praeruptive Schmelzreifung erklart werden. Andegssmuss angenommen werden, dass
praparativ eingebrachte Zerrittungen, vor allem dar Schmelzoberflache, vorliegen
(Schemel et al. 1984). Letztere fiihren zu einereknng in der Gefiigestruktur und damit in
der gemessenen Harte. Der letztere Effekt wird iesat Studie als dominierend
angenommen.

Auch die statistische Auswertung der Versuchserigsbrzeigte keine signifikante Anderung
der Mikroharte durch eine Bestrahlung. Die Fradedi® Mikroharte an Schmelz und Dentin
zum einen unabhangig von der Bestrahlung und zumeran unabhangig von der
Bestrahlungsdosis ist, kann somit mit ja beantwavierden. Lediglich in der 20-Gy-Gruppe
trat beim T-Test im Dentin eine Signifikanz aufieBe ist darauf zurtickzufihren, dass in
dieser Messreihe die Streuung der Messwerte aufersig ist. Somit ist diese Signifikanz

nicht von klinischer Relevanz.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse keine ikmmién Anderungen in den
Harteverlaufen im Schmelz und Dentin. Somit stitdenErgebnisse die These, dass keine
signifikanten Anderungen der biomechanischen Eigesfsen (wie sie sich in

Hartemessungen widerspiegeln) in Folge einer Basing auftreten.
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5.2.2 Struktur

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der systesuhBn Analyse von radiologischen
Strahlungseffekten am kollagenen Netzwerk. Die Belarung auf das Kollagen im Dentin
ergab sich vor dem Hintergrund, dass Uber direktégad@en an Zahnen, vor allem im Dentin
und an der Schmelz-Dentin-Grenze, berichtet wuBiétz et al. (1997) zeigten weiter, dass
eine direkte Schadigung von anorganischem Hydrpeyitkristallen unwahrscheinlich ist.
Aus aktuellen Studien von Soares et al. (2010) teofetztlich der Schluss abgeleitet werden,
dass sichy- Strahlen am starksten auf die organische Kompersas Dentins auswirken.
Durch eine kombinierte raster- und transmissiohkselaenmikroskopische Analyse sollte
gezielt das Kollagennetzwerk auf Bestrahlungsedéfekintersuchten werden. Da das
Kollagennetzwerk deutlicher an entkalkten Proberedennen ist (Schumacher et al.1990),
wurde in dieser Arbeit ausschliel3lich der entkaBézeich der Dentinproben betrachtet. Die
Ergebnisse aus Abschnitt 4.2.1 und 4.2.2 zeigtexss ddie in dieser Arbeit gewahlten
Strahlungsdosen zu keiner Anderung in morphologisand strukturellen Merkmalen des
Kollagennetzwerkes fuhrten.

Dieses Resultat kann im Kontext des Ursachenkorepleder Strahlenkaries verstanden
werden. Letztere ist demnach sowohl durch indireltseauch durch direkte Ursachen und
somit multifaktoriell bedingt.
Im Wesentlichen erhdhen folgende indirekte Faktaden Anfalligkeit fur Strahlenkaries
(Vissink et al. 2003a):
e strahlenbedingte Verdnderung des Speicheldrisemgswsowie dadurch bedingte
Veranderungen in der Speichelzusammensetzung whet iBpeichelflussmenge
» strahlenbedingte Veranderung der Mikroflora im Mamom hin zu kariogenen
Bakterien wie Streptococcus mutans
e durch eine Mukositis bedingte Umstellung der Ernalgsgewohnheiten hin zu

kariogener Kost

Eine Bestrahlung verdndert die Speichelqualitdt u@dantitdt bereits kurz nach
Bestrahlungsbeginn erheblich. Die Speicheldrisagieeen hinsichtlich ihrer Funktion akut
radiosensibel (Leslie et al. 1994). Nach einer Bééting mit einer Gesamtdosis von 50-70
Gy kommt es in erster Linie zum Untergang der sardBrisenacini (Frank et al. 1965,
Rubin et al. 1976, Handtmann et al. 1990, Folwacatyal. 2001). So sinkt die
Sekretionstatigkeit der Glandula parotidea bergish zwei bis drei Bestrahlungen mit 2-2,5
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Gy erheblich. Die mukose Glandula submandibulatieiwas weniger strahlenempfindlich,
wird jedoch sechs Monate nach einer appliziertesa@gdosis von 60 Gy auch fibrotisch.
Bereits in der ersten Bestrahlungswoche sinkt tileudierte Speichelflussrate um mindestens
50 % ab. Die Gesamtspeichelmenge liegt nach Absshkiner Bestrahlung mit einer
Gesamtdosis von 60 Gy bei 5 % des Ausgangswertege(lBeier et al.1983, Willich et al.
1988, Spak et al. 1994, Cooper et al. 1995, Ditiale2006). Katz (1982) zeigte, dass die
unstimulierte Speichelsekretion nach Bestrahlungs®i70 Gy sogar vollstandig versiegt.
Aber auch die Speichelzusammensetzung &ndert $eh.die serdésen Drisenanteile
strahlensensibler sind, wird der Speichel visko€@ooper et al. 1995). Daruber hinaus
konnten Hannig et al. (2006) erstmals zeigen, dads auch die Proteinzusammensetzung
andert. Demnach sinkt die Konzentration der niedégkularen Proteine, wie beispielsweise
der sauren und basischen prolinreichen Proteinsta@y, Histatin und Staterin, signifikant.
Auch wurde beobachtet, dass der pH-Wert des Sgsicteeh einer Strahlentherapie von
vorher 6,5 auf unter 5,0 abfallt (Dreizen 1976, nkraet al. 1965). Es ergibt sich eine
verringerte Pufferkapazitat gegeniber Sauren, diztlich durch eine geringere
Konzentration von Bicarbonat im Speichel verursasltd (Dreizen 1976). Auch eine
Elektrolytverschiebung ist zu beobachten (Rahnl.et389). Der Immunglobulingehalt geht
deutlich zurtick und als Folge des Azinuszellschadeammt es zu einer Vermehrung der
Speichelamylase (Thiel 1989).

In Folge der Speichelveranderungen tritt eine Andgrder natirlichen oralen Flora auf
(Brown 1975). Im Wesentlichen steigt dabei die Anzeariogener Mikroorganismen wie
Streptococcus mutans. Wahrend bei unbestrahlteren®at S. mutans nur 1,8 % des
gesamten Streptokokkengehalts ausmacht, konnteneKeeal. (1981) einen signifikanten
Anstieg der relativen S. mutans-Zahl auf 24,3 %erproximal und sogar auf 41,2 %

buccolingual zeigen.

Aufgrund der strahlungsbedingten, sehr schmerzhaftekositis tritt eine Verschlechterung
der Mund- und Zahnhygiene auf. Zusatzlich dazut ti@mporér eine Reduktion des
Geschmacks- sowie des Geruchssinns auf. Diese rEakidhren zu einer Umstellung der
Erndhrungsgewohnheiten.  Aus  einer vermehrt  kohlératseichen,  breiigen

Nahrungsaufnahme resultiert ein gesteigertes Kisiks.
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Unter direkten Strahlenschaden werden SchadigudgenZahnes selbst zusammengefasst.
Dass direkte Auswirkungen der Bestrahlung existiereigten Willich et al. (1988) in einer
klinischen Untersuchung. Ein statistisch signifiteaarerhohter Karieszuwachs an Zahnen, die
im Strahlenfeld lagen, verglichen mit Zaéhnen au8kerkdes Strahlenfeldes, wurde festgestellt.
Neuere Studien identifizieren diesbeziiglich denn8#h-Dentin-Ubergang als Locus minoris
resistentiae (Pioch et al. 1992, Pioch et al. 1996tz et al. 1997). Lokale Rissbildungen
infolge von radiologischer Bestrahlung ermdoglictimeer einen erhdhten bakteriellen Angriff.
Letzterer senkt die Grenzflachenstabilitét.

Raab et al. stellten 1990 in einer rasterelektromkiroskopischen Studie fest, dass bei in-situ
bestrahlten Zahnen gehauft lakunare Defekte anSdemelz-Dentin-Grenze in der Nahe
karioser Lasionen zu finden waren. Diese Defektenken bei unbestrahlten Patienten mit
einer medikamentds bedingten Xerostomie im Ber&i@htser Glattflachenlasionen nicht
gefunden werden. Auch Handtmann et al. (1990) teonderartige Spalten im Bereich der
Schmelz-Dentin-Grenze bei bestrahlten Patientenhva@isen. Anneroth et al. (1985)
beschrieben derartige Spaltbildungen im Bereichmtin-Zement-Grenze von bestrahlten
Patienten.

Neben diesem Ilokalen Effekt wird aulRerdem eine mgHiee Schadigung des
Kollagennetzwerks im Dentin auch in zentralen bis 2u pulpanahen Bereichen diskutiert.
So konnten Springer et al. (2005) eine erhohte Mengifer Kollagenfragmente
Hydroxylysylpyridinolin (HP) und Lysylpyridinolin L(P) im Pulpagewebe von in vitro
bestrahlten Z&hnen feststellen. Die erhhte Komagah von HP und LP deutet auf eine
erhohte Konzentration von gespaltenem Kollagen Diese Studie zeigt somit, dass eine
Bestrahlung zur Destruktion von Kollagen fuhrt. dmer weiteren In-vitro-Studie konnte
ebenfalls Uber eine erhdhte Konzentration von HP, und Hydroxyprolin (Hyp) eine
Spaltung von Kollagen und somit ein direkter radiogr Schaden der Extrazellularmatrix an
Knochen-, Periost- und Hautgewebe nachgewiesen ewer@cil et al. 2007). Eine
Destruktion des Kollagens im Zahnhartgewebe kofedech nicht verifiziert werden. Das
steht im Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenArbeit; es konnte keine Destruktion
der Kollagenfibrillen im Dentin gezeigt werden.

Alai-Omid untersuchte 2008, ob die Bestrahlung ®irgentinpulvers mit 10 Gy die
gelatinolytische Aktivitat von Matrix-Metalloprotsan (MMPs) im Dentin steigert. MMPs
sind eine Gruppe zinkabhangiger Endopeptidasenndier Lage sind, die organische Matrix
im Dentin zu degradieren. Im Mittel konnten im Ikaktten Dentin gegeniber dem

Referenzdentin erhOhte Werte gemessen werden. Dstiedy war jedoch nicht signifikant
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(Alai-Omid 2008). Das Fehlen der Schmelz-Dentinf@ee in diesen Versuchen lasst
vermuten, dass eine generelle Schadigung des dantiKollagens zum direkten
Ursachenkomplex der Strahlenkaries beitragt.

Die genannten Arbeiten deuten auf eine Verdndedewy Kollagens im Dentin hin. Eine
exakte Verifikation dieser Anderungen sowie derguksurelle Beschreibung blieben jedoch
offen.

Die Versuche dieser Arbeit hatten zum Ziel, dieeklien Auswirkungen von Bestrahlung auf
das Kollagen des Dentins, wie sie die oben aufgtdiibArbeiten andeuten, zu untersuchen.
Hierzu sind, neben der Bestrahlung, das den Zahgebende Gewebe wahrend der
Bestrahlung sowie eine Zahnalterung von einem Batircksichtigt worden.

Wie einleitend zusammengefasst, deuten die Ergebuiieser Arbeit nicht auf systematische
strukturelle strahlungsbedingte Veranderungen deltagens hin. Eine zu dieser Arbeit in
Erganzung stehende Studie zum Nachweis einer gtgsibedingten Steigerung der
gelatinolytischen Aktivitdt von MMPs im Dentin komenkeine signifikant erhdhten Werte
nachweisen (Faber 2012). Die experimentellen Blestngsparameter in der Arbeit von
Faber 2012 sind gleich denen dieser Arbeit. EinstiDktion des Kollagens ist auch auf
Grundlage dieser MMP-Analyse nicht zu erwartenghah stiitzen die Ergebnisse von Faber
(2012) durch Wahl einer indirekten Methodik zum Naeis von Verdnderungen im
Kollagen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit.

Ein fehlender Einfluss einer ausschlief3lich radidohen Bestrahlung auf das Kollagen des
Dentins, wie es die vorliegende Arbeit aufzeigklat sich, wenn eine Wechselwirkung
zwischen indirekten und direkten Ursachen angenammérd. Der gegenwartige
Wissensstand geht nicht davon aus, dass eineredehfiebenen Ursachenkomplexe, indirekt
oder direkt, alleine fur eine Erklarung des Phanwmn8trahlenkaries herangezogen werden
kann. Vielmehr ist davon auszugehen, dass synecheti Effekte zwischen den
entsprechenden Mechanismen bestehen. Pioch et98I8)( schlussfolgern sogar, dass sich
indirekte und direkte Faktoren gegenseitig verstdrioie Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen
diese allgemeine Annahme, dass Strahlenkaries éoenbinationsschadigung der
Zahnhartsubstanzen ist.

Demnach genugt die separate Wirkung von radiolbgiscStrahlung (direkter Faktor)
kombiniert mit einer Alterung nicht, um eine orgamhe Gewebsschadigung im Dentin
hervorzurufen. Vielmehr ist anzunehmen, dass in eBErpenten indirekte Faktoren
Berucksichtigung finden missen, um die reale Sdnaim Mundraum moglichst detailliert

und in-vitro anzunahern.
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Optimal ist diesbezuglich eine Studie an in-vivatb@hlten humanen Z&ahnen, die auch nach
Abschluss der Bestrahlung mindestens die Latenzzeit sechs bis sieben Monaten
(Muhlemann et al. 1945) im Mundraum kariesfrei Vietien sind. Interessant an solchen
Experimenten waren &hnliche Fragestellungen, vaarsdieser Arbeit aufgeworfen wurden

und damit auf die Strukturveranderungen im Denbiniglen.

5.2.3Schlussfolgerungen

Schlussfolgerung aus Fragestellung 1

Zunachst wurde die Fragestellung nach dem raditbgn Einfluss auf den Harteverlauf
vom Schmelz Uber die Schmelz-Dentin-Grenze bis zastrale Dentin bearbeitet. Als
Schlussfolgerung lieR sich keine statistisch sigaifte Anderung des Harteverlaufs

nachweisen.

Schlussfolgerung aus Fragestellung 2

Der Fokus der Arbeit lag auf Untersuchungen degé&stellung, inwiefern die Bestrahlung
auch zu einer systematischen Destruktion des Katiesgm Dentin fuhrt und inwiefern
daraufhin strukturelle Verédnderungen Zu beobachtesind. Umfassende
rasterelektronenmikroskopische und transmissiokeleenmikroskopische Studien konnten
zeigen, dass keine morphologischen und strukturelerdanderungen unter den gewahlten

experimentellen Bedingungen stattfinden.
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