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1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Zahniberempfindlichkeiten sind ein haufig auftretendes Problem in der zahnarztlichen Praxis. Urséch-
lich dafur sind meistens freiliegende zervikale Dentinbereiche. Mit der Verbesserung parodontaler und
restaurativer Therapien sowie dem Einfluss erosiver Nahrungsmittel ist mit einer weiteren Zunahme
von Hypersensibilitaten zu rechnen. Nach derzeitiger Auffassung fuhren freiliegende Wurzeloberfla-
chen durch Rezessionen oder parodontale Therapien und Schmelzverluste an der Schmelz-Zement-
Grenze zu freiliegenden Dentinflachen und ertffneten Dentintubuli. Freiliegende Dentintubuli sind
nach der hydrodynamischen Theorie von Brannnstrom die Ursache fir Uberempfindlichkeiten. Desen-
sibilisierende Mittel sollen zum Verschluss freiliegender Tubuli fiihren. In vitro wurden desensibilisie-
rende Agenzien bisher an senkrecht zur Zahnachse préparierten, humanen Dentinscheiben oder an
Scheiben von Rinderinzisiven untersucht. Bei beiden Modellen bleibt der fiir die Entstehung von Hy-
persensibilitaten relevante Dentinbereich unbericksichtigt. In der vorgelegten Untersuchung wurde,
abweichend von den bisherigen Verfahren, eine Praparationsart zur Freilegung von zervikalem Dentin
mit eroffneten Tubuli etabliert. Es konnte gezeigt werden, dass das gewéhlte Modell geeignet ist, die

flr die Entstehung von Dentinhypersensibilitaten relevanten Bereiche darzustellen.

Eine Vielzahl von chemischen Agenzien wird kombiniert oder als Monopréparat zur Behandlung
tiberempfindlicher Zahne klinisch eingesetzt, von denen sich aber keines als Goldstandard etablieren
konnte. Zu den bereits angewendeten Agenzien gehoren Hydroxylapatite, die als Bestandteil der
Zahnhartsubstanzen als biomimetisches Mittel gelten. Hauptsachlich kommen sie in Zahncremes in
der héuslichen Pflege zur Anwendung. In der zahnarztlichen Praxis hat sich bisher keine geeignete
Therapieform durchsetzen kénnen, die den Anforderungen an einfache Applikation, schnellem Wirk-
eintritt und Wirtschaftlichkeit entsprechen. Hochkonzentrierte fluoridhaltige Préparate gelten als etab-
liertes Mittel der Kariesprophylaxe und werden als Lacke oder Fluids in verschiedenen Applikations-
formen in der zahnérztlichen Praxis angewendet. Hydroxylapatite in der Nanoform und Kombinatio-
nen mit fluoridhaltigen Mitteln sind in der topischen Applikation bisher unbertcksichtigt geblieben.
Daher sollte in der vorgelegten Untersuchung die Wirkung von nano-Hydroxylapatit in wassriger Sus-
pension und in der Kombination mit elmex fluid auf freiliegendes Dentin der Zahnhalsregion unter-

sucht werden.



Die waéssrige Suspension von nano-Hydroxylapatit und die Mischung von nano-Hydroxylapatit mit
elmex fluid flhrten zu einer oberflachlichen Auflagerung auf einer geétzten Dentinflache und Einlage-
rungen in die Dentintubuli. In der Elementanalyse waren intratubulér hohere Calcium- und Phosphor-
anteile als auf der intertubul&ren Flache messbar. Es kann vermutet werden, dass bereits eine einmali-
ge Applikation zu einem Eindringen von nano-Hydroxylapatit in eréffnete Dentintubuli fuhrt. In der
Elementanalyse war ein hoherer Fluoranteil in der Mischung mit elmex fluid bei einem ahnlichen Cal-
cium-Phosphor-Verhéltnis feststellbar. Das Fluor nimmt bei dem gewahlten Versuchsaufbau keinen
negativen Einfluss auf die Tubulusokklusion. Dadurch wére die Kombination von Aminfluorid mit

nano-Hydroxylapatit eine denkbare klinische Anwendung.

Neben der desensibilisierenden Wirkung mussen Préparate in der Mundhygiene weitere Anforderun-
gen erfullen. Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass die Kombination eines hochkonzentrierten Fluorid-
praparates mit nano-Hydroxylapatit zu Einlagerungen in die Dentintubuli fiihrt und das Potenzial zur
Therapie von Hypersensibilitaten besitzt. Der Nachweis der Stabilitat der Verschliisse in oralem Mili-
eu erfordert weitere Untersuchungen. Daneben missen Mundpflegeprodukte weitere Aufgaben wie
Kariesprophylaxe und Erosionsschutz erfullen. Die vorgelegte Untersuchung kann dazu als Basis die-
nen. Es konnte gezeigt werden, dass unter den gewéhlten Versuchsbedingungen experimentelle Mi-
schungen von nano-Hydroxylapatit eine Wirkung auf freiliegendes Dentin und er6ffnete Dentintubuli
der Schmelz-Zement-Grenze besitzen.



1.2 Summary

Dentin hypersensitivity is a common condition among patients. There are many etiologic factors relat-
ed to dentin hypersensitivity. The improvement of periodontal and restorative treatment and the impact
of erosive acids may lead to a higher prevalence. The current opinon suggests that the denudation of
the root surface with loss of the overlaying cementum and the removal of enamel create an exposure
of cervical dentin to the oral environment. Based on Brannsrom's Hydrodynamic Theory, the exposure
of the dentine surface and, therefore, the presence of open dentinal tubules, may be a prerequisite for
dentin hypersensitivity.

Based on this theory, one of the main strategies to treat this condition consists of the sealing of dentin-
al tubules by desensitizing agents. The in vitro evaluation of desensitizing agents is mostly based on a
dentin disc model, wherein thin slices of coronal dentin from extracted human third molars or bovine
incisives were prepared perpendicularly to the axis of the tooth. In both models the relevant cervical
area remained unconsidered. For the first time we used a model to create opened dentin tubules of the
cervical area of extracted human third molars to examine the efficiency of potential desentisizing

agents. We could show that this model is reasonable for the examination of desensitizing agents.

There is currently a large number of commercially available desensitizing agents, but at present it is
difficult to select one as the so-called gold standard. Hydroxyapatite as a biomimetic agent is mostly
used in dentrifices for daily dental care and it has been suggested that there is a high potential in the
treatment of hypersensitive teeth. Among the in-office treatment options there is none, which can meet
the requirements of easy application, rapid response and efficiency. Varnishes containing high fluoride
concentrations are widely used products for the treatment of hypersensitivity and in caries prophylaxis.
Hydroxyapatite in nano formulation and a combination product of nano hydroxyapatite with high fluo-
ride agents are currently not taken into consideration in any topical application modus. In the present
study we examined the effect on the dentin of the cervical area of an experimental water slurry with
nano-hydroyapatite and the mixture of an established fluorid varnish (elmex fluid) with nano-

hydroxyapatite.

We could show that a water slurry of nano-hydroxyapatite and the mixture of elmex fluid with nano-
hydroxyapatite lead to surface deposits on the etched dentin surface and penetration into opened dentin
tubules. The elemental analysis showed a higher concentration of calcium and phosphor in the exam-
ined innertubular area than on the intertubular dentin. It can be assumed that a one-time application of

nano-hydroxyapatite leads to a penetration into opened dentin tubules.

Presumably, the application of the mixture of elmex fluid with nano-hydroxyapatite leads to a higher
fluor proportion and a similar calcium-phosphor relation. The conclusion was that fluor does not have

any negative effect on the occlusion of the dentin tubules under the chosen experimental conditions. It



can be assumed that a combination of nano-hydroxyapatite with fluoride varnishes offers clinical ap-

plication opportunities.

In addition to desensitizing effects products of oral care must meet more demands. The results show
that a combination of highly concentrated fluorid varnish with nano-hydroxyapatite leads to an occlu-
sion of dentin tubule and, therefore, there is a potential in desensitizing therapy. Products of oral care
shall fulfil requirements to caries prophylaxis and erosion protection. This in vitro study can serve as a
basis for further studies to examine the stability of the occlusion under oral conditions.

We could show that experimental mixtures of nano-hydroxyapatite have an impact on exposed dentin
of the cervical region and opened dentin tubules.

2 Einleitung

Eines der haufigsten Beschwerdebilder in der zahnarztlichen Praxis ist die Uberempfindlichkeit von
Zahnen. Als Ursache fiir Dentinhypersensibilititen werden freiliegende Dentinbereiche und dabei
ertffnete Dentintubuli angegeben. Bei jlingeren Patienten werden erosive Defekte fiir freiliegendes
Dentin an der Schmelz-Zement-Grenze verantwortlich gemacht. Bei alteren fiihren gingivale Verande-
rung in Folge parodontaler Erkrankungen und Therapien zur Freilegung von Wurzeldentin. Durch
Verbesserungen zahnerhaltender MaRnahmen und parodontaler Therapien ist mit einer Zunahme die-
ser Problematik zu rechnen (Splieth und Tachou, 2013). Ubertriebenes Putzen und abrasive Zahn-

cremes gelten als mitbeeinflussende Faktoren.

Die Patienten mit Dentinhypersensibilitat reagieren auf chemische, thermische, taktile oder andere
Reize mit starken, kurz auftretenden Schmerzen, die keiner anderen Form von Zahndefekten oder Er-
krankungen urséchlich zuzuordnen sind (Holland et al., 1997). Die Uberempfindlichkeit kann, abhan-
gig von der empfundenen Intensitét, als nur gering beeintrachtigend empfunden werden oder bis hin
zur erheblichen Einschrankung der Lebensqualitat fuhren. Die Patienten meiden dann schmerzverur-
sachende Lebensmittel oder eine ausreichende Mundhygiene. Die Folge sind Plagueauflagerungen mit
erhohtem Risiko zur Entstehung parodontaler Erkrankungen oder karidser Lasionen. Daher sollte eine

dauerhafte und effektive Behandlung der Dentinhypersensibilitat erfolgen.

Hinsichtlich der Schmerzgenese bei Zahnuberempfindlichkeit gibt es unterschiedliche Theorien.
Weitgehende Anerkennung erféhrt die hydrodynamische Theorie. Nach ihr werden die Schmerzen
durch Bewegungen des Tubulusinhaltes ausgelost (Brannstrom und Astrom, 1964). Es gibt eine Viel-
zahl von untersuchten Methoden und Mitteln, die zu einer Linderung des Beschwerdebildes fiihren
sollen. Dabei zu unterscheiden sind die in der zahnarztlichen Praxis anwendbaren Praparate und dieje-
nigen, die Patienten selber anwenden. Bei den meisten therapeutischen Methoden sollen die eréffneten
Dentintubuli verschlossen oder eine Verénderung der sensorischen Aktivitat der Pulpa erreicht wer-

den.



Eine Schéadigung der Pulpa ist dabei zu vermeiden. Gewiinscht ist eine schmerzfreie, schnell einset-
zende und dauerhafte Wirkung. Nebenwirkungen, wie Verfarbungen und Schadigung der umgebenden
Weichgewebe, sollen vermieden werden (Bartold, 2006). Zu den in der zahnéarztlichen Praxis etablier-
ten Produkten gehdren hochkonzentrierte Fluoridverbindungen in Lacken und Fluids.

Weitere untersuchte und bereits angewandte Stoffe sind unter anderem Calciumphosphate, Oxalate,
Strontium-Salze, Arginin und in neuerer Zeit Hydroxylapatit-Nanopartikel (Arnold et al., 2015).

Hydroxylapatit als natlrliche Struktur des Zahnschmelzes und nano-Hydroxylapatit soll ahnliche Wir-
kungen besitzen. In dieser Arbeit soll die Wirkung von experimentell hergestellten wéssrigen nano-
Hydroxylapatit-Suspensionen und Mischungen von nano-Hydroxylapatit mit einem kommerziellen
Fluoridpréparat auf das Dentin untersucht werden. Dabei sollen Dentin und die Dentinkanéle im fur
die Entstehung von Uberempfindlichkeiten relevanten zervikalen Bereich extrahierter menschlicher

Zahne untersucht werden.



2.1 Dentinhypersensibilitat

2.1.1 Dentinaufbau

Das Dentin stellt sich sowohl physiologisch als auch anatomisch als eine komplexe Struktur dar.
Dabei spiegeln sich verschiedene Funktionen und spezielle Eigenschaften in der Zusammensetzung
des Dentins wider. Das Manteldentin der Zahnkrone erscheint geringer mineralisiert, vermutet wird
eine dadurch verbesserte Aufnahme und Ableitung von Druckkréften, um Schmelzschédden zu
verhindern (Goldberg et al., 2012). Dentin besteht zu etwa 10% aus Wasser, 20% aus organischer
Matrix und einem 70%igen anorganischen Anteil. Der anorganische Anteil wird aus
Hydroxylapatitkristalliten gebildet, die in Form und Grofe denen des Knochens dhneln. Der
organische Anteil besteht aus Typ | Kollagen (fibrillarem Kollagen). Das intertubuldre Dentin besteht
zu 90% aus Typ | Kollagen. Die hexagonal angeordneten Fibrillen bilden ein Netzwerk, das von nicht-
kollagenen Proteinen bedeckt wird. In die Hohlrdume dieses Netzwerkes sind die
Hydroxylapatitkristallite eingelagert. Diese Kristallite sind plattchenartig mit einer Lange von 60-70
nm, einer Breite von 20-30 nm und einer Dicke von 3-4 nm (Ortiz-Ruiz et al., 2018). Im Gegensatz
dazu sind im Schmelz die Kristallite stabchenartig hexagonal angeordnet, mit einer Breite von etwa

70 nm und einer Dicke von 30 nm. Die Lange variiert von 100-1000 nm.

Nach der Eruption des Zahnes wird lebenslang Sekundardentin gebildet. Dabei ist der grofite Unter-
schied zum Primérdentin eine stérkere Ausbildung des s-formigen Verlaufes der Dentintubuli. Im Ge-
gensatz dazu finden sich im Wurzeldentin dtnnere und geradlinig bis gekrimmt verlaufende Tubuli.
Die Tubuli verlaufen von der Pulpa bis zur Schmelz-Dentin-Grenze. Jedes Lumen wird von einer Den-
tinmanschette umgeben, die aus einer hochmineralisierten und kollagenarmen Region von Apatit-
Kristallen gebildet wird (Enax und Epple, 2016). Die Dichte der Tubuli wird in der Literatur unter-
schiedlich angegeben und schwankt zwischen 30.000-40.000/mm? bei Farooq et al. und 18000-
20000/mma2 bei Goldberg et al., die Angaben zum Tubulusdurchmesser liegen bei 2-4 um (Farooq et
al., 2015, Goldberg et al., 2012).



2.1.2 Atiologie

Freiliegende Dentinflachen und erdffnete Dentintubuli gelten als Ursache fur Hypersensibilitaten.
Dabei konnen zwei Prozesse zur Exposition fiihren, der Verlust von Zahnschmelz oder der Verlust
von Wurzelzement und der bedeckenden parodontalen Strukturen (Al-Sabbagh et al., 2004). Bei den

freiliegenden Dentinflachen sind daher Wurzeldentin und koronales Dentin zu unterscheiden.

Bei Rezessionen der Gingiva oder als Folge parodontaler Therapien frei liegt Wurzeldentin frei. Ursa-
chen fur Rezessionen koénnen kieferorthopédische Behandlungen, die Atrophie von diinnen vestibula-
ren Knochenlamellen oder Putztraumata sein. Haufig beeinflussen sich die &tiologischen Faktoren

wechselseitig.

Durch Verlust von Zahnschmelz an der Schmelz-Zement-Grenze kommt es zu freiliegenden Dentin-
flachen an der Zahnkrone. Dabei wird oberflachlich demineralisiertes Hartgewebe (Erosion) bei me-
chanischer Beanspruchung (Abrasion) abgetragen. Das Zusammenspiel von Erosion und Abrasion gilt
in den meisten Fallen als wichtigste Ursache fiir den Substanzverlust, wobei der Erosion eine dominie-
rende Rolle zugeschrieben wird. Als Ko-Faktoren gelten Malokklusion und Bruxismus, die zu Abfrak-
turen von Zahnschmelz fuhren. Der zervikale Bereich ist fiir die Entstehung von Dentinhypersensibili-
taten von entscheidender Bedeutung (West et al., 2013). Die durch Rezessionen freiliegenden Wurzel-
dentinareale und die durch Schmelzdefekte entstandenen, freiliegenden zervikalen Dentinbereiche
flhren nach der Brannstrém-Theorie durch ertffnete Dentintubuli zur Schmerzentstehung (Brann-
strdm und Astrom, 1964). Danach stellen die oberflachlich eréffneten Dentintubuli eine Verbindung
zur Pulpa her. Durch &ullere Reize ausgeloste Bewegungen des Tubulusinhaltes sollen an pulpalen
Zellen mit mechanorezeptorischen Eigenschaften den Schmerz auslésen. Die Autoren zeigten dies in
einem In-vivo-Versuch an spater zu extrahierenden Zahnen. Sie erzeugten Schmelzfrakturen zur Frei-
legung von Dentinflachen. Die so gewonnenen Flachen wurden uber zwei Wochen in zeitlichen Ab-
stdnden mit saugfahigem Papier getrocknet, mit Kaliumchlorid getranktem Papier belegt oder mittels
Luftblaser getrocknet. Danach erfolgte zudem eine mechanische Beanspruchung der freiliegenden
Flachen. Die auftretenden Schmerzen wurden dokumentiert und die Z&hne nach der Extraktion histo-
logisch untersucht. Die Vermutung war, dass die duReren Bereiche der Dentintubuli fiir die Schmerz-
entstehung mit verantwortlich sind. Die Ergebnisse lieRen auf eine Ausldsung der Schmerzreize durch
die Bewegung des Inhaltes der Dentintubuli schlieBen. Die Autoren gingen davon aus, dass in der
Pulpa Zellen entsprechend der Funktion eines Mechanorezeptors auf die Bewegung der Tubulusflis-
sigkeit reagieren. Eine alleinige Schmerzausldsung durch Odontoblasten wurde ausgeschlossen, da
Schmerzen auch auslésbar waren, wenn die Odontoblastenschicht histologisch nachweisbar nicht
mehr intakt war. Es wurde die Vermutung geduRert, dass ein Verschluss der Dentintubuli die Schmer-
zauslosung verhindern konnte, da durch Kratzen an den freiliegenden Flachen eine schnellere Schmer-

zauslosung feststellbar war.



Weitere Theorien zur Schmerzentstehung wurden in einer Ubersichtsarbeit von Bartold zusammenge-
fasst (Bartold, 2013). Die Transduktionstheorie geht von einer Weiterleitung der Reize durch die O-
dontoblasten mittels neuronaler Transmitterausschiittung aus. Bisher sind entsprechende Transmitter
allerdings nicht nachweisbar. Die neuronale Theorie geht von einer Reizung von Nervenfasern in der
Tubulusumgebung aus, was die Wirkung von Kalium-Nitrat erklart. Die Kalium-lonen wirken depola-

risierend auf Nervenfasern.

Die Patienten geben bei Hypersensibilitaten einen kurzen, starken Schmerz an. Dieser wird durch Be-
rihrung, Temperatur (meistens Kélte), osmotisch wirkende Reize (z.B. siR oder salzig), und chemi-
sche Reize ausgelost. Die Auspragung der Hypersensibilitédt lasst sich dabei nur schwer messen, der
Zahnarzt muss sich auf die Angaben des Patienten verlassen. Die klassischen Kaéltetests und Luftblas-
versuche sind nicht in der Lage, alle Formen der Hypersensibilitit zu erfassen. Da die Patienten die
Dentinhypersensibilitaten in unterschiedlichen Schweregraden empfinden, werden milde Formen dem
Behandler teilweise nicht geschildert. Daher soll ein screening von schmerzverursachenden Ereignis-
sen durch eine gezielte Anamnese vorgenommen werden. Die Diagnose kann erst gestellt werden,

wenn andere Ursachen ausgeschlossen sind (Turp, 2013).

2.1.3 Epidemiologie

Die Zahlen zur Verbreitung der Dentinhypersensiblitaten schwanken in den epidemiologischen Unter-
suchungen zwischen 3 und 98%, in den meisten zusammenfassenden Arbeiten wird eine Pravalenz
von 3 bis 57% angegeben (Splieth und Tachou, 2013). Der Grund fir die Schwankungen liegt in der
Auswahl der untersuchten Gruppen, im Studiendesign und den unterschiedlichen diagnostischen Kri-
terien. Es sind mehr Frauen als Manner betroffen. Der Altersgipfel liegt bei den 30-40-jahrigen, da-
nach ist eine Abnahme der Verbreitung festzustellen, was auf die fortschreitende Sklerosierung und
Sekundéardentinbildung zurtickgefiihrt wird. Allerdings wird durch den wachsenden Erfolg der zahner-

haltenden MaRnahmen mit einer Verschiebung des Altersgipfels gerechnet.



2.1.4 Therapie

Die zahnérztliche Aufgabe ist es, bei bestehender Dentinhypersensibilitat die Risikofaktoren fir dieses
Phanomen zu mindern (Brookfield et al., 2003). Der Patient sollte angehalten werden, séurehaltige
Erndhrung zu meiden und die Zahnpflege in zeitlichem Abstand zu den Mabhlzeiten durchzufiihren.
Gegebenenfalls sollte er vor dem Essen die Zahne putzen. AulRerdem ist auf die Putztechnik zu achten,
um Putztraumata zu vermeiden. Bei weiter bestehenden Beschwerden erfolgt die Anwendung von
lokal anwendbaren Préparaten oder die Empfehlung von desensibilisierenden Mitteln. Durch die the-
rapeutischen MafRnahmen sollen Dentintubuli verschlossen werden. Ein anderer Ansatz beruht auf der
Unterbindung der Reizleitung in der Pulpa (Arnold et al., 2015). Beim Tubulusverschluss kann man
unterscheiden in Wirkstoffe, die zu intratubuldren Ausféllungen oder die zur Bildung einer aufgelager-
ten Schicht fiihren. Allerdings hat sich noch kein Praparat als Goldstandard fur den Tubulusverschluss
etablieren kdnnen (Amaechi et al., 2018).

Die Therapieempfehlungen kénnen weiterhin unterschieden werden in Methoden, die in der Praxis
angewandt werden (sogenannte in-office Préparate) oder Mittel der h&uslichen Anwendung (Low et
al., 2015). Bei den in-office Praparaten kénnen Praparate genutzt werden, die nach Applikation aus-
hérten, wie Glasionomerzemente oder Komposite, und solche, die keine Abbindereaktion bendtigen,
wie Lacke und Oxalate. AuBerdem werden in der zahnérztlichen Praxis invasive Verfahren unter Ab-
wagung des zu erwartenden Nutzens angewandt. Dazu zdhlen die mukogingivale Chirurgie und die
Vitalextirpation. Mittel in der hduslichen Anwendung benétigen in der Regel keine Abbindereaktio-
nen. Zu ihnen gehdren neben Spillésungen auch Kaugummis und Zahncremes. Am héaufigsten werden
desensibilisierende Agenzien in Zahncremes angewendet. Neben den Effekten zur Desensibilisierung
miissen Zahncremes andere Aufgaben erfullen. In saurem Milieu soll die kariesprophylaktische Wir-
kung erhalten bleiben, im Speichel sollen die Wirkstoffe stabil sein und initiale kariése Lasionen re-

mineralisiert werden.



2.2 Literaturibersicht

Freiliegende Dentintubuli gelten nach der hydrodynamischen Theorie als Ursache fur die Dentinhy-
persensibilitat. Daher gilt das Forschungsinteresse dem dauerhaften Verschluss der Dentintubuli. Hier-
fur werden Ausfallungen durch chemische Reaktionen und chemische Verbindungen genutzt. Davon
sind viele nicht Bestandteil des natlrlichen Dentins, z.B. Kaliumoxalat und Eisenoxalat. Sie sind zu-
dem im Speichel nicht stabil. Weitere Mdglichkeiten zum Verschluss von Tubuli liegen in der An-

wendung von Lasern.

Die verschiedenen Wirkstoffe sind in einer Meta-Analyse erfasst worden (Bae et al., 2015). Einge-
schlossen wurden Studien von 1994-2013, die randomisiert und kontrolliert den Effekt von desensibi-
lisierenden Zahncremes untersucht haben. Die ausgewerteten Studien umfassten 2436 Probanden,
wobei die Autoren kommerzielle Untersuchungen miteinbezogen haben. Die Wirkstoffe waren Kali-
um, Zinnfluorid, Novamin (Calcium-Natrium-Phosphosilikat), Arginin und Calcium-Carbonate sowie
Strontium. Es konnten bei allen Studien desensibilisierende Effekte im Vergleich zu Placebo-
enthaltenden Cremes festgestellt werden. Die das Strontium enthaltenden Pasten hatten keinen statis-

tisch signifikanten desensibilisierenden Effekt.

2.2.1 Hydroxylapatit, nano-Hydroxylapatit und Fluoride

Hydroxylapatit (Summenformel: Cas(PO.)sOH) ist das am h&ufigsten nachzuweisende Mineral in
Knochen und Zahnen. Bei neutralem pH hat es die geringste Ldslichkeit von allen Calciumphosphaten
(Enax und Epple, 2016). Seine Struktur ist hexagonal mit einem Gitterparameter von a=9.430 A und
¢=6.892 A. Es ist in seiner reinen Form weiRlich und wird kommerziell in verschiedenen Partikelgro-
Ren hergestellt. Die Morphologie reicht von nadelartigen bis zu sphéarischen Kristallen. Da die Parti-
kelgrélRe und die Form der Kristalle die Wirkung von hydroxylapatithaltigen Produkten beeinflussen,
werden verschiedene PartikelgroRen vom Nano- bis zum Mikrobereich synthetisiert. Hydroxylapatit
ist im Gegensatz zu anderen oralen Pflegeprodukten nicht toxisch. Bei niedrigem pH der Magenséaure

16st sich die kristalline Struktur in die lonen auf

Die synthetische Herstellung ist chemisch gut erkléart und bietet Méglichkeiten, die Struktur und GréRe
der Kristalle an verschiedene Erfordernisse anzupassen (Enax und Epple, 2016). Hydroxylapatit kann
chemisch an Knochen gebunden werden, ist nicht toxisch oder entziindlich und kann durch direkte
Wirkung auf Osteoblasten Knochenwachstum anregen. Daher riihrt die verbreitete Anwendung in der
parodontalen regenerativen und oralen Chirurgie. Die erstmalige Anwendung von Hydroxylapatit in
einer Zahncreme erfolgte 1978 (Apadent, The Sangi Co Ltd.). In Europa ist 2006 erstmalig eine Zahn-
creme mit synthetischem Hydroxylapatit auf den Markt gekommen. Wegen der Ubereinstimmung mit

den Schmelzkristalliten humaner Z&hne spricht man von einem biomimetischen Wirkstoff Das synthe-
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tisierte Hydroxylapatit soll sich wie ein kinstlicher Schmelz auf die Zahnoberflache legen kénnen
(Pepla et al., 2014).

Nano-Hydroxylapatit gilt als biokompatibel und bioaktiv. Die Kristallite kdnnen auf der bakteriellen
Oberflache adsorbieren und die Bindung von Bakterien auf Oberflachen storen. Dadurch erfolgte in
den vergangenen Jahren eine hohe Akzeptanz in der Medizin und Zahnmedizin. Es wird davon ausge-
gangen, dass sie im oralen Milieu eine Ubersattigung von Calcium und Phosphat auf der Zahnoberfla-
che aufrechterhalten (Hannig und Hannig, 2010).

Fluoride werden wegen ihres remineralisierenden Effektes in der Zahnprophylaxe genutzt. Sie werden
in verschieden chemischen Zusammensetzungen in Zahncremes, Spullésungen oder in-office Prapara-
ten angewandt (Zinnfluoride, Natriumfluoride, Aminfluoride). In der hier vorgelegten In-vitro-Studie
wird eine 1%ige Fluoridldsung (elmex fluid, Fa. GABA, Hamburg) untersucht. Empfohlen wird zur

Kariesprophylaxe die 2-mal jahrliche Applikation in der zahnérztlichen Praxis.

2.2.2 Remineralisierende Wirkung

In den letzten Jahren ist die remineralisierende Wirkung von Hydroxylapatit auf den Zahnschmelz
vielfach untersucht worden. Durch die Synthese von Apatitkristallen gelang es, eine Remineralisation
oberflachlicher Schmelzdefekte in vitro zu erreichen (Roveri et al., 2009). Da Hydroxylapatitkristalle
durch den Kristallisationsgrad im Nanobereich in der Form verénderbar sind, synthetisierten Roveri et
al. nadelférmige Kristalle von 100 nm in clustern von 0,5-3,0 um, sowie tellerformige von 20 nm in
granulérer Struktur von 100-150 um. Sie simulierten Erosionen auf den Approximalfl&chen extrahier-
ter Pramolaren. Es konnte gezeigt werden, dass die Applikation Kleinerer Apatitkristalle zu einer bes-
seren Remineralisation der tieferen Schmelzschichten fuhrt. Auf den erodierten Schmelzarealen bilde-
te sich eine Apatitschicht, die abrasive und erosive Attacken verhinderte. Die Autoren sprachen von
einem neuen ,,biomimetischen mineralcoating”. Im Vergleich dazu ist die Fluoridwirkung durch die
Einlagerung von Fluoridionen in die oberflachlichen Schmelzapatite zu erklaren und weniger durch

die Bildung neuer Mineraldepots.

Eine In-vitro-Studie konnte zeigen, dass nano-Hydroxylapatit enthaltende Zahncremes eine bessere
remineralisierende Wirkung an Dentin und Schmelz als aminfluoridhaltige Zahncremes besitzen
(Tschoppe et al., 2011). Die remineralisierende Wirkung von nano-Hydroxylapatit wurde dabei an
Rinderinzisiven in einer Putzsimulation untersucht. Wahrend des Versuches lagerten die Proben in
einer remineralisierenden Ldsung. An den Prifkorpern wurden demineralisierte Defekte in Schmelz
und Dentin erzeugt. Die L&sionstiefen und der Mineralverlust wurden gemessen (transverse Mikrora-
diografie) und der pH-Wert der Lagerungslosung festgehalten. Die untersuchten Zahncremes waren,
bis auf die Kontrollgruppe mit Aminfluoriden, fluoridfrei. Bei diesen Proben konnte eine hypermine-
ralisierte Deckschicht festgestellt werden, allerdings war eine Zunahme der Lasionstiefen festzustel-

len. Im Gegensatz dazu ergab sich bei den nano-Hydroxylapatit-haltigen Zahnpasten eine Abnahme
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der Lasionstiefen. Die Zahncremes hatten eine remineralisierende Wirkung auf den Zahnschmelz und
das Dentin. Vermutet wurde die Bildung einer calciumfluoridhaltigen Deckschicht bei der fluoridhal-
tigen Zahncreme, die ein tieferes Eindringen von lonen verhindert. Die Zunahme der Lé&sionstiefe
wurde auf den pH-Abfall wéahrend des Putzzyklus zuriickgefiihrt. Im Gegensatz dazu war der pH-Wert
bei den n-HA-Zahncremes héher. Allerdings konnte bei der gewahlten Methode eine direkte Einlage-
rung von Kristalliten in die Defekte nicht nachgewiesen werden. Die tagliche Anwendung von n-HA-

Zahncremes hatte demnach ein gutes Potenzial, die Remineralisierung zu verbessern.

Die Applikation von n-HA-Pasten als préaventive Mallnahme um demineralisierenden Effekten vorzu-
beugen untersuchten Comar et al. (2013). Unabhdngig von der Konzentration des
n-HA konnte keine préventive Wirkung festgestellt werden. Vermutet wurde eine geringere Wasser-
loslichkeit der experimentell hergestellten n-HA-Pasten, die zu einer verschlechterten Reaktion mit der
Zahnoberflache fihrt. Auch die mégliche Einlagerung der Hydroxylapatitkristallite in oberflachliche
Defekte verringerte nicht die Demineralisierung. Das verwendete zyklische pH-Modell sollte in vitro
demineralisierende und remineralisierende Phasen simulieren. Der in anderen Untersuchungen gezeig-
te remineralisierende Effekt auf Schmelz und Dentin wurde auf die héhere Gewichtung der Reminera-
lisierung zurlickgefihrt. In den bovinen Priifkdrpern wurden in diesem Versuch oberflachliche, aber
keine erosiven Defekte erzeugt. Bestimmt wurden die Festigkeit der Schmelz- und Dentinproben. Die
Widerstandsfahigkeit des Hartgewebes gegen mechanische Belastung wurde in Beziehung zum Mine-
ralisationsgrad der Hartsubstanzen gesetzt. Appliziert wurden experimentell hergestellte n-HA-Pasten
(Anteil von 10% und 20% nano-Hydroxylapatit), mit und ohne Fluorid, sowie eine kommerzielle Pas-
te mit einem Casein-Phosphopeptid stabilisierten amorphen Calcium-Phosphat (CPP-ACP). Als Kon-
trolle diente eine fluoridhaltige Paste. In diesem Modell konnte kein calciumphosphathaltiges Préparat
die Demineralisation reduzieren. Im Schmelz konnten die n-HA-Pasten die demineralisierten Bereiche
nicht verringern und zu keiner Verbesserung der Festigkeit fuhren. Bei der fluoridhaltigen Kontroll-
gruppe konnte im Hértetest eine Verbesserung der Festigkeit des Schmelzes dargestellt werden. Bei
anderen Defekttiefen und unter den untersuchten Gruppen ergaben sich keine Unterschiede. Der Zu-
satz von Fluorid zu den experimentellen Pasten fuhrten zu keiner Verbesserung, moglicherweise weil
NaF und n-HA in der Mischung reagieren und dadurch die verfiigbare Menge léslichen Fluorides re-
duziert wird. Daher wurden weitere Untersuchungen gefordert, die die komplexen Verhéltnisse der
Mundhéhle nachempfinden. Die Verfuigbarkeit von Fluoridionen wahrend eines pH-Abfalles im ora-
len Milieu fordert die Einlagerung von Fluor in Apatitkristalle und behindert die Demineralisierung.
Fluoride erscheinen in diesem Modell die beste Mdglichkeit, die Demineralisation zu reduzieren. Da-

her wurden weitere Untersuchungen zu den experimentellen n-HA Pasten in vivo gefordert.

Der Fragestellung der Einlagerung von nano-Hydroxylapatit in die Zahnhartsubstanzen ist in einer
weiteren In-vivo-Studie nachgegangen worden (Souza et al., 2015). An 13 Probanden wurden experi-
mentelle Mischungen an einem Schienensystem mit bovinen Schmelz- und Dentinproben getestet.

Verglichen wurde eine Mischung mit einem 10%igen Hydroxylapatit- anteil und 0,2% NaF mit einer
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CPP-ACP-haltigen Mischung und einer natriumfluoridhaltigen Mischung. Gemessen wurden der Mi-
neralverlust der Proben und die Lé&sionstiefe nach ex-perimentell erzeugten Demineralisierungen. Bei
den Dentinproben konnte bei den hydroxyl-apatithaltigen Mischungen eine signifikante Reduktion des
Mineralverlustes festgestellt werden. Die Autoren fiihrten die besseren Ergebnisse im Dentin auf die
kalcifizierte kollagene Matrix zuriick. Das Kollagen bildet ein dreidimensionales Gerst, in das die
Hydroxylapatit- Kristallite eingebettet sind. Sie vermuteten, dass bei Herauslosen der Kristallite das
nano-Hydroxylapatit aufgrund seiner Dimension in diese grof3en und durchléssigen Lasionen besser

eindringen kann.

Klinische Untersuchungen in einer Gruppe mit einem hohen Kariesrisiko zeigten, dass die Anwen-
dung einer fluoridfreien, hydroxylapatithaltigen Zahncreme sich nicht signifikant auf die Kariesaktivi-
tat im Vergleich zu einer kommerziell erhéltlichen fluoridhaltigen Zahncreme auswirkt (Schlagenhauf
et al., 2018). Bei kieferorthopadisch festsitzend behandelten Probanden wurde eine fluoridfreie Zahn-
creme mit einem 10%-igen Hydroxylapatitanteil mit einer amin- und fluoridhaltigen Zahncreme ver-
glichen. Der Untersuchungszeitraum betrug 6 Monate. Gemessen wurden der Plaqueindex, der
Gingivaindex und die Kariesaktivitat an den vestibulare Flachen der Zahne 15 bis 25. Bei etwa 40%
beider Gruppen traten keine neuen kariésen Lésionen an den untersuchten Flachen auf. Daher wurde
gefolgert, dass die hydroxylapatithaltige Zahncreme der fluoridhaltigen nicht unterlegen ist. Gefordert
wurden weitere Untersuchungen mit Probanden unterschiedlichen Alters und verschiedener kariogener

EinflUsse.

2.2.3 Tubulusokkludierende Wirkstoffe

Tubulusokkludierende Wirkstoffe sollen tief in die Tubuli eindringen und zu stabilen Verschliissen
flhren, ohne die Pulpa zu schéadigen (Priyadasini et al., 2018). Wenn ertffnete Tubuli durch Calci-
umphosphat verschlossen werden, scheint dieser Prozess der natilrlichen Mineralisation von Dentin
ahnlich zu sein. Ein Verfahren zur Herbeiflihrung von Ausfallungen auf der Dentinoberflache ist in
vitro mit einer Lésung von Calcium- und Phosphat-lonen bei niedrigem pH und anschlieBender Neut-
ralisation mit einer NaOH-L&sung gefunden worden. Bei Zugabe von Natriumfluorid zur Neutralisati-
onsldsung konnten bei steigender Konzentration die Umwandlung von Dicalcium-Phosphaten zu Hyd-

roxylapatit in den Tubuli beobachtet werden (Suge et al., 1995).

Partikuldre Wirkstoffe werden zum Verschluss freiliegender Dentintubuli und damit zur Therapie von
Dentinhypersensibilitat eingesetzt (Arnold et al., 2015; Chen et al., 2015; Bae et al., 2015; Faroqq et
al., 2015; Jena et al., 2017; Kulal et al.; 2016, Mae et al., 2016). Hydroxylapatit entspricht dem Mine-
ral, aus dem die Z&hne bestehen. Man spricht beim Gebrauch von hydroxylapatithaltigen Produkten
auch von biomimetischer Zahnpflege. Vorteilhaft hierbei ist die strukturelle und chemische Ahnlich-
keit des Wirkstoffes mit dem natiirlichen Schmelz (Enax et al., 2017).
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Die Wirkung partikuldrer Zusatzstoffe in Zahncremes, die bereits kauflich erhaltlich sind, wurde in
einigen Untersuchungen verglichen. Arnold et al. (2015) simulierten in einem Putzversuch eine ein-
jahrige Anwendung von sechs verschiedenen Zahncremes. Flnf der Produkte sollen nach Hersteller-
angabe die Dentinhypersensibilitat therapieren. Bei dem Wirkstoff Zink-Carbonat-Hydroxylapatit
waren verschlossene Tubuli festzustellen, eine Behandlung mit Zitronensaft reduzierte die Verschluss-
rate. Eine zinnfluoridhaltige Creme wies ebenfalls oberflachliche Verschlisse auf, ein Eindringen der
Ausfallungen in den Tubulus war nicht nachweisbar. Bei Arginin-Calcium-Carbonat war oberflachlich
ein okkludierender Effekt zu erkennen. Der oberflachliche Verschluss von freiliegenden Tubuli konnte
daher bei einigen Zahncremes bestatigt werden, allerdings waren die Verschliisse nicht surestabil. Bei

keiner Zahncreme konnte ein kompletter Verschluss der Tubuli nachgewiesen werden.

Eine experimentell hergestellte Zahncreme aus Tetracalcium-Phosphat und Monetit (TTCPMF) ist in
einem In-vitro-Versuch mit zwei kommerziell erhaltlichen Cremes (Sensodyne und Colgate) vergli-
chen worden (Medvecky et al., 2017). Die experimentell hergestellte Zahnpaste wurde vor der An-
wendung ein Jahr bei 25 °C gelagert. Monetit ist ein natlrlicherweise vorkommendes, wasserfreies
Calciumphosphat, dem Fluor zugesetzt wurde. In dem Versuch wurden Dentinscheiben mit Zitronen-
séure demineralisiert, die Remineralisierung sollte tber die Anwendung der Zahncremes und nachfol-
gende Lagerung in kiinstlichem Speichel erfolgen. Die Auswertung der Proben erfolgte rasterelektro-
nenmikroskopisch. Erfasst wurden die Mikrohérte, die Oberflachenrauigkeit und die Eindringtiefe
von Ausféllungen in die Dentintubuli. Die quantitative Analyse der Ausfallungen erfolgte mittels
EDX-Analyse (engl.: energy dispersive X-ray spectroscopy=EDX). Rasterelektronenmikroskopisch
konnten bei allen Zahncremes eine grofRere Rauigkeit als in der Vergleichsgruppe festgestellt werden.
Die Oberflache bei TTCPM zeigte vor dem ersten Zyklus eine glattere, aus kleineren (50-70 nm)
Partikeln bestehende Schicht. Diese glatte Schicht soll nach Ansicht der Autoren in oralem Milieu zu
einer verringerten bakteriellen Adhdsion und Plaqueauflagerung fihren. Im De- und Remineralisati-
onszyklus bildeten sich schneller und ausgeprégter Hydroxylapatit und Fluorhydroxylapatit. Alle
untersuchten Zahncremes okkludierten Dentintubuli und zeigten remineralisierende Wirkung auf der
Oberflache.

Die Stabilitat der Tubulusokklsion nach der Anwendung von Zitronenséaure untersuchten Chen et al.
(2015) an Dentinscheiben von menschlichen Molaren. Bei der Applikation von roter Propolis (engl.:
red propolis extract=RPE) war die hiéchste Verschlussrate festzustellen. Propolis ist ein von Bienen
erzeugtes Produkt. Die harzéhnliche Masse hat fungizide, antibakterielle, antivirale, entzindungs-
hemmende und antioxidative Eigenschaften. Bei Calcium-Natrium-Phosphosilikat (Novamin) und
Arginin-Calcium-Carbonat (ACC) konnten nach der Applikation kristalldhnliche Depots im Raster-
elektronenmikroskop festgestellt werden. Nach Sdureanwendung waren die Dentintubuli zum Teil
er6ffnet. Arginin und Calciumcarbonat bildeten dabei ein dentindhnliches Material. Bei Novamin legte
sich eine kristalline Hydroxyl-Carbonat-Apatitschicht aus das Dentin (Chen et al., 2015). Die Amino-

séure Arginin kommt natirlicherweise im Speichel vor. Die Kombination mit Calciumcarbonat soll
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eine tubulus-okkludierende Wirkung entwickeln, ahnlich der Fahigkeit des Speichels, freiliegende

Tubuli zu verschlielen (de Melo Alcencar et al., 2019).

Novamin wurde auch hinsichtlich der Applikationsmethode elektronenmikroskopisch untersucht (Ma
et al., 2016). Dabei wurde das Novamin mit einem Schienenmaterial auf humane Dentinproben aufge-
bracht und mit Prufkorpern verglichen, bei denen es mit Wattepellets tber eine Woche 2-mal téglich
aufgetragen wurde. Die Lagerung erfolgte in kiinstlichem Speichel. Bei der Schienenapplikation konn-
te in der qualitativen rasterelektronenmikroskopischen Auswertung eine Erhéhung der Anzahl der
verschlossenen Tubuli und ein tieferes Eindringen der Ausfallungen festgestellt werden. Eine statis-
tisch signifikante Verkleinerung der Tubulusdurchmesser im Vergleich zu den topisch applizierten
Proben wurde ebenfalls nachgewiesen. Vermutet wurde, dass die Schiene die Priifkérper vor Auswa-
schungen des Lagerungsmediums schiitzt und die Eindringtiefe der Ausfallungen in die Tubuli verbes-

sert.

In einer weiteren In-vitro-Studie von Novamin und der Aminosaure Arginin enthaltenden Zahncremes
konnte die obliterierende Wirkung beider Wirkstoffe bestatigt werden(Kulal et al., 2016). Die statis-
tisch signifikant beste Verschlussrate erzielte allerdings eine nano-Hydroxylapatit-haltige Zahncreme.
Wegen der geringen Kosten und der guten Anwendbarkeit favorisierten die Autoren nano-

Hydroxylapatit fir die hausliche Anwendung.

Die Stabilitat und Qualitat der Tubulusverschliisse von Novamin ist mit Duraphat und Gluma nach
einem Erosions/Abrasionsmodell verglichen worden (Jao-Souza et al., 2018). Die Agenzien wurden
den Herstellerangaben entsprechend appliziert. Um die oralen Bedingungen nachzuempfinden wurden
humane Dentinprifkorper in Speichel gelagert. Nach einmaliger Anwendung und einem Putzzyklus
Uber 5 Tage mit erosiven Effekten durch Zitronenséure erfolgten Dentinpermeabilitdtsmessungen und
rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen. Der abrasive Effekt wurde durch eine 2-minitige
Putzsimulation mit einer fluoridhaltigen, kommerziell erhéltlichen Zahncreme nachempfunden. Unter
den gewahlten Bedingungen war bei Gluma und Novamin eine signifikante Abnahme der Permeabili-
tat festzustellen. Nach der Anwendung von Duraphat war im REM eine aufgelagerte Schicht erkenn-
bar, die nach dem Zyklus nicht mehr festzustellen war. Vermutet wurde, dass die calciumfluoridhalti-

ge Schicht sich durch die imitierten Abrasionen l6st.

Dass die Fluorid-Minerale eine geringere Stabilitat in den Tubuli besitzen, konnte auch nach einer
Saurebehandlung in einem weiteren In-vitro-Versuch mit verschiedenen Zahncremes gezeigt werden.
Untersucht wurden drei kommerziell erhéltliche Cremes mit den Wirkstoffen Hydroxylapatit, Nova-
min und Fluorid (Farooq et al., 2015). Neben einem Zahnputzversuch und anschlieRender S&ureein-
wirkung wurden Proben in Mischungen der Cremes mit kiinstlichem Speichel gelagert. Die raster-
elektronenmikroskopisch analysierte Verschlussrate war bei der hydroxylapatithaltigen Paste im Putz-
versuch nach Saureanwendung ahnlich hoch wie bei den unbehandelten Proben. Die Tubuli lagen bei

Anwendung der fluoridhaltigen Creme frei. Bei den in kiinstlichem Speichel gelagerten Proben zeigte
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sich bei Hydroxylapatit und Novamin eine amorphe Partikel enthaltende Schicht auf dem Dentin. Die
Autoren vermuteten einen Anstieg der Calcium- und Phosphat-lonen im Speichel und eine dadurch

ausgeldste Kristallisation.

Der Zusatz von nano-Hydroxylapatit zu einer experimentellen Zahncreme ohne Fluorid, im Vergleich
zu kommerziell erhéltlichen Zahncremes mit Novamin, Kaliumsalzen und Hydroxylapatit, ergab in
einem weiteren In-vitro-Versuch eine hohere Verschlussrate der Tubuli (Jena et al., 2017). Die Den-
tinproben wurden tber 14 Tage 2-mal taglich einer Putzsimulation unterzogen und in kinstlichem
Speichel gelagert. Vermutet wurde, dass das nano-Hydroxylapatit aufgrund der PartikelgroRe leichter

in die Tubuli integriert werden kann.

Den Einfluss der PartikelgréRe untersuchten ebenfalls Kunam et al. (2016). Sie synthetisierten nano-
Hydroxylapatit Kristallite in der GréRe von 18,3 - 32,2 nm aus Eierschalen und verglichen die Ver-
schlussraten und Eindringtiefen einer natriumfluoridhaltigen Losung mit einer wassrigen Lésung von
nano-Hydroxylapatit und einer Mischung von NaF mit nano-HA. Die in kiinstlichem Speichel gelager-
ten Proben wurden nach 7 Tagen rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Die signifikant hochsten
Eindringtiefen und dichtesten oberflachlichen Auflagerungen wurden bei der gemischten Lésung ge-
funden. Sie vermuteten daher einen synergistischen Effekt. Die nano-HA-Partikel sollen wegen ihrer
GroRe in die Tubuli eindringen kdénnen und das Natriumfluorid mit Calcium zur Bildung von Calcium-
fluorid-Kristallen fuhren. In der natriumfluoridhaltigen Lésung zeigten sich dagegen wallartige Ver-
engungen der Tubuluseingénge durch feine Ausfallungen. Der komplette Verschluss war seltener fest-
zustellen (Kunam et al., 2016).

Im Gegensatz dazu konnten Favretto et al. (2018) in ihrer In-vitro-Untersuchung keinen Einfluss der
PartikelgroRe auf die Obliteration der Dentinkandle finden. Es sind in dieser Studie Natrium-
Trimetaphosphat (TMP) Nano- und Mikropartikel experimentell hergestellten Zahncremes zugesetzt
worden. Die PartikelgroRe lag bei 400 nm bei den Mikropartikeln und 25 nm bei den Nanopartikeln.
Die Zahncremes waren fluoridhaltig (1000 ppm). Nach einem Zahnputzversuch tber 7 Tage mit bo-
vinen Dentinblocken unter Spilung mit Speichel wurde der Einfluss der PartikelgroRe auf den Ver-
schluss der Dentintubuli, das atomare Gewicht der Ausfallungen und der Mineralgehalt elektronen-
mikroskopisch und réntgenspektroskopisch (EDX) untersucht. Die Proben wurden nach Saurebehand-
lungen mit den nicht behandelten verglichen. Es zeigte sich bei allen TMP-haltigen Zahncremes eine
bessere Verschlussrate und ein héhere Mineralgehalt als bei der Placebogruppe und der alleinigen
Anwendung der Fluoridzahncreme (56% hdhere Obliteration). Die PartikelgroRe hatte keinen Einfluss

auf die Verschlussrate.

Die Dentinpermeabilitat ist ein weiteres Kriterium, um tubulusokkludierende Wirkungen festzustellen
(Lucchese et al., 2018). In einer In-vitro-Studie wurde eine zinnfluorid- mit einer natriumfluoridhalti-
gen Zahncreme verglichen. Die Dentinproben wurden in einem Putzversuch mit Zitronenséure be-

handelt und in kiinstlichem Speichel gelagert. Im REM konnte eine Tubulusokklusion bei allen Pro-
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ben nach der Lagerung in kiinstlichem Speichel festgestellt werden. Es wurden allerdings keine statis-
tisch signifikanten Unterschiede in der Reduktion der Permeabilitt gefunden. Die Applikation von
Zitronensaure und Lagerung der Proben flr 24 h in kinstlichem Speichel fuhrten zu einer Erhdhung
der Permeabilitat. Die Autoren vermuteten, dass der Speichel Partikel aus den Tubuli I6sen kann, aber
auch Ausfallungen durch die im Speichel enthaltenen Salze gebildet werden. Bei der Lagerung in
kunstlichem Speichel sollen mehr Partikel gelost werden, als durch Remineralisation neu gebildet

werden.

Die Dentinpermeabilitat wurde ebenfalls als Kriterium zur Untersuchung der Wirksamkeit der Tubu-
lusokklusion bei Gao et al. (2017) herangezogen. Verglichen wurden Natriumfluorid mit Dendrime-
ren (PAMAM= Poly (amido amine) dendrimer). Es zeigte sich fiir die Dendrimere eine hohere Séure-
stabilitdt in diesem In-vitro-Versuch. Die Dentinproben wurden nach Auftragen der Wirkstoffe in
zeitlichen Abstédnden von 7 bis 28 Tagen rasterelektronenmikroskopisch untersucht und bei einer
Dentinpermeabilitatsmessung verglichen. Die Lagerung erfolgte in kiinstlichem Speichel. Bei den mit
Natriumfluorid behandelten Proben war eine sich schneller bildende, aber instabilere Kristallisations-
schicht festzustellen. Die Kristalle bei PAMAM waren nadelartig und tiefer in die Tubuli eingedrun-
gen. Nach 28 Tagen zeigte sich eine signifikant niedrigere Dentinpermeabilitat. Die Autoren fiihrten
dies auf den langer dauernden Kristallisationsprozess bei dem organischen Dendrimermolekul zuriick.
Sie vermuteten, dass eine sich schneller bildende anorganische Kristallschicht bei dem Natriumfluo-

rid-Préparat ein weiteres Eindringen von Calcium- und Phosphat-lonen in die Tubuli verhindert.

Den Dendrimeren wird das Potenzial zugeschrieben, die Rolle von nicht-kollagenen Proteinen bei der
Biomineralisation von Dentin zu ubernehmen. Das wurde nach einem
Putzversuch an demineralisierten Dentinscheiben mit experimentell hergestellten, mit nano-
Hydroxylapatit funktionalisierten, Dendrimeren vermutet (Lin et al., 2017). Nach 7 Tagen erfolgte
eine rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der Dentinproben. Die Proben lagerten im Ver-
suchszeitraum in klnstlichem Speichel oder in entionisiertem Wasser. Unabhéngig vom Lagerungs-
medium zeigte sich eine Bindungsfahigkeit der Dendrimere an freiliegende Kollagenfibrillen. Die
Autoren vermuteten eine Bindung der reaktiven negativ geladenen COOH-Gruppen der Dendrimere
mit den positiv geladenen Typ-1-Bandern des Kollagens. In der Kontrollgruppe wurde der Putzver-
such mit entionisiertem Wasser durchgefiihrt und die Proben in kiinstlichem Speichel gelagert. Es war
rasterelektronenmikroskopisch kein Verschluss der Tubuli zu erkennen. Die Tubuli waren nicht mit
Kristallen geflllt. Es wurde gefolgert, dass die demineralisierte Kollagenmatrix alleine nicht die Fa-

higkeit hat, aus einer Mineralquelle wie dem kunstlichen Speichel, Kristallisationskerne zu bilden.

Neben der Verschlussrate und der Durchflussrate der Dentintubuli wurde in einer In-vitro-
Untersuchung an einwurzeligen Z&hnen die mechanischen Eigenschaften nach der Behandlung mit
auf Methacrylat-Nanopartikel basierenden Losungen geprift (Toledano-Osorio et al., 2018). Es wur-
de angenommen, dass Mikrofrakturen im Dentin ein Fortschreiten von Demineralisierungen und die

Entstehung von Karies begiinstigen. Den experimentellen Lésungen wurden Zink, Calcium und
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Doxycyclin zugesetzt. Doxycyclin soll die Metalloproteinasen im Dentin hemmen und dadurch Mik-
rofrakturen verhindern. Die Tubulusverschlussrate nahm bei dieser Lésung nach 7 Tagen ab. Die
Autoren vermuteten daher eine schlechtere desensibilisierende Wirkung. Bei den auf Calcium und
Zink basierenden Losungen konnte nach 7 Tagen ein kompletter Verschluss der Tubuli festgestellt
werden. In der EDX Analyse konnte Calciumphosphat als Hauptbestandteil der Ausfallungen nach-
gewiesen werden. Bei der mechanischen Belastung waren die Ergebnisse mit den zinkhaltigen Lo6-
sungen besser als die der calciumhaltigen Losungen. Die ausgebildeten Kristallite ordneten sich stab-
artig intra- und peritubulér an. Die Form der Kristallite soll Einfluss auf die mechanischen Eigen-
schaften haben. Die Autoren sahen weitere Untersuchungen als erforderlich an, die langere Zeitraume

und das orale Milieu berticksichtigen.

Die Wirkung von kommerziell erhéltlichen, desensibilisierenden Mitteln sind in vitro in einem Erosi-
ons/Abrasionsmodell profilometrisch und rasterelektronenmikroskopisch untersucht worden (Garofa-
lo et al.,, 2019). Getestet wurden Duraphat, DesensibilizeNano P (Calciumphosphat, NaF und
KNOs ), ClinPro XT Varnish (Glaspartikel von Fluor-Aluminium-Silikat, Calcium-Glycerophosphat)
und ClinPro White Varnish (NaF, Tricalcium, Phosphat). Die 4-mal tagliche Applikation einer
0,3%igen Zitronensdure Uber 5 Tage sollte erosive Effekte imitieren. Abrasive Effekte wurden durch
2mal tagliches Putzen mit einer elektrischen Zahnburste simuliert. Dazwischen wurden die Proben in
kinstlichem Speichel gelagert. Die quantitative Erfassung des Tubulusverschlusses zeigte bei allen
Mitteln nach dem Auftragen keine signifikanten Unterschiede bei der Verringerung der Zahl offener
Tubuli. Nach dem Erosions/Abrasionszyklus war bei XT Varnish ein bestehender Tubulusverschluss
festzustellen. Vermutet wurde eine lonenbindung des enthaltenen Glases an das Calcium des Hydro-
xylapatites und die Bildung einer physikalischen Barriere. Dadurch soll ein direkter Sdureangriff auf
die Oberflache unterbunden werden. Profilometrisch zeigte sich ein geringerer Abtrag. Allerdings
wurde auch das komplette Herausldsen der bedeckenden Schicht beobachtet. Bei Duraphat konnte ein
geringerer Abtrag festgestellt werden, die Tubuli waren nicht stabil verschlossen. Die Autoren forder-
ten daher weitere Untersuchungen, um den Einfluss von Sdure und Abrasion auf die Adhé&sion aufge-

lagerter Schichten, vor allem in l&ngeren Zeitintervallen, zu untersuchen.

Die Auswirkungen von unterschiedlichen Fluorkonzentrationen auf die Oberflache von Dentinschei-
ben sind bei experimentell hergestellten fluoridierten nano-Hydroxylapatit-Pulvern (=2n FHA bis 10n
FHA) im Vergleich zu kommerziell verfligbarem nano-HA in vitro untersucht worden. Zudem ist die
Biokompatibilitat der Proben in zytotoxischen Tests erfasst worden (Yu et al., 2017). Es zeigte sich
bei den verwendeten Proben keine toxischen Effekte. Die elektronenmikroskopisch erhobene Ver-
schlussrate der Dentintubuli stieg mit zunehmenden Fluorkonzentrationen. Bei der 8n FHA-Probe war
zudem die Eindringtiefe in die Tubuli signifikant héher. Die Form der Kristalle verdnderte sich mit
steigender Konzentration von locker stdbchenartig (2n und 4n FHA) zu langen, durchgehenden Stab-
chen (6n) und schlieBlich den Tubulus komplett verschlieRenden Kristallen (8n FHA). Die Autoren

folgerten, dass durch die Zugabe von Fluor die Stabilitat der Kristalle verbessert wird.

18



Zytotoxizitatsuntersuchungen von experimentell hergestellten nano-Hydroxylapatit-Suspensionen im
Vergleich zu 1%, 2% und 3% fluoriddotiertem nano-HA wurden ebenfalls von Baglar et. al. (2018)
durchgefuhrt. Die Lagerung der Proben erfolgte in dieser In-vitro-Studie in SBF (engl.: simulated
body fluid). Diese simulierte Korperflissigkeit &hnelt in der lonenkonzentration dem Blutplasma und
ermdglichte tber den Versuchszeitraum von 4 Wochen die Analyse der Abbauprodukte und eine pH-
Wert Bestimmung. Es zeigten sich bei allen nano-HA-Mischungen im Rasterelektronenmikroskop
Verschliisse der Tubuli oder Ausfallungen auf der Oberflache. Die besten Ergebnisse wurden bei der
reinen nano-HA-Suspension und der 1% fluoriddotierten Suspension erzielt. Bei hoherer Fluoridkon-
zentration war die Oberflache nicht vollstandig bedeckt, die Tubuli aber noch verschlossen. Die hohe-
ren Fluoridkonzentrationen fiihrten zu einem Rickgang der Zellproliferation, waren allerdings nicht

toxisch.

2.2.4  Klinische Anwendungen

Es gibt eine Vielzahl von klinischen Untersuchungen zur Wirksamkeit desensibilisierender Agenzien.
Die meisten experimentellen Studien zu Hydroxylapatit und nano-Hydroxylapatit beschaftigen sich
mit der Remineralisation von Zahnschmelz und in geringerem Ausmal® mit dem Dentin. In neuerer
Zeit werden die Apatite auch in klinische Untersuchungen zur Behandlung von Hypersensibilitaten

eingeschlossen.

Eine hdufige Form der Applikation ist dabei die hdusliche Zahnpflege mit Zahnpasten, denen die
Wirkstoffe zugesetzt sind. Die Beobachtungszeitraume variieren dabei stark von wochentlicher An-
wendung bis zu Untersuchungszeitraumen Uber mehrere Monate. Daneben wird auch die topische
Anwendung untersucht, die entweder in der zahnéarztlichen Praxis erfolgt oder zum Beispiel Uber
Schienensysteme (Amaechi et al., 2018). In der héauslichen Anwendung erfolgt das Auftragen auch
manuell oder mit einfachen Mitteln wie Wattestabchen (Low et al., 2015). Zur Beurteilung der emp-
fundenen Schmerzen werden Instrumente wie die visuelle Analogskala oder die DPS (engl.: dental
pain scale) benutzt. In den Klinischen Untersuchungen wird die Uberempfindlichkeit taktil mit der

Sonde, thermisch mit Eis oder mit dem Luftblaser einer Dentaleinheit Uberprift.

Die Auswahl der Probanden und die Durchfiihrung klinischer Studien zur Fragestellung der Dentinhy-
persensibilitdt sind problematisch. Empfohlen wird eine doppelblinde, randomisierte Parallelgruppen-
studie (Holland et al., 1997). Es sollten nur solche Patienten in Untersuchungen zum Verschluss frei-
liegender Tubuli eingeschlossen werden, bei denen klinisch auch freiliegende Dentin- oder Wurzel-
dentinbereiche festzustellen sind, weil Patienten auch Hypersensibilitdten angeben, ohne das Dentin

freiliegt. Diese Patienten besitzen oft einen diinnen Gingivatyp (Moraschini et al., 2018).

Der Mechanismus der meisten desensibilisierenden Mittel beruht auf einer Unterbindung der Flissig-
keitsbewegung in den Dentinkanélchen durch Auflagerung auf der Dentinflache oder Einlagerung in

die Tubuli. Dabei kann unterschieden werden in eine physikalische Wirkung, bei der Partikel oder
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Nanopartikel in die Tubuli eingelagert werden, eine chemische Okklusion durch Mineralausfallungen
auf der Oberflache und die pharmakologische Blockade der nervalen Weiterleitung durch Kaliumver-
bindungen. Es hat sich bisher kein Goldstandard in der Therapie von Dentinhypersensibilitaten etab-
liert (Moraschini et al., 2018).

In einem systematischen Review mit Metaanalyse konnte die Effektivitat von nano-Hydroxylapatit im
Vergleich zu anderen potenziell desensibilisierenden Mitteln dargestellt werden (de Melo Alencar et
al., 2019). Allerdings ist nur eine geringe Anzahl von Studien eingeschlossen worden. Da die l&ngste
Untersuchung einen Zeitraum von 3 Monaten erschloss und die weiteren nach 4 Wochen abgeschlos-

sen wurden, forderten die Autoren weitere Verlaufskontrollen.

Eine weitere Metaanalyse aus dem Jahr 2018 verglich die Wirkung von in-office-Behandlungen und
héusliche Anwendungen (Moraschini et al., 2018). Eingeschlossen wurden 25 Untersuchungen aus der
Zeitspanne 1992-2016. Dabei zeigten sich bei den chemisch und physikalisch wirkenden in-office-
Préparaten im Vergleich zum Placebo signifikante Reduzierungen der Hypersensibilitat. Im Gegensatz
dazu war eine Abnahme der Hypersensibilitat bei hauslich anzuwendenden, chemisch wirkenden und
die nervale Reizweiterleitung unterbindenden Produkten besser als bei der Anwendung eines Placebo.
Die Schwierigkeit klinischer Untersuchungen zur héuslichen Anwendung sahen die Autoren in der
Standardisierung. Es ist nicht gewéhrleistet, dass die Probanden trotz der Instruktionen die Pflegemit-

tel korrekt anwenden.

Dieser Frage der hauslichen Anwendung ist in einer klinischen Studie nachgegangen worden. Uber
drei Monate wurde die Kombination einer in-office Therapie mit kommerziell erhéltlichen Préparaten
untersucht. Die Wirkstoffe waren Arginin, n-HA und ein fluorid-haltiges Praparaten (Wang et al.,
2016). Verglichen wurde Duraphat mit einem argininhaltigen Produkt (Desensibilize Nano-P) mit
zusatzlicher Anwendung einer experimentell hergestellten nano-Hydroxylapatit-haltigen Zahncreme
und der alleinigen Anwendung einer argininhaltigen Zahncreme (Pro-Relief). In den ersten drei
Wochen erfolgte eine wochentliche professionelle Applikation. Danach trugen die Teilnehmer das
jeweilige Mittel nach der Zahnpflege fiir 4 min auf. Die hdusliche Pflege wurde Uber den gesamten
Zeitraum mit einer fluoridhaltigen Zahncreme durchgefiihrt, auler in der Arginin-Gruppe, hier wurde
nur die Arginin enthaltende Zahnpaste angewandt. Diese Gruppe zeigte Uber die gesamten drei
Monate eine abnehmende Empfindlichkeit. Ein dhnliches Ergebnis wurde in den n-HA Gruppen
erreicht. Hier waren sowohl nach der 3-maligen professionellen Applikation als auch bei der
experimentellen n-HA Paste ein Riickgang der Empfindlichkeit nach einem und drei Monaten
festzustellen. Den Vorteil in der professionellen Anwendung sahen die Autoren in dem schnell zu
erreichenden Ergebnis, unabhéngig von der hduslichen Mitarbeit, wie sie in der Arginin-Gruppe
erforderlich war. Das natriumfluoridhaltige Produkt (Duraphat) ist in der professionellen Anwendung
weit verbreitet und zeigte in dieser Untersuchung nach drei Monaten einen geringeren Effekt.
Vermutet wurde, dass die fluoridhaltigen Ausfallungen tber die Dauer im oralem Millieu nicht stabil

sind. Die Autoren forderten weitere Untersuchungen zur Stabilitdt und Zusammensetzung der

20



vermuteten Tubulusverschlisse. Der Einfluss von den Zusatzstoffen, in diesem Fall Fluoride und
Kaliumnitrat in der verwendeten experimentellen nano-HA-Paste, war in dem gewdahlten
Versuchsaufbau ebenfalls nicht zu kl&ren. Die Autoren schlussfolgerten, dass die mogliche Reduzie-
rung der Anzahl von in-office Behandlungen ein Vorteil der Pflegeprodukte mit nano-Hydroxylapatit
sein kann.

Im Gegensatz dazu zeigten Orsini et al. (2013) in einer klinischen Studie mit drei verschiedenen
Zahncremes mit den Wirkstoffkombination Arginin und Natriummonofluorphosphat, Strontiumacetat
und Natriumfluorid sowie Zinkcarbonat-Hydroxylapatit eine Reduzierung der Dentinhypersensibilitét
bereits nach drei Tagen.

Eine deutliche Verbesserung von Hypersensibilitdten lieR sich bei einer Anwendung von einer nano-
Hydroxylapatit-haltigen Zahncreme in einer klinischen Studie mit 105 Probanden feststellen (Vano et
al., 2018). Im Vergleich zu einem fluoridhaltigen Gel gaben die Probanden sowohl nach 2 Wochen als

auch nach 4 Wochen einen starkeren Riickgang der Symptome an.

Allerdings zeigen einige vergleichende klinische Untersuchungen dhnliche Ergebnisse von nano-HA
zu anderen desensibilisierenden Mitteln. So fanden Gopinath et al. (2015) in einer 4-wdchigen Studie
keine signifikanten Unterschiede in der Reduzierung der Hypersensibilitat bei der Verwendung einer
fluoridfreien Zahncreme mit einem Anteil von 1% n-HA im Vergleich zu einer novaminhaltigen

Zahncreme.

Fluoride werden wegen ihres remineralisierenden Effektes in der Kariesprophylaxe genutzt. Sie wer-
den in verschieden chemischen Zusammensetzungen in Zahncremes, Spullésungen oder in-office Pra-
paraten angewandt (Zinnfluoride, Natriumfluoride, Amifluoride). In der hier vorgelegten In-vitro-
Studie wird ein kommerziell erhaltliches Fluid (elmex fluid) mit einem Fluoridgehalt von 1,0% be-
nutzt. Nach Herstellerangabe sind 0,287 g Aminfluorid Dectafluor, 3,032 g Aminfluorid Olafluor und
2.210 g Natriumfluorid pro 100 g enthalten. Die Ansammlung von Aminfluoriden auf der Oberflache
soll zu einem Ausfall von Calcium-Fluorid &hnlichen Depots flhren. Aus diesen Depots werden Fluo-
ride abgegeben. Durch die Ausbildung dieser Calciumfluorid-Deckschichten sollen Dentintubuli be-
deckt oder obliteriert werden (Herstellerangabe Fa. GABA, Hamburg).
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2.3 Ziel der Arbeit und Fragestellung

Als beeinflussende Faktoren fur die Schmerzempfindung am Dentin gelten die Anzahl der freigelegten
Dentinkanale und deren Durchmesser. Die Nociception scheint an der Pulpa-Dentin-Grenze zu entste-
hen, wobei immer offene Dentinkandle an der Schmerzentstehung beteiligt sind. Daraus folgt, dass
MaRnahmen zum Verschluss von offenen Dentinkanélen ein wirksames Mittel zur Schmerzlinderung
sind. Es werden Mittel gesucht, die eine schnelle und dauerhafte Tubulusokklusion gewahrleisten und
im oralen Milieu bestandig sind. Dabei kdnnen Zahncremes auf der einen Seite geeignete Wirkstoffe
aufbringen, auf der anderen Seite kdnnen sie durch abrasive Effekte zur Freilegung von Dentinkanalen
beitragen.

Die tubulusokkludierenden Agenzien sollten die Dentinpermeabilitat reduzieren und den Verschluss
der Dentintubuli auch im sauren Milieu aufrechterhalten. Gegen abrasive Effekte sollten sie zudem
einen stabilen Verschluss gewahrleisten (Gao et al., 2017).

Trotz der Vielzahl der propagierten Verfahren hat sich bisher kein Konzept klinisch etablieren kénnen,
um die Dentinhypersensibilitdten dauerhaft und vollstandig zu therapieren. Nano-Hydroxylapatite und
Hydroxylapatite gelten als kostengtinstige und in der Anwendung einfache Mittel zur Behandlung von
Hypersensibilititen. Im Rahmen dieser In-vitro-Studie soll untersucht werden, wie nano-
Hydroxylapatite alleine und in Kombination mit einem Aminfluoridpraparat auf freiliegende Dentin-

tubuli wirken.

In einer alter werdenden Gesellschaft ist durch verbesserte parodontale und zahnerhaltende Therapien
mit einer Zunahme von freiliegenden Wurzelflachen zu rechnen. Freiliegendes zervikales Dentin hat
ein hoheres Kariesrisiko, es ist gegentiber Saureeinwirkungen weniger resistent als der Zahnschmelz.
Die Applikation hochkonzentrierter fluoridhaltiger Mittel ist eine verbreitete Methode zur Kariespro-
phylaxe. Durch die Ausbildung calciumfluorid-haltiger Deckschichten sollen zudem die Dentintubuli
verschlossen werden. Hydroxylapatite und nano-Hydroxylapatite sollen ebenfalls Prazipitate auf der
Zahnoberflache bilden. Es ist nicht nachgewiesen, ob eine Zufiihrung von Fluoriden die Wirkung von

Hydroxylapatiten verbessert.
Folgende Nullhypothese wird im Rahmen dieser In-vitro-Studie untersucht:

. Eine experimentell hergestellte wassrige Suspension von nano-Hydroxylapatit und Mischun-
gen von nano-Hydroxylapatit mit einem Fluoridpraparat weisen in ihrer Wirkung auf Dentintubuli

keine Unterschiede zu einem kommerziell erhéltlichen Fluoridpraparat auf.
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3 Material und Methode

3.1 Herstellung der Prufkérper

An humanen Molaren wurde in der vorliegenden Arbeit der fur Dentinhypersensiblititen relevante,
zervikale Bereich der Zdhne untersucht. Nach der Extraktion wurden die Zahne mit einem Skalpell
von anhaftendem Weichgewebe befreit. Die Zadhne wurden in 1%iger Thymoll6sung gelagert. Es folg-

te eine Praparation der Zahne parallel zur Zahnachse.

Mit einem Praparationsdiamanten (6847 KR, Fa. Komet) wurden unter standiger Wasserkihlung die
bukkale und orale Schmelzflache abgetragen, bis das Dentin frei lag. Danach wurde die Oberflache
mit dem entsprechenden Finierdiamanten finiert (8847 KR). Diese Praparation erfolgte parallel zur
Zahnachse bis etwa 3 mm unterhalb der Schmelz-Zement-Grenze. Die Flachen wurden anschlielend
mit Polierscheiben (SoFlex, Fa. 3M) vorpoliert. Der okklusale Schmelzbereich blieb erhalten. Nach
der Vorpolitur erfolgte im Abstand von etwa 2-3 mm ein parallel zur vorpolierten Oberflache gefuhr-
ter Schnitt durch den Zahn, sodass zwei Prufkorper pro Zahn gewonnen wurden. Die durch den
Schnitt freigelegte Pulpa wurde mit einem Rosenbohrer entfernt (Abb. 1).

Abbildung 1: Herstellung der Priifkdrper, Zahn 38 in der Ansicht von mesial; griin eingezeichnet ist
die abzutragende bukkale und orale Fléache, in etwa parallel zur schwarz eingezeichneten Zahnachse
(A), die abgetragene bukkale Flache, nach der Vorpolitur mit SoFlex Polierscheiben (B) und der buk-
kal herausgetrennte Prifkorper (C).
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Die Prifkorper wurden in Blocke aus Bissregistratsilikon eingebettet (Futar D, Fa. Kettenbach). An-
schlieBend erfolgte die Lagerung in destilliertem Wasser. Die weitere Politur erfolgte unter standiger
Wasserkuhlung mit rotierenden Schleifpapieren bei 300 Umdrehungen pro Minute (2V Grinder-
Polisher, Fa. Metkon Gripo). Die Feinpolitur wurde bis 4000 Grit ausgefuhrt. Die Prifkorper wurden
mit einer Lupenbrille (Fa. Zeiss) mit 4,4facher VergroRerung wahrend der Politur auf Kanten uber-
pruft und gegebenenfalls nachpoliert. Nach der Politur wurden die Proben fir 15 min in ein Ultra-
schallbad (Sonorex, Fa. Bandelin) gegeben. Nach der Entnahme aus dem Ultraschallbad erfolgte die

Trocknung mit einem Luftbl&ser.

AnschlieBend wurde jeder Prifkérper zur Hélfte mit einem dinnfliessenden Silikon-Abformmaterial
(Honigum, Fa. DMG) abgedeckt. Die freibleibende Flache ist fur 15 s mit 35%iger Phosphorsaure
(Ultra-Etch, Fa. Ultradent) geatzt worden. Das Atzgel wurde mit dem Luft-Wasser-Spray einer Den-
taleinheit 15 s abgespriiht. Danach wurde das Silikon vom Prifkorper entfernt, sodass pro Priifkdrper
eine geitzte und eine ungeatzte Flache entstand. Die Atzflache konnte visuell kontrolliert werden, es
ergab sich eine milchig erscheinende Oberflache im Vergleich zur gldnzenden, ungeétzten Flache
(Abb. 2).

Abbildung 2: In Bissregistratsilikon (Futar D) eingebetteter Prifkorper nach Isolierung mit einem
dunnfliessenden Abformsilikon (Honigum) und Applikation des Atzgels; Markierung der Schmelz-
Zement Grenze im Silikonblock (A), makroskopisch sichtbare Unterscheidung von geatzter und unge-
atzter Flache, rechts die matte geatzte Flache, links die zuvor abisolierte glanzende, ungeatzte Flache

(B).
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3.2 Applikation experimenteller Mischungen von nano-Hydroxylapatit, VVorversuche
In der Vorversuchsreihe wurde zundchst die Préparation und Vorbehandlung der Prufkérper (PK) zur
Darstellung des zervikalen Dentins geprift. Aus 15 Zahnen sind 30 Prifkorper nach dem in Kapitel
3.1 geschilderten Verfahren hergestellt worden. 6 Prifkorper sind als Referenzgruppe gewahlt worden.
Aus den verbleibenden 24 Prufkdrpern wurden zufallig 6 Gruppen mit je vier Prifkérpern gebildet.
Die Applikationsdauer der experimentellen Mischungen von nano-Hydroxylapatit und der kommerzi-

ellen Fluoridpraparate elmex fluid und elmex gelee betrug 2 min und 10 min.

Zur Beurteilung der gewahlten Verfahren zur Freilegung der Dentinkandle wurde eine Referenzgruppe
gebildet. In der Referenzgruppe wurden die Prufkdper nicht abisoliert, 6 Priifkdrper wurden unter-
schiedlicher Vorbehandlung unterzogen, es erfolgte keine weitere Behandlung. Vor der lichtmikro-

skopischen Untersuchung wurden die Prifkdrper in A. dest. gelagert:
e 2 Prifkorper ohne weitere Behandlung und Ultraschallbad
e 2 Prifkorper konditioniert mit 35%iger HsPOa flir 55
e 2 Prufkorper mit Atzung 35%iger HsPOs fiir 15 s.

Fur die lichtmikroskopische Auswertung nach der Applikation der experimentellen Mischungen wur-
den 24 Priifkorper zur Hélfte abisoliert und mit 35%iger HsPO. flr 15 s konditioniert Nach Entfernung
der Isolierung wurden die Priifkorper 15 min in ein Ultraschallbad gegeben. Danach erfolgte die Ap-
plikation der experimentellen Mischungen und kommerziellen Mittel auf der gesamten Flache der
Prifkorper (Tab. 1) :

o 2 Prufkorper Applikation der experimentellen Mischung elmex fluid/ Kalident fir 2 min, 2

Prufkérper fir 10 min

o 2 Prufkorper Applikation der experimentellen Mischung elmex gelee/ Kalident fiir 2 min, 2

Prifkorper fur 10 min
e 2 Prifkorper Applikation elmex gelee fir 2 min, 2 Prufkorper fir 10 min
e 2 Prifkorper Applikation elmex fluid fiir 2 min, 2 Prifkorper fir 10 min

o 2 Prifkorper Applikation Kalident Suspension (dinnflissig) Applikationsdauer 2 min, 2 Prif-

korper fir 10 min

e 2 Prifkorper Applikation Kalident Suspension (dickfliissig) fur 2 min, 2 Priifkdrper fur 10 min
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Tabelle 1: Mischungen und Bestandteile der in den Vorversuchen angewendeten Praparate

Praparat Zusammensetzung

elmex gelee 1,25%iges Fluoridgel (Dectaflur 0,278 g, Olaflur 3,032 g, Natriumfluo-
rid 2,210 g pro 100 g Dentalgel), gereinigtes Wasser, Propylenglykol,
Hytellose, Saccharin, Apfel-Aroma, Pfefferminzaroma, Krauseminzol,

Mentholaroma, Bananenaroma)

elmex fluid 1,0%ige Fluoridldsung (Dectaflur 1,150 g, Olaflur 12,126 g pro 100 g
Losung), gereinigtes Wasser Saccharin, Pfefferminzaroma, Krausemin-
z6l, Anisol, Levomenthol, Vanillin)

n-HA (dinnfliissig) Kalident 0,05 g, A. dest.

n-HA (dickflissig) Kalident 0,2 g, A. dest.

elmex gelee/n-HA Kalident 0,2 g, elmex gelee 0,5 g
elmex fluid/n-HA Kalident 0,05 g, elmex fluid 0,1 g

3.3 Lichtmikroskopie und Rasterelektronenmikroskopie

An einem digitalen Auflichtmikroskop (VHX 5000, Fa. Keyence) erfolgte im Vorversuch eine qualita-
tive Bewertung der Prufkorper. Untersucht wurden zwei kommerziell erhdltliche Fluoridpraparate
(elmex gelee und elmex fluid) und Mischungen der Praparate mit einem nano-Hydroxylapatit (Kali-
dent, Fa. Kalichem Italia Srl.) sowie wassrige Suspensionen des n-HA. Bewertet wurde das zervikale
Dentin an zwei Positionen. Einmal auf der Héhe der Schmelz-Zement-Grenze und das davon apikal
liegende Wurzeldentin. Zur Orientierung diente die Markierung der Schmelz-Zement-Grenze im Sili-
konblock, an der der Grenzbereich zwischen geétztem und ungeétztem Dentin aufgesucht wurde (Abb.

2). Dieser Bereich wurde in 1000facher VergroRerung dokumentiert und qualitativ ausgewertet.

Die lichtmikroskopische Analyse sollte die qualitative Bewertung der oberflachlichen Verénderungen
und der Verschlussrate der Tubuli im geatzten und ungeétzten Dentin ermdglichen. Dazu wurde ein

Scoringsystem mit folgender Klassifizierung eingefiihrt:

e +: Einlagerungen in Tubuli erkennbar, die Oberfldche weist einen Film oder Ausfallungen auf

e 0: keine Einlagerungen, keine Auflagerungen

In der Vorversuchsreihe sind exemplarisch Prifkorper aus jeder Gruppe rasterelektronenmikrosko-

pisch untersucht worden. Die Prifkorper wurden auf REM Probetellern (Fa. Plano) fixiert und die
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Schmelz-Zement-Grenze beidseitig mit Kohlenstoffstreifen markiert. Die Praparate wurden mit Koh-
lenstoff sputterbeschichtet. Fir die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung wurde ein XL 30
ESEM FEI 200 Rasterelektronenmikroskop genutzt (FEI Company) (Abb. 3).

30 Dentinprifkorper

(Dentin aus dem Bereich der Schmelz-Zement Grenze)

\ 4 y
Kontrollgruppen: Vorbereitung der 24 Prufkorper:
2 PK Atzung mit o |solierung einer Prufkorperhélfte mit Silikon
HsPO. fiir 5 s e Atzung HsPO. fir 15 s
2 PK Atzung mit * Spllenl5s
e  Ultraschall 15 min

HsPO. fiir 15 s

2 PK ohne Atzung,
Ultraschall fiir 15 s

A 4

Applikation der experimentellen Mischungen, 6 Gruppen, Applikations-
dauer 2 und 10 min

Wassrige n-HA Suspensionen (duinnflissig, dickflissig)
Mischung elmex fluid/ n-HA

Mischung elmex gelee/ n-HA

elmex fluid

elmex gelee

A 4 +

Lagerung A. dest., 24 h

v

Lichtmikroskopische und elektronenmikroskopische Analyse:

e Analysebereiche: zervikales Dentin der Schmelz-Zement-Grenze und Wurzeldentin
e Qualitative Auswertung: Wirkung auf geétztem und ungedtztem Dentin, Bewertung der Oberfléa-
chen, Einlagerungen in Dentintubuli

e  Exemplarische EDX Analyse

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Vorversuche
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4 Hauptversuch

4.1 Gruppeneinteilung Hauptversuch

Zur  Zubereitung einer wassrigen Hydroxylapatit-Suspension  wurde nano-Hydroxylapatit
(Kalident) mit destilliertem Wasser gemischt. Die zu untersuchenden Mischungen ergaben sich aus
den Ergebnissen der Vorversuche (Tab. 2). Um eine Vergleichbarkeit der experimentell hergestellten
nano-Hydroxylapatit Mischungen und Suspensionen mit dem kommerziell erhaltlichen Mittel zu er-
moglichen, sind im Hauptversuch alle Mittel einmalig fir 2 min aufgetragen worden. Bei allen zu

untersuchenden Mitteln erfolgte die Applikation mit einem Mikrobrush.

Es wurden zufallig drei Gruppen mit 6 Priifkdrpern gebildet, als Negativkontrolle wurden 2 Prifkorper
unbehandelt belassen (Abb. 4). Appliziert wurde jeweils fur 2 min eine wéssrige Suspension von na-
no-Hydroxylapatit (0,2 ml H-0, 0,1 mg n-HA), elmex fluid und eine experimentelle Mischung von
elmex fluid mit nano-Hydroxylapatit (0,2 ml, 0,2 mg). Nach der Applikation sind die Prufkorper in
Wasser geschwenkt worden.

Tabelle 2: Ubersicht tiber die Gruppeneinteilung und der applizierten Agenzien. In jeder Gruppe wur-
den 6 Prifkorper verwendet, in der Referenzgruppe 2 Priufkdérper, Applikationsdauer bei allen Grup-
pen 2 min

Codierung Aufgebrachtes Agenz Zusammensetzung

EL1-E6 elmex fluid 100 Gramm der Losung enthalten 1,150 g Dectaflu-

(Positiv Kontrolle) or und 12,126 g Olafluor.

nHA 1-nHA 6 Wassrige 0,2 ml A.dest.

Suspension nano Hydroxylapatit 0,1 mg Kalident (Kalichem lItalia Srl, Rezzato, Ita-

lien)

nHA_E 1-nHA_E 6 | Experimentelle Mischung elmex | 0,2 ml elmex fluid

fluid/ nano Hydroxylapatit 0,2 mg Kalident (Kalichem Italia Srl, Rezzato, Ita-

lien)

Ref 1 und Ref 2 ohne ohne

(Negativ Kontrolle)
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1. Vorbereiten der Proben
e Sammeln von 10 Kariesfreien Weisheitszahnen und Aufbewahren in Thymollsung
(0,1%)
e  Préaparation von 20 Priifkérpern parallel zur Zahnachse
e  Freilegen der Dentintubuli (35%ige Phosphorsaure)

e Lagerungin A. dest.

|

2. Applikation der experimentellen Mischungen fir 2 min

Gruppe REF Gruppe nHA Gruppe nHA_E Gruppe E

Referenzgruppe Wassrige nano- | Mischung elmex fluid | elmex fluid
Hydroxylapatit S - i -

unbehandelt ydroxylapatit Suspen mit nano
sion Hydroxylapatit

2 Prufkorper 6 Prufkorper
6 Prufkorper 6 Prufkorper

3. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

l l

Qualitative Auswertung EDX Analyse

e 60 Messpunkte (P1-P3) e 180 Messpunkte (S1-S9)
e VergrdRerung 25, 500, 1000,
5000, 20000fach

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Versuchsdurchfiihrung
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4.1.1 Rasterelektronenmikroskopie und Elementanalyse

Zielparameter in der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung waren die Elementzusammenset-
zung und die Qualitat der aufgelagerten und der in die Tubuli eingelagerten Prazipitate. Nach den Er-
gebnissen der VVorversuche wurde die Zusammensetzung der Ausfallungen an drei verschiedenen Po-
sitionen der Prufkorper untersucht (P 1-P 3). Ein Kohlenstoffstreifen diente zur Markierung der
Schmelz-Zement Grenze (Abb. 5). Im Grenzbereich zwischen geatzter und nicht geétzter Flache wur-
de etwa 1-1,5 mm davon entfernt in Richtung der Kohlenstoffmarkierung der erste Messpunkt (P 1)
aufgesucht. Der zweite Messpunkt lag etwa 1-1,5 mm apikal davon (P 2). Als Kontrollmessung erfolg-
te eine Analyse im nicht geatzten Bereich (P 3). Die Areale wurden in 25, 500, 1000, 5000, 10000,
20000facher Vergrof3erung festgehalten.

ungeatzte Flache geatzte Flache

|
I
| Schematische Darstellung der
| Messungen des Punktes ,,P1¢.
I
I

Markierung der

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

Schmelz-Dentin Grenze :
1
1
1
1

= Messpunkt,,S2“ der EDX-Analyse,
Messung intra-tubuldres Dentin.

= Messpunkt,,S3“ der EDX-Analyse,
Messung inter-tubuldres Dentin.

= Dentintubuli

Abbildung 5: Schematische Darstellung der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung und der
Messpunkte der EDX Analyse; die Messpunkte P1-P 3 sind links schematisch dargestellt, die Aus-
schnittsvergroferung (rot gestrichelt) zeigt die Flache der EDX Gesamtanalyse (S 1), die rote Markie-
rung den intratubuldren (S 2) und die griine Markierung den intertubularen Messpunkt (S 3).
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Zusétzlich wurde bei jeder Position drei Elementanalysen durchgefiihrt. Gemessen wurde die Gesamt-
zusammensetzung (S 1, S 4, S 7), die intratubulére Einlagerung (S 2, S 5, S 8), sowie die intertubuldre
Auflagerung (S 3, S 6, S 9). Die Analyse der Elemente wurde als atomarer Anteil (At%) und Ge-
wichtsanteil (wt%) erfasst (Abb. 6).

Die Verteilungen sind fir alle Préparate tabellarisch zusammengefasst worden. Die prozentualen Ge-
wichtsanteile der Elemente Fluor, Calcium und Phosphor an den drei Messpunkten S 1-S 9 wurden
grafisch dargestellt. Das Verhaltnis von Phosphor zu Calcium an den Messpunkten wurde dokumen-
tiert.
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Abbildung 6: Darstellung der EDX Analyse des
Praparates nHA_E1, Applikation einer experi-
mentellen Mischung von elmex fluid mit n-HA; A:
Messpunkt S 1 (gesamte Flache), B: Messpunkt S
2, Messung der intratubularen Einlagerung (ro-
tes Késtchen) und C: intertubulére Auflagerung
(rotes Kastchen)



5 Ergebnisse

5.1 Vorversuch

5.1.1 Lichtmikroskopie

Um erste Aussagen zur Wirkung der aufgebrachten Agenzien und experimentellen Mischungen auf
die Zahnhalsregion treffen zu kdnnen, musste die VVorbereitung der Prifkérper sicherstellen, dass die-
ser Bereich bei der lichtmikroskopischen Untersuchung reproduzierbar aufzufinden ist. Zudem musste
gewadhrleistet sein, dass die Dentintubuli er6ffnet sind, um eine Obliteration durch die Applikation der
experimentellen Mischungen nachweisen zu kénnen. Der auszuwertende Bereich sollte lichtmikrosko-
pisch und rasterelektronenmikroskopisch erfassbar sein. Daher erfolgte eine Markierung der Schmelz-
Zement-Grenze im zur Fixierung der Priifkdrper genutzten Silikonblock (Abb. 2). Entlang dieser Mar-
kierung wurde in den Priifkérpern der Grenzbereich zwischen geéatzter und nicht geéatzter Flache auf-
gesucht (Abb. 7). Die makroskopisch erkennbare Grenze zwischen geédtztem und ungedtztem Bereich
lieR sich in der lichtmikroskopischen Analyse eindeutig feststellen (Abb. 7, Pfeilmarkierung). Damit
konnte der flr die Entstehung von Dentinhypersensibilitaten relevante Zahnhalsbereich Bereich aufge-
sucht und qualitativ ausgewertet werden. Die Konditionierung der freigelegten Dentinflache mit Phos-
phorsdaure flihrte zu einer Eréffnung der Dentintubuli. Im nicht geétzten, nur mit Ultraschall vorbehan-
delten Areal, konnten lichtmikroskopisch keine offenen Tubuli nachgewiesen werden. Die durch den
Schleifprozess entstandene Schmierschicht wurde durch das Ultraschallbad nicht geldst.
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Abbildung 7: Lichtmikroskopische Aufnahme einer Dentinflache in 1000facher Vergroferung, die
rechte Seite wurde fiir 15 s mit 35%iger Phosphorsaure konditioniert, die linke Seite wurde vor der
Atzung mit einem diinnfliessenden Silikonabformmaterial (Honigum-Light, Fa. DMG) isoliert. Darge-
stellt ist die Grenze zwischen gedtztem und ungeétztem Bereich (Pfeilmarkierung). Die Tubuli sind in
der geatzten Flache kreisrund dargestellt, in der ungeétzten Flache sind Schleifspuren zu erkennen.

Im Bereich der Schmelz-Zement-Grenze wurden bei einer Applikationsdauer von 2 min in der unge-
atzten Flache bei allen aufgebrachten Agenzien Auflagerungen detektiert, in der geétzten Flache wa-
ren bei der dunnflissigen n-HA-Mischung und bei elmex fluid bei jeweils einem Priifkorper keine
Auflagerungen zu erkennen (Tab. 3). Die Verlangerung der Applikationszeit auf 10 min fuhrte zu
keiner Verbesserung der Ergebnisse. Es waren sowohl bei den wassrigen n-HA-Suspensionen als auch
bei der Mischung von n-HA mit elmex fluid Prufkorper ohne Auflagerungen in der geétzten und un-
gedtzten Flache festzustellen (Tab. 4). Auffallend war bei der langeren Applikationszeit, dass bei der
dickflissigen wéssrigen Mischung von n-HA bei 4 Prifkérpern keine Auflagerungen lichtmikrosko-
pisch erkennbar waren. Bei der diinnflissigen Mischung wurden qualitativ &hnliche Effekte unabhan-
gig von der Applikationszeit festgestellt (Abb. 8, Abb. 9). Bei der durchgefihrten lichtmikroskopi-
schen Analyse liel} sich nicht eindeutig feststellen, welcher Art diese Préazipitate waren. Daher wurde
aus jeder Gruppe im Vorversuch ein Prifkorper zufallig ausgewahlt und rasterelektronenmikrosko-
pisch untersucht. Die Auflagerungen wurden mittels EDX analysiert.

34



Tabelle 3, lichtmikroskopische Analyse: Darstellung der qualitativen Ergebnisse bei 2-minitiger Ap-
plikationszeit, ,,+* Auflagerungen erkennbar, ,, 0 nicht erkennbar, bewertete Areale sind die Dentin-
flachen der Schmelz-Zement-Grenze und des Wurzeldentins, jeweils geatzt mit Phosphorsaure und
ungeatzt

Applikationsdauer Dentin der Schmelz-Zement- _
Wourzeldentin
2min Grenze
Appliziertes
ungeatzt geatzt ungeatzt geatzt
Mittel
nHa-E + + + +
+ + + +
E_F + + 0 0
+ 0 + 0
E G + + + +
+ + + +
nHA dickfl. + + + +
+ + + +
nHA dinnfl. + + + +
+ 0 0 +
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Tabelle 4, lichtmikroskopische Analyse: Darstellung der qualitativen Ergebnisse bei 10-minitiger
Applikationszeit, ,, +* Auflagerungen erkennbar, ,,0 nicht erkennbar, bewertete Areale sind die Den-
tinflachen der Schmelz-Zement-Grenze und des Wurzeldentins, jeweils geétzt und ungeétzt mit Phos-
phorséure

Applikationsdauer Dentin der Schmelz-Zement- _
Lo min Grenze Wurzeldentin
Appliziertes ungeatzt geétzt ungeatzt geatzt
Mittel
nHa-E 0 + + +
0 0 + +
EF + + + +
+ + + +
EG + + + +
+ 0 0 0
nHA dickfl. 0 0 0 0
+ + + +
nHA dinnfl. + + + +
0 0 0 +
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Abbildung 8: Exemplarische lichtmikroskopische Darstellung einer Wurzeldentinflache, in 1000facher
VergroBRerung, das Wurzeldentin konditioniert mit 35%iger Phosphorsaure (rechts), Applikation einer
Mischung von elmex fluid und Kalident, Applikationsdauer 2min; im nicht geétzten Areal (links) sind
keine Tubuli zu erkennen, es zeigen sich Schliffspuren, im geatzten Areal (rechts) erscheinen die kreis-
rund angeschnittenen Tubuli mit Einlagerungen.

Es konnten bei den im Vorversuch gewéhlten Bedingungen keine oder nur geringe Unterschiede bei
der Veranderung der Applikationsdauer festgestellt werden. Eine langere Einwirkzeit scheint bei den
experimentellen nano-Hydroxylapatit Mischungen keinen Einfluss auf die Qualitat der Tubulusver-
schliisse zu haben (Abb. 9). Daher ist fur den Hauptversuch eine klinisch zu realisierende Applikati-

onsdauer von 2 min gewahlt worden.

Die lichtmikroskopische Analyse war geeignet, in der Flache die Verschliisse der Dentin-tubuli orien-
tierend zu bewerten. Die angewandte 1000fache lichtmikroskopische VergroRerung erlaubte eine qua-
litative Bewertung der applizierten Mittel. Bewertet wurden der Bereich der Schmelz-Zement-Grenze
und das apikal davon liegende Wurzeldentin in der geétzten und ungeétzten Flache. Zur lichtmikro-
skopischen Untersuchung mussten die Proben nicht weiter vorbehandelt werden. Das gewéhlte Sco-
ringsystem erlaubte eine erste Bewertung zur tubulusokkludierenden Wirkung der experimentellen
Mischungen.
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Abbildung 9: Exemplarische lichtmikroskopische Darstellung einer Dentinflache, in 1000facher Ver-
groRerung, Dentin auf Hohe der Schmelz-Zement Grenze, konditioniert mit 35%iger Phosphorséaure
(rechts), Applikation einer Mischung von elmex fluid mit Kalident, Applikationsdauer 10 min; unge-
atzter Bereich links, rechts im geétzten Bereich sind teilweise verschlossene Tubuli und Einlagerungen

in den Tubuli feststellbar, die linke (ungeéatzte) Flache ist maskiert mit ungleichmafig begrenzten Auf-
lagerungen
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5.1.2 Rasterelektronenmikroskopie

Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung eines unbehandelten Priifkdrpers im Vorversuch
zeigte, dass durch die Praparationsart und Vorbehandlung mit Phosphorsdure die Tubuluseingéange
darstellbar waren (Abb. 10). In der nicht geatzten Flache sind die Tubuli in Umrissen verschlossen

erkennbar gewesen und durch die Behandlung im Ultraschallbad nicht eréffnet worden.

AccV SpotMagn Det WD Exp p————o 10m
500KkV30 2000x SE 108 0  GrassP14

Abbildung 10: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Dentin der Zahnhalsregion, Referenz-
probe aus Vorversuch; der Prifkorper ist mit 35%iger Phosphorsdure vorbehandelt worden (B). Dar-
gestellt ist die mit Abformsilikon abgedeckte Vergleichsflache (A). In der vor der Atzung abgedeckten
Flache des Prufkorpers (A) sind die Tubuluseingénge in Umrissen erkennbar und komplett verschlos-
sen, nach Atzung der Flache fiir 15 s mit Phosphorsaure erscheint die Dentinoberflache geglattet und
die Tubuluseingange sind rund dargestellt (VergréRerung 5000fach).

Bei der Verwendung der kommerziell erhéltlichen Fluoridpraparate bildeten sich, unabhangig von der
Applikationsdauer, keine oder nur geringe Ausféllungen von Fluorid-Globuli. Es war kein Tubulus-
verschluss feststellbar (Abb. 11, E und F.) Die Mischungen von n-HA mit elmex fluid zeigten unter
den Bedingungen des Vorversuches Auflagerungen auf der gesamten Dentinflache (Abb. 11, D). Da-
her ist diese experimentelle Mischung im Hauptversuch weiter untersucht worden. Bei unterschiedli-
cher Applikationsdauer lie} sich in der rasterelektronenmikroskopischen 20000fachen VergroRerung
kein qualitativer Unterschied in der Art und Ausbildung der Prazipitate bei der diinnfliissigen experi-
mentellen nano-Hydroxylapatit Mischung feststellen (Abb. 12). Es zeigten sich bei beiden Applikati-
onszeiten partikulére Einlagerungen an der Tubuluswand und am Eingang dichtere Auflagerungen.

Die Dentinoberflache war mit amorphen Ausfallungen bedeckt.
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Abbildung 11: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Dentinoberflachen bei 5000facher
Vergrolierung, Konditionierung der Oberflachen mit 35%iger Phosphorséure, die Applikationsdauer
betrug 10 min; A: Applikation einer dinnflussigen Suspension von nano-Hydroxylapatit, in den schrag
angeschnittenen Tubuli sind Einlagerungen zu erkennen, die Oberfléche ist mit Ausfallungen bedeckt,
B: dickflissige nano-Hydroxylapatit Suspension appliziert, die Tubuli erscheinen teilweise verschlos-
sen, die Dentinoberflache ist bedeckt, C: Mischung elmex gelee mit nano-Hydroxylapatit, offene Tubu-
li und unregelméaRige Ausfallungen auf dem Dentin, D: Mischung nano-Hydroxylapatit mit elmex flu-
id, die Oberflache zeigt amorphe unstrukturierte Auflagerungen, Tubuli sind nicht erkennbar, E: auf-
gebracht wurde elmex gelee, die Tubuli sind offen dargestellt, Einlagerungen sind nicht erkennbar,
kleine globuldre Auflagerungen auf der Dentinflache, F: Anwendung von elmex fluid, die Tubuli sind
offen dargestellt, partikulare Auflagerungen auf der Dentinfléache.
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Abbildung 12:Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Dentintubuli in 20000facher Vergro-
Rerung, Konditionierung der Oberflache mit 35%iger Phosphorsdure, Applikation von dinnflissiger
nano-Hydroxylapatit Suspension; A: bei einer Applikationsdauer von 2 min sind vereinzelte kleine
partikulare Einlagerungen an der Tubuluswand erkennbar, am Eingang dichtere Auflagerungen, B:
bei einer Applikationsdauer von 10 min, sind Einlagerungen im Tubulus erkennbar, die Dentinober-
flache ist mit amorphen Ausféllungen bedeckt.

Bei in-office Prdparaten werden die Préparate mit Pinseln, Wattekugeln oder Mikrobrushes aufge-
bracht. Die Applikation der experimentellen Mischungen im Vorversuch erfolgte entsprechend der
Herstellerangabe des kommerziell erhéltlichen Mittels. Die VVorversuche zeigten keine Unterschiede in
der Wirkung in Abh&ngigkeit von der Applikationsdauer. Das Absprihen der behandelten Prifkorper
mit dem Luft-Wasser Spray einer Dentaleinheit als worst case Szenario konnte ebenfalls keine Unter-
schiede in der Wirkung hervorrufen. Im Hauptversuch ist daher die Behandlung der Prufkorper aus
dem Vorversuch tbernommen worden, die Prufkdrper wurden nach der Applikation in Wasser ge-

schwenkt. Die Applikationsdauer wurde der klinisch relevanten Zeit von 2 min angepasst.

5.2 Hauptversuch

5.2.1 Qualitative Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung

Die rasterelektronenmikroskopische exemplarische Darstellung des Prifkorpers E 1 zeigt die Wirkung
von elmex fluid auf die durch die Atzung mit Phosphorséure vorbehandelten Dentinflache (Abb. 13).
Die Tubuli sind durch die Atzung eroffnet worden und wurden nach 2-mintitiger Applikation von el-
mex fluid nicht verschlossen (Messpunkte P 1 und P 2). Bei der 20000fachen Vergrdfierung lassen
sich globuldre Anhaufungen auf der Dentinflache in unregelméaRiger Verteilung feststellen (Abb. 13,G
und H). Verschlossene Tubuli sind in der nicht geétzten Fl4che vorhanden, die Umrisse der Tubuli
sind dabei erkennbar (Messpunkt P 3). Die exemplarische Darstellung zeigt bei 1000facher Vergroie-
rung eine ahnliche Anzahl von Tubuli in der Flache und vergleichbare Durchmesser der Tubuli an
Messpunkten P 1, P 2 und P 3 (Abb. 13, A, B und C).
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Sowohl die Anzahl der Tubuli als auch deren Durchmesser dhneln sich unabhangig von der
Lokalisation im Dentin. Bei den Prufkorpern der Gruppe E wurde unter den gewahlten Ver-
suchsbedingungen bei allen Prifkorpern kein Verschluss der durch die VVorbehandlung mit
Phosphorsaure erdffneten Dentintubuli erreicht. Die intertubulédre Flache erscheint dabei ge-
glattet (Abb. 13, D und E).

P1 P2 P3

Abbildung 13: Exemplarische Darstellung eines Prifkérpers nach Applikation von elmex fluid fiir 2
min (Prufkorper E 1), an den Messpunkten P1 linke Spalte, P2 mittlere Spalte und P3 rechte Spalte, in
der VergroRerung 1000fach (obere Reihe), 5000fach (mittlere Reihe) und 20000fach (untere Reihe).
In der Flache bei P 1 und P 2 (A, B, D, E) sind keine Tubulusverschliisse zu erkennen. Die inter-
tubulére Flache erscheint geglattet (D und E). In der 20000fachen VergrofRerung geringe globuléare
Auflagerungen in unregelméRiger Verteilung (G und H); bei P 3 erscheinen die Tubuli mit Einlage-
rungen und in Umrissen erkennbar (C, F, I).
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In der Gruppe n-HA_E sind bei allen Prifkérpern, unabhangig vom Messpunkt in der geétzten Flache,
amorphe, globuldre Einlagerungen in die Tubuli zu erkennen. Dabei sind die Tubuli in Umrissen zu
erkennen (Abb. 14). Die Applikation der experimentellen Mischung von elmex fluid und nano-
Hydroxylapatit fihrte zu partikuldren Einlagerungen in die Tubuli. Auf dem intertubuléren Dentin
sind dabei unregelmaRig geformte Auflagerungen unterschiedlicher Dimension erkennbar. Eine totale
Maskierung der Oberflache ist bei der Gruppe n-HA_E bei den Messpunkten P 1 und P 2 nicht festzu-
stellen. Die Qualitat der Auflagerungen adhnelt sich im intertubuldren Dentin bei allen Prufkdrpern.
Somit kommt es zu oberflachlichen Ausfallungen, wenn n-HA mit elmex fluid gemischt appliziert
wird (Abb. 14).

Im Gegensatz dazu konnte in der Gruppe n-HA bei zwei Praparaten eine komplette Maskierung der
Oberflache festgestellt werden (Abb. 15, Prifkérper n-HA 3 und n-HA 6). Bei den weiteren Prapara-
ten sind die Tubuluseingdnge in Umrissen erkennbar, vereinzelt sind auch offene Tubuli vorhanden.
Die Qualitat der Auflagerungen unterscheidet sich im geétzten Dentin nicht von der Lokalisation des
Messpunktes. Bei P 1 und P 2 sind die aufgelagerten und eingelagerten Partikel &hnlich (Abb. 15). Die
Art des Dentins, koronales Dentin bei P 1 und eher radikuléres bei P 2, hat keinen Einfluss auf die
Ausbildung der Auflagerungen in dieser Gruppe. Auf allen Prifkdrpern lagern sich Prézipitate ab.
Unter den gewdhlten Versuchsbedingungen bilden sich bei der Anwendung einer wassrigen n-HA-
Suspension Auflagerungen auf den mit Phosphorsaure vorbehandelten Dentinfl&chen.

In der n-HA_E Gruppe und in der n-HA Gruppe sind die sich &hnelnde Auflagerungen sowohl im
koronalen (Messpunkt P 1) als auch im radikularem Dentin (Messpunkt P 2) detektierbar. Die Qualitat
der Ausféllungen ist unabhéngig von der dokumentierten Stelle und Dentinart. Dagegen erscheinen
nach der Applikation von elmex fluid nur kleinere, partikuléare Auflagerungen auf der Oberflache und
den Tubulusrandern, ein Tubulusverschluss ist nicht feststellbar (Abb. 16, Abb. 17). UnregelmaRig
geformte Préazipitate auf der Dentinflache und amorphe globuldre Einlagerungen in die Tubuli finden
sich in &hnlicher Qualitat bei beiden n-HA Gruppen. In der 20000fachen VergréRerung sind bei beiden
Gruppen vereinzelte, komplette Tubulusverschliisse festzustellen. Die Tubuluseingange sind in Umris-
sen erkennbar (Abb. 16, Abb. 17).

Die Darstellung des Messpunktes P 3 zeigt in der 20000fachen VergréRerung einen versuchsgruppen-
tibergreifenden Tubulusverschluss (Abb. 18). Allerdings erscheint nach der Applikation von n-HA und
n-HA_E die Oberfldche zum Teil maskiert (n-HA 2 und n-HA_E 1, 2, 6, Abb. 18). Die Umrisse der
Tubuli sind in diesen Gruppen nicht erkennbar. Im Gegensatz dazu sind bei der Gruppe E im Dentin
Schleifspuren erkennbar und die Umrisse der Tubuli in allen Prifkérpern nachweisbar (Abb. 18, Pré-
parate E 1-6). Die Tubuli erscheinen in dieser Gruppe verschlossen, Auflagerungen auf das Dentin

sind nicht zu erkennen.
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n-HA_E
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Abbildung 14: Darstellung
der Prufkorper n-HA_E 1-
6, linke Spalte Messpunkt
P1, rechte Spalte Mess-
punkt P2. Bei allen Prif-
korpern ergeben sich keine
qualitativen Unterschiede,
es zeigen sich amorphe,
globuldre Einlagerungen
in die Tubuli, die Tubuli
sind in Umrissen zu erken-
nen. Die Qualitat der Auf-
lagerungen intertubular
unterscheidet sich nicht
mit der Art des Dentins
(VergroRerung: 5000fach).
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Abbildung 15: Darstellung
der Prufkérper n-HA 1 bis
n-HA 6. Linke Spalte Mess-
punkt P1, rechte Spalte
Messpunkt P2. Die aufgela-
gerten und eingelagerten
Partikel &hneln sich bei den
Préparaten, unabhéngig
von der dokumentierten
Stelle und Dentinart. Bei n-
HA 3 und n-HA 6 ist bei
beiden dokumentierten
Punkten eine totale Maskie-
rung der Oberflache festzu-
stellen (VergroRerung:
5000fach).



Abbildung 16: Darstellung der 6 Prufkdrper aller Gruppen am Messpunkt P1, VergréRerung
20000fach; in der linken Spalte appliziert n-HA, mittlere Spalte Mischung n-HA_E, rechte Spalte E.
Bei n-HA und n-HA_E sind unregelméRig geformte Préazipitate auf der Dentinoberflache und
eingelagert in die Tubuli zu erkennen, die Tubuluseingdnge sind in Umrissen erkennbar. Nach der
Applikation von E sind die Eingénge erkennbar dargestellt, zum Teil zeigen sich kleine, partikuléare
Auflagerungen auf der Oberfléche.
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P2

Abbildung 17: Darstellung der 6 Prufkorper aller Gruppen am Messpunkt P2, VergrdfRerung
20000fach. In der linken Spalte n-HA appliziert, mittlere Spalte Mischung nHA_E und rechte Spalte E.
Nach der Applikation von E sind oberflachliche Globuli ohne Verschluss der Tubuluseingdnge
vorhanden, bei n-HA und nHA_E sind Auflagerungen auf der Oberflache mit teilweise kompletten
Verschluss der Tubuluseingange zu erkennen.
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P3

Abbildung 18: Darstellung aller 6 Prufkdrper am Messpunkt P3, VergréRerung 5000fach. In der lin-
ken Spalte n-HA appliziert, mittlere Spalte n-HA_E, rechte E. Nach der Applikation von n-HA und E
erscheint die Oberflache zum Teil maskiert, die Tubuluseingénge sind vereinzelt in Umrissen erkenn-
bar. Bei E ist die Oberflache geglattet und die Tubuli mit einer durch das Schleifen entstanden
Schmierschicht verschlossen. Die Tubuli sind bei allen Préparaten der Gruppe E in Umrissen erkenn-
bar.

48



5.2.2 Ergebnisse der Elementanalyse

Die Elementanalyse erfolgte an den 3 Messpunkten P 1-P 3 fiir die Gesamtflache, intratubular und
intertubuldr. Da die 20000fache VergroRerung fir die Prufkorper der Gruppe E keine Einlagerungen in
die Tubuli aufwies (Abb. 16, Abb. 17) ist diese Gruppe fir die Darstellung der Calcium-Phosphor-
Verhéltnisse bei den intratubulédren Messpunkten unberticksichtigt geblieben. Fur die Gruppen n-HA
und n-HA_E sind die Messwerte bei den intratubuldren Messpunkten S 2 und S 5 tabellarisch erfasst
worden und das Verhéltnis wurde dokumentiert (Tab. 5, Tab. 6). Bei dem Priifkdrper n-HA 6 ist keine
Messung moglich gewesen, da die Dentinflache komplett maskiert und die Tubuli auch in Umrissen
nicht zu erkennen waren (Abb. 15). Es ergaben sich in der n-HA Gruppe intratubuléar Werte fur Calci-
um zwischen 13,39 und 41,86 wt%, fur Phosphor von 7,50 bis 19,87 wt%. Das entsprach in dieser
Gruppe einem Ca/P Verhaltnis von 1,79 bis 2,31 wt%. Fir die Gruppe n-HA_E ergab sich ein Ca/P
Verhaltnis von 1,91 bis 2,25 wt%, bei Schwankungen fur Calcium von 13,16 bis 44,07 wt/% und bei
Phosphor von 6,34 bis 20,84 wt/%.

Tabelle 5: Messwerte der intratubuldren EDX Analyse (Messpunkte S 2 und S 5) fiir die Elemente
Calcium und Phosphor an den Prifkérpern der Gruppe n-HA und Darstellung des Ca/P Verhaltnisses

1 2 3 4 5 6
n-HA
S2 S5 S2 S5 S2 S5 S2 S5 S2 S5 S2 S5
WC;/ 20,22 | 21,46 | 41,86 | 24,87 | 38,73 | 28,78 | 29,56 | 19,95 | 18,19 | 13,39 | 00,00 | 00,00
(o]
Wl;y 9,58 10,96 | 18,13 | 11,38 | 19,87 | 14,36 | 14,80 9,50 10,01 7,50 00,00 | 00,00
(o]
Ca/P 2,11 | 196 | 2,31 | 2,48 | 1,95 | 2,00 | 2,00 | 2,10 | 1,82 | 1,79 | 00,00 | 00,00

Tabelle 6: Messwerte der intratubuldren EDX Analyse (Messpunkte S 2 und S 5) fur die Elemente
Calcium und Phosphor an den Priifkdrpern der Gruppe n-HA _E und Darstellung des Ca/P Verhalt-

nisses
n- 1 2 3 4 5 6
HA_E | <) S5 2 S5 2 S5 2 S5 2 S5 2 S5
WC;/ 18,34 | 15,63 | 14,39 | 24,77 | 25,76 | 25,66 | 22,68 | 17,86 | 44,07 | 26,50 | 13,16 | 25,56
(o]
WI:‘V 9,03 8,17 7,12 12,15 | 11,84 | 12,41 | 10,37 7,93 20,84 | 12,62 6,34 11,53
0
ca/P | 2,03 | 1,91 | 2,02 | 203 | 2,18 | 2,06 | 2,18 | 2,25 | 2,12 | 2,10 | 2,07 | 2,21
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Abbildung 19: Darstellung des Calcium/Phosphor Verhaltnisses aus der EDX Analyse bei den
Prifkorpern der Gruppe n-HA_E; im nicht geétzten Bereich sind bei allen Prufkdrpern an den
Messpunkten S 7-S 9 &hnliche Anteile der Elemente Calcium und Phosphor, im geétzten Bereich
erscheint das Verhéltnis bei den intratubuldren Messpunkten S 2 und S 5 gréfRer im Vergleich zu den

intertubularen Messpunkten (S 3 und S 6) und der Gesamtflache (S 1 und S 4).
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Abbildung 20: Darstellung des Calcium/Phosphor Verhélnisses aus der EDX Analyse bei den
Prifkdrpern 1-5 der Gruppe n-HA; im nicht geatzten Bereich sind bei den Messpunkten S 7- S 9
ahnliche Anteile der Elemente Calcium und Phosphor vorhanden, im geétzten Bereich erscheint das
Verhéltnis bei den intratubuldren Messpunkten S 2 und S 5 grofer im Vergleich zu den intertubuléren
Messpunkten ('S 3 und S 6) und der Gesamtflache (S 1 und S 4).
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Die Elementanalyse des Calcium-Phosphor-Verhéltnisses detektiert bei den Prifkérpern der Gruppe n-
HA und n-HA_E intratubuldr (Messpunkte S 2 und S 5) in der geétzten Flache hohere Ca/P Verhalt-
nisse als in der Gesamtflache und im intertubulé@ren Dentin (Abb. 19, Abb. 20). Bei der intratubuldren
Elementanalyse wurden ahnliche Werte fur Calcium und Phosphor bei beiden Gruppen gemessen. Die
grafische Darstellung der Ca/P Verhaltnisses stellt an den Messpunkten S 1-S 6 bei den Prifkdrpern
der Gruppe n-HA_E das groRere Verhéltnis im Vergleich zum intertubuldren Dentin dar. Die hier
gefundenen Werte entsprechen den Anteilen auf der nicht geatzten Flache an den Messpunkten S 7-S
9 (Abb. 19). Ein ebenfalls gréReres Verhaltnis von Calcium und Phosphor ist bei den intratubuléren
Messpunkten S 2 und S 5 ist bei der Gruppe n-HA festzustellen. Auch hier erscheinen hoéhere
Relationen intratubular auf der nicht gedtzten Flache (Abb. 20). Somit dhneln die ermittelten intra-
tubuldren Verhéltnisse den Werten der nicht geétzten, mit einer Schmierschicht belegten Flache. Die
intratubular ermittelten Werte lassen auf eine Einlagerung von Hydroxylapatit schlieRen. In der nicht
geétzten Flache (Messpunkte S 7-9) ergeben sich &hnliche Verhdltnisse an allen Messpunkten, was
durch die aufgelagerte Schmierschicht oder Prézipitate der experimentellen Mischungen bedingt sein
kann.

Tabelle 7: Ergebnisse der EDX Analyse an den intertubuléaren Messpunkten (S3 und S6) fur
das Element Fluor in wt% an allen Prifkérpern

F 1 2 3 4 5 6

Wk | 53 S6 S3 S6 S3 S6 S3 S6 S3 S6 S3 S6

n-HA | 0,72 | 0,59 | 0,24 | 0,25 | 0,23 | 0,00 | 0,20 | 0,73 | 0,12 | 0,62 n.g. n.g.

HA 0,70 | 0,74 | 0,69 | 0,9 | 0,45 | 0,62 | 0,34 | 0,46 | 0,50 | 0,76 | 0,80 | 0,62

E 1,65 | 2,39 | 3,18 | 2,08 | 2,53 | 1,77 | 2,99 | 6,47 | 3,50 | 5,69 | 1,10 | 3,01

Ref | 0,58 | 0,45 | 0,28 | 0,11 - - - - - - - -
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Das Element Fluor konnte in der EDX Analyse in allen Prifkorpern und den Referenzproben
detektiert werden, mit Ausnahme des Priifkdrpers n-HA 3 am Messpunkt S 6 (Tab. 7). Damit ist Fluor
im intertubuléren Dentin auch nach Applikation der wassrigen Suspension von nano-Hydroxylapatit
nachweisbar (0,12-0,72 wt%). Nach Auftragen der n-HA Mischung mit elmex fluid ist ebenfalls bei
allen Praparaten Fluor festzustellen gewesen (0,34-0,90 wt%). Deutlich héhere Anteile sind im Dentin
der geatzten Flache nach dem Auftragen von elmex fluid gemessen worden (1,10-6,47 wt%). Die
hdchsten Anteile ergaben sich bei den Prifkorpern der Gruppe E allerdings in der nicht geétzten
Flache (Abb. 21). Die Anteile der Elemente Fluor, Phosphor und Calcium sind fur alle Prifkorper
vergleichend grafisch dargestellt worden. Die exemplarische Darstellung der Verhaltnisse

veranschaulicht die deutlich hoheren Fluoranteile am Messpunkt P 3.
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Abbildung 21: Exemplarische Darstellung der Anteile von Fluor, Phosphor und Calcium bei drei
Prafkdérpern der Gruppen n-HA, n-HA_E und E. Nach der Applikation von n-HA ist Fluor nachweis-
bar. Héhere Werte sind bei dem Monopraparat (E1) in der nicht geatzten Flache (S 7-S 8) detektier-
bar. Intratubulér (S 2, S 5) erscheinen bei n-HA und n-HA_E hoéhere Werte von Calcium und Phos-
phor, was auf eine Einlagerung in die Tubuli schlieen l&sst.
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6 Diskussion

6.1 Prufkorper

Tierische Proben sind im Vergleich zu humanen Proben leichter zu gewinnen. Um die Wirkung von
prophylaktischen und therapeutischen Agenzien auf die Zahnhartsubstanzen zu untersuchen, wurden
bovine Inzisiven genutzt (Tschoppe et al., 2011; Comar et al., 2013; Favretto et al., 2018; Han und
Okiji, 2010). Es besteht kein Konsens dartber, ob Struktur und Zusammensetzung der bovinen Proben
den humanen Zahnhartsubstanzen gleichen. In einer vergleichenden Untersuchung konnten die Unter-
schiede von verschiedenen tierischen (bovin, porcin und orcin) Schmelz- und Dentinproben zu huma-
nen Proben dargestellt werden (Ortiz-Ruiz et al., 2018). Die Apatitkristallite waren bei humanem
Schmelz und Dentin am grof3ten. Die Apatite verschiedener Spezies unterschieden sich im Gehalt der
Spurenelemente und des Carbonates. Es konnten Unterschiede in der Nano-Struktur zwischen den

tierischen und humanen Proben gezeigt werden.

Aulerdem weisen die Dentintubuli bei Rinderinzisiven gréere Durchmesser als humane Proben auf.
Es wird vermutet, dass sich kleinere partikulare Wirkstoffe einfacher und stabiler in die Tubuli einla-
gern kénnen (Han und Okiji; 2015; Kunam et al., 2016). Untersuchungen an Rinderinzisiven sollten
hinsichtlich der partikuldren Einlagerungen dementsprechend eingeordnet und bewertet werden. Die in
diesem Versuch verwendeten nano-Hydroxylapatit Mischungen fuhrten zu Einlagerungen in die eroff-
neten Tubuli der humanen Proben. Es konnten in den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
nach Applikation der beiden experimentellen Mischungen des nano-Hydroxylapatits partikuldre Ein-
lagerungen in die Tubuli festgestellt werden (Abb. 16. Abb. 17). Hinzu kommt, dass sich die Tubulus-
durchmesser bei humanen Zéhnen bis zur Schmelz-Zement-Grenze verjingen, im zervikalen Bereich
sind geringere Durchmesser zu erwarten. AufRerdem schwankt die Dichte der Tubuli, peripher ist die
Zahl geringer (Farooq et al., 2015). Die Anzahl und die Durchmesser freiliegender Tubuli sind fur die
Entstehung von Hypersensibilitaten verantwortlich. Empfindliche Zahne besitzen eine gréRere Zahl
erdffneter Tubuli und die Tubuli weisen einen zum Teil doppelt so groBen Durchmesser im Vergleich
zu unempfindlichen Zahnen auf (Petersson et al., 2013). Die zu erwartende Anzahl der Tubuli und die
Durchmesser der in dieser Untersuchung verwendeten Proben sind kleiner als die bisher untersuchten
pulpanahen Dentinprobekdrper, entsprechen aber dem Bereich, der flr die Entstehung von Dentinhy-
persensibilitaten relevant ist (West et al., 2013). Nicht nur die morphologischen und chemischen Un-
terschiede miissen bei der Verwendung von Dentinproben Beachtung finden, sondern auch die struktu-
rellen Unterschiede im Aufbau von Dentin und Tubuli. Fir die Okklusion und Einlagerung in die Tu-
buli erscheint die GroRe der applizierten Apatite bedeutsam. Um eine erste Einschéatzung zur Wirk-
samkeit bei der Therapie hypersensibler Z&hne geben zu kdnnen, sind in diesem Versuch daher huma-
ne Proben verwendet worden. Es konnten partikuldre Einlagerungen nach Applikation beider nano-

Hydroxylapatit Mischungen nachgewiesen werden. Dabei scheint auch die Mischung mit Fluoriden
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keinen negativen Einfluss auf die Obliteration zu haben. Vermutet werden synergistische Effekte bei
der Mischung von nano-Hydroxylapatit mit Natriumfluorid (Kunam et al., 2016). Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie zeigten in der qualitativen Bewertung der Proben nach der Applikation der Mi-
schung mit Aminfluorid ebenfalls Tubulusverschliisse.

Bei humanen Prufkorpern wurden aus kieferorthopéadischen Grinden extrahierte Pramolaren (Kulal et
al., 2016; Yuan et al., 2012), einwurzelige Z&hne (Toledano-Osorio et al., 2018) oder Molaren
verwendet (Suge et al., 1995; Gillam et al., 1997; Mordan et al., 1997; Arnold et al., 2015; Chen et
al., 2015, Farooq et al., 2015, Kunam et al., 2016; Gao et al., 2017; Jena et al., 2017; Lin et al., 2017;
Ma et al., 2017; Baglar et al., 2018; da Cruz et al., 2018; lafisco et al., 2018; Lucchese et al., 2018;
Joao-Souza et al., 2018; Medvecky et al., 2018; Pei et al., 2019). Bei retinierten Weisheitszdhnen
kénnen die physiologischen Unterschiede von Zahnen minimiert werden. Mordan et al. (1997)
beschrieben in ihrer Studie die Praparation von Dentinscheiben senkrecht zur Zahnachse unterhalb des
koronalen Schmelzes (Mordan et al., 1997). Sie gewannen pro Zahn 2-3 Scheiben in einer Starke von
1 mm bis zum Erreichen der Pulpa. In den bisherigen Untersuchungen zur Frage der Tubulusokklusion
wurde dieses Modell genutzt oder modifiziert angewendet. (Chen et al., 2015; Farooq et al., 2015;
Gao et al. 2017; Arnold et al. 2015; Ma et al., 2017; Lin et al., 2017). Die so gewonnen
Dentinscheiben sind leicht zu behandeln und kénnen reproduzierbar gewonnen werden. Allerdings
entsprechen sie nicht dem Bereich, der fir die Entstehung von Uberempfindlichkeiten verantwortlich

ist.

Das Modell der Dentinscheibe aus dem ber der Pulpa liegenden Dentin wurde bevorzugt, da die hier
verlaufenden Dentintubuli bei einer senkrecht zur Zahnachse erfolgten Préparation kreisrunde
Anschnitte zeigen. Der weitere Verlauf der Tubuli ist eher bogenférmig, woraus sich schrége
Anschnitte ergeben (Enax und Epple, 2016). In der humanen Wurzel ist der Verlauf der Tubuli
dagegen eher geradlinig. In der vorliegenden Untersuchung ist nach aktuellem Kenntnisstand
erstmalig der flr die Entstehung von Hypersensibilititen relevante zervikale Dentinbereich untersucht
worden. Von der von Mordan et al. (1997) propagierten Herstellung von Prifkdrpern senkrecht zur
Zahnachse wurde abgewichen. Die Préparation erfolgte parallel zur Zahnachse (Abb. 1). Zervikales
Dentin und rund angeschnittene Tubuli konnten auf diese Weise dargestellt werden (Abb. 10). In dem
gewahlten Modell waren qualitative und quantitative Untersuchungen von tubulusokkludierenden

Wirkstoffen moglich.

Extrahierte Zahne besitzen andere Eigenschaften zur Beurteilung der physikalischen und chemischen
Effekte als Z&hne in der Mundhdhle. Zum standardisierten Vergleich verschiedener Behandlungen
sind Dentinmodelle extrahierter Zahne geeignet (Gillam et al., 1997). In vivo verandert sich das
Dentin im Alter. Es wird lebenslang Sekundardentin gebildet, peritubuldr gebildetes Dentin kann bis
zum partiellen oder kompletten VVerschluss der Tubuli fiihren. AuRerdem nehmen der Pulpainnendruck
und die Zusammensetzung der Tubulusflissigkeit Einfluss auf die Einlagerung von Partikeln in den

Tubulus. Die Eiweissbestandteile der Tubulusfliissigkeit verandern die Ausfallungen im Tubulus, zum
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Beispiel bei der Applikation glutaraldehydhaltiger Préparate. In einigen Versuchen wurde daher die
Tubulusflissigkeit nachgeahmt und die Proben in einer L6sung von bovinem Serum gelagert (Yilmaz
et al., 2017; Joao-Souza et al., 2018).

Um die physiologischen Unterschiede zu minimieren, sind in der vorliegenden Untersuchung nur
retinierte Weisheitszahne verwendet worden. Die Auswahl und Kontrolle der ausgewahlten Proben ist
ein entscheidender Faktor des experimentellen Designs (Mordan et al., 1997). Nach der Extraktion
wurden die Zahne in 0,1%iger Thymollosung gelagert. Anhaftende Weichgewebe wurden mit dem
Skalpell und einem Rosenbohrer entfernt. Die Préparation der Prifkorper erfolgte standardisiert
parallel zur Zahnachse (Abb. 1). Fur jeden Zahn sind zwei Priifkdrper gewonnen worden. Die Proben
wurden in Silikonblocke eingebettet und konnten geschliffen werden. Zudem erlaubte die Einbettung
eine Markierung der Schmelz-Zement-Grenze. Eine Hélfte des Prufkdrpers wurde mit einem
Abformsilikon abisoliert, sodass in einem Priifkérper eine geétzte und eine ungeétzte Dentinflache
bewertet werden konnte. Die Konditionierung der Dentinoberflache zur Eréffnung von Dentintubuli
kann mit Phosphorsaure (Han und OKiji, 2015; lafisco et al., 2018, Toledano-Osorio et al., 2018)
Zitronenséure (Gillam et al., 1997; Mordan et al., 1997; Yuan et al. 2012; Ma et al., 2017; Medvecky
et al., 2018; Da Cruz et al., 2018) oder mit EDTA (Farooq et al., 2015; Kunam et al., 2016; Gao et al.,
2017; Lin et al., 2017; Joao-Souza et al., 2018; Garofalo et al., 2019) erfolgen. Die durch den
Schleifprozess entstandene Schmierschicht wurde durch das im Vorversuch verwendete
Ultraschallbad nicht geldst, die Tubuli erschienen verschlossen und in Umrissen erkennbar (Abb. 10).
Es kann davon ausgegangen werden, dass Abrasionsprodukte in die Tubuli eingelagert sind. Von
Gillam et al. (1997) wurde postuliert, dass in vivo die Schmierschicht die Dentinpermeabilitét
behindert oder signifikant reduziert. Vermutet wurde, dass die so belegte Flache die Diffusion grof3er
und kleiner Partikel verringert. Sie fanden ebenfalls, dass die Behandlung der Prifkorper im
Ultraschallbad mit destilliertem Wasser den durch die Trennung der Dentinscheiben entstandenen
smear layer nicht vollstdndig entfernt. Erst die Behandlung mit 6%iger Zitronenséure fiihrte zur

Er6ffnung der Tubuli und Freilegung der intertubuldren Flache.

In den Vorversuchen konnte ein Modell fiir er6ffnete Tubuli mit gleichzeitiger Untersuchung eines mit
einer Schmierschicht belegten Dentinareals etabliert werden. Die VVorbehandlung mit 35%iger HsPO.
fir 15 s erscheint geeignet, die Tubuli zu er6ffnen. Durch Rezessionen freiliegende
Wurzeldentinareale und durch Schmelzdefekte entstandene, freiliegende zervikale Dentinbereiche
flhren nach der Brannstrom-Theorie durch ert6ffnete Dentintubuli zur Schmerzentstehung
(Brénnstrom und Astrdm, 1964). Die in der Rasterelektronenmikroskopie deutlich erkennbaren
Tubuluseingédnge zeigten, dass ein Modell fur berempfindliche Z&hne erfolgreich realisiert wurde
(Pei et al., 2019).
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6.2 Applikation und Lagerung

Das tégliche h&usliche Z&hneputzen ist die am hdufigsten angewandte Applikationsart desensibilisie-
render Agenzien und kann in Putzversuchen simuliert werden. Putzsimulationen filhren zu einem Ab-
rieb der Oberflache, sodass die Abrasionsprodukte Einfluss auf die Tubulusokklusion haben kénnen
(Suge et. al., 1995, Kunam et al., 2016, Yu et al., 2017, Kulal et al., 2016, Chen et al., 2015). Die
Intervalle und die Art der Applikation sind weitere, die desensibilisierende Wirkung beeinflussende
Faktoren. Dabei werden wochentliche Anwendungen beschrieben (Kulal et al., 2016) und die profes-
sionelle Applikation mit Polierkelchen (Chen et al., 2015). Die Anwendung von elmex fluid soll nach
Herstellerangabe in der zahnarztlichen Praxis erfolgen. In der Prophylaxe wird das fluid 2-mal jahrlich
zur Anwendung empfohlen. Die Anwendung ist wegen der Gefahr der Fluorose beschrankt. Bereits
untersucht wurden Applikationszeiten von bis zu 7 min (Kunam et al., 2016). In den Vorversuchen
wurde gezeigt, dass eine Verlangerung der Applikationsdauer auf 10 min zu keiner Verbesserung der
Ergebnisse fuhrte. Um die klinischen Bedingungen zu simulieren, wurden die Agenzien in den Haupt-
versuchen 2 min aufgetragen. Diese Applikationsdauer entspricht den klinischen Anforderungen. Da
die Mischungen unterschiedliche Konsistenzen aufwiesen, ist hierin eine Limitation der Methodik zu
sehen. Die aufgetragenen Schichten waren nicht gleich und standardisiert. Allerdings entsprachen sie

den klinischen Gegebenheiten und kénnen eine Basis fur weitere Untersuchungen sein.

Die experimentellen Mischungen sind mit Mikrobrushes aufgetragen worden. Die Applikation erfolgte
ohne Druck, sodass ein Abrieb auf der mit Phosphorséure konditionierten Flache ausgeschlossen wer-
den kann. Mikrobrushes sind in In-vitro-Versuchen bereits als Applikator benutzt worden (Comar et
al., 2013; Kunam et al.; 2016; Yu et al., 2017). Dadurch wurde gewahrleistet, dass nur die Wirkung
der applizierten Mittel zur Beurteilung kam und nicht mdgliche Abrasionsprodukte. In der hauslichen
Zahnpflege konnen desensibilisierende Mittel, ohne Abrasionseffekte, Uber Schienensysteme, mit

Wattestabchen oder den Fingerspitzen aufgetragen werden (Amaechi et al., 2018; Low et al., 2015).

Auf der nicht geatzten Flache der Priifkdrper blieb die durch den Schleifprozess erzeugte aufgelagerte
Schmierschicht erhalten. In vivo besteht der smear layer neben Abrasionsprodukten des Dentins auch
aus Speichelbestandteilen und bakteriellen Bestandteilen. Die in diesem Versuch durch die Isolierung
mit einem Silikon erhaltene Schmierschicht machte eine Messung intratubuldrer Einlagerungen
schwierig bis unmdglich, da es nach Applikation teilweise zu einer kompletten Maskierung der Ober-
flache kam. Bei totaler Maskierung der Oberflache durch Prézipitate sind die Tubuluseingdnge
entweder nur in Umrissen oder gar nicht erkennbar (Abb. 14). In der vorliegenden Studie wurde im
geétzten Bereich exemplarisch ein Tubulus im koronalen und im radikuldren Dentin analysiert. ES
konnte qualitativ dargestellt werden, dass die verwendeten Mischungen von n-HA das Potenzial zum
Verschluss eroffneter Tubuli  besitzen und damit eine Therapieoption zur Behandlung
uberempfindlicher Z&hne darstellen (Abb. 14, Abb. 15).
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Neben den Abrasionsprodukten konnen die in den Pflegemitteln enthaltenen Zusatzstoffe Einfluss auf
die Tubulusokklusion nehmen. Der Einfluss von den Bestandteilen (e.g. Xylit, Natriumbenzonat, Zink,
Natriumlaurylsulfat) in Mundpflegeprodukten auf das orale bakterielle Milieu wird diskutiert (Hellwig
et al., 2018). Die in Pflegeprodukten enthaltenen Antioxidantien (e.g. Phloretin, Ferulaséure,
Silymarin) sollen auRlerdem die im Speichel enthaltenen Glykoproteine verdndern. Die grofen,
komplexen organischen Molekiile gelten als Elektronendonatoren. In alkalischem pH sollen sie zu
einer verbesserten Einlagerung von Calcium- und Phosphat-lonen in die auf der Zahnoberflache
aufgelagerte Glykoproteinschicht beitragen. Der Tubulusverschluss soll dadurch verbessert werden
(Low et al., 2015). In der vorliegenden Studie wurde eine wéssrige Suspension von n-HA mit einem
kommerziell erhéltlichen fluoridhaltigen Préparat ohne den Einfluss der im Speichel enthaltenen
Glykoproteine verglichen. Die Effekte in der Tubulusokklusion waren dabei fur elmex fluid am

geringsten.

In der vorliegenden Untersuchung erfolgte die Applikation der experimentellen Mischungen einmalig.
Dass kleine Applikationsintervalle von nano-Hydroxylapatit zu Effekten fiihren, konnte bereits kli-
nisch bestatigt werden. Wang et al. (2016) zeigten in einer klinischen Studie, dass eine n-HA-haltige,
experimentell hergestellte Zahncreme, bereits nach dreimaliger Anwendung im wdchentlichen Ab-
stand zu einer Abnahme der Empfindlichkeit bei den Probanden fiihrte. Wenn eine Wirkung im klini-
schen Alltag nach so kurzer Zeit zu realisieren wére, lage darin ein Vorteil bei der Therapie von Hy-
persensibilitaten durch nano-Hydroxylapatit-haltige Praparate (Wang et al., 2016). In der vorliegenden
Studie fhrte die einmalige Applikation der nano-Hydroxylapatit Mischungen zu qualitativ nachweis-

baren Tubulusverschlissen.

Nach der Applikation sind die Prifkorper in Wasser geschwenkt worden. Das Abspiilen ohne Druck
ist eine Mdglichkeit, die klinische Anwendung der untersuchten Agenzien zu simulieren. Daher wur-
den die Priufkorper fur 30 s in A. dest. geschwenkt, was das Ausspiilen eines Patienten unter klinischen

Bedingungen nachempfinden sollte.

Bei In-vitro-Untersuchungen (ber l&ngere Zeitrdume missen die Proben feucht gelagert werden, um
ein Austrocknen zu vermeiden. Die Lagerung kann in entionisiertem Wasser (Lin et al., 2017), kiinst-
lichem Speichel (Kunam et al., 2016; Faroqq et al., 2018; Jena et al., 2017; Pei et al., 2019) oder hu-
manem Speichel (Favretto et al., 2018) erfolgen. In den Vorversuchen wurden die Proben bis zur
lichtmikroskopischen Analyse in destilliertem Wasser gelagert. Dabei kann es bei wasserldslichen
Auflagerungen zu Veranderungen der Obliteration kommen. Daher sind im Hauptversuch die Priifkor-
per nach dem Schwenken in A. dest. getrocknet und direkt der rasterelektronenmikroskopischen Un-
tersuchung zugefuhrt worden. Im komplexen oralen Milieu ist die bakterielle Besiedlung der Oberfl&-
chen eine weitere Herausforderung an desensibilisierende Mittel. Der Biofilm kann die Wirkung ap-
plizierter Agenzien verstarken oder behindern (Gao et al., 2017). Dabei scheint die GréRe und Form
der Kristallite, nadelartig oder kugelformig, bei der Applikation experimenteller nano-Hydroxylapatit

Suspensionen keinen Einfluss auf die Qualitét der aufgelagerten Schicht zu haben.
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6.3 Kiritische Betrachtung der Untersuchungsmethoden

Die elektronenmikroskopische Analyse erfordert die Trocknung und Vorbehandlung der Priifkorper.
Beides fuhrt zu Veranderungen der Oberflache. Im Gegensatz dazu wurde in der vorgelegten Untersu-
chung zunéchst eine lichtmikroskopische Analyse vorgenommen. Die lichtmikroskopische Analyse
des Vorversuches war geeignet, in der Flache die Verschlisse der Dentintubuli orientierend zu bewer-

ten.

In den Vorversuchen sind Prufkérper aus allen Gruppen exemplarisch rasterelektronenmikroskopisch
untersucht worden. Die gewahlten VergroRerungen erlaubten eine qualitative Bewertung der Tubulu-
sokklusion und der Auflagerungen. Zudem wurden in der EDX Analyse die prozentualen Anteile der
Elemente C, N, O, F, Na, Mg, Si, P, S und Ca gemessen. Zur Auswertung wurden im Hauptversuch
das Ca/P Verhéltnis und der Fluoranteil nach der Applikation der experimentellen Mischungen heran-
gezogen. In der reinen Form enthélt Hydroxylapatit 39,68 wt% Calcium und 18 wt% Phosphor. Das
molare Ca/P Verhaltnis liegt dementsprechend bei 1,67. Wenn Hydroxylapatit aus biologischen Quel-
len, wie Rinderknochen oder Eierschalen, gewonnen wird, verandert die Einlagerung anderer lonen
dieses Verhdaltnis (Habibah und Salisbury, 2020).

Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen zur Frage der Tubulusokklusion beschéftigten sich
oft mit der quantitativen Erfassung der Verschlussraten (Chen et al., 2015; Favretto et al., 2018;
Farooqg et al.2015; Jena et al., 2017; Kulal et al., 2016; Arnold et al., 2015). Daneben wurde in ande-
ren Versuchen die Konfiguration und Eindringtiefe der entstandenen Ausfallungen qualitativ unter-
sucht (Gao et al., 2017; Kunam et al., 2016; Lin et al., 2017; Ma et al., 2016; Yu et al., 2017). Ein
weiteres Kriterium zur Wirksamkeit aufgetragener Mittel sind Messungen der Dentinpermeabilitét, die
in Kombination mit Messungen der Verschlussraten erhoben wurden (Toledano-Osorio et al., 2018).

Die Zusammensetzung von Préazipitaten wurde in Elementanalysen dargestellt (Arnold et al., 2015).

Die quantitativen rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen sollten vorsichtig interpretiert
werden. Zum einen wurden in den bisherigen Untersuchungen nur Ausschnitte der jeweiligen Prif-
korper bewertet. Wegen des konischen Verlaufes der Tubuli von der Pulpa zur Schmelz-Dentin-
Grenze und in der Wurzel sind in den unterschiedlichen Arealen verschiedene Durchmesser der Tubuli
zu erwarten, was Einfluss auf die Einlagerung partikularer Wirkstoffe hat. Zum anderen verringert
sich auch die Zahl der Tubuli im Wurzeldentin, was Vergleiche von Verschlussraten erschwert. Au-
Berdem sind bei totaler Maskierung der Oberflache die Tubuluseingénge nicht erkennbar. So konnte in
der vorliegenden Untersuchung flr den Prifkérper n-HA 6 keine intratubuldre Messung durchgefiihrt
werden(Abb. 15). Um mdgliche Einlagerungen in die Tubuli festzustellen, kdnnten die Versuche mit
Bruchpréparaten weitergefiihrt werden. Die durchgefiihrte rasterelektronenmikroskopische Analyse ist
geeignet, die Qualitat der Auflagerungen zu charakterisieren und die Zusammensetzung der Prazipitate
zu analysieren. Dabei ist eine Schwierigkeit, zwischen endogenen und exogenen Elementen zu unter-

scheiden (Gillam et al., 1997). Dies wird bei den Prifkorpern der Gruppe E deutlich, bei denen in der
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intratubuldren Messung ein hoher Ca/P Anteil gemessen wurde, obwohl keine partikuléren Einlage-

rungen festzustellen waren. Vermutlich wurde hier das tubulare Dentin erfasst (Abb. 21).

Der natdrliche Tubulusverschluss durch die remineralisierende Wirkung des Speichels und die
Sekundéardentinbildung verlaufen langsam. Zahnpflegemittel oder in-office Préparate sollen im
Gegensatz dazu bei den Patienten schnell lindernd wirken (Bartold, 2006; Moraschini et al., 2018). Es
gibt eine grofRe Zahl von Pflegeprodukten zur Behandlung von Zahnuberempfindlichkeiten.
Zahncremes werden als die wirtschaftlichste Methode zur h&uslichen Desensibilisierung betrachtet.
Trotz der groRen Zahl bereits kommerziell verfligbarer Zahnpasten hat sich bisher kein Wirkstoff und
keine Wirkstoffkombination fur die Therapie durchsetzen kdnnen (Amaechi et al., 2018). Wenn nach
der hauslichen Anwendung die Hypersensibilitat bestehen bleibt, werden therapeutische MaRnahmen
in der zahnérztlichen Praxis empfohlen. In diesem Versuch konnte in vitro nach einmaliger
Applikation einer wassrigen nano-Hydroxylapatit Suspension und einer experimentellen Mischung
von n-HA mit elmex fluid eine tubulusokkludierende Wirkung dargestellt werden (Abb. 16, Abb. 17).

Elmex fluid wird in der zahnérztlichen Praxis in der Kariesprophylaxe und in der Therapie von
Dentinhypersensibilitdten angewandt. Wegen der Gefahr der Fluorose ist die Haufigkeit der Applika-
tion beschrankt. Bei der professionellen Anwendung erfolgt die Applikation Uber die vom Hersteller
empfohlenen Zeitrdume und Intervalle. Fluoride sollen in vivo durch die Ausbildung von Calciumfluo-

ridkristallen eine desensibilisierende Wirkung entwickeln.

Hydroxylapatithaltige Mundpflegeprodukte werden dhnlich wie fluoridhaltige angewandt. Sie besitzen
den fluoridhaltigen Produkten entsprechende Indikationen. Die Applikation in Mundpflegeprodukten
erfolgt in der Regel als Zahnpaste oder Spullésung. Bei den bereits kommerziell erhéltlichen
hydroxylapatithaltigen Pflegeprodukten sind Inhaltsstoffe zugefugt, die neben den auf der Verpackung
deklarierten, hdufig unbekannt sind (Hellwig et al., 2018). Die Zusammensetzung der Produkte als
auch die Wirkung der Einzelkomponenten ist jedoch fur die klinische Wirksamkeit von Bedeutung.
Um den Einfluss von Zusatzstoffen auf die Obliteration von Dentintubuli auszuschliessen, sind im
Vorversuch wéssrige nano-Hydroxylapatit-Suspensionen untersucht worden. Dabei zeigte sich, dass
sowohl die wassrige Suspensionen, als auch die Kombinationen mit dem aminfluoridhaltigen elmex

fluid obliterierende Wirkungen an den eréffneten Dentintubuli besitzen (Tab. 3, Tab. 4).

Das ideale desensibilisierende Mittel sollte neben dem raschen Wirkeintritt dauerhaft Effekte zeigen,
die Pulpa nicht irritieren, schmerzfrei und einfach aufzubringen sein (da Cruz et al., 2018; Priyadarsini
et al., 2018). Diesen Anforderungen entsprechen Hydroxylapatite. Als Nanopartikel besitzen sie eine
hohe Oberflachenenergie und groRe Oberflache, was die Ablagerung auf Tubulusoberflachen
begiinstigen soll. Daher wird in ihnen ein vielversprechendes Mittel zur Therapie wvon
Hypersensibilitdten gesehen (Amaechi et al., 2018). Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen

konnten in den Vorversuchen der vorliegenden Studie darstellen, dass eine Einlagerung von Partikeln
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in die Tubuli und Auflagerungen auf die geatzten Dentinflachen nach der Applikation nano-

Hydroxylapatit-haltiger Mischungen entstehen (Abb. 11).

6.4 Wirkungen der Agenzien auf der nicht geatzten Flache

In der Elementanalyse ist der Anteil der Elemente Calcium und Phosphor versuchsgruppentbergrei-
fend in der nicht geéatzten Flache flr die intra- und intertubuldren Messpunkte ahnlich hoch. Hier
scheint die nicht entfernte Schmierschicht fiir die gefundenen Werte verantwortlich zu sein. Durch den
Schleifprozess lagerten sich Dentinanteile in die Tubuli. Der Einfluss der Schmierschicht wurde auch
in einem Putzversuch mit kommerziell erhéltlichen Zahncremes bestétigt (Lucchese et al., 2018). Als
Kriterium wurde neben der Verschlussrate der Tubuli die Dentinpermeabilitit herangezogen. Die Pro-
ben wurden vor und nach dem Putzen, nach S&ureeinwirkung und nach Lagerung in kiinstlichem Spei-
chel untersucht. Dabei wurde bei einer natriumfluoridhaltigen Zahncreme eine schlechtere Verschluss-
rate gefunden, die Permeabilitat war bei allen untersuchten Zahncremes &hnlich. Nach der Lagerung in
Speichel wurden rasterelektronenmikroskopisch verschlossene und teilweise verschlossene Tubuli
gefunden. Vermutet wurde, dass bei der 24-stiindigen Lagerung mehr Partikel aus den Tubuli geldst
werden, als durch die im Speichel enthaltenen Minerale neu gebildet werden. Die Zahncremes sollen
nicht nur wegen ihrer desensibilisierenden Wirkstoffe effektiv, sondern auch durch ihre abrasiven
Bestandteile einen smear layer bilden. Amaechi et al. (2018) postulierten ebenfalls in ihrer Untersu-
chung zur Wirksamkeit einer nano-Hydroxylapatit-haltigen Creme, dass nicht nur intratubulédre Aus-
fallungen zum Tubulusverschluss fuihren, sondern auch Abrasionsprodukte in Form eines smear layer
die Tubuli verschlieRen kdnnen (Amaechi et al., 2018). An bovinen Inzisiven ist eine solche Schicht
vor der Applikation potenziell desensibilisierender, kommerziell erhaltlicher Mittel durch einen
Schleifprozess kinstlich erzeugt worden. Vor und nach der Entfernung der Schicht mit EDTA wurden
die Proben einer Permeabilitatsuntersuchung unterzogen (Yilmaz et al., 2017). Alle getesteten Mittel
flhrten auf oder in den Tubuli zu morphologischen Veranderungen und einer Abnahme der Permeabi-
litat. In vivo fihren peritubuléren Sklerosierungen und die lokale Bildung von Sekundardentin neben
dem smear layer zur Beeinflussung der  Flussigkeitsbewegungen im  Tubulus
(Moraschini et al., 2018). Die Schmierschicht scheint in der vorliegenden Untersuchung Einfluss auf
die Einlagerung von Fluor Einfluss zu besitzen. In der Gruppe E ist in der Elementanalyse der Fluor-
anteil in der nicht geétzten, mit einer Schmierschicht belegten Flache, nach der Applikation von elmex
fluid deutlich hoher als in der geétzten Flache (Abb. 21). Im Vergleich zu der n-HA_E Gruppe sind
hohere Fluoranteile feststellbar. Fluoride gelten als wirksames Mittel zur Pravention von Karies und
zur Remineralisierung initialer kariéser Lasionen. Bei den erzielten Ergebnissen kann eine Einlage-
rung von Fluor in die durch die Isolierung mit Silikon nicht veranderte, aufgelagerte Schicht ange-
nommen werden. Die Fluoridionen alleine kdnnen unter den gewdhlten Versuchsbedingungen nicht
zum Tubulusverschluss fihren, erforderlich sind Calcium-und Phosphationen und Speichelproteine

sowie Abrasionsprodukte (Petterson, 2013). Nach der Applikation von elmex fluid erschien im nicht
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geétzten Bereich das intertubulédre Dentin geglattet (Abb. 18). Nach der Applikation von n-HA und der
experimentellen Mischung n-HA_E bildeten sich sowohl auf der geétzten als auch auf der nicht geétz-
ten Flache &hnlich geformte Prazipitate. Bei den untersuchten experimentellen n-HA Mischungen
erscheinen im nicht geétzten Bereich Auflagerungen bis zur totalen Maskierung der Oberflache.

6.5 Wirkungen der Agenzien auf er6ffnete Dentintubuli und konditioniertes Dentin
Die in die Tubuli eingedrungenen Partikel sollen zur Therapie von Hypersensibilitaten einen stabilen
Verschluss bilden. Eine intratubuldre Mineralisation durch in die Tubuli eingedrungenes Material
wurde an Bruchpréparaten bei Hydroxylapatit, Arginin und Calcium-Carbonat und funktionalisierten
Nanopartikeln festgestellt (Arnold et al., 2015). Der Tubulusverschluss wird dabei auf zwei
Mechanismen zuriickgefuhrt, die chemische Bindung und die direkte Einlagerung von Kristalliten. Zur
intratubuldren Mineralisation sind lonenquellen erforderlich, dann fihren reine n-HA Suspensionen zu
stabileren Verschliissen nach S&ureeinwirkungen als in Zahncremes enthaltenes Hydroxylapatit.
Bisher ist jedoch Uber die Interaktion von Hydroxylapatit mit der Zahnhartsubstanz unter oralen
Bedingungen wenig bekannt (Hellwig et al., 2018).

Die Elementanalyse zeigte bei allen Prifkorpern im mit Phosphorsaure konditionierten Dentin Unter-
schiede zwischen den intertubuldren Einlagerungen und den intratubuléren Auflagerungen. In den
ausgewdhlten Tubuli waren hohere Calcium- und Phosphor-Anteile als auf der intertubuldren Flache
messbar (Abb. 19, Abb. 20). Bei den gewdahlten Versuchsbedingungen scheinen sich stabilere Prazipi-
tate in den Tubuli zu bilden als intertubuldr. Allerdings sind diese Anteile auch bei der Gruppe E
erhéht, obwohl im rasterelektronenmikroskopischen Bild keine Einlagerung erkennbar ist (Abb. 13,

Abb. 21). Vermulich wurde dabei das tubulédre Dentin gemessen.

Bei der Lagerung von Dentinproben in kiinstlichem Speichel verursachte ein Anstieg von Calcium-
und Phosphationen eine oberflachliche Kristallisation mit amorphen Auflagerungen. Bei der vorheri-
gen Anwendung einer fluoridhaltigen Zahncreme lagen nach der Lagerung allerdings die Tubuli frei
(Farooq et al., 2015). Die Applikation von elmex fluid ergab in diesem Versuch ebenfalls keine Tubu-
lusverschlisse (Abb. 13). Es waren in der EDX Analyse dagegen deutlich hdhere Fluoranteile im in-
tertubuléren Dentin (1,10-6,47 wt%) im Vergleich zu den n-HA Mischungen messbar. Allerdings ist
auch nach der Applikation der wéssrigen Suspension bis zu 0,73 wt% Fluor im Dentin detektiert wor-
den (Tab. 7).

Die qualitativen Ergebnisse und die Elementanalyse sprechen dafir, eine Kombination von nano-
Hydroxylapatit mit Fluoriden unter klinischen Bedingungen weiter zu untersuchen. Die Kombination
von Fluoriden mit Trimetaphosphaten zeigte in vitro eine signifikant hdhere Obliteration von Dentin-
tubuli. Vermutet wurde ein Einfluss der Ladungsverhéltnisse auf die oberflachliche Bindung von Tri-
metaphosphaten unterschiedlicher Partikelgréfie (Favretto et al., 2018). Untersucht wurden Nano- und

Mikropartikel in experimentell hergestellten fluoridhaltigen Zahncremes. Dabei wurde eine hohere
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Tubulusverschlussrate bei beiden Formen der Trimetaphosphate gefunden, verglichen mit einem Pla-
cebo und einer fluoridhaltigen Zahncreme. Anionische Phosphate besitzen eine hohe Affinitit zu OH-
und NH2-Gruppen und fiihren zu einer negativen Ladung der Dentinoberflache. Durch die Bindung
entstehen Kristallisationspunkte fur Calciumphosphate. Die PartikelgréRRe schien dabei, im Gegensatz
zur remineralisierenden Wirkung im Schmelz, nur geringen Einfluss zu haben. Es wurde vermutet,
dass wegen der groReren Interaktion nach Sdureanwendungen das gefundene Calcium-Phosphor-
Verhéltnis gleichblieb. Das Kollagen des Dentins blieb mineralisiert und die Tubuli verschlossen. Die
Autoren sahen bei der Kombination von Fluorid mit Trimetaphosphaten ein groRes Potenzial zur Be-
handlung Gberempfindlicher Z&hne. Sollten sich die in der vorliegenden Untersuchung erzielten Er-
gebnisse in vivo bestétigen lassen, kdnnte sowohl eine reine nano-Hydroxylapatit Suspension als auch
die Kombination mit Fluorid als Therapiemittel fir die in-office Behandlung von Hypersensibilitaten

und zur Remineralisation in Betracht kommen.

Ob Kombinationen von Fluoriden mit nano-Hydroxylapatit in vivo wirksamer sind, ist hach dem bis-
herigen Wissensstand ungeklart. Bei der Verwendung von Bioglass (Novamin) soll der Zusatz von
Fluoriden die desensibilisierende Wirkung positiv beeinflussen. Es wird angenommen, dass die Bil-
dung stabiler und sdureresistenter Fluorapatite neben der Einlagerung von Phosphosilikaten und der
Ausféllung von Hydroxylapatit auf der Dentinoberflache zu einer besseren Behandlung bei Hypersen-
sibilitaten fihrt (Yilmaz et al., 2017). In der vorliegenden Studie konnte im rasterelektronenmikrosko-
pischen Bild gezeigt werden, dass sowohl bei der wéssrigen Losung von n-HA, als auch bei der expe-
rimentellen Mischung mit elmex fluid, sich &hnelnde Auflagerungen auf den Dentinflachen bilden. Es
wurden bei beiden Préparaten Einlagerungen in die Tubuli festgestellt. Dabei konnte die GrofRe der
applizierten Apatitkristalle eine Rolle spielen. Kunam et al. (2016) vermuteten synergistische Effekte.
Den Grund fir die obliterierende Wirkung von nano-Hydroxylapatit sahen sie in dem besseren Ober-
flachen-Volumenverhaltnis der Kristallite. Sie sollen sich besser als groRRere Kristallformen in die Tu-

buli integrieren kdnnen (Kunam et al., 2016).

Weitestgehend ungeklért ist bisher die Frage der Stabilitdt der aufgelagerten Schichten und
Tubulusverschliisse im sauren Milieu (Arnold et al., 2015). In einer vergleichenden In-vitro-
Untersuchung konnte ein oberflachlicher Verschluss dargestellt werden, allerdings waren die
Auflagerungen in einem Demineralisationsprozess mit Zitronensdure nicht stabil. Bei keiner der
untersuchten kommerziell erhéltlichen Zahncremes blieb ein kompletter Verschluss bestehen. Da
davon auszugehen ist, dass sdurehaltige Speisen und Getranke zur Erdffnung der Tubuli im
Mundmilieu beitragen, sollte das ideale Mittel zum Tubulusverschluss widerstandsféhig gegen einen
pH-Abfall und stabil gegen mechanische Einflusse der Mundhdhle sein. Alle bisher bekannten Mittel
sind nicht stabil bei den taglichen Einflissen durch Putzen, Erndhrung und Speichel (Wang et al.,
2016, Yu et al., 2017). Aktive Inhaltsstoffe sollen Tubuli direkt oder nach chemischen Reaktionen
verschliessen. Die sich bildendenden Kristallformen scheinen neben den Verschlussraten Einfluss auf

die mechanischen Eigenschaften des Dentins zu besitzen (Toledano-Osorio et al., 2018).
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Fluoride reduzieren die Demineralisation und stoppen die Kariesprogression. Daneben beeinflussen
Fluoride die Physiologie der Bakterien im oralen Biofilm. Sie sind in verschiedenen Zusammenset-
zungen einer Vielzahl von Mundpflegeprodukten zugesetzt. In einer dlter werdenden Gesellschaft und
bei erfolgreichen parodontalen Therapien ist mit einer Zunahme zervikaler Lasionen zu rechnen. Frei-
liegendes zervikales Dentin hat wegen seiner geringeren Widerstandsféhigkeit gegentiber einem pH-
Abfall ein héheres Kariesrisiko. Eine Vielzahl von verschiedenen Mitteln wird bereits zur Prophylaxe
der Wurzelkaries genutzt. Die Kombination einer hochfluoridhaltigen Zahncreme und professionelle
Applikation von Chlorhexidin oder Silberdiaminfluorid kann Wurzelkaries inaktivieren oder die Ent-
stehung behindern In einem systematischen Review zur nicht-invasiven Behandlung von Wurzelkaries
konnte nur eine geringe Zahl klinischer Versuche eingeschlossen werden. Die Untersuchung von na-
no-Hydroxylapatit oder Kombinationen mit anderen Wirkstoffen blieben unberticksichtigt (Wierichs
und Meyer-Lueckel, 2015). Wenn neue Wirkstoffe klinisch angewendet werden sollen, missen Ver-
besserungen hinsichtlich Anwendung, Kosten und Sicherheit gegentiber etablierten Produkten gegeben

sein. Kombinationen sollten bessere Wirkungen als Fluorid allein besitzen (Hellwig et al., 2018).

Die kariespraventive Wirkung von Fluoriden ist mit hoher Evidenz belegt. Dabei lagern sich Fluoridi-
onen in die Apatitkristalle des Zahnschmelzes ein. Das daraus entstandene Fluorapatit besitzt eine
hohere Sédureresistenz. Die klinische Anwendung bei Dentinhypersensibilitaten beruht auf der Ausbil-
dung einer calciumfluoridhaltigen Deckschicht, die zu einer Obliteration freiliegender Dentintubuli
fahrt. Wenn ein stabiler Verschluss erdffneter Tubuli durch nano-Hydroxylapatit zu erreichen wére,
kénnte eine Kombination mit Fluorid einen vielversprechenden Therapieansatz bieten. Weitere Unter-
suchungen zur Stabilitat der Tubulusverschliisse sind allerdings erforderlich, die die Bedingungen des
oralen Milieus berucksichtigen.
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7 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der VVorversuche zeigten, dass die gewahlte Praparationsform der Prifkorper geeignet
war, um die Wirkung tubulusokkludierender Agenzien auf das experimentell freigelegte Dentin an der
Schmelz-Zement-Grenze zu untersuchen. Es waren kreisrunde Offnungen der Tubuli festzustellen.
Damit konnte in dem fir Dentinhypersensibilitdten relevanten Bereich die Tubulusokklusion unter-

sucht werden.

Die lichtmikroskopische Analyse war in diesem Versuchsaufbau nicht geeignet, Bewertungen Uber Art
und Qualitét der erzielten Auflagerungen zu ermdglichen. Daher sind rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen zur qualitativen Bewertung und Elementanalyse der Prazipitate erfolgt. Ausgewertet wur-
den intratubulére Einlagerungen und Auflagerungen des intertubuldren Dentins. Versuchsgruppen-
Ubergreifend ergaben sich in der elektronenmikroskopischen Analyse keine erkennbaren qualitativen
Unterschiede bei den experimentellen Mischungen des nano-Hydroxylapatits. Es konnten bei der Ap-

plikation von elmex fluid keine Tubulusverschlisse erreicht werden.

Die Elementanalyse ergab bei beiden nano-Hydroxylapatitgruppen hohere Anteile der Elemente Cal-
cium und Phosphor intratubulér als auf der intertubuldren Dentinflache. Es kann eine partikulare Ein-
lagerung der Kristallite in die Tubuli vermutet werden. Die Mischung mit elmex fluid fiihrte zu einer
Erhoéhung des Fluoridgehaltes im demineralisierten Dentin. Aus den Ergebnissen und den vorliegen-
den Daten der Literatur lasst sich schlieBen, dass sich Fluoridionen in die Apatitkristalle des Dentins
einlagern. Bei einer Kombination beider Praparate kdnnte die gesicherte kariesprophylaktische Wir-
kung des Fluorids mit der potenziell desensibilisierenden Wirkung des nano-Hydroxylapatits genutzt
werden. Dabei erscheint ein Wirkeintritt nach einmaliger Applikation méglich. Daraus ergeben sich

neue Maglichkeiten zur klinischen Therapie von Dentinhypersensibilitaten.

Der gewahlte Versuchsaufbau war ein erstes screening, in vitro die Wirkung experimentell hergestell-
ter Mischungen von nano-Hydroxylapatit auf das Dentin und die Dentintubuli zu untersuchen. Zusatz-
lich zur Untersuchung der sofortigen Wirksamkeit ist es wichtig, die Stabilitat der Auflagerungen un-
ter Bedingungen zu untersuchen, die das orale Milieu nachahmen, wie mechanische Einfliisse durch
das Zahneputzen, Séureattacken und den Einfluss des Speichels. Fir weitere Untersuchungen sollten
daher die in vivo anzutreffenden Bedingungen simuliert werden. Fir die klinische Anwendung mufy
die Stabilitat der desensibilisierenden Mittel und die Dauer der Wirkung bekannt sein, um ein adaqua-
tes Recall oder Wiederholung der Behandlung zu etablieren. Dabei ist die ideale Konzentration, die
madgliche Kombination mit anderen Wirkstoffen und die Haufigkeit der Applikation zu beriicksichti-

gen.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die experimentell hergestellte Suspension von nano-
Hydroxylapatit und die Mischung mit elmex fluid nach ihrer Applikation auf freiliegende Dentinober-
flachen Ausfallungen bilden. Im Gegensatz dazu war nach der Applikation des Fluoridpraparates ohne
den Zusatz von nano-Hydroxylapatit kein Verschluss der Dentintubuli festzustellen. Die Nullhypothe-
se wird somit nicht bestétigt.

Der vorliegende In-vitro-Versuch kann als Basis fur weitere Untersuchungen betrachtet werden.
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9 Anhang

Thymolldsung 0,1%

Aqua dest.

Skalpellklinge 15

Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland

Préparationsdiamant 6847 K
Finierdiamant 8847 KR

Gebr. Brasseler GmbH u. Co. KG, Lemgo,
Deutschland

Polierscheiben SoFlex®

3M Espe Deutschland GmbH, Seefeld, Deutsch-
land

Bissregistratsilikon Futar D®

Kettenbach GmBH u. Co. KG, Eschenburg,
Deutschland

Abformsilikon Honigum light®

DMG Chemisch-Pharmazeutische Fabrik

GmbH, Hamburg, Deutschland

Ultraschallbad Sonorex®

Bandelin electronic GmbH u. Co. KG, Berlin,
Deutschland

elmex® fluid
elmex® gelee

GABA International AG, Therwil, Schweiz

Messloffel Teethmate Desentisizer®

Kuraray Noritake, Kuraray Europe GmbH, Hat-
tersheim, Deutschland

Nano-Hydroxylapatit Kalident

Kalichem ltalia Srl, Rezzato, Italien

Mikrobrush Roundtip® Applicator

Henry Schein Dental, Melville, New York, USA

VHX Digital Microscope

Keyence Corporation, Osaka, Japan

Rasterelektronenmikroskop REM XL-30 ESEM

FEI Company, Hilsboro, Oregon, USA
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