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Biomineralisation

Regeneration von humanem Zahnschmelz**
Susanne Busch*

Zahnschmelz, die duBere Schutzschicht der Wirbeltierzihne,
hat beachtliche Harte und Resistenz gegen physikalische und
chemische Angriffe. Die besonderen Eigenschaften des
Zahnschmelzes sind die Folge seiner Kompositstruktur;!
Schmelz besteht aus nadeligen Kristalliten, die sich in parallel
angeordneten Schmelzprismen biindeln und aus substituier-
tem Hydroxylapatit” und organischen Makromolekiilen!
aufgebaut sind. Die mikrokristalline Anordnung variiert
von Individuum zu Individuum.! Da ausgereifter Schmelz
kein lebendiges Gewebe ist, wird er nach Mineralverlusten,
etwa durch Karies, nur geringfiigig remineralisiert. Defekte
im Schmelz und dem darunter liegenden Dentin werden
gewOhnlich mit unstrukturierten Materialien wie Amalgam,
Keramik oder Polymer-Kompositen gefiillt, um ein Abster-
ben des Zahns zu verhindern.

Es wurde versucht, die Schmelzoberfliche zu hirten”
oder durch Behandlung mit Fluorid,®! metastabilen Calcium-
phosphat-Losungen oder Apatitpartikeln zu remineralisie-
ren.’"" Die Behandlung mit Nanopartikeln, die aus Apatit
und Gelatine zusammengesetzt sind, fithrt tatsdchlich zu
mineralischen Abscheidungen auf der Dentinoberfliche,™
doch ist es bis heute nicht gelungen, die komplexe Struktur
natiirlichen Schmelzes nachzubilden. Hier wird eine In-vitro-
Technik vorgestellt, die eine lokale Bildung von geordnetem,
schmelzihnlichem Mineral auf der Oberfliche induziert, das
eng mit dem Substrat verkniipft ist. Schichten aus parallel
angeordneten Fluorapatit-Protein-Kompositen bilden sich bis
in den makroskopischen Bereich. Die vorgestellten Resultate
eroffnen neue Moglichkeiten im Bezug auf die Remodel-
lierung komplexer biologischer Minerale in vitro sowie die
Remineralisation oberfldchlicher Schmelzdefekte in vivo.
Vorteilhaft ist auch die geringere S&ureloslichkeit von
Fluorapatit im Vergleich zu Zahnschmelz.

Grundlegende Untersuchungen zur Mineralisation von
Fluorapatit in Gelatine-Gelen fiihrten zu sphérischen Kom-
positaggregaten, die Zahnschmelz chemisch und morpholo-
gisch bemerkenswert #hnlich sind.'*% Die entstehenden
nadeligen Kristalle haben, dhnlich dem Zahnschmelz, ein
grofles Lange-zu-Breite-Verhiltnis und enthalten etwa zwei
Gewichtsprozent eines organischen Materials (Kompositcha-
rakter!”). Die Hauptunterschiede zu Schmelz liegen im
Fluoridgehalt der Partikel, der Zusammensetzung der orga-
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nischen Komponente und einer geringeren Lénge der Kris-
tallite.

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde eine Technik
entwickelt, die zur Bildung von dichten Fluorapatitschichten
auf menschlichem Zahnschmelz fiihrt. Diese Methode basiert
auf der Diffusion von Calciumionen aus einer Losung in ein
Glycerin-Gelatine-Gel bei 37 °C, das Phosphat- und Fluorid-
ionen enthélt und die Oberfldche des Zahns bedeckt. Dieses
Gel ist mit einem weiteren phosphatfreien Gel abgedeckt.
Um die Mineralisation von Fluorapatit auf der Zahn-
oberfliche zu induzieren, werden die entsprechend vorbe-
reiteten Proben einer neutralen Calciumlosung ausgesetzt.
Gel und Calciumlosung werden periodisch ausgetauscht
(siche Experimentelles). Bereits nach wenigen Tagen hat
sich eine homogene, schmelzartige Schicht auf der Ober-
fliche der Zahnscheibe gebildet. Thre Dicke ist von der Zahl
der Austauschzyklen abhingig.

Abbildung 1a zeigt eine Rasterelektronenmikroskop-
(REM)-Aufnahme der Seitenansicht einer Schicht nach fiinf
Austauschzyklen. Die Zahnscheibe wurde so geschnitten,

Abbildung 1. Fluorapatit-Schichten auf humanen Zahnscheiben (REM).
Zur Verdeutlichung ist die Fluorapatit-Schicht blau, die Schmelz-
Schicht gelb eingefirbt. a) Seitliche Ansicht von Schmelz und Fluor-
apatit-Schicht nach dem fiinften Austauschzyklus des Gels. b) Aufsicht
auf eine Schicht nach dem zehnten Austauschzyklus. Ein dichter Rasen
homogener Kristalle ist zu erkennen. Da die Kristallite der Oberfliche
zuletzt mineralisieren, haben sie noch nicht die Morphologie der tiefer-
liegenden Schichten ausgebildet. c) Seitenansicht vom Schmelz und
der gebildeten Fluorapatit-Schichten nach dem 36. Austauschzyklus
des Gels. Die dichte, einheitliche Schicht ist etwa 35 um dick was
einer Wachstumsgeschwindigkeit von etwa 500 nm/Tag entspricht. Die
Hauptrichtung der Kristallorientierung ist durch rote Pfeile angezeigt.
d) Nahaufnahme der Grenzregion zwischen natiirlichem Schmelz und
Fluorapatit. Links unten: Schmelzprismenartige Biindel des Fluorapa-
tits sind markiert.

dass die langen Achsen der Schmelzprismen senkrecht zur
Scheibenoberfldche orientiert sind. Daher sind die Schmelz-
kristalle in dem gezeigten Aufbruch von der Seite zu sehen.
Die Orientierung von Schmelzkristallen und kristallisiertem
Fluorapatit stimmt weitgehend iiberein. Die neue Schicht mit
einer Dicke von 5 pm hat ihre endgiiltige Morphologie noch
nicht erreicht. Die Knoop-Harte wurde zu 45(+30) KHN
bestimmt (Dentin 50(430) KHN).!'S! Nach dem zehnten
Austauschzyklus (Abbildung 1b) sehen die Fluorapatit-
Schichten dem Zahnschmelz bereits dhnlicher und zeigen
etwa die gleiche Knoop-Hirte von 400(+100) KHN wie
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Zahnschmelz mit 400 (£ 50) KHN. Eine dichte Schicht von
gleichartigen Kristalliten hat sich gebildet. Im Unterschied
zum menschlichen Zahnschmelz erscheint die hexagonale
Grundfliche der Prismen nicht gestaucht, sondern regel-
maBig wie die Fluorapatitkristalle im Schmelz des Haifisch-
zahns,"!

Abbildung 1¢ zeigt eine REM-Aufnahme einer Probe
nach dem 36. Austausch, wobei die Schmelzprismen senk-
recht zu den langen Achsen der Apatitnadeln orientiert sind.
Diese Abbildung zeigt, dass sich die neu gebildeten Kristalle,
unbeeinflusst von der Schmelzprismenorientierung, grofiten-
teils senkrecht zur Oberfldche des Substrates anordnen. Die
Wachstumsgeschwindigkeit betrdgt ungefdhr 500 nm/Tag.
Eine Nahaufnahme der Grenzschicht Schmelz/Fluorapatit
ist in Abbildung 1d zu sehen. Habitus und Durchmesser von
beiden Kristalltypen sind &hnlich. Obwohl die Kristall-
orientierung nicht iibereinstimmt, ist der Ubergang zwischen
Schmelz und Fluorapatit nahtlos. Wie im natiirlichen Schmelz
konnen die Fluorapatit-Kristalle innerhalb dieser Schichten
teilweise gebiindelt vorliegen. Die Bildung von vorwiegend
parallel orientierten Fluorapatit-Kristallen wurde durch
Rontgendiffraktometrie bestédtigt. Wegen des hauptséachlich
senkrechten Auswachsens und der bevorzugt parallelen
Orientierung der Kristallite sind besonders die Reflexe mit
den Indices 002, 004, 006 und 116 enorm verstiarkt (Abbil-
dung 2 a). Die Verstirkung der Reflexe ist auch im Beugungs-
diagramm einer Schmelzoberfliche zu sehen (Abbildung 2b)
und resultiert aus der vorwiegend senkrechten Orientierung
von Schmelzkristallen relativ zu der Zahnoberfliche.”!
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Abbildung 2. a) Réntgenpulverdiagramm einer Fluorapatit-Schicht
nach dem 36. Austauschzyklus. b) Réntgenpulverdiagramm einer
humanen Schneidezahnoberfliche. c) Ein berechnetes Réntgenpulver-
diagramm von hexagonalem Hydroxylapatit zum Vergleich.” Sowohl
die Fluorapatit-Schicht als auch der Zahnschmelz zeigen infolge der
ausgepragten Parallelorientierung der Kristallite eine starke Uberhd-
hung bestimmter Reflexintensititen. Die Positionen in den Réntgen-
pulverdiagrammen von Fluorapatit und Hydroxylapatit sind im Wesent-
lichen identisch. Im Fall des Fluorapatits ist die Position der Reflexe,
aufgrund der kleineren Gitterparameter, lediglich leicht in Richtung
groRerer Beugungswinkel verschoben .’
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Im Folgenden werden die grundlegenden Prinzipien der
verwendeten Technik genauer erldutert und eine Hypothese
vorgestellt, die den Mechanismus der beobachteten Minera-
lisation im Ansatz erkldrt. Um die Reaktion bei Korper-
temperatur durchfithren zu konnen, wird die Gelatine mit
Glycerin angereichert, sodass sich die Erweichungstempera-
tur auf 40°C erhoht.”” Die direkte Diffusion von Calcium-
ionen in ein phosphathaltiges Gel wiirde zu ausgeprigter
Prézipitation von Apatit an der Grenzfliche von Fliissigkeit
und Gel fithren. Daher wird eine Schutzschicht, die nicht mit
Phosphat und Fluorid angereichert ist, eingefiihrt. Das vier-
schichtige System Zahn-Phosphatgel-Schutzgel-Calciumlo-
sung wird bei 37°C aufbewahrt. Bei pH 5 ist die Mobilitét
der Phosphationen im Gel geringer als die der Calciumionen.
Weder bei neutralen oder alkalischen pH-Werten noch bei
einem Austausch von Phosphat-/Fluorid- und Calciumionen
funktioniert das Prinzip der Schutzschicht. Um das beob-
achtete Kristallwachstum zu erkldren wird folgende Hypo-
these vorgeschlagen: Positiv geladene Ammoniogruppen der
Gelatine gehen vermutlich salzartige Bindungen mit den
Phosphatgruppen der Zahnoberfliche und mit den Hydro-
genphosphationen im Gel ein. Wechselwirkungen zwischen
den sauren Seitengruppen der Polypetide und den Calcium-
ionen spielen aufgrund des pK-Wertes von Gelatine
(=9 keine groBe Rolle. Infolgedessen ist die Diffusion
der Calciumionen in Richtung der Zahnoberfldche schneller
als die Bewegung der Phosphationen zur Grenzfliche Gel/
Flissigkeit. Auf hohere Beweglichkeit der Calciumionen im
Gel wurde auch aus Ergebnissen von Doppeldiffusions-
Experimenten geschlossen: Der grofite Anteil des gebildeten
Fluorapatits wurde auf der Seite des Gels gefunden, die der
Phosphatlosung niher lag.”*! Die begiinstigten Mineralisa-
tionsbedingungen in der Ndhe der Zahnoberfldche induzieren
eine heterogene Keimbildung.

Die Untersuchung von Zahnscheiben mit unterschiedli-
chen Orientierungen der Schmelzprismen relativ zur Ober-
fliche ergeben grundsitzlich weitgehend senkrecht aufge-
wachsene Fluorapatitnadeln. Dies gilt auch fiir Schichten, die
Vertiefungen in vollstindigen Zdhnen bedecken, nachdem
diese wie die Zahnscheiben behandelt wurden (Abbildung 3).
Ein Zusammenhang zwischen der Diffusionsrichtung der
Calciumionen mit der Wachstumsrichtung kann ausgeschlos-
sen werden. Bei pH 5 binden die N-terminalen Gruppen der
gestreckten Polypeptide vermutlich an die Phosphatgruppen

Schmelz
Dentin
Pulpa

.

Abbildung 3. Schematische Darstellung eines Zahns (ohne Zahnwur-
zel) mit Vertiefung und markiertem Bereich der daneben gezeigten
REM-Aufnahme einer bewachsenen Seitenwand. Zur Verdeutlichung ist
die Fluorapatit-Schicht blau, die Schmelz-Schicht gelb eingefarbt. Die
Hauptorientierung der Kristalle ist durch rote Pfeile angezeigt.
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der Zahnoberfldche, wobei sich ihre langen Achsen anni-
hernd senkrecht zur Oberfldche orientieren. Bei der Keim-
bildung von Knochenmineral in der kollagenreichen extra-
zelluldren Matrix sind die Keimbildungszentren in Bereichen
hoher Polaritdit am wahrscheinlichsten. Dies ist in den
Liicken- und Uberlappungszonen des Kollagens sowie in
allen Bereichen hoher Ladungsdichte auf der Kollagenfaser
der Fall.™ Da sich die Aminosiuresequenzen von Kollagen
und Gelatine stark dhneln, sind im Fall der Gelatine die
gleichen polaren Regionen als Keimbildungszentren zu
erwarten. Liicken und Uberlagerungsbereiche, die aus der
typischen Quartérstruktur der tripelhelicalen Kollagenmole-
kiile resultieren, wie sie im nativen Knochenkollagen auf-
treten, spielen in der denaturierten Gelatine vermutlich keine
bedeutende Rolle. Bei der Gelatine liegen die Keimbildungs-
stellen mutmaBlich an den Enden oder zwischen den paral-
lelen Peptiden in der Nédhe geladenener Aminosdurereste. In
diesen Bereichen wird, durch geladene N-Termini und Seiten-
gruppen von Arg, His und Lys (0.8% der Aminosduren in
Kollagen Typ I?), eine hohe Konzentration von immobili-
sierten Hydrogenphosphationen erwartet. Der pH-Anstieg
infolge der Diffusion der neutralen CaCl,-Losung vermindert
das Loslichkeitsprodukt von Apatit. Die Mineralisation wird
ausgelost, und die Kristallite orientieren sich parallel zu den
organischen Molekiilen (Abbildung 4).

Untersuchungen an Fluorapatit-Komposit-Aggregaten,
die sich unter Bedingungen der Doppeldiffusion gebildet
haben, lassen darauf schliefen, dass sich die langen Achsen
von Fluorapatit und Gelatinefasern bevorzugt parallel orien-
tieren,"”! wie es auch bei Apatitkristallen und Proteinen im
Zahnschmelz der Fall ist.””! Das induzierte senkrechte Auf-
wachsen von Fluorapatit ist fiir eine zahnmedizinische
Anwendung von Vorteil. Schmelzprismen sind immer so
orientiert, dass ihre langen Achsen senkrecht zur Zahn-
oberfliche verlaufen.”!! Somit sind die Fluorapatitkristallite
in der gleichen Richtung orientiert, wenn sie auf einer
natiirlichen Zahnoberfliche aufwachsen.

Die Ahnlichkeit des natiirlichen und des biomimetisch
gewachsenen Minerals zeigt, dass der experimentelle Aufbau
ein interessantes Modell nicht nur fiir die Mineralisation von
Zahnschmelz, sondern auch fiir die Biomineralisation im
Allgemeinen ist. Wie im lebendigen System hat sich ein
Komposit mit gleichmaBiger Partikelgroe, Morphologie und
Orientierung gebildet.”® Die verwendete Technik hat ein
gewisses Potenzial fiir die Zahnheilkunde, da sie einen
moglichen Weg eroffnet, oberflachlich demineralisierte
Zihne zu remineralisieren. Dariiber hinaus kann erwartet
werden, dass eine stabile Schicht aus Fluorapatit auf dem
Zahnschmelz einen Schutz gegen Karies bietet.

Experimentelles

Humane Backenzdhne werden mit einer Diamantsédge in Scheiben
(Dicke ca. 500 um) geschnitten; dabei werden unterschiedliche
Orientierungen der Schmelzprismen relativ zur Schnittfliche reali-
siert. Die Scheiben werden mit EtOH entfettet, mit 30 proz. (w/w)
H;PO, angeidtzt und anschlieBend mit entionisiertem Wasser gewa-
schen. Eine Mischung aus 8.6 g Gelatine (Schweineschwarte, 300
Bloom, sauer hydrolisiert), 8.2 g 85 proz. Glycerinlosung, 7.3 g H,O,
1.8 mL 2m NaOH und 2.7 mL 2m AcOH (Puffersystem), 13.8 mg

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

COOH COOH
@ HNJTINH, tHyNT
~po,{rPo,~ | | =pPo, i PO,
HNJ  [NH,: HN
o .
~po,1(8rro,> | & +PO,HErPo,s
(i1
HyNT S TNH, “H N
~po, fifrro. - | | =ro, PO,
MH,*

c{ @02 UH PP JCa

b

Abbildung 4. Hypothetisches Modell fiir die Orientierung gelatinéser
Makromolekiile an einer Apatitoberfliche (Zahnschmelz) und die frithe
Mineralisation von Fluorapatit. Phosphationen werden durch Tetraeder
repréasentiert. Zur Vereinfachung werden alle organischen Molekiile als
identisch angenommen. Die GréRenverhiltnisse sind fiktiv, da die
exakte Ausdehnung der aktiven Molekiile und des initialen Fluorapatit-
Keimes unbekannt sind. Epitaktische Zusammenhinge zwischen
Apatit und Gelatine werden nicht diskutiert, da die Uberstruktur des
gelatinsen Teils nicht bekannt ist. Phosphationen auf der apatitischen
Schmelzoberfliche erscheinen als besonders attraktiv fiir die positiv
geladenen N-terminalen Gruppen der Peptide, die sich dann senkrecht
zum Substrat und parallel zueinander anordnen kénnen. Die polaren
Bereiche des Molekiils ziehen ihrerseits lonen an, welche zu Apatit
mineralisieren. Orientiert durch die Templatwirkung der Gelatine resul-
tiert das senkrechte Aufwachsen der Fluorapatit-Kristalle. Nur die ver-
mutete Mineralisation zwischen den organischen Molekiilen ist
gezeigt. Eine Wechselwirkung der Calciumionen mit den Carboxy-Grup-
pen wird nicht beriicksichtigt, da diese bei dem pH-Wert der Reaktion
weitgehend ungeladen vorliegen.

NaF und 755.2 mg Na,HPO, wird vorbereitet, sowie eine weitere
Mischung aus 8. 6 g Gelatine, 8.2 g 85 proz. Glycerinlésung und 11.8 g
H,0. Nach 30min Quellen werden die Mischungen auf dem
siedenden Wasserbad in homogene, dickfliissige Gele iiberfiihrt.
Die unterschiedlichen Zahnscheiben werden zunéchst mit einer 2 mm
dicken Schicht des Phosphat-Gels bedeckt und danach mit dem
ionenfreien Gel iiberschichtet. Nach Erstarren des Gels wird das
System 20-60 min mit einer neutralen 0.13m CaCl,-Losung iiber-
schichtet. Diese wird im Anschluss verworfen. Die Zahnscheiben
werden bei 37°C im Wasserbad aufbewahrt. Die Einwirkung der
CaCl,-Losung wird alle 24 h wiederholt, die Gele werden alle 48 h
ausgetauscht. Um das Schichtenwachstum auf vollstindigen Zdhnen
zu untersuchen, werden Backenzidhne mit einer 1.0 mm tiefen und
2.0 mm breiten Kavitdt ausgestattet. Die Vertiefung wird mit den
Gelen gefiillt und die CaCl,-Losung wie oben beschrieben zugefiigt.
Die rontgenographische Untersuchung der Fluorapatit-Schicht
erfolgt durch Pulverdiffraktometrie (STOE STADI P) in Reflexions-
geometrie (Cag,;, Ge-Monochromator).

Eingegangen am 23. Juni 2003,
verdnderte Fassung am 30. Oktober 2003 [Z52183]
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