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Einfithrung: In diesem Ubersichtsbeitrag wird das

Potenzial azelluldrer Verfahren zur biomimetischen
Synthese von schmelzartigen Strukturen einer aktuellen Be-
standsaufnahme und kritischen Wertung unterzogen.
Ergebnisse: In den letzten Jahren sind verschiedene bio-
mimetische Strategien zur Kristallisation und Aggregation
von Apatiten beschrieben worden mit der Zielsetzung, die
nano- und mikro-skalierte, hierarchisch organisierte Topo-
graphie des natirlichen Schmelzes nachzubilden. Neben
der dreidimensional orientierten Selbstaggregation von
Apatitkristalliten wird vor allem die Strukturbildung von
Apatitnanopartikeln tUber préaformierte oder selbst organi-
sierte organische Gerlste (Scaffolds, Templates) angestrebt.
Besondere Relevanz haben biomimetische Strategien, mit
denen sich unter physiologischen Bedingungen aus Minera-
lisationslosungen unter Zusatz des Schmelzmatrixproteins
Amelogenin oder unter Verwendung alternativer Additive
(Dendrimere, synthetische Peptide, Gelatine, EDTA) geord-
nete Apatitschichten auf der geatzten Schmelzoberflache
generieren lassen. Daneben besitzen Pasten aus praformier-
ten Apatitnanopartikeln und Phosphorsdure ein vielverspre-
chendes Potenzial zur azelluldaren Schmelzregeneration. Mit
den meisten dieser Syntheseverfahren kénnen innerhalb
von mehreren Tagen Apatitschichten gebildet werden, de-
ren Dicke mehrere Mikrometer betragt und die im Hinblick
auf ihr ultrastrukturelles Erscheinungsbild (d.h. das Kristallit-
geflige) sowie ihre chemische Zusammensetzung dem na-
tirlichen Zahnschmelz durchaus d@hneln. Die reproduzier-
bare Nachbildung der Schmelzarchitektur auf der mikro-
strukturellen Ebene (d.h. die dreidimensional organisierte
Konfiguration der Kristallite in Form von Prismenstaben)
stellt allerdings nach wie vor eine nur ansatzweise be-
herrschte Herausforderung im Rahmen der bioinspirierten
Synthese schmelzartiger Strukturen dar. Das Gros der bio-
mimetischen Strategien zur azelluldren Synthese schmelz-

Introduction: The present review paper aims to analyze
and to discuss critically the suitability of acellular methods
for biomimetic synthesis of enamel like structures.

Results: In the last years, different biomimetic strategies for
crystallization and aggregation of apatites have been de-
scribed aiming to resemble the nano- and microscaled hier-
archically organized structure of dental enamel. Besides the
oriented three-dimensional self-aggregation of apatite crys-
tallites, main focus of research is laid on structured organi-
zation of apatite nanoparticles based on self-assembled or
preformed templates and scaffolds. On the one hand, hier-
archically structured apatite layers can be generated on the
etched enamel surface under ambient conditions, using
mineralizing solutions in combination with the enamel matrix
protein amelogenin or other additives, like dendrimers, syn-
thetic peptides, gelatin or EDTA. On the other hand, pastes
containing preformed apatite nanoparticles and phosphoric
acid reveal a promising approach for acellular enamel regen-
eration. With most of these approaches, apatite layers are
formed within several days; the coating thickness amounts to
several um, the ultrastructure and the chemical composition
are quite similar to dental enamel. However, mimicking the
three-dimensional enamel microstructure by crystallites ar-
ranged in prism-like configuration is still a nearly unmanage-
able challenge regarding bioinspired synthesis of enamel.
Until now, most biomimetic strategies for acelluar synthesis of
enamel-like structures have only been tested in vitro, poten-
tial clinical application has to be validated in situ or in vivo.
Conclusion: All in all based on the current knowledge it can
be stated that there is no acellular nanotechnological
method available, yet, for biomimetic regeneration of clini-
cally visible enamel defects.

Keywords: enamel; acellular; apatite; regeneration; nanotech-
nology,; biomimetic synthesis; amelogenin

1

Klinik fiir Zahnerhaltung, Parodontologie und Praventive Zahnheilkunde, Universitatsklinikum des Saarlandes, Geb. 73, 66421 Homburg/Saar

2 Poliklinik fur Zahnerhaltung mit Bereich Kinderzahnheilkunde, Universitatsklinikum Carl Gustav Carus, Technische Universitat Dresden, Fetscherstrale 74,

01307 Dresden
Peer-reviewed article: eingereicht: 19.01.2014, Fassung akzeptiert: 23.01.2014
DOI 10.3238/dzz.2014.0131-0142

© Deutscher Arzte-Verlag | DZZ | Deutsche Zahnarztliche Zeitschrift | 2014; 69 (3) ™




132

M. Hannig, C. Hannig:

Moglichkeiten und Grenzen der Schmelzregeneration — eine aktuelle Ubersicht
Possibilities and limitations of enamel regeneration — an up-to-date overview

artiger Strukturen wurde bis dato lediglich in vitro erprobt
und muss daher im Hinblick auf die Anwendbarkeit unter
Mundhéhlenbedingungen erst noch durch In-situ- und In-

vivo-Studien validiert werden.

Schlussfolgerung: Insgesamt betrachtet lasst sich basie-
rend auf dem aktuellen wissenschaftlichen Kenntnisstand
feststellen, dass derzeit noch kein azellulares, nanotechnolo-
gisches Verfahren zur Verfligung steht, mit dem sich eine
biomimetische Schmelzregeneration in klinisch-makrosko-
pisch sichtbaren Schmelzdefekten realisieren lieRe.

(Dtsch Zahnarztl Z 2014; 69: 131-142)

Schliisselwdrter: Schmelz; azelluldr; Apatit; Regeneration; Nano-
technologie; biomimetische Synthese; Amelogenin

Einleitung

Die moderne Zahnerhaltung hat zum
Ziel, zum einen durch praventive Strate-
gien, zum anderen durch minimalinva-
sive Fillungstechniken die Zdhne ein
Leben lang zu erhalten. Bei der Behand-
lung von Lédsionen ohne Kavitation fin-
den Fluoridprédparate ebenso wie Nano-
materialien Anwendung [24-26, 34]. Bei
der Versorgung von Ldsionen mit Kavi-
tation sind jedoch nach wie vor alloplas-
tische, artifizielle Materialien tiblich,
mit denen die Defekte verfiillt werden.
Verfahren zur Regeneration der Zahn-
hartsubstanzen sind zum jetzigen Zeit-
punkt in der klinischen zahnérztlichen
Praxis noch nicht verfiigbar. Dies betrifft
kleinere karidse Ldsionen ebenso wie
Abfrakturen, Abrasionen, Erosionen,
aber auch Resorptionen. Wiinschens-
wert ware die Versorgung von makros-
kopisch sichtbaren Kavititen im Zahn-
schmelz mit einem schmelzdhnlichen
Material. Dies betrifft sowohl die poten-
zielle Versorgung Kkleinerer Kavitdten
mit plastischen Materialien als auch das
Einlegieren von Inlays oder Teilkronen
in die defekte Zahnkrone mithilfe von
speziellen regenerativen Mineralisati-
onssystemen.

Regenerative Strategien haben in
der Medizin erheblich an Bedeutung ge-
wonnen. Hierbei ist als Grundsatz defi-
niert, dass in der regenerativen Therapie
mit Zellen ,geheilt” wird. Ubertragen
auf den Zahn bedeutet dies, dass bei ei-
ner potenziellen Regeneration der Zahn-
hartsubstanz der Ersatz verlorenen
Schmelzes durch Ameloblasten erfolgt.
Allerdings ist zu beriicksichtigen, dass
der Zahnschmelz aufgrund des apopto-

tischen Verlustes der Ameloblasten nach
Abschluss der Schmelzbildung kein Po-
tenzial zur zelluldren Regeneration auf-
weist.

Derzeitige Strategien zur Schmelz-
regeneration basieren auf azelluldren
biomimetischen und bioinspirierten
Verfahren [22, 24]. Ausgehend von neu-
en Erkenntnissen zu den generellen Ge-
setzméfigkeiten von Biomineralisati-
onsprozessen wird versucht, innovative
Verfahren fiir die Bildung schmelzarti-
ger Strukturen auf Zahnschmelz oder
anderen Oberflichen zu erarbeiten [36,
37, 41, 45, 46]. Zum Verstindnis dieser
Ansitze in der Schmelzregeneration ist
es erforderlich, die Mikro- und die Na-
nostruktur des Zahnschmelzes ndher zu
betrachten. Der Zahnschmelz ist eine
hierarchisch aufgebaute Biokeramik mit
einer komplexen Nano- und Mikro-
struktur. Zahn-
schmelzes ist Hydroxylapatit. Im Zahn-
schmelz liegt der Hydroxylapatit in

Grundsubstanz des

Form von hexagonalen Kristalliten vor,
deren Durchmesser 40-60 nm und de-
ren Lange 100-1000 nm betragt [24, 45,
52]. Diese Kristallite lagern sich zusam-
men, um die Schmelzprismen zu bilden,
die auf mikrostruktureller Ebene die His-
tologie des Zahnschmelzes priagen. Die
Schmelzprismen sind eng miteinander
verwoben und bilden eine durchgédngi-
ge, dreidimensional organisierte Struk-
tur von der Schmelz-Dentin-Grenze bis
zur Zahnoberfliche. Diese verleiht dem
Zahnschmelz seine sehr hohe Festigkeit
und Widerstandsfdhigkeit. Neben den
dominierenden  anorganischen Be-
standteilen (ca. 97 %) finden sich im
Zahnschmelz auch Schmelz-Matrix-Pro-
teine. Sie machen 20-30 Gewichts-%

der Schmelz-Matrix wédhrend der Phase
der Schmelzbildung aus, nach Abschluss
der Schmelzbildung verbleiben jedoch
nur noch weniger als 1 Gewichts-% Pro-
teine im Schmelz. Das dominierende
Protein (mit tiber 90 %) ist hierbei das
Amelogenin (20-25 kDa), ein primaér hy-
drophobes Protein (25 % Prolin, 14 %
Glutamin, 9 % Leucin, 7 % Histidin).
Neben Amelogenin finden sich auch
Enamelysin (MMP-20), Kallikrein
(KLK-4), weitere Proteasen, Enamelin
und Ameloblastin [20, 35].

Besondere funktionelle Bedeutung
hat das Amelogenin (Abb. 1) [4, 20, 35,
50, 59]. Amelogenin ist bei niedrigem
pH-Wert 16slich und hat bei physiologi-
schem pH-Wert die Fihigkeit zur Selbst-
organisation [4, 20, 59]. Es bildet supra-
molekulare Aggregate, sog. Nanospha-
ren, die sich zu Ketten formieren (Abb.
1) [20, 59]. Dieses dreidimensionale
Netzwerk ist von essenzieller Bedeutung
fir den physiologischen Prozess der
Schmelzbildung, denn es reguliert die
Calciumphosphatmineralisation — und
stabilisiert amorphes Calciumphosphat
wihrend der Schmelzformation [20,
59]. Mit zunehmender Mineralisation
der Schmelzmatrix wird das Ameloge-
nin-Netzwerk durch die Enzyme
MMP-20 und KLK-4 kontinuierlich pro-
teolytisch abgebaut.

Will man den Zahnschmelz auf azel-
luldrem Weg regenerieren, so ist es ne-
ben der Synthese von nano-skaliertem
Apatit erforderlich, eine organisierte An-
ordnung bei der Kristallitbildung zu ge-
wiébhrleisten [21, 36, 37]. Die Zielsetzung
der biomimetischen Schmelzregenerati-
on besteht somit idealerweise darin, die
Bildung des nano- und mikro-skalierten,
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Abbildung 1 Modellvorstellung zur Wirkung von Amelogenin als Scaffold bei der Schmelzbil-

dung: Initial (Phase 1) liegen Calcium- und Phosphationen sowie Amelogenin-Monomere vor;

in Phase 2 bilden sich Amelogenin-Oligomere und anorganische Mineralisationscluster; Phase 3:

Es entstehen Amelogenin-Mineral-Nanosphéren. Diese assoziieren zu Amelogenin-Mineral-

ketten (Phase 4). Final entstehen daraus Kristallit-Biindel, das Amelogenin wird resorbiert
(Phase 5). Darstellung modifiziert nach Fang et al. 2011 [20].
Figure 1 Model for the role of amelogenin in the formation of the hierarchical enamel struc-

ture. Calcium and phosphate ions interact with amelogenin monomers. In a first step ameloge-

nin oligomers are formed, whereas the inorganic ions aggregate to mineralization clusters. In

the following nanospheres composed of amelogenin and mineral emerge from the basic com-

ponents. They associate to chains. Finally bundles of structured crystallites develop, the amelo-

genin is cleaved enzymatically. Figure modified according to Fang et al. 2011 [20].

hierarchisch organisierten, natiirlichen
Zahnschmelzes vollumfinglich nach-
zuahmen, d.h. dreidimensional organi-
sierte, schmelzanaloge Hydroxylapatit-
kristallite zu synthetisieren, die tiber ei-
ne Schmelzmatrix analoge organische
Kittsubstanz miteinander verbunden
und prismenartig konfiguriert sind.
Ziel der vorliegenden Ubersichts-
arbeit ist eine kritische Wiirdigung aktu-
eller Entwicklungen auf dem Gebiet der
azelluliren Schmelzformation und Re-
generation. Besondere Berticksichti-
gung finden dabei neben der kritischen
Analyse relevanter Strategien fiir die bio-
mimetische und bioinspirierte Schmelz-
regeneration auch die Perspektiven und
Grenczen fiir eine klinische Anwendung.

Synthese von biomimetischen
Apatitnanopartikeln und
deren Interaktion mit Zahn-
oberfliachen

Der einfachste Ansatz bzw. der erste
Schritt der biomimetischen Schmelz-
regeneration besteht in der nanotech-
nologischen Nachbildung der kleinsten
Baueinheiten des natiirlichen Zahn-
schmelzes, d.h. der Schmelzkristallite.

Dabei miissen die Grofse, Form und Zu-
sammensetzung der synthetisierten Na-
nopartikel an den natiirlichen Schmelz-
kristalliten orientiert werden.

Zur Herstellung kiinstlicher (biomi-
metischer) Hydroxylapatitkristallite ist
in den letzten 10 Jahren eine Vielzahl
nanotechnologischer Verfahren be-
schrieben worden [22, 24-26]. Diese
umfassen Sol-Gel-Synthesen und -Kris-
tallisation, Kristallwachstum unter hy-
drothermalen Bedingungen, ,solid-
state“-Reaktionen, Dampf-Diffusions-
verfahren, Verfahren der nassche-
mischen Prdzipitation und Ko-Prazipita-
tion, Aerosol-Pyrolyse, Mikrowellen-
Prazipitation sowie Mikro-Emulsions-
techniken [10, 11, 30, 32, 42, 44, 53, 54,
62, 64]. Mit diesen Verfahren lassen sich
Nanopartikel synthetisieren, die den na-
tirlichen Hydroxylapatitkristalliten im
Zahnschmelz hinsichtlich ihrer Kristal-
linitdt, chemischen Zusammensetzung,
Morphologie, Grofie und physiko-che-
mischen Eigenschaften weitgehend ent-
sprechen (Abb. 2) [10, 11, 30, 32, 42, 44,
53, 54, 62, 64].

Orientiert an der chemischen Zu-
sammensetzung der artifiziellen Apatit-
kristallite werden verschiedene Strate-
gien favorisiert. Zum einen setzt man

bewusst auf die Synthese von Nanopar-
tikeln aus reinem Hydroxylapatit [32,
44, 62], zum anderen werden NanoKris-
tallite aus fluoridiertem Hydroxylapatit
oder Fluorapatit synthetisiert [10, 11,
53, 54, 64], deren Sdureloslichkeit deut-
lich geringer ist als von reinem Hydro-
xylapatit. Ein weiterer Ansatz, der in der
biomimetischen Synthese von schmelz-
dhnlichen Apatitpartikeln beschritten
wird, besteht in der Herstellung Zink-
substituierter Carbonat-Apatit Nanopar-
tikelaggregate [42], deren chemische Zu-
sammensetzung derjenigen des
menschlichen Zahnschmelzes nach der
posteruptiven Maturation nachempfun-
den ist.

Biomimetisch synthetisierte Apa-
titnanopartikel zeigen eine hohe che-
mische Affinitdit zur natirlichen
Schmelzoberflaiche und kénnen daher
unter In-vitro-Bedingungen zur par-
tiellen Auffillung von erosiven Mikro-
defekten an der Schmelzoberfliche
eingesetzt werden (Abb. 3) [42, 43]. Die
s,unorganisierte, d.h. randomisierte
Abscheidung und Einlagerung indivi-
dueller Apatitnanopartikel oder von
Nanopartikelagglomeraten an der ge-
dtzten Schmelzoberfliche und zwi-
schen die natiirlichen Schmelzkristalli-
te stellt jedoch keine restitutio ad inte-
grum dar und kann nur bedingt zur
azelluliren Schmelzregeneration bei-
tragen.

Generell implizieren die Moglich-
keiten der Synthese von biomimeti-
schen  Hydroxylapatit-Nanopartikeln
bzw. Fluor- oder Zink-dotierten Nano-
partikeln nicht, dass mit ihnen eine Re-
generation von Zahnschmelz moglich
ist. Bemerkenswert sind in diesem Zu-
sammenhang jedoch die Untersuchun-
gen von Li et al,, die zeigen konnten,
dass Hydroxylapatit-Nanopartikel mit
einer Dimensionierung von nur 20 nm
(d.h. weit unterhalb der Grof3enord-
nung natirlicher Schmelzkristallite) zur
weitgehend homogenen Auffiillung
erosiver Atzdefekte an der Zahnschmelz-
oberfliche besonders geeignet sind [32].
Die 20 nm messenden Nanopartikel ha-
ben das Potenzial, sich in die erosions-
bedingten Nanoporosititen zwischen
den Schmelzkristalliten der gedtzten
Oberfldche einzulagern. Dies ist bei Ap-
plikation stibchenférmiger Nanokris-
tallite, deren Grofle und Form sich an
den natirlichen Schmelzkristalliten ori-
entieren, nur bedingt moglich. Die Au-
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Abbildung 2 Biomimetisch synthetisierte Fluorapatit-Kristallite [56, 64], deren Dimensionierung den natiirlichen Hydroxylapatitkristalliten im

Schmelz dhnelt.

Figure 2 Biomimetically synthesized fluor-apatite-crystallites with dimensions similar to the natural hydroxy-apatite crystallites in enamel.

toren [32] argumentieren, dass die
20 nm messenden Nanopartikel den
,building blocks” (kleinsten Unterbau-
einheiten) der natiirlichen Schmelzkris-
tallite entsprechen und daher besonders
effektiv an der gedtzten Schmelzoberfld-
che adsorbiert werden. Bemerkenswer-
terweise resultiert aus der Einlagerung
der 20 nm messenden Hydroxylapatit-
partikel in das Atzrelief der Schmelz-
oberfliche auflerdem auch eine massive
Reduktion der
Schmelzes verglichen mit der natiirli-
chen Zahnschmelzoberfliche [32]. In
weiterfiihrenden Experimenten konn-
ten Li et al. [33] aufzeigen, dass an der

Saureloslichkeit des

Schmelzoberflache prdadsorbierte Hy-
droxylapatit-Nanopartikel (20 nm
Durchmesser) unter dem Einfluss von
Glutaminsdure der Selbstorganisation
unterliegen und innerhalb von 72 h
Schicht aus
dhnlichen  Hydroxylapatitkristalliten
(300-500 nm lang, 40-50 nm Durch-
messer) ausbilden konnen [33]. Die Un-
tersuchungen von Li et al. [32] machen

eine dichte schmelz-

insgesamt deutlich, dass Grofleneffekte

(Abb. 2: W. Hoth-Hannig, M. Hannig Universitdt des Saarlandes, Homburg/Saar)

von essenzieller Bedeutung sind im Hin-
blick auf den Versuch der partiellen
Schmelzregeneration mit biomimeti-
schen Apatit-Nanopartikeln. Gerade in
diesem Bereich besteht allerdings noch
erheblicher Forschungsbedarf [24-26,
36, 37].

Die eigentliche Herausforderung im
Hinblick auf die azelluldre biomimeti-
sche Schmelzregeneration stellt jedoch
nicht die Synthese von einzelnen oder
aggregierten Schmelzkristallit-Analoga
dar, sondern — neben den effektiven In-
teraktionen mit der Zahnoberfliche —
deren hierarchische Organisation und
Ausrichtung entsprechend dem Vorbild
des nattirlichen Schmelzes.

Selbstorganisation von
Nanopartikeln

Prinzipiell kann die Formation hierar-
chisch orientierter biomineralisierter
Strukturen tber das gerichtete Kristall-
wachstum  mithilfe entsprechender
Templates (Schablonen), tiber die dreidi-

mensional organisierte Aggregation von
z.T. praformierten Nanokristalliten oder
auch tber die Aggregation von anorga-
nischen Nanopartikeln mithilfe organi-
scher Scaffolds (Gertiste, Netzwerke) er-
folgen [36, 37, 41, 46].

Verschiedene Additive sind denkbar,
um die Kristallit-Selbstorganisation zu
ermoglichen (Abb. 4). Eine haufig ange-
wandte Methode zur Ausrichtung und
Orientierung von Nanopartikeln be-
steht in der Selbstorganisation unter der
Einwirkung von oberflichenaktiven
Substanzen (Surfactants) [36, 37]. Im
Rahmen der nanotechnologischen Syn-
these und Selbstorganisation nano-ska-
lierter Strukturen werden oberflichen-
aktive Substanzen tiblicherweise als sog.
inverse Mizellen (hydrophobe Periphe-
rie, hydrophiles Zentrum der Mizelle)
oder in Form von Mikroemulsionen ein-
gesetzt [9, 63]. Dadurch versucht man,
die natiirliche Biomineralisation nach-
zuempfinden und aus nanopartikuldren
Apatitkristallen tber den Prozess der
Selbstorganisation prismenartige Struk-
turen zu erzeugen.
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Abbildung 3 a Schmelzoberfliche nach Atzung mit 35 %iger Phosphorséure fiir 60 sec; b, € geitzter Schmelz nach Applikation einer Suspension

aus 10 % Fluorapatit-Nanokristalliten (vergl. Abb. 2) in Wasser. Die Suspension wurde 2x taglich fiir jeweils 30 sec iber einen Zeitraum von

4 Wochen in vitro auf den geédtzten Schmelz aufgetragen. Das Schmelzdtzmuster ist durch die randomisierte Adsorption der Fluorapatit-Nanokris-

tallite nahezu vollstandig maskiert.

Figure 3 a Enamel surface after treatment with 35 % phosphoric acid over 60 sec; b, ¢ etched enamel after treatment with a suspension of 10 %

fluor-apatite naoncrystallites (see Fig. 2) in water. The suspension was applied in vitro two times daily for 30 sec each over a period of 4 weeks. The

surface etching pattern has been masked by randomly adsorbed fluor-apatite nanoparticles.

Ein Ansatz ist die Anwendung des
Tensids Diethylhexylsulfosuccinat [9].
Hydroxylapatit-Nanokristallite unterlie-
gen nach Vorbehandlung mit Bis-
(2-ethylhexyl)-sulfosuccinat der Selbst-
organisation und nehmen orientiert an
der C-Achse der Kristallite an der Wasser-
Luft-Grenzfliche eine gerichtete Anord-
nung ein [9]. Diese Ausrichtung ent-
spricht unter morphologischen Aspekten
der Anordnung der Kristallite im nattirli-
chen Zahnschmelz [9]. Die fragliche Bio-
kompatibilitdt nicht biologischer Tenside
bzw. oberflichenaktiver Substanzen limi-
tiert allerdings deren klinische Anwend-
barkeit ganz erheblich.

Ein anderes Verfahren zur Bildung
von Apatitschichten mit dreidimensional
orientierten Kristallitstrukturen besteht
in der hydrothermalen Selbstorganisati-
on von Nanokristalliten. So lassen sich
z.B. durch 10-stiindiges Autoklavieren
(bei 121 °C und einem Druck von 2 atm)
aus Fluoraptitkristalliten auf geeigneten
Substratoberflachen (beispielsweise Ei-
sen) dicht gepackte Biindel schmelzpris-
menartiger Mikrostrukturen erzeugen
[11]. Trotz der unphysiologischen Bedin-
gungen konnen nur sehr diinne Schmelz-
schichten erzielt werden. Von Zhang et al.
konnte gezeigt werden, dass sich aus Cal-
ciumhydrogenphosphat (CaHPO,) unter
hydrothermalen Synthesebedingungen
sowie Zusatz des Tensids Dodecyl-
phosphat und Gelatine bei Temperaturen
zwischen 80-120 °C und Einwirkzeiten
von 18 h bis zu 4 Tagen ca. 10 pm grof3e
Nanokristallitaggregate erzeugen lassen
[63]. Die einzelnen Nanokristallite sind
dabei dicht gepackt und parallel zur

(Abb. 3: K. Donges, M. Hannig, Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar)

C-Achse ausgerichtet, was der Nanoarchi-
tektur des nattirlichen Schmelzes sehr na-
he kommt [63].

Trotz ihrer faszinierenden Moglich-
keiten im Hinblick auf das Erzeugen bio-
mimetischer Schmelzstrukturen ist die
Translation von nanotechnologischen
Verfahren, die auf unphysiologischen
Temperaturen und hohen Drucken basie-
ren, in die klinische Anwendung nicht
moglich. Daher wurde in den letzten Jah-
ren nach weitergehenden Strategien ge-
sucht, um eine biomimetische Schmelz-
synthese unter ambienten Bedingungen
zu realisieren.

Nanoapatit-haltige Pasten -
eine Moglichkeit der Appli-
kation

Orientiert an den biologischen Prozessen,
die zur natirlichen Schmelzbildung fiih-
ren, ware zu postulieren, dass auch fiir die
biomimetische  Zahnschmelzsynthese
neben den anorganischen, mineralischen
Komponenten die Einbeziehung organi-
scher Additive als Scaffold oder Template
eine conditio sine qua non ist. Allerdings
sind in den letzten 10 Jahren verschiede-
ne rein anorganische, nanotechnologi-
sche Methoden zur gerichteten Apatit-
kristallisation unter Verzicht auf organi-
sche Additiva oder Scaffolds beschrieben
worden [40, 51, 53, 57].

Von Yamagishi et al. wurde bereits
2005 in der renommierten naturwissen-
schaftlichen Zeitschrift ,Nature” ein Ver-
fahren zur Schmelzsynthese fiir die ,ra-
sche” Zahnreparatur vorgestellt, das auf

einer Paste aus rein anorganischen Kom-
ponenten basiert [57]. Die Herstellung der
Reparaturpaste erfolgt durch Losen eines
Pulvers aus Fluorid-substituiertem Hydro-
xylapatit in 85 %iger Phosphorsdure und
35 %igem H,O,. Es resultiert eine stark
saure Paste (pH < 2), die direkt auf die de-
fekte Zahnschmelzoberfliche appliziert
wird. Innerhalb von nur 15 min entsteht
eine 20-30 um dicke, sehr homogene und
kompakte Schicht aus Fluorhydroxyapa-
tit, die dem natiirlichen Zahnschmelz
nahtlos und spaltfrei anliegt [40, 57]. Die
Jregenerierte” Schicht enthdlt Fluorapa-
titkristallite, die mehr oder weniger regu-
lar zur natirlichen Schmelzoberfldche
orientiert sind und deren Dimensionie-
rung mit einer Linge von 100-400 nm
und einem Durchmesser von 20-80 nm
den nattirlichen Schmelzkristalliten sehr
dhnlich ist. Transmissionselektronenmi-
kroskopisch scheinen die neu gebildeten
Fluorapatitkristallite mit dem Zahn-
schmelz fusioniert zu sein. Weiterhin im-
ponieren sowohl eine nahezu identische
Ultrastruktur als auch dreidimensionale
Orientierung der synthetisierten Nano-
kristallite beim Vergleich mit den natiirli-
chen Schmelzkristalliten [40, 57].

Einige Jahre spdter konnten Wang et
al. [53] zeigen, dass sich auch unter Ver-
zicht auf H,O, mit einer Paste, die nur
Fluorapatit-Nanopartikel und 17 %ige
Phosphorsdure enthdlt, innerhalb von
15 min auf dem gedtzten Zahnschmelz ei-
ne ca. 30 pm dicke Apatitschicht erzeu-
gen ldsst, die sich ebenfalls durch eine
sehr dichte und kompakte schmelzdhnli-
che Mikrostruktur auszeichnet [53]. Die
neu gebildeten, prismenartigen Mikro-
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Surfactants

Magliche Additive fiir die
Kristallitselbstorganisation

| EDTA |

Gelatinegel

Abbildung 4 Mdégliche Additive zur Kristallit-Selbstorganisation bei der biomimetischen Bil-

dung schmelzartiger Strukturen.

Figure 4 Possible additives for self-organization of crystallites in biomimetic formation of

enamel like structures.

strukturen bestehen aus Biindeln nano-
skalierter stabchen- sowie pldttchenfor-
miger Kristallite und sind parallel zuein-
ander und senkrecht zur Schmelzoberfld-
che angeordnet [53]. In weiterfiihrenden
Experimenten [51] wurde der Einfluss des
pH-Wertes der Nanoapatit-Phosphorsau-
repaste auf die Bildung selbstorganisierter
Schichten an der gedtzten Schmelzober-
fliche untersucht mit der Zielsetzung,
den pH-Wert der Paste moglichst neutral
oder allenfalls leicht sauer einstellen zu
konnen. Zur Anwendung kam eine Paste
aus Nanofluorapatit-Partikeln (40 nm
lang, Durchmesser 10 nm) in Kombinati-
on mit 17 %iger Phosphorsdure, wobei
der pH-Wert der Paste auf 1,0 bzw. durch
Zusatz von NaOH auf 4,5 oder 7,5 adjus-
tiert wurde. Mit allen 3 Pasten konnten
auf erodiertem Schmelz innerhalb von
15 min etwa 30 pm dicke Schichten aus
parallel zueinander orientierten schmelz-
prismenartigen Mikrostrukturen gebildet
werden, die wiederum aus Bilindeln na-
delartiger, schmelzdhnlicher Nanofluora-
patitkristallite bestehen [51]. Die gene-
rierten Schichten weisen einen spaltfrei-
en, kontinuierlichen Verbund zur gedtz-
ten Schmelzoberfldche auf und sind vom
natiirlichen Zahnschmelz im Hinblick
auf die Mikromorphologie rasterelektro-
nenmikroskopisch nahezu nicht mehr zu
unterscheiden. Es zeigte sich weiterhin,
dass bei Anwendung der neutralen Paste
(pH 7,5) bessere mechanische Eigenschaf-
ten der neu gebildeten schmelzartigen

Schicht auf dem erodierten Zahnschmelz
erzielt werden konnen als bei Applikation
der sauren Paste (pH 1,0). Nach Anwen-
dung der neutralen Paste betrdagt die
Vickershérte der neu gebildeten Schicht
304,9 HV und entspricht damit fast der
Vickershdrte der natiirlichen Schmelz-
oberflache (ca. 350 HV), wihrend unter
Verwendung der sauren Paste nur eine
Vickersharte von 125,9 HV an der Ober-
fliche der Schichtbildung erreicht wird
[51]. Die Erkldrungsansitze der Autoren
[51] fir die beobachteten Phinomene
sind allerdings sehr spekulativ, sodass ei-
ne weiterfiihrende wissenschaftliche Va-
lidierung erforderlich ist, um die Abschei-
dung von selbstorganisierten Fluorapatit-
schichten aus Nanoapatit-Phosphorsau-
repasten im Detail zu verstehen und kli-
nisch nutzen zu kénnen. Insgesamt be-
trachtet scheinen Nanofluorapatit-Phos-
phorsdurepasten — insbesondere mit neu-
tralem pH-Wert — eine interessante MOg-
lichkeit zur azelluldren Schmelzregenera-
tion unter physiologischen Bedingungen
und innerhalb klinisch relevanter Zeiten
darzustellen.

Ein physiologischer Ansatz -
Schmelzregeneration mit
Amelogenin

Aufgrund seiner Bedeutung bei der phy-
siologischen Formation des Zahnschmel-
zes (Abb. 1) findet Amelogenin zuneh-

Abbildung 5 Bildung von Fluorapatit auf
geatztem Zahnschmelz nach zweimaliger
Applikation (liber jeweils 8 h) eines Gelatine-
Gelstreifen-Prototypen (BiMin-System =
Fluorapatitformation in Gelatine, Heraeus-
Kulzer).
Figure 5 Formation of fluorapatite on
etched enamel after twofold application
(over 8 h each) of a gelatin-gelstrip proto-
type (BiMin system = fluor-apatite formation
in gelatin, Heraeus-Kulzer).

(Abb. 5: N. Idlibi, M. Hannig, Universitat

des Saarlandes, Homburg/Saar)

mend Beachtung bei der Entwicklung
von Strategien zur biomimetischen
Schmelzsynthese. Ein sehr vielverspre-
chender Ansatz zur hierarchischen Orien-

tierung und Ausrichtung von Hydroxyl-
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Pellikelbildung kann
Mineralisation
beeintrachtigen

Resistenz gegen
Karies und Erasionen

[ Limiticrte Schichtdicke ]

Herausfoerderungen und
Grenzen der
Schmelzregeneration

[ Bickempatibilitat ]

Applikation

Verbund zu den
natlrlichen
Hartsubstanzen

Umsetzung des Yerfahrens unter
amhbisnten Badingungen

Azelluliive Realisierung sines
Biamineralisationsprozesses, der

physialogise

si langsam und

auf zelluldrer Basis erfolgt

Abbildung 6 Herausforderungen und Grenzen der Schmelzregeneration.

Figure 6 Challenges and limits of enamel regeneration.

apatit-Nanopartikeln im Rahmen der
azelluldren Schmelzregeneration besteht
in der biomimetischen Selbstorganisati-
on mittels rekombinantem Amelogenin
[17,18, 31, 50]. Amelogenin induziert die
Mineralisation und gerichtete Apatitkris-
tallisation [52, 59]. Wird eine gedtzte
Zahnschmelzoberfliche in einer Calci-
um- und Phosphatlosung, die dartiber
hinaus Fluorid und rekombinantes Ame-
logenin (1P 172; 33 pg/ml) enthilt, tiber
Zeitrdume von 6-30 h bei 37 °C und phy-
siologischem pH-Wert inkubiert, so resul-
tiert die Ausbildung einer schmelzartigen
Nanokompositschicht aus Amelogenin
und Fluorhydroxyapatit [18]. Der Zusatz
von Amelogenin bewirkt auf dem ange-
dtzten Schmelz die gerichtete, senkrecht
zur Oberfliche orientierte Abscheidung
von  nadelartigen  Nanokristalliten
(35 nm Durchmesser) aus fluoridiertem
Hydroxylapatit [18]. Dadurch wird das
mikroretentive Oberflachenrelief des ge-
dtzten Schmelzes innerhalb von 6-8 h na-
hezu vollstandig maskiert [18].

Durch die Fluoridkonzentration
und den Grad der Ubersittigung von
Calcium und Phosphat in der Minerali-
sationslosung kann im Rahmen der bio-
mimetischen Schmelzregeneration mit
rekombinantem Amelogenin die Mor-
phologie und Organisation der erzeug-
ten Kristallite so gesteuert werden, dass
eine relativ dicht gepackte Schicht aus

(Abb. 1, 4, 6: C. Hannig)

parallel zueinander angeordneten Fluor-
apatitkristallen entsteht [17]. Die opti-
male Amelogeninkonzentration liegt
bei 40 £ 10 pg/ml [17]. Grofitenteils pa-
rallel zur Langsachse angeordnete Calci-
umphosphatkristallite lassen sich auch
synthetisieren, wenn auf der Schmelz-
oberfliche primir ein prd-adsorbiertes
Netzwerk aus rekombinantem Ameloge-
nin etabliert und anschlieflend eine
ubersdttigte  Calciumphosphatlosung
appliziert wird [50].

Allerdings wird mit allen bis dato be-
schriebenen Verfahren zur biomimeti-
schen Schmelzregeneration unter Zu-
satz von Amelogenin die extrem hohe
Packungsdichte der Kristallite im natiir-
lichen Schmelz nicht erreicht [18, 50].
Erkldren ldsst sich dieses Ergebnis da-
durch, dass unter den gewdhlten Ver-
suchsbedingungen das Amelogenin-
Netzwerk nach Abschluss der Minerali-
sation und Kristallitbildung im Gegen-
satz zur natiirlichen Zahnschmelzbil-
dung zwischen den Kristalliten persis-
tiert. Wiahrend des Prozesses der biologi-
schen Schmelzbildung wird dieses Ame-
logenin-Netzwerk  durch  Proteasen
(MMP-20, KLK4) abgebaut, sodass die
bekannte hohe Kristallitdichte des
Zahnschmelzes bei der Eruption der
Zahne in die Mundhohle resultiert. Setzt
man bei Schmelzsynthesen unter Labor-
bedingungen ebenfalls proteolytische

Enzyme ein, wie z.B. MMP-20, so wird
iiberschiissiges Amelogenin enzyma-
tisch abgebaut und die Dichte des Kris-
tallgefiges deutlich erhoht [49]. Mit
steigendem Apatitanteil verringert sich
dabei die proteolytische Aktivitdt des
MMP-20 [47].

Im Hinblick auf die potenzielle Appli-
kation von Amelogenin zur azelluldren
Schmelzregeneration unter klinischen
Bedingungen wurde ein Amelogenin frei-
setzendes Hydrogel entwickelt [19]. Das
Hydrogel enthdlt in seiner polymeren
Matrix die zur Mineralisation erforderli-
chen Calcium-, Phosphat- sowie Fluorid-
ionen und gestattet die kontinuierliche
Freisetzung von Amelogenin (rP 172). Bei
Applikation dieses Amelogenin freiset-
zenden Hydrogels auf die demineralisier-
te Zahnschmelzoberfldche erfolgt unter
In-vitro-Bedingungen innerhalb von
5 Tagen die partielle Remineralisation des
Schmelzes durch die Ausbildung von
schmelzdhnlichen Kristalliten. Gleichzei-
tig ist eine signifikante Steigerung der
Oberflaichenhidrte des angedtzten Zahn-
schmelzes zu verzeichnen (von 34 KHN
auf 172 KHN), wobei allerdings die Mi-
krohirte der natiirlichen Schmelzoberfld-
che (315-365 KHN) nicht erreicht wird
[19].

Als Fazit aus den bislang durch-
gefiihrten Untersuchungen zur azellula-
ren Schmelzregeneration mithilfe von
(rekombinantem) Amelogenin ldsst sich
zusammenfassen, dass es sich hierbei
zweifelsohne um einen aus Sicht der
Grundlagenforschung hochrelevanten
Ansatz zur biomimetischen Synthese
schmelzartiger Biomaterialien unter
physiologischen Bedingungen handelt,
der bislang jedoch noch keine klinische
Relevanz besitzt.

Alternativen zu Amelogenin -
biomimetische Schmelz-
synthese unter Zusatz von
Dendrimeren oder Peptiden

In den zitierten Studien zur biomimeti-
schen Schmelzregeneration unter An-
wendung von Mineralisationslosungen
in Kombination mit Amelogenin wurde
rekombinantes Amelogenin eingesetzt.
Die Gewinnung von rekombinantem
Amelogenin ist vergleichsweise aufwen-
dig und erfordert die Expression von
Amelogenin in Bakterien (E. coli), die
Isolierung aus den Bakterien und die an-
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Daher
wird seit Jahren nach Moglichkeiten ge-
sucht, anstelle des Amelogenins synthe-

schlieflende Aufreinigung [S].

tische Peptide und Proteine einzusetzen,
die amelogeninartige Eigenschaften auf-
weisen und die Fahigkeit zur selbstorga-
nisierten Ausbildung supramolekularer
Nanostrukturen (Nanonetzwerke, Na-
noaggregate) besitzen.

Poly-(Amin/Amid)-Dendrimere (PA-
MAM-Dendrimere) sind proteindhn-
liche, biomimetische Makromolekiile,
die auch als organische Matrix fiir Mine-
ralisationsprozesse eingesetzt werden
konnen [46, 48, 55]. Dendrimere weisen
eine dhnliche dreidimensionale Konfor-
mation wie nattirliche biologische Ma-
kromolekiile auf und werden daher
auch als artifizielle bzw. synthetische
Proteine bezeichnet [46]. Amphiphile
dendritische Molekiile, wie das PAMAM,
haben die Fahigkeit zur Selbstorganisati-
on und Ausbildung supramolekularer
Nanosphdren und makromolekularer
Netzwerke, die dhnlich wie Nanospha-
ren aus Amelogenin ein gerichtetes
Wachstum von Hydroxylapatitkristal-
len initiieren konnen [46, 48, 60].

Wu et al. [55] konnten zeigen, dass
Dendrimere an der Zahnschmelzober-
fliche adsorbiert werden und nach der
Inkubation im Speichel die Bildung von
Hydroxylapatitkristalliten — an  der
Schmelzoberfldche induzieren. Um die
Adsorption von Dendrimeren an der
Schmelzoberfldche zu optimieren, wur-
den von Wu et al. [55] PAMAM-Dendri-
mere mit Alendronat (ALN) konjugiert,
da Alendronate ein hohes Adsorptions-
vermogen an Hydroxylapatit besitzen.
Die resultierenden ALN-PAMAM-Den-
drimere zeichnen sich nicht nur durch
eine verbesserte Haftung an der
Schmelzoberfliche, sondern auch durch
geringe Toxizitdt aus. ALN-PAMAM-
Dendrimere induzieren nach der Ad-
sorption an der gedtzten Schmelzober-
fliche die Bildung von Hydroxylapatit-
kristallen in Kontakt mit kiinstlichem
Speichel. Innerhalb von mehreren Wo-
chen wird eine mehr als 10 pym dicke
Apatitschicht generiert. Die neu gebilde-
te Schicht besteht aus Biindeln von
schmelzartigen Nanokristallitstdbchen,
die tiberwiegend senkrecht zur Schmelz-
oberfliche angeordnet sind und eine
hohe Packungsdichte aufweisen [55].

Auch carboxylierte PAMAM-Dendri-
mere (PAMAM-COOH Dendrimere) ha-
ben ein gutes Bindungsvermogen an

Hydroxylapatit und kénnen nach Ap-
plikation auf die gedtzte Schmelzober-
flache tiber den Prozess der Selbstorgani-
sation innerhalb von 30 min ein Tem-
plate fiir die gerichtete Mineralisation
ausbilden [12]. Wird der derart vor-
behandelte Schmelz fiir 20 h bei 37 °C
und pH 7,0 in einer fluoridhaltigen Mi-
neralisationslosung inkubiert, kommt
es zur Auffiillung des Atzmusters durch
stibchenférmige Fluorhydroxyapatit-
Nanokristallite, die parallel zur Langs-
achse der natiirlichen Schmelzkristallite
angeordnet sind [12].

Des Weiteren sind auch kleinere bio-
mimetische Molekiile, z.B. das Peptid-
Oligomer 8 DSS, als geeignete Additive
im Rahmen der azelluliren Schmelz-
regeneration bzw. als Additive zur Remi-
neralisation gedtzter Schmelzoberfld-
chen beschrieben worden [28]. Bei dem
synthetischen Peptid 8 DSS handelt es
sich um das Achtfach-Oligomer eines
Tripeptids aus Aspartat-Serin-Serin. Die
Applikation von 8 DSS unterstiitzt die
gleichmaifiige Ablagerung von nano-
kristallinem Calciumphosphat aus einer
Mineralisationslosung auf deminerali-
sierten Schmelzoberflaichen und fiihrt
zu einer signifikanten Verbesserung der
mechanischen Eigenschaften des gedtz-
ten Schmelzes in vitro [28].

Aber auch Triplets des Peptids DDS
oder des Peptids NSS (Asparagin-Serin-
Serin) sind in der Lage, die Prazipitation
von Calciumphosphat aus einer Minera-
lisationslosung an  der  gedtzten
Schmelzoberfldche positiv zu beeinflus-
sen [13-16]. Es resultiert innerhalb von
14 Tagen unter In-vitro-Bedingungen
die gleichmifiige Deposition von Apa-
tit-Nanopartikeln verbunden mit einer
signifikanten Verbesserung der Nano-
hirte der gedtzten Schmelzoberfldche,
wobei jedoch lediglich ein Drittel der
Hiérte des nicht erodierten natiirlichen
Schmelzes erreicht wird [13-16]. Erosive
Schmelzdefekte konnen unter diesen
Versuchsbedingungen somit nur partiell
repariert werden.

Schmelzregeneration mit
einfachen Additiven

Von Yin et al. (2009) [61] wurde erstmals
ein Verfahren zur azelluldren, che-
mischen Schmelzregeneration in vitro
unter quasi physiologischen Bedingun-
gen (pH 6,0, 37 °C, 1 atm) ohne die Ver-

wendung priaformierter Apatit-Nano-
kristallite beschrieben [61]. Die gedtzte
Schmelzoberfldche wird fiir 3 min in ei-
ne Calciumphosphatlésung unter Zu-
satz von Hydroxyethyl-EDTA (= HEDTA)
eingetaucht, anschlieflend wird eine KF-
Losung zugegeben. In der resultieren-
den Suspension aus HEDTA-Ca, KH,PO4
und KF wird der Zahnschmelz bei 37 °C,
1 atm und pH 6,0 tiber 8 Tage inkubiert.
Dadurch ldsst sich auf der Schmelzober-
fliche eine etwa 5 pm dicke Fluorapatit-
schicht erzeugen, die eine schmelzahn-
liche Mikroarchitektur aufweist. Raster-
elektronenmikroskopisch lassen sich
dicht gepackte prismenartige Strukturen
mit einem Durchmesser von 2-4 pm de-
tektieren, die wiederum aus homogenen
Biindeln hexagonaler Kristallite beste-
hen. Die synthetischen Kristallite sind
entlang ihrer C-Achse fehlstellenfrei pa-
rallel zueinander angeordnet und haben
einen Durchmesser von 300-400 nm
[61]. Die synthetische Apatitschicht
zeichnet sich im Hinblick auf Nanoharte
und E-Modul durch &dhnliche mecha-
nische Eigenschaften wie der natiirliche
Zahnschmelz aus. Anzumerken bleibt
allerdings, dass die Anwendung von
HEDTA in der Mundhohle als bedenk-
lich einzustufen ist. Im Hinblick auf die
klinische Applikation ist die Inkubati-
onsdauer von mehr als einer Woche als
kritisch zu bewerten. Nichtsdestotrotz
steht mit dieser Methode ein simples
Verfahren zur Verfiigung, mit dem sich
geordnete, dreidimensional organisierte
schmelzartige Strukturen auf rein che-
mische Weise, d.h. ohne Zellen, ohne
Zusatz praformierter Schmelzkristallite,
ohne organisches Scaffold und ohne Zu-
satz von Proteinen oder synthetischen
Peptiden generieren lassen. Folglich
fehlt allerdings dieser mikrostrukturier-
ten, schmelzihnlichen Fluorapatit-
schicht die interkristalline organische
Substanz.

Von Xie et al. (2011) wurde eine
dhnliche Mineralisationslosung beste-
hend aus EDTA, Dicalciumphosphat-
Anhydrit und NaF eingesetzt, um auf
der gedtzten Schmelzoberfliche unter
quasi physiologischen Bedingungen
innerhalb von 3-8 Tagen schmelzartige
Schichtbildungen aus Fluorid-substitu-
ierten Hydroxylapatit-Mikrokristallen
(Durchmesser 1-2 pm) aufwachsen zu
lassen [56]. Bei der Ausbildung der
mehrere Mikrometer starken Schichten
aus Fluorhydroxyapatit-Mikrokristal-
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len durch meso-skalierte Selbstorgani-
sation bei pH 6,0, 37 °C und 1 atm ist
EDTA im Sinne eines ,,chemischen Me-
diators” von entscheidender Bedeu-
tung [56]. EDTA induziert die Bildung
sowie die weitgehend parallele Orien-
tierung und Ausrichtung der hexa-
gonalen FHAp-Mikrokristalle entlang
ihrer C-Achse und senkrecht zur
Schmelzoberflache. Mit zunehmender
Reaktionszeit fusionieren die individu-
ellen Mikrokristalle zu einer kompak-
ten Schicht [56]. Nach einer Reaktions-
zeit von 5 Tagen entspricht die Vickers-
hirte der neu generierten schmelzarti-
gen Schicht mit 347-370 HV der Ober-
flichen-Mikrohdrte des
Zahnschmelzes [56]. Zu diesen vielver-
sprechenden Ansdtzen auf der Basis

nattiirlichen

von EDTA fehlen allerdings noch wei-
terfithrende Untersuchungen und Kkli-
nische Daten.

Fine andere Methode, bei der als
Scaffold zur gerichteten Apatitkristalli-
sation eine Gelatinematrix eingesetzt
wird [6, 7], wurde hingegen bereits in vi-
vo getestet [23]. Das Verfahren basiert
auf der Diffusion von Calciumionen in
ein Glycerin-Gelatine-Gel, das Phos-
phat- und Fluoridionen enthdlt [6, 7].
Der Zahnschmelz wird mit einer Calci-
um-haltigen Losung vorbehandelt und
mit einem Phosphat- und Fluorid-halti-
gen Gelatinegel sowie einem zweiten
Gelatinegel, das Calcium enthdlt, tiber-
schichtet. Anschlieflend wirken die Pri-
parate geschiitzt durch eine Schiene
uber 8 h ein. Innerhalb von einem Ap-
plikationszyklus resultiert die Ausbil-
dung einer ca. 500 nm starken Schicht
aus Fluorapatitkristalliten. Die neu ge-
bildeten Fluorapatitkristalle sind grofi-
tenteils senkrecht zur Zahnschmelz-
oberfliche angeordnet [6, 7]. Die syn-
thetisierte Schicht weist eine d@hnliche
Mikrohirte auf wie der natiirliche Zahn-
schmelz (400 KHN). Erste In-vivo-Expe-
rimente zeigen, dass unter Mundhoh-
lenbedingungen die Abscheidung von
schmelzartigen Strukturen mithilfe die-
ses Verfahrens prinzipiell moglich er-
scheint [23]. Ein Prototyp eines Produk-
tes wurde auf Basis dieser Strategie ent-
wickelt (Heraeus Kulzer) (Abb. 5). Ange-
sichts des Aufwands und der in vitro er-
zielten Schichtdicke von ca. 0,5 pm im
Rahmen eines achtstiindigen Applikati-
onszyklus muss bei dieser Vorgehens-
weise die klinische Relevanz hinterfragt
werden.

Alternative Applikations-
verfahren fiir Apatit an der
Zahnoberfliche

Schmelzregeneration mit HAp-Folie

Es wird von verschiedenen Arbeitsgrup-
pen nach innovativen Tragersystemen
und Applikationsformen von Hydroxyl-
apatit fiir die azelluldre Schmelzregene-
ration gesucht. Von Nishikawa et al.
(2008) [39] wurde die Herstellung von
Hydroxylapatitfolien (Schichtstarke
< 10 pm) durch Deposition mithilfe ei-
nes gepulsten ArF-Excimer-Lasers be-
schrieben. Die flexiblen Hydroxylapatit-
folien haben ein breites Anwendungs-
spektrum in der regenerativen Medizin
und koénnen auch zur azelluldren
Schmelzregeneration eingesetzt wer-
den. Nach Vorbehandlung der Schmelz-
oberfliche mit einer Calciumphosphat-
l6sung (pH 5,5) wird die kristallisierte
Hydroxylapatitfolie appliziert und unter
In-vitro-Bedingungen mit kiinstlichem
Speichel bespriiht [27, 58]. Innerhalb
von einer Woche resultiert die feste Ver-
bindung und partielle ,Verschmelzung”
der Folie mit dem Zahnschmelz; gleich-
zeitig kommt es zu einer Zunahme der
Kristallinitdt in der Folie [27, 58]. Damit
steht ein einfaches Verfahren zur biomi-
metischen Schmelzoberflichenrestaura-
tion und Konservierung zur Verfiigung,
dessen Kklinische Anwendbarkeit und
Eignung allerdings noch im Rahmen
von In-vivo-Studien tiberpriift und vali-
diert werden miissen. Auch bei diesem
Ansatz ist die Applikationsdauer kritisch
zu berticksichtigen.

Einsatz von Pulverstrahlgerdten

Im Rahmen der vorliegenden Uber-
sichtsdarstellung und kritischen Wer-
tung biomimetischer nanotechnologi-
scher  Verfahren zur azelluliren
Schmelzregeneration darf nicht uner-
wahnt bleiben, dass auch vergleichswei-
se einfache physikalische Methoden zur
Erzeugung schmelzdahnlicher Schichten
aus Hydroxylapatit-Mikropartikeln ent-
wickelt und beschrieben worden sind
[1-3]. Hierzu zdhlt beispielsweise die
,Pulverstrahl-Deposition“ von Hydro-
xylapatitpartikeln auf der Schmelzober-
flache [1-3]. Die Partikel mit Durchmes-
sern von 3,18 pm oder 4,7 pym werden
mit Stickstoff oder Luft als Triagergas zu
einem Aerosol kombiniert und bei ei-

nem Druck von 0,5 MPa auf die
Schmelzoberflachen gestrahlt [1-3]. Es
entsteht innerhalb von 30 sec eine
30-50 pm dicke Hydroxylapatitschicht
[1-3], die sich hinsichtlich der Mikro-
hérte nicht signifikant vom natiirlichen
Zahnschmelz unterscheidet und deren
Haftung an der Schmelzoberflache der
Komposit-Schmelzhaftung nach An-
wendung der Schmelzdtztechnik ent-
spricht [1, 2]. Die aufgestrahlte Apatit-
schicht weist auch nach thermischer
Wechselbelastung eine schmelzdahn-
liche Oberflichenhérte und Mikrostruk-
tur sowie einen festen Verbund mit dem
Schmelz auf [1, 2].

Diskussion

Der azelluldre Zahnschmelz besitzt kein
regeneratives Potenzial und kann folg-
lich demineralisationsbedingte Oberfld-
chendefekte nicht selbst heilen und re-
parieren, d.h. einmal verloren gegange-
ner Zahnschmelz kann nicht regeneriert
werden.

In den letzten Jahren sind daher
zahlreiche In-vitro-Untersuchungen zur
Apatitkristallisation und nachfolgenden
dreidimensionalen  Ausrichtung der
synthetisierten Strukturen initiiert wor-
den, um die Bildung hierarchisch orga-
nisierter schmelzdhnlicher Nano- und
Mikrostrukturen unter Nutzung azellu-
larer nanotechnologischer Methoden zu
realisieren [24, 25]. Biomimetische Stra-
tegien zur kiinstlichen Schmelzbildung
weisen prinzipiell das Potenzial auf, eine
nazelluldre“ Reparatur von Schmelz-
oberflichendefekten auf mikroskopi-
schem Niveau — zumindest unter In-vi-
tro-Bedingungen - durch die Abschei-
dung von Apatitschichten mit schmelz-
dhnlicher Nano- und Mikroarchitektur
zu realisieren. Besonders herauszustel-
len ist hierbei, dass mittlerweile Verfah-
ren der biomimetischen Schmelzsyn-
these beschrieben worden sind, mit de-
nen unter quasi-physiologischen, am-
bienten Bedingungen die biomimeti-
sche Generierung von organisierten Na-
noapatit-basierten Schichten moglich
ist, deren hierarchische Architektur auf
der Nano- und Mikroskala dem nattirli-
chen Zahnschmelz nachempfunden ist
[51, 56, 61].

Trotz dieser sehr vielversprechenden
In-vitro-Experimente und Resultate ist
derzeit eine klinische Nutzung der dar-
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gestellten nanotechnologischen Verfah-
ren zur Schmelzmikroreparatur oder in
der restaurativen Kariestherapie noch
nicht moglich. Fir eine effektive
Schmelzregeneration in der klinischen
Anwendung ist es erforderlich, Kristalli-
sationsprozesse in sehr kurzer Zeit zu
realisieren, die physiologisch praeruptiv
iiber viele Monate andauern und auch
noch nach dem Durchbruch der Zéhne
in die Mundhohle einer jahrelangen
posteruptiven Reifung unterliegen. Ne-
ben ungekldrten Fragen zu Applikati-
onsmodus und Zeitdauer biomimeti-
scher  Verfahren zur azelluldren
Schmelzregeneration (Abb. 6) stellt ins-
besondere die reproduzierbare Organi-
sation und Aggregation von nano-skali-
gen Apatitkristalliten zu prismenartigen
Mikrostrukturen eine noch nicht ver-
lasslich beherrschte Herausforderung
dar. Weiterhin offene Fragen betreffen
die mechanische FEigenschaften und
auch die chemische Stabilitdt der biomi-
metisch generierten schmelzanalogen
Strukturen unter klinischen Bedingun-
gen [24-26], da bis dato keine In-situ-
Untersuchungen oder gar klinische Stu-
dien zu dieser Thematik verfiigbar sind
(Abb. 6).

Auch die Interaktion mit den nattir-
lichen Schmelzstrukturen in der Mund-
hohle muss als besondere Herausforde-
rung angesehen werden. Dies betrifft
nicht nur den Verbund zum ggf. karios
oder erosiv alterierten Schmelz, sondern
auch die Beeintrdchtigung der Biomi-
neralisationsprozesse durch eingelager-
te Proteine in initialen Kariesldsionen
(white spots). Weiterhin kénnen Spei-
chel und Pellikel die intentionelle Bio-
mineralisation an der Zahnschmelz-
oberfliche unter Mundhohlenbedin-
gungen beeintrdchtigen.

Als Vorteil biomimetischer Verfah-
ren zur azelluldren Schmelzregeneration
kann die zu erwartende Biokompatibili-
tat des synthetischen Biomaterials aus
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