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1. Zusammenfassung

Innerhalb von Sekunden bildet sich auf jeder dem Mundmilieu ausgesetzten Oberflache eine
Schicht aus Proteinen, Glykoproteinen, Kohlenhydraten und Lipiden, die sogenannte Pellikel.
Sie ist der Mediator fUr Grenzflacheninteraktionen in der Mundhéhle. Die Pellikel zeigt ein
ambivalentes Verhalten, indem sie sowohl protektive Eigenschaften besitzt, als auch
Proteine, die als Rezeptoren die bakterielle Adh&renz und die Ausbildung eines strukturierten
dreidimensionalen bakteriellen Biofilms begunstigen. Der Pellikel wird durch ihre
Schlusselrolle als Mediator zwischen Zahn und Mundmilieu eine besondere physiologische
und pathophysiologische Bedeutung bei der Entstehung von Karies, Erosionen und
Parodontopathien zugeschrieben.

Die Pellikel gilt als mdglicher Ansatzpunkt in der Bek&dmpfung von Karies, Erosionen und
Parodontopathien. Die Erforschung der Bildung, Ultrastruktur, Zusammensetzung und
Funktion der Pellikel stellen die Grundlage verschiedenster neuer praventiver
Therapieansétze dar.

Das Ziel dieser klinisch- experimentellen in- situ- Studie war es, das elektrophoretische
Bandenmuster der in der Mundhthle auf 10 verschiedenen Werkstoffen zu 3
unterschiedlichen Zeiten und an 2 unterschiedlichen Expositionsorten gebildeten Pellikel zu

analysieren und den Nachweis von spezifischen Pellikelproteinen zu erbringen.

Uber einen Zeitraum von 1, 3 und 30 Minuten trugen 6 gesunde Probanden partielle
Miniplastschienen im Unterkiefer. Auf den Miniplastschienen wurden zur Zungenseite
(lingual) und zur Wangenseite (bukkal) jeweils 4 Prifkérper des gleichen Werkstoffes
montiert. 10 verschiedene Werkstoffe (Rinderschmelz, Goldlegierung, Keramik,
Prothesenkunststoff, Teflon, Komposit, Glasionomerzement, Amalgam, Glas und Titan)
wurden untersucht. Die Prufkdrper wurden poliert, gereinigt und desinfiziert. Nach der
jeweiligen intraoralen Expositionszeit wurden die Miniplastschienen mit destilliertem Wasser
abgesplilt und die Prufkérper von der Schiene entfernt. Zur Pellikelgewinnung wurden die
Prifkorper mit SDS getréankten Schwammchen abgewischt. Die Schwdmmchen wurden mit
Lammli- Puffer versetzt, die Proteinldsung abzentrifugiert und denaturiert. Die Proteine
wurden entsprechend ihrem Molekulargewicht im Polyacrylamid- Gel elektrophoretisch
aufgetrennt, gefarbt und mit einer speziellen Software ausgewertet.

In den nach verschiedenen Zeiten und Lokalisationen gepoolten Pellikelproben wurde nach
spezifischen Pellikelproteinen (alpha- Amylase, Lysozym, Laktoferrin, Carboanhydrase I,

Carboanhydrase I, Muzin |1, slgA, Glykosyltransferase B, Glykosyltransferase C,
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Glykosyltranferase D, prolinreiche Proteine) mittels Western- Blotting gesucht. Dazu wurden
die im Polyacrylamid- Gel aufgetrennten Proteine elektrophoretisch auf eine Membran

Ubertragen (,geblottet”) und immunochemisch das jeweilige Zielprotein nachgewiesen.

Die Proteinadsorption im Mundmilieu zeigte unabhangig vom Substrat, der Lokalisation, der
Expositionszeit oder den Probanden eine hohe Uniformitéat.

Bis zu 41 Banden im Molekulargewichtsbereich zwischen 2,9 kDa und 348,5 kDa konnten in
der Pellikel auf den 10 untersuchten Werkstoffen gefunden werden. Die Mittelwerte der
Molekulargewichte der Pellikelproteine auf allen Werkstoffen, an beiden Lokalisationen, bei
allen Probanden und zu allen drei Zeiten der intraoralen Exposition zeigten ein sehr
homogenes Verteilungsmuster.

Bereits nach 1 Minute Bildungszeit wies die Pellikel ein &hnliches Proteinprofil wie nach 3-
und 30 Minuten Bildungszeit auf, so dass die Pellikelbildung als ein schneller Prozess
einzustufen ist.

Der qualitative Nachweis der spezifischen Pellikelproteine alpha- Amylase, Lysozym,
Laktoferrin, Carboanhydrase |, Carboanhydrase II, slgA, Glykosyltransferase B,
Glykosyltransferase C, Glykosyltrandferase D und der prolinreichne Proteine konnte in der
initialen in- situ- Pellikel mittels Western- Blot erbracht werden.

Die Pellikelbildung ist weitgehend unabhangig von der Substratoberfliche. Alle dem
Mundmilieu und somit dem Speichel ausgesetzten Werkstoffe besitzen die Fahigkeit zur
Ausbildung einer Pellikel.

In Folgeuntersuchungen kdénnten nano- massenspektrometrische Analyseverfahren genutzt

werden, um das Pellikelproteom auf verschiedenen Substraten im Detail aufzuklaren.



1.1 Summary

On all solid surfaces exposed to the oral environment a layer composed of proteins,
glycoproteins, carbohydrates and lipids, termed pellicle, is formed within seconds. The
pellicle is characterized by ambivalent properties, since it provides protective properties as
well as specific proteins that function as receptor molecules for the bacterial adherence and,
thus, facilitate formation of a three- dimensionally structured bacterial biofilm. The pellicle
acts as physiological mediator between tooth surface and oral environment and has been
ascribed a key role in the development of caries, erosion and periodontitis.

Modification of the pellicle layer has been supposed as a novel strategy to control and
combat caries, erosion or periodontis. In- detail investigation of the pellicle’s formation,
ultrastructure, composition and function, therefore, is essential for the development of new
approaches in preventive dentistry.

This in- situ study was conducted in order i) to analyse the electrophoretic protein profile of
pellicles which were formed in the oral cavity on a variety of materials, at different sites and
over differing periods of time and ii) to demonstrate the presence of specific pellicle proteins
in the pellicle layer.

Six healthy volunteers wore partial Miniplast splints in the lower jaw for 1, 3 and 30 minutes,
respectively. On top oft the splints, 8 test specimens of identical materials were mounted (4
lingual and 4 buccal). Ten different materials were examined: bovine enamel, gold alloy,
ceramic, prosthetic acrylic resin, Teflon, dental composite, glass ionomer cement, amalgam,
glass and titanium. The test specimens were polished, cleaned and disinfected. After the
respective exposure time, the Miniplast splints were rinsed with destilled water and the test
specimens were removed from the splints. For pellicle removal, the test specimens were
wiped with SDS- soaked sponges. Then, the sponges were exposed in Lammli buffer and
the protein solution was centrifuged and denaturated. The proteins were electrophoretically
separated, stained and analysed with a special Software.

In addition, pooled pellicle samples were examined for detection of the the following pellicle
proteins via Western blotting: alpha-amylase, lysozyme, lactoferrin, carbonic anhydrase I,
carbonic anhydrase Il, mucin |, sIgA, glycosyltransferase B, glycosyltransferase C,
glycosyltranferase D, proline- rich proteins.

Results:

The protein adsorption in the oral environment was neither affected by the solid substrate
material, nor by the sites and times of intraoral exposure, or subject. Up to 41 bands between
2,9 kDa and 348,5 kDa were found in the electrophoretical profile of the protein solution from

the pellicles of the 10 examined materials. The mean molecular weight of the pellicle proteins
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was very similar among materials, oral sites, exposure times and subjects.

After being exposed to the oral environment for 1 minute, the pellicle’s protein profile was
already very similar to those which were detected after 3 and 30 minutes of the intraoral
exposure. This indicates that the pellicle formation occurs very rapidly. The qualitative proof
for the specific pellicle proteins alpha-amylase, lysozyme, lactoferrin, carbonic anhydrase I,
carbonic anhydrase I, sIgA, glycosyltransferase B, glycosyltransferase C, glycosyltranferase
D, and proline- rich proteins was revealed by Western blotting.

The results of this study indicate that the formation of pellicles is not distinctly affected by the
material surface. Pellicles will develop on all materials which are exposed to the oral
environment. Future studies might use nano mass spectometric analysis methods in order to

clarify in more detail the pellicle’s proteome on different substrates.



2. Einleitung

Karies und Parodontitis z&hlen zu den haufigsten Erkrankungen in der Zahnmedizin. Beide
Erkrankungen werden durch die Bildung eines bakteriellen Biofilms verursacht (Lenander-
Lumikari und Loimaranta 2000; Listgarten und Loomer 2003; Marsh 2006; Moore und Moore
1994; van der Velden et al. 2006). Das Verstandnis der Entstehung und Veranderung des
oralen Biofilms ist von entscheidender Bedeutung, um Ansatze in der Bekampfung dieser
Krankheiten zu finden. Eine Biofilmbildung existiert nicht nur im Mundmilieu, sondern auf
verschiedenen Oberflachen im feuchten Milieu durch Adsorption von organischen Materialien
und Mikroorganismen (Costerton et al. 1995; Gaudie 2006; Hannig M und Joiner 2006;
Marsh und Bradshaw 1995; Marsh und Martin 1999; Marsh 2006; Szymanska 2005).

So tritt das Phénomen der Bioadhédsion mit anschlieBender Biofilmbildung auch in
Wasserrohrleitungen, an Schiffsrimpfen, an Implantaten, in Schlauchen oder an vielen
anderen Oberflachen in Kontakt mit dem biologischen Milieu auf (Costerton et al. 2005;
Donlan und Costerton 2002; Martin und Dailey 2001; Szymanska 2007; Walker et al. 2000).
Unterschiedliche wissenschaftliche Ansatze zur Biofiimmodifikation werden momentan
untersucht. Bei einer in- vitro- Untersuchung wurden werkstoffabhangig spezifische
Zusammensetzungen des adsorbierten Proteinfilms auf dentalen Werkstoffen festgestellt, die
sich von der Zusammensetzung des Schmelzpellikels eindeutig unterschieden (Svendsen
und Lindh 2009). Diesem Aspekt der materialabhangigen Pellikelbildung auf verschiedenen
Werkstoffen soll in der vorliegenden Studie mit in- situ- Experimenten vertiefend

nachgegangen werden.

2.1 Zusammensetzung der Pellikel

An der Phasengrenze zwischen Zahnschmelz und Mundhéhle fuhrt die Adsorption von
Proteinen und auch anderen Makromolekilen aus dem Speichel zur Ausbildung einer
Biopolymerschicht an der Zahnoberflache (Norde 1984), die als Pellikel bezeichnet wird. Die
Pellikel ist definiert als eine bakterienfreie Schicht an der Zahnoberflache bestehend aus
adsorbierten Proteinen, Glykoproteinen, Kohlenhydraten und Lipiden aus der umgebenden
Mundhohlenfliissigkeit (Dawes et al. 1963) und weist nicht die gleiche Zusammensetzung
wie der Speichel auf (Carlén et al. 1998; Hannig M und Joiner 2006; Hay 1973; Lendemann
et al. 2000; Sgnju und Rglla 1973; Yao et al. 2003). Da spezifische chemische Reaktionen
und Konformationsanderungen der Proteine zur Adsorption von Biopolymeren an einer
intraoral exponierten Festkdrperoberfliche beitragen kdnnen, besitzen nicht nur

Zahnhartsubstanzen, sondern auch restaurative Werkstoffe trotz differierender chemischer
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und physikalischer Oberflacheneigenschaften die Fahigkeit zur Pellikelbildung beim Kontakt
mit dem Speichel (Glantz et al. 1996; Hannig M 1997). Die Pellikel wirkt als Lubrikant, als
lonendepot fir die Remineralisation und als Erosionsschutz auf den Zahnen (Aguirre et al.
1987; Hannig M und Balz 2001; Hannig M 2002; Hannig M und Joiner 2006; Zahradnik et al.
1976; Zahradnik 1979). Hauptbestandteile der Pellikel sind Speichelproteine wie Histatin,
Prolin-reiche Proteine, Statherin, Cystatin, Amylase und Lysozym, Glykoproteine wie Mucin
MG1 und MG2, sowie Plasmaproteine, die Uber das Sulkusfluid die Mundhdhle erreichen
(Carlén et al. 1998, 2003; Kraus et al. 1973; Li et al. 2004b; Mayhall und Butler 1976;
@rstavik und Kraus 1973, 1974; Rudiger et al. 2002; Sgnju et al. 1974). Nachweisbare
Plasmaproteine in der Pellikel sind Fibronectin, Albumin, Fibrinogen oder 1gG (Carlén et al.
1998, 2003, Li et al. 2004b, @rstavik und Kraus 1974, Rudiger et al. 2002). Weiterhin
konnten Komponenten der spezifischen und unspezifischen Abwehr in der Pellikel detektiert
werden (Al-Hashimi und Levine 1989; Carlén et al. 1998; Hannig C et al. 2005b; Kraus et al.
1973; Li et al. 2003, 2004b; @rstavik und Kraus 1973, 1974; Ridiger et al. 2002; Yao et al.
2001). Der haufigste Vertreter der spezifischen Abwehr ist das sekretorische IgA (Aguirre et
al. 1987; Carlén et al. 1998; Hajishengallis et al. 1992; Rglla et al. 1983). Es kann Bakterien
agglutinieren und deren Adharenz an den oralen Oberflachen inhibieren (Hannig M und
Joiner 2006; Marsh und Martin 1999; Rudiger et al. 2002). Ein Faktor der unspezifischen
Abwehr ist das stark eisenbindende Laktoferrin. Durch dieses Protein wird das Wachstum
der unter eisenlimitierten Bedingungen wachsenden pathogenen Mikroorganismen behindert
(Hannig M. und Joiner 2006, Marsh und Martin 1999). Darlber hinaus wirkt (eisenfreies)
Laktoferrin bakterizid (Li et al. 2004b; Marsh und Martin 1999). Eine weitere wichtige
Komponente der unspezifischen Abwehr ist das Lysozym- Protease- System (Hannig C et al.
2005b; Marsh und Martin 1999; Vacca- Smith und Bowen 2000). Lipide machen mit 22- 23%
der Trockenmasse einen hohen Bestandteil der Pellikel aus (Slomiany et al. 1986; Slomiany
et al. 1990).

2.2 Die Entstehung der Pellikel

Die in- situ- Pellikelbildung im Mund lauft in verschiedenen Phasen ab. Der erste Schritt
erfolgt innerhalb weniger Sekunden durch spontane Adsorption von Speichelproteinen (de
Jong et al. 1984; Hannig M und Joiner 2006; Hannig M 1999a; Hay 1967, 1973; Skjarland et
al. 1995).

Auf die initiale Adsorption von Speichelkomponenten und Ausbildung der Pellikelbasisschicht

folgen innerhalb von 30-60 min eine schnelle Zunahme der Pellikeldicke unter Bildung einer
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locker formierten, globular oder granular strukturierten Schicht und anschlieBend Uber
Stunden ein langsames, kontinuierliches Pellikelwachstum unter zunehmender Verdichtung
der Pellikelstruktur (Hannig M 1999; Hannig M und Balz 1999; Nyvad und Fejerskov 1987;
Skjorland et al. 1995; Sgnju Clasen et al. 1997). Ein wenige Nanometer dicker Film aus
sogenannten Pellikel- Prakursuren entsteht durch die Interaktion der Schmelzoberflache mit
den Speichelproteinen (Hannig M und Joiner 2006). Diese negativ geladenen
Vorlauferproteine, Phosphoproteine wie Statherin, Histatin und sogenannte ,prolinreiche”
Proteine, binden an Kalziumionen der Zahnhartsubstanz an (Yao et al. 1999).

Innerhalb von drei Minuten werden in der Pellikel auch Muzin, MG1 und MG2, Amylase,
Cystatin, Lysozym, Carboanhydrase, Laktoferrin und bakterielle Glycosyltransferasen
gefunden, und man geht davon aus, dass neben rein elektrostatischen auch hydrophobe
Wechselwirkungen und von der Waals Krafte mitwirken (Al- Hashimi und Levine 1989;
Hannig C et al. 2004, 2005a; Hannig M und Joiner 2006; Stigler et al. 2003; Vacca- Smith
und Bowen 2000; Vassilakos et al. 1992a,b,c, 1993; Yao et al. 2001).

Der schnelle Anstieg der Pellikeldicke lasst sich nicht durch die Adsorption einzelner
Proteinmolekille aus dem Speichel, wohl aber durch die Adhasion von Proteinkomplexen
(Hannig M 1999; lontcheva et al. 1997; Rykke et al. 1995; Rykke et al. 1997; Skjorland et al.
1995) erklaren. Parotisproteine kommen im Speichel als so genannte supramolekulare
Pellikel-Prékursoren vor. Sie sind als globulare, mizellenartige Strukturen mit einem
Durchmesser von 100 bis 200 nm organisiert und haben eine negativ geladene AuR3enhiille
und einen hydrophoben Kern (Rglla und Rykke 1994; Rykke et al.1995). Durch die
spezifische Adsorption dieser globularen, mizellenartigen Proteinagglomerate wird die zweite
Phase der Pellikelbildung gekennzeichnet (Hannig M und Joiner 2006; Rglla und Rykke
1994, Rykke et al.1995). Die mizellenartigen Proteinagglomerate oder heterotypen Komplexe
bestehen aus Muzin und nicht kovalent gebundenen Proteinen wie Amylase, Lysozym,
prolinreichen Proteinen, Cystatin und Statherin (lontcheva et al. 1997; Vitkov et al. 2004;
Young et al. 1999; Hannig M und Joiner 2006). Diese Pellikelprékursoren sind ein Reservoir
fur die Pellikelproteine und schitzen diese vor proteolytischer Umsetzung durch
Speichelproteasen. Die Adsorption von heterotypen Komplexen fuhrt zur Ausbildung einer
biologisch aktiven Initialpellikel (Hannig M und Joiner 2006; Soares et al. 2004). Durch die
physiologische Anflutung der Pellikel-Prakursoren wird eine schnelle Pellikelbildung erst
madglich (Hannig M et al. 2001; Deimling D et al. 2004).

Aufgrund dieser Adsorptionsprozesse kommt es zu einem Gewinn an Entropie durch die
Substitution von Wassermolekilen an der Schmelzoberflache. Dies fihrt zur Reduktion der
freien Oberflachenenergie (Vassilakos et al. 1992a, Vassilakos et al.1992b, Vassilakos et al.

1993). Es kommt zur kontinuierlichen Adsorption von Biomolekilen, die nach 30 bis 90
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Minuten ein Plateau erreicht (Hannig M und Joiner 2006; Kuboki et al. 1987; Skjorland et al.
1995; Sgnju und Rglla 1973).

Bei der Vernetzung der einzelnen Komponenten der Pellikel spielen mdglicherweise
epitheliale Transaminierungsreaktionen eine Rolle (Bradway et al 1989, 1992; Hannig C et
al. 2008a). Neben der Vernetzung kdnnen aber auch Proteolyse, Adsorption und Desorption
das Erscheinungsbild der Pellikel in- vivo beeinflussen (Hajishengallis et al. 1992; Hannig C
et al. 2005a,b; 2008a,b; Hannig M und Joiner 2006). Die Pellikel in der Mundhdhle scheint
einem Turnover und einer Reifung im Sinne einer Remodellation zu unterliegen (Hannig C et
al. 2005a; Hannig M und Joiner 2006; lontcheva et al. 1997; Vacca-Smith und Bowen 2000;
Yao et al. 2000; Yao et al. 2003).

2.3 Funktionen der Pellikel

2.3.1 Bakterielle Adharenz

Die adsorbierte Pellikelschicht beginstigt die Adharenz von initial besiedelnden
Mikroorganismen, wie Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis
und Actinomyces viscosus (Kishimoto et al. 1989; Gibbons 1989; Liliemark et al. 1986;
Wolinsky et al. 1985; Lillemark und Schauer 1975, 1977; Q@rstavik et al. 1974). Die Adharenz
des stark kariogenen Bakteriums Streptococcus mutans wird durch die Anwesenheit von
prolinreichen Proteinen und hochmolekularen Speichelmuzinen in der Pellikel begtinstigt
(Schilling und Bowen 1992; Gibbons und Hay 1989; Gibbons et al. 1986).

2.3.2 Lubrikant

Die Pellikel ist beteiligt an der Befeuchtung der Zahnoberflachen, welche umgekehrt die
Effizienz des Sprechens und Kauens verbessern (Tabak et al. 1982). Die Pellikel wirkt als
Lubrikant, indem sie die Friktion sowohl zwischen antagonistischen Zahnen als auch
zwischen den Zahnen und der oralen Mukosa herabsetzt. Abrasion und Attrition der Zahne
werden wahrend der Mastikation oder auch bei Parafunktionen verringert (Lendenmann et al.
2000; Nikiforuk 1985; Mayhall 1980). Mit in- vitro- Experimenten konnte aufgezeigt werden,
dass der Reibungskoeffizient  (Friktionskoeffizient)  zwischen kontaktierenden
Zahnhartsubstanzoberflachen bei  Anwesenheit einer adsorbierten  Schicht aus
Speichelproteinen um den Faktor 20 reduziert ist (Berg et al. 2003). Eine Abrasion von

Schmelz und Dentin duch die Zahnbtrste kann durch die Pellikel reduziert werden (Joiner et
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al. 2008).

2.3.3 De- und Remineralisation

Der Pellikel werden antierosive Funktionen zugeschrieben, die man auf die
Proteinschutzschicht zurickfuhrt (Hannig M und Balz 2001; Hannig M 2002; Hannig M et al.
2003; Nekrashevych und Stosser 2003; Zahradnik et al. 1976; Zahradnik 1979).
Verschiedene in- vitro und in- situ- Studien untermauern die schitzende Rolle der Pellikel
gegen Saure induzierte Demineralisation, verursacht entweder durch chemische oder
bakterielle Ursachen (Hannig M und Balz 2001; Hara et al. 2006; Siqueira et al. 2010;
Cheaib und Lussi 2011). Urspriinglich ging man davon aus, die Reifung der Pellikel sei
notwendig fur ihre schitzenden Eigenschaften gegen die Demineralisation. Verschiedene
Studien untersuchten Pellikelbildungszeiten von 3 Minuten bis zu 7 Tagen. Diese
gesammelten Erkenntnisse lassen vermuten, dass das Alter der Pellikel eine untergeordnete
Rolle spielt (Hannig M und Balz 2001; Hannig M et al. 2003; Hannig M et al. 2004).
Aulerdem variieren die schitzenden Eigenschaften der 1- h Pellikel in verschiedenen
Regionen der Mundhohle (Amaechi et al. 1999), aber die lokalisationsabhangigen
Unterschiede erscheinen weniger wichtig in der 24 alten Stunden Pellikel (Hannig M und
Balz 2001). Betrachtet man die Ultrastruktur der Pellikel, die Saure ausgesetzt ist, dann wird
die aulere globulare Schicht entfernt, aber die basale Schicht bleibt intakt (Hannig und
Joiner 2006). Interessanterweise haben Histatine gezeigt, dass sie einen Schutz gegen die
Demineralisation in- vitro liefern (Siquira et al. 2010). Dabei bieten alle Histatine einen
gewissen Schutzlevel gegen Saureangriffe, phosphorylierte Histatine bieten einen gréf3eren
Schutzlevel als unphosphorylierte. Es wird ebenso vermutet, dass phosphorylierte Reste von
Phosphorproteinen, wie Histatin 1 die starke Anhaftung zum Schmelz vermitteln. Statherin,
ein anderes Phosphorprotein kommt in beiden Formen, intakt und fragmentiert, in der Pellikel
vor (Li et al. 2004a); es scheint ebenso einen Beitrag zu der saureschitzenden Natur der
Pellikel zu leisten. In- vivo Fragmente von Statherin bieten Schutz gegen die
Demineralisation in- vitro, wie auch Histatin; Teile, die phosphorylierte Reste enthalten, sind
effektiver beim Erhalt des Mineralgleichgewichts (Richardson et al. 1993). Aul3erdem leisten
andere Pellikelproteine, wie Mucin, ebenfalls einen Beitrag zur Saureabwehr (Cheaib und
Lussi 2011). Der Kontakt mit Zitronensdure Uber einen Zeitraum von 20 Sekunden reduziert
die Anzahl der identifizierten Pellikelproteine dramatisch. S&ureresistente Proteine, wie
Mucin, wurden nach dem Kontakt mit Zitronen- oder Milchsaure weiterhin gefunden
(Delecrode et al. 2015a). Andere Proteine vermehrten sich nach dem Saurekontakt, darunter

Cystatin B, welches um das 20 fache nach 10 Sekunden Kontakt mit Zitronensdure zunahm
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und um das 13 fache nach 10 Sekunden Kontakt mit Milchsaure zunahm (Delecrode et al.
2015b). Viele Komponenten in der Pellikel sind am Schutz gegen die
Schmelzdemineralisation beteiligt. Betrachtet man den Remineralisationsprozess, so zeigt
die Pellikel eine "permselektive" Natur (Hannig M und Joiner 2006) in einer pordsen,
maschenartigen Struktur, die die Diffusion von Calcium, Phosphat und Fluoridionen erlauben
konnte. AuRerdem zeigen Vertiefungen auf der Schmelzoberflache nach der
Sauredemineralisation Pellikel- artige Proteine, darunter die Basalschicht der Pellikel
(Hannig C et al. 2009), welche die Grundlage der Remineralisation liefern konnten (Kirkham
et al. 2007). Von den 130 verschiedenen Proteinen, die in- vivo in der Pellikel identifiziert
worden sind spielen 15% eine Rolle im Remineralisationsprozess (Siqueira et al. 2007).

Die  Pellikel hat semipermeable Eigenschaften und reguliert De- und
Remineralisationsprozesse uber die Diffusion von Calcium und Phosphat (Zahradnik et al.
1976, 1978; Zahradnik 1979; Hannig M und Hannig C 2014). Die aus dem Speichel
adsorbierten Proteine reduzieren die LoOslichkeit der Schmelzoberflache, indem sie als
semipermeable Membran nicht nur den lonenfluss von Calcium und Phosphat, sondern auch
der sauren Noxe selbst verringern (Schile 1961, 1962, 1963; Zahradnik et al. 1976). Mit
hoher Wahrscheinlichkeit sind Calcium und Phosphat bindende Peptide und Proteine, die
sich in die Basispellikelschicht anlagern, von Bedeutung fur die erosionsreduzierenden
Effekte der Pellikel (Hannig M und Hannig C 2014). In verschiedenen Studien konnte gezeigt
werden, dass der Mineralverlust und die Oberflachenalterationen unter dem Einfluss von
Sauren bei pellikelbedeckten Schmelzproben weniger deutlich ausgepragt sind als bei
pellikelfreien Proben (Nekrashevych und Stésser 2003; Nekrashevych et al. 2004). Etliche
in- vivo- Pellikelbestandteile, einschlie3lich der sauren PRPs und Statherin, kdnnen die
kristalline Ausfallung auf Schmelzoberflachen verhindern (Hay und Moreno 1979). Statherin
erscheint in physiologischer Konzentration der starkste und einzig effektive Inhibitor der
Kalziumausféllung zu sein (Tamaki et al. 2002). In- vitro- Studien erforschten 5
normalerweise in der in- vivo- Pellikel vorkommende funktionelle Breiche von Statherin, die
zeigen, dass der N-terminale Bereich an der Hemmung des Hydroxylapatitkristallwachstums
beteiligt ist und dass Phosphatgruppen signifikant zum hemmenden Effekt beitragen
(Siqueira et al. 2012). Neben den Proteinen sind auch Lipide in der Schutzschicht wirksam
(Slomiany et al. 1986; Slomiany et al. 1990). Unterschiede in der Lipidzusammensetzung
und vor allem in der Lipidmenge der Pellikel bei verschiedenen Individuen scheinen mit der
Kariesaktivitat zu korrelieren. Die hydrophoben Lipidkomponenten optimieren vermutlich die
Schutzeigenschaften der Pellikel gegen saure Noxen (Slomiany et al. 1986; Slomiany et al.
1990). Phospholipide steigern durch Interaktionen mit Muzinen dabei die Festigkeit der
Pellikel (Slomainy et al. 1986; Slomiany et al. 1990).
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Auch Carboanhydrasen (I, Il, VI) wurden in der Pellikel nachgewiesen (Leinonen et al. 1999;
Li et al. 2004b; Vaca-Smith und Bowen 2000). Zur Stabilisierung des pH-Wertes an der
Zahnoberflache kénnen die Carboanhydrasen beitragen, da sie die Dissoziationsreaktionen

der Kohlensaure katalysieren (Kadoya et al. 1987; Leinonen et al. 1999; Pakkila et al. 1990).

2.3.4 Antibakterielle Bestandteile und immunologische Reaktionen

Von den mehr als 100 Proteinen, die in der in- vivo- Pellikel identifiziert worden sind, werden
8% mit antimikrobiellen Funktionen in Zusammenhang gebracht, einschlie8lich Cystatin,
Lysozym, Myeloperoxidase und Histatin (Siqueira et al. 2007). Von manchen dieser Proteine
weild man, dass ihre biologische Aktivitat im adsorbierten Zustand aufrecht erhalten wird
(Hannig C et al. 2005).

Die Enzyme Lysozym und Peroxidase sind protektive enzymatische Bestandteile der Pellikel
(Hannig C et al. 2005a,b, 2008b; Mansson- Rahemtulla et al. 1988; Pruitt et al. 1969).
Lysozym wird als der wichtigste antibakterielle Faktor angesehen. In der Pellikel liegt bereits
nach einer Minute Bildungszeit eine hohe Lysozymaktivitat an der Oberflache vor (Hannig C
et al. 2005b; Pruitt et al. 1969). Lysozym wirkt auf Bakterien lytisch und damit bakterizid,
indem es die Peptidoglykanhille der Zellwand hydrolysiert (Wang und Germaine 1993;
Hannig M und Hannig C 2007a). In der Peptidoglykanschicht werden dabei die 3-1,4
glykosidisch  verkniipften ~ Aminozucker, N-Acetylglucosamin  (GIcNAc) und N-
Acetylmuraminsaure (MurNAc) gespalten (Hannig C et al. 2005a,b; Mayer 2005; Jaeger et
al. 2005). Dadurch wird die Permeabilitit der Zellmembran erhoht, was osmotische
Veranderungen verursacht (Wang und Germaine 1993). Durch Lysozym wird auch die
bakterielle Autolyse der Mikroorganismen aktiviert (Hannig C et al. 2005b; Laible und
Germaine 1985). Peroxidasen entgiften vor allem Radikale durch Hydrolyse und reduzieren
so den oxidativen Stress in der Mundhohle (Hannig C et al. 2008b; Lumikari et al. 1991).
Aulerdem katalysieren sie die Umsetzung von Peroxid und Thiocyanat zu Hypothiocyanat,
was antibakteriell wirksam ist (Bjegrk et al.1975; Lenander- Lumikari et al. 1993; Steele und
Morrison 1969). Histatine beeinflussen die Candidaspezies in ihrer Funktion, wahrend die
Cystatine auch antiviral wirksam sind (Al-Hashimi und Levine 1989; Li et al. 2003; Li et al.
2004Db; Vacca- Smith und Bowen 2000; Yao et al. 2003). Das Protein Laktoferrin entzieht den
Mikroorganismen das fir ihren Organismus essentiell wichtige Eisen (Al-Hashimi und Levine
1989; Kraus et al. 1973; Rudiger et al. 2002; Vacca- Smith und Bowen 2000).

11% bzw. 12% der entdeckten Proteine werden mit der Immunnabwehr und
Entzindungsreaktionen in Zusammenhang gebracht. Man unterstellt, dass die in- vivo-

Pellikel eine aktive Rolle bei der Aufrechterhaltung der Mundgesundheit spielt (Siqueira et al.
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2007). Als Vertreter der spezifischen Immunbabwehr wurden drei Immunglobuline (IgG, IgM,
IgA) in der Pellikel gefunden. Hauptséchlich von Bedeutung ist das Immunglobulin IgA, da
die anderen Immunglobuline nur in Spuren detektiert werden konnten und vor allem bei
entziindungsbedingt erhohter Sulkusfluidflie@rate an die Zahnoberflachen gelangen (Al-
Hashimi und Levine 1989; Carlén et al. 1998; Kraus et al. 1973; Li et al. 2004b; Qrstavik und
Kraus 1973; Rudiger et al. 2002). Die Immunglobuline IgA, 1gG und IgM besitzen
unterschiedliche Funktionen, wobei die grof3te Bedeutung dem IgA in Speichel und Pellikel
zukommt. Es neutralisiert das antigene Material. IgM neutralisiert und agglutiniert das
Fremdmaterial und IgG opsoniert dieses fir die Phagocytose (Al- Hashimi und Levine 1989;
Carlén et al. 1998; Kraus et al. 1973; Li et al. 2003; Li et al. 2004b; @rstavik und Kraus 1973;
@rstavik und Kraus 1974; Rudiger et al. 2002; Vacca- Smith und Bowen 2000; Yao et al.
2001). Die mikrobielle Kolonisierung auf Zahnoberflachen ist begrenzt durch die mikrobielle
Erkennung spezifischer Rezeptoren in der Pellikel, abhangig von der Oberflachenrauigkeit
und der freien Oberflachenenergie (Wittaker et al. 1996). Die Erkennung ist in vielen Fallen
so spezifisch, dass Bakterien an gebundene Proteine binden, aber nicht an das gleiche
Protein, das sich in Ldsung befindet (Gibbons et al. 1990). Die Pellikel /
Bakterienwechselbeziehung erfolgt durch spezifische und unspezifische Mechanismen
(Bowden und Hamilton 1998). Die Entwicklung und Virulenz des oralen Biofilms kann durch
Nicht- Rezeptor- Proteine reguliert werden, die mit dem AEP Proteom verbunden sind. Das
bakterielle Enzym Glykosyltransferase (Gtfs) wurde als Bestandteil der Pellikel identifiziert
(Hannig C et al. 2008c) und kann den Zusammenhalt zwischen S. mutans Zellen und C.

albicans Zellen verbessern (Gregoire et al. 2011).

2.4 Proteine in der Pellikel

130 Proteine wurden nach ihrer Herkunft, ihrer vermeintlichen biologischen Funktion und
ihrer moglichen Rolle in der Pellikel- Struktur identifiziert (Siqueira et al. 2007). Nur 14% der
identifizierten Proteine stammen aus exokrinen Speicheldriisensekreten. Die meisten
identifizierten Pellikelproteine stammen von nicht- exokrinen Anteilen des Gesamtspeichels,
davon 68% aus Epithelzellen und 18% aus Serum. 3 Gruppen von Proteinen werden in der
Pellikel unterschieden. Die erste Gruppe besteht aus Proteinen, die die Fahigkeit besitzen
Calciumionen zu binden; dies macht 18% der identifizierten Pellikelproteine aus. Darunter
befanden sich die sauren PRPs und Histatine. Beide stammen urspringlich aus der
exokrinen Speichelsekretion. Die zweite Gruppe (15%) bestand aus Proteinen, die eine hohe

Tendenz zeigen, Phosphationen zu binden, wie Elongationsfaktor 2 und Myosin- 9. Beide
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Proteine werden aus Epithelzellen abgeleitet. Die dritte Gruppe (28%) besteht aus Proteinen,
von denen beschrieben worden ist, dass sie Wechselwirkungen mit anderen Proteinen
aufweisen (Lee et al. 2013). Ein Beispiel ist daftr ist MUC5B, von dem beschrieben worden
ist, dass es Komplexe mit verschiedenen anderen Speichelproteinen bildet, einschlief3lich
Speichel a-Amylase, Histatin und Statherin (lontcheva et al. 1997, 2000). Histatin 1 und
Histatin 3 zeigen nach 60 und 120 Minuten eine drastische Mengenreduzierung in der
Pellikel, im Vergleich zu den ersten 5 Minuten der Pellikelbildung (Lee et al. 2013). Trotz der
hohen Affinitdt dieser Proteine zur Schmelzoberfliche sind Histatine sehr anfallig fir
proteolytischen Abbau (Helmerhorst et al. 2006). Auf der anderen Seite zeigte eine andere
Studie, dass die Bindung von Histatin 1 an die Schmelzoberfliche das Protein weniger
empfanglich fur proteolytischen Abbau macht (McDonald et al. 2011). Auch Statherin, das
ahnliche Eigenschaften wie Histatin hat, zeigt eine hohe Affinitdt zu Hydroxylapatit und ist
anfallig fur proteolytischen Abbau im Speichel (Helmerhorst et al. 2010). Statherin kommt im
Verlauf der 2 Stunden Pellikelbildung zu allen untersuchten Zeiten in &hnlicher Menge vor.
Dies deutet darauf hin, das Statherin nicht sehr anfallig fiir proteolytischen Abbau ist, wenn
es an Schmelz gebunden ist, oder dieses Protein wird nicht durch andere Proteine oder
Peptide, die in der Pellikel vorkommen, ersetzt. Um ein Profil des Proteinmusters wahrend
der ersten 2 Stunden in- vivo- Pellikelbildung zu erhalten, wurde von Lee YH et al. 2013 die
nachfolgende Tabelle 1 erstellt. Die in der in- vivo- Pellikel identifizierten Proteine wurden zu
vier verschiedenen Zeitpunkten untersucht. 89 verschiedene Proteine wurden nach 5
Minuten in der Pellikel identifiziert, 92 verschiedene Proteine wurden nach 10 mindtiger
Pellikelbildung identifiziert, 107 verschiedene Proteine wurden nach 60 minutiger
Pellikelbildung identifiziert und 101 verschiedene Proteine wurden nach 120 minutiger
Pellikelbildung identifiziert. Insgesamt 50 Proteine kamen zu allen vier Zeitpunkten vor.
Sechs Proteine wurden ausschlieZlich nur in der 5 Minuten Pellikel identifiziert, vier Proteine
wurden ausschlieBBlich nur in der 10 Minuten Pellikel identifiziert, zwei Proteine wurden
ausschlieBBlich nur in der 60 Minuten Pellikel identifiziert und andere drei Proteine wurden

ausschlieflich nur in der 120 Minuten alten Pellikel identifiziert.
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Tab. 1: Nach 5, 10, 60 und 120 minutiger Pellikelbildung identifizierte Proteine der in- vivo

Pellikel (Lee et al. 2013)

Protein Name

Chemical properties

Proteinnachweis zu allen
4 Zeitpunkten der Pellikel-
bildung

Carbonic anhydrase 6

Ca2+ and PO4 binding

Protein S100-A14

Ca2+ binding

Keratin type | cytoskeletal 9

protein- protein interaction

cDNA FLJ54379 highly similar to Keratin type Il cytoskeletal 6E

protein- protein interaction

cDNA FLJ78504 highly similar to Homo sapiens keratin 6A
(KRT6A) mRNA

Keratin type | cytoskeletal 10

protein- protein interaction,
Ca2+ and PO4 binding

Pancreatic adenocarcinoma upregulated factor

protein- protein interaction

cDNA FLJ58539 highly similar to Keratin type Il cytoskeletal 4

protein- protein interaction

Alpha- Enolase

Ca2+ and PO4 binding

HEAT repeat containing protein 3

protein- protein interaction,

Ca2+ and PO4 binding

Mucin 5A

protein- protein interaction

Keratin, type | cytoskeletal 13

protein- protein interaction, Ca2+ binding

Lysozyme C

cDNA FLJ56791 highly similar to Keratin type | cytoskeletal 16

protein- protein interaction

Basic salivary proline rich protein 2

protein- protein interaction

Cystatin C

protein- protein interaction, Ca2+ binding

Peptidyl prolyl cis trans Isomerase B

protein- protein interaction

Keratin, type Il cytoskeletal 2 oral

PRB3 protein

protein- protein interaction

IGL protein

protein- protein interaction, Ca2+ binding

Calmodulin - like protein 3

Ca2+ binding

Serotransferin

Ca2+ and PO4 binding

cDNA FLJ60419 highly similar to R3H domain containing protein 2

Cystatin D protein- protein interaction, Ca2+ binding
Histatin 3 Ca2+ binding
Calgranulin B Ca2+ binding
Statherin Ca2+ binding

Kallikrein 13 splice variant 7

Deleted in malignant tumors 1 protein(glycoprotein 340)

protein- protein interaction

cDNA FLJ50396 highly similar to Zinc finger and BTB domain

containing protein 17

Alpha- amylase 1

protein- protein interaction, Ca2+ binding

Apolipoprotein A |

Ca2+ binding

PCSK2 protein

Glutamate receptor interactiong protein 2

protein- protein interaction, Ca2+ binding

Teneurin 3

Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal

protein- protein interaction, Ca2+ binding

Transcobalamin 1

Protein CBFA2T2

Histatin 1

Ca2+ binding
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FRASLI related extracellular matrix protein 3

Keratin type |l cytoskeletal 74

Cystatin SA

Ca2+ binding

cDNA FLJ59187 highly similar to Multiple coagulation factor

deficiency protein 2 homolog

Serum albumin

protein- protein interaction

Prolactin inducible protein

protein- protein interaction

Cystatin S

Ca2+ binding

Lactoperoxidase

protein- protein interaction

SNC73 protein

Polymeric immunoglobin receptor

protein- protein interaction

Salivary acidic proline rich phosphoprotein 1/2

Ca2+ binding

Proteinnachweis in der 5-min,

10- min und 60- min Pellikel

Glypican- 5

Nuclear receptor corepressor 1

Sialoashesin

protein- protein interaction

TANK- binding kinase 1- binding protein 1

protein- protein interaction

Protein dopey- 2

ADP- ribosylation factor- like protein 6- interacting protein 4

Transcobalamin- 1

cDNA FLJ61250, highly similar to Homo sapiens GTPase

activating Rap/Ran GAP domain- like 3

Death- inducer obliterator 1

Tubulin polyglutamylase TTLL4

lin der 5- min Pellikel

Serine/threorine- protein kinase Ca2+ binding
Proteinnachweis in der 5- min, [CAP- Gly domain- containing linker protein 1
10- min und 120- min Pellikel

Putative uncharacterized protein
Proteinnachweis ausschlief3lich [Cystatin- SN Ca2+ binding

Annexin (Fragment)

Ca2+ and PO4 binding

5- min und 60- min Pellikel

Cathepsin D protein- protein interaction, Ca2+ binding
Small proline- rich protein 3 Ca2+ binding
Cystatin- B Ca2+ binding
calgizzarin (s-100 calcium binding protein all) Ca2+ binding
Proteinnachweis in der Calcium- binding protein 1 Ca2+ binding
5- min und 10- min Pellikel Fibrinogen gamma chain protein- protein interaction
Proteinnachweis in der Calmodulin Ca2+ binding

Peroxiredoxin- 1

protein- protein interaction, Ca2+ binding

carbonyl reductase

Proteinnachweis in der
5- min und 120- min Pelllikel

Mucin- 7

protein- protein interaction

Transthyretin

lg kappa hain V- 1l region HAH

protein- protein interaction

IlgGFc- binding protein

protein- protein interaction

Myeloperoxidase

Ca2+ and PO4 binding

Heat shock 70 kDa protein 1L

Proteinnachweis in der 5- min,
60- min und 120- min Pellikel

proline- rich protein 25

Ca2+ binding

Protein S100-A8

Ca2+ binding

Putative uncharacterized protein
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Putative uncharacterized protein

Alpha- 2- HS- glycoprotein

protein- protein interaction

bacterial permeability- increasing protein

protein- protein interaction

endoplasmic reticulum lumenal Ca binding protein

Ca2+ binding

Alpha- 2- macroglobulin

protein- protein interaction

Cathepsin G

protein- protein interaction, Ca2+ binding

Cysteine- rich secretory protein 3

Fatty acid- binding protein

protein- protein interaction

Proteinnachweis ausschlief3lich

IgGFc- binding protein

protein- protein interaction

|in der 10- min Pellikel Filaggrin Ca2+ binding
parotid secretory protein Ca2+ binding
Kallikrein- 10 Ca2+ binding

Proteinnachweis in der Thioredoxin

10- min und 60- min Pellikel Glutathione S- transferase P
calgranulin C Ca2+ binding
S100 calcium- binding protein A6 Ca2+ binding

Proteinnachweis in der

10- min und 120- min Pellikel

Mucin- 16

protein- protein interaction

Alpha- 1-antitrypsin

Alpha- enolase

protein- protein interaction, Ca2+ binding

Haptoglobin

Protein S100-A16

Ca2+ binding

Proteinnachweis in der
10- min, 60- min und 120- min
Pellikel

Albumin (Fragment)

protein- protein interaction

Protein kinase C- binding protein 1 (Fragment)

Ca2+ binding

Basic salivary proline- rich protein 4 allele M (Fragment)

protein- protein interaction

Glyceraldehyde- 3- phosphate dehydrogenase

protein- protein interaction

Immunglobulin heavy variable 4-31

protein- protein interaction

Hemoglobin subunit beta

protein- protein interaction

Basic salivary proline- rich protein 3

protein- protein interaction

zinc- alpha- 2- glycoprotein precursor

protein- protein interaction, Ca2+ binding

Basic salivary proline- rich protein 1

protein- protein interaction

Basic salivary proline- rich protein 2 (Fragment)

protein- protein interaction

Cathelicidin antimicrobial peptide

protein- protein interaction, Ca2+ binding

Grancalcin Ca2+ binding
endoplasmic reticulum lumenal Ca binding protein Ca2+ binding
protein kinase C inhibitor protein 1 Ca2+ binding

Fibrinogen beta chain precursor

protein- protein interaction

Ig alpha- 1 chain c region

protein- protein interaction

Proteinnachweis ausschlief3lich

lin der 60- min Pellikel

Fibrinogen gamma chain, isoform CRA_a

Sqguamous cell carcinoma antigen- 1 isoform SCCA- PD

Proteinnachweis in der

60- min und 120- min Pellikel

Immunoglobulin superfamily member - 10

protein- protein interaction

Annexin A1l

protein- protein interaction

Acitin, aortic smooth muscle

Complement C3

protein- protein interaction

PRB1 protein

protein- protein interaction

Short palate, lung and nasal epithelium carcinoma- associated

protein 2

protein- protein interaction, Ca2+ binding

Putative heat shock protein HSP 90- alpha A2
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Glyceraldehyde- 3- phosphate dehydrogenase protein- protein interaction

L- lactate dehydrogenase

lg kappa chain ¢ protein- protein interaction
Proteinnachweis ausschlief3lich |Lactotransferrin protein- protein interaction,
|in der 120- min Pellikel Ca2+ and PO4 binding

Desmoglein- 3 Ca2+ and PO4 binding

Keratin, type Il cytoskeletal 3 protein- protein interaction

2.5 Peptide in der Pellikel

Die Anzahl der Peptide, die in der Pellikel vorkommen, scheint gro3 zu sein und erhoéht
wahrscheinlich das funktionale Spektrum dieses Proteinfilms (Vitorino et al. 2007, 2008; Lee
et al. 2013; Siqueira et al. 2012). Das Vorkommen von kleinen Peptiden in der Pellikel kann
funktionsbezogen wichtig sein, da die Struktur-/ Funktionsstudien vieler Speichelproteine
gezeigt haben, dass spezielle Bereiche innerhalb dieser nattrlichen Proteine eine erweiterte
biologische Aktivitat aufweisen. Diese Daten stellen die Grundlage zur weiteren Erforschung
der genauen Funktion dieser Pellikelpeptide dar und geben Einsicht in die Rolle, die die

Pellikel in der Mundhdhle spielt (Siqueira und Oppenheim 2009).

2.6 Von der Pellikel zur Plaque

Die Pellikel bildet die Schnittstelle zwischen dem Schmelz und dem bakteriellen oralen
Biofilm und moduliert die Anhaftung von Bakterien (Siqueira et al. 2012). Plague entsteht erst
sekundar auf der Basis der Pellikel und ist ein von Bakterien gebildeter, dreidimensionaler
Biofilm (Hannig M und Joiner 2006; Lendenmann et al. 2000). Biofilme formen sich nicht nur
auf dem Zahnhart- und- weichgewebe, wo sie die Hauptursache von Karies und
parodontalen Erkrankungen darstellen (Sbordone und Bortolaia 2003), sondern auch auf der
Vielzahl von Biomaterialoberflachen, die zur Wiederherstellung der Funktion in der
Mundhohle verwendet werden. Zahlreiche unterschiedliche Materialien, wie Schmelz, Dentin,
Fullungsmaterialien oder Zahnimplantate, mit unterschiedlichen physikalisch- chemischen
Eigenschaften mit moglichen Auswirkungen auf die erworbene Pellikel sind in der Mundhohle
vorhanden (Hannig C und Hannig M 2009). Abwehrmechanismen der Pellikel behindern die
Adharenz der Mikroorganismen. Diese verfligen jedoch Uber spezifische rezeptorvermittelte
Anheftungsmechanismen an die Pellikel (Douglas 1994; Hannig M und Hannig C 2007a,b;

Scannapieco 1994). Zu den Pionierkeimen zahlen S. sanguis, S. oralis, S. mitis,
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Actinomyces (A. neaslundii, A. odontolyticus), Haemophilus spp., Eikenella corrodens,
Veillonella, Campylobacter und Prevotella melaninogenica (Diaz et al. 2006; Douglas 1983,
1994; Hannig M und Hannig C 2007b; Hannig M und Joiner 2006; Marsh und Martin 1999).
Andere Autoren gehen davon aus, dass es sich bei den ersten Bakterien, die adharieren,
auch um tote Mikroorganismen handeln kdnnte, die ein Gertst fur die folgenden Bakterien
bilden (Netuschil et al. 1998). In einer klinischen Studie konnte gezeigt werden, dass die
Vitalitat initial mit 18 % sehr niedrig war und spater auf 62% anstieg (Weiger et al. 1995).
Uber physiko-chemische Krafte mit groRer Reichweite lagern sich die Mikroorganismen noch
reversibel an die Zahnoberflache an (Cassels et al. 1995; Christersson 1991; Glantz et al.
1996; Lie und Gusberti 1978; Lie 1979; Pratt-Trepstra et al. 1989). An der Pellikeloberflache
konnen sich dann spezifische, irreversible Bindungen zur Pellikel ausbilden, die auf
stereochemische Wechselwirkungen zuriickgefihrt werden (Marsh und Bradshaw 1995;
Marsh und Martin 1999). Sogenannte Adhasine sind Strukturen an der Bakterienoberflache,
die fur eine rezeptorvermittelte Anbindung verantwortlich sind (Marsh und Bradshaw 1995;
Marsh und Martin 1999). Hierbei handelt es sich um Lipoteichonséure, Lectine,
kohlenhydratbindende Proteine oder Polysaccharidschichten an der Bakterienoberflache
(Lillemark und Bloomquist 1996; Marsh und Bradshaw 1995; Marsh und Martin 1999). Viele
Pellikelbestandteile fungieren als spezifische Rezeptoren zur Adharenz bestimmter
Mikroorganismen (Bennick et al.1983; Douglas 1990, 1994; Kousvelari et al. 1980; Rogers et
al. 2001; Scannapieco et al. 1995). Eine exponierte Stellung nimmt die Amylase ein, da
diese die spezifische, rezeptorvermittelte Adharenz von S. sanguis, S. gordonii, S.mitis, S.
parasangius, S. christa und S. salivarius erméglicht (Douglas 1990; Douglas 1994; Gong et
al. 2000; Gwynn und Douglas 1994; Kilian und Nyvad 1990; Rogers et al. 2001,
Scannapieco et al. 1989; Scannapieco et al. 1990; Scannapieco et al. 1993; Scannapieco
1994; Scannapieco et al.1995). AuRerdem ist die Amylase ein Stérke hydrolisierendes und
somit Oligo- bzw. Disaccharid freisetzendes Enzym (Hannig C et al. 2004; Morishita et al.
2000; Sreebny 1982). Glykosidische Bakterien nutzen die Oligosaccharide als Substrat
(Aguirre et al 1987; Douglas 1994; Hannig C et al. 2005a). Die Amylase und
Glykosyltransferasen sind bereits in der initialen Pellikel enzymatisch aktiv und nehmen
somit fir die bakteriellen Mikroorganismen unter den relevanten Pellikelkomponenten eine
besondere Stellung ein (Hannig C et al. 2004, 2008c; Vacca- Smith et al. 1996a,b).
Glycosyltransferasen sind eine Familie extrazellularer Enzyme aus Streptokokken, welche
die a- glycosidische Bindung von Saccharose nutzen, um aus den Glykosylresten
extrazellulare Polysaccharide zu synthetisieren, die sog. Glukane (Rglla et al. 1983; Scheie
und Rglla 1986; Scheie et al. 1987). Glukane kommen bereits in der Pellikel vor und sind als

bakterielle Rezeptoren wirksam (Hiroi et al. 1992). Bei der Biofilmbildung nimmt die
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extrazellulare Matrix durch die von Glykosyltransferasen synthetisierten wasserléslichen und
wasserunldslichen Glukane zu (Costerton 1995; Costerton et al. 1995, Kuramitsu 1974a, b;
Scheie 1994). Unlosliche extrazellulare Polysaccharide stabilisieren den Biofilm und
unterstitzen die Adhasion weiterer Mikroorganismen (Flemming und Wingender 2001a,b;
Kuramitsu 1974a,b; Sutherland 2001). Ldsliche extrazellulare Polysaccharide kénnen im
Biofilm verstoffwechselt werden (Flemming und Wingender 2001a). Durch Immobilisation
von Proteinen in der Pellikel verandern diese ihre Konformation, so dass Rezeptoren fir
bestimmte Bakterienspezies exponiert werden (Gibbons und Etherden 1983; Gibbons und
Hay 1988; Jenkinson und Lamont 1997). Diese "versteckten“ Rezeptoren nennt man
Kryptitope (Gibbons et al. 1990; Marsh und Martin 1999; Schade 2005). Durch
Koaggregation mit weiteren Bakterien wird die initiale bakterielle Adharenz fortgefthrt (Marsh
2004, 2005, 2006). AulRerdem kommt es zu Interaktionen mit Glykolipiden, Fibrinogen und
Kollagen (Cassels et al. 1995; Scannapieco 1994). Wird die Entwicklung der Plague nicht
durch auRere Einflisse gestort, sorgt die extrazellulare Matrix fir so groRe Stabilitat des
Biofilms, dass natirliche Reinigungsmechanismen unwirksam sind. Die Mikroorganismen
beginnen untereinander Signale auszutauschen (Kohlenbrander 2000; Bowden und Hamilton
1998). Diese Kommunikation wird ,Quorum sensing“ genannt (De Kievit und Iglewski 2000;
Kohlenbrander 2000). Die Dichte der Biomasse steigt in Richtung der Zahnoberflache an,
was eine Erklarung fur die schlechte Penetration der Plaque mit Desinfizienzien oder
Farbemitteln sein kénnte (Robinson et al. 2006). Auf der Oberflache von Biofilmen werden
Stoffe freigesetzt, welche bakterizide Substanzen, Antibiotika, Detergentien und Angriffe der

Immunabwehr neutralisieren (Marquis 1995; Robinson et al. 2006).
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2.7 Zielsetzung

Viele Studien befassten sich mit der Pellikelbildung auf Schmelz. Hierzu sind in der Literatur
zahlreiche Daten vertffentlicht. Nur wenige Studien haben die in- situ / in- vivo-
Pellikelbildung auf Dentalmaterialien untersucht (Hannig M 1998; Hannig M 2004; Hannig C
und Hannig M 2009; Weyland 2010). Deshalb existieren nur wenige Daten zur Bildung und
Zusammensetzung der Pellikel auf den verschiedenen Materialien (Hannig M 1998; Hannig
M 2004; Hannig C und Hannig M 2009; Weyland 2010). Dies wirft die Frage auf, ob
werkstoffspezifische Eigenschaften die initiale Pellikelbildung beeinflussen kénnen. Speziell
die initialen Proteinadhaesionsprozesse auf den verschiedenen Werkstoffen sollen in dieser

Studie untersucht werden.

Das Ziel dieser klinisch- experimentellen in- situ- Studie war es, das elektrophoretische
Bandenmuster der unter Mundhéhlenbedingungen auf 10 verschiedenen Werkstoffen zu 3
unterschiedlichen Zeiten und an 2 unterschiedlichen Expositionsorten gebildeten Pellikel zu
analysieren und den Nachweis von spezifischen Pellikelproteinen zu erbringen. Dabei sollten
folgende Fragen geklart werden:

1. Gibt es substratabhangige, lokalisationsabhédngige und bildungszeitabhangige
Unterschiede im elektrophoretisch detektierbaren Proteinprofil (Bandenmuster,

Molekulargewichte) der in- situ gebildeten Pellikel?

2. Sind die Proteine alpha- Amylase, Lysozym, Laktoferrin, Carboanhydase I,
Carboanhydrase IlI, Muzin 1, slgA, Glykosyltransferase B, Glykosyltransferase C,
Glykosyltransferase D und die prolinreichen Proteine in den Pellikelproben

nachweisbar?
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3. Material und Methode

Im Rahmen dieser Dissertation wurden verschiedene, auf Miniplastschienen montierte
Prufkorper Uber unterschiedliche Zeitspannen dem Mundmilieu ausgesetzt und anschlie3end
die anhaftenden Proteine mittels Elektrophorese untersucht. Das positive Votum der
Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes zur Durchfiihrung der Studie lag vor (AZ:
238/03).

In weiteren Versuchen wurde mittels Western-Blot in den gepoolten Proben der Probanden
nach 11 spezifischen Pellikelproteinen gesucht.

3.1 Schema des prinzipiellen Versuchsablaufes (Elektrophorese)

Politur, Reinigung und Desinfektion der 10

unterschiedlichen Werkstoffprifkérper

A 4

In- situ- Trageversuch mit 6 gesunden

Probanden mit lingual und bukkal montierten

Miniplastschienen mit 16 gleichen Prifkorpern

A 4

Pellikelgewinnung durch Abreiben der

Prufkorper mittels 2 pl SDS beschicktem

Schwammchen und trockenem Schwammchen

Y

Versetzung der Schwammchen mit Lammli-

Puffer. Abzentrifugation und Denaturierung der

Proteinlésung

Y

Herstellung der Polyacrylamid- Gele

A4
Elektrophoretische Auftrennung der Proteinldsung

nach Molekulargewicht (SDS- Page)

v

Silberfarbung der Gele
v

Analyse der Gele mittels der ImageMaster™

Elite Software




3.2 Schema des prinzipiellen Versuchsablaufes (Western- Blot)

Poolen verschiedener Pellikelproben

(verschiedene Zeiten und Lokalisationen)

'

Elektophoretische Auftrennung der Proteinlésung auf

einem Polyacrylamidgel

}

Irreversibler elektrophoretischer Transfer der aufgetrennten

Proteine auf eine PVDF- Membran

}

Behandlung der PVDF- Membran mit primarem Antikdrper

}

Behandlung der PVDF- Membran mit sekundarem Antikorper

l

Behandlung der PVDF- Membran mit Western Blotting

l

Visualisierung des gesuchten Zielproteins mittels eines

Detection Reagent™

Filmes zu unterschiedlichen Expositionszeiten
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3.3 Versuchsvorbereitung

Zunachst wurden die Kiefer der 6 Probanden mit blend-a-print Elastic-Alginat (Mat. 1)
abgeformt und die Abformungen 10 Minuten im Tauchbad desinfiziert (Mat. 2). Die
Abformungen wurden mit dem Superhartgips GC Fujirock® (Mat. 3) ausgegossen und mit
Hartgips Moldano® blau stone Typ S (Mat. 4) gesockelt. Nach Aushartung und Ausarbeitung

der Modelle wurden Prifkorpertrageschienen (Mat. 5, 6) auf den Modellen hergestellt.

Prifkorper aus folgenden zehn verschiedenen Materialien wurden in die Versuchsreihen

einbezogen:

1. Titanprufkérper @10 mm, Frios® 10-5010 (Friadent, Mannheim) (Mat. 9)

2. Amalgamprufkérper 7x7mm, ORALLOY MAGICAPS (coltene® AG, Altstatten,
Schweiz) (Mat. 10)

3. Keramikprifkorper 7x7 mm, CEREC® VITABLOCS® Mark Il (Vita Zahnfabrik, Bad
S&ckingen) (Mat. 11)

4, Glasprifkorper 7x7 mm, aus Objekttrager 76x26 mm herausgeschnitten (Menzel
Glaser, Braunschweig) (Mat. 12)
Kunststoffprifkorper 7x7 mm, Palapress® (Heraeus- Kulzer, Hanau) (Mat. 13)
Glasionomerzementprifkérper 7x7 mm, 3M ESPE Ketac™ Fil Plus Aplicap™ (3M
ESPE, Seefeld) (Mat. 14)
Teflonprifkérper 7x7 mm aus einer 6x10x2 mm Teflonform (Mat. 15)
Schmelzprifkérper 7x7 mm aus frisch extrahierten Rinderschneidezdhnen (Mat. 16)

0. Goldprufkdrper 8x8 mm, Bio Herador® N (Heraeus-Kulzer, Hanau) (Mat. 17)

10. Kompositprufkdrper 7x7 mm, XRV™ Herculite® (Kerr, Scafati, Italien) (Mat. 18)

Alle Prufkorper wurden mit Nassschleifpapier MICROCUT®, @ 250 mm (Mat. 22)
aufsteigend bis zur Kérnung 4000 poliert (Mat. 21, 22). Der Prufkorper Glas (Mat. 12) wurde
nur mit der 4000er Kérnung poliert, da seine Oberflache schon sehr eben war. Mit einem
Auflichtmikroskop (Mat. 23) wurden die Oberflaichen der 10 verschiedenen Werkstoffe
kontrolliert und bei Bedarf nachpoliert.

Weitere Details zur Herstellung der Prifkorper sind in der Dissertationsschrift von Mario

Weyland zu entnehmen (Weyland 2010).
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3.3.1 Herstellung der Prufkorpertrageschienen

Nachfolgend wurden fir jeden der 6 Probanden 10 Unterkieferminiplastschienen im
Vakuumtiefziehverfahren (Mat. 8) hergestellt. Verwandt wurden hartelastische transparente
Duran®- Folien 1,0 x125 mm (Scheu- Dental, Iserlohn) (Mat. 5). Die Ausdehnung der
Prufkorpertrageschiene im Frontzahnbereich endete in einem Millimeter Abstand zum
Gingivalrandsaum. Im Seitenzahnbereich, etwa ab dem Eckzahn, wurde die Schiene vertikal
bis zur mukogingivalen Grenze ausgedehnt, um die Prufkdrper bukkal und lingual befestigen
zu kénnen. Zur besseren Retention des Befestigungssilikons (Mat. 29) wurden die Schienen
lingual und bukkal mit einem Rosenbohrer (Mat. 7) perforiert. Die Schienen und Prufkorper
wurden jeweils vor jedem Trageversuch und nach dessen Auswertung im Ultraschallbad
(Mat. 26) fur 30 Minuten mit 70% igem Alkohol (Mat. 24) desinfiziert. Um ein Anlésen der
Oberflache zu vermeiden, wurden die Prufkorper aus Kunststoff (Mat. 13) und Komposit
(Mat. 18) nur 5 Minuten im Ultraschallbad mit 70%igem Alkohol (Mat. 24) desinfiziert.
AnschlieRend wurden die Prifkorper mit Aqua dest. (Mat. 25) abgespult und fir 5 Minuten im
Ultraschallbad (Mat. 26) in Aqua dest. (Mat. 25) gereinigt. Nach der chemischen Reinigung
wurden die Prifkérper nach jedem Trageversuch mit 4000er Nassschleifpapier (Mat. 21, 22)
erneut aufpoliert, um so auch mechanisch die angelagerten Proteine zu entfernen.
AbschlieRend wurden die Prufkorper im Ultraschallbad (Mat. 26) fir 5 Minuten mit Aqua dest.
(Mat. 25) gereinigt. Die Entfernung des Biofilms auf den Schmelzprifkdrpern erfolgte mit
1%igem Natriumhypochlorit (Mat. 27) fir 5 Minuten im Ultraschallbad (Mat. 26).
AnschlieRend wurden diese mit Aqua dest. (Mat. 25) abgespiilt. Gelagert wurden alle
Prufkodrper im Kuhlschrank (Mat. 20) in Aqua dest. (Mat. 25).

Die Probanden wurden angewiesen 30 Minuten vor den Trageversuchen eine grindliche
mechanische Reinigung der Z&hne durchzufiihren. Erlaubt waren Zahnburste, Zahnseide
und Interdentalburste. Nicht erlaubt waren Zahnpasten und Mindspulldsungen. Auch am
Vortag sollte keine Mundspulllésung verwandt werden, um jegliches Verfalschen des
Versuches zu vermeiden. Nach der Reinigung sollte der Mund dreimal mit Wasser
ausgespult werden. Wahrend des Versuches war jegliche Nahrungsaufnahme untersagt. Die
am Vortag gereinigten Prufkdrper wurden am Versuchstag aus dem Kihilschrank (Mat. 20)
genommen. Als Unterlage wurden saubere Einmalhandtiicher benutzt. Weiterhin war eine
zuvor mit 70%igem Alkohol (Mat. 24) gereinigte Teflonpinzette (Mat. 34) zum Greifen der
Prufkorper notwendig. Es wurde mit Einmalhandschuhen (Mat. 28) gearbeitet um eine

Kontamination der Schienen (Mat. 5) oder der Prufkdrper auszuschlie3en.
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3.3.2 Befestigung der Prufkorper

Die sauberen und trockenen Schienen wurden auf das passende Modell gesetzt. Mit einem
niedrigviskdsen Abformsilikons (President Plus light body Abformmasse, colténe® AG,
Altstatten, Schweiz) (Mat. 29) wurden die Prifkorper an den Schienen (Mat. 5) befestigt. Das
Abformsilikon (Mat. 29) wurde auf die Schiene mittels einer Mischpistole (Mat. 30, 31)
aufgetragen und der jeweilige Prufkorper vorsichtig mit der Teflonpinzette (Mat. 34) in das
noch plastische Silikon (Mat. 29) gedrickt. Jeweils von der regio 34 bis 37 und 44 bis 47
wurden bukkal und lingual 4 Prufkdrper des gleichen Materials befestigt, also insgesamt 16
Prufkbrper pro Trageversuch. Eine Kontamination der Prifkorper musste unbedingt
vermieden werden. Nach dem Abbinden des Silikons wurde die Schiene dem Probanden fur
die jeweilige Expositionszeit eingesetzt. Zu untersuchende Expositionszeiten waren 1

Minute, 3 Minuten und 30 Minuten. Kontrolliert wurde die Zeit mittels einer Stoppuhr.

3.4 Ermittlung der effizientesten Methode zur Proteinsolubilisierung

von der Priufkorperoberflache

In einem Vorversuch wurde ermittelt, welche Methode die besten Ergebnisse bei der
Proteinsolubilisierung im Rahmen der Abgewinnung der in- situ gebildeten Pellikel von der
Prifkorperoberflache ergab. Als Prifkérper diente Rinderschmelz bei einer Tragezeit von 3
Minuten im Mundmilieu. Die auf der Prifkdrpertrageschiene spater bukkal gelegenen
Prifkorper und die lingual befestigten Prifkérper wurden getrennt untersucht.

Folgende Methoden wurden in einem 15% High- Tris- Gel mit spaterer AgNO;- Farbung
gegenibergestellt:

1. Proteinldsung mittels Agua dest. im Ultraschallbad
Probenauftrag von 26 pl mit der Mikropipette
Probenauftrag von 20 pl mit der Mikropipette
Proteinlésung mittels SDS (Natriumlaurylsulfat) (Mat. 39) im Ultraschallbad (Mat. 26).
3. Proteinlésung mittels SDS (Natriumlaurylsulfat) (Mat. 39) im Ultraschallbad (Mat. 26)
und spéaterer Proteindenaturierung fur 1,5 Minuten bei 95° C im Wasserkocher.
4. Proteinlésung mittels 2 pl SDS (Natriumlaurylsulfat) (Mat. 39) und Abrieb mittels
Schwdmmchen, dannach erfolgte eine Proteindenaturierung fir 1,5 Minuten bei 95°C
im Wasserkocher (Mat. 45).
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Tab. 2: Anzahl der elektrophoretisch separierbaren / detektierbaren Proteinbanden in
Abhangigkeit von der Abgewinnungsmethode der 3- min Pellikel von bukkal bzw. lingual

intraoral exponierten Schmelzprifkérpern.

bukkal getragene Proben
Bench Marker™]Aqua dest.JAqua dest.[SDS US  [SDS US/gek.][Schwdmmchen
26 ul 20 ul 26 ul 26 ul 26 pul
Anzahl der| 17 23 21 13 10 27
[Banden
lingual getragene Proben
Bench Marker™]Aqua dest.JAqua dest.[SDS US  |SDS US/gek.[Schwdmmchen
26 ul 20 ul 26 u | 26 ul 26 ul
Anzahl der| 17 17 17 10 9 25
Banden

Als effizienteste Methode erwies sich die Proteinsolubilisierung der Pellikel mittels
Schwammchen. Die hdchste Anzahl der Banden und die beste Farbung der Banden erfolgte
eindeutig mit der Proteinldsung mit SDS und Abrieb mittels Schwammchen und spéaterer
Silberfarbung. Somit wurde diese Methode in allen weiteren Versuchen zur

Proteinsolubilisierung der Pellikelschichten verwandt.

3.5 Gewinnung der Pellikelproteine

Nach Ablauf der jeweiligen Expositionszeit in der Mundhthle wurde die Schienen (Mat. 5)
vorsichtig aus dem Mund des Probanden entnommen. Eine Berthrung der Prifkérper wurde
vermieden. Danach wurden die Prufkdrper mit Aqua dest. (Mat. 25) abgespilt und mit
Druckluft aus der Dose (Mat. 37) getrocknet. Uberflissiger Speichel wurde so entfernt. Die
Prufkérper wurden nun von der Miniplastschiene (Mat. 5) vorsichtig mit einem
Heidemannspatel (Mat. 36) abgehebelt und auf Einmalticher gelegt. Man bendtigte eine
Pinzette (Mat. 35) zum Festhalten der Prifkorper sowie eine Teflonpinzette (Mat. 34) und
zwei Schwadmmchen (Pele Tim No. 0) (Mat. 33) zum Abreiben der Priufkorper. Die Prufkorper
wurden unter festem Anpressdruck abgewischt. Zuerst trocken, dann wurde mittels einer
Mikropipette (Mat. 40, 41) 2 ul 2%ige Natriumlaurylsulfatlosung (SDS) (Mat. 39) auf das erste
Schwammchen (Mat. 33) gegeben und damit der Prufkdrper kraftig abgewischt.
AnschlieRend wurde mittels des zweiten trockenen Schwammchens (Mat. 33) erneut Uber

den ersten Prifkorper gewischt, um verbliebene Restfeuchtigkeit aufzunehmen. So wurde
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mit jedem Prufkorper verfahren. Die Schwammchen eines jeden Probanden wurden in zuvor
beschrifteten Eppendorfcups (Mat. 42, 43) nach Expositionszeit, Material und Lokalisation
getrennt gesammelt. Pro Versuch wurde 32 Schwammchen mit Protein gesammelt, 16
bukkal und 16 lingual. Zur Aufbewahrung wurden die verschlossenen und beschrifteten
Eppendorfcups (Mat. 42) bei —81° C in der Gefriertruhe (Mat. 44) gelagert.

Um eine grofRere Proteinmenge zu erhalten, wurden jeweils Pools zusammengefasst. Es
wurden jeweils 16 Schwammchen zusammengefasst, die von einem Werkstoff, einer
Lokalisation (bukkal bzw. lingual), einem Probanden und einer Expositionszeit stammten.
Somit ergaben sich aus 2880 Einzelproben (10x6x3x16) 360 Poolgruppen (2880:8=360).

Vor der Weiterverarbeitung wurden die tiefgefrorenen Proben langsam aufgetaut und auf
dem Ruttler (Vortex) (Mat. 47) durchmischt. 40 ul des 2-fach Lammli- Puffers (Mat. 46,
Anhang Tab. 1) wurden mit der Mikropipette (Mat. 40, 41) entnommen und auf die im
Eppendorfcup (Mat. 42) befindlichen 16 Schwammchen (Mat. 33) verteilt. Mit der auf der
Mikropipette (Mat. 40) aufgesetzten Einmalpipettenspitze (Mat. 41) wurde die Lésung mit
den Schwammchen (Mat. 33) gut durchmischt. AnschlieRend wurde der Inhalt des
Eppendorfcup (Mat. 42) auf dem Riuittler (Vortex) (Mat. 47) noch einmal vermengt und 5
Minuten zur Minderung der Schaumbildung stehen gelassen. Das gefiilite Eppendorfcup
wurde auf der Unterseite mit 70%igem Alkohol (Mat. 24) desinfiziert und mit einer sterilen
Sonde (Mat. 48) wurde ein Loch in den Eppendorfcupboden gestochen. Dieses
Eppendorfcup (Mat. 42) wurde in ein zweites vorher beschriftetes Eppendorfcup (Mat. 42)
gestellt. So wurde mit allen Proben verfahren.

Alle zuvor so bearbeiteten Eppendorfcups (Mat. 42) wurden in der Zentrifuge (Mat. 49) mit
einer Drehzahl von 14000 U/min 8 min zentrifugiert. Das gewonnene Zentrifugat, welches
sich im unteren Eppendorfcup (Mat. 42) befand, wurde mit einem Eppendorfcupstander fir 1
Y% Minuten zur Denaturierung der Proteine in einen zuvor auf 95° C geheizten Wasserkocher
(Mat. 45) gestellt. Es wurde gerade soviel Wasser eingeflllt, dass das gewonnenen
Zentrifugat im kochenden Wasser stand. Nach langsamer Abkihlung wurden alle

Eppendorfcups (Mat. 42) wieder eingefroren.

3.6 Herstellung der 15% igen High- Tris- Gele

Zur Herstellung einer Form zum GielRen der Gele wurden ein Sockel mit Hohlfrasung (Mat.

55) und zwei Glasplatten (Mat. 56) verwandt. An einem Ende einer Glasplatte befand sich
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eine rechteckige Aussparung. Die Glasplatten waren in passender Gro3e zur
Innenaussparung der Sockelform geschnitten. Zwischen beide Glasplatten wurden rechts
und links an den Glasrand zwei Abstandshalter (Spacer) (Mat. 57) gelegt, die auch die
spatere Dicke des Geles bestimmten. Weiterhin waren 4 Klammern notwendig, die
vorgenannte zwei Glasplatten mit innenliegenden Spacern zusammenhielten. In das noch
nicht abgebundene Gel wurde zum Abschluss in die rechteckige Aussparung ein 21z&hniger
Teflonkamm (Mat. 58) eingebracht. Nach Entfernen des Kammes hatte man 21 Geltaschen
zum Einbringen der Proben. Alle Materialien wurden sorgfaltig vor dem Aufbau mit Ethanol
(Mat. 24) gereinigt. Auf der Glasplatte mit Aussparung wurde mit einem wasserfesten feinen
Stift eine Markierung in doppelter Kammhohe angebracht. Au3erdem wurde die Glasplatte
mit Name, Datum und Gelart beschriftet. Das spatere Gel setzt sich aus drei Komponenten

zusammen. Dem Bodengel, dem Trenngel und dem Sammelgel.

3.6.1 Das Bodengel

Das Bodengel bestand aus einer 2%igen Agarlésung (Mat. 59), welche in einer dunklen
Glasflasche aufbewahrt wurde. Im Mikrowellenherd (Mat. 60) wurde die Glasflasche mit
zuvor abgenommenem Deckel 2-3 Minuten erhitzt. Die heiBe Flasche wurde mittels
Handschuh aus dem Mikrowellenherd entnommen und 10 ml der nun fliissigen 2%igen
Agarlésung wurden in einen Messbecher abgefillt. Diese Menge wurde in den Sockel (Mat.
55) geflllt. Die mit Spacern auf Abstand gehaltenen, zusammengeklammerten Glasplatten
wurden in die Innenaussparung des Sockels und somit in die 2%ige Agarlésung (Mat. 59)

gestellt. Durch die Agarlésung wurde der untere Anteil der Glasplatten abgedichtet.

3.6.2 Das Trenngel (Anhang, Tab. 2)

Das Trenngel (Anhang, Tab. 2) bestand aus verschiedenen Substanzen, welche in ein
Becherglas (Mat. 61) pipettiert und mittels eines Magnetrihres (Mat. 62, 63) vermischt

wurden.

Acrylamid 4 x 40% (Mat. 64)

e Bisacrylamid 2%, sterifiltriert (N,N*- Methylen-bisacrylamid 2 x 2%) (Mat. 66)
e 1,875 Tris pH 8,8 mit HCI (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) (Mat. 67)

e Millipore H,O (Mat. 68)

e 10% SDS (Mat. 39)
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Die Abbindereaktion des Gels begann mit Pipettierung folgender Ldsungen, die im

Kuhlschrank aufbewahrt wurden:

e TEMED (N, N, N, N'- Tetramethylethylendiamin) (Mat. 69)
e 20% AMPS (Amoniumpersulfat) (Mat. 70)

Nach deren Zugabe war eine ziigige Verarbeitung erforderlich. Das zusammengerihrte
Trenngel (Anhang, Tab. 2) wurde in den Hohlraum zwischen beide Glasplatten mit 1-2 mm
Uberschuss (ber der zuvor angezeichneten Markierung gegossen. Dies diente zum
Ausgleich der Polymerisationsschrumpfung. Um eine glatte Trennlinie zwischen Trenngel
(Anhang, Tab. 2) und Sammelgel (Anhang, Tab. 3) zu erhalten wurde das Trenngel (Anhang,
Tab. 2) mit 500 ul Butanol (Mat. 71) Uberschichtet. Nach Aushartung des Trenngeles
(Anhang, Tab. 2) wurde das Butanol vorsichtig abgegossen und der Rest des Butanols mit
vorher zurechtgeschnittenen Filterpapierstreifen (Mat. 72) abgesaugt. Das Trenngel
(Anhang, Tab. 2) durfte dabei nicht berthrt werden.

3.6.3 Das Sammelgel (Anhang, Tab. 3)

Die verschiedenen Substanzen zur Herstellung der Sammelgele (Anhang, Tab. 3) wurden
wahrend der 15-minitigen Abbindereaktion der Trenngele in ein Becherglas (Mat. 61)
pipettiert und mittels eines Magnetriihres (Mat. 62, 63) vermischt.

Je nach Anzahl der zu herstellenden Gele wurden die in den Tabellen (siehe Anhang, Tab.
2, 3) angegebenen Mengen verwendet.

e Acrylamid 4x40% (Mat. 64)
e Bisacrylamid 2% (Mat. 66)
e Millipore H,O (Mat. 68)

e 1M Tris pH 6,8 (Mat. 75)

e 10% SDS (Mat. 39)

e TEMED (Mat. 69)

e 20% AMPS (Mat. 70)

Nach Zugabe von TEMED (Mat. 69) und AMPS (Mat. 70) war eine zlgige Verarbeitung
erforderlich. Es kam zu einer noch schnelleren Abbindereaktion als bei den Trenngelen

(Anhang, Tab. 2). Nachdem die Sammelgele (Anhang, Tab. 3) in die Formen gegossen
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worden waren, wurde ein 21zéhniger Kamm (Mat. 58) eingesetzt.
Nun wurden die gegossenen Gele mit Parafim (Mat. 76), einer dehnbaren, weil3lich
durchscheinenden Verschlussfolie, sorgfaltig abgedeckt und mindestens eine Woche lang

zur abschlielRenden Polymerisation im Kihlschrank gelagert.

3.7 Elektrophorese

Die tiefgefrorenen Proben wurden aufgetaut, 20 s bei 14.000 U/min zentrifugiert (Mat. 77)
und danach 5 min im Eppendorf-Thermostat (Mat. 78) bei 95 °C gekocht. AnschlieBend
wurde erneut zentrifugiert und das Zentrifugat gleichmafig vermischt.

Nun wurde die eigentliche Elektrophorese vorbereitet. Die Gele wurden aus dem
Klhlschrank genommen. Parafilm, der 21zahnige Kamm und die Klammern wurden
vorsichtig entfernt. Die Laufpufferkammer bestand aus einer unteren Kammer mit erhghter
Ruckwand, an welche das Gel mit 4 Klammern befestigt wurde und einer oberen Kammer.
Die Aussparung wurde in Richtung der oberen Kammer ausgerichtet.

Ein Liter 1fach konzentrierter Laufpuffer (Mat. 81) wurde durch Verdinnen von 5fach
konzentriertem Laufpuffer (200 ml 5fach Laufpuffer + 800 ml Millipore H,O) hergestellt und in
die obere und untere Kammer der Apparatur gefillt. Der Laufpuffer sollte das Sammelgel
(Anhang, Tab. 3) etwa einen halben Zentimeter bedecken und ebenso das Bodengel. Beide
Kammern standen somit in Kontakt Giber das eingespannte Gel.

5fach Laufpuffer (Mat. 81):

Tris 50 mM 3029¢
Glycin 384 mM 1441,4 g
SDS 0,1% 50,09

ad 10 Liter H,O bidestillata

Mit einer Spritze (Hamilton Microliter®) (Mat. 82) wurden jeweils 26 pl der jeweiligen Probe in
die zweite bis einundzwanzigste Tasche appliziert. Die Spritzenspitze wurde langsam auf
den Boden der Tasche vorgeschoben und die Probe langsam eingebracht. Ein
Uberschwappen der jeweiligen Probenfliissigkeit musste vermieden werden. Nach jeder
Probenapplikation wurde die Spritze im Laufpufferbecken gespilt und auf Filterpapier (Mat.
72) getrocknet. In die erste Tasche wurde 1 ul Bench- Marker™ (Mat. 83), ein Marker

eingebracht.
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Nach fertiger Probenapplikation wurde der Deckel aufgesetzt und mit einer schweren
Glasflasche beschwert. Die Elektrophorese (Mat. 79, 80) wurde Uber Nacht bei niedriger
Stromstéarke (5 mA) ausgefihrt und morgens fir 1 Stunde auf 44 mA erhdht. Nachdem die
Lauffront das Bodengel erreicht hatte, wurde die Elektrophorese gestoppt. Das
festgeklammerte Gel wurde aus der Laufpufferkammer entnommen. Beide Glasplatten
wurden vorsichtig mit einem Spatel auseinandergehebelt, die Spacer (Mat. 57) entfernt und
das Bodengel mittels einer der beiden Glasplatten abgetrennt. AbschlieRend wurde eine
untere Ecke des Gels als Orientierung entfernt. Es wurde immer die Ecke auf der Seite des
Bench Markers™ (Mat. 83) entfernt.

3.8 Farbung der Gele

Um die Ergebnisse auswerten zu kdonnen, mussten die Gele eingefarbt werden. Das Gel
wurde in ein Kunststoffbehaltnis gegeben und mit Coomassiefarbelésung (Anhang,Tab. 4;
Mat. 84) ubergossen. Nach einer halben Stunde Einwirkzeit auf dem Schittelapparat (Mat.
85) wurde die Coomassielosung (Anhang,Tab. 4; Mat. 84) abgegossen und Entfarber |
(Anhang, Tab. 5; Mat. 86) in das Gefal3 gegeben. Nach einer weiteren halben Stunde auf
dem Schittelapparat wurde Entfarber | (Anhang, Tab. 5; Mat. 86) abgegossen und zweimal
mit Millipore H,O dest. (Mat. 68) gespult. AbschlieRend wurde Entfarber 1l (Anhang,Tab. 6;
Mat. 87) auf das Gel gegeben und ungeféahr 2 Tage auf dem Schittelapparat (Mat. 85)

entfarbt. Es wurde so lange entfarbt, bis nur noch eine schwache Féarbung tbrig blieb.

3.9 Silberfarbung

Nachdem die Gele entfarbt waren, wurde auf einer kleinen Wippe eine Silberfarbung
durchgefuhrt. Dazu bendtigte man 7 verschiedene LOsungen (Anhang, Tab. 7). Die
vorhandenen Flaschen, in denen die verschiedenen Rezepturen zur Silberfarbung angesetzt
wurden waren mit den Zahlen 2, 4 bis 9 gekennzeichnet. Alle Flascheninhalte wurden auf
das Ansetzungsdatum und auf ausreichenden Inhalt kontrolliert und gegebenenfalls
erneuert. Die optimalen Einwirkzeiten (Anhang,Tab. 8) in den Lésungen 2- 9 wurden mittels
einer Stoppuhr kontrolliert. Es konnten 2 Gele gleichzeitig auf der Wippe (Mat. 95) gefarbt
werden. Bendtigte Materialien waren 2 Kunststoffbehéltnisse (fur jedes Gel eines) und eine
Stoppuhr. In Lésung 7 war nicht die Zeit entscheidend, sondern die optische Kontrolle. Es

wurde die beste Kontrastbildung abgewartet.
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3.10 Einscannen der Gele

Die Gele wurden mit einem Durchlichtscanner (Mat. 98) mit der LabScan- Software® 3.01
(Mat. 99) eingelesen. Die Aufldsung betrug 300 dpi, eingestellt waren 16 bit Standard
Graustufen und ,Colour optimised for: Blue sourrce”. Gespeichert wurde die Gele als nicht

komprimierte Tif-Datei.

3.11 Auswertung der Gele

Die Auswertung der Gele erfolgte mittels der ImageMaster™ 1D Elite Software (Mat. 100).

3.12 Aufbewahrung der Gele

Zur Aufbewahrung wurden die Gele ca. 30 Minuten in einem Wasser- Glycerin- Gemisch
(Mat. 68, 94) inkubiert, zwischen in derselben Lésung angefeuchtete Cellophanfolie (Mat. 96)
gelegt und in einen Trockenrahmen (Mat. 97) eingespannt. Die Gele waren nach ca. 12

Stunden getrocknet und konnten aus dem Trockenrahmen (Mat. 97) entnommen werden.

3.13 Western- Blot

3.13.1 Nachweis von spezifischen Pellikelproteinen

Gepoolt wurden dazu 3 palatinale und 3 bukkale Proben eines mannlichen Probanden mit
einer Expositionszeit von 3 Minuten im Mundmilieu, 3 palatinale und 3 bukkale Proben eines
anderen mannlichen Probanden mit einer Expositionszeit von 30 Minuten im Mundmilieu und
3 palatinale und 3 bukkale Proben eines weiblichen Probanden mit einer Expositionszeit von
2 Stunden im Mundmilieu. Nach folgenden Proteine wurde mittels Western- Blot in diesem

Proteingemisch gesucht:

alpha- Amylase (Mat.115)
Lysozym (Mat. 116)
Laktoferrin (Mat. 114)
Carboanhydrase | (Mat. 112)
Carboanhydrase Il (Mat. 113)

a > e

37



Muzin 1 (Mat. 111)

s IgA (Mat. 110)
Glykosyltransferase B (Mat. 117)
Glykosyltransferase C (Mat. 118)
10. Glykosyltransferase D (Mat. 119)
11. PRP (Mat. 120)

© ©o N o

3.13.2 Herstellung der Biorad- Gele

3.13.2.1 Das Trenngel (Anhang, Tab. 9)

Folgende Substanzen wurden in ein Becherglas (Mat. 61) pipettiert und mittels eines

Magnetrihrers vermischt:

Millipore H,O (Mat. 68)

e 30% Acrylamid (Mat. 65)

e 1,5 M Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) (Mat. 134)
e 10% SDS (Mat. 39)

e TEMED (Mat. 69)

e AMPS (Mat. 70)

Mit Zugabe der Substanzen TEMED und AMPS begann die Abbindereaktion und es musste
zlgig gearbeitet werden. Auch hier gab es zwei unterschiedliche Glasplatten, eine kiirzere
und eine mit aufgesetzten Abstandshaltern. Alles wurde sorgféltig mit Ethanol (Mat. 24)
gereinigt. Die beiden Glasplatten wurden in einen griinen Gelrahmen eingesetzt. Die kurze
Platte zeigte nach vorne. Die beiden Hebel des Gelrahmens wurden nach aul3en gedriickt
und die Glasplatten so zueinander auf Abstand (0,75 mm) gehalten. Der Gelrahmen wurde
anschlieRend in einen Giel3stand eingesetzt, durch die Klammer am oberen Rand der
Apparatur mit Druck gegen die untere graue Gummileiste gedrickt und damit abgedichtet.
Mit einem wasserfesten Stift wurde die spatere Trenngelhthe auf der Glasplatte markiert.
Die Trenngellésung wurde bis zur Markierung in den Hohlraum zwischen beide Glasplatten
gegossen. AnschlieRend wurde das Trenngel, um eine glatte Oberflache zu erhalten, mit
Isopropanol Uberschichtet. Das Isopropanol wurde weggegossen und das noch verbliebene

Isopropanol vorsichtig mit Filterpapierstreifen (Mat. 72) getrocknet.
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3.13.2.2 Das Sammelgel (Anhang, Tab. 9)

Zur Herstellung der Sammelgele wurden folgende Substanzen in ein Becherglas (Mat. 61)

pipettiert und mittels eines Magnetruhrers (Mat. 62, 63) vermischt.

Millipore H,O (Mat. 68)

e Acrylamid 30% (Mat. 65)

e 0,5 M Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) (Mat. 135)
e 10% SDS (Mat. 39)

e TEMED (Mat. 69)

e AMPS (Mat. 70)

Nach der Zugabe von TEMED und AMPS musste das Sammelgel zugig in den Hohlraum
zwischen beide Glasplatten gegossen werden. AnschlieBend wurde im noch nicht
polymerisierten Zustand ein 10- zahniger Kamm eingesetzt. Nach circa 10- 15 Minuten war
das Sammelgel polymerisiert.

3.13.3 Molekulargewichts- Standards

Um den in der Literatur bekannten kDa - Bereich des jeweiligen Proteins zur Identifizierung

zu nutzen, wurden verschiedene Molekulargewichts-Standards fur SDS- Page verwandt:

BenchMark™  Protein Ladder (Mat. 83): 15 rekombinante Proteine im
Molekulargewichtsbereich von 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 160 und
220 kDa. Zusatzlich intensivere 20 und 50 kDa Bandendarstellung.

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Mat. 108): Bandendarstellung im Bereich 10, 15,
25, 35, 40, 55, 70, 100, 130 und 170 kDa. Orangene- Referenz- Bande bei 70 kDa.

Kaleidoscope™ Prestained Standard (Mat. 109): 7 verschieden geféarbte Proteine (Aprotinin,

Lysozyme, Soybean trypsin inhibitor, Carbonic anhydrase, BSA, beta- Galactosidase,
Myosin). Violett bei 44 kDa.
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3.13.4 Vorbereitung des Western —Blot

3.13.4.1 Transferpuffer

3 Liter werden fur 1 Gel gebraucht: 21,6 g Glycin (Mat. 102)
4,5 g Tris (Mat. 75)
in 3000 ml Aqua dest. (Mat. 68)

Glycin und Tris wurden mithilfe einer Waage (Mat. 101) genau dosiert und dann in 3000 ml
Aqua dest. gegeben. Mittels eines Magnetrihres (Mat. 62, 63) wurde die Ldsung gut
durchmischt.

3.13.4.2 Blockierungslosung

Ein 50 ml Falconrbéhrchen (Mat. 104) mit Schraubkappe wurde zum Ansetzen der
Blockierungslosung benutzt. Diese bestand aus 2,5 g handelstblichem Milchpulver (Mat.
103) und 50 ml 1xTBS (Mat. 105). Beide Substanzen wurden auf einem Rollenmischer (Mat.

107) homogen vermischt.

3.13.4.3 Vorbereitung der PVDF- Membran

Um Verunreinigungen zu vermeiden, wurden Lineal und Bleistift sorgféltig mit Ethanol (Mat.
88) gereinigt. Die PVDF- Membran (Mat. 123) wurde auf eine Grof3e von 10x15 cm
zugeschnitten. Dies war das Medium, auf das die Proteine transferiert wurden. In gleicher
Grolle (10x15 cm) wurde Filterpapier (2x 3MM Whatman- Papier) geschnitten. Zur
Aktivierung wurde die PVDF -Membran mit 100% igem Methanol (Mat. 121) benetzt und kurz
mit Wasser (Aqua dest.)) abgespllt. Danach wurde die Membran 10 Minuten im

Transferpuffer aquilibriert. Das Filterpapier (Mat. 72) wurde hinzugelegt.

3.13.4.4 Die Blot- Kassette

In das schwarze, untere Teilstlick der Blot- Kassette (Mat. 122) wurden nacheinander ein
zuvor in Transferpuffer getrankter Schwamm, getranktes Filterpapier (3 MM Whatmann-

Papier) (Mat. 72), das Gel mit links abgetrennter Ecke mit derselben nach rechts, die PVDF-
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Membran (Mat. 123) mit rechts ausgeschnittener Ecke und ein zweites getranktes
Filterpapier (3 MM Whatmann- Papier) geschichtet.

Die das Blotting verfalschenden Lufteinschliisse wurden durch mehrfaches Uberrollen mit
einer Glaspipette (Mat. 73) entfernt. Ein zweiter zuvor in Transferpuffer getrdnkter Schwamm
bildete die letzte Schicht in der Blot- Kassette, bevor jene durch das obere weil3e Teilstlick

verschlossen wurde.

WY

Abb. 1 Elektrophoreseapparatur (links hinten) mit Blotkammer der Firma Bio-Rad™ auf einem

Magnetrihrer (rechts hinten). Im Vordergrund die Vorbereitung der Blot- Kassette.
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3.13.4.5 Western- Blotting

Die in den SDS- Gelen aufgetrennten Proteine wurden elektrophoretisch auf die unmittelbar
in der Blotkassette (Mat. 122) darunterliegende PVDF- Membran in einer Blotkammer (Mat.
128) ubertragen. Als Ubertragungsmedium diente der vorher hergestellte Transferpuffer, mit
welchem die Blotkammer beflllt wurde. Bei 400 mA (konstant) sowie 24 V und bei 15° C
Temperatur (Mat. 129) unter Ruhren, mittels Magnetriihrer, wurde 16.27 Stunden Gber Nacht
geblottet. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde gepriift, ob die aufgetrennten Proteine
des SDS- Gels effektiv auf die PVDF- Membran Ubertragen wurden.

Dazu wurde die PVDF- Membran auf der Wippe in einem PlastikgefaR 3 Minuten mit
Ponceau S (Mat. 124) geféarbt. AnschlieRend die Membran mit Aqua dest. gewaschen bis die
Banden sichtbar waren. Ponceau S ist ein roter Azofarbstoff, der genutzt wird, um Proteine
reversibel anzufarben, indem er reversibel an die positiv geladenen Aminogruppen der
Proteine bindet. Eine Ponceau- S- Farbung ist sehr leicht mit Wasser auszuwaschen, um die
Membran fir die Immundetektion mit Antikdrpern weiterzuverwenden Das Restgel wurde
einer Coomassiefarbung auf der groBen Wippe unterzogen. Durch Vergleich der
Proteinmuster vor und nach dem Blotten kann auf die Effizienz des Proteintransfers
geschlossen werden. Die PVDF- Membran wurde nun in Aqua dest. geschwenkt und mit
einem schwarzen Kugelschreiber beschriftet. Jeweils hinter dem aufgebrachten Marker
wurde die PVDF-Membran, mit Ethanol gereinigtem Skalpell und Lineal, in Streifen
geschnitten. Auf einem PVDF- Streifen befanden sich immer das zu identifizierende Protein
und der Marker. Die PVDF- Streifen wurden in Methanol (Mat. 121) wieder aktiviert und
anschlie3end in Aqua dest. gespult. Eine Minute wurden nun die Streifen in 1xTBS (Mat.
105) geschwenkt. Bei Raumtemperatur wurden die PVDF- Streifen in einem Glasgefal? 1
Stunde auf einem sogenannten Roller mit der zuvor vorbereiteten 5%ige Blockierungslosung
(50ml) benetzt. Proteinfreie Zonen der PVDF-Membran (Mat. 123) wurden so mit
Milchproteinen abgesattigt und verhinderten, dass keine Antikérper unspezifisch an die
Membranoberflache binden. Die lGiberschissige Blockierungslésung wurde nun abgeschuttet
und die PVDF- Streifen (Mat. 123) wurden in 1xTBS (Mat. 105) und anschlie3end in H,O
(Mat. 68) geschwenki.
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3.13.5 Nachweis der spezifischen Proteine

3.13.5.1 Behandlung mit dem primaren Antikorper

In ein 15 ml Falconrdhrchen der Firma Sarstedt (Mat. 125) wurden in 8 mi
Blockierungslosung 16 pl des ersten Antikorpers pipettiert und auf dem Roller (Mat. 107)
vermischt. Die Verdinnung betrug 1:500. Die PVDF- Streifen (Mat. 123) wurden 1 %
Stunden auf der Wippe (Mat. 95) mit dem ersten Antikdrper benetzt.

Die vorbereitete Antikdrperlésung wurde im Eisbad (Mat. 52) wahrend der Versuche kunhl
aufbewahrt, bevor sie wieder bei -81° C in der Gefriertruhe (Mat. 44) gelagert wurde.

Das Gefald mit den PVDF- Streifen wurde von der Wippe (Mat. 95) genommen und der erste
Antikorper abpipettiert. Die Streifen wurden nun 2x5 Minuten mit 1XxTBST (Mat. 106)
gewaschen. Das 1xTBST wurde abgegossen. Danach wurde 2x5 Minuten mit 1xTBS (Mat.
105) gewaschen. Dies wurde auch abgegossen. Nicht gebundene Antikérper wurden mit

diesen Waschschritten entfernt.

3.13.5.2 Behandlung mit dem sekundaren Antikorper

In ein 15 ml Sarstedt- GefalR (Mat. 125) wurden in 8 ml der 5%igen Blockierungslésung 8 ul
des sekundaren Antikoérpers (1:1000) pipettiert und auf dem Roller (Mat. 107) vermischt. Der
sekundare Antikdrper ist gegen den primaren Antikdrper gerichtet und mit dem Enzym
Meerrettich- Peroxidase kovalent gekoppelt. Die PVDF- Membran (Mat. 123) wurde 1 %
Stunden mit dem sekundéaren Antikorper auf der Wippe (Mat. 95) benetzt. Nach dieser Zeit
wurde der zweite Antikdrper abpipettiert und 2x5 Minuten mit 1xTBST (Mat. 106)
gewaschen. Das TBST wurde jeweils abgegossen. Danach wurde 2x5 Minuten mit TBS

(Mat. 105) gewaschen und dieses wieder entfernt.

43



3.13.5.3 Primare und sekundare Antikdrper zum Nachweis spezifischer
Pellikelproteine

Tab. 3: Nachweisprotokoll fir das Protein a-Amylase

a- Amylase

a- Amylase

|Erster

Antikorper

Zweiter
Antikorper

2 pl Bench Marker™ (Mat. 83) wurde als Referenz in der letzten Spur eingebracht. In den
ersten 3 Spuren wurde das Protein a- Amylase in gestaffelter Menge eingebracht (12,5 ng,
25 ng, 50 ng). In die nachfolgende Spur wurden 26 pl der Probe pipettiert. Als erster
Antikdrper wurde anti- Amylase in der Verdiinnung von 1/500 verwandt, danach der zweite

Antikorper anti- sheep in der Verdiinnung 1/1000.

Tab. 4: Nachweisprotokoll fur das Protein Lysozym

Lysozym

Bench Marker™

Erster Antikbrper

Zweiter
Antikorper

2 ul Bench Marker™ (Mat. 83) wurde als Referenz in die letzte Spur gegeben. In den ersten
3 Spuren wurde das Protein Lysozym (Tab. 4) in gestaffelter Menge eingebracht (12,5 ng, 25
ng, 50 ng). An vierter Stelle wurden 26 pl der Probe pipettiert. Als erster Antikorper wurde
anti- Lysozyme in der Verdunnung 1/500 verwandt. Danach der zweite Antikdrper anti-
sheep in der Verdiinnung 1/1000.
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Tab. 5: Nachweisprotokoll fur das Protein Laktoferrin

[Laktoferrin

2l

Bench Marker™

|Erster

Antikorper

Zweiter

Antikorper

2 pl Bench Marker™ (Mat. 83) wurde als Referenz in die letzte Spur gegeben. In den ersten
3 Spuren wurde das Protein Laktoferrin (Tab. 5) in gestaffelter Menge eingebracht (12,5 ng,
25 ng, 50 ng). An vierter Stelle wurden 26 pl der Probe pipettiert. Als erster Antikdrper wurde
Laktoferrin in der Verdinnung 1/500 verwandt, danach der zweite Antikdrper anti- sheep in
der Verdinnung 1/1000.

Tab. 6: Nachweisprotokoll fur das Protein Laktoferrin

Laktoferrin

25 ng Laktoferrin [52 pl Probe pl Page Ruler™

|Erster Antikorper

Zweiter Antikorper

Als Referenz wurde der Molekulargewichtsstandard Page Ruler™ (4 ul) (Mat. 108) benutzt.
25 ng des Proteins Laktoferrin (Tab. 6) in der ersten Spur aufgetragen und 52 pl der Probe in
der zweiten Spur. Als erster Antikbrper wurde anti- Laktoferrin in der Verdinnung 1/500
verwandt, danach der zweite Antikdrper anti- sheep in der Verdinnung 1/1000.
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Tab. 7: Nachweisprotokoll fur das Protein Carboanhydrase |

Carboanhydrase |

Kaleidoscop-
Marker™

Erster

Antikorper

Zweiter
Antikorper

Als Referenz wurde der Molekulargewichtsstandard Kaleidoscop- Marker™ (4 pl) (Mat. 109)
benutzt. Carboanhydrase | (Tab. 7) lag nicht als Protein vor, ist aber ein Protein des
Molekulargewichtsstandard Kaleidoscop- Marker™. 26 ul der Probe wurden in der ersten
Spur aufgetragen. Als erster Antikbrper wurde anti- Carboanhydrase | in der Verdinnung

1/500 verwandt, danach der zweite Antikorper anti- sheep in der Verdiinnung 1/1000.

Tab. 8: Nachweisprotokoll fur das Protein Carboanhydrase I

Carboanhydrase |l

|Erster Antikorper

Zweiter Antikorper

Als Referenz wurde der Molekulargewichtsstandard Page- Ruler™ (4 upl) (Mat. 108) benutzt.
50 ng des Protein Carboanhydrase Il (Tab. 8) wurden in der ersten Spur aufgetragen und 26
ul der Probe in der zweiten Spur. Als erster Antikdrper wurde anti- Carboanhydrase Il in der
Verdinnung 1/500 verwandt, danach als zweiter Antikdrper anti- sheep in der Verdinnung
1/1000.
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Tab. 9: Nachweisprotokoll fur das Protein IgA

IgA

Erster Antikdrper

Als Referenz wurde der Molekulargewichtsstandard Page- Ruler™ (3 pl) (Mat. 108) benutzt.
26 ul der Probe wurden in der ersten Spur aufgetragen. Als erster Antikdrper wurde anti- IgA

in der Verdiinnung 1/500 verwandt.

Tab. 10: Nachweisprotokoll fiir das Protein Glykosyltransferase B

Glykosyltransferase B

3 pl Page Ruler™ |26 pl Probe |3 pl Page Ruler™

|Erster Antikorper

Zweiter Antikdrper

Als Referenz wurde in der ersten und dritten Spur der Molekulargewichtsstandard Page-
Ruler™ (3 pl) (Mat. 108) benutzt. 26 pl der Probe wurden in der zweiten Spur aufgetragen.
Als erster Antikdrper wurde anti- GTFB in der Verdinnung 1/500 verwandt, danach als

zweiter Antikorper anti- rabbit in der Verdiinnung 1/1000.

Tab. 11: Nachweisprotokoll fur das Protein Glykosyltransferase C

Glykosyltransferase C

3 pl Page Ruler™ |26 pl Probe |3 pl Page Ruler™

|Erster Antikorper

Zweiter Antikdrper

Als Referenz wurde in der ersten und dritten Spur der Molekulargewichtsstandard Page-
Ruler™ (3 pl) (Mat. 108) benutzt. 26 pl der Probe wurden in der zweiten Spur aufgetragen.
Als erster Antikdrper wurde anti- GTFC in der Verdinnung 1/500 verwandt, danach als
zweiter Antikorper ani- rabbit in der Verdiinnung 1/1000.
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Tab. 12: Nachweisprotokoll fur das Protein Glykosyltransferase D

Glykosyltransferase D

|Erster Antikorper

Zweiter Antikdrper

Als Referenz wurde in der ersten und dritten Spur der Molekulargewichtsstandard Page-
Ruler™ (3 ul) (Mat. 108) benutzt. 26 pl der Probe wurden in der zweiten Spur aufgetragen.
Als erster Antikbrper wurde anti- GTFD in der Verdinnung 1/500 verwandt, danach als

zweiter Antikorper ani- rabbit in der Verdiinnung 1/1000.

Tab. 13: Nachweisprotokoll der Prolinreichen Proteine

[Prolinreiche Proteine

|Erster Antikorper

Zweiter Antikbrper

Als Referenz wurde der Molekulargewichtsstandard Page- Ruler™ (4 pl) (Mat. 108) benutzt.
26 ul der Probe wurde in der ersten Spur aufgetragen. Als erster Antikorper wurde anti- PRP
in der Verdinnung 1/500 verwandt, danach der zweite Antikdrper anti- goat in der
Verdiinnung 1/1000.

Tab. 14: Nachweisprotokoll fur das Protein Mucin |

Mucin |

500 ng Muzin | |26 ul Probe |4 ul Page- Ruler™

|Erster Antikdrper

Zweiter Antikbrper

Als Referenz wurde der Molekulargewichtsstandard Page- Ruler™ (4 upl) (Mat. 108) benutzt.
500 ng des Protein Muzin | (Tab. 14) wurden in der ersten Spur aufgetragen und 26 pl der
Probe in der zweiten Spur. Als erster Antikdrper wurde anti- Mucin | in der Verdiinnung 1/500

verwandt, danach der zweite Antikdrper anti- mouse in der Verdinnung 1/1000.
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Der Western- Blot wurde anfanglich mit 15%igen High-Tris Gelen durchgefuhrt. Aus Grinden
der Zeitersparnis, der besseren Handhabung und der Tatsache, dass Mucin | Gber 220 kDa
liegt und dadurch nicht mehr in das 15%ige High-Tris Gel einlauft, wurde mit 10%igen
Biorad-Gelen weitergearbeitet.

3.13.5.4 Bepackung

Vorher geschnittenes Filterpapier (Mat. 72) wurde auf der untenliegenden Innenseite der
Hyperkassette™ Amersham Biosciences (Mat. 131) mit Klebestreifen beidseitig fixiert. Eine
doppelt gelegte Folie wurde auf das Filterpapier gelegt und linksseitig mit Klebestreifen

fixiert.

3.13.5.5 Entwicklung

Um visuelle Ergebnisse zu erzielen, wurden 2x2,56 ml Amersham™ ECL™ (Mat. 132) im
Verhaltnis 1:1 gemischt. Die PVDF- Membran (Mat. 123) wurde darin 1 Minute geschwenkt,
zwischen die doppelte Folie in die Hyperkassette™ (Mat. 131) gelegt und verschlossen. Mit
Hyperfilm™ ECL (Mat. 130), der Hyperkassette™ mit innenliegender PVDF- Membran, einer
Stoppuhr und einer Schere vorbereitet wurde in einer Dunkelkammer weitergearbeitet. Die
Halfte des Hyperfiim™ geniigte um die PVDF- Membran komplett zu erfassen. Dieser wurde
auf die PVDF- Membran gelegt, die Hyperkassette™ zligig verschlossen, nach gewtnschter
Expositionszeit der Film aus der Hyperkassette™ enthommen und in der
Tischentwicklungsmaschine (Mat. 133) entwickelt. Um gute Ergebnisse zu erzielen, wurden
verschiedene Belichtungszeiten ausgetestet. Angefangen von 15 Sekunden bis mehrere

Minuten.
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4. Ergebnisse

In dieser Studie wurde die Proteinadsorption auf 10 unterschiedlichen Werkstoffen
untersucht. Die Proben wurden von 6 Probanden Uber Zeitraume von 1-, 3- und 30 Minuten
intraoral an zwei Lokalisationen (bukkal / lingual) getragen. Nach Abgewinnung der

Pellikelproteine wurden diese gepoolt, aufbereitet und elektrophoretisch aufgetrennt.

4.1 Bandenverteilung auf den verschiedenen Werkstoffen

Auf den 18 hergestellten High- Tris Gelen konnten nach erfolgter Silberfarbung bis zu 41
Banden festgestellt werden. In dem Bereich unter 15 kDa zeigten sich dicke, stark gefarbte
Banden. Uber 80- 220 kDa zeigten sich diinne, schwach gefarbte Banden. Zwischen 50- 80
kDa zeigten sich viele eng zusammenliegenden Banden, die meist intensiv gefarbt waren.
Haufig fiel bei den Gelen eine starkere Farbung der Laufspur der Werkstoffe Kunststoff,
Titan, Amalgam, Komposit und Keramik auf. Die Werkstoffe Schmelz, Glas, Gold und Teflon
zeigten meist schwacher geféarbte Laufspuren. Betrachtet man das einzelne Gel, so finden
sich kleine Unterschiede in der Bandenverteilung auf den einzelnen Werkstoffen. Insgesamt
betrachtet zeigt sich jedoch eine sehr hohe Uniformitat der Proteinadsorption auf allen
untersuchten Werkstoffen (Diag.1-6; Abb. 2-4).

4.1.1 Durchschnittliche bukkale Bandenzahl nach 1-, 3- und 30 Minuten

Die durchschnittliche bukkale Bandenzahl nach 1-, 3- und 30 Minuten auf allen untersuchten
Werkstoffen stellte sich recht homogen dar. Kunststoff hatte nach 30 Minuten mit
durchschnittlichen 31,67 Banden die grof3te Bandenmenge. Bei den Werkstoffen Gold-,
Keramik-, Teflon-, Kunststoff-, Schmelz- und Titan wurden nach 1 Minute durchschnittlich 1-
3 Banden mehr gefunden als nach 3 Minuten. Mit Ausnahme des Werkstoffes Gold fanden

sich durchschnittlich nach 30 Minuten immer die meisten Banden (Diag. 1).
4.1.2 Durchschnittliche linguale Bandenzahl nach 1-, 3- und 30 Minuten

Die durchschnittliche linguale Bandenzahl zeigt mit Ausnahme von GIZ und Amalgam nach

30 Minuten die meisten Banden. Auch hier sind bei den Werkstoffen Keramik-, Teflon-,
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Schmelz-, Titan-, Glas-, Komposit-, GIZ-und Amalgam nach 3 Minuten durchschnittlich 1-3
Banden weniger als nach einer Minute zu verzeichnen. Kunststoff hat mit 31,17
durchschnittlichen Banden die meisten Banden nach 30 Minuten. Mit durchschnittlich 30,17
Banden bei Teflon und 30 Banden bei Titan wurden bei Kunststoff-, Teflon-, und Titan
lingual nach 30 Minuten durchschnittlich bis zu 6 Banden mehr als bei den restlichen
Werkstoffen festgestellt. Amalgam wies mit durchschnittlich 24,33 Banden die geringste
Bandenanzahl lingual nach 30 Minuten auf (Diag. 2).

4.1.3 Durchschnittliche Bandenzahl nach 1 Minute bukkal/lingual

Kunststoff hatte mit durchschnittlich 28,50 Banden bukkal und 28,67 Banden lingual die
groRte Bandenanzahl. Gold mit durchschnittlich 24,83 Banden bukkal und 24,67 Banden
lingual die geringste Bandenanzahl. Schmelz zeigte mit 24,83 ebenso weniger bukkale
Banden wie Gold. Es zeigten sich keine auffalligen Unterschiede in der Bandenverteilung

zwischen den Werkstoffen, lediglich feine Tendenzen (Diag. 7).

4.1.4 Durchschnittliche Bandenzahl nach 3 Minuten bukkal/lingual

Die grof3te Menge an Banden wies nach durchschnittlich 3 Minuten lingual Kunststoff mit
29,83 Banden auf. Schmelz hatte mit 22,67 Banden bukkal und 23 Banden lingual eine sehr
geringe durchschnittiche Bandenanzahl. Mit 22,50 durchschnittlichen Banden zeigte
Amalgam lingual die geringste Bandenanzahl. Ansonsten zeigte sich ein homogenes Bild in
der Bandenverteilung. 7,33 durchschnittiche Banden betrug der Unterschied von der
geringsten Anzahl an Banden bis zur grof3ten Anzahl an Banden (Diag. 8).

4.1.5 Durchschnittliche Bandenzahl nach 30 Minuten bukkal/lingual

Insgesamt mehr Banden konnten nach durchschnittlich 30 Minuten bukkal und lingual
festgestellt werden. Aber auch hier konnten bei dem Werkstoff Kunststoff die meisten
Banden gefunden werden. Dies waren bukkal 31,67 Banden und lingual 31,17 Banden. Mit
durchschnittlich 24,17 Banden hatte Gold gefolgt von Amalgam mit 24,33 Banden die

geringste Bandenanzahl (Diag. 9).
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Die Abbildungen 2, 3 und 4 zeigen exemplarisch typische Gele zu den verschiedenen

Expositionszeiten von 1-, 3- und 30 Minuten.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
| | | | | | | | | | | _ | | | | | | | | | |

10,000 M . Lo o

EN . =

Abb. 2: Elektrophoretische Auftrennung von 1min- Pellikelproben

Legende (Laufspuren 1 bis 21):

Bench-Marker™ 10 bis 220 kDa

Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Goldprufkdrpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Keramikpriifkérpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Teflonprifkdrpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Kunststoffprufkdrpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Schmelzpriifkérpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Titanprifkérpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Glasprifkérpern

© X N O A WDNR

Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Kompositprifkdrpern

=
o

: Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Glasionomerzementprifkdrper

[y
[y

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Amalgamprifkérpern

IR
N

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Goldprufkérpern

IR
w

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Keramikprifkdrpern

[N
D

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Teflonpriifkérpern

IR
o1

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Kunststoffprifkdrpern

IR
(o2}

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Schmelzpriifkdrpern

[y
~

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Titanpriifkérpern

=
[e¢]

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Glasprufkdrpern

=
(o]

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Kompositprifkdrpern

N
o

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Glasionomerzementpriifkérpern

N
=

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Amalgamprufkérpern
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Abb. 3: Elektrophoretische Auftrennung von 3 min- Pellikelproben

Legende (Laufspuren 1 bis 21):

© X N2O AR ®NR

I T e e e O T
B O © 0 N o 00D W N PR O

Bench-Marker™ 10 bis 220 kDa

Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Goldprifkdrpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Keramikprifkorpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Teflonprifkdrpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Kunststoffprifkorpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Schmelzprifkorpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Titanprifkérpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Glasprifkorpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Kompositprufkorpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Glasionomerzementpriifkdrper
: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Amalgamprufkérpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Goldprufkérpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Keramikprifkdrpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Teflonprifkdrpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Kunststoffprifkérpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Schmelzprifkdrpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Titanprifkdrpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Glasprufkdrpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Kompositprifkdrpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Glasionomerzementprifkdrpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Amalgamprufkérpern
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Abb. 4: Elektrophoretische Auftrennung von 30 min- Pellikelproben

Legende (Laufspuren 1 bis 21):

1:

Bench-Marker™ 10 bis 220 kDa

Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Goldprifkdrpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Keramikpriifkérpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Teflonprifkdrpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Kunststoffprifkrpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Schmelzpriifkérpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Titanprifkérpern
Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Glasprufkdrpern

Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Kompositprifkdrpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von bukkal getragenen Glasionomerzementprifkdrper
: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Amalgamprifkérpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Goldprufkérpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Keramikprifkdrpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Teflonpriifkérpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Kunststoffprifkdrpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Schmelzprifkdrpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Titanpriifkérpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Glasprufkdrpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Kompositprifkdrpern

: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Glasionomerzementpriifkérpern
: Bandenmuster der Pellikelproben von lingual getragenen Amalgamprufkérpern
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4.2 Molekulargewichtsbereich der untersuchten Gele

Der Molekulargewichtsbereich der Proteinbanden in allen untersuchten Gele erstreckte sich
von 2,9 kDa bis 348,5 KDa. Die zugeordneten Bandenwerte unter 10 kDa und Uber 220 kDa,
also Werte aullerhalb des aufgebrachten Markers, sind aufgrund der exponentiellen
Stauchung nur als Anndherungsswerte zu betrachten.

Insgesamt zeigte sich ein sehr homogenes Bild hinsichtlich der Molekulargewichte in
Abhangigkeit von den untersuchten Faktoren Zeit, Werkstoff, Lokalisation und Proband (Abb.
2- 4; Diag. 10-13).

81 min
0O 3 min
B 30 min

Diag. 1: Durchschnittliche Bandenzahlen in den bukkalen Pellikelproben
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35,00

30,00
25,00
20,00 @1 min
03 min
15,00 B30 min
10,00
5,00
0,00
Diag. 2: Durchschnittliche Bandenzahlen in den lingualen Pellikelproben
O 1 min bukkal
0O 3 min bukkal

® 30 min bukkal

Diag. 3: Durchschnittliche Bandenzahlen in den bukkalen Pellikelproben der weiblichen

Probanden
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3 1 min lingual

0O 3 min lingual

@ 30 min lingual

Diag. 4: Durchschnittliche Bandenzahlen in den lingualen Pellikelproben der weiblichen

Probanden

O 1 min bukkal
O 3 min bukkal
® 30 min bukkal

Diag. 5: Durchschnittliche Bandenzahlen in den bukkalen Pellikelproben der mannlichen

Probanden
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3 1 min lingual

0O 3 min lingual

@ 30 min lingual

Diag. 6: Durchschnittliche Bandenzahl in den lingualen Pellikelproben der ménnlichen

Probanden

29,00

28,00

27,00 -

26,00 - O 1 min bukkal

® 1 min lingual

25,00 A
24,00 A

23,00 -

22,00 -

Diag. 7: Durchschnittliche Bandenzahl nach 1- minutiger Pellikelbildungszeit far die lingualen

und bukkalen Pellikelproben aller 6 Probanden auf den verschiedenen Materialien.
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35,00

30,00

25,00 -

20,00 - O 3 min bukkal

@ 3 min lingual

15,00 -
10,00 -

5,00 A

0,00 -

Diag. 8: Durchschnittliche Bandenzahl nach 3- minitiger Pellikelbildungszeit fir die lingualen

und bukkalen Pellikelproben aller 6 Probanden auf den verschiedenen Materialien.

35,00

30,00

25,00 -

@ 30 min bukkal
@ 30 min lingual

20,00 -

15,00 A

10,00 A

5,00 -

0,00 A

Diag. 9: Durchschnittliche Bandenzahlen nach 30- minutiger Pellikelbildungszeit fur die
lingualen und bukkalen Pellikelproben aller 6 Probanden auf den verschiedenen

Materialien.
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1 Minute 3 Minuten 30 Minuten

Leit

Diag. 10: Molekulargewichte der Pellikelproteine - Zusammenfassende Darstellung der
Molekulargewichtsbereiche fur die Pellikelproben auf allen Werkstoffen und an beiden
Lokalisationen mittels Box- Plot- Whisker Diagramm in Abhé&ngigkeit von der intraoralen

Expositionszeit (1 Minute, 3 Minuten und 30 Minuten).-
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Zeit 1 Minute

200,00

100,00

1

Molekulargewicht in Kilodalton
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Diag. 11: Molekulargewichte der Pellikelproteine auf den verschiedenen Werkstoffen nach 1-
mindtiger intraoraler Exposition. Auf der X- Achse sind die 10 untersuchten Werkstoffe mit
ihrer jeweiligen Lokalisation (lingual/bukkal) dargestellt. Die Box- Plot- Whisker- Diagramme
stellen in ihrer Ausdehnung den Molekulargewichtsbereich der Pellikelproben in Abhangigkeit

vom jeweiligen Werkstoff dar. Der untersuchte Pellikelbildungszeitraum betrug 1 Minute.
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Zeit 3 Minuten
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Diag. 12: Molekulargewichte der Pellikelproteine auf den verschiedenen Werkstoffen nach 3-
mindtiger intraoraler Exposition. Auf der X- Achse sind die 10 untersuchten Werkstoffe mit
ihrer jeweiligen Lokalisation (lingual/bukkal) dargestellt. Die Box- Plot- Whisker- Diagramme
stellen in ihrer Ausdehnung den Molekulargewichtsbereich der Pellikelproben in Abhangigkeit

vom jeweiligen Werkstoff dar. Der untersuchte Pellikelbildungszeitraum betrug 3 Minuten.
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Zeit 30 Minuten
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Diag. 13: Molekulargewichte der Pellikelproteine auf den verschiedenen Werkstoffen nach 30-
mindtiger intraoraler Exposition. Auf der X- Achse sind die 10 untersuchten Werkstoffe mit
ihrer jeweiligen Lokalisation (lingual/bukkal) dargestellt. Die Box- Plot- Whisker- Diagramme
stellen in ihrer Ausdehnung den Molekulargewichtsbereich der Pellikelproben in Abhéangigkeit

vom jeweiligen Werkstoff dar. Der untersuchte Pellikelbildungszeitraum betrug 30 Minuten.
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4.3 Proteindetektion mittels Westernblotting

Etwa 25 ng Lysozym, mehr als 50 ng a- Amylase und weniger als 12,5 ng Laktoferrin
konnten in 26 pul der Probe gefunden werden. Carboanhydrase Il ist in 26 pl
Pellikelprobenauftrag deutlich darstellbar. Durch die Verwendung der doppelten Menge an
Probe (52 pl) konnte Laktoferrin eindeutig hachgewiesen werden. Carboanhydrase | konnte
durch den Molekulargewichtsstandard Kaleidoskop- Marker in der Probe identifiziert werden.
Hier diente der Kaleidoskop- Marker als Molekulargewichtsstandard und Referenz, da die
Carboanhydrase | ein Bestandteil des Markers ist. IgA konnte in 26 ul Pellikelprobenauftrag
eindeutig nachgewiesen werden. Die prolinreichen Proteine konnten ebenfalls in 26 pl
Pellikelprobenauftrag gefunden werden. Nach mehrmaligem Waschen mit TBST und TBS
und einer Belichtung von 6 Minuten konnten die Glykosyltransferase B als schwache Bande
im Bereich von 68 kDa, die Glykosyltransferase C als schwache Bande im Bereich von 57
kDa und die Glykosyltransferase D als Bande im Bereich von 60 kDa nachgewiesen werden.
Der Antikdrper s IgA konnte auch als spezifisches Protein im Proteingemisch nachgewiesen
werden. Mucin | ist in der Literatur im hochmolekularen Bereich von Levine et al. (1987) und
Tabak (1995) mit einem Molekulargewicht > 1000 kDa isoliert und charakterisiert worden.
Somit ist Mucin | nicht ins 15% ige High- Tris- Gel eingelaufen, und es war keine Bande
darstellbar. Durch eine Anderung der Konzentration und Umstellung auf ein 10% iges
Biorad- Gel konnte nicht eindeutig eine Bande dargestellt werden.

Die qualitative Analyse der spezifischen Proteine zeigt mit Ausnahme von Mucin | in allen

Pellikelproben positive Antikorperreaktionen.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der verwendeten Materialien und Methoden

5.1.1 Art der Prufkorper und Durchfihrung der Trageversuche

Die vorliegende Studie untersucht das initiale Adsorptionsverhalten von Proteinen auf 10
verschiedenen Werkstoffoberflachen in der Mundhohle. Ein reprasentativer Querschnitt von
Dentalmaterialien wurde im Vergleich zu Referenzmaterialien untersucht. Verwandt wurden
eine  Goldlegierung, Keramik, Prothesenkunststoff, Titan, Komposit, Amalgam,
Glasionomerzement, Glas, Teflon und Rinderschmelz. Rinderschmelz wurde als
Schmelzanalogon verwendet. Die Prufkdrper stammten aus extrahierten Frontzahnen frisch
geschlachteter Rinder. Esser et al. (1998) stellten in ihrer Studie fest, dass Rinderschmelz zu
Humanschmelz hinsichtlich seiner chemischen Zusammensetzung, seiner Warmekapazitat
und Dichte sehr gut vergleichbar ist. Phosphat-, Kalzium- und Magnesiumgehalt sind bei
bovinem und humanem Schmelz fast identisch und der chemische Aufbau ist annédhend
gleich (Davidson et al. 1973). Bislang konnte kein ultrastruktureller Unterschied zwischen
Human- und Rinderschmelz hinsichtlich der Biopolymeradsorption festgestellt werden
(Hannig M 1998). Amalgame, Komposite, Kunststoffe sowie Glas- Polyalkenoat- Zemente
besitzen, unmittelbar nach dem Anmischen und Erharten, antibakterielle Eigenschaften.
Diese antibakterielle Wirkung geht jedoch mit zunehmendem Alter der Proben verloren und
ist bereits nach wenigen Tagen nicht mehr nachweisbar (Nunez et al. 1976; Meryon und
Johnson 1989). Um diesen kurzfristigen und somit Kklinisch irrelevanten Aspekt nicht in die
Untersuchung mit einflieBen zu lassen, wurden die Prufkorper erst nach einer frihestens 7
tagigen extraoralen Lagerung benutzt. Die Lagerung von Glasionomerzement erfolgte zudem
bei 100%iger Luftfeuchtigkeit. Die Studie von Carlen et al. (2001) und eine neuere Studie
von Muller et al. (2006) belegen, dass sich mehr Proteine an rauen Oberflachen anlagern.
Durch eine standardisierte Politur mit einem Nassschleifpapier der Kérnung "4000" wurde
eine vergleichbare Oberflache auf allen 10 Materialien geschaffen. Titan erwies sich jedoch
als schlecht polierbar und war nicht als hochglédnzend zu bezeichnen. Eine mechanische
Reinigung der Materialoberflachen mit einer erneuten Nasspolitur und eine anschliel3ende
Ultraschallreinigung erfolgte vor jedem Trageversuch. Oberflachenkontaminationen wurden
somit griindlich entfernt und fuhrte in weiteren Trageversuchen zu keiner Verfalschung der
Ergebnisse. Die Positionierung der Prufkorper erfolgte reproduzierbar immer in der gleichen
Region der Mundhohle, da die Rate der Biofilmbildung in unterschiedlichen Regionen der
Mundhoéhle erheblich differiert (Quirynen und Van Steenberge 1989; Quirynen et al. 1991).
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Die starkste Pellikelbildung wird an oberen Molaren und Pramolaren sowie an unteren

Frontzéahnen gefunden (Hannig M 1998).

5.1.2 Die Miniplastschiene als Prufkérpertragehilfe

Miniplastschienen als Trager der Prufkorper wurden bereits von Tinanoff et al. (1976a,b,c)
und Adams et al. (1979) beschrieben. Sie sind nicht invasiv, kostengiinstig und
wiederverwendbar. Durch die Verwendung von Abformsilikon zur Befestigung der Prifkorper
wurde eine ausreichend starke Befestigung und eine leichte Entfernbarkeit der Prifkorper
erreicht, ohne dass eine Materialreaktion, wie sie von der initialen Speichelldslichkeit von
Befestigungszementen bekannt ist (Arends et al. 1995), in Kauf nehmen zu missen. Auf
Zahnschmelzproben, die an einer inkorporierten Tragerschiene montiert waren, entwickelte
sich nach Mac Pherson et al. (1991) ein vergleichbares Plaguedkosystem wie auf
natiirichem Zahnschmelz. Vor jedem Trageversuch wurde die bestiickten Schienen fir 24
Stunden in destilliertem Wasser kiihl gelagert, was z. B. die antibakteriellen Eigenschaften
von Kunststoffen deutlich reduziert (Jrstavik und Hensten- Pettersen 1978). Die Schienen
bedeckten das marginale Parodont lediglich im Seitenzahnbereich. Dort wurden die
Schienen zur besseren Befestigung der Priufkérper bis zur mukogingivalen Grenze
ausgedehnt. Mit dieser Einschrankung konnte die Sulkusflissigkeit und deren Inhalt

unbeeintrachtigt am Bioadhasionsprozess teilhaben.

5.1.3 Versuchsbedingungen wahrend der Trageversuche

Um moglichst vergleichbare Versuchsbedingungen zu schaffen, wurden modulierende
aullere Einflisse wahrend der Trageversuche weitestgehend eliminiert. Nach Nyad und
Fejerskov (1984) fuhren adsorbierbare Bestandteile aus der Nahrung zur Veranderung der
Pellikelmorphologie. Auch jingere Untersuchungen belegen einen Einfluss der Nahrung und
ihrer Bestandteile auf die Pellikelzusammensetzung (Rykke und Sgnju 1991; Schipbach et
al. 1996). Um diese Veranderungen auszuschlieen, wurde die Aufnahme von Nahrung oder
Flussigkeiten durch die Probanden wahrend der Trageversuche unterlassen.

Anamnestisch  wurden Alkohol-, Nikotin- und Medikamenteneinnahme, spezielle
Erndhrungsgewohnheiten und Erkrankungen ausgeschlossen. Insbesondere Karies,
Parodontitiden und Mundschleimhauterkrankungen konnten bei einer oralen Befundung der
Probanden nicht festgestellt werden. Die mechanische Reinigung der Zahne 30 Minuten vor

Versuchsbeginn erfolgte ohne die Verwendung von Zahnpasten und Mundspullésungen, um
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den Einfluss der darin enthaltenen Substanzen auszuschlieRen. Verwandt wurden
Zahnbirste, Zahnseide und Wasser. AbschlieBend wurde die Mundhdhle dreimal griindlich

mit Wasser ausgesplilt.

5.1.4 Lokalisationsabangige Unterschiede bei der Pellikelformation

Neuere elektronenmikroskopische und CLSM (konfokale Laser-Raster-Mikroskopie)- Studien
konzentrieren sich auf die lokalisationsabhangigen Unterschiede der Morphogenese der in-
vivo- Pellikel (Hannig M 1999; Amaechi et al. 1999). Amaechi et al. analysierten (1999) mit
Hilfe der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie (CLSM) die Starke der Pellikelschicht, die
sich in- situ innerhalb von einer Stunde auf Zahnschmelzproben an 8 verschiedenen
intraoralen Lokalisationen bildet. Nach der in- situ- Pellikelbildung wurden die
Schmelzplattchen mit einem kombinierten Antihuman Immunglobulin GAM behandelt,
welches  zur  besseren mikroskopischen  Visualisierung der Pellikel mit
Fluoreszinisothiocyanat konjugiert wurde. Die CLSM Ergebnisse zeigten, dass die
Pellikeldicke je nach Lokalisation deutlich variierte. Die durchschnittliche Dicke reichte von
0,3 um an den Palatinalflachen der oberen Schneidezdhne bis zu 1,06 ym an den
Lingualflaichen der unteren Molaren. Die dickste Pellikel wurde an den unteren hinteren
lingualen Oberflachen gebildet. Diese Flachen sind permanent dem Submandibular- und
Sublingualdriisenspeichel ausgesetzt. Dementsprechend wurde die dinnste Pellikel an den
Palatinalflachen der oberen Schneidezéhne gebildet. Diese Flachen werden weniger mit
Speichel benetzt als die vestibularen, und sind der Abrasion durch die keratinisierten Anteile
der Zunge ausgesetzt (Amaechi et al. 1999). Diese Resultate sind ein Hinweis fir die
lokalisationsabhangig unterschiedliche Morphogenese der in- vivo gebildeten Pellikel. Es
wird angenommen, dass lokalwirksame Faktoren in der Mundhodhle wie z.B. Scherkrafte und
die unterschiedliche Verfligbarkeit von Speichelbiopolymeren den Prozess der
Pellikelbildung beeinflussen (Hannig M 1999; Amaechi et al. 1999; Hannig M 1997; Carlén et
al. 1998). Die Bestuckung der Miniplastschienen erfolgte mit 16 Prufkérpern des gleichen
Werkstoffes. Jeweils 4 Prifkorper lingual und 4 Prifkorper bukkal wurden in der regio 34- 37
und 44- 47 an der Miniplastschiene befestigt. Somit waren die lokalwirksamen Faktoren
wahrend der Expositionsversuche mit den 10 unterschiedlichen Materialien annéhernd
gleich. Auch Materialreaktionen unter den 10 verschiedenen Werkstoffen, wie es bei einer
rotierenden Bestlckung der Schienen hatte vorkommen kdnnen, konnten durch die

gleichartige Beladung der Miniplastschienen ausgeschlossen werden.
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5.1.5 Pellikelgewinnung und- verarbeitung

In Vorversuchen wurden verschiedene Methoden der Proteingewinnung gegentbergestellt:
die LOsung der Proteine mittels Aqua dest. (20 pl, 26 pl) im Ultraschallbad, mittels
Natriumlaurylsulfat 26 pl im Ultraschallbad, mittels Natriumlaurylsulfat 26 pl im Ultraschallbad
und spaterer Proteindenaturierung fur 1,5 Minuten bei 95°C im Wasserkocher und die
Proteingewinnung mit 2 pl 2% Natriumlaurylsulfat und Abreiben mittels Schwammchen. Als
effizienteste Methode erwies sich die Proteinsolubilisierung mittels Schwdmmchen. Diese
schon von Carlén et al. (1998) fur die Pellikelabgewinnung vom Zahnschmelz beschriebene
chemo- mechanische Methode kam somit hier auf den 10 verschiedenen Werkstoffen zum
Einsatz. Nach der jeweiligen intraoralen Expositionszeit wurden die Priufkérper mit
destilliertem Wasser von Speichel befreit und vorsichtig mit Luft getrocknet. Danach erfolgte
der feste Abrieb mittels zweier Schwammchen. Das erste Schwammchen wurde mit 2 pl
2%igem SDS beschickt und unter festem Anpressdruck wurden die Prifkdrperoberflachen
abgewischt. Das gleiche Procedere erfolgte mit einem trockenen Schwammchen. Aufgrund
der Tatsache, dass mit festem Anpressdruck die jeweilige Materialoberflache abgewischt
und durch ein zweites trockenes Schwammchen die Restfeuchtigkeit mit weiteren Proteinen
aufgenommen wurde konnten mehr Banden als in vorhergehenden Versuchen in den High-
Tris- Gelen dargestellt werden. Eine Weiterverarbeitung erfolgte durch Poolen der von einem
Werkstoff gewonnenen Schwammchen. Durch Zugabe von 2 fach- Lammli- Puffer und
darauffolgender Zentrifugation konnten die darin enthaltenen Proteine gelést werden. Zur
Proteindenaturierung wurde die Losung fur 1,5 Minuten bei 95° gekocht. Um eine Zerstérung
der Proteine zu vermeiden wurde eine langere Erhitzungsphase vermieden. Visuell zeigten
sich in den abzentrifugierten Schwdmmchen, kleine vom Lammli-Puffer blau gefarbte
Gebiete, die sich auch nach nochmaliger Benetzung und l&ngerer Zentrifugation nicht
herauslésen lieBen. Carlén et al. (1998) und Weyland (2010) stellten bei der erneuten
Behandlung der Schwammchen einen Verbleib von Protein in den Schwammchen fest. In
diesen Zweitzentrifugaten zeigte sich ein im Vergleich zu den zuerst gewonnen Proben
ahnliches, aber schwacher ausgepragtes elektrophoretisches Bandenmuster.

Embery et al. (1986) entwickelten ebenfalls eine Methode zur schrittweisen Entfernung der
Pellikel, hierbei wurde die Schmelzoberflache zuerst mit 2 M CaCl- Losung behandelt und
anschlieRend mit Kuretten. In der Fraktion der zuerst desorbierten Pellikelschicht konnten
vor allem hochmolekulare Molekiile nachgewiesen werden, wohingegen in der danach mit
Kuretten entfernten Schicht vor allem niedermolekulare Molekiile zu finden waren.

Die in- vivo gebildete Pellikel besteht aus einer ul3eren, locker formierten globulédren Schicht

und einer dicht strukturierten Basisschicht. Hannig M et al. (2005) entwickelten ein Verfahren
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zur selektiven Rlckgewinnung dieser Schichten von der Schmelzoberflaiche. Die
Pellikelgewinnung auf in- vivo- Schmelzproben erfolgte mittels mechanischer (Schaben mit
Scaler, Klretten oder einer Rasierklinge oder Reiben mit einem Schwamm) oder chemischer
Methoden (Phosphat- Puffer, NaCl, NaOCI, CaCl2, NaSCN, Harnstoff, Tetrahydrofuran,
Guanin, SDS, HCL, oder EDTA mit oder ohne zusatzliche Ultraschallbehandlung).
AnschlieBend wurden die Schmelzproben durch transmissionselektronenmikroskopische
Analysen auf Pellikelriicksténde untersucht. Die meisten chemischen Behandlungen konnten
die globulare Schicht nicht vollstandig entfernen. Die vollstandige Entfernung der globuléaren
Schicht ohne Unterbrechung der basalen Schicht wurde durch Reiben mit Schwammchen
oder durch CaCl2 in Kombination mit Ultraschall erreicht. Die Entfernung der basalen Schicht
wurde nach der Behandlung mit HCI, EDTA oder NaOCI in Kombination mit Ultraschall
beobachtet. Durch die schrittweise Entfernung der Pellikel mittels SDS und EDTA konnte die
gesamte Proteinschicht gewonnen werden (Hannig M et al. 2005). In der vorliegenden
Studie, bei der nur die alleinige SDS-Schwammchen-Methode verwandt wurde, wurden
keine Versuche beziiglich verbliebener Pellikelriickstdnde auf den verwandten Prifkérpern
durchgefihrt. Es zeigte sich, obwohl in Versuchen gezeigt werden konnte, dass durch die
Desorption mittels SDS und Schwammchen nicht die gesammte Pellikel gewonnen werden
konnte, in den verwendeten 15% High-Tris-Gelen mit anschlieBender Silberfarbung ein breit
gefachertes Proteinspektrum von 2,9 kDa bis 348,5 kDa. Svendson et al. (2008) konnten
durch Abreiben der Schmelzoberflache mittels eines mit 0,5% SDS (Natriumdodecylsulfat)
getrankten Schaumstoffpellets alle anhaftenden Proteine zur weiteren Untersuchung
extrahieren.

Hannig M (1998a) konnte in seinen elektronenoptischen Studien zeigen, dass eine
bakterielle Besiedlung der Pellikel Gberwiegend erst nach 2 Stunden intraoraler Exposition
erfolgte. Nur vereinzelte Kokken adharierten vor dieser Zeit. SDS I6st neben den gewollten
Proteinen der Pellikel auch Membranen von Mikroorganismen und Epithelzellen. So kénnten
weitere Proteine in der extrahierten Losung enthalten sein. Da diese Versuchsreihe nur
intraorale Expositionszeiten von 1, 3 und 30 Minuten untersucht, ist aufgrund der geringen
Anzahl von Kokken, die in diesem Zeitraum adhaerieren, nicht mit gréReren Verfalschungen

der Ergebnisse zu rechnen.

5.1.6 In- vitro Proteinadsorption auf verschiedenen Oberflachen

Die primére Proteinanhaftung wird eher durch physikalisch-chemische Interaktionen als
durch spezifische Bindungen determiniert (Glantz 1977; Vassilakos et al. 1992c). Die

meisten in- vitro- Studien weisen auf die bedeutenden Auswirkungen der unterschiedlichen
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physikalischen Oberflacheneigenschaften auf die Proteinadsorption hin (Arvidsson et al.
2004, Christersson und Dunford 1991, Lee SJ et al. 2001, Lindh et al. 1999, Lindh et al.
2002, Vassilakos et al. 1992a). Dabei ist es beachtenswert, dass Proteinschichten auf mit
Wasser gespllten Proben dicker sind als auf ungespilten Proben (Glantz 1977). Das zeigt,
dass die Flussigkeitsschicht erhebliche Auswirkung auf die Proteinanlagerung hat. Proteine
haben unterschiedliche Affinitdten zu unterschiedlichen Substraten. Mehr Proteine
adsorbieren an rauen Oberflachen (Carlén et al. 2001; Mdiller et al. 2006). Des Weiteren ist
sowohl die Proteinadsorption als auch die Bakterienanhaftung hauptsachlich durch die
Oberflachenrauheit bestimmt, mehr als durch andere materialspezifische physikochemische
Oberflachencharakteristika (Quirynen und Bollen 1995, Siegrist et al. 1991).

Der maglichen Einflussgrof3e der Rauigkeit wurde durch eine sorgféltige, gleichartige Politur
vor Versuchsbeginn Rechnung getragen. Die Oberflaichen wurden durch ein
Auflichtmikroskop kontrolliert und lokale Irregularitiaten bei Bedarf nachpoliert. Eine Anderung
der freien Oberflachenenergie bei Erhéhung der Oberflachenrauigkeit ist Gber verdnderte
Werte bei Bestimmung des Kontaktwinkels erfassbar: Ist er kleiner als 60°, sinkt er durch das
Erhéhen der Rauigkeit, ist er groRer als 86° steigt er. Bei Kontaktwinkeln zwischen 60° und
86° hat die Erhéhung der Rauigkeit keinen Einfluss auf den Kontaktwinkel bzw. die freie
Oberflachenenergie (Busscher HJ et al. 1984b). Diese Zusammenhange wurden
insbesondere fiir Polymere nachgewiesen. Eine Bestimmung des Kontaktwinkels erfolgte bei

dieser Untersuchung nicht.

5.1.7 Materialspezifische Faktoren der Proteinadsorption und freie Oberflachenenergie

In- vitro

Die Menge der unter in- vitro- Bedingungen adsorbierten Proteine korreliert mit der
Oberflachenenergie der Substrate (Arvidsson et al. 2004). Die Oberflachenenergie der
Substrate beeinflusst die Geschwindigkeit der Pellikelbildung (Hannig M et al. 2004). In einer
anderen Studie waren die angelagerten Proteinschichten auf Mittel- Energie- Oberflachen
hoher als auf Niedrig- Energie- Oberflachen (Christersson und Dunford 1991).
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Veranderung von Oberflachen wie bei
Silikonscheiben durch die Beschichtung mit Polyglykol oder Fluorkohlenwasserstoffresten
die Proteinanlagerung reduziert werden konnte (Muller et al. 2006). Etliche Studien
untersuchten die Proteinanlagerung auf hydrophilen und hydrophoben Oberflachen. GroRere
Mengen von Speichelproteinen adsorbieren an hydrophoben Oberflachen im Vergleich zu
hydrophilen Proben (Lindh et al. 1999; Lindh 2002; Lindh et al. 2002; Vassilakos et al.

1992a,c; Vassilakos et al. 1993). Hydrophobe Wechselbeziehungen scheinen eine wichtige
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Rolle als treibende Kraft in der Pellikelbildung zu spielen (Lindh et al. 1999; Lindh 2002;
Lindh et al. 2002; Vassilakos et al. 1992a,c; Vassilakos et al. 1993). Hydrophile Oberflachen
interagieren bevorzugt mit polaren Gruppen der anhaftenden Substrate, wahrend von der
Adsorption auf hydrophoben Oberflachen angenommen wird, dass sie durch
Kohlenwasserstoffreste organischer Molekile vermittelt wird (Vassilakos et al. 1992c). An
hydrophoben  Oberflachen  adsorbieren  groRere  Mengen von  hydrophoben
Speichelfraktionen als an hydrophilen Materialien. Auf hydrophilen Oberflachen adsorbiert
die groRte Menge von hochmolekularen Fraktionen (Vassilakos et al. 1992c). Es kann
gefolgert werden, dass das substratabhangige Adsoptionsverhalten der Speichelproteine
eine breite Variation zwischen den verschiedenen Fraktionen zeigen kénnte (Lindh 2002;
Vassilakos et al. 1992c). Daher wurde in die vorliegende in- situ- Studie eine breite Palette
von Dental- und Referenzmaterialien als Substrat fur die Pellikelbildung einbezogen.

5.1.8 Physikalische Oberflachencharakteristika

Innerhalb von 5 Minuten wird die freie Oberflachenenergie von humanem Schmelz von 84
auf 110 mJ / cm?2 durch die in- vivo- Pellikelbildung erhdht (de Jong et al. 1984). Nach 5
Minuten bleibt die freie Oberflachenenergie von Pellikel (berzogenen Substraten fir
wenigstens 2 Stunden konstant (de Jong et al. 1984). Nach 30- minttiger Exposition, in einer
in- situ- Studie mit Beagle- Hunden, konvergierte die freie Oberflachenenergie
unterschiedlicher Materialien, die urspriinglich von 22 bis 134 mJ / m2 reichte, zu Werten
zwischen 60 und 100 mJ / m2 (Van Dijk et al. 1987). Es kann gefolgert werden, dass nur die
initiale Phase der Proteinanlagerung wahrend der Pellikelbildung durch die freie
Oberflachenenergie beeinflusst ist (Van Dijk et al. 1987, Van Dijk et al. 1988). Trotzdem die
anhaftenden Eigenschaften der Unterlage kénnten weiterhin durch bestimmte Materialien
beeinflusst werden vor allem unter Bericksichtigung der Biofilmbildung. Die in- situ-
Pellikelbildung auf kinstlichen Oberflachen mit unterschiedlichen freien Energien wiesen
eine gewisse qualitative Selektivitat auf (Baier und Glantz 1978), aber die in- situ Exposition
mit der Mundflissigkeit kompensierte fur die verschiedenen Oberflachen die freien Energien
der Festkorper und reduzierte die Benetzungswinkel entsprechend (Busscher et al. 1984a;
Lockowandt et al. 1991; Morge et al. 1989). Die Koordination der Atome und lonen an der
Oberflache metallischer oder keramischer Werkstoffe unterscheidet sich von der im Inneren
dieser Werkstoffe. Im Inneren des Metall- bzw. Kristallgitters sind die Valenzen durch die
Bindungen mit Nachbaratomen abgesattigt, an der Oberflache stehen dagegen freie
Valenzen zur Verfigung, die wiederum starke Anziehungskrafte auf die Adsorption von

Makromolekiilen ausiiben (Baier et al. 1984, Engel 1986, Kasemo und Lausmaa 1986,
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Gristina et al. 1988). Saubere Metalloberflachen weisen eine hohe Oberflachenenergie auf
und besitzen eine hohe Reaktivitat im Grenzflachenbereich, was die Adsorption von
Biopolymeren begunstigt (Engel 1986). Im Gegensatz zu den Oxidschichten auf Gold und
Amalgam besitzen die enstehenden Titanoxide einen amphoteren Charakter (Boehm 1974),
die eine Kationen- und Anionenaustauschreaktion ermdglichen. Dadurch koénnen an
Titanoberflachen Biopolymere sowohl Uber kovalente, als auch Uuber ionische und
Wasserstoffbrickenbindungen adsorbieren (Kasemo und Lausmaa 1986). Dabei erhoht die
Pellikel drastisch die Benetzbarkeit einer grof3en Anzahl von Materialien und maskiert den
Effekt der urspringlichen Oberflachenaktivitdt unter Erzeugung eines homogenisierenden
Effektes (Jendresen und Glantz 1981, Lockowandt et al. 1991, Morge et al. 1989, Van Dijk et
al. 1988). Die vorliegende in- situ- Studie untersucht speziell die initiale Phase der
Pellikeladsorption bei 1-, 3- und 30- minatiger Exposition der 10 verschiedenen Substrate in
der Mundhohle. Auffallig war nur die erhtéhte Proteinadsorption an Kunststoff, die sich durch
die hohen Bindungskapazitaten fir Speichelproteine aufgrund nicht gebundener
Oberflachenvalenzen erklaren kénnte. Die freie Oberflachenenergie kénnte einen Einfluss
auf die Proteinadsorption in der initialen Phase der Pellikelbildung haben. Ansonsten zeigt
sich eine hohe Uniformitat der Proteinanlagerung auf allen Substraten in der initiale Phase.

Die Pellikelbildung ist weitgehend unabhangig von der Substratoberflache.

5.1.9 High-Tris- Gel, Methodik der Gelfarbung, Auswertung mittels ImageMaster™ 1D

Friher kamen chromatografische Methoden (Armstrong 1967; Mayhall 1977; Oste et al.
1981; Al-Hashimi und Levine 1989; Rykke et al. 1990; Rykke und Sgnju 1991, Sgnju Clasen
et al. 1997; Yao et al. 1999) zur Untersuchung der Pellikel zum Einsatz, wobei nur eine
eingeschrankte Analyse der Proteine mdglich war. Die Gelelektrophorese stellte sich als ein
besseres und vielfaltigeres Instrument zur Untersuchung der Proteine in der Pellikel dar.
Deshalb wurde sie in mannigfachen Untersuchungen benutzt (Ruan et al. 1986; Al-Hashimi
und Levine 1989; Jensen et al. 1992; lontcheva et al. 1997; Carlén et al 1998; Lee et al.
2001; Yao et al. 2001; Yao et al. 2003). Das PhastSystem™ der Firma Amersham
Biosciences, eine vollautomatische Elektrophoreseapparatur mit integrierter Farbeeinheit,
brachte in zahlreichen Vorversuchen von Weyland (2010) keine verwertbaren Ergebnisse.
Auch Stigler et al. (2003) konnten nur bis zu 11 Proteine identifizieren.

In dieser Versuchsreihe wurden selbst hergestellte 15%ige High- Tris- Gele, die mit einer
Silberfarbung behandelt wurden, eingesetzt. Es konnten bis zu 41 Proteinbanden auf einer
Lauffront festgestellt werden. Das 15% ige High- Tris- Gel trennt Proteine im Bereich von 10

kDa bis 220 kDa auf. Als Referenz wurde der Molekulargewichtsstandard BenchMark™
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Protein Ladder von Invitrogen verwandt. Banden mit starkerer Intensitéat zeigt er im Bereich
von 20 kDa und 50 kDa, weitere Banden bei 10, 15, 25, 30, 40, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 160
und 220 kDa.

Bei der Probenbeladung der Geltaschen mit der Mikroliter- Spritze wurde immer die Tasche
vom Boden aus vorsichtig und mit wenig Druck gefllt. Visuell erfolgte die Kontrolle tber den
Verbleib der blauen Probenflissigkeit in der jeweiligen Geltasche. Ein Kontaminieren der
Nachbartaschen wére schon durch geringe Mengen Probenflissigkeit moglich und wirde zu
einem verfalschten Ergebnis fuhren. Zur Vermeidung einer Kontamination der
Nachbartaschen sollten Abstande zwischen den einzelnen Proben eingehalten werden. So
koénnte nur jede zweite Geltasche mit Probenflissigkeit beladen werden, oder fir jede Probe
ein eigenes Gel benutzt werden. Hier lag eine mogliche Fehlerquelle, da geringste Mengen
an Probenflussigkeit nach Applikation und Entfernung der Mikroliter- Spritze aus der
Geltasche die anderen Proben, trotz groRter Sorgfalt, kontaminieren konnten. Nach erfolgter
Elektrophorese wurden die Gele zuerst einer Coomassiefarbung unterzogen. Diese Methode
ist nicht so sensitiv wie die Silberfarbung. Die Nachweisgrenze liegt bei ungefahr 0,5 pg
Protein pro Bande im Gel. Eine erste Kontrolle der Proteinbeladung war aber somit relativ
einfach moglich. AuRerdem ist mit dieser Farbung die Quantifizierung der Proteine im Gel
mdglich. Dies war nicht Bestandteil dieser Versuche, kénnte aber interessante Aspekte in
weiteren Versuchen liefern. Nach der Behandlung mit Entfarber | und Entfarber Il wurden die
Gele durch 7 verschiedene Farbelésungen der Silberfarbung unterzogen. Im Vergleich zur
Coomassiefarbung zeichnet sich die Silberfarbung durch eine hohe Sensivitat aus, deren
Nachweisgrenze im Bereich von 0,1 ng bis 1 ng pro Bande liegt. Somit konnten bis zu 41
Proteinbanden pro Lauffront festgestellt werden. Die Intensitat der Bandenfarbung hangt von
der Primarstruktur des Proteins ab. Feinere Banden und eine héhere Anzahl von Banden
konnten mit der Silberfarbung dargestellt werden. Verschiedene Faktoren hatten Einfluss auf
die Qualitat der Silberfarbung, zum einen die Sauberkeit der GefalRe, in denen die
Entwicklung stattfand, zum anderen die Reinheit und das Alter der verwendeten Reagentien.
Vom Alter und der Menge des Formaldehyds im Reagenz (Paraformaldehyd bildet sich bei
langer angesetzten Lésungen am Boden der Flasche) war die Bandendarstellung im Gel
entscheidend abhéngig. Deshalb wurden die Loésungen frihzeitig erneuert, um gute
Ergebnisse zu erhalten. Beim Entwicklungsschritt mit Formaldehyd werden die Silberionen
zu elementarem Silber reduziert. Das Silber farbt die Proteine im Gel schwarz. Diese
Entwicklung fuhrte zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen und musste visuell kontrolliert
beendet werden. Wartete man zu kurz, waren nicht alle Banden darzustellen. Vor allem
Proteinbanden im Bereich von 90 kDa bis 220 kDa waren dann nicht sichtbar. Wurde zu

lange gewartet, farbte sich der Hintergrund immer dunkler und der Kontrast im Gel ging
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verloren, und es war schwer auswertbar.

5.1.10 Auswertung der High-Tris- Gele

Eine Vielzahl von Problemen ergab sich bei dieser umfangreichen Studie zur
Proteinadsorption auf den 10 verschiedenen Werkstoffen und der spéteren Suche mittels
Western- Blot nach spezifischen Proteinen im Verlaufe der Versuche und Auswertungen. Die
Auswertung der Gele mit dem ImageMaster™1D war mit einigen Problemen verbunden. Die
automatische Bandendetektion des Programmes erkannte nicht selektiv die Proteinbanden
des Geles. Es wurden Bereiche auch auf3erhalb der aufgetrennten Pellikelproteinbanden der
verschiedenen Werkstoffe durch die Software detektiert, in denen es zur einer horizontalen
Diffusion innerhalb des Geles kam. Verunreinigungen wurden durch das
Auswertungsprogramm ebenso erkannt. In Bereichen, in denen visuell keine Banden zu
erkennen waren, markierte die Analysesoftware ImageMaster™ trotzdem feine Linien als
Proteinbanden, die wo mdglich durch horizontale Diffusion oder durch Verunreinigungen
wahrend der Silberfarbung entstanden waren. Verringerte man die Detektionssensivitat,
erkannte das Analyseprogramm visuell eindeutig erkennbare Proteinbanden nicht. Es wurde
mit hoher Detektionssensivitat weitergearbeitet, und manuell wurden alle Banden, die nicht
eindeutig als Proteinbande zu deuten waren, geldscht. Durch fehlerhafte Interpretation
konnte es zum Informationsverlust einzelner Proteinbanden gekommen sein. Aul3erdem
lagen im Bereich von ungefahr 50 kDa bis 80 kDa die Proteinbanden sehr nah beieinander
und konnten nicht klar voneinander abgegrenzt werden. Ein Informationsverlust durch
Bandeniberlappung war hier nicht auszuschlieen. Es konnte nicht ausgeschlossen werden,
dass fehlerhaft markierte Banden mitgewertet wurden oder Proteinbanden nicht entdeckt
wurden. Winschenswert ware eine verbesserte Analysesoftware, die selektiv nur
Proteinbanden markiert. Aufgrund des sogenannten "Smiling-Effektes”- (dieser Effekt
entsteht, weil die Proteinproben in den duR3eren Gelspuren langsamer wandern als Proben in
der Mitte des Geles) konnten die aufgetrennten Proteine in den verschiedenen Spuren nicht
miteinander verglichen werden. Das Auswertungsprogramm wies eindeutig gleichen
Proteinbanden in unterschiedlichen Spuren verschiedene kDa- Werte 2zu. Eine
Molekulargewichtsbestimmung war trotz verschiedener Programmeinstellungen im
Analyseprogramm  nicht mdglich. Zur Auswertung kamen nur die absoluten
Proteinbandenzahlen der einzelnen Spuren, Lokalisationen (bukkal/lingual) und
Expositionszeiten von 1-, 3- und 30 Minuten. Die geschlechtsbezogene Auswertung war
aufgrund der geringen Probandenzahl (3 weibliche und 3 mannliche Probanden) nicht

aussagekraftig. Im niedermolekularen Bereich von 0 bis 15 kDa zeigten sich generell bei
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allen Gelen dicke und stark gefarbte Banden, im hochmolekularen Bereich von 90 bis 348,5

kDa dagegen feine und eher schwach gefarbte Banden.

5.1.11 Anzahl und Verteilung der Banden

Die Auswertung der 18 High-Tris- Gele zeigte in diesen Versuchen bis zu 41 Banden je
Laufspur. Der Molekulargewichtsbereich der Banden erstreckte sich von 2,9 kDa bis 348,5
kDa. Diese absoluten Zahlen sind durch einen Vergleich mit der Markerspur errechnet
worden und somit wegen des "Smiling- Effektes" nur eingeschrankt aussagekraftig. Der
horizontale Vergleich der Banden untereinander war durch die falsche kDa- Zuweisung
eindeutig gleicher Banden in unterschiedlichen Spuren nicht moglich. Dies hatte einen
Vergleich der unterschiedlichen Materialien, Lokalisationen und Expositionszeiten sehr
vereinfacht. Eine weitere Verfélschung dieser absoluten Zahlen entsteht durch die
exponentielle Stauchung bei Werten oberhalb von 220 kDa und Werten unterhalb von 10
kDa. Leider ist auch die Bandenanzahl nur eingeschrankt aussagekraftig.
Informationsverluste koénnten durch Bandenuberlappung und durch unterschiedliche
Entwicklungsergebnisse bei der Silberfarbung und somit Nichtdarstellung von Banden im Gel
entstanden sein. "Pseudobanden” durch falsche Analyse der Detektionssoftware und durch

horizontale Diffusion entstandene Banden kdnnten die Ergebnisse ebenso verfalscht haben.

5.1.12 Western- Blot

Western- Blot stellt ein Nachweisverfahren von Proteinen in einem Proteingemisch dar.

Dafir werden die zuvor in einer Gel- Elektrophorese aufgetrennten Proteine auf eine feste
Tragermatrix Ubertragen. Als feste Tragermatrix kam eine PVDF- Membran zum Einsatz.
Dieser Prozess wird Blotting genannt. In den Versuchen wurden markierte ,sekundare®
Antikodrper verwendet. Die sekundéaren Antikérper binden spezifisch an den artspezifischen
konstanten Teil des primaren Antikdrpers. Die durch die konjugierte Peroxidase bewirkte
Nachweisreaktion kann dort stattfinden, wo der Primé&rantikdrper und somit das Zielprotein
auf der Membran befindlich ist. Diesen Vorgang nennt man Chemolumineszenzreaktion.
Eine genaue Zuweisung des spezifischen Protein zu der korrespondierenden Bande bzw.
Doppelbande im Polyamidgel wiirde weitere Erkenntnisse liefern. Eine Proteinbande im Gel
ist nicht automatisch auch ein Protein. Als Beispiel ware hier die a- Amylase mit ihrer
typischen Doppelbande zu nennen. Abbauprodukte, horizontale Diffusion und
Verunreinigungen kénnten mittels Erfahrungswerten aus dem Gel eliminiert werden. Nicht fur
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alle spezifischen Proteine lag das gesuchte Proteine als Referenz vor, sondern nur fir die
spezifischen Proteine a- Amylase, Laktoferrin, Lysozym und Carboanhydrase Il. Bei diesen
spezifischen Proteinen waére auch eine Quantifizierung moglich. Carboanhydrase | als
Bestandteil des Molekulargewichtsstandard konnte durch diese Referenz eindeutig
nachgewiesen werden. Die spezifischen Proteine Glykosyltransferase B, C und D konnten in
dem in der Literatur nachgewiesenen Molekulargewichtsbereich nachgewiesen werden.
Ebenso die spezifischen Proteine IgA und PRP. Durch Austestung mufte der ideale
Belichtungszeitraum, bei dem sich die gesuchte Bande zeigte, festgestellt werden. Nachteilig
bei diesem Verfahren ist, dass zur Auswertung Erfahrungswerte erforderlich sind, die sich
erst aus einer gro3en Zahl von Versuchen ergeben. Einige spezifische Proteine, die in
geringer Menge vorlagen, konnten erst durch vorangegangene Waschschritte sichtbar

gemacht werden.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Insgesamt zeigte sich bei allen 10 Werkstoffen, beiden Lokalisationen und den drei
intraoralen Expositionszeiten ein einheitliches Bandenmuster der Pellikelproteine. Lediglich
einzelne Tendenzen fielen auf. Pellikelproben auf Kunststoff hatten zu allen
Expositionszeiten die meisten Banden, mit der Ausnahme der lingualen Lokalisation bei 3

Minuten Expositionszeit.

Im Gegensatz zu friiheren Studien (Stigler et al. 2003; Hannig M et al. 2002, 2005; Carlén et
al. 1998), die zeigten, dass mittels der SDS- Schwammchen- Methode allein die Proteine der
Pellikelbasisschicht nur sehr sparlich bis gar nicht zu desorbieren wéren, was sich im
geringen Vorkommen der niedermolekularen Proteine niederschlagen wirde, konnten in
dieser Studie mit der SDS- Methode eindeutig niedermolekulare Banden dargestellt werden.
Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Studie von Weyland (2010). Stigler et al. (2003)
konnte die Proteine mit den Molekulargewichten von 73 kDa bis 190 kDa fast ausschlief3lich
mit der EDTA- Methode nachweisen. In diesem Molekulargewichtsbereich fanden sich in
dieser Studie viele feine Banden. Dies deckt sich mit Ergebnissen der Studie von Weyland
(2010), der ebenfalls mit der SDS- Methode in diesem Bereich viele Banden fand. In dieser
Studie wurden bis zu 41 Banden auf den untersuchten Werkstoffen festgestellt, Weyland
(2010) fand in seiner Studie bis zu 65 Banden. Es wurde in beiden Studien eine hohe Zahl

an Banden mit der SDS- Schwammchen- Methode auf allen Werkstoffen gefunden. Mit Hilfe
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der Massenspektrometrie konnten Lee et al. (2013) in ihrer Studie 130 AEP- Proteine nach
Herkunft, vermeintlicher biologischer Funktion und mdglicher Bedeutung in der Pellikel
identifizieren und charakterisieren. Zusatzlich zeigte die Studie von Lee et al. (2013), dass
Speichelproteine mit einer Affinitat zu Calcium und Phosphat zahlreicher in den frihen
Stadien der Pellikelbildung vorkommen, wahrend Proteine mit Protein- Protein-
Wechselwirkungen signifikanter in spateren Phasen der Pellikelbildung zu finden sind.

Nur wenige Studien untersuchten bisher die in- situ / in- vivo- Pellikelbildung auf
Dentalmaterialien. Uberwiegend gibt es Daten zur in- vitro- Pellikelbildung in diesem Bereich.
Die initial adsorbierte Proteinschicht ist der Mediator fir Grenzflacheninteraktionen in der
Mundhdhle und trotz dieser wichtigen Schlisselpostion ist die Kurzzeitpellikel nur wenig
untersucht. Diese in- situ- Studie untersucht erstmalig die 1-min Pellikel auf den
verschiedenen Materialien. Die grof3ten Abweichungen der Bandenzahlen unter den
verschiedenen Werkstoffen zeigten die Mittelwerte fir die Proben aller 6 Probanden beider
Lokalisationen zu der 1- minitigen Expositionszeit. Insgesamt betrachtet ist dennoch eine
hohe Uniformitat der Proteinadsorption auf den 10 Werkstoffen, beiden Lokalisationen, zu

den drei Expositionszeiten und allen 6 Probanden zu beobachten.

5.2.1 Proteinbandenmuster auf verschiedenen Werkstoffen

5.2.1.1 Metallische Werkstoffe

In dieser Studie zeigte sich ein gleichférmiges Verteilungsmuster der verschiedenen Proteine
auf allen untersuchten Werkstoffen. Lediglich im einminltigen durchschnittlichen
Untersuchungsergebnis differierten Gold und Amalgam mit weniger Proteinanlagerung. Titan

jedoch zeigte hier keinerlei Abweichungen nach oben oder unten.

5.2.1.2 Glasionomerzement

Dem in der Literatur untersuchten Maximum der Fluoridfreisetzung in den ersten 24 Stunden
und der rapiden Senkung der Freisetzungsmenge auf ein gleichbleibendes Niveau ab etwa
dem 8. Tag (El Mallakh und Sarkar 1990; Creanor et al. 1994) wurde durch Lagerung der
Prifkorper Uber einen Zeitraum von 7 Tagen bei 100% Luftfeuchtigkeit Rechnung getragen.

In den Expositionsversuchen Uber einen Zeitraum von 1 Minute bei Glasionomerzement

zeigten sich lingual weniger Banden als bukkal.
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5.2.1.3 Kunststoff und Komposit

Hannig, M. (1998) stellte in seinen elektronenoptischen Studien eine hohe Uniformitat des
Proteinadsorbtionsverhaltens auf allen untersuchten Werkstoffen u. a. Kunststoff und
Komposit fest. Unter in- vitro- Bedingungen, haben Proteine meistens eine héhere Affinitat
zu Polymermaterialien, welche blicherweise einen hydrophoben Charakter haben
(Steinberg und Eyal 2002). Polymere Werkstoffe besitzen aufgrund ihrer nicht gebundenen
Oberflachenvalenzen hohe Bindungskapazitaten fir Speichelproteine. Durch die
Lichtpolymerisation werden nur ca. 55 bis 70% der Monomere zahndrztlicher Komposite in
Polymere Uberfihrt. Sowohl bei der 1- minitigen, als auch bei der 3- und 30- minltigen
Exposition konnten in den aktuellen Versuchen auf Kunststoffprufkbrpern mehr Banden
dargestellt werden als auf allen anderen untersuchten Materialien.

5.2.1.4 Teflon

In transmissionselektronenoptischen Untersuchungen wurde durch Hannig M (1998a) weder
ein Unterschied in der Pellikelbildung noch in der bakteriellen Adharenz auf Teflon im
Vergleich zu anderen Materialien gefunden. Auch in den jetzigen Untersuchungen zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede bei der Proteinadsorption auf allen untersuchten

Materialien einschlie3lich Teflon.

5.2.2 Molekulargewichte

Die Mittelwerte der Molekulargewichte der Pellikelproteine auf allen Werkstoffen, in beiden
Lokalisationen, bei allen Probanden und zu allen drei Zeiten der intraoralen Exposition
zeigen ein sehr homogenes Verteilungsmuster. Der Molekulargewichtsbereich der Banden
erstreckte sich von 2,9 kDa bis 348,5 kDa.

Eine regelméRige Bandenverteilung bei allen elektrophoretischen Analysen zeigte sich in
dem Molekulargewichtsbereich von 25 kDa bis 80 kDa. Dies deckt sich mit den Ergebnissen
der Untersuchung von Weyland (2010). Schon Eggen und Rglla (1982, 1983) fanden heraus,

dass der Hauptanteil der Pellikeproteine Molekulargewichte unter 67 kDa aufweist.
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5.2.3 Nachweis der spezifischen Proteine

Verschiedenste Methoden zum Nachweil3 von spezifischen Proteinen in der Pellikel wurden
durchgefihrt (Hannig M et al. 2004; Vacca- Smith and Bowen 2000) und verfeinerten sich
uber die Jahre. Mit den heutigen Methoden der Massenspektrometrie konnten 130
verschiedene Proteine in der Pellikel identifiziert werden (Lee et al. 2013). In der
vorliegenden Studie wurde der qualitative Nachweis der spezifischen Proteine alpha-
Amylase, Lysozym, Laktoferrin, Carboanhydrase |, Carboanhydrase Il, sIgA,
Glykosyltransferase B, Glykosyltransferase C, Glykosyltrandferase D und der prolinreichen
Proteine mittels Western- Blot erbracht. Diese Ergebnisse dieser mit Western- Blot in der
initialen Pellikel identifizierten Proteine decken sich mit den in der Literatur beschriebenen
Pellikelproteinen. Lediglich der Nachweis von Mucin | mittels Westernblotting gelang nicht.

5.2.4 Schlussfolgerungen

Die Pellikelbildung ist im Hinblick auf die Proteinzusammensetzung weitgehend unabhangig
von der Substratoberflache: Alle dem Mundmilieu und somit dem Speichel ausgesetzten
Werkstoffe besitzen die Fahigkeit zur Ausbildung einer Pellikel.

Bereits nach 1 Minute zeigt die Pellikel ein ahnliches Proteinprofil wie nach 3- und 30
Minuten, was den RickschluR zu laRt, dass es sich bei der Pellikelbildung um ein sehr
schnelles Geschehen handelt.

Bis zu 41 Banden im Molekulargewichtsbereich zwischen 2,9 kDa und 348,5 kDa konnten
auf den 10 untersuchten Werkstoffen gefunden werden.

Der qualitative Nachweis der spezifischen Pellikelproteine alpha- Amylase, Lysozym,
Laktoferrin, Carboanhydrase 1, Carboanhydrase Il, sIgA, Glykosyltransferase B,
Glykosyltransferase C, Glykosyltrandferase D und der prolinreichne Proteine konnte in der
initialen in- situ- Pellikel mittels Western- Blot erbracht werden.

In Folgeuntersuchungen kénnten nano- massenspektrometrische Analyseverfahren genutzt

werden, um das Pellikelproteom auf verschiedenen Substraten im Detail aufzuklaren.
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7. Materialliste

blend-a-print Elastic-Alginat, blend-a-med Forschung Procter & Gamble
GmbH, Schwalbach, Deutschland

ESPE Impresept®, Espe Dental- Medizin GmbH & Co. KG, Seefeld,
Deutschland

Superhartgips, GC Fujirock®, G-C Dental Ind. Corp., Tokyo, Japan

Hartgips Moldano® blau stone Typ S, Heraeus Kulzer GmbH, Hanau,
Deutschland

Tiefziehplatten Scheu Duran® 1,0 x 125mm, Scheu- Dental GmbH, Hanau,
Deutschland

Diamantierte Trennscheibe Horico H 350220, Horico, Berlin, Deutschland
Rosenbohrer H1SE, Brasseler GmbH & Co. KG, Lemgo, Deutschland
Erkodent erkopress® ES 2004, Erkodent Erich Kopp GmbH,
Pfalzgrafenweiler, Deutschland

Titanprifkorper Frios® 10-5010, FRIADENT GmbH, Mannheim, Deutschland
Amalgamprifkérper ORALLOY MAGICAP S, colténe® AG, Altstatten,
Schweiz

Keramikprifkérper CEREC® VITABLOCS® Mark Il, Vita Zahnfabrik

Rauter GmbH & Co. KG, Bad S&ckingen, Deutschland

Glasprifkorper Objekttrager 76 x 26mm, Menzel Glaser GmbH & Co. KG,
Braunschweig, Deutschland

Kunststoffprifkorper Palapress®, Heraeus- kulzer GmbH & Co. KG, Hanau,
Deutschland

Glasionomerzementprifkorper 3M ESPE Ketac™ Fil Plus Aplicap™, 3M
ESPE AG, Seefeld, Deutschland

Teflonprifkorper aus Teflonschablone, unbekannter Hersteller
Schmelzprifkorper, frisch extrahierten Rinderschneidezéhne

Goldprufkdrper Bio Herador® N, Heraeus- Kulzer GmbH & Co. KG, Hanau,
Deutschland

Kompositprufkdrper XRV™ Herculite®, Kerr Italia S. p. A. Scafati, Italien

UV- Lampe Astralis 5, Ivoclar Vivadent AG, Schaan, Liechtenstein

Liebherrr premium, Liebherr Hausgerate GmbH, Ochsenhausen, Deutschland
Gripo Schleif- und Poliermaschine, Metkon® Gripo 2V, Bursa, Tirkei
Schleifpapier MICROCUT®, Buehler®, Diusseldorf, Deutschland

Auflicht Stereo Zoom Mikroskop Motic® Deutschland GmbH, Wetzlar,
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36
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39
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41
42

43
44
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Deutschland

Alkohol Ethanol 70%, Apotheke in den Univ. Kliniken des Saarlandes,
Deutschland

Aqua Spullésung, Delta Select GmbH, Pfullingen, Deutschland -Roth
Rotilabo® Spritzflasche, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Bandelin Sonorex Super, Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin,
Deutschland

Natriumhypochlorit 1% + 3%, A. Hedinger GmbH, Stuttgart, Deutschland
Peha- Soft®, Einmal- Untersuchungshandschuhe, puderfrei, Paul Hartmann
AG, Heidenheim, Deutschland

PRESIDENT PLUS light body Abformmasse, coltene® AG, Altstatten,
Schweiz

Kettenbach Applifix 2, Kettenbach GmbH & Co. KG, Eschenburg, Deutschland
Mixing Tips, colténe® AG, Altstatten, Schweiz

KaVo ESTTETICA Sensus 1066 T, KaVo Dental GmbH, Biberach,
Deutschland

Schaumstoffpellete Pele Tim No. 0, VOCO GmbH, Cuxhaven, Deutschland
Teflonpinzette T519, Plano, Wetzlar, Deutschland

Anatomische Pinzette, gerade, Standard 14,5 cm, Aesculap AG, Tuttlingen,
Deutschland

Heidemannspatel DE420R, 2,0 mm, Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland
Druckluftspray 67 Super, 200ml, CRC- Kontaktchemie

Natriumlaurylsulfat Losung 2%, Apotheke d. Unikliniken d. Saarlandes,
Homburg, Deutschland

SDS, Dodecylsulfate Na-salt, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Eppendorf Reference 1-10pl, 10-100pl, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
ratiolab® Pipettenspitzen, Miiller, Dreieich, Deutschland

Reagiergefalle Mikrotubes 1,5ml, 39 x 10mm, Sarstedt, Nurnbrecht,
Deutschland

Herma Haftetiketten 12 x 18mm, Herma GmbH, Stuttgart, Deutschland
Hereaus Herafreeze HFC 286 Basic, Kendro, Hanau, Deutschland

Julabo MWB, Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Deutschland
Lammli-Puffer, Eigenherstellung Med. Biochemie, Universitat d. Saarlandes,
Homburg, Deutschland

Vortex Genie 2, Scientific Industries INC., Bohemia, N.Y., 11716, USA
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Zahnsonde Nr. 9, gerade, Omnident® Dentalhandelsgesellschaft GmbH,
Rodgau, Deutschland

Biofuge Primo, Heraeus, Kendro Laboratory products GmbH, Hanau,
Deutschland

Beckmann Mikrofuge® Tubes 1,5ml, Beckmann instruments, Inc. Palo Alto,
USA

Trichloressigsaure p. A., MERCK KgaA, Darmstadt, Deutschland

neolab® Eisbad 1-6031, Laborspezialprodukte, neolab Migge Laborbedarf-
Vertriebs GmbH, Heidelberg, Deutschland

Eppendorf Centrifuge 5402, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Aceton p. A., MERCk KgaA, Darmstadt, Deutschland

Sockel mit Hohlfrasung fur Elektrophoresegele, Eigenbau Med. Biochemie,
Univ. d. Saarlandes, Homburg, Deutschland

Glasplatten fur Elektrophoresegele, Glaserei Peter Wenzel, Miinchen,
Deutschland

Teflonspacer fur Elektrophoresegele, Mauly® Foldback- Klemmer 51, Jakob
Maul GmbH, Kirchen, Deutschland

21er Teflonkamm fur Elektrophoresegele, Eigenbau Med. Biochemie, Univ. d.
Saarlandes, Homburg, Deutschland

Bacto- Agar, DIFCO Laboratories, Detroit, USA

Mikrowelle Intellowave LG MS-197H, LG Electronics Deutschland GmbH,
Willich, Deutschland

Becherglas, Schott Duran, Schott AG, Mainz, Deutschland
VWR™Magnetrihrstdbchen, VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Magnetrtihrer IKA Combimag RCT, Janke & Kunkel GmbH & Co. KG, Staufen
Breisgau, Deutschland

Acrylamid 4 x 40%, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Acrylamid 30%, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Bisacrylamid 2%, sterilfiltriert, N’ N-Methylene-bisacrylamide 2x2%,

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

1,875 M Tris pH 8,8 mit HCL, Tris(hydroxymethyl)aminomethan, MERCK KG
aA, Darmstadt, Deutschland

Millipore-H20, Milli Q® Water purifikation system, Millipore Corporation,
Bedford Massachusetts, USA

TEMED , N, N, N’, N’- Tetramethylendiamin, SERVA Electrophoresis GmbH,

107



Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.
Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

Mat.

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83
84

85

86

87

88

89

Heidelberg, Deutschland

20% AMPS, Amoniumpersulfat, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

1-Butanol, MERCK KgaA, Darmstadt, Deutschland

Filterpapier, Whatman®, Schleicher & Schuell®, Dassel, Deutschland
Glaspipetten 5 + 10 ml, Hirschmann® EM Techcolor, Hirschmann®
Laborgerate GmbH & Co. KG, Eberstadt, Deutschland

Pipettierhilfe, Automatic Sarpette® DESAGA, Sarstedt Gruppe Drummond
scientific Co. Broomall, PA., USA

1M Tris pH 6,8, aus Tris(hydroxymethyl)aminomethan, MERCK KgaA,
Darmstadt, Deutschland

Parafilm "M"® Laboratory Film, American CAN COMPANY, Greenwich,
Grol3britannien

Eppendorf Centrifuge 5415 C, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf Thermostat 5320, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Elektrophoreseapparatur, Eigenbau Med. Biochemie, Univ. d. Saarlandes,
Homburg

Stromgeber, Pharmacia Biotech Electrophoresis Power Supply EPS 3500,
Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden

Laufpuffer, Eigenherstellung Med. Biochemie, Universitat d. Saarlandes,
Homburg, Deutschland

Hamilton Microliter® Syringe, Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz
BenchMark™Protein Ladder, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Coomassiefarbeldsung, Eigenherstellung Med. Biochemie, Universitat d.
Saarlandes, Homburg, Deutschland

-Brilliant Blue G, SIGMA- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
-SERVA Blue R, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Kreis-Schiittler, GFL 3019, Gesellschaft fur Labortechnik GmbH, Burgwendel,
Deutschland

Entfarber 1, Eigenherstellung Med. Biochemie, Universitdt d. Saarlandes,
Homburg, Deutschland

Entfarber 11, Eigenherstellung Med. Biochemie, Universitat d. Saarlandes,
Homburg, Deutschland

Ethanol 99%, Zentrales Chemikalienlager Universitat d. Saarlandes,
Saarbriicken, Deutschland

Essigsaure 99%, Zentrales Chemikalienlager Universitat d. Saarlandes,
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Saarbrucken, Deutschland

Glutardialdehyd 25%, MERCK-Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland
Na,Cosz 12,5%, Natriumcarbonat, MERCK KgaA, Darmstadt, Deutschland
Silbernitrat p.A., MERCK KgaA, Darmstadt, Deutschland

Formaldehyd 37%, MERCK KgaA, Darmstadt, Deutschland

Glycerin 87%, MERCK KgaA, Darmstadt, Deutschland

Rocky® Wippe, Typ RT-1S, Frobel Labortechnik, Wassserburg, Deutschland
Cellophanfolie 0,023 mm, Ptz Folien, Taunusstein Wehen, Deutschland
Trockenrahmen, Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

Durchlichtscanner Epson Expression 1680 Pro, Seiko Epson® Corp., Japan
ImageMaster™ LabScan Version 3.01

Amersham Pharmacia Biotech, Upsala, Schweden

ImageMaster™ 1D Elite Version 4.10c

Amersham Pharmacia Biotech, Upsala, Schweden

Sartorius BP 4100 Laborwaage, Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Glycin krist. H,N CH, COOH, MERCK KgaA, Darmstadt, Deutschland

frema Reform Instant- Magermilchpulver, Reformhaus

Falcon- R6hrchen 50ml, 115x28mm, steril, Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland
1xTBS, Eigenherstellung Med. Biochemie, Universitat d. Saarlandes,
Homburg, Deutschland

1XTBST, Eigenherstellung Med. Biochemie, Universitéat d. Saarlandes,
Homburg, Deutschland

Greiner, Taumel- Rollenmischer, LABCON GmbH, Heppenheim, Deutschland
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentas GmbH, St. Leon- Rot,
Deutschland

Kaleidoscope™ Prestained Standard, Bio-Rad Miinchen, Deutschland
Immunglobulin A (IgA) (sheep), BIOTREND Chemikalien GmbH, Kdln,
Deutschland

Mucin 1 (MUC-1) (mouse), BIOTREND Chemikalien GmbH, KdlIn,
Deutschland

Carbonic Anhydrase 1 (CAl) (sheep), BIOTREND Chemikalien GmbH, Kalin,
Deutschland

Carbonic Anhydrase 2 (CA2) (sheep), BIOTREND Chemikalien GmbH, Kdlin,
Deutschland

Lactoferrin (sheep), BIOTREND Chemikalien GmbH, K&ln, Deutschland
Amylase (sheep), BIOTREND Chemikalien GmbH, Kdln, Deutschland
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Lysozyme (muramidase) (sheep), BIOTREND Chemikalien GmbH,
Deutschland

Glykosyltransferase B (rabbit), BIOTREND Chemikalien GmbH, Kéln,
Deutschland

Glykosyltransferase C (rabbit), BIOTREND Chemikalien GmbH, Kdln,
Deutschland

Glykosyltransferase D (rabbit), BIOTREND Chemikalien GmbH, Kéln,
Deutschland

PRP (goat)

Methanol 100%, Zentrales Chemikalienlager Universitat d. Saarlandes,
Saarbricken, Deutschland

Blot- Kassette, Mini Trans- Blot™, BioRad Mlnchen, Deutschland
PVDF- Membran, Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ponceau S, Sigma- Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

Rohre 15ml, 120x17 mm, steril, Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland
Variomag Electronicrithrer MULTIPOINT HP, H+P Labortechnik,
Oberschleizheim, Germany

Kihlung Pharmacia LKB, Multi Temp I, Amersham Pharmacia Biotech,
Upsala Schweden

Blotkammer Trans- Blot® Cell, BioRad, Minchen, Deutschland

Koln,

Electrophoresis Power Supply- EPS 600, Amersham Pharmacia Biotech,

Upsala, Schweden

Amersham Hyperfim™ ECL (High performance chemiluminescence film),

Amersham Biosciences, GE Healthcare, Japan

Hyperkassette™, Amersham Biosciences, GE Healthcare, Fisher Scientific,

Schwerte, Deutschland

Amersham™ ECL™ (Western Blotting Detection Reagent), Amersham
Bioscience, Freiburg, Deutschland

Tischentwicklungsmaschine, Curix 60, AGFA, Siemens Healthcare,

Deutschland

1,5M Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan), MERCK KgaA, Darmstadt,

Deutschland

0,5M Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan), MERCK KgaA, Darmstadt,

Deutschlan
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8. Anhang

Tab. 1: Rezept zur Herstellung des Lammli- Puffers

|Bromphenolblau

nach Bedarf

~2 Kristalle

nach Bedarf

~2 Kristalle

Stammldsung 1fach 2fach bfach
2M Tris pH 6,8 3,0 ml 6,0 ml 15,0 ml
10% SDS 20,0 ml 40,0 ml 100 ml
87% Glycerin 11,5 ml 23,0 ml 57,7 ml
ad H,O 95,0 ml 90,0 ml 75,0 ml
davon davon davon
Gebrauchslésung 9,5 ml 9,0 ml 7,5 ml
[3- Mercaptoethanol 500 pl 1,0 mi 2,5 ml

nach Bedarf

~2 Kristalle
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Tab. 2: Rezept zur Herstellung der Trenngele

Trenngel Stock 1 Gel 2Gele |3Gele }4Gele |5Gele |6 Gele
10% 3,75 7,5 11,25 15 18,75 22,5
12,50% 40% Acrylamid 4,69 9,38 14,07 18,76 23,45 28,14
15% (ml) 5,63 11,26 16,89 |22,52 |28,15 33,78
17,50% 6,56 13,12 19,68 26,24 |32,8 39,36
10% 1 2 3 4 5 6
12,50% 2% Bisacrylamid 1,25 2,5 3,75 5 6,25 7,5
15% (ml) 1,5 3 4,5 6 75 9
17,50% 1,76 3,52 5,28 7,04 8,8 10,56
10,00% 4,05 8,1 12,15 16,2 20,25 24,3
12,50% Wasser 2,86 5,72 8,58 11,44 14,3 17,16
15% (ml) 1,67 3,34 5,01 6,68 8,35 10,02
17,50% 1,39 2,78 4,17 5,56 6,95 8,34
1,875M Tris pH 8,8]6 12 18 24 30 36
(ml)
10% SDS (pl) 150 300 450 600 750 900
20% AMPS (pl) 45 90 135 180 225 270
TEMED (ul) 5 10 15 20 25 30
Endvolumen (ml) 15 30 45 60 75 90
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Tab. 3: Rezept zur Herstellung der Sammelgele

Sammelgel |Bestandteile 1 2 3 4 5 6
40% 0,9 1,8 2,7 3,6 4,5 54
5% Acrylamid (ml)
2%
Bisacrylamid 0,24 0,48 0,72 0,96 1,2 1,44
(ml)
Wasser 5,01 J10,02 J15,03 J20,04 J25,05 |30,06
(ml)
1M Tris pH 6,8]0,9 1,8 2,7 3,6 4,5 5,4
(ml)
10% SDS (ul) 72 144 J216 288 360 432
20% AMPS (ul) |67,5 |135 202,5 j207 )337,5 405
TEMED (ul) 105 Je1 315 W2 5255 |63
Gesamtvolumen |7,2 14,4 21,6 128,8 |36 43,2
Tab. 4: Rezept zur Herstellung von Coomassieldésung
Coomassiefarbung
0,2% Coomassie R250 1,000 g
0,005% Coomassie G250 0,025¢g
40% Methanol 200 ml
H,0O dest. 120 ml
10% Essigsaure 50 ml

ad 500 ml H,O bid.

Tab. 5: Rezept zur Herstellung von Entfarber |

[Entfarber | fur 8l
10% Eisessig technisch 800 ml
40% Methanol 3200 ml
|H,O dest. 3840 ml
87% Glycerin 2% 180 ml
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Tab. 6: Rezept zur Herstellung von Entfarber II

Entfarber Il fur 81

5% Eisessig technisch 400 ml
10% Methanol 800 ml
H,O dest. 6620 ml
87% Glycerin 2% 180 ml

Tab. 7: Rezepte zur Herstellung der Farbelésungen

Ethanol 99% (Mat. 88) 250 ml
2 Essigsaure 99% (Mat. 89) 50 ml
Millipore H,O 200 ml
4 Glutardialdehyd (Mat. 90) 150 mi
Millipore H,O 300 ml
5 Millipore H,O 600 ml
6 Silbernitrat (Mat. 92) 2,50
Millipore H,O 1000 ml
7 Natriumcarbonat 12,5% (Mat. 91) (100 ml
Millipore H,O 400 ml
Formaldehyd 37% (Mat. 93) 200 pl
3 Essigsaure 99% 25 ml
Millipore H,O 475 ml
Essigsaure 99% 50 ml
9 Glycerin 87% (Mat. 94) 28,7 ml
Millipore H,O 421,3 ml
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Tab. 8: Einwirkzeiten der Farbeldsungen

|Lt')sung Einwirkzeit

2 5 min

6 min

2X2 min

30 min

2X2 min

ca. 15 min optische Kontrolle

2 min

Ol o] | o] o] ga] &

ca. 10 min

Millipore H,O mit Glycerin

Tab. 9: Rezept zur Herstellung der Biorad- Gele

10% Gele (2x) Biorad

Trenngel
4,00 ml H,O
3,30 ml 30% Acrylamid
2,50 ml 1,5M Tris
100 pl 10% SDS
5 ul TEMED
50 pl AMPS
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Tab. 10: Bandenanzahl der Pellikelproben von Proband 1 in Abhangigkeit von Werkstoff,

Expositionszeit und Lokalisation.

[Bandenzahl Proband 1 (mannl.)

Zeit 1 min 3 min 30 min

|Lokalisation bukkal [ingual pukkal [ingual [|bukkal [ingual

\Werkstoff Gold 20 25 P6 21 P5 24
Keramik 2 29 P4 18 P4 26
Teflon 21 24 P2 22 23 25
Kunststoff 4 26 P4 28 28 25
Schmelz 20 26 16 19 P4 25
Titan 2 27 D7 31 25 29
Glas 2 23 17 24 29 23
Komposit 2 25 P2 26 26 23
GlZ 2 22 P8 23 P8 22
Amalgam P4 21 D7 21 06 22

Tab. 11: Bandenanzahl der Pellikelproben von Proband 2 in Abhangigkeit von Werkstoff,

Expositionszeit und Lokalisation.

[Bandenzahl Proband 2 (weibl.)

Zeit 1 min 3 min 30 min

|Lokalisation bukkal [ingual pukkal [ingual pukkal [ingual

\Werkstoff Gold 4 16 18 29 18 24
Keramik 7 27 20 25 31 28
Teflon 30 25 D7 25 32 40
Kunststoff 30 29 30 33 37 37
Schmelz 06 25 03 22 31 28
Titan D7 30 6 23 35 38
Glas 7 22 33 27 D7 22
Komposit 25 20 34 24 R7 25
GlZ P5 23 03 23 P4 22
Amalgam 3 22 P4 23 D7 23
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Tab. 12: Bandenanzahl der Pellikelproben von Proband 3 in Abhangigkeit von Werkstoff,

Expositionszeit und Lokalisation.

[Bandenzahl Proband 3 (mannl.)

Zeit 1 min 3 min 30 min

|Lokalisation bukkal [ingual pukkal [ingual pukkal [ingual

\Werkstoff Gold 20 29 7 27 P6 26
Keramik 26 29 23 31 26 30
Teflon D5 28 6 28 30 29
Kunststoff 32 32 25 28 28 33
Schmelz 03 29 P1 27 D7 28
Titan 7 28 23 28 26 29
Glas 29 28 25 25 P7 29
Komposit 29 32 26 27 28 30
GlZ P4 30 D7 26 06 28
Amalgam 26 28 25 28 28 28

Tab. 13: Bandenanzahl der Pellikelproben von Proband 4 in Abhangigkeit von Werkstoff,

Expositionszeit und Lokalisation.

[Bandenzahl Proband 4 (weibl.)

Zeit 1 min 3 min 30 min

|Lokalisation bukkal [ingual pukkal Jingual pukkal [ingual

\Werkstoff Gold 29 24 D1 20 P4 27
Keramik 7 25 19 25 28 28
Teflon P8 29 P1 20 P7 25
Kunststoff 26 26 P2 25 D7 28
Schmelz 7 27 D5 22 D6 22
Titan 25 26 P4 22 P8 29
Glas P4 28 D5 21 P9 27
Komposit 28 25 P3 21 30 27
GlZ 26 25 D5 21 30 26
Amalgam P8 25 P5 19 P6 25
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Tab. 14: Bandenanzahl der Pellikelproben von Proband 5 in Abhangigkeit von Werkstoff,

Expositionszeit und Lokalisation.

[Bandenzahl Proband 5 (mannl.)

Zeit 1 min 3 min 30 min

|Lokalisation bukkal [ingual pukkal [ingual Jukkal [ingual

\Werkstoff Gold 7 24 P8 28 P4 29
Keramik 5 25 30 31 P2 26
Teflon 31 22 32 31 26 27
Kunststoff 30 28 34 31 29 26
Schmelz 4 23 26 19 P7 25
Titan 7 28 25 25 D7 25
Glas 26 23 32 26 26 27
Komposit 28 26 30 25 P7 26
GlZ 7 22 06 28 D7 24
Amalgam 5 27 P8 20 P8 24

Tab. 15: Bandenanzahl der Pellikelproben von Proband 6 in Abhangigkeit von Werkstoff,

Expositionszeit und Lokalisation.

[Bandenzahl Proband 6 (weibl.)

Zeit 1 min 3 min 30 min

|Lokalisation bukkal [ingual pukkal [ingual pukkal [ingual

\Werkstoff Gold 29 30 23 36 28 31
Keramik 30 32 P2 33 33 33
Teflon 31 32 D7 28 35 35
Kunststoff 29 31 30 34 41 38
Schmelz 29 27 25 29 34 31
Titan 32 30 P8 30 37 30
Glas 31 28 32 28 38 28
Komposit 31 32 35 27 34 29
GlZ 34 29 32 26 31 26
Amalgam 30 29 31 24 35 24
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Tab. 16: Durchschnittliche Bandenanzahl der bukkalen

Pellikelproben aller Probanden zu den 3 Expositionszeiten.

[Durchschnittliche Bandenzahl bukkal
1 min 3 min 30 min

Gold 24,83 23,83 24,17
IKeramik 26,17 23,00 27,33
Teflon P7,67 [5,83  |28,83
|[Kunststoff 8,50 7,50 B1,67
Schmelz 24,83 2,67 28,17
Titan 26,67 [5,50 ]29,67
Glas 26,50 7,33  ]29,33
[Komposit 27,17 28,33 28,67
Glz 26,33 26,83 7,67
Amalgam 26,00 6,67 [28,33

Tab. 17: Durchschnittliche Bandenanzahl der lingualen

Pellikelproben aller Probanden zu den 3 Expositionszeiten.

[Durchschnittliche Bandenzahl lingual
1 min 3 min 30 min

Gold 4,67 [26,83  [26,83
|Keramik 27,83 27,17 28,50
Teflon 26,67 25,67 30,17
[Kunststoff 28,67 29,83 31,17
Schmelz 26,17 23,00 26,50
Titan 28,17 26,50 30,00
Glas 05,33 5,17 26,00
[Komposit 26,67 25,00 26,67
Glz 25,17 24,50 4,67
Amalgam 25,33 22,50 24,33
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Tab. 18: Durchschnittliche Bandenanzahl der Pellikelproben

weiblicher Probanden (bukkal) zu den 3 Expositionszeiten.

[Durchschnittliche Bandenzahl weiblicher Probanden

Zeit 1 min 3 min 30 min

|Lokalisation bukkal [|bukkal [oukkal

\Werkstoff Gold 27,33 20,67 23,33
Keramik 28,00 20,33 30,67
Teflon 29,67 25,00 31,33
Kunststoff 28,33 27,33 35,00
Schmelz 27,33 24,33 30,33
Titan 28,00 26,00 33,33
Glas 27,33 30,00 31,33
Komposit 28,00 30,67 30,33
Glz 28,33 26,67  [28,33
Amalgam 27,00 26,67 29,33

Tab. 19: Durchschnittliche Bandenanzahl der Pellikelproben

weiblicher Probanden (lingual) zu den 3 Expositionszeiten.

[Durchschnittliche Bandenzahl weiblicher Probanden

Zeit 1 min 3 min 30 min

|Lokalisation ingual [lingual [lingual

\Werkstoff Gold 23,33 28,33 27,33
Keramik 28,00 27,67 29,67
Teflon 28,67 24,33 33,33
Kunststoff 28,67 30,67 34,33
Schmelz 06,33 24,33 27,00
Titan 28,67 25,00 32,33
Glas 26,00 25,33 25,67
Komposit 5,67 24,00 27,00
GlZ 05,67 23,33 24,67
Amalgam 25,33 22,00 24,00
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Tab. 20: Durchschnittliche Bandenanzahl der Pellikelproben

mannlicher Probanden (bukkal) zu den 3 Expositionszeiten.

[Durchschnittliche Bandenzahl mannlicher Probanden

Zeit 1 min 3 min 30 min

|Lokalisation bukkal [|bukkal [oukkal

\Werkstoff Gold 22,33 27,00 25,00
Keramik 24,33 25,67 24,00
Teflon 05,67 26,67  [26,33
Kunststoff 28,67 27,67 28,33
Schmelz 22,33 21,00 26,00
Titan 25,33 25,00 [26,00
Glas 25,67 24,67 27,33
Komposit 26,33 26,00 27,00
GlZ 24,33 27,00 27,00
Amalgam 25,00 26,67 27,33

Tab. 21: Durchschnittliche Bandenanzahl der Pellikelproben

mannlicher Probanden (lingual) zu den 3 Expositionszeiten.

[Durchschnittliche Bandenzahl mannlicher Probanden

Zeit 1 min 3 min 30 min

|Lokalisation ingual [lingual [lingual

W erkstoff Gold 26,00 25,33 26,33
Keramik P7,67 26,67 27,33
Teflon 04,67 27,00 27,00
Kunststoff 28,67 29,00 28,00
Schmelz 26,00 21,67 26,00
Titan P7,67 28,00 27,67
Glas 24,67 25,00 26,33
Komposit 27,67 26,00 26,33
Glz 04,67 25,67 24,67
Amalgam 25,33 23,00 24,67
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Tab. 22: Duchschnittliche Bandenzahl der Pellikelproben (bukkal/lingual)

aller Probanden zu der Expositionszeit von 1 Minute (Diag. 7).

[Durchschnittliche Bandenzahl bukkal/lingual
1 min bukkal 1 min lingual
Gold 04,83 4,67
IKeramik 26,17 27,83
Teflon 27,67 06,67
IKunststoff 28,50 08,67
Schmelz P4 83 06,17
Titan 26,67 08,17
Glas 26,50 P5,33
|[Komposit 7,17 06,67
Glz 26,33 05,17
Amalgam 26,00 25,33

Tab. 23: Durchschnittliche Bandenzahl der Pellikelproben (bukkal/lingual)

aller Probanden zu der Expositionszeit von 3 Minuten.

[Durchschnittliche Bandenzahl bukkal/lingual
3 min bukkal 3 min lingual
Gold 23,83 26,83
|[Keramik 23,00 27,17
Teflon 25,83 25,67
IKunststoff 27,50 29,83
Schmelz 2,67 3,00
Titan 25,50 6,50
Glas 27,33 25,17
[Komposit 78,33 25,00
Glz 26,83 4,50
Amalgam 26,67 P2.50
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Tab. 24: Durchschnittliche Bandenzahl der Pellikelproben (bukkal/lingual)

aller Probanden zu der Expositionszeit von 30 Minuten.

[Durchschnittliche Bandenzahl bukkal/lingual
30 min bukkal 30 min lingual
Gold 24,17 26,83
|[Keramik 27,33 28,50
Teflon 28,83 30,17
IKunststoff 31,67 31,17
Schmelz 28,17 26,50
Titan 29,67 30,00
Glas 29,33 26,00
|[Komposit 28,67 26,67
Glz 27,67 24,67
Amalgam 28,33 24,33

Tab. 25: Durchschnittliche Bandenanzahl der Pellikel aller Probanden in Abhangigkeit von
Werkstoff und Lokalisation nach 1 Minute, daneben jeweils die minimale und die maximale

gefundene Bandenanzahl.

[Durchschnittliche Bandenzahl Probanden 1 bis 6 sowie Maximum und Minimum

Zeit 1 min

|Lokalisation bukkal ingual

Mittel Min  Max  Mittel Min  [Max

\Werkstoff Gold 04,83 PO P9 4,67 16 B0
Keramik 26,17 P2 30 07,83 P5 32
Teflon 7,67 21 31 26,67 P2 32
Kunststoff 28,50 P4 32 28,67 P6 32
Schmelz 04,83 PO P9 06,17 P39
Titan 26,67 P2 32 28,17 P6 30
Glas 26,50 P2 31 05,33 P2 28
Komposit 07,17 P2 31 06,67 20 32
GlZ 26,33 P2 34 25,17 P2 30
Amalgam 26,00 23 30 25,33 P1 29
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Tab. 26: Durchschnittliche Bandenanzahl der Pellikel aller Probanden in Abhéngigkeit von
Werkstoff und Lokalisation nach 3 Minuten, daneben jeweils die minimale und die maximale

gefundene Bandenanzahl.

Zeit 3 min
|Lokalisation bukkal ingual
Mittel Min Max Mittel Min Max

\Werkstoff Gold 23,83 18 P8 26,83 PO 36
Keramik 23,00 19 30 7,17 18 33
Teflon 05,83 1 32 05,67 20 31
Kunststoff 27,50 P2 34 29,83 P5 34
Schmelz 2,67 16 26 23,00 19 29
Titan 25,50 23 P8 26,50 P2 31
Glas 07,33 17 33 05,17 P1 P8
Komposit 28,33 2 35 25,00 1 7
GlZ 26,83 23 32 24,50 1 28
Amalgam 26,67 4 31 22,50 19 28

Tab. 27: Durchschnittliche Bandenanzahl der Pellikel aller Probanden in Abhangigkeit von
Werkstoff und Lokalisation nach 30 Minuten, daneben jeweils die minimale und die maximale

gefundene Bandenanzahl.

Zeit 30 min
|Lokalisation bukkal ingual
Mittel Min Max Mittel Min Max

\Werkstoff Gold 04,17 18 P8 06,83 P4 31
Keramik 27,33 22 33 28,50 6 33
Teflon 28,83 23 35 30,17 D5 10
Kunststoff 31,67 7 A1 31,17 D5 38
Schmelz 28,17 P4 34 06,50 D2 31
Titan 29,67 25 37 30,00 D5 38
Glas 29,33 26 38 26,00 P2 P9
Komposit 28,67 26 34 26,67 P23 30
GlZ 7,67 P4 31 24,67 D2 P8
Amalgam 08,33 06 35 04,33 D2 P8
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Exemplarisch ein typischer Western- Blot:

Abb. 1: Western- Blot zur Identifikation von Carboanhydrase Il und Laktoferrin; Belichtung 15

Sekunden.

Streifen 2: 50ng Carboanhydrase Il in der ersten Spur; 26ul der Probe in der zweiten Spur;
Molekulargewichtsstandard Page Ruler (4ul) in der dritten Spur; erster Antikdrper anti-
Carboanhydrase Il (1:500); zweiter Antikdrper anti- sheep (1:1000); Nachweis von
Carboanhydrase Il in 26l der Probe

Streifen 3: 25ng Laktoferrin in der ersten Spur; 52ul der Probe in der zweiten Spur;
Molekulargewichtsstandard Page Ruler (4ul) in der dritten Spur, erster Antikdrper anti-

Laktoferrin (1:500); zweiter Antikorper anti- sheep (1:1000); Nachweis von Laktoferrin in 52pl

der Probe
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