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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Proteomanalyse der In-situ-Pellikel auf Dentin unter erosiven Einfllssen

Hintergrund: Der initiale Biofilm, die Pellikel, bildet sich an der Grenzflache zwischen Zahn
und Speichel durch die Adsorption von Proteinen, Glykoproteinen, Lipiden und ande-
ren Makromolekiilen des Speichels. Die Pellikel verleint dem Zahn schiitzende Eigenschaften
gegen mechanische und chemische Einflisse. Das Ziel der vorliegenden In-situ-Studie be-
stand darin, das Proteom des initialen Biofilms auf dem Dentin unter erosiven Einfliissen zu

analysieren.

Material und Methoden: Im Rahmen dieser In-situ-Untersuchungen trugen zwei Probanden
an insgesamt drei unterschiedlichen Untersuchungstagen bovine Dentinprufkorper fir jeweils
drei Minuten. Somit konnte sich eine 3 min In-situ-Pellikel auf insgesamt vier 8 cm? Dentin-
prufkorperoberflache je Proband bilden. Anschlielend wurden drei dieser Probegruppen mit
0,1%, 1% oder 5% Zitronensdaure flr 30 s oder 60 s gedtzt. Durch ein chemisches Elutionsver-
fahren wurden die Pellikel und die residualen Pellikel von den Prifkdérpern abgelost. Mittels
eines SDS-Gels wurden die Proteine aufgetrennt und es erfolgte eine in-Gel-Trypsinierung.
Die Proteine wurden massenspektrometrisch iiber die Flissigkeitschromatographie-
Elektronensprayionisation-Tandemmassenspektrometrie (nano LC-ESI-MS/MS) qualitativ
und quantitativ analysiert. Ergénzend wurden Priifkorper fiir die elektronenmikroskopischen

Untersuchungen getragen und entsprechende Untersuchungen wurden durchgefiihrt.

Ergebnisse: Insgesamt wurden 578 Pellikelproteine identifiziert, von denen sich 107 Protei-
ne (18,38%) innerhalb dieser drei Probengruppen tberschneiden. Die Anzahl der detektierten
Proteine pro Proband verandert sich trotz der Saureeinwirkung nur geringflgig. In der Pellikel
des Dentins sind vorwiegend Proteine mit einem Molekulargewicht von bis zu 100 kDa auf-
zufinden. Deren molekularen Funktionen werden zu 45% durch die Eigenschaften ,,Bindung®,
,Strukturelle Aktivitit“ und ,,Enzym-regulierende Aktivitit* abgebildet. Durch die Atzung
mit Zitronensaure unterschiedlicher Konzentration wurden das Verteilungsmuster der Mole-
kulargewichte und die Verteilung molekularen Funktionen der detektierten Proteine nur ge-
ringfligig verandert. Diese Resultate korrelieren mit den elektronenmikroskopischen Befun-
den, die auch nach der S&ureapplikation noch eine Pellikelschicht auf der Dentinoberflache
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zeigen. Quantitative Untersuchungen ergaben, dass von den 13 abundantesten Proteinen ins-

gesamt elf Proteine in allen Probengruppen aufzufinden sind.

Schlussfolgerung: Es konnte eine unerwartet hohe Proteinvielfalt des initialen Biofilms auf
Dentin identifiziert werden, die weitaus komplexer zusammengesetzt ist, als bisher ange-
nommen wurde. Zum ersten Mal konnten individuelle Pellikelproteome auf Dentin fir einzel-
ne Probanden erstellt und miteinander verglichen werden. Die Atzung mit Zitronensaure ver-
schiedener Konzentrationen hat nur einen geringen Einfluss auf die qualitative und quantitati-
ve Zusammensetzung des Pellikelproteoms und somit ist die Protektivitat der Pellikel durch

eine Vielzahl an Proteinen definiert.
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1.2 Abstract

Proteomic analysis of in-situ-pellicle layer formation on dentin under erosive challanges

Objectives: The initial biofilm, the pellicle, is formed at the saliva-tooth-interface through
adsorption of salivary proteins, glycoproteins, lipids and other macromolecules on the dental
surface. The pellicle confers protective properties against mechanical and chemical damages.
The aim of this in-situ study was to analyse the pellicle proteome on dentin under erosive

challenges.

Material and Methods: Bovine dentin specimen were carried bucally in the vestibule of the
lower jaw for 3 min, forming an in-situ pellicle on 8 cm? dentin surface for each experimental
group. Three of the four examination groups were etched with 0,1%, 1% or 5% citric acid for
30 s or 60 s. Using a chemical elution protocol the pellicle and the residual pellicle were de-
tached from the dentinal specimen, separated by an SDS-Gel and modified by an
in-gel-trypsination. Finally qualitative and quantitative mass spectromic analysis (nano-LC-

ESI-MS/MS) and electron microscopic examinations were carried out.

Results: A total of 578 pellicle proteins were identified on dentin, with an overlap of 107 pro-
teins (18,38%). There was only a minimal change between the identified pellicle proteins of
the unetched and etched experimental groups. Most of the proteins have a molecular weight
up to 200 kDa. Molecular functions are mainly defined by properties ,,binding", ,,catalytic
activity” and ,,enzyme regulator activity*. The influence of the citric acid with varying con-
centrations has only little impact on the distribution pattern of the molecular weight and on
the distribution pattern of the molecular functions of the pellicle proteins. These results corre-
late with the electron microscopic findings, depicting a pellicle on the dentinal surface after
the influence of citric acid. Quantitative analysis showed that of the 13 most abundant pro-
teins 11 were identified in all experimental groups.

Conclusion: The proteome of the 3 min in-situ-pellicle on dentin is more complex than
known from literature. For the first time, an individual pellicle proteome on dentin could be
provided and comparisons between the examination groups could be carried out. Citric acid in
different concentrations has only little impact on the qualitative and quantitative proteome
composition of 3 min biofilm on dentin. Therefore, a multiplicity of proteins seems relevant

for the protective properties of the initial biofilm.
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2 Einleitung

2.1 Bildung, Zusammensetzung und Struktur der Pellikel

Der initiale Biofilm, die Pellikel, wird auf dem Zahn und anderen oral exponierten Materia-
lien durch die selektive Adsorption von Proteinen, Glykoproteinen, Lipiden und anderen
Makromolekilen des Speichels, der Sulkusflussigkeit, von Plasmabestandteilen und zufallig
angeordneten Bakterienaggregaten gebildet (Hannig et al., 2007b; Hannig und Joiner, 2006).
Dabei adsorbieren aufgrund von elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen und
van-der-Waals-Kréften in wenigen Sekunden selektiv einzelne Proteine auf die Zahnoberfla-
che (Hannig und Joiner, 2006). In der zweiten Phase findet eine kontinuierliche Adsorption
von Proteinaggregaten aufgrund von Protein-Protein-Interaktionen an der bereits gebildeten
Pellikel statt. Somit verbleibt die nach 2-3 min initial gebildete Schicht fir weitere 30 min
und wéchst daraufhin auf das bis zu 3fache ihrer initialen Dicke an (Skjerland et al., 1995).
Dadurch ergeben sich auch bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen zwei voneinander
abgegrenzte Schichten: eine zahnoberflachennahe, elektronendichte Schicht und eine darlber

gelegene, aufgelockerte Pellikelschicht (Hannig, 1999).

Durch das Fehlen einer Abschilferung des Biofilms von den Zéhnen kann dieser sich zur
Plaque ausformen, einem dreidimensional organisierten bakteriellen Biofilm (Hannig und
Joiner, 2006). Diesem kommt bei der pathophysiologischen Entstehung von Erosionen, Kari-
es und Parodontopathien eine besondere Rolle zu (Hannig und Hannig, 2007). Demgegeniber
stehen weitere, nicht pathophysiologische Eigenschaften, die der Pellikel zuzuschreiben sind:
Einerseits fungiert sie als Lubrikant und setzt somit die Reibungskrafte zwischen dem Zahn
und der Mundschleimhaut und auch zwischen antagonistischen Z&hnen herab (Berg et al.,
2003; Buzalaf et al., 2012). Andererseits besitzt die Pellikel antibakterielle Eigenschaft auf-
grund des Vorhandenseins von Immunglobulinen, Lysozym, Histatinen und Cystatinen
(Hannig und Hannig, 2007; Lee et al., 2013; Siqueira et al., 2007; Yao et al., 2003). Diese
Proteine, Immunglobuline und Enzyme sind als aktive Form in der Pellikel aufzufinden und
koénnen dadurch ihre protektiven Eigenschaften entfalten. Zudem agiert die Pellikel als semi-
permeable Membran und reguliert dadurch die Diffusion von Calcium und Phosphat sowie
De- und Remineralisationsprozesse (Buzalaf et al., 2012; Hannig und Hannig, 2007). Dadurch
wird der direkte Kontakt der Sduren mit der Zahnoberfl&che verhindert, und die Demineralisa-

tion der Zahnoberflache fallt geringer aus, wobei aber kein kompletter Schutz der Zahnsub-

-4 -
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stanz moglich ist (Hannig et al., 2007a; Hara et al., 2006; Wiegand et al., 2008). Somit spielt
die Pellikel eine wichtige Rolle in der Atiologie von dentalen Erosionen.

Durch den Einsatz von massenspektrometrischen Untersuchungen, insbesondere der nano
LC-ESI-MS/MS, ist in den letzten Jahren die Identifikation des humanen Pellikelproteoms auf
verschiedenen Zahnsubstanzen stark vorangeschritten. Auch ist die Quantifizierung der Pelli-
kelproteine und der Vergleich der identifizierten Pellikelproteine mit Speichelproteinen mog-
lich geworden. Wahrend Yao et al. (2003) bei der Analyse der Schmelzpellikel mittels Mat-
rix-assistierter Laser-Desorption-lonisierung mit Flugzeitanalyse (MALDI-TOF) insgesamt
14 verschiedene Proteine detektierten, identifizierten Siqueira et al. (2007) anhand von drei
Probanden aus der 2 h-Pellikel des Schmelzes bereits 130 Proteine unter Verwendung der LC-
ESI-MS/MS. Dabei verwendeten beide Arbeitsgruppen getrankte Wattestdbchen bzw. Filter-
papier, um die in-vivo gebildete Pellikel vom Schmelz zu lésen. Durch diese Methodik ent-
steht ein Pool der identifizierten Proteine und es kann kein Ruckschluss auf das individuelle

Pellikelproteom gezogen werden.

Dem steht die in-situ Ablosung der Pellikel mittels eines chemischen Elutionsprotokolls ge-
genuber. Mittels dieser Methodik konnte elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden,
dass die Pellikel vollstandig vom Prufkorper abgeldst wurde (Kratz et al., 2015). Delius et al.
(2017) stellten als erstes ein individuelles Pellikelproteom der 3 min-Pellikel auf Keramik-
prufkdrpern mit insgesamt 72 identifizierten Proteinen dar. Somit konnten vergleichende Un-
tersuchungen des Pellikelproteoms von kariesfreien und kariesaktiven Probanden ermdglicht
werden (Trautmann et al., 2019). Weiterhin konnte durch diese neue Methodik die individuel-
le Adsorption der Speichelproteine auf die Schmelzoberflache untersucht werden (Trautmann
et al.,, 2020). Damit war die Identifikation von bisher 1188 verschiedenen Schmelz-
Pellikelproteinen innerhalb einer Arbeitsgruppe durchfuhrbar, wobei bis zu 546 Pellikelprote-

ine im Pellikelproteom eines einzelnen Probanden detektiert wurden (Trautmann et al., 2019).

Jedoch kdnnen bei der Erstellung dieses individuellen Pellikelproteoms aufgrund der Metho-
dik nur In-situ-Untersuchungen durchgefiihrt werden, bei In-vivo-Untersuchungen werden bis
zum heutigen Zeitpunkt weiterhin getrankte Filterpapiere verwenden. Das Pellikelproteom
des Dentins wurde bisher einmalig massenspektrometrisch untersucht, um sdureresisten Pelli-
kelproteine zu identifizieren (Delecrode et al., 2015a). Bei diesen Untersuchungen wurde aber
ein Pool aus Pellikelproteinen aller Probanden erstellt, weshalb bis zum heutigen Zeitpunkt
noch kein individuelles Pellikelproteom des Dentins erstellt wurde. Daher konnten bisher

noch keine vergleichenden Untersuchungen des individuellen Pellikelproteoms auf Dentin zu

-5-
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verschiedenen Fragestellungen durchgefiihrt werden. Somit fehlen noch Untersuchungen der
Speichel- und Pellikelproteombildung unterschiedlicher Probanden, die weiteren Aufschluss
auf die initiale Pellikeladsorption auf Dentin geben wirden. Auch ist beispielsweise noch un-
bekannt, ob kariesfreie und kariesaktive Individuen eine unterschiedliche Pellikeladsorption
auf Dentin haben oder ob erosionsgeschéadigte Probanden eine andere Pellikelzusammenset-

zung auf Dentin besitzen als gesunde Probanden.

2.2 Erosion des Dentins

Erosion ist der oberflachliche Verlust von Zahnhartgewebe als Resultat eines chemischen
Prozesses durch extrinsische oder intrinsische Sdauren ohne die Beteiligung von Mikroorga-
nismen (Eccles, 1979). Extrinsische Sduren kdnnen industrieller Natur, beispielsweise atmo-
spharische Sduren am Arbeitsplatz, oder durch die Nahrung aufgenommenen S&uren sein,
beispielsweise Fruchte oder sdurehaltige Getranke. Eine intrinsische Saure ist die Magensau-
re, welche Uber den Reflux bei erkrankten Patienten oder bei Patienten mit einer Essstérung
vermehrt in die Mundhohle gelangt. Ob eine S&ure zum Verlust von Zahnhartsubstanz fiihrt,
hangt von ihrem pH-Wert ab. Der kritische pH-Wert ist definiert als der pH-Wert, bei dem die
Losung gegenuber einem spezifischen Festkorper, beispielsweise Dentin, gesattigt ist. Wenn
der pH-Wert der Losung unterhalb des kritischen pH-Wertes liegt, ist die Losung untersattigt
und kann den Festkorper auflésen. Wenn die Lésung aber tberséttigt ist, wenn also der pH-
Wert Uber dem des kritischen pH-Wertes liegt, kénnen anorganische Bestandteile prazipitie-
ren (Lussi et al., 2011).

Bisher existiert kein einheitliches System, welches die Erosion und ihr Voranschreiten klassi-
fiziert (Lussi et al., 2011). Somit ist ihr klinisches Erscheinungsbild bisher das einzige Merk-
mal zur Diagnose. Auch die Patientenanamnese ist ein wichtiger Hinweis, denn es gilt die

Erosion von der Attrition und Abrasion abzugrenzen.

Durch das Einwirken von erosiven Agenzien wird die Schmelzoberflache erweicht und in der
Folge findet eine kontinuierliche Auflosung der Schmelzkristalle statt (Lussi et al., 2011).
Durch diesen Vorgang kann der Schmelz an einigen Stellen vollstandig aufgelést und die
Dentinoberflache sichtbar werden. Dadurch kann es zu Hypersensibilitaten des Dentins und
damit zu einer erhdhten Schmerzempfindlichkeit der Z&hne kommen. Die Erosion auf Dentin
verlduft anders als auf Schmelz: die anorganische Matrix I0st sich leichter auf, wohingegen
die organische Matrix elektronenmikroskopisch als komplexes, fibrillares, kollagenes Netz-

-6-
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werk sichtbar bleibt (Breschi et al., 2002). Diese organische Matrix bleibt sogar beim Z&hne-
putzen mit Kréften bis zu 2N erhalten (Ganss et al., 2007). Die GroRe dieser demineralisierten
Zone ist abhangig vom sauren Agens und der Dauer der Erosion. Unterhalb dieser Zone be-
findet sich wieder solides, klinisch gesundes Dentin (Kinney et al., 1995). Erreicht die demi-
neralisierte Zone eine bestimmte Dicke, nimmt die Demineralisationrate jedoch bei kontinu-
ierlicher Erosion ab. Als Ursache wird die puffernde Wirkung des Kollagens oder die Sétti-
gung der flissigen Phase auf der Oberflache des Dentins durch die gelosten Mineralien disku-
tiert (Ganss et al., 2007; Hara et al., 2005; Kleter et al., 1994).

Bisherige Erosions-Studien konzentrierten sich auf den Schmelz, dessen Pellikel und deren
protektive Eigenschaften gegenuber verschiedenen S&uren, denen der Zahn ex- und intrinsisch
ausgesetzt sein kann. Lediglich wenige Studien befassten sich mit den protektiven Eigen-
schaften der Pellikel auf Dentin und dem Versuch, diese zu analysieren (Bauer, 2012;
Delecrode et al., 2015a; Hall et al., 1999; Hannig et al., 2007a; Hara et al., 2006; Wetton et
al., 2006; Wiegand et al., 2008; Wiegand et al., 2019).

Der GroRteil dieser Studien befasste sich mit der Frage, wie groRR der Erosionsschutz der Pel-
likel auf dem Dentin ist und untersuchte in dem Zuge die Calcium-Freisetzung (Hannig et al.,
2007a; Wiegand et al., 2008; Wiegand et al., 2019), den Mineralverlust (Hall et al., 1999;
Hara et al., 2006), oder den Substanzverlust (Wetton et al., 2006); die Mikroharte-Anderung
des Dentins wurde ebenfalls analysiert (Hara et al., 2006). Allen Studien gemeinsam war fol-
gendes Ergebnis: Die Pellikel fungiert als ionenpermeable Membran und schiitzt das Dentin
zwar bereits ab einer Pellikelbildungszeit von wenigen Minuten, dennoch reagiert es auf den
Saureangriff viel empfindlicher als der Schmelz. Zusétzlich wurde in all diesen Studien das
protektive Potential der Pellikel indirekt Gber das Dentin und dessen Veranderungen gemes-
sen. AusschlieBlich Delecrode et al. (2015a) befassten sich mit der Pellikelproteomanderung
unter erosiven Einfllissen verschiedener saurer Agenzien, um protektive Pellikelproteine zu
identifizieren. Bei diesen Untersuchungen wurden an neun Probanden insgesamt 223 Pelli-

kelproteine detektiert, welche durch die S&ureexposition mit Zitronenséure reduziert wurden.
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2.3 Fragestellung

Die bisherigen Untersuchungen der Pellikel beruhen grofitenteils auf Daten, die anhand der
auf Zahnschmelz gebildeten Pellikel generiert wurden. Untersuchungen zur Pellikelbildung
auf der Zahnhartsubstanz Dentin befassen sich tiberwiegend mit der direkten Auswirkung von
erosiven Angriffen auf das Dentin. In Anbetracht dessen, dass Erosionen an der Dentinober-
flache klinisch relevante Auswirkungen haben, befasst sich die vorliegende Untersuchung
mit:

¢ der Proteomanalyse der initialen Pellikel auf Dentin,

e der Untersuchung des Pellikelproteoms vor und nach der Behandlung mit einem erosi-

ven Agens,

e der Identifizierung von protektiven Proteinen in der Pellikel.
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3 Material und Methode

3.1 Material

Tabelle 1: Enthélt die in der vorliegenden Untersuchung verwendeten Materialien und den Sitz der entsprechen-
den Firma.

Aceton VWR Chemicals, Darmstadt, Deutschland
Acetonitril VWR Chemicals, Darmstadt, Deutschland

Ameisensaure

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumhydrogencarbonat

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ammoniumsulfat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Araldit

Science Services GmbH, Minchen, Deutschland

Bleicitrat

SERVA, Heidelberg, Deutschland

Cacodysaure Natriumsalz Trihydrat

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Coomassie Brilliant Blue G-250

VWR Chemicals, Darmstadt, Deutschland

destilliertes Wasser (H20 dest.)

BRAUN, Melsungen, Deutschland

Dithiothreitol (DTT)

Invitrogen, Carlshad, CA, USA

Essigsaure

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

Ethanol

Zentrales Chemikalienlager der Universitat des Saar-
landes

Glutaraldehyd 25%

SERVA, Heidelberg, Deutschland

Hexamethyldisilazan

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

lodacetamid

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Isopropanol 70%

Hedinger, Stuttgart, Deutschland

Methanol

VWR Chemicals, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhypochlorit (NaOCI) 3%

Hedinger, Stuttgart, Deutschland

NUuPAGE LDS Sample Buffer (4x)

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

NuPAGE MES SDS Running BufferEtha-

nol

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Gel

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

NuPAGE Sample Reducing Agent (10x)

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

Osmiumsaure

Science Services GmbH, Minchen, Deutschland

-9-




Material und Methode

Paraformaldehyd Science Services GmbH, Minchen, Deutschland
Phosphorséure Science Services GmbH, Munchen, Deutschland
Proteaseinhibitor (EDTA-frei) Roche, Mannheim, Deutschland

RIPA-Puffer ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Salzséure (HCI) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Thymol Apotheke am Universitatsklinikum des Saarlandes
Trichloressigsaure (TCA) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

(TRIS) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Trypsin Promega, Madison, W1, USA

Trypsin Resuspension Buffer Promega, Madison, WI, USA

Uranylacetat Science Services GmbH, Minchen, Deutschland
Zitronensaure Merck, Darmstadt, Deutschland

3.2 Grundlagen fur die Gewinnung der In-situ-Pellikel

In der vorliegenden experimentellen Studie trugen zwei Probanden bovine Dentinprifkorper
(mit einer Schichtstarke von 1,5 mm und einer Gesamtoberflache von 8 cm? pro Versuchsrei-
he) flr vier Versuchsreihen intraoral im Unterkiefervestibulum fur 3 min, damit sich der initi-
ale Biofilm bilden konnte. Zur Kontrolle wurde eine bovine Dentinkontrolle ohne Pellikel
eingefiihrt, die ebenfalls eine Dentinoberfldche von 8 cm? besaB, aber nicht intraoral exponiert

wurde.

Die Probanden stimmten schriftlich der Teilnahme an dieser Studie zu. Das Studien-Protokoll
wurde von der Ethikkomission der Arztekammer des Saarlandes (Ethikvotum: 238/03 (2012,
2016)) genehmigt.

3.2.1 Herstellung, Reinigung und Lagerung der Prifkorper

Verwendet wurden permanente Inzisivi von Rindern des Schlachthofs Zweibriicken, die ma-
ximal 2 Jahre alt waren. Es fand eine sofortige Lagerung in 0,1% Thymol nach der Extraktion
statt.

Die Wurzel und orale Seite der bovinen Inzisivi wurden mittels einer Diamanttrennscheibe

unter Wasserkiihlung abgetrennt und die vestibulare Schmelzflache mittels eines Poliermotors
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(PHOENIX 3000, Buehler, Lake Bluff, IL, USA) abgetragen, sodass ausschliel3lich Dentin-
prufkorper (n=60) entstanden. Fiir die Dentinkontrolle ohne Pellikel und fir jeden Probanden
wurden pro Trageversuch Dentinprifkorper mit einer Gesamtoberfliache von 8 cm? angefer-
tigt, wobei jeder einzelne eine Starke von 1,5 mm aufwies, um die Durchgéangigkeit der Den-
tintubuli auszuschlieRen. Zur Standardisierung wurden diese auf jeder Seite, einschlieBlich
der Kanten, mittels des Poliermotors unter permanenter Wasserkiihlung mit Korundpapier
aufsteigenden Kornungsgrades (Buehler, Lake Bluff, IL, USA) bis zu einem Kdrnungsgrad
von 4.000 bei maximal 500 Umdrehungen pro Minute poliert und unter einem Auflichtmikro-

skop (75facher VergroRerung) auf UnregelmaRigkeiten kontrolliert.

Zusatzlich wurden weitere Prifkorper (n=24) fur die bildgebenden Analysen (TEM, REM)
der Atzversuche der 3 min-Pellikel und der Dentinkontrolle ohne Pellikel hergestellt und in

demselben Verfahren aufpoliert.

Um eine bakterienfreie Oberflache zu erhalten, wurden die Prifkdrper 30 s in 3% NaOCI in-
kubiert, mit H2O dest. gewaschen, 15 min in 70%iger Isopropanollésung desinfiziert und ab-
schlieBend in H20 dest. fur mindestens acht Stunden tber Nacht bei 4 °C gelagert. Die intra-
oralen Trageversuche begannen am darauffolgenden Tag. Eine schematische Darstellung des

Versuchsdurchlaufs ist in Abbildung 1 veranschaulicht.
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Herstellung und Politur von
- 4 X §cm? Priifkdrper

- 4 REM-Priifkorper

- 4 TEM-Priifkorper

je Versuchsdurchlanf

— T~

Je 4 Priifk&rper intraorale In-sifu-Pellikelbildung: Dentinkontrolle ohne Pellikel:

- 3 min-Pellikel, ungedtzt - ungeétzt

- 3 min-Pellikel mit 0,1%o Zitr.sdure - 0,1% Zitr.séure

- 3 min-Pellikel mit 1% Zitr.sdure - 1% Zitr.sdure

- 3 min-Pellikel mit 5% Zitr.séure - 5% Zitr.siure

v v

Probenaufbereitung fiir Probenaunfbereitung fiir Probenaufbereitung fiir
nano LC-ESI-MS/MS: REM TEM

LDS-PAGE. In-Gel-
Verdau., Extraktion der
Peptide

h 4 v
Proteomanalyse REM-Analyse TEM-Analyse

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Versuchsdurchlaufs. Fir jeden Versuchsdurchlauf wurden vier 8cm?
Prufkorper fir die Proteom-Analysen, und je vier Priifkdrper fur die REM- und TEM-Analysen angefertigt.
Diese wurden von jedem Probanden zur Pellikelbildung nacheinander intraoral platziert. Zudem wurden Dentin-
kontrollproben ohne 3 min-Pellikel erstellt. Die folgenden Schritte der Probenaufbereitung und der entsprechen-
den Analysen waren fiir jeden Versuchsdurchlauf gleich.

3.3 Gewinnung der In-situ-Pellikel

3.3.1 Probanden

Zwei Probanden (1 weiblich, 1 mannlich, Alter 23 bzw. 25 Jahre) wurden auf orale Krankhei-
ten inspiziert, um kariése L&sionen und Parodontalerkrankungen auszuschliel3en. Die allge-
meine und spezielle Anamnese ergab hinsichtlich der Medikamenteneinnahme und Vorer-
krankungen nichts Auffélliges. Die Probanden wurden tber das Studiendesign und den Stu-
dienablauf aufgeklart und darauf hingewiesen, ihre gewohnte Ernédhrungsweise beizubehalten,

um eine Veranderung der Speichelzusammensetzung zu verhindern.
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3.3.2 In-situ-Pellikelbildung

Die intraoralen Trageversuche fanden immer zwischen 9 und 10 Uhr statt, um den Einfluss
zirkadianer Veranderungen der Speichelzusammensetzung auszuschlieRen. Die Zéhne wurden
nach dem Frihstiick mittels Zahnpasta und eigener Zahnbiirste in gewohnter Routine geputzt
und 30 min vor Beginn der Tragerunde abermals mit einer ausgehéndigten Einmalzahnbdrste
ohne Zahnpasta flir 2 min geputzt, um den anhaftenden Biofilm zu reduzieren.

Die zwischen fusselfreiem Filterpapier (VWR, Darmstadt, Deutschland) getrockneten Priif-
korper wurden durch den Probanden mit latex- und puderfreien Handschuhen (ABENA,
Oberderdingen-Flehingen, Deutschland) so in sein Unterkiefer-Vestibulum eingebracht, dass
die Prufkorper sich nicht tberlappen konnten. Nach der Tragezeit von 3 min wurden die Prif-
korper aus der Mundhohle entnommen, in H2O dest. gegeben und jeweils zusatzlich fur wei-
tere 30 s mit destilliertem Wasser aus einer Druckspriihflasche (Burkle, Bad Bellingen,
Deutschland) von jeder Seite gespult, um anhaftende, nicht adsorbierte Speichelreste zu ent-

fernen und damit die weitere Pellikelbildung zu unterbrechen.

Jeder Proband trug die jeweiligen Dentinprufkdrper fir die vier Versuchsreihen der Proteom-
analyse und der TEM- und REM-Analysen am selben Tag hintereinander intraoral, um eine
Veranderung der Proteinzusammensetzung, die an unterschiedlichen Tagen auftreten kénnte,
zu minimieren. Pro Versuchsreihe der Proteomanalyse waren je funf bis sechs Prufkorper fur
eine Dentinoberflache von insgesamt 8 cm? notwendig, fiir die TEM- und REM-Analysen war
pro Versuchsreihe ein Prifkdrper notwendig. Somit konnte ein direkter Vergleich zwischen

dem Proteom auf ungeétztem und geétztem Dentin hergestellt werden.

3.3.3 Ex-vivo Erosion der Dentinprufkorper

Um erosive Angriffe auf die Dentinoberflache zu simulieren, wurden die getrockneten Prif-
korper von drei Tragerunden nach der Pellikelbildung ex-vivo mit unterschiedlichen Konzent-
rationen von Zitronensaure geatzt (Tabelle 2). Um eine Sattigung der Zitronenséure auszu-
schlieBen und ein vollstandiges UmflieRen des Prifkorpers zu gewahrleisten, wurde jeder
einzelne Prifkorper in jeweils 1 ml Zitronenséure der jeweiligen Konzentration fur 1 min (fir
0,1%ige Zitronenséure) bzw. 30 s (fir 1%ige und 5%ige Zitronensdure) inkubiert. Daraufhin
wurde jeder Prifkorper drei Mal in je 1 ml destilliertes Wasser getaucht, um die weitere Ero-
sion zu stoppen und abschlieBend fur 15 s mit destilliertem Wasser aus einer Druckspriuhfla-

sche von jeder Seite gespult, um jegliche S&urereste zu entfernen. Dasselbe galt flr jeweils
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drei der Prufkorper fur die REM- und TEM-Untersuchungen. Tabelle 2 zeigt zusatzlich die

pH-Werte der jeweils verwendeten Zitronensdurekonzentrationen.

Tabelle 2: Schema der Atzzeiten mit Zitronensaure unterschiedlicher Konzentration und dem dazugehérigen
pH-Wert der jeweiligen Zitronensaurekonzentration.

Konzentration Saure | Atzzeit pH-Wert
ohne keine

0,1% 1 min 3,13

1% 30s 2,13

5% 30s 1,75

3.3.4 Chemische Elution und Proteinfallung

Das Ablosen der Pellikel fir die Proteomanalysen geschah durch ein neu etabliertes chemi-
sches Elutionsprotokoll mit Hilfe von 1% (v/v) Triton X-100 in TRIS-HCI-Puffer (0,02 M
TRIS, 0,15 M NaCl, pH 7,5 mit 37% HCI) und einem RIPA-Puffer (Radioimmuno Prazipita-

tions Assay). Beiden Pufferlésungen wurde EDTA-freier Proteaseinhibitor zugesetzt.

Die Prifkorper einer Tragerunde, welche gemeinsam 8 cm? Oberfléche ergeben, wurden hin-
tereinander in dasselbe Eppendorf Tube (Hamburg, Deutschland) mit dem Triton X-100- und
danach dem RIPA-Puffer gegeben. Somit entstand fur jede Versuchsreihe der beiden Proban-
den ein Eppendorf Tube und eins fiir die Dentinkontrolle ohne Pellikel. Im Triton X-100-
Puffer wurden sie nach gutem Durchmischen fur jeweils 5 min auf Eis, im RIPA-Puffer fur
5 min im Ultraschallbad (Sonorex Super, Bandelin, Berlin, Deutschland) inkubiert. Durch die
abschlieBende Zentrifugation nach der Inkubation auf Eis bzw. im Ultraschallbad konnten
anhaftende Losungsreste in das jeweilige Eppendorf Tube zurtickgefihrt werden, um den Pro-
teinverlust so gering wie mdglich zu halten. Abschlielend wurden die beiden Pufferlésungen
einer Tragerunde gepoolt, um die gesamte Proteinausbeute einer Versuchsreihe eines Proban-
den zu erhalten. Die Halfte der Ansétze wurde mit demselben VVolumen an 40%iger TCA ge-
fallt. Nach einer Inkubationszeit von 20 min auf Eis und einer 10 min Zentrifugation bei
15.000 x g bei 2 °C wurde der Uberstand entfernt. Das Pellet wurde durch zweifaches Wa-
schen mit dem doppelten Volumen an Aceton gereinigt. Nach einer abschlieRenden 10-
miniitigen Zentrifugation bei 15.000 x g und 2 °C wurde der Uberstand verworfen und das

Proteinpellet luftgetrocknet. Die abschlieRende Lagerung der Prifkorper fand bei 4 °C statt.
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3.4 Probenvorbereitung fur die nano-LC-ESI-MS/MS

3.4.1 LDS-PAGE, Entfarbung, Reduktion und Alkylierung der Proben

Das Proteinpellet wurde fiir die Vorbereitung der Polyacrylamid-Gelelektrophorese in 20 ul
2x NuPolyacrylamid-Gelelektrophorese (Page) Lithiumdodecylsulfat (LDS)-Probenpuffer
(50% NUPAGE® LDS Sample Buffer (4X), 20% NuPAGE® Sample Reducing Agent (10X),
30% H20 dest.) geldst und fur 20 min bei 60 °C denaturiert. AnschlieRend wurden die einzel-
nen Proben nebeneinander auf ein Gel (NUPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris Gel, 1 mm, 10
Wells) aufgetragen und die Kammern mit einem MES-Puffer (5% NuPAGE® MES Natrium-
dodecylsulfat (SDS) Running Buffer (20X), 95% H>0 dest.) und 500 pl NUPAGE® Antioxi-
dans aufgefullt, um die Proteine in einem reduzierten Zustand zu halten, und fir 10 min bei
80 V einlaufen lassen. Nach der Trennung der Proteine Uber das elektrische Feld wurde das
Gel flr 30 min unter leichten Bewegungen in einer Fixierlésung (40% Ethanol, 10% Essig-
séure) inkubiert und drei Mal fir 10 min mit jeweils 300 ml H,O gewaschen. Geféarbt wurde
das Gel fur drei Stunden mittels Coomassie Blue Silver (10%ige Phosphorséure, 10% Am-
moniumsulfat, 0,12% Coomassie Brilliant Blue G-250, 20% Methanol, H,0).

Nach der Entfarbung tber Nacht in destilliertem H>O, wurden einzelne Banden nach dem
Schema in Abbildung 2 aus dem Gel unter der Sterilbank (MSC-Advantage, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA) ausgeschnitten. Aus jeder Probe wurden drei Banden ge-
schnitten und zusatzlich drei entsprechende Kontrollbanden in einer leeren Spur des Gels, um
putative Kontaminationen der Lésungen im Nachhinein herauszufiltern. Jede Bande wurde in
ein Eppendorf Tube mit 300pul Loésung A (50 MM Ammoniumhydrogencarbonat
(NH4HCO3)) tberfuhrt und bei Raumtemperatur fiir 5 min unter Schiitteln inkubiert. Nach
dem Verwerfen des Uberstandes wurde 300 pl Losung B (1:1 Lésung A zu 100% Acetonitril)
hinzugegeben und abermals fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Mit Hilfe dieser Losun-
gen wurden die einzelnen Banden entférbt, da dies die folgende Massenspektrometrie gestort
hatte.

Die in den Proben potentiell enthaltenen Cysteine wurden durch die Gabe von 300 pl der Re-
duktionslésung (10 mM DTT in Losung A) bei 56 °C fur 30 min reduziert und die daraus
entstandenen Thiole mittels 300 ul Alkylierlésung (5 mM lodacetamid in Ldsung A) bei
Raumtemperatur im  Dunkeln  fur 30 min irreversibel in das stabile S-
Carboxyamidomethylcystein tberfuhrt. AnschlieBend wiederholten sich die Schritte der Lo6-

sungen A und B, bis eine vollstandige Entfarbung der Gelbanden vollzogen war. Bei voll-
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stdndiger Farblosigkeit wurde fur 5 min 300 ul 100%iges Acetonitril zugegeben, um die Ban-

den zu dehydrieren.
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Abbildung 2: Einzelne Banden eines Gels, die fiir die weitere Vorbereitung fur die nano-MS wie dargestellt
zugeschnitten wurden.

3.4.2 In-Gel-Verdau und Extraktion der Peptide

Nach dem Entfernen des Acetonitrils und dem vollstandigen Trocknen der Banden wurden
15-20 pl Trypsinlésung (10 ng/ul lyophilisiertes Trypsin in 10% Trypsin Resuspensions-
Puffer und 90% Ldsung A) zugegeben, um das jeweilige Gelstlick vollstandig zu bedecken.
Die Proben wurden iber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Die Extraktion in zwei Schritten erfolgte durch die jeweilige Zugabe von 20 pl Extraktions-
puffer (2,5% Ameisensaure, 50% Acetonitril), anschliefender Inkubation im Ultraschallbad
und Uberfithren des Uberstandes in ein neues Eppendorf Tube. Die Losungen wurden darauf-
hin in einem Vakuumkonzentrator (Savant DNA-SpeedVac, ThermoFisher Scientific) bei
43 °C bis zur vollstdndigen Trockenheit eingedampft. Die Peptidpellets wurden zum vollstén-
digen Losen in 21 pl 0,1%iger Ameisensédure fir 10 min im Ultraschallbad inkubiert. Ab-
schlieBend wurden jeweils 20 pl der Proben in ein Glasgefal3 Gberfuhrt, diese verplombt und

bis zur weiteren Analyse bei - 20 °C gelagert.
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3.5 Massenspektrometrische Analysen

Die massenspektrometrischen Untersuchungen der Dentinproben der Probanden und der Den-
tinkontrollprobe ohne Pellikel wurden am Institut fir Experimentelle und Klinische Pharma-
kologie und Toxikologie an der Universitat des Saarlandes durchgefiihrt. Diese erfolgten
durch eine auf hydrophobe Wechselwirkungen basierende Auftrennung mittels Flussigkeits-
chromatographie, einer  Elektronenspray-lonisation und anschlieBender  Tandem-
Massenspektrometrie (nano LC-ESI-MS/MS) (Ultimate 3000 RSLC nano UHPLC-System
gekoppelt an LTQ Orbitrap Velos Pro, ThermoFisher Scientific) (Abbildung 3). Dabei wurde
von jeder Probe ein Aliquot (1-10 ul) der trypsinisierten Peptidextrakte Uber eine hydrophobe
Vorséule angereichert und Uber eine C18-Trennséule chromatographisch mit einer nano
Hochdruckflussigkeitschromatographie aufgetrennt. Uber diese 3 Stunden dauernde Auftren-
nung wurde der Anteil des organischen Losungsmittels Acetonitril kontinuierlich erhéht. Das
Endprodukt der Chromatographie wurde unter Hochspannung mittels der ESI bei 2,2 kV ioni-
siert und direkt in das Massenspektrometer geleitet. Dort wurde das Masse/Ladung- (m/z-)
Verhéltnis ermittelt und die Peptidionen mit einer Ladung > + 1 wurden zusatzlich fragmen-
tiert. Uber die lonenfalle (Quadrupol) und den Orbitrapmassenanalysator erfolgte die Detekti-

on der intakten Peptidionen und deren Fragmente.

Electrospray lon Source S-lens Square Quadrupale Octopole High Pressure Cell  Low Pressure Cell (uadrupole Mass Filter C-Trap HCD Callision Cell
with Neutral Blocker

A i
Mass Anaye <.>ﬁl:g

Abbildung 3: Schema der Tandem-Massenspektrometrie des Orbitrap Elite™ ab der Elektronenspray-lonisation
(Quelle: http://planetorbitrap.com/orbitrap-elite, Abrufdatum: 15.08.2017).

Die daraus entstandenen Fragmente wurden mittels der SWISS-Prot Datenbank fiir humane
Proteine aufgrund des spezifischen Musters durch die Trypsin-Spaltung und des Masse-zu-
Ladung-Verhéltnisses in der Software Proteome Discoverer 1.4 (ThermoFisher Scientific)

analysiert. Diese Software greift auf den Datenbanksuch-Algorithmus Mascot zu.
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Folgende Parameter wurden bei dieser Suche festgelegt:

— Referenzdatenbank: SwissProt 2015

— Taxonomie: human

— Enzym: Trypsin

— Ubersehene Schnittstellen: 2

— dynamische Modifikation: Deamidierung (N, Q), Oxidation (M), Acetylierung (K)

— feste Modifikation: Carbamidomethylation (C).

Die endgultige Auswertung der Daten wurde mit der Proteom Software Scaffold 4 (Proteome
Software, Inc, Portland, OR, USA) mit folgenden Einstellungen durchgefiihrt: einem Protein-
Identifikationsschwellenwert von 90%, einem Peptid-ldentifikationsschwellenwert von 95%
und einer Mindestanzahl von zwei unabhangigen Peptiden fur eine Proteinidentifikation. Die
in der Kontrollprobe identifizierten Proteine wurden zum Ausschluss von Verunreinigungen
der Versuchsproben genutzt. Dabei wurde jedes Protein, das im Anzeigemodus ,,Unique Pep-
tide Count“ in der Kontrolle doppelt so hdufig wie in der Versuchsprobe selbst gefunden wur-

de, aus den Datensatzen entfernt.

AnschlieBend fanden bioinformatische Auswertungen auf Grundlage der Ergebnisse statt.
Zugehorige Daten flr die Auswertung der Proteine, ihrer Molekulargewichte und ihren mole-
kularen Funktionen wurden dem Scaffold Programm entnommen und basieren im letzteren

Fall auf dessen Gene Ontology (GO) Annotationen.

Die relative Quantitat der Proteine wurde ebenfalls durch das Unterprogramm ,,precursor ion
area detection” des Proteom Discoverer 1.4 errechnet. Durch dieses Unterprogramm werden
die Peakflachen von unfragmentierten Peptiden (Precursor lon) ermittelt: Diese Peakflache
ergibt sich aus dem Mittelwert der drei am stérksten ionisierten, zu einem Protein zugehdrigen
Peptide. Diese Peptide werden separat fir jeden Versuchsdurchlauf bestimmt, sodass auch
unterschiedliche Peptide eines Proteins in den unterschiedlichen Versuchen benutzt werden
konnten. Dieses Verfahren wurde von Silva et al. (2006) als TOP® Peak Area Methode be-

schrieben.
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3.6 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der Prifkorper

Drei der vier REM-Priifkorper pro Proband bzw. der Dentinkontrollprobe ohne Pellikel wur-
den anschliefend mit 1 ml Zitronensdure der jeweiligen Konzentration fir 1 min (fur 0,1%ige
Zitronensaure) bzw. 30 s (fir 1%ige und 5%ige Zitronensaure) inkubiert. Nach der Entfer-
nung jeglicher Sdurereste wurden die teilweise erodierten Prifkorper fiir die rasterelektro-
nenmikroskopischen Untersuchungen mit einer 2,5%igen Glutaraldehyd-L6sung (in 0,01 M
Cacodylat-Puffer, pH7,2) fur eine Stunde fixiert und anschlieRend vier Mal fiir jeweils 10 min
mit Cacodylat-Puffer gewaschen und in der flinften Losung bei 4 °C aufbewahrt.

AbschlieBend erfolgte eine Entwasserung mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe bis zu
100%igem Ethanol. Anschliefend wurden die Prifkérper fir 30 min in 1,1,1,3,3,3-
Hexamethyldisilazan (HDMS) inkubiert und luftgetrocknet.

Nach der vollstandigen Trocknung wurden die Prifkorper mittels Leit-Tabs (Plano GmbH,
Wetzlar, Deutschland) auf Probeteller aus Aluminium (Specimen Stubs, Agar Scientific Ltd,
Essex, England) montiert und mit einer Kohlebedampfung beschichtet (SCD 030, Oerlikon
Balzers, Balzers, Liechtenstein). Die anschliefenden Untersuchungen mit dem Rasterelektro-
nenmikroskop (FEI/Philips XL 30 ESEM Eindhoven, Niederlande) fanden bei bis zu
50.000facher VergrofRerungen statt und einzelne charakteristische Bereiche wurden digitalfo-
tografisch festgehalten. Auf allen Bildern wurde darauf geachtet, einen Anschnitt eines Den-

tintubulus zu erfassen, um einen Vergleich der Dentinproben zu ermdglichen.

3.7 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen der
Prufkorper
Die vier, teilweise erodierten Dentinprifkorper pro Proband und die Dentinkontrollprobe oh-
ne Pellikel wurden fiir eine Stunde bei 4 °C in Fixierlésung (1% Glutaraldehyd, 1% Parafor-
maldehyd, 0,1 M Cacodylat-Puffer) fixiert und anschlielend vier Mal mit Cacodylat-Puffer
gewaschen und in der funften Lésung bei 4 °C aufbewahrt. AnschlieBend fand eine Nachfi-
xierung fur 1 h mit 2% Osmiumtetroxid (1:1 zu 0,2 M Cacodylat-Puffer) statt. Nach dem
finfmaligen Auswaschen fir jeweils 10 min mit H>O dest. wurden die Prifkorper in

50%igem Ethanol gelagert.

Die dreitdgige Araldit-Einbettung mit Ethanol/Aceton begann mit der Entwasserung der Pro-
ben durch eine aufsteigende Alkoholreihe bis zu 100%igem Ethanol. AbschlieRend fand eine
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zweimalige 20-mindtige Inkubation mit Aceton statt und die Lagerung tber Nacht erfolgte in
einem 1:1 Araldit-Aceton-Gemisch (3% Beschleuniger). Am darauffolgenden Tag folgte das
Umsetzen der Préparate in ein reines Araldit-Gemisch (2% Beschleuniger). Zum Schluss folg-
te die Umsetzung der Praparate in ein reines Araldit-Gemisch (2% Beschleuniger) in Silikon-

formen und das Auspolymerisieren bei 65 °C flir zwei Tage.

Die auspolymerisierten Préparate wurden mittels eines Ultramikrotoms (Ultracut E, Benz-
heim, Deutschland) und einem Diamantmesser ultradiinn geschnitten, auf einer pioloformbe-

schichteten Kupferlochblende aufgefangen und mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert.

Die geschnittenen Prdparate wurden mit dem Elektronenmikroskop TECNAI 12 Biotwin
(FEI, Eindhoven, Niederlande) bei bis zu 100.000facher VergroRerung analysiert und einzel-
ne charakteristische Bereiche wurden digitalfotografisch festgehalten.
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4 Ergebnisse

Die Ergebnisse wurden zur besseren Ubersichtlichkeit und Darstellung in drei Teile geglie-
dert. Der erste Teil befasst sich mit der Proteomanalyse der Pellikel zweier Probanden, im
zweiten Teil wird auf das Pellikelproteom nach der Atzung mit Zitronensaure eingegangen.
Im dritten Teil werden die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Analysen dargestelit.
Die bovine Dentinprobe diente als Kontrolle und wurde im Gegensatz zu den anderen Proben
nicht oral exponiert und nicht mit Zitronenséure geéatzt. Diese erscheint in den Auflistungen

und Beschreibungen als ,,Dentinkontrolle ohne Pellikel*.

4.1 Proteomanalyse der 3 min-Pellikel auf Dentin

Die in diesen drei Versuchsdurchlaufen identifizierten Pellikelproteine auf Dentin der unge-
atzten und oral fir 3 min exponierten Proben belaufen sich auf eine Gesamtanzahl von 467
Proteinen. Diese wurden durch zwei Versuche am Proband 1, aus Grinden der Reproduzier-
barkeit und des Vergleichs untereinander, und durch einen Versuch am Proband 2 registriert.
Eine Auflistung der Anzahl der detektierten Pellikelproteine in Abhangigkeit vom Versuchs-
durchlauf ist in Tabelle 3 aufgefiihrt. Die genaue Auflistung aller identifizierten Pellikelprote-
ine mit Hinweis auf die jeweilige Versuchsreihe befindet sich im Anhang (Tabelle 6). Bei den
insgesamt 578 identifizierten Proteinen handelt es sich um alle Proteine aller Versuchsreihen

von zwei Probanden und die Proteine der Dentinkontrollprobe ohne Pellikel.

Tabelle 3: Anzahl der identifizierten Pellikelproteine auf Dentin aus drei Versuchen an zwei Probanden und der
Dentinkontrolle ohne Pellikel. Die Dentinkontrolle ohne Pellikel wurde von keinem Probanden getragen und
stellt die identifizierten humanen Proteine auf den gereinigten bovinen Dentinprufkdrpern dar.

Gesamtes Proteom 578
Proteine der 3 min-Pellikel, ungeatzt 467
Proteine der Dentinkontrollprobe (ohne Pellikel) 63

Die Dentinkontrollprobe ohne Pellikel wurde mittels der humanen Datenbank analysiert, um
die dabei identifizierten bovinen Dentinproteine mit den Pellikelproteinen der Probanden ab-

zugleichen und dadurch falsch-positive Identifikationen zu erkennen. Jedoch zeigte sich, dass
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alle identifizierten Proteine der Dentinkontrollprobe auch in den Auflistungen der 3 min-
Pellikel der anderen Versuche erscheinen. Darlber hinaus sind diese identifizierten Proteine
der Dentinkontrollprobe Bestandteil der humanen Pellikel, weshalb sie weiterhin in den Auf-
listungen verbleiben.

Proband Proband
1.2 1.1

Abbildung 4: Venn-Diagramm mit Anzahl und Uberschneidung der identifizierten Proteine der 3 min-Pellikel
des Probanden 1 an zwei unterschiedlichen Versuchstagen.

Um die Reproduzierbarkeit der detektierten Proteine festzustellen, wurde ein Vergleich der
identifizierten Pellikelproteine am Probanden 1 an verschiedenen Versuchstagen durchge-
fuhrt. Alle anderen Versuchsparameter wurden konstant gehalten. Das Mengendiagramm
nach Venn in der Abbildung 4 zeigt eine Uberschneidung der detektierten Proteine der
3 min-Pellikel des Probanden 1 an zwei verschiedenen Versuchstagen: 241 Pellikelproteine
(57%) wurden an beiden Versuchstagen detektiert, die restlichen insgesamt 183 Pellikelprote-

ine jeweils nur an einem der beiden Tage.

Um weitere Informationen zu den identifizierten Proteinen zu erhalten, wurden bioinformati-
sche Auswertungen durchgefhrt.
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Abbildung 5: Haufigkeitsverteilungen der Molekulargewichte aller im Pellikelproteom identifizierten
Pellikelroteine der Probanden 1 und 2. Der GroRteil der identifizierten Pellikelroteine hat ein Molekulargewicht
< 200 kDa.

In den Histogrammen von Abbildung 5 sind die einzelnen Pellikelproteine der Probanden 1
und 2 nach ihrem Molekulargewicht in Kilodalton aufgeteilt. Dabei wurde jedes einzelne
Pellikelprotein jedes Probanden aufgelistet und in dem Diagramm wiedergegeben. Die
Héaufigkeitsverteilung gibt an, wie hdufig das jeweilige Molekulargewicht detektiert wurde.
In den durchgefuhrten Versuchen wurden vor allem niedermolekulare Proteine detektiert. Der
GroRteil der identifizierten Proteine besitzt ein Molekulargewicht kleiner als 100 kDa. Einige
wenige sind im mittleren Molekulargewichtsbereich zwischen 100 kDa und 200 kDa
angesiedelt und sehr wenige Proteine besitzen ein hohes Molekulargewicht von tber 200 kDa.

Dieses Ergebnis wurde probandenunabhéngig in allen Versuchen vorgefunden.

Zusétzlich wurde eine bioinformatische Auswertung basierend auf den Gene Ontology
Annotationen durchgefuhrt. Die Gene Ontology dient dazu, Gene und Proteine aufzulisten,
ihnen bekannte Funktionen zuzuordnen, die Beziehung dieser zueinander zu finden und
daraus eine Datenbank zu erstellen. Diese deckt drei Bereiche ab: ,,Zellulire Komponenten®,
,Biologischer Prozess* und ,,Molekulare Funktion“. Aufgrund der Tatsache, dass die Pellikel
eine Schicht aus adsorbierten Speichelproteinen darstellt, sind die beiden Bereiche ,,Zelluldre
Komponente* und ,,Biologischer Prozess* in den vorliegenden Untersuchungen nicht
bertcksichtigt. Somit wurde der Fokus auf die ,,Molekulare Funktion* gelegt. In Abbildung 6
sind die molekularen Funktionen der identifizierten Proteine in Form von Kreisdiagrammen
dargestellt. Diese wurden mit Hilfe des Programms Scaffold 4 erstellt und basieren auf den

annotierten molekularen Funktionen der identifizierten Proteine.
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Da jedes Protein mehrere Funktionen in sich tragen kann, sind alle annotierten Funktionen
jedes Pellikelproteins aufgezeigt. So besteht die Mdglichkeit, dass ein Pellikelprotein in jeder
dieser Gruppen vertreten ist. Probanden- und tagesunabhéngig sind ca. zwei Drittel dieser
Funktionen auf die Kategorien ,,Bindung®, , Katalytische Aktivitit und ,,Enzym-regulierende
Aktivitat™ aufgeteilt. Dabei stellt die Kategorie ,,Bindung™ mit mindestens 42% immer den
groliten Anteil des Kreisdiagramms dar. Darauf folgt die Kategorie ,,Katalytische Aktivitat™
mit circa 21% und mit mindestens 9% die Kategorie ,,Enzym-regulierende Aktivitat®.

16%-_1,4% 19% _-0,2%

1,7% ~_1,2% 1,7% _-0,2%

0,4% 0,5%

3 min-Pellikel (Proband 1.1) 3 min-Pellikel (Proband 1.2)
2,2%~_0,7%-~ 19% -0,0% M Bindung
2,7% 0,2% W Katalytische Aktivitat

B Enzym-regulierende Aktivitat

W Unbekannt

M Strukturelle Aktivitat

m Molekulare Ubertrager-Aktivitat

M Transporter-Aktivitat

m Antioxidative Aktivitat

M Translations-regulierende Aktivitat

M Transkriptions-regulierende Aktivitat

B Motor Aktivitat

3 min-Pellikel (Proband 2) W Unterstutzende Transportprotein-Aktivitat

Abbildung 6: Verteilungsmuster der molekularen Funktionen der 3 min-Pellikel von drei unterschiedlichen
Versuchstagen und zwei unterschiedlichen Probanden (basierend auf Daten der Gene Ontology).

Daraus resultiert, dass jeder Proband eine individuelle Pellikel-Zusammensetzung hat, die
tagesabhéngigen Schwankungen unterliegt. Jedoch zeigte sich, dass sowohl die molekularen
Funktionen der detektierten Pellikelproteine als auch die Haufigkeitsverteilung der Moleku-
largewichte der beiden Probanden &hnliche Werte ergaben. Der direkte Vergleich der Dia-

gramme des Probanden 1 zeigte ebenfalls dieses Ergebnis.
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4.2 Proteomanalyse der 3 min-Pellikel auf Dentin nach Atzung mit
Zitronensaure unterschiedlicher Konzentration

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden die Effekte der Sdureeinwirkung auf Dentin unter

Anwesenheit des initialen Biofilms mit Hilfe von Zitronenséure untersucht. Sowohl die Ver-

anderung der Pellikelzusammensetzung als auch die daraus resultierenden Abweichungen in

den bioinformatischen Auswertungen wurden ein weiteres Mal analysiert.

Tabelle 4 zeigt eine Auflistung der Anzahl identifizierter Proteine der 3 min-Pellikel ohne und

mit Zitronensaureédtzung verschiedener Konzentrationen der Probanden 1 und 2.

Beim Versuchsdurchlauf des Probanden 1.2 wurden von den insgesamt 463 detektierten Pel-
likelproteinen 351 Proteine in der 3 min-Pellikel detektiert. 322 Pellikelproteine sind in der
3 min-Pellikel nach Atzung mit Zitronenséure von 0,5% fiir 1 min vorhanden, 305 Pellikel-
proteine finden sich nach einer 30 s Atzung mit 1%iger Zitronensaure und 323 Pellikelprotei-
ne sind nach der Atzung mit 5%iger Zitronensaure fur ebenfalls 30 s zu detektieren. Insge-
samt 206 dieser Pellikelproteine sind in allen vier Versuchsdurchlgufen zu finden.

Von den insgesamt 346 identifizierten Pellikelproteinen des Probanden 2 wurden 257 Protei-
ne in der 3 min-Pellikel detektiert. 243 Pellikelproteine waren auf der 3 min-Pellikel nach
Atzung mit einer Zitronensaure-Konzentration von 0,1% fiir 1 min vorhanden, 238 Pellikel-
proteine sind nach einer Atzung mit 1%iger Zitronensaure fiir 30 s und noch 218 Pellikelpro-
teine sind nach der 30 s Atzung mit 5%iger Zitronensdure zu finden. Insgesamt 133 dieser

Pellikelproteine waren in allen vier Versuchsdurchlaufen detektierbar.

Die Prozentzahlen innerhalb der Tabelle geben an, welche prozentualen Anteile diese identi-
fizierten Pellikelproteine einer Versuchsgruppe an der Gesamtmenge an Proteinen eines Ver-
suchsdurchlaufs des jeweiligen Probanden ausmachen. Jeweils ca. 75% des Pellikelproteoms
eines Probanden wurde in der 3 min-Pellikel gefunden. Diese Zahl nimmt, mit Ausnahme der
Probe, bei der beim Probanden 1 die 3 min-Pellikel mit 5%iger Zitronensdure geétzt wurde,
stetig ab. Die Schnittmenge aller Pellikelproteine eines Probanden innerhalb seines Gesamt-
versuchsdurchlaufes betrégt bei Proband 1.2 44,49% und bei Proband 2 38,44%.

Eine vollstandige alphabetische Auflistung aller im Rahmen der vorliegenden Studie detek-

tierten Proteine befindet sich im Anhang (Tabelle 6).
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Tabelle 4: Anzahl der identifizierten Proteine auf Dentin der Probanden 1 und 2 vor und nach Atzung mit
Zitronensdure unterschiedlicher Konzentrationen nach einer Tragezeit von 3 min. Die Prozentzahlen in
Klammern beziehen sich auf die Gesamtzahl der innerhalb eines Probanden identifizierten Proteine.

Identifizierte Proteine: 578

Proband Proband 1.1 Proband 1.2 Proband 2
3 min-Pellikel 312 (100%) 351 (75,81%) 257 (74,28%)
3 min-Pellikel mit - 322 (69,55%) 243 (70,23%)

0,1% Zitronensaure

3 min-Pellikel mit 1% |- 305 (65,87%) 238 (68,79%)

Zitronensaure

3 min-Pellikel mit 5% | - 323 (69,76%) 218 (63,01%)

Zitronensaure

Schnittmenge je - 206 (44,49%) 133 (38,44%)
Versuchsdurchlauf

Pellikelproteom 312 463 346

der Probanden

Schnittmenge der Pro- 140 (26,77%) 115 (21,06%)
banden

Schnittmenge 107 (18,38%)

aller identifizierter

Pellikelproteine

Aus dieser Gesamtliste an Pellikelproteinen wurden weitere Schnittmengen der 3 min-Pellikel
unter unterschiedlichen Gesichtspunkten herausgearbeitet: VVon allen identifizierten Pellikel-
proteinen des Probanden 1.1 und 1.2 sind insgesamt 140 Pellikelproteine in allen Versuchs-
durchlgufen an beiden Versuchstage zu finden. Beim Vergleich des Pellikelproteoms der Pro-
banden 1.2 und 2 findet sich eine Uberschneidung von 115 der Pellikelproteinen. Von der
Gesamtmenge von 578 Proteinen sind 107 Pellikelproteine in allen Versuchsdurchldufen an
allen Probanden zu finden, was 18,38% des gesamten Pellikelproteoms entspricht. Diese Pro-
teine sind gesondert in Tabelle 5 im Anhang zu finden.
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Zu diesen Versuchsreihen wurden ebenfalls bioinformatische Auswertungen durchgefiihrt,

um mégliche Veranderungen durch die Atzung mit Zitronensaure festzustellen.

3 min-Pellikel (Proband 1) 3 min-Pellikel mit 0,1% Zitronensaure (Proband 1)
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Abbildung 7: Haufigkeitsverteilung der Molekulargewichte aller im Pellikelproteom identifizierten Proteine des
Probanden 1 nach einer Tragezeit von 3 min vor und nach Atzung mit Zitronensaure unterschiedlicher
Konzentration.

Abbildung 7 zeigt die Haufigkeitsverteilung der Molekulargewichte aller im Pellikelproteom
identifizierten Proteine des Probanden 1 innerhalb der Versuchsreihe mit anschlieRender Zit-
ronensaure-Atzung verschiedener Konzentrationen und Einwirkzeiten. Wie bereits in Abbil-
dung 5 ersichtlich, finden sich auch hier Gberwiegend Pellikelproteine mit geringem Moleku-
largewicht. Auch die maximale Anzahl an Pellikelproteinen mit gleichem Molekulargewicht
befindet sich in diesem Bereich und liegt zwischen 10-15. Das gesamte Pellikelproteom der
Versuchsdurchldufe findet in diesen Diagrammen seine Darstellung, auf3er Titin, da es mit
seinem Molekulargewicht von 3816 kDa aul3erhalb des gewahlten Ausschnittes des Moleku-
largewichtes liegt. Dieses wurde in der Probe von Proband 1 nach einer Atzung mit 1%iger

Zitronensaure gefunden.
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Dasselbe Bild stellt sich in Abbildung 8 dar, welches die Haufigkeitsverteilung der Moleku-
largewichte des Probanden 2 aufzeigt. Hier sind ebenfalls vorwiegend niedermolekulare Pel-
likelproteine zu finden. Auch die maximale Anzahl an Pellikelproteinen eines Molekularge-

wichtes liegt unter 15.
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Abbildung 8: Haufigkeitsverteilung der Molekulargewichte aller im Pellikelproteom identifizierten Proteine des
Probanden 2 nach einer Tragezeit von 3 min vor und nach der Atzung mit Zitronenséure unterschiedlicher
Konzentrationen.

Die Atzung mit Zitronensaure hat bei beiden Probanden keinen nennenswerten Einfluss auf
das Herauslésen von Proteinen eines bestimmten Molekulargewichtes. Auch die Haufigkeits-
verteilung wird nicht bedeutend verandert (Abbildung 7, Abbildung 8).
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M Bindung

M Enzym-regulierende Aktivitat

B Strukturelle Aktivitat

B Transporter-Aktivitat

1 Translations-regulierende Aktivitat

m Motor Aktivitat

W Katalytische Aktivitat

B Unbekannt

® Molekulare Ubertrager-Aktivitat

B Antioxidative Aktivitdt

W Transkriptions-regulierende Aktivitat

I Unterstltzende Transportprotein-Aktivitat
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Abbildung 9: Verteilungsmuster der molekularen Funktionen der Pellikelproteine (basierend auf Gene
Ontology). Es handelt sich um einen einzigen Versuchstag und um die Versuchsreihe des Probanden 1.2. Die
Proben wurden entweder unbehandelt oder nach Atzung mit Zitronensdure verschiedener Konzentrationen

analysiert.
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Abbildung 10: Verteilungsmuster der molekularen Funktionen im Proteom der 3 min-Pellikel auf Dentin
(basierend auf Gene Ontology). Es handelt sich um einen einzigen Versuchstag und den Probanden 2. Die
Proben wurden entweder unbehandelt oder nach Atzung mit Zitronensaure verschiedener Konzentrationen
analysiert.

Abbildung 9 und Abbildung 10 zeigen Diagramme zu den molekularen Funktionen der detek-
tierten Pellikelproteine der Probanden 1 und 2. Wie bereits in Abbildung 6 zu sehen ist, neh-
men die prozentualen Anteile der Funktionen ,,.Bindung®, ,,Katalytische Aktivitit* und ,,En-
zym-regulierende Aktivitit” ungefdhr drei Viertel des Diagrammes ein. Dieses Bild andert
sich trotz der Atzung mit Zitronenséaure verschiedener Konzentrationen und verschiedener
Einwirkzeiten nicht. Bei beiden Probanden schwanken die Prozentzahlen der Funktionen
,Bindung® (41,4-46,2%), ,.Katalytische Aktivitat“ (18,4-22,7%) und ,,Enzym-regulierende
Aktivitat« (9,0-11,3%) nur in geringen Mafen, ohne dass dabei eine Tendenz erkennbar waére,
ob die Prozentzahlen durch die Atzung eher zu- oder abnehmen.
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Die bioinformatischen Auswertungen zeigen, dass die Zitronensduredtzung auf das
Molekulargewicht und die molekularen Funktionen des Proteoms keinen Einfluss hat.
Lediglich die Anzahl der Proteine &ndert sich, das Proteom selbst aber behé&lt nach diesen

bioinformatischen Erkentnissen seine grundlegende Zusammensetzung.

3x109+ 3 min-Pellikel

Il 3 min-Pellikel mit 0,1% Zitr.sdure

B 3 min-Pellikel mit 1% Zitr.sdure
3 min-Pellikel mit 5% Zitr.saure

2.5%10°1

2x10°

1.5%10°

Relative Haufigkeit

1%1094

T

Abbildung 11: Relative Haufigkeit der 10 abundantesten im Pellikelproteom identifizierten Proteine ohne
erosiven Einfluss, sowie nach Atzung mit 0,1%, 1% und 5% Zitronenséaure. Proband 1.2

Eine weitere Analyse diente der quantitativen Bestimmung der einzelnen Proteine des Prote-
oms der jeweiligen Versuchsreihen. Aufgrund der Vielzahl von Proteinen wurde eine Metho-
de angewendet, welche auf eine vorherige Markierung einzelner Proteine verzichtet: die
TOP3 Methode. Diese Methode basiert auf der Annahme, dass die Quantitat eines Proteins
Uber seine drei abundantesten ionisierten Peptide wahrend der nano-MS bestimmt werden
kann. Dies geschieht rechnerisch Uber die Integration der gemittelten Flachen der Peaks der
drei haufigsten Peptide eines Proteins, weswegen die Skaleneinteilung einheitslos ist. Somit
konnen Proteine mit Kleiner und groRer Peptidanzahl direkt miteinander verglichen werden

und auf eine Markierung uber Referenzproteine kann verzichtet werden.
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In Abbildung 11 und Abbildung 12 sind die jeweils quantitativ haufigsten Pellikelproteine des
Proteoms der beiden Probanden aufgezeigt. Dabei sind die jeweiligen Versuche —
3 min-Pellikel und 3 min-Pellikel ge&tzt mit Zitronensaure unterschiedlicher Konzentration —

eines jeden Proteins direkt gegeniibergestellt.

Beim Probanden 1 (Abbildung 11) sind die haufigsten Proteine Alpha-amylase 1, Basic sa-
livary proline-rich protein (Prolin-reiche Proteine, PRP) 2, Cystatin-B, Cystatin-S, Cystatin-
SA, Cystatin-SN, Lysozyme C, Mucin-7, Protein S100-A8(4) und Serum albumin, wobei
Lysozyme und Serum albumin die groRte Haufigkeit aufzeigen. Anhand dieser Auswertungen
ist zu sehen, dass trotz der Zitronensaure-Atzung nicht immer eine Abnahme der relativen
Haufigkeit der Proteine vorzufinden ist. Cystatin-S und Cystatin-SN zeigen Tendenzen, wie
sie nach den vorhergehenden Ergebnissen zu erwarten waren: eine stetige Abnahme der Pro-
teinanzahl mit zunehmender Zitronensdaurekonzentration. Die anderen Proteine zeigen diesen
Trend jedoch nicht. Bei diesen kommt es zu dem Anstieg von einem oder mehreren Proteinen
der gedtzten Pellikelproben. Besonders Serum albumin fallt aus der Reihe, da sich dort die
Probe mit der 5%-Atzung weit iiber der Haufigkeit der ungeatzten Probe darstellt.

3x10°1 3 min-Pellikel

B 3 min-Pellikel mit 0,1% Zitr.s&ure

Bl 3 min-Pellikel mit 1% Zitr.saure
3 min-Pellikel mit 5% Zitr.saure
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Abbildung 12: Relative H&ufigkeit der 9 hdufigsten im Pellikelproteom identifizierten Pellikelproteine ohne
erosiven Einfluss, sowie nach Atzung mit 0,1%, 1% und 5% Zitronenséure. Proband 2
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Bei Proband 2 zeigt sich in Abbildung 12 ein ahnliches Bild. Hier sind die neun haufigsten
Proteine Alpha-amylase 1, Cystatin-B, Cystatin-S, Hemoglobin subunit alpha, Lysozyme C,
Prolactin-inducible protein, Protein S100-A8, Serum albumin und Zymogen granule protein
16 homolog B. Die Proteine Alpha-amylase 1, Cystatin-B und —S, Lysozyme C, Protein S100-
A8 und Serum albumin sind bei beiden Probanden zu finden. Jedoch zeigt nur Alpha-amylase
1 den zu erwartenden Trend der immer weiter abnehmenden Haufigkeit durch die Atzung mit
Zitronensdure. Bei allen anderen Proteinen zeigen sich Anstiege in mindestens einer der Pro-
ben. Vor allem die 3 min-Pellikel geétzt mit 5%iger Zitronensaure féallt aus dem Muster: Ins-
gesamt funf der neun Proteine zeigen dort einen Anstieg, ndmlich Cystatin-B, Cystatin-S,

Hemoglobin subunit alpha, Prolactin-inducible protein und Serum albumin.

Alle diese Proteine finden sich, mit Ausnahme von Cystatin-S, in allen Versuchsreichen so-
wohl beim Probanden 1.2, als auch beim Probanden 2 wieder. Unter Hinzunahme des Pro-
banden 1.1 fallt lediglich das Protein Basic salivary PRP 2 heraus. Somit sind von den 13
haufigsten Proteinen elf Proteine bei allen Probanden in allen Versuchsdurchfiihrungen zu
finden.

4.3 Transmissions- und rasterelektronenmikroskopische Resultate

In den Abbildungen 13 bis 15 sind die REM-Bilder der Dentinkontrollprobe ohne Pellikel
sowie die 3 min-Pellikelproben der Probanden 1 und 2 vor und nach Zitronensdureétzung ver-
schiedener Konzentrationen in 5.000-, 10.000-, und 20.000facher VergrolRerung dargestellt.
Auf allen Bildern ist ein Anschnitt mindestens eines Dentintubulus fiir den besseren Vergleich

untereinander zu erkennen.

Die Dentintubuli zeigen sich auf den ungeétzten Bildern der Dentinkontrollprobe und der
3 min-Pellikelprobe teilweise verschlossen. In Abbildung 13 sind die Dentintubuli auch auf
den Dentinkontrollproben mit 0,1%iger Zitronensaureatzung zum Teil verschlossen. Ab der
Verwendung von 1%iger Zitronensaure auf der Dentinkontrollprobe ohne Pellikel zeigt sich
ein anderes Bild: Die Dentinoberflache erscheint deutlich gegléttet und alle Dentintubuli sind
vollstandig eroffnet. Zusatzlich wurden sie durch die Sdure bis in die Tiefe angegriffen. In
den Bildern der Dentinkontrollprobe mit 5%iger Zitronensaurebehandlung sind die Dentintu-
buli noch starker erodiert und es wurden durch die starke Sdurekonzentration bereits Kol-

lagenfibrillen freigelegt.
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Dentinkontrolle ohne Pellikel

Dentmkontl olle ohne Pellikel. 1% Zitr.saure

Abbildung 13: REM-Bilder der Dentinkontrollproben ohne Pellikel mit Zitronensauredtzung unterschiedlicher
Konzentration. Zum besseren Vergleich wurden Bildausschnitte mit angeschnittenen Dentintubuli gewahlt.
Exemplarische Aufnahmen mit jeweils 5.000-, 10.000- und 20.000facher VergréfRerung (von links nach rechts).

Beim Probanden 1 zeigt sich in Abbildung 14 beginnend mit der Atzung der 3 min-Pellikel
mit 0,1%iger Zitronenséure die Eréffnung der Dentintubuli und deren beginnende Erosion.
Dieser Effekt der Zitronensdure wird mit zunehmender Konzentration deutlicher, sodass bei
den Abbildungen der 3 min-Pellikel mit 5%iger Zitronensdaure die Kontinuitat der Tubulus-

wand stark aufgehoben ist. Jedoch sind die Dentintubuli in den 3 min-Pellikelproben mit
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1%iger Zitronenséure immer noch teilweise verschlossen. Trotzdem ist die Tubuluswand be-
reits durch die Zitronensdure angegriffen. Auch wird ab dieser S&urekonzentration die Den-
tinoberflache mit zunehmender Zitronensdurekonzentration immer glatter. Jedoch werden
trotz zunehmender Séurestarke weniger Kollagenfibrillen freigelegt als in der Dentinkontroll-
probe ohne Pellikel in Abbildung 13.

Beim Probanden 2 zeigt sich in Abbildung 15 folgendes Bild: Die okkludierten Dentintubuli
werden ab einer Zitronenséuredtzung der 3 min-Pellikelprobe mit 1% vollstandig er6ffnet. Zu
diesem Zeitpunkt ist die Oberflache des Dentins, die zuvor, wie beim Probanden 1, eine glo-
bulére, feinkdrnige Oberflache besaR, ebenfalls wieder geglattet. Die Wande der Dentintubuli
sind aber noch nicht stark angegriffen. Die deutliche Destruktion der Tubuluswéande beginnt
mit der Verwendung der 5%igen Zitronensaure auf der 3 min-Pellikelprobe des Probanden 2.

Hier ist die Kontinuitat der Tubuli stark unterbrochen.

Damit scheint die Zitronenséure ihren groRten Effekt auf die Dentinkontrollprobe ohne Pelli-
kel zu haben, da die Destruktion der Tubuluswéande stérker ist als bei den Proben der
3 min-Pellikel der beiden Probanden, und da deutlich mehr Kollagenfibrillen freigelegt wur-

den.
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3 min-Pellikel Proband 1. 1% Zitr.sdure

Abbildung 14: REM-Bilder der 3 min-Pellikelproben des Probanden 1 ohne und mit Zitronensduredtzung unter-
schiedlicher Konzentrationen. Exemplarische Aufnahmen mit jeweils 5.000-, 10.000- und 20.000facher Vergro-
Rerung (von links nach rechts).
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3 min-Pellikel Proband 2

3 min-Pellikel Proband 2. 5% Zitr.sdure

Abbildung 15: REM-Bilder der 3 min-Pellikelproben des Probanden 2 ohne und mit Zitronenséureédtzung unter-
schiedlicher Konzentrationen. Exemplarische Aufnahmen mit jeweils 5.000-, 10.000- und 20.000facher Vergro-
Rerung (von links nach rechts).

Die Abbildungen 16 bis 22 zeigen die TEM-Bilder der Dentinkontrollprobe ohne Pellikel,
sowie die der 3 min-Pellikel der Probanden 1 und 2. Die folgenden Markierungen finden sich
auf den Bildern: D = Dentin, Ddem = Demineralisiertes Dentin (Bereich ist mit Pfeilen mar-
kiert), P = Pellikel.
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Dentinkontrolle ohne Pellikel

43800:1 . — — —
500 nm 60000: 1 500 nm

Dentin ohne Pellikel, 0,1% Zitr.sdure

43800:1 500 nm b 200 nm

Abbildung 16: TEM-Bilder der Dentinkontrolle ohne Pellikel. Dargestellt sind die ungeétzte native Probe und
die mit 0,1% Zitronensdure geétzte Dentinkontrolle. Mit D ist die Zahnhartsubstanz Dentin markiert. Angaben
zur VergrofRerung sind unter dem jeweiligen Bild zu finden.

Abbildung 16 und Abbildung 17 zeigen die TEM-Bilder der Dentinkontrollprobe ohne Pelli-
kel im nativen und im mit aufsteigender Zitronensaurekonzentration geétzten Zustand. Abbil-
dung 16 zeigt jeweils eine unveranderte Dentinoberflache, die trotz der Saureeinwirkung kei-

ne Veranderung der Dentinoberflache aufweist.

Die in Abbildung 17 dargestellte Dentinkontrollprobe ohne Pellikel mit 1%iger und 5%iger
Zitronensaure zeigt erstmalig einen demineralisierten Bereich an der Dentinoberflache, wel-
cher in der Abbildung mit Pfeilen markiert wurde. Dieser Bereich ist in der Abbildung der
Dentinkontrollprobe mit 1%iger Sauredtzung bereits scharf von dem nicht demineralisierten
Dentinbereich abgegrenzt. Der Kontrast des demineralisierten Dentins im Vergleich zu dem
nicht demineralisierten Dentinbereich ist aber noch nicht stark ausgepragt. Dieser wird in den
Abbildungen der Dentinkontrollprobe mit 5%iger Zitronensdureeinwirkung deutlicher. Der
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deutlich veranderte demineralisierte Anteil grenzt sich scharfkantig von dem nicht deminera-
lisierten Dentinbereich ab. Mit steigender Zitronensaurekonzentration nimmt auch der demi-

neralisierte Dentinbereich zu.

500 nm 1310091 200 nm

43700:1

Dentin ohne Pellikel, 5% Zitr.saure

43700:1

20900: 1 o 500 nm

Abbildung 17: TEM-Bilder der Dentinkontrolle ohne Pellikel. Dargestellt sind die mit 1%iger und 5%iger Zitro-
nenséure geétzten Dentinkontrollen. Mit D ist die Zahnhartsubstanz Dentin markiert, Ddem gibt den deminerali-
sierten Dentinbereich an, der zusétzlich durch Pfeile markiert wird. Angaben zur VergréRerung sind unter dem
jeweiligen Bild zu finden.

Die TEM-Analysen der pellikelbedeckten Dentinpriifkorper des Probanden 1 vor und nach
Zitronensauredtzung mit aufsteigender Konzentration werden in den Abbildungen 18 und 19
dargestellt. Auf der ungeétzten 3 min-Pellikelprobe sient man die durchgéngig aufgelockerte
Struktur der Pellikel auf der Dentinoberflache. Man kann die dentinnahe elektronendichte
Schicht erahnen, die von einer globuléren, aufgelockerten Pellikelschicht zur Oberflache hin

abgegrenzt wird. Auch die 3 min-Pellikelprobe mit 0,1%iger Zitronenséure zeigt eine durch-
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gangige Pellikelschicht mit diesen beiden Charakteristika, wobei die aufgelockerte Pellikel-
schicht in ihrer Hohe reduziert erscheint. Die Dentinbereiche unterhalb der Pellikel zeigen

jedoch trotz der Saureeinwirkung keine demineralisierten Anteile.

3 min-Pellikel Proband 1

84900: 1 200 nm 84900:1 200 nm

3 min-Pellikel Proband 1. 0.1% Zitr.saure

: 1 — w— w— -
84900 200 nm 129000:1 200 nm

Abbildung 18: TEM-Bilder der 3 min-Pellikel des Probanden 1. Dargestellt sind die ungeatzten und die mit 0,1%
Zitronensdure gedtzten 3 min-Pellikelproben. Mit D ist die Zahnhartsubstanz Dentin markiert und P gibt die
Pellikel an. Angaben zur VergroRerung sind unter dem jeweiligen Bild zu finden.

Mit steigender Séurekonzentration veréndert sich dieses Bild in der Abbildung 19 weiter: In
der 3 min-Pellikelprobe mit 1%iger Zitronenséduredtzung ist ein durchgéngiger demineralisier-
ter Dentinbereich erkennbar, der scharf vom nicht demineralisierten Dentinbereich abgegrenzt
ist. Die basale elektronendichte Schicht der Pellikel weist Kontinuitatsunterbrechungen auf
und die globulére Pellikelschicht ist nicht mehr erkennbar. Die 3 min-Pellikelprobe mit
5%iger Zitronenséure zeigt eine sehr stark reduzierte Pellikel-Struktur, welche nur noch als

diskontinuierliche basale elektronendichte Schicht zu erkennen ist. Jegliche aufgelockerte
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globuldre Pellikelschicht dartiber wurde vollstdndig durch die Sdureeinwirkung eliminiert.
Jedoch wurde in diesen Proben kein durchgéngig demineralisierter Bereich gefunden, es sind
einzelne demineralisierte Bereiche unterschiedlichen AusmaBes zu finden, die weiterhin

scharf vom nicht demineralisierten Dentinbereich abgegrenzt sind.

In den Abbildungen 20 und 21 sind die TEM-Bilder des Probanden 2 der 3 min-Pellikel auf
Dentin ohne und mit Zitronenséuredtzung aufsteigender Konzentration dargestellt. In der un-
geétzten 3 min-Pellikelprobe in Abbildung 20 l&sst sich dem Dentin aufgelagert eine basale
elektronendichte Pellikelschicht erahnen, der eine globuldre und teils granulére aufgelockerte
Pellikelschicht aufsitzt. Diese aufgelockerte Pellikelschicht scheint in einigen Bereichen star-
ker ausgepragt zu sein. Die Atzung mit 0,1%iger Zitronensdure der 3 min-Pellikelprobe des
Probanden 2 zeigt keine Wirkung auf den Dentinproben: Die Pellikelschicht ist weiterhin
deutlich sichtbar, auch die aufgelockerte globulére, granulére Schicht erscheint nicht diminu-

iert und es finden sich keine demineralisierten Dentinbereiche.

In Abbildung 21 zeigt die starker konzentrierte Zitronensaure jedoch ihre Wirkung: Die Pelli-
kel der 3 min-Pellikelprobe mit 1%iger Zitronenséure ist nur noch als eine diskontinuierliche
Schicht der basalen elektronendichten Pellikel zu sehen. Der globulére, aufgelockerte Anteil
der Pellikel ist kaum noch zu erkennen. Die demineralisierten Anteile lassen sich teilweise
scharf und teilweise diffus vom nicht demineralisierten Dentinbereich abgrenzen und weisen
unterschiedliche Starken auf. Die 5%ige Zitronensdure hinterlasst auf der 3 min-Pellikelprobe
des Probanden 2 deutliche Spuren. Es ist ein deutlich demineralisierter Dentinbereich zu er-
kennen, der sich scharf vom nicht demineralisierten Dentin abgrenzt. Die Ausdehnung des
demineralisierten Anteils hat im Vergleich zur Probe mit der 1%igen Zitronensaureédtzung
zugenommen. Die Pellikel ist nur noch als residuale Pellikelschicht erkennbar, die aufgelo-
ckerten Anteile wurden durch die Saurewirkung vollstandig entfernt.

Die Vorgange an den Dentintubuli sind anhand der TEM-Bilder in Abbildung 22 dargestelit.
Dies sind charakteristische Bilder, wie sie bei beiden Probanden zu finden waren: Die
3 min-Pellikel legt sich durchgehend Gber die Offnung des Tubulus. Nach Atzung mit der
1%igen Zitronensaure wird dieser Verbund eréffnet und durch die Sdure angegriffen. Den-
noch l6st er sich nicht vollstandig auf bzw. ab, und residuale Anteile verbleiben im Tubulus.
Die basale Pellikelschicht verbleibt als durchgehende Schicht und Ist sich durch den Atzvor-
gang nicht auf. Lediglich die aufgelockerte Schicht, die beim Proband 2 auf der ungedtzten
3 min-Pellikelprobe noch sichtbar ist, wird durch die Saureatzung vollstandig entfernt.
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3 min-Pellikel Proband 1, 1% Zitr.saure

-

84900:1 200 nm

129000: 1 200 nm

3 min-Pellikel Proband 1, 5% Zitr.saure

84900: 1

200 nm 129000: 1

200 nm

Abbildung 19: TEM-Bilder der 3 min-Pellikel des Probanden 1. Dargestellt sind die mit 1%iger und 5%iger
Zitronensaure geatzten 3 min-Pellikelproben. Mit D ist die Zahnhartsubstanz Dentin markiert, Ddem gibt den
demineralisierten Dentinbereich an, der zusdtzlich durch Pfeile markiert wird und P gibt die Pellikel bzw. ihre
Residuen an. Angaben zur Vergrol3erung sind unter dem jeweiligen Bild zu finden.
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3 min-Pellikel Proband 2

43800:1 5’00 nm 84900:1 200 nm

3 min-Pellikel Proband 2, 0,1% Zitr.sdure

— T — T —

> ——— 60000:1
43800: 1 o P

Abbildung 20: TEM-Bilder der 3 min-Pellikel des Probanden 2. Dargestellt sind die ungeétzte und die mit 0,1%
Zitronensdure gedtzten 3 min-Pellikelproben. Mit D ist die Zahnhartsubstanz Dentin markiert und P gibt die
Pellikel an. Angaben zur VergroRerung sind unter dem jeweiligen Bild zu finden.
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3 min-Pellikel Proband 2, 1% Zitr.sdure

43800:1 500 nm 84900:1 200 nm

500 nm

200 nm

Abbildung 21: TEM-Bilder der 3 min-Pellikel des Probanden 2. Dargestellt sind die mit 1%iger und 5%iger
Zitronensdure geatzten 3 min-Pellikelproben. Mit D ist die Zahnhartsubstanz Dentin markiert, Ddem gibt den
demineralisierten Dentinbereich an, der zusatzlich durch Pfeile veranschaulicht wird und P gibt die Pellikel bzw.
ihre Residuen an. Angaben zur VergréRerung sind unter dem jeweiligen Bild zu finden.
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3 min-Pellikel Proband 1

T

r

16700: 1

3 min-Pellikel Proband 2 3 min-Pellikel Proband 2, 1% Zitr.sdure

25400:1

1pm 25400:1 1um

Abbildung 22: TEM-Bilder der 3 min-Pellikel der Probanden 1 und 2. Dargestellt sind die ungeétzten und mit
1%iger Zitronensaure geatzten 3 min-Pellikelproben. Mit D ist die Zahnhartsubstanz Dentin markiert, Ddem gibt
den demineralisierten Dentinbereich an, der zuséatzlich durch Pfeile veranschaulicht wird und P gibt die Pellikel
bzw. ihre Residuen an. Angaben zur VergroRerung sind unter dem jeweiligen Bild zu finden.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Proteom der initialen Pellikel auf Dentin ana-
lysiert und dessen protektive Eigenschaften gegentiber Zitronensdure untersucht. Eine solche
Studie wurde bisher nur von einer anderen Arbeitsgruppe durchgefiihrt (Delecrode et al.,
2015a).

Fur die Bereitstellung der Pellikel zur Analyse mittels Tandem-Massenspektrometrie wurde
ein in-situ Protokoll gewéhlt und durch die Verwendung von bovinen Zahnen konnte eine
Dentinoberflache von 8cm? pro Versuchsdurchlauf generiert werden. Die Moglichkeit, bovine
statt humaner Z&hne fur zahnmedizinische Untersuchungen zu verwenden, wurde in der Lite-
ratur vielfach untersucht. Schilke et al. (2000) stellten fest, dass die Anzahl der Dentintubuli
von bovinem Dentin des Kronen-Anteils und der von humanen Molaren keinen signifikanten
Unterschied aufweisen, im Bereich des Wurzeldentins bestehen jedoch signifikante Unter-
schiede (Camargo et al., 2007). Bei Erosions/Abrasions-Untersuchungen wurde zwischen
humanen Weisheitszahnen und bovinen Unterkiefer-Schneidezdhnen kein signifikanter Un-
terschied in der Abnutzung gefunden (F. Wegehaupt et al., 2008). Bei isolierten Erosionsver-
suchen zeigte sich aber insgesamt ein limitierter Vergleich zwischen bovinem und humanem
Dentin. Die Abrasionsstudie von F. J. Wegehaupt et al. (2010) zeigte aber zwischen dem
Wurzeldentin von humanen Pramolaren und dem boviner Unterkiefer-Inzisivi keinen signifi-
kanten Unterschied im Dentin-Verschleif. Die Untersuchungen von Teruel Jde et al. (2015)
stellten heraus, dass bovines Dentin, verglichen mit dem von Schweinen und Schafen, die
groRte Ahnlichkeit zu humanem Dentin aufweist. Dennoch haben sowohl der humane
Schmelz als auch das Dentin ein hoheres Calcium/Phosphat Verhdltnis, enthalten gréRRere
Mengen an Chlor und Kupfer und kleinere Mengen an Magnesium, Schwefel und Zink als die

tierischen Prufkorper.

Letztendlich wurde innerhalb eines Workshops zur Methodik von Erosions-Versuchen in Zi-
rich festgehalten, dass bovine Priifkérper anstelle von humanen verwendet werden kénnen
(Shellis et al., 2011). Die am Dentin generierten Ergebnisse mussen aber hinsichtlich der
Ubertragung auf die humane Situation kritisch betrachtet und bewertet werden, da humane

und bovine Prifkorper nicht vollstandig Gbereinstimmen. Unter Berticksichtigung dieser limi-
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tierenden Rahmenbedingungen und den vorhandenen Analysemdglichkeiten wurden in der

vorliegenden Studie koronale Anteile boviner Dentinprifkorper gewéhlt.

Wie von Hannig und Joiner (2006) beschrieben, gewinnt die Pellikel in ihren ersten 2-3 min
eine initiale Dicke und verbleibt in diesem Stadium tber die néchsten 30 min. In den folgen-
den 60 min verdreifacht sich diese initiale Dicke und verbleibt abermals auf einem Plateau.
Dieser groRe Anstieg der Pellikeldicke basiert hochstwahrscheinlich auf der Adsorption von
Proteinaggregaten und nicht nur einzelner Proteine. Basierend auf der Tatsache, dass bereits
eine initiale Pellikel die Zahnhartsubstanz Dentin gegeniber Erosionsangriffen schitzt
(Wetton et al., 2006), wurde in der vorliegenden Arbeit ebenfalls die initiale Pellikel analy-
siert. Um zirkadiane Anderungen der Speichelzusammensetzung und somit auch der Pellikel-
komposition im Tagesverlauf sowie die daraus resultierenden Anderungen der physikalischen
Eigenschaften bei der Adhéasion an verschiedene Materialien zu minimieren, wurde der Ver-
suchsbeginn jedes Probanden auf dieselbe Uhrzeit gelegt (Dawes und Ong, 1973; Morge et
al., 1989).

Die darauffolgende ex-vivo Atzung wurde mit Zitronensaure durchgefiihrt. Andere extrinsi-
sche oder intrinsische Sduren, die einen Einfluss auf die orale Erosion haben kénnen, werden
durch die Nahrung aufgenommen, wie Apfel-, Essig-, Phosphor- und Milchsaure, oder kon-
nen — wie im Falle von Salzsaure — durch den Reflux Uber den Magen in die Mundhdéhle ge-
langen. Realistischere, zahnmedizinisch relevante Versuchsbedingungen wirde man mit Ge-
tranken oder Speisen erhalten, die diese Sduren enthalten. Aufgrund einer nicht konstanten
Zusammensetzung, der kurzen Haltbarkeit nach dem Offnen sowie des Einflusses weiterer
Inhaltsstoffe wie Zucker und Polyphenole auf die Pellikel unterliegt diese VVorgehensweise zu
grolRen Schwankungen (Shellis et al., 2011). Der Sduregrad eines Naturproduktes wie Obst ist
in demselben MaRe schwankend, weshalb Saureldsungen die konstanteste Variante darstellen.
Da all diese Sauren denselben Effekt auf die Kalziumfreisetzung der Prifkérper haben, sofern
diese denselben pH-Wert besitzen (Wiegand et al., 2008) und Zitronenséure laut der Ergeb-
nisse von Delecrode et al. (2015a) den starksten Effekt auf die Pellikel-Atzung am Dentin
aufwies, wurde in vorliegender Untersuchung das Atzprotokoll mit Zitronensaure durchge-
flhrt.

Im Anschluss an die jeweilige Atzung mit Zitronenséure unterschiedlicher Konzentration fand
die Ablosung der Pellikel bzw. der remanenten Pellikel vom Priifkdrper statt. Siqueira et al.
(2007) etablierten eine Methode, bei der die Pellikel mittels zuvor in 3%iger Zitronensdure

inkubierter Teststreifen aus Filterpapier abgeldst wird. Wie von den Autoren beschrieben, hat
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diese Methode den Nachteil, dass bestimmte Proteine (Histatin, Statherin, Proline-rich Pro-
teins (PRP)), die bereits mit der Pellikel in Verbindung gebracht wurden (Hannig und Joiner,
2006), in ihren Ergebnissen fehlen. Zusatzlich dazu fehlen Kontrolluntersuchungen, bei denen
die Effizienz der Pellikelablésung analysiert wurde. Die von Siqueira et al. (2007) durchge-
fuhrten Kontrolluntersuchungen zeigen lediglich, dass die Proteine der Teststreifen vom Gel
aufgenommen werden und weiter untersucht werden. Jedoch fehlt der Nachweis, dass die
Teststreifen die Proteine vollstandig von den Prifkorpern l6sen. Peld et al. (2018) konnten
zeigen, dass die mit Zitronenséure benetzten Filterpapiere eine effizientere Pellikelabldsung
erreichen als mit SDS benetzte Filterpapiere. Somit wird diese Methode weiterhin bei in-vivo
Abldsungen der Pellikel angewendet. Basierend auf den Ergebnissen von Kratz et al. (2015)
und Hannig et al. (2005) wurde in vorliegender Arbeit ein chemisches Elutionsprotokoll ver-
wendet. Diese zeigten durch TEM-Ergebnisse, dass eine Kombination von RIPA-Puffer und
die gleichzeitige Behandlung durch ein Ultraschallgerét die gesamte Pellikel vom Prufkorper
abloste. Zuséatzlich wurde festgestellt, dass 0,6 M Salzséure in Bezug auf die Pellikel-
Ablosung sehr effektiv war. Die dabei verwendeten Bestandteile haben nachweislich keinen
Einfluss auf die Ergebnisse der nano LC-ESI-MS/MS, da sie durch andere Reagenzien aus-
gewaschen werden (Lu und Zhu, 2005). Durch dieses chemische Elutionsprotokoll ist die in-
vivo Ablosung der Pellikel nicht moglich, weshalb Prufkérper verwendet werden missen.
Dennoch ist das bisher identifizierte Pellikelproteom deutlich gréRer (Trautmann et al., 2019)
als das mit der von Siqueira et al. (2007) angewandten Technik identifizierte.

Fur die Analyse mittels nano Tandem-Massenspektrometrie existieren zwei Methoden: die
»top-down*- und die ,,bottom-up““-Methode. Bei der ,,top-down‘-Methode werden ganze Pro-
teine untersucht, mittels einer ESI oder MALDI analysiert und die Peptide Gber eine Gas-
Fraktionierung generiert (Khurshid et al., 2016). Somit kann das Protein direkt identifiziert
werden und nicht falschlicherweise ein sehr dhnliches derselben Proteinklasse (Bronstrup,
2004). Ein groRes Problem dieser Methode stellt u.a. die Protein-Loslichkeit dar. Speziell
Membranproteine sind per Definition nicht wasserldslich und kénnen ohne den Zusatz von
Tensiden nicht analysiert werden. Die Analyse im weiteren Verlauf ist ebenfalls schwierig.
Bei der ESI kann ein Protein bis zu 60 und mehr Ladungen erhalten (Tholey und Becker,
2017), was die darauffolgende m/z Identifikation erheblich erschwert. Gerade bei Proteinen
mit einem Molekulargewicht > 30 kDa sind noch weitere Verbesserungen dieser Methodik
notig. AbschlieBend ist die bioinformatische Auswertung der Ergebnisse sehr zeitaufwendig
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und die Identifikation der Proteine noch nicht auf dem Stand der anderen, bisher weiterver-
breiteten Methode.

Bei der hier verwendeten ,,bottom-up‘“-Methode werden die Proteine chemisch oder enzyma-
tisch gespalten, modifiziert und die Peptide anschlieRend Uber eine LC und MS/MS analysiert
(Bronstrup, 2004; Khurshid et al., 2016). Dieses Verfahren ist aufgrund der Vielzahl von
Schritten vor der Analyse sehr aufwendig und hat ebenfalls potentielle Schwachstellen, ndm-
lich wenn Peptide mehreren Proteinen zugeordnet und somit nicht eindeutig identifiziert wer-
den kdnnen, oder zu wenige Peptide gefunden werden, um ein Protein sicher zu identifizieren.
Dadurch werden eher Proteingruppen als einzelne Proteine identifiziert. Dennoch ist dies ge-
rade bei sehr komplexen Proteomen die Methode der Wahl (Tholey und Becker, 2017). Ein
notwendiger Schritt vor der nano LC-ESI-MS/MS im ,,bottom-up“-Verfahren ist die vorheri-
ge Auftrennung der Proteine. Dies geschieht tber ein SDS-Gel (Wu et al., 2005). Dabei muss
diese Auftrennung nicht vollstandig durchgefiihrt werden. Eine Konzentration der Banden
fihrt in diesem Fall zu einer maximalen Ausbeute und die folgende in-Gel Digestion ist auf-
grund der geringeren Anzahl an Banden weniger aufwendig (Ferro et al., 2003; Marmagne et
al., 2004).

Um eventuelle Verunreinigungen ausschlieBen zu kénnen, wurde in jeder Versuchsreihe eine

Kontrollprobe im SDS-Gel mitgefuhrt und analysiert (siehe Abbildung 2).

Zur Auswertung der quantitativen Daten der nano LC-ESI-MS/MS-Analyse gibt es mehrere
Maoglichkeiten: 1) ganze Proteome (ber eine relative Quantifizierung zu vergleichen, 2) die
relative Haufigkeit einer groflen Menge an Proteinen zu vergleichen, oder 3) die absolute
Quantifizierung einzelner Proteine innerhalb einer Probe zu untersuchen. Fir diese Mdglich-
keiten stehen wiederum zwei Optionen zu Verfugung: entweder eine markierungsbasierte
(,,label-based“) oder eine markierungsfreie (,,label-free”) Analyse. Die markierungsbasierte
Analyse ist fir die Anzahl der Proteine, die diese Untersuchung in der initialen Pellikel auf-
weist, nicht praktikabel. Es kdnnen immer nur einige wenige Proteine direkt miteinander ver-
glichen werden, die Verfahren sind sehr zeitintensiv oder benétigen aufwendig generierte
Peptide und sind damit sehr kostenintensiv. Damit ist eine markierungsbasierte quantitative

Analyse eines so komplexen Proteoms nicht moglich.

Bei den markierungsfreien Methoden werden keine markierten Reagenzien bendtigt, was die-

se Methoden kostengunstiger und weniger aufwendig macht. Zudem kdnnen ganze Proteome

analysiert und die Quantitat der einzelnen Proteine kann miteinander verglichen werden, je-

doch handelt es sich meist um eine relative Quantifizierung. Es existieren zwei Herangehens-
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weisen: einerseits die Bestimmung der Anzahl der identifizierten Spektren der Peptide eines
Proteins, andererseits die Messung der Signalintensitat der Peptide eines Proteins. Je nach
Herangehensweise und Algorithmus handelt es sich bei diesen Methoden um eine relative
oder absolute Quantifizierung, mit unterschiedlichen Starken und Schwachen. Beim exponen-
tiell modifizierten Protein-Haufigkeits-Index (emPAIl) geben Ishihama et al. (2005) an, dass
diese Methode eine zuverlassige absolute Quantifizierung von komplexem Proteomen ge-
waéhrleistet. Jedoch entwickelt sich die lineare Beziehung der Parameter bei Zunahme der Pro-
teinkonzentration in eine Asymptote, was somit dieser Aussage widerspricht (Gerber et al.,
2003; Silva et al., 2006). Bei dieser Methode besteht eine Korrelation der insgesamt identifi-
zierten Peptiden und der identifizierten Peptide pro Protein (Ishihama et al., 2005) und es
werden die Spektren der Peptide gemessen.

Bei der Messung der Signalintensitat der Peptide existiert die TOP3 Methode. Hierbei wird
die Quantitat Uber die Mittelwerte der Peakflachen der drei am stérksten ionisierten Peptide
eines Proteins ermittelt. Diese Peptide werden separat fir jeden Versuchsdurchlauf bestimmt,
sodass auch unterschiedliche Peptide eines Proteins in den unterschiedlichen Versuchen ver-
wendet werden konnen. Somit kénnen Proteine mit wenigen und vielen Peptiden miteinander
verglichen werden, auch ohne Referenzproteine. Eine potentielle Fehlerquelle all dieser ge-
nannten Methoden sind Proteine mit einem Molekulargewicht < 25 kDa. Diese werden auf-
grund ihrer geringen Anzahl an Peptiden tendenziell falsch analysiert. Bei der TOP3-Methode
liegt dies an der Messung Uber die nano LC-ESI-MS/MS: Es kdnnen groRe Unterschiede in
der Signalintensitat der Peptide bestehen, die bei einem Protein mit vielen Peptiden besser
ausgeglichen werden kdnnen. Diese Varianz kann bei Proteinen mit wenigen Peptiden dazu
flihren, dass diese tber- oder unterreprasentiert werden (Silva et al., 2006). Trotz dieses Nach-
teils ist diese Form der Analyse derjenigen, die die Anzahl der identifizierten Spektren be-
stimmt, Uberlegen und liefert genauere Ergebnisse, auch gegeniiber der emPAIl Analyse
(Ahrne et al., 2013; Grossmann et al., 2010). Fur eine absolute Quantifizierung innerhalb der
TOP3 koénnen Referenzproteine mit bekannter Quantitdt hinzugegeben werden, um die kor-
respondierende absolute Quantitat der zu analysierenden Proteine zu bestimmen (Silva et al.,
2006). Dieses Vorgehen ist allerdings nur moglich, wenn nur die Quantitat einiger weniger
von wenigen Proteine bestimmt werden soll und somit fiir die vorliegenden Untersuchungen

des Proteoms nicht anwendbar.

Eine weitere Mdglichkeit stellt die intensitatsbasierte absolute Quantifizierung (iBAQ) dar.

Bei dieser Analyse wird die Summe der Spitzenintensitaten aller Peptide eines Proteins gebil-
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det und durch die Anzahl der theoretisch observierten Peptide dividiert (Schwanhausser et al.,
2011). Damit ist eine absolute Quantifizierung der Proteine mdglich. Hierbei kann aber keine
direkte Proportionalitat der Parameter angenommen werden und flr akkurate Ergebnisse be-
notigt diese Methode Referenzproteine. Ohne diese kann das Programm nicht kalibriert wer-
den und somit sind keine absoluten Quantitaten messbar (Ahrne et al., 2013), was bei dieser
Vielzahl an Proteinen im Pellikelproteom nicht praktikabel ist. Demnach wird bei dem Fehlen
von Referenzproteinen fur ein komplexes Proteom die TOP3-Methode empfohlen, welche in
den Analysen der vorliegenden Untersuchungen verwendet wurde. Dennoch haben all diese
Methoden eine gewisse Schwiche bei der Verwendung des ,,bottom-up*“-Verfahrens, da die
Quantitat von den identifizierten Peptiden abhédngig ist. Da diese aber teilweise flr eine ge-
samte Proteingruppe stehen kdnnen und nicht immer ein einzelnes Protein sicher identifiziert
wird, ist die Analyse der Quantitat immer abhéngig von der Identifizierung der einzelnen Pro-
teine Uber die nano LC-ESI-MS/MS (Fornelli et al., 2017).

Die Pellikel ist prinzipiell rasterelektronenmikroskopisch darstellbar (Meurman und Frank,
1991). Aufgrund der Aufnahmetechnik ist lediglich eine flachenhafte Beurteilung der Pellikel
mdoglich. Jedoch kann aufgrund der Bearbeitung der Proben mittels einer aufsteigenden Alko-
holreihe nicht ausgeschlossen werden, dass Schrumpfungsartefakte sichtbar werden. Da die
Pellikel in den vorliegenden Studien vor allem (ber die TEM-Untersuchungen analysiert
wurde, stand in den REM-Aufnahmen die Beurteilung der Dentinoberflache und -tubuli vor

und nach der Saureeinwirkung im Fokus.

Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie wurde in der Zahnmedizin die Ultrastruk-
tur der Pellikel bereits mit vielfaltigen Fragestellungen dargestellt und analysiert (Bauer,
2012; Hannig et al., 2007a; Hannig und Balz, 1999; Liu und Hannig, 2020). Unter Zuhilfen-
ahme von Diamantmessern lassen sich mittlerweile Ultradinnschnitte anfertigen. Da die Pel-
likel intraoral je nach Bildungsort eine unterschiedliche Dicke aufweist, aber ein Vergleich
der Pellikel mit den anderen Probanden bestehen bleiben sollte, wurden die Prifkdrper eben-
falls bukkal in der Unterkieferumschlagfalte exponiert und nicht extra auf Trageschienen an-
gebracht (Hannig, 1999). Anders als bei der Pellikelbildung auf Schmelz wird das Dentin bei
den TEM-Untersuchungen nicht retrograd entkalkt. Zudem war die Dokumentation der De-
mineralisation und der Auspragung der demineralisierten Anteile des Dentins fir die Begrin-

dung des Pellikelschutzes in den vorliegenden Untersuchungen relevant.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die vorliegenden Untersuchungen beziehen sich auf die Analyse der Pellikel von zwei Pro-
banden und ergaben eine Gesamtanzahl von 578 unterschiedlichen identifizierten Proteinen.
Folgende Voreinstellungen in der Software Scaffold 4 waren die Grundlage: Es wurde ein
Identifikationsschwellenwert der Peptide und Proteine von > 95 % bzw. > 90 % gewéhlt und
die Identifizierung eines Proteins wurde durch mindestens zwei unabhangige Peptide gewéhr-
leistet, wodurch es mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit korrekt identifiziert wurde. Eine
direkte Kontrollprobe hat in jedem Versuchsdurchlauf die mégliche Verunreinigung auf ein
Minimum reduziert. Wie bereits durch andere Arbeitsgruppen gezeigt, unterscheidet sich auch
hier das individuelle Pellikelproteom der beiden Probanden (Delius et al., 2017; Trautmann et
al., 2019; Trautmann et al., 2020)

Zusétzlich ist ein Anstieg der identifizierten Pellikelproteine nach der Zitronensaure-Atzung
mit 5% bei Proband 1 zu finden. Ahnliches wurde auch in den Untersuchungen von
Delecrode et al. (2015a) dargelegt. Dies kann verschiedene Ursachen haben, welche in der
Publikation von Delecrode et al. (2015a) nicht ausreichend diskutiert wurden. Die Analyse
der TEM- und REM-Bilder l&sst hier folgende Schlussfolgerung zu: Die Inkubation mit hoch-
prozentiger Zitronensdure 16st die vorher durch die Pellikel ausgefiillten Dentintubuli ver-
starkt auf. Zudem werden auch die Wénde der Dentintubuli erodiert und dadurch das darin
enthaltene Pellikelmaterial durch die Zitronensaure gelést. Somit konnten Prifkorper, welche
vermehrt Dentintubuli aufweisen, zu dieser Abweichung beigetragen haben. Das Dentin wird
ebenfalls starker angegriffen, was gerade in der Tiefe der Tubuli deutlich sichtbar ist, und
kann so auch bovine Dentinproteine frei legen. Bei der Analyse mittels der nano LC-ESI-
MS/MS wird zwar ein Humanfilter angewendet, jedoch kdnnten diese bovinen Proteine auf-
grund von Homologien zu menschlichen Proteinen falschlicherweise ebenfalls analysiert
werden. Die Analyse boviner Proteine eines rein bovinen Prifkorpers ohne 3 min-Pellikel
ergab trotz Anwenden eines Humanfilters eine Gesamtanzahl von 63 identifizierten Proteinen,
welche in den Tabellen 3Tabelle 3 und 6 aufgelistet sind. Da diese Proteine Teil der humanen
Pellikel sind und in allen weiteren Pellikeluntersuchungen identifiziert wurden, wurden sie fur

die weiteren Untersuchungen in der Auflistung belassen.

Es musste dementsprechend ein dentingleiches Material gefunden werden, welches fir alle
Versuchsproben in denselben Zustand gebracht werden kann und bei dem wéhrend der Ana-
lyse mittels nano LC-ESI-MS/MS keine Proteine, welche Bestandteil der humanen Pellikel

sind, identifiziert werden. VVon diesem drfte sich aber durch die starken S&uredtzungen kein
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eigenes Material des Prifkorpers selbst 16sen, welches die folgenden Analysen der Massen-
spektrometrie verandern konnte. Selbst humanes Dentin wird diesen Anforderungen nicht
gerecht, weshalb bis heute noch keine praktikable Lésung fir dieses Problem der Erosions-

studien am Dentin gefunden wurde (Shellis et al., 2011).

Diese moglichen Schlussfolgerungen zum Pellikelproteinanstieg innerhalb der aufsteigenden
Saurekonzentrations-Reihe sind auch auf die Quantifizierung mittels TOP3-Methode (ber-
tragbar. Vor allem in den Proben nach Atzung mit 5%iger Zitronensaure fallt der haufig sehr
starke Anstieg in der Quantitat der Proteine auf, wobei theoretisch anzunehmen waére, dass die
Quantitit der Pellikelproteine nach Atzung mit héheren Saurekonzentrationen abnehmen soll-
te. Dennoch wird hier die Annahme widerlegt, dass durch die Atzung vor allem Proteine aus
dem Dentin freigesetzt werden. VVon den 13 abundantesten Proteinen sind lediglich Lysozyme
C, Serum albumin und Hemoglobin subunit alpha ebenfalls in den Proteinuntersuchungen der
bovinen Dentinprobe ohne Pellikel aufzufinden. Jedoch weist gerade Lysozyme C bei beiden
Probanden in der Probe der 5%igen Zitronensaure-Atzung keinen Anstieg in der Quantitat
auf. Somit ist ein Anstieg der Quantitat nur aufgrund des Herausldsens von Proteinen aus dem
bovinen Dentin ausgeschlossen. Diese drei Proteine sind in gleichem Male in allen Proben
aller Probanden mit und ohne Zitronensaure-Atzung zu finden. Falls sich somit Proteine aus
dem bovinen Dentin l16sen und durch Homologien als humane identifiziert werden, findet das
eher in geringen Mengen statt. Dadurch konnte sich die Anzahl an Proteinen in gewissen Ma-
Ren erhohen, jedoch hat dies keine entscheidende Auswirkung auf die Quantitat, was die
mdogliche Erklarung in den Fokus riicken lasst, dass die Heterogenitét des Substrates Dentin,
und damit die beispielsweise unterschiedliche Anzahl der Dentintubuli der Prifkorper eine
Ursache sein konnte. Eine Bestimmung der Quantitat der Pellikelproteine kann nicht vor und
nach der S&uredtzung stattfinden, da die Analysen durch die Massenspektrometrie ein Ablo-
sen der Pellikel erfordern und somit der direkte Vergleich derselben Proben nicht mdglich ist.
Prinzipiell scheint der erosive Angriff an der pellikelbedeckten Dentinoberflache von Proband
2 groRer zu sein, da die prozentuale Abnahme der Pellikelproteine durch die Atzung groRer ist
als bei dem Probanden 1. Somit bietet seine Pellikel vermutlich den geringeren Schutz vor
dem Herauslosen weiterer Pellikelproteine. Solche individuellen Unterschiede in den protek-
tiven Effekten der Pellikel, welche nicht auf einzelne Pellikelproteine zurlickzuftihren sind,
stellten auch Bruvo et al. (2009) in ihren Untersuchungen auf bovinen Schmelzprufkorpern
fest.
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Bei den vorliegenden Untersuchungen zeigt sich, anders als in denen von Delius et al. (2017),
dass das individuelle Pellikelproteom des Probanden 1 an unterschiedlichen Untersu-
chungstagen nicht identisch ist. Trotz der zum Ausschluss von zirkadiane Schwankungen
(Dawes und Ong, 1973) immer zur gleichen Zeit durchgefiihrten Versuche, wurde nur eine
44,49%ige Ubereinstimmung des Proteoms des Probanden 1 an den beiden Versuchstagen
festgestellt. Jedoch wurden bei den Untersuchungen von Delius et al. (2017) Keramikpruf-
korper verwendet, wodurch die Ergebnisse aufgrund des unterschiedlichen Materials nicht
vollstandig miteinander vergleichbar sind, und aufgrund der geringen Anzahl an Wiederho-
lungen in den vorliegenden Ergebnissen auf Dentin kann keine statistisch signifikante Aussa-

ge getroffen werden.

Obwohl die Anzahl der Proteine der 3 min-Pellikel innerhalb der verschiedenen Versuchs-
durchldufe an einem Probanden nur geringfiigig voneinander abweicht, ist es auffallig, dass
die probandenspezifische Schnittmenge des Pellikelproteoms lediglich bei 44,49% (Proband
1.2) bzw. 38,44% (Proband 2) liegt. Diese Tatsache kann abermals an der Heterogenitét der
Dentinoberflachen liegen und an der schwer zu standardisierbaren Moglichkeit der Bearbei-
tung und Glattung dieser Flachen. Hierflir wéaren weitere Untersuchungen, wie diejenigen von
Trautmann et al. (2020), mit dem jeweiligen Speichel der Probanden notwendig, um heraus-
zufinden, welche Speichelproteine eines Probanden Teil seiner Pellikel werden und wie die

Adsorption dieser Pellikelproteine auf die Dentinoberflache im Detail geschieht.

Grundsétzlich stellt sich die Frage: Warum ist trotz dieser kleinen Schnittmenge des Pellikel-
proteoms der 3 min-Pellikel innerhalb eines Probanden dennoch eine so hohe Ubereinstim-
mung in den Verteilungsmustern der Molekulargewichte und der molekularen Funktion zu
finden? Die Vermutung liegt nahe, dass durch die Zitronenséureédtzung vor allem die Proteine
geldst werden, die in der Pellikel in geringer Quantitat zu detektieren sind. Es scheint also ein
zufalliger Prozess zu sein, bei denen die hoch abundanten Proteine aufgrund ihrer héheren
Quantitat mit hoherer Wahrscheinlichkeit in der Pellikel verbleiben. Somit waren die Proteine
der Schnittmenge auch diejenigen, die mit besonders hoher Quantitat detektiert werden. Tat-
séchlich sind die 13 abundantesten Proteine der Probanden 1 und 2, bis auf Cystatin-S und

Basic salivary PRP, in allen Versuchsdurchlaufen zu finden.

Die TEM-Ergebnisse visualisieren diese Vorgange auf dem Dentin. Der globulare Anteil der
Pellikel wird durch die Zitronensdureétzung sichtbar diminuiert, dennoch verbleibt ein residu-
aler Anteil der basalen elektronendichten Pellikelschicht. Dieser ist aber nicht mehr durch-

gangig zu detektieren. Dies sind vor allem diejenigen Proteine, die mit einer erhohten Quanti-
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tat in der Pellikel zu finden sind, da diese, wie bereits dargestellt, in allen VVersuchsdurchldu-
fen der Untersuchungen anzutreffen sind. Deshalb ist davon auszugehen, dass nicht, wie bis-
her angenommen, einige wenige Proteine die Protektivitat der Pellikel definieren (Delecrode
et al., 2015a), sondern mit hoher Wahrscheinlichkeit das gesamte Pellikelproteom die Protek-
tivitat der Pellikelschicht ergibt.

Viele Studien belegen die Protektivitat der Pellikel gegenuber S&uren. Jedoch variieren die
Angaben darlber, wie effektiv dieser Schutz ist. Trotz der Pellikelbildung auf Zahnmateria-
lien findet eine gewisse Erosion der darunterliegenden Zahnhartsubstanz statt. Die Starke der
Erosion ist auf Dentin grofer ausgepragt als auf Schmelz (Wetton et al., 2006; Wiegand et al.,
2008). Die Pellikel schiitzt die Zahnhartsubstanz daher nicht vollstandig, kann aber, indem sie
den direkten Kontakt der S&ure mit der Zahnhartsubstanz verhindert, den Mineralverlust sig-
nifikant mindern (Hannig und Hannig, 2014). Dieser Schutz ist bereits ab einer Pellikelbil-
dungszeit von 3 min auf Schmelz (Hannig et al., 2004) und ab einer Pellikelbildungszeit von
2 min auf Dentin mdglich (Wetton et al., 2006). Die Erosion st unterdessen die Pellikel
nicht auf. Sie reduziert ihre Dicke und damit die &ufere, globulére Schicht, jedoch verbleibt
die elektronendichte Schicht bzw. bei Verwendung starker Sduren eine residuale Pellikel
(Bauer, 2012; Hannig et al., 2007a; Hannig und Balz, 1999; Hannig et al., 2003). Die bisher
umfassendste ultrastrukturelle Untersuchung der Pellikel an Dentin und ihrer Saureprotektivi-
tat wurde von Bauer (2012) durchgefuhrt. Sie fand bei Untersuchungen der 3 min-Pellikel auf
dem Dentin keine basale elektronendichte Schicht, sondern lediglich eine lockere granulére
Schicht. Erst ab einer 30 min-Pellikel war eine kontinuierliche Pellikel mit einer elektronen-
dichten Schicht sichtbar. Dies deckt sich nicht mit den Untersuchungen der vorliegenden Stu-
die. Hier konnte bereits bei der 3 min-Pellikel eine elektronendichte Pellikelschicht identifi-

ziert werden, welche im Bereich der Dentintubuli besonders gut sichtbar war.

Andere Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen decken sich wiederrum mit den Ergeb-
nissen von Bauer (2012). Bei ihren Untersuchungen unterschieden sich die aufieren Anteile
der Pellikel zwischen den Probanden. So hatten einige eher eine globulére, andere eher eine
granuldre oder eine Mischung der beiden Pellikelformen. Der Einfluss der Zitronensaure war
ebenfalls erst ab einer Konzentration von 1% auf den TEM-Bildern sichtbar. Geringere Sau-
rekonzentrationen hatten teilweise keinen sichtbaren Einfluss, an anderen Stellen erschien die
Pellikel stark angegriffen. Jedoch war keine Demineralisation der Dentinoberflache erkenn-
bar. Dies konnte auch in den hier durchgefiihrten Untersuchungen festgestellt werden. Es wa-

ren erst ab einer Zitronensauredtzung von 1% auf den 3 min-Pellikelproben der Probanden

-B5 -



Diskussion

sichtbare Erosionen zu erkennen. Diese nahmen ebenfalls mit der Zunahme der Zitronensau-
restarke zu. Die &uBere Pellikelschicht war auch in diesen Untersuchungen bei den beiden
Probanden unterschiedlich. Proband 2 neigte zu einer eher starker ausgepragten aufieren Pel-
likelschicht, was sich aber nicht in einer erhéhten Protektivitat gegeniiber Sduren zeigte. Die
Dentintubuli der Proben der Probanden 1 und 2 waren in den REM-Bildern gleich stark ange-
griffen. In den TEM-Bildern der 3 min-Pellikel des Probanden 2 sieht man hingegen eine
deutlich stdrker ausgepragte Erosion gegeniiber der 5%igen Zitronensdure als in den TEM-
Bildern der 3 min-Pellikel von Proband 1 bei derselben Zitronenséurekonzentration. Bruvo et
al. (2009) und Wetton et al. (2007) stellten ebenfalls fest, dass die Pellikel unterschiedlicher
Probanden einen unterschiedlichen Schutz gegeniiber Erosionen bietet. Somit scheint eher die
Zusammensetzung der Pellikel als ihre Dicke zu bestimmten Zeitpunkten die Protektivitéat der
Pellikel auszumachen. Jedoch ist der Einfluss der Lipide und anderer Pellikelbestandteile auf
die Protektivitat nicht zu vernachlassigen (Hannig und Hannig, 2007; Hannig und Joiner,
2006; Kensche et al., 2013), welche allerdings in den hier vorgelegten Untersuchungen nicht

thematisiert wurden.

In den Kreisdiagrammen Uber die Verteilung der molekularen Funktionen (Abbildung 9, Ab-
bildung 10) entfallen ca. drei Viertel des Anteils auf die ,,Bindung®, die ,,Katalytischen Akti-
vitdt” und die ,,Enzym-regulierende Aktivitat. Das zeigt, dass wahrend der initialen Phase
der Pellikelbildung auf Dentin sowohl die Proteinbindung an das Substrat Dentin als auch die
Bindung weiterer Proteine an die Pellikelschicht wichtige Faktoren sind. Es konnte bereits in
vergleichenden Studien zwischen dem Pellikelproteom und dem Speichelproteom festgestellt
werden, dass die Pellikel signifikant mehr Enzyme enthalt als das Speichelproteom
(Schweigel et al., 2016).

Wahrend der Bildung der initialen Pellikel sind katalytische und enzymregulierende Effekte
notwendig, um den stetigen Umbau der Pellikel in dieser sensiblen Phase zu gewéhrleisten.
Dies konnte in den Untersuchungen von Trautmann et al. (2020) bei der
3 min-Pellikelbildung auf Schmelz ebenfalls gezeigt werden. Dort entfielen drei Viertel der
molekularen Funktionen der Schmelzpellikel auf die ,,Bindung* und ,,Katalytische Aktivitat®.
Auch bei kariesaktiven und kariesfreien Probanden zeigte die Pellikel hohe Anteile an Protei-
nen, die als molekulare Funktion die ,,Proteinbindung* und ,,enzymatische Aktivitat* aufwei-
sen (Trautmann et al., 2019). Die Untersuchungen von Delecrode et al. (2015b) zeigten zu
54% als molekulare Funktion die Protein-Protein-Interaktion in der 2 h gebildeten

Schmelzpellikel. Auch Lee et al. (2013) zeigten, dass die molekularen Funktionen der Pellikel
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sich groltenteils auf die Protein-Protein-Interaktion und die Calcium/Phosphat-lonen-
Bindung verteilen. Dies deckt sich mit Untersuchungen der 10 min- bzw. 2 h-Dentinpellikel
von Delecrode et al. (2015a). Dort war der GroRteil der molekularen Funktionen (68%) unbe-
kannt. Jedoch zeigte sich, dass eine hohe Protein-Protein-Interaktion der Pellikel bestand
(39%) und 8% der Interaktionen der Proteine auf eine Bindung mit Calcium- und Phosphatio-

nen zurtickzufihren waren.

Die Molekulargewichte der Pellikelproteome in dieser Studie reichen von 7-629 kDa, wobei
auch ein einziges Mal Titin mit 3816 kDa identifiziert wurde. Der Grofteil der Proteine hat
ein Molekulargewicht < 200 kDa, 87-94% der 3 min-Pellikelproteine mit und ohne Zitronen-
séuredtzung hatten ein Molekulargewicht < 100 kDa. Trautmann et al. (2020) konnten zeigen,
dass die Pellikelproteine im Vergleich zu den Speichelproteinen ein signifikant kleineres Mo-
lekulargewicht hatten. Dieses geringe Molekulargewicht ist am ehesten auf die wéhrend der
initialen Phase der Pellikelformation notige, groRere Mobilitét der Proteine zurtickzufiihren
(Trautmann et al., 2020). In der 2 h-Pellikel auf Schmelz wurden vorwiegend Proteine mit
Molekulargewichten bis 250 kDa identifiziert (Siqueira et al., 2007). In vergleichenden Un-
tersuchungen von Schweigel et al. (2016) wurde gezeigt, dass das Pellikelproteom zur Hélfte
ein Molekulargewicht < 30 kDa besitzt. Molekulargewichte > 100 kDa waren eher Bestandteil
des Speichelproteoms. Diese Analysen beziehen sich auf Untersuchungen, die im Durch-
schnitt lediglich 85 Pellikelproteine im Pellikelproteom identifizierten. Im Gegensatz dazu
adsorbierten in den vorliegenden Untersuchungen jedoch bereits in der 3 min-Pellikel Protei-
ne an die Dentinoberflache, die ein héheres Molekulargewicht besitzen (200 — 629 kDa). So-
mit befinden sich in der 3 min-Dentinpellikel nicht nur niedermolekulare Prakursor-Proteine
aufgrund von ionischen Anziehungskréften, van der Waals Kréften, oder hydrophoben Inter-
aktion, sondern ebenfalls hohermolekulare Proteine, die durch Protein-Protein-Interaktionen
an die initiale 3 min-Pellikel binden (Gibbins et al., 2014; Hannig und Joiner, 2006).
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5.3 Einordnen in den bisherigen Stand der Wissenschaft

Die bisher durchgefuhrten Erosions-Studien konzentrierten sich auf die Pellikel des Schmel-
zes und deren protektive Eigenschaften. Wenige Studien befassten sich mit den protektiven
Eigenschaften der Pellikel auf Dentin und versuchten, diese auf unterschiedliche Weise zu
messen (Bauer, 2012; Delecrode et al., 2015a; Hall et al., 1999; Hannig et al., 2007a; Hara et
al., 2006; Wetton et al., 2006; Wiegand et al., 2008; Wiegand et al., 2019). Diese Studien be-
fassen sich groftenteils mit der indirekten Messung des protektiven Potentials der Pellikel auf
dem Zahnsubstrat Dentin.

Lediglich Delecrode et al. (2015a) befassten sich mit der Pellikelproteom-Analyse auf dem
Dentin und dessen direkter, saureinduzierter Veranderung. Dabei unterscheiden sich jedoch
sowohl die Methoden als auch die Ergebnisse wesentlich von den hier vorliegenden Resulta-
ten. Die Arbeitsgruppe um Delecrode et al. (2015a) untersuchte das Proteom der Pellikel auf
dem Waurzeldentin frisch extrahierter Weisheitszdhne. Dazu wurde ein Pellikelpool aus dem
Proteom der Pellikel von neun Probanden und Replikaten von mehreren Versuchstagen er-
stellt. Dieser Proteompool enthielt insgesamt 223 verschiedene Proteine und wurde durch die
folgenden 20 s ex-vivo Atzungen mit verschiedenen Sauren drastisch reduziert, wobei Zitro-
nensaure den groRten Einfluss hatte. Dies konnte am Unterschied im pH-Wert der Zitronen-
saure (pH 1) gegeniiber der eingesetzten Milchsédure (pH 4,8) liegen. Die nach der Atzung
remanenten Pellikelschichten wurden mit Hilfe einiger in 3%iger Zitronenséure getrankter
Teststreifen aus Filterpapier von den Prufkorpern abgeldst (Siqueira et al., 2007) und an-
schlielend bei einem 85 min Gradienten Uber eine nano LC-ESI-MS/MS analysiert. Die Kon-
trollproben-Pools ohne Atzung der 10 min- und 2 h-Pellikel enthielten 56 bzw. 41 Proteine.
Dieses Ergebnis ist Gberraschend, da man davon ausgehen wirde, dass die orale Exposition
uber einen Zeitraum von 2 h eine groRRere Vielfalt an Proteinen aufzeigen wirde als die vor-
liegende Untersuchung, in der nach einer in-situ Expositionszeit von lediglich 3 min insge-
samt 578 Pellikelproteine identifiziert wurden. In der Untersuchung von Delecrode et al.
(2015a) wurden bei der Sauredtzung der 10 min-Pellikel mit Milchs&ure auch mehr Proteine
identifiziert als in der Untersuchung der 10 min-Pellikel ohne folgende Sauredtzung. Mog-
licherweise sind diese 56 bzw. 41 Proteine so abundant, dass sie innerhalb der nano LC-ESI-
MS/MS alle weiteren Proteine Uberlagern und die Analyse dieser Proteine erschweren. Auf
jeden Fall ist aber die Methodik zur Gewinnung der Proteine mittels der Teststreifen eine be-
sondere Schwachstelle in der Studie von Delecrode et al. (2015a). Wie bereits erwéhnt, wurde
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mit Einflhren dieser Methode nie untersucht, ob das gesamte Proteom von der Prufkorper-
oberflache abgewonnen wird. Es wurde lediglich getestet, ob die durch das SDS-Gel aufge-
nommenen Proteine der Teststreifen sowie die direkt in das SDS-Gel applizierten Proteine
dieselben sind. Somit kann nicht sichergestellt sein, dass in der Untersuchung von Delecrode

et al. (2015a) das gesamte Pellikelproteom eines Probanden identifiziert wurde.

Die in der vorliegenden Arbeit erbrachten Ergebnisse ubersteigen die von Delecrode et al.
(2015a) identifizierten Proteinzahlen um ein Vielfaches. An einem Probanden wurden in der
3 min-Pellikel ohne Saureédtzung bis zu 351 verschiedene Pellikelproteine identifiziert und
insgesamt wurden 578 unterschiedliche Pellikelproteine detektiert — in nur vier Versuchs-
durchldufen an zwei verschiedenen Probanden. Ebenfalls neuartig ist, dass ein individuelles
Profil des Pellikelproteoms eines jeden Probanden erstellt wurde. Dies liegt groRtenteils an
der neuartigen Methode zur Gewinnung der Pellikelproteine vom Prifkérper — der chemi-
schen Elution mittels RIPA-Puffer und Triton X-100. Dadurch kann die gesamte Pellikel vom
Prifkorper fur die nachfolgende nano LC-ESI-MS/MS gewonnen werden (Kratz et al., 2015).
Die lange Dauer der nano LC-ESI-MS/MS mit einem drei Stunden-Gradienten und die Identi-
fizierung individueller Pellikelproteome von der Dentinoberfliche wurde bisher von keiner
weiteren Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Durch diesen sehr langen Gradienten kann eine sehr
hohe Identifikationsrate der Peptide, respektive der Proteine, sichergestellt werden. Andere
Pellikel-Studien mit einem anndhernd so langen Gradienten an 24 Probanden auf Keramik-
prufkorper haben die Identifikation von 1188 verschiedenen Pellikelproteinen ermdglicht
(Trautmann et al., 2019).

Ein weiterer Unterschied der Ergebnisse liegt im Einfluss der Zitronensaure auf die Pellikel.
Delecrode et al. (2015a) identifizierten nach dem Sdureangriff mit Zitronensdure lediglich
neun bzw. vier Proteine aus der residualen 10 min- bzw. 2 h-Pellikel, was 6,34% bzw. 4,12%
der urspriinglich identifizierten Proteine entspricht. Innerhalb der aufsteigenden Zitronenséu-
rekonzentration der vorliegenden Untersuchungen betrug die Uberschneidung der noch identi-
fizierten Pellikelproteine in der verbliebenen Restpellikel nie weniger als 63%. In den vorlie-
genden Untersuchungen hat die Zitronenséure damit bei Weitem keinen so grof3en Einfluss
auf das Pellikelproteom, wie durch die Untersuchungen von Delecrode et al. (2015a) bisher
postuliert. Die Uberschneidung aller identifizierten Pellikelproteine und damit potenziell pro-
tektiven Pellikelproteine nach der Behandlung mit deionisiertem Wasser, Zitronensaure und
Milchsdure in den Untersuchungen von Delecrode et al. (2015a) ergab nur eine Anzahl von

drei bzw. einem Protein, was 2,11% bzw. 1,03% der identifizierten Proteine entspricht. Dies
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steht den in diesen Untersuchungen detektierten 107 Pellikelproteinen (18,38%), die in allen

Versuchsreihen identifiziert wurden, entgegen.

Ausgehend von dem bisherigen Wissensstand arbeitet keine andere Arbeitsgruppe mit einem
ahnlich effizienten chemischen Elutionsprotokoll und unter den vorliegenden nano
LC-ESI-MS/MS-Bedingungen. Dadurch wurde diese Vielzahl an Proteinen in einem Pellikel-
proteom an Dentin bisher noch nicht identifiziert. Analysen der Pellikelproteine von 24 Pro-
banden auf Keramikprifkorpern lieferten eine Gesamtanzahl von 1188 Pellikelproteinen, wo-
bei bis zu 546 Pellikelproteinen an einem einzigen Probanden detektiert wurden (Trautmann
et al., 2019), welche die in den vorliegenden Untersuchungen von bis zu 351 identifizierten
Pellikelproteinen an einem einzigen Probanden noch ein wenig Ubersteigen. Jedoch wurden
die Untersuchungen von Trautmann et al. (2019) auf Keramikprufkérpern und mit einer héhe-
ren Probandenanzahl durchgefuhrt. Dies gilt es bei weiteren Untersuchungen der Pellikel an

Dentin weiter zu Uberprifen.

5.4 Schlussfolgerungen

Mit Hilfe des neuartigen chemischen Elutionsprotokoll und der damit verbundenen neuen
Methodik konnte eine unerwartet hohe Proteinvielfalt des initialen Pellikelproteoms auf Den-
tin identifiziert werden. Damit ist dieses weitaus komplexer zusammengesetzt als bisher an-
genommen und die bisherige Annahme, dass auf dem Substrat Dentin weniger Proteine ad-
sorbieren kdnnen als auf dem Substrat Schmelz, wurde widerlegt. Zum ersten Mal konnte ein
individuelles Pellikelproteom auf Dentin fur die einzelnen Probanden erstellt und miteinander
verglichen werden. Des Weiteren konnten die molekularen Funktionen der Pellikelproteine
dargestellt werden und es konnte gezeigt werden, dass sich diese trotz der Atzung mit Zitro-
nenséaure und der darauffolgenden Anderung des Pellikelproteoms nicht verandern. Dass die
molekularen Funktionen ,,Bindung®, ,, Katalytischen Aktivitit und ,,Enzym-regulierende Ak-
tivitat den groBBten Anteil besitzen, spiegelt sich auch in den Molekulargewichten der Pelli-
kelproteine wider. Bereits in der initialen Phase der 3 min-Pellikelbildung wurden Pellikelpro-
teine mit einem Molekulargewicht > 200 kDa identifiziert.

Grundlegend l&sst sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit schlussfolgern, dass
nicht einzelne oder einige wenige Proteine fir die Protektivitat der Pellikel verantwortlich
sind, sondern die Gesamtheit des komplexen Pellikelproteoms. Dies unterstiitzt das bisherige
Modell, dass die Pellikel nicht als Barriere, sondern als Diffusion begrenzendes, semiperme-
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ables Netzwerk agiert, welches selbst nach einem hoch konzentrierten Séureangriff zu einem
grolRen Teil mit seiner elektronendichten, basalen Schicht bestehen bleibt. Diese Protektivitét
scheint aber in dieser initialen Phase nicht mit der Pellikelgrofie zu korrelieren, sondern kann
eher auf ihre probandenindividuelle Zusammensetzung zurtickgefuhrt werden. Die Interaktion
der Pellikel mit dem Dentin und interne Interaktionen mdssen noch weiter untersucht werden.
Dartiber hinaus kdnnen mit einer hoheren Probandenanzahl die Schnittmenge der in der Pelli-
kel identifizierten Proteine und die der residualen Pellikelproteine nach Zitronensauredtzung
weiter eingegrenzt werden, und mit Probanden verglichen werden, deren Dentition groRere

Erosionsschaden aufweisen.
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9 Anhang

Tabelle 5: Liste der 107 detektierten Pellikelproteine, die in allen Versuchen mit einer 3 min-Pellikel, mit und
ohne anschlieender Zitronensauredtzung, identifiziert wurden.

14-3-3 protein epsilon

Cystatin-SN

14-3-3 protein sigma

Cytochrome c

14-3-3 protein zeta/delta

Desmoglein-3

5'-nucleotidase

Endoplasmic reticulum resident protein 29

6-phosphogluconate dehydrogenase, decar-
boxylating

78 kDa glucose-regulated protein

Aldehyde dehydrogenase, dimeric NADP-
preferring

Alpha-2-macroglobulin

Alpha-2-macroglobulin-like protein 1

Alpha-amylase 1

Alpha-enolase

Annexin Al

Annexin A2

Annexin A5

Antithrombin-Il|

Beta-2-microglobulin

Biglycan

BPI fold-containing family A member 2

BPI fold-containing family B member 1

Calmodulin-like protein 3

Calreticulin

Carbonic anhydrase 6

Ceruloplasmin

Chloride intracellular channel protein 1

Chondroadherin

Cofilin-1

Collagen alpha-1(l) chain

Collagen alpha-2(l) chain

Complement C3

Complement component C9

Cornulin

Cystatin-A

Cystatin-B

Cystatin-C

Cystatin-D

Cystatin-SA

Ezrin

F-box only protein 50

Fructose-1,6-bisphosphatase 1

Fructose-bisphosphate aldolase A

Gelsolin

Glutathione S-transferase P

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Heat shock cognate 71 kDa protein

Heat shock protein beta-1

Heat shock protein HSP 90-alpha

Hemoglobin subunit alpha

Histone H4

Ig alpha-1 chain C region

lg gamma-1 chain C region

Ig kappa chain C region

Ig lambda-2 chain C regions

Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5

Interleukin-1 receptor antagonist protein

Keratin, type Il cytoskeletal 6A

L-lactate dehydrogenase A chain

Lactoperoxidase

Lactotransferrin

Leukocyte elastase inhibitor

Lysozyme C

Malate dehydrogenase, mitochondrial

Moesin

Mucin-7

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin

Nucleoside diphosphate kinase B

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B

Peroxiredoxin-1

Peroxiredoxin-5, mitochondrial

Peroxiredoxin-6

-70 -




Anhang

Phosphatidylethanolamine-binding protein 1

Ribonuclease 4

Phosphoglycerate kinase 1

Serotransferrin

Poly(U)-specific endoribonuclease Serpin B13
Polymeric immunoglobulin receptor Serpin B3
Prolactin-inducible protein Serpin B5

Protein disulfide-isomerase A3

Serum albumin

Protein disulfide-isomerase A6

SPARC-like protein 1

Protein disulfide-isomerase

Sulfhydryl oxidase 1

Protein DJ-1

Tetranectin

Protein S100-A11

Thioredoxin

Protein S100-A4

Thrombospondin-1

Protein S100-A8

Triosephosphate isomerase

Protein S100-A9

Ubiquitin-60S ribosomal protein L40

Protein-glutamine gamma-
glutamyltransferase E

Pyruvate kinase PKM

Rho GDP-dissociation inhibitor 1

UPF0762 protein C6orf58

Vimentin

Vitamin D-binding protein

Zymogen granule protein 16 homolog B
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Tabelle 6: Proteinliste aller detektierten Proteine aller Versuchsproben. Mit einem X wurden die Proteine
markiert, wenn Sie in der vorliegenden Probe detektiert wurden. Abkirzungen: Pr = Proband, Dentk

Dentinkontrollprobe ohne Pellikel, 3 min-Pe = 3 min-Pellikel.
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