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Die Pellikel ist der initiale Proteinfilm, der sich auf allen 
oral exponierten Festkörperoberflächen ausbildet. En-

zyme sind elementare funktionelle und strukturelle Kom-
ponenten der Pellikel. Ziel der vorliegenden Untersuchungen 
war es, die Aktivität der Pellikelenzyme und ihre Einbindung 
in die Ultrastruktur zu charakterisieren. 
Die Pellikelenzyme wurden bei bis zu sechs Probanden un-
tersucht, die Pellikelbildung erfolgte in situ über 3, 30 und 
120 Minuten auf Schmelzproben, die auf individuell gefer-
tigten Schienen mit Silikon befestigt waren. Mit fluorimetri-
schen und spektralphotometrischen Verfahren wurden die 
Enzymaktivitäten bestimmt. Außerdem wurden mit dem 
Goldimmunolabellingverfahren verschiedene Enzyme in elek-
tronenmikroskopischen Präparaten visualisiert und quantifi-
ziert. Lysozym, Amylase, Peroxidase, alkalische Phosphatase, 
Carboanhydrase I und II, Transglutaminase sowie Glycosyl-
transferase B, C und D konnten in aktiver Konformation als 
Bestandteile der In-situ-Pellikel nachgewiesen werden. 
Alle Komponenten waren bereits in der 3-min-Pellikel detek-
tierbar. Demgegenüber zeigte die Pellikel nur Spuren proteo-
lytischer Aktivität. Somit sind neben protektiven Speichelen-
zymen (Lysozym, Peroxidase) auch Enzyme in der Pellikel im-
mobilisiert, die den bakteriellen Kohlenhydratmetabolismus 
begünstigen (Amylase, Glycosyltransferasen), was die kom-
plexe Rolle der Pellikel bei der Entstehung des bakteriellen 
Biofilms unterstreicht. 
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The acquired pellicle is the initial proteinaceous layer formed 
on all solid substrates exposed to the oral fluids. Enzymes are 
essential structural and functional components of the pel-
licle. The aim of this research project was to characterize the 
activity of pellicle enzymes and their integration into the pel-
licle’s ultrastructure.
Pellicle enzymes were investigated in several in situ studies 
with up to six subjects. Pellicle formation took place in situ 
for 3, 30 and 120 minutes. For this purpose, enamel speci-
mens were fixed on individual splints with silicone impres-
sion material. Enzyme activities were measured using fluori-
metric and photometric assays. Furthermore, the enzymes 
were visualized and quantified electron-microscopically using 
the gold immunolabeling technique. Lysozyme, amylase, 
peroxidase, alkaline phosphatase, carbonic anhydrases I and 
II, transglutaminase as well as glucosyltransferases B, C and 
D are immobilized in the pellicle layer in an active con-
formation. 
All components were already detectable in 3 min pellicles. 
On the other hand, only traces of proteolytic activity were 
found in the pellicle. Protective salivary enzymes (lysozyme, 
peroxidase) as well as enzymes supporting bacterial carbohy-
drate metabolism (amylase, glucosyltransferases) are present 
in the pellicle layer, indicating the complex role of the pel-
licle in bacterial biofilm formation.
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1 Einleitung 

Auf allen oral exponierten Oberflächen bildet sich innerhalb 
kürzester Zeit ein Proteinfilm aus, die Pellikel [30, 32, 39]. Ihr 
kommt essentielle Bedeutung zu als Mediator zwischen den 
Zähnen, den oralen Flüssigkeiten und den Bakterien in der 
Mundhöhle. Die Rolle der Pellikel ist ambivalent. Einerseits 
wirkt dieser Proteinfilm als Lubrikant, als antierosiver Schutz-
film und enthält verschiedene antimikrobielle Substanzen, 
andererseits ist er die Basis der mikrobiellen Adhärenz an die 
Zahnoberfläche und damit der Ausbildung des oralen Bio-
films [30, 32, 39]. 

Enzyme sind von elementarer Bedeutung für die Struktur 
und Funktionen der Pellikel [15]. Es gibt eine Vielzahl von 
Studien zu Enzymen in der Pellikel. Ein Großteil dieser Studi-
en hat die Enzymaktivitäten jedoch lediglich an in vitro gebil-
deter Pellikel untersucht [15]. Die bisher verfügbaren In-vivo- 
oder In-situ-Studien beschränkten sich oft nur auf einen Pro-
banden [15, 65]. Prinzipiell können alle in der Mundhöhle 
vorhandenen Enzyme in die Pellikel integriert werden, aber 
die Adsorption verläuft selektiv. Amylase, Lysozym, Carboan-
hydrasen I, II und IV, Glycosyltransferasen B, C und D, sowie 
Fructosyltransferase wurden bislang in aktiver Form in der In-

vivo- bzw. In-situ-Pellikel nachgewiesen [15, 40, 49, 65]. Ande-
re Enzyme wurden bis dato lediglich in experimenteller Pelli-
kel oder auf künstlichen Oberflächen bestimmt und unter-
sucht (z. B. Peroxidasen, Elastase, Neuraminidasen, Phospha-
tasen, Proteasen, Transglutaminasen) [15, 60]. 

Amylase und Lysozym sind Bestandteile der mizellarti-
gen, globulären Strukturen, die maßgeblich an der Pellikelbil-
dung beteiligt sind und haben somit auch strukturelle Bedeu-
tung [33]. Peroxidasen und Lysozym exponieren antibakte-
rielle Eigenschaften [15, 49, 50]. Viele Enzyme bzw. deren Pro-
dukte erleichtern über spezifische, rezeptorvermittelte Inter-
aktionen die bakterielle Besiedlung der Zahnoberfläche 
(Amylase, Glycosyltransferasen bzw. Glucane, Peroxidasen, 
Lysozym) [30, 51, 55–57]. Enzyme unterstützen den bakteriel-
len Metabolismus durch die Zufuhr von Stärkehydrolysaten 
(Amylase) [9, 63], und bestimmte bakterielle Enzyme, die an 
der Bildung der Plaquematrix beteiligt sind, werden als inte-
graler Bestandteil der Pellikel angesehen (Glycosyltransfera-
sen) [65]. Darüber hinaus sollen Enzyme an der pH-Homeo-
stase der Pellikel und des Speichels mitwirken (Carboanhy-
drasen) [35, 46, 47]. 

Für die Modulation der Pellikel sind Transaminasen be-
deutsam, da sie potentiell die Immobilisation und Vernetzung 
von Funktionsproteinen beeinflussen, während Proteasen 
durch Hydrolyse von Peptiden zur Maturation der Pellikel bei-
tragen könnten [3, 4, 15]. Neuere labortechnische Verfahren 
erlauben die weitergehende Exploration der Enzyme in der Pel-
likel. Für viele Enzyme stehen heute Assays auf der Basis syn-
thetischer Substrate zur Verfügung, die sensitiver und präziser 
als konventionelle Testverfahren sind [45, 48]. Ein typisches 
Beispiel ist der Nachweis der Amylaseaktivität, der früher über 
die Stärkehydrolyse erfolgte. Eine Schwierigkeit hierbei ist, dass 
das Substrat mehrfach hydrolysiert werden kann, so dass sich 
keine lineare Enzymkinetik ergibt. Ein moderner Amylasetest 
basiert auf der Hydrolyse eines synthetischen Trisaccharides, 
das mit einem Chromophor verbunden ist [45]. Die Reaktion 
erfolgt linear. Besonders hilfreich sind darüber hinaus die 
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1 Introduction

A proteinaceous layer termed pellicle is formed on all orally 
exposed surfaces within a very short time [30, 32, 39]. It plays 
an essential role as a mediator between the teeth, oral fluids 
and bacteria in the oral cavity. The role of the pellicle is am-
bivalent. On the one hand, it serves as a lubricant and anti-
erosive protective film, containing various antimicrobial sub-
stances but on the other hand, it is the base for microbial ad-
hesion to the tooth surface and thus the formation of the oral 
biofilm [30, 32, 39]. 

Enzymes are of elementary significance for the structure 
and function of the pellicle [15]. There have been a number of 
studies on enzymes in the acquired pellicle. However, the ma-
jority of these studies only investigated enzyme activities in 
pellicles formed in vitro [15]. The in vivo or in situ studies avail-
able so far often included only one subject [15, 65]. In prin-
ciple, all of the enzymes present in the oral cavity can be in-
tegrated in the pellicle but the adsorption process is highly se-
lective. So far amylase, lysozyme, carbonic anhydrases I, II 
and IV, glucosyltransferases B, C and D, along with fructosyl-
transferase have been detected in the in vivo and in situ pellicle 
in an active conformation [15, 40, 49, 65]. Until now, other 
enzymes have been determined and investigated only in ex-
perimental pellicles or on artificial surfaces (e. g. peroxidases, 
elastase, neuraminidases, phosphatases, proteases, transglu-
taminases) [15, 50].

Amylase and lysozyme are components of the micelle-like 
globular structures involved substantially in pellicle formation 
and thus also have structural significance [33]. Peroxidases and 
lysozyme express anti-bacterial properties [15, 49, 50]. On the 
other hand, many enzymes or their products facilitate bacterial 
colonization of the tooth surface by specific receptor-mediated 
interactions (amylase, glucosyltransferases or glucans, per-
oxidase, lysozyme) [30, 51, 55–57]. Enzymes support bacterial 
metabolism by supplying starch hydrolysates (amylase) [9, 63], 
and certain bacterial enzymes involved in the formation of the 
plaque matrix are regarded as integral components of the pel-
licle (glucosyltransferases) [65]. Furthermore, enzymes are be-
lieved to be involved in the pH homeostasis of the pellicle and 
saliva (carbonic anhydrases) [35, 46, 47].

Transaminases are important for the modulation of the 
pellicle as they potentially impact the immobilization and 
cross-linking of functional proteins, whereas proteases might 
contribute to maturation of the pellicle by hydrolyzing pep-
tides [3, 4, 15]. 

More recent laboratory methods allow extensive explora-
tion of the enzymes in the pellicle. Today, assays based on syn-
thetic substrates are available for many enzymes; they are more 
sensitive and more precise than conventional assays [45, 48]. A 
typical example is the determination of amylase activity, 
which was formerly performed via hydrolysis of starch. A diffi-
culty with this is that the substrate can be hydrolyzed re-
peatedly so that linear enzyme kinetics are not obtained. A 
modern amylase test is based on hydrolysis of a synthetic tri-
saccharide bound to a chromophor [45]. The reaction is linear. 
Moreover, highly sensitive fluorimetric test methods are par-
ticularly helpful [22, 24, 25]. In contrast to the photometric 
methods, enamel slabs coated with a pellicle can remain in the 
microtiter plate during the assay.
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hochempfindlichen fluorimetrischen Testverfahren [22, 24, 
25]. Im Gegensatz zu den photometrischen Testverfahren kön-
nen hier die mit einer Pellikel behafteten Schmelzprüfkörper 
während der Messung in der Mikrotiterplatte verbleiben. 

Außerdem erlaubt die Goldimmunolabellingtechnik die 
Visualisierung und Quantifizierung von Enzymproteinen in 
der Pellikel mit Hilfe elektronenmikroskopischer Verfahren 
wie TEM oder FEI-SEM. Auf diese Weise kann auch die Einbin-
dung der Enzyme in die Ultrastruktur der Pellikel evaluiert 
werden[ 7, 8]. 

Der vorliegende Artikel fasst die Ergebnisse verschiedener 
In-situ-Studien unserer Arbeitsgruppe zu Enzymen in der Pelli-
kel zusammen [7, 8, 13, 16, 17, 20, 21, 23, 25]. Mit modernen 
Verfahren wurden Aktivität und Lokalisation verschiedener re-
levanter Enzyme in der Pellikel bei mehreren Probanden explo-
riert. Die in den Studien untersuchten, klinisch bedeutsamen 
Enzyme lassen sich dabei drei Gruppen zuordnen: protektive, 
antibakteriell wirksame Enzyme (Lysozym, Peroxidase), Enzy-
me mit Einfluss auf die Ultrastruktur der Pellikel (Transgluta-
minase, Phosphatasen) und Enzyme, welche den bakteriellen 
Metabolismus begünstigen (Amylase, Glycosyltransferase). 
Ziel der Untersuchungen war es, die enzymatische Aktivität der 
In-situ-Pellikel und die ultrastrukturelle Integration der Enzy-
me grundlegend und systematisch zu charakterisieren. 
Abbildung 1 Typische Befunde bei der Goldimmunolabelling-Technik:  

a: TEM, 120-min-Pellikel, bukkal, mit markierten Peroxidasemolekülen, 

Original-Vergrößerung: 68 000fach.  

b: FEI-SEM, 30 min bukkal, mit markierten Amylasemolekülen, die 

globuläre, netzartige Oberflächenstruktur ist gut erkennbar. Vergröße-

rung: 150 000fach.  

c: Schichtung der Pellikel, Modellvorstellung. Aufgrund des Dicken -

wachstums der Pellikel nimmt die Anzahl der detektierten Enzymmole-

küle in Pellikelquerschnitten mit der oralen Expositionszeit zu, während 

die Menge der Enzymmoleküle an der Oberfläche konstant bleibt. 

Figure 1 Typical results of gold immunolabeling: 

a: TEM, 120 min pellicle, buccal, with labeled peroxidase molecules, 

original magnification: 68 000x. 

b: FEI-SEM, 30 min buccal, with labeled amylase molecules, the globu-

lar and reticular structure of the pellicle can be seen clearly. Magnifi-

cation: 150 000x. 

c: Layers of the pellicle, schematically. Due to the increase in thickness 

of the pellicle, the amount of labeled molecules in cross sections in-

creases with the duration of oral exposure while the number of mol-

ecules at the surface remains constant.
© De
Abbildung 2 Immobilisierte Peroxidaseaktivität der In-situ-Pelli-

kel nach Applikation von Whitestrips [mU/cm2], n = 12 Proben je 

Untergruppe, MW ± SD. Die schwarze Linie stellt die durch-

schnittliche Peroxidaseaktivität einer 30-min-Pellikel dar. 

Figure 2 Immobilized peroxidase activity of the in situ pellicle 

after application of Whitestrips [mU/cm2], n = 12 specimens per 

subgroup, mean+SD. The black line represents the mean per-

oxidase activity of 30 min pellicles.
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The gold immunolabeling technique allows visualization 
and quantification of enzyme proteins in the pellicle using 
electron microscopic methods such as TEM or FEI-SEM. 
Thereby, the integration of the enzymes in the pellicle’s ultra-
structure can also be evaluated [7, 8].

The present article summarizes the results of various in 

situ studies on enzymes in the pellicle conducted by our lab-
oratory team [7, 8, 13, 16, 17, 20, 21, 23, 25]. With recent 
methods, the activity and localization of various relevant 
enzymes in the pellicle were explored in several subjects. The 
clinically important enzymes investigated in the study can be 
classified into three groups: protective enzymes with antibac-
terial properties (lysozyme, peroxidase), enzymes that in-
fluence the ultrastructure of the pellicle (transglutaminase, 
phosphatases) and enzymes that promote bacterial meta- 
bolism (amylase, glucosyltransferase). The aim of the studies 
was to characterize the enzymatic activity of the in situ pel-
licle and the ultrastructural integration of the enzymes sys-
tematically.
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2 Material und Methode 

2.1 Probenmaterial 

Probanden 

Für die In-situ-Untersuchungen wurden bis zu sechs gesunde, 
erwachsene Probanden ausgewählt, die freiwillig an den in-
traoralen Expositionsversuchen teilnahmen. Die Probanden 
wiesen weder Karies noch gingivale oder parodontale Erkran-
kungen auf und waren allgemein-anamnestisch unauffällig [7, 
13, 16, 17]. Positive Voten der Ethik-Kommissionen der Uni-
versität Göttingen (Aktenzeichen 16/6/05) und der Universität 
des Saarlandes (Kenn-Nr. 52/05) zum Studiendesign lagen vor. 

Prüfkörper 

Die Untersuchung erfolgte aus Gründen der Standardisierung 
an Schmelzprüfkörpern, die aus den Labialflächen frisch extra-
hierter Rinderfrontzähne gewonnen wurden [13, 14, 16, 17]. 
Runde Probekörper mit jeweils 5 mm Durchmesser wurden für 
die Aktivitätstests verwendet. Die Oberflächen wurden mit 
Nassschleifpapier abnehmender Korngröße bis hin zur Kör-
nung „4.000“ finiert bzw. poliert. Auf der Rückseite wurde eine 
Normbohrung gesetzt, welche die Fixation der Proben zum 
kontaktfreien Einhängen in Mikrotiterplatten erlaubte. Kleine-
re Proben für elektronenmikroskopische Analysen wurden mit 
der diamantierten Trennscheibe gewonnen (2 mm²) [ 7]. 

Nach der Desinfektion in 70 %igem Ethanol über einen 
Zeitraum von 30 min sowie einer abschließenden Oberflächen-
reinigung im Ultraschallbad für 10 min wurden die Prüfkörper 
vor der intraoralen Exposition zur Ausbildung einer Hydrat-
hülle für 24 Stunden in aqua dest. bei 4°C gelagert [7, 13, 17]. 

Pellikelbildung in situ 

Die Probanden wurden angewiesen, 30 Minuten vor dem Ein-
setzen der Probekörpertrageschienen eine intensive, individu-
elle Zahnreinigung unter Zuhilfenahme von Zahnbürste, 
Zahnseide und Zahnzwischenraumbürstchen vorzunehmen. 
Der Gebrauch von Zahnpaste war nicht gestattet. Anschlie-
ßend wurde die Mundhöhle mehrfach mit Wasser gespült. Von 
diesem Zeitpunkt an sowie während der gesamten intraoralen 
Verweilzeit der Probekörpertrageschienen herrschte absolute 
Nahrungskarenz. Ebenso unterblieb die Einnahme von Ge-
tränken oder anderen Flüssigkeiten. Zur systematischen Unter-
suchung der Pellikelenzyme in verschiedenen Bereichen der 
Mundhöhle wurden von den Probanden über Zeiträume von  
3 Minuten, 30 Minuten und 2 Stunden im Oberkiefer Mini-
plastschienen getragen, an denen in im Bereich der Oberkiefer-
molaren und -prämolaren palatinal und bukkal Probekörper 
befestigt waren [13, 14, 16, 17]. 

Nach der Exposition in der Mundhöhle wurden die Pro-
bekörpertrageschienen in destilliertem Wasser abgespült. An-
schließend wurden die einzelnen Testkörper vorsichtig mit einer 
Pinzette von den Miniplastschienen abgehebelt und enzymolo-
gisch bzw. elektronenmikroskopisch analysiert [7, 13, 16, 17]. 

2.2 Enzymaktivitätsmessung [13, 16, 22–25 ]

Die Bestimmung der Enzymaktivitäten erfolgte photometrisch 
oder fluorimetrisch. Die Substrate der verschiedenen Testver-
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2  Materials and methods

2.1 Subjects and samples

Subjects

Up to six healthy adult volunteers took part in the intraoral ex-
posure experiments. The subjects had neither caries nor gingi-
val or periodontal disease and were in good general health [7, 
13, 16, 17]. The study design was approved by the ethics com-
mittees of Göttingen University (file number 16/6/05) and the 
University of the Saarland (ref. no. 52/05).

Substrates

For reasons of standardization, the investigation was con-
ducted with enamel specimens, obtained from the labial sur-
faces of freshly extracted bovine incisors [13, 14, 16, 17]. 
Round samples with a diameter of 5 mm were used for investi-
gating the enzyme activities. The surfaces were finished and 
polished by wet grinding up to grade 4,000. A cavity was pre-
pared on the rear of the slabs that allowed fixation of the 
samples for contact-free incubation in the microtiter plates. 
Smaller samples for electron microscopic analysis were ob-
tained with a diamond separating disc (2 mm2) [7].

After disinfection in 70 % ethanol for 30 minutes and final 
surface cleaning in an ultrasonic bath for 10 minutes, the 
samples were stored for 24 h in distilled water at 4oC to form a 
hydration layer prior to intraoral exposure [7, 13, 17].

Pellicle formation in situ

The subjects were instructed to carry out intensive individual 
tooth cleaning using a toothbrush, dental floss and interdental 
brushes 30 minutes before insertion of individual splints with 
the enamel slabs. Use of toothpaste was not permitted. After-
wards, the oral cavity was rinsed several times with water. From 
this time on and throughout the period of the in situ experi-
ments, no consumption of food or liquids was permitted. For 
systematic investigation of the pellicle enzymes in different re-
gions of the mouth, the subjects wore individual upper splints 
for periods of 3 minutes, 30 minutes and 2 hours. Enamel slabs 
were fixed palatally and buccally in the region of the upper 
molars and premolars [13, 14, 16, 17].

After exposure in the oral cavity, they were rinsed in distil-
led water. The enamel slabs were then removed carefully from 
the splints with tweezers and analyzed electron microscopi-
cally or tested for the different enzyme activities [7, 13, 16, 17].

2.2  Measurement of enzyme activities [13, 16, 22–25]

Enzyme activities were determined photometrically or fluoro-
metrically. The substrates of the different assays are shown in 
table 1. In all cases, the immobilized activity was calculated per 
cm2 of enamel surface.

To determine the activity of lysozyme, peroxidase, amylase 
and phosphatase, the enamel samples with pellicle were incu-
bated in the wells of the microtiter plates with substrate solution.

In the photometric assays, the enamel slabs had to be re-
moved from the microtiter plates for measurement of the ab-
sorption as the slabs would otherwise have been located in the 
beam (phosphatase, amylase).



537

C. Hannig, M. Hannig:
Enzyme in der Pellikel – eine Synopsis
Enzymes in the pellicle – a synopsis 

Enzym/Enzyme

Amylase [13, 45]

Elastase [2, 25]

Glucosyltransferase [38]

Kollagenase [25]

Collagenase [25]

Lysozym [22, 23, 41]

Lysozyme [22, 23, 41] 

Peroxidase [24, 48] 

Alkalische Phosphatase 
Saure Phosphatase [25, 60]

Alkaline phosphatase 
acidic phosphatase [25, 60]

Protease [11, 25] 

Transglutaminase [3, 4, 25] 

Substrat/ Substrate

Hydrolyse von 2-Chloro-4-Nitrophenyl-4-O-β-D- 
Galactopyranosylmaltotriosid

 Hydrolysis of 2-chloro-4-nitrophenyl-4-O-β-D- 
galactopyranosyl maltotrioside  

Hydrolyse von Elastin mit fluorogenem  Konjugat

 Hydrolysis of elastin with fluorogenic conjugate

Nachweis von freigesetzter Fructose

Detection of released fructose

Gelatine, an Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt

  Gelatine, coupled to fluorogenic dye 

Hydrolyse von Micrococcus lysodeicticus mit fluorogenem 
Konjugat

Hydrolysis of Micrococcus lysodeicticus with fluorogenic 
conjugate

Hydrolyse von Diacetyldichlorfluorescein

Hydrolysis of diacetyl dichlorofluorescin

Hydrolyse von 4-Nitrophenyl-Phosphat

 Hydrolysis of 4-nitrophenyl phosphate 

Hydrolyse von Casein, Resorufin-markiert

Hydrolysis of casein labeled with resorufin 

Integration von Mono-Dansylcadaverin  
in α-Casein

Integration of mono-dansylcadaverin in α-casein

Fluoreszenz/Spektralphotometrie
 Fluorescence/Spectrophotometry

Spektralphotometrie

Spectrophotometry

Fluoreszenz

Fluorescence

Spektralphotometrie

Spectrophotometry

Fluoreszenz

Fluorescence

Fluoreszenz

 Fluorescence 

Fluoreszenz

 Fluorescence 

Spektralphotometrie

Spectrophotometry 

Fluoreszenz

Fluorescence 

Fluoreszenz

 Fluorescence
fahren sind Tabelle 1 zu entnehmen. In allen Fällen wurde die 
immobilisierte Aktivität pro cm² Schmelzoberfläche berechnet. 

Für die Bestimmung der Aktivität von Lysozym, Peroxida-
se, Amylase und Phosphatase wurden die Schmelzproben mit 
Pellikel in den Wells der Mikrotiterplatte mit der Puffer-Subs-
trat-Lösung inkubiert. 

Bei den photometrischen Testverfahren mussten für die 
Messung der Absorption die Probekörper aus den Mikrotiter-
platten entfernt werden, da sich die Probekörper sonst im 
Strahlengang befunden hätten (Phosphatase, Amylase). 

Bei den Untersuchungen, die auf fluoreszierenden Produk-
ten beruhen (Lysozym, Peroxidase), konnten die Prüfkörper 
während der Messung der Enzymaktivität in den Wells der Mi-
krotiterplatte verbleiben, da sowohl Exzitationsmodul als auch 
Emissionsdetektor oberhalb der Mikrotiterplatte installiert sind. 

In allen Fällen wurde eine Desorption von Enzymaktivität 
in die umgebende Puffer-Substrat-Lösung beobachtet, so dass 
bei Amylase, alkalischer Phosphatase, Lysozym und Peroxida-
se die desorbierte Aktivität mit erfasst wurde. 

Weitere Details sind den Originalarbeiten zu entnehmen 
[13, 16, 17, 22–25]. 
Tabelle 1 Untersuchte Enzyme und verwendete Substrate bzw. Testverfahren. 

Table 1  Investigated enzymes and substrates employed as well as test methods.
In the assays based on fluorogenic substrates (lysozyme, 
peroxidase), the slabs remained in the wells of the microtiter 
plate during measurement of enzyme activity as both the exci-
tation module and the emission detector are installed above 
the microtiter plate.

In all cases, desorption of enzyme activity into the sur-
rounding buffer solution was observed. Therefore, both immo-
bilized and desorbed activities were measured separately when 
testing amylase, alkaline phosphates, lysozyme and per-
oxidase.

Further details can be found in the respective original ar-
ticles [13, 16, 17, 22–25].

2.3 Gold immunolabeling and electron microscopy

Amylase, lysozyme, carbonic anhydrase I and II, peroxidase 
and transglutaminase in the pellicle were visualized and 
quantified using the gold immunolabeling technique. Ultra-
thin cross-sections were evaluated by transmission electron 
microscopy and surface views by scanning electron micros-
copy. For the immuno-electron microscopic detection of the 
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2.3 Goldimmunolabelling und elektronenoptische 
Verfahren 

Amylase, Lysozym, Carboanhydrase I und II, Peroxidase und 
Transglutaminase in der Pellikel wurden mit Hilfe des Gold-
immunolabellingverfahrens visualisiert und quantifiziert. Quer-
schnitte wurden transmissionselektronenmikroskopisch und 
Oberflächenansichten rasterelektronenmikroskopisch evaluiert. 
Für die immuno-elektronenmikroskopische Detektierung der 
Pellikelenzyme wurden die Präparate mit primären spezifischen 
Antikörpern gegen die verschiedenen Enzyme inkubiert, gespült 
und diese durch Inkubation mit einem sekundären Antikörper 
(gebunden an 10 nm große kolloidale Goldpartikel) markiert [7]. 

Weitere methodische Details sind den betreffenden Publi-
kationen zu entnehmen [7, 8, 21].

2.4 Statistik 

Ein möglicher Einfluss der oralen Expositionszeit und der Loka-
lisation der Proben wurde mit ANOVA überprüft. Weitergehen-
de Auswertungen erfolgten mit der Scheffé-Prozedur (p < 0,05). 

3 Ergebnisse 

3.1 Goldimmunolabelling [7, 8, 21] 

Mit Hilfe des Goldimmunolabellingverfahrens konnten fol-
gende Enzyme in der Pellikel nachgewiesen werden: Amylase, 
Lysozym, Peroxidase, Carboanhydrase I und II sowie Transglu-
taminase (Tab. 2). Insbesondere gelang die Differenzierung der 
drei GTF-Isoformen B, C und D in der In-situ-Pellikel (Tab. 3) 
[21]. Dabei war GTF D bei den untersuchten Probanden die sig-
nifikant häufigste Isoform. Typische Beispiele für die Visuali-
sierung der markierten Moleküle mit TEM (Querschnitt) und 
FEI-SEM (Oberfläche) sind Abbildung 1 zu entnehmen. 

Alle Enzyme waren randomisiert in der Pellikel verteilt. Bei 
den jeweiligen Enzymen hatten die Lokalisation und vor allem 
die Pellikelbildungszeit einen signifikanten Einfluss auf die im 
Querschnitt mit TEM detektierbaren Enzymmoleküle. In den 
dünneren palatinalen Pellikeln waren weniger markierte Pro-
teine zu finden als bukkal. Bukkale Pellikel weisen nach 30 Mi-
nuten eine Dicke zwischen 20 nm und 160 nm auf (palatinal: 
5–30 nm). Nach 120 Minuten zeigt die bukkale Pellikel eine Di-
cke zwischen 20 nm und 350 nm auf, die palatinale lediglich 
zwischen 5 nm und 50 nm. Die Dickenzunahme der Pellikel 
über die Zeit korrelierte ebenfalls mit der Anzahl gelabellter En-
zymproteine im Querschnitt. Demgegenüber war die an der 
Oberfläche exponierte Anzahl, die mit FEI-SEM quantifiziert 
wurde, nicht signifikant von der Lokalisation oder der oralen 
Expositionszeit der Probekörper beeinflusst. Die Anzahl der de-
tektierten Moleküle zeigte bei allen untersuchten Enzymen  
eine hohe intraindividuelle und interindividuelle Variabilität. 

3.2 Aktivitätstests 

Bei allen Aktivitätstests wurde ebenfalls eine hohe intraindivi-
duelle und interindividuelle Variabilität der Enzymaktivitäten 
in der Pellikel nachgewiesen (Tab. 4). Für in der Pellikel immo-
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pellicle enzymes, the samples were incubated with primary 
specific antibodies against the different enzymes, rinsed and la-
beled by incubation with a secondary antibody, bound to a 
10 nm colloidal gold particle [7].

Further details of the method can be found in the respec-
tive publications [7, 8, 21] 

2.4 Statistics

A possible influence of the oral exposure time and localization 
of the samples on the enzyme activities and on the amount of 
labeled molecules was examined with ANOVA followed by the 
Scheffé procedure (p < 0.05). 

3 Results

3.1 Gold immunolabeling [7, 8, 21]

The following enzymes were detected in the pellicle using the 
gold immunolabeling technique: amylase, lysozyme, per-
oxidase, carbonic anhydrase I and II and transglutaminase 
(Tab. 2). In particular, it was possible to differentiate the three 
GTF isoforms B, C and D in the in situ pellicle (Tab. 3) [21]. GTF 
D was the significantly most frequent isoform in the investi-
gated subjects. Typical examples of visualization of the labeled 
molecules with TEM (cross-section) and FEI-SEM (surface) are 
shown in figure 1.

All enzymes were distributed randomly in the pellicle. For 
the different enzymes, the location and especially the pellicle 
formation time had a significant impact on the amount of 
enzyme molecules detectable with TEM in the cross-sections. 
Fewer labeled proteins were found in the thinner palatal pel-
licles than buccally. The thickness of the buccal pellicle was be-
tween 20 nm and 160 nm after 30 minutes (palatal: 5–30 nm). 
After 120 minutes, the thickness of the buccal pellicle ranged 
between 20 nm and 350 nm, while the palatal thickness only 
amounted to 5 nm to 50 nm. The increase in thickness of the 
pellicle over time also correlated with the number of labeled 
enzyme proteins in the cross-sections. On the other hand, the 
number of enzyme molecules exposed at the surface, as quanti-
fied with FEI-SEM, was not significantly influenced by the lo-
cation or oral exposure time of the substrates. The number of 
detected molecules showed high intra-individual and inter-in-
dividual variability for all investigated enzymes.

3.2 Enzyme activities

For all enzymes, a high intra-individual and inter-individual 
variability of activities in the pellicle was recorded (Tab. 4). 
With amylase, peroxidase and lysozyme immobilized in the 
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bilisierte Amylase, Peroxidase und Lysozym konnten Substrat-
abhängigkeiten vom Michaelis-Menten-Typ aufgezeigt wer-
den. Die in der Pellikel immobilisierten Enzyme hatten dabei 
höhere K

m
-Werte als die freien Enzyme im Speichel, was auf  

eine geringere Affinität zum Substrat hindeutet. 

Amylase [13] 

Es konnte auf allen untersuchten Probekörpern immobilisier-
te Amylaseaktivität nachgewiesen werden. Im Mittel betrug 
die Aktivität 1,39 ± 1,87 mU/cm². Es bestand ein partieller 
Einfluss der Pellikelbildungszeit auf die Amylaseaktivität. 
Bukkale 120-min-Proben wiesen eine höhere Aktivität auf als 
bukkale 3-min-Proben. Darüber hinaus war die palatinale Ak-
tivität der 30-min-Proben signifikant geringer als die der buk-
kalen 30-min-Proben (p < 0,05, one-way ANOVA). 

Lysozym [23] 

Für die immobilisierte Lysozymaktivität in der Pellikel konnte 
ein Einfluss von oraler Expositionszeit und Lokalisation auf die 
oberflächlich exponierte Aktivität gezeigt werden (ANOVA, p < 
0.001). Die ergänzend durchgeführte Scheffé-Prozedur ergab sig-
nifikante Unterschiede der bukkalen 3-min-Daten im Vergleich 
zu den palatinalen und bukkalen 30-min-Daten. Außerdem wa-
ren die Lysozymaktivitäten auf palatinalen 3-min-Proben sig-
nifikant geringer als die palatinalen 30-min-Daten (p < 0,05). 

Peroxidase [24] 

Alle untersuchten Pellikelproben zeigten an der Oberfläche 
exponierte Peroxidaseaktivität, die weder von der Lokalisati-
on noch von der Pellikelbildungszeit beeinflusst war. Im Mit-
tel fanden sich 24,4 ± 27,7 mU/cm². Für Peroxidase in der Pel-
likel konnte eine Michaelis-Menten-Kinetik nachgewiesen 
werden. Peroxidase in der Pellikel und im Speichel ist sehr an-
fällig gegenüber verschiedenen Hemmstoffen und wird auch 
durch das Substrat irreversibel gehemmt. Nach der In-situ-Ap-
plikation eines Whitestrips für 30 Minuten war in der Pellikel 
praktisch keine Peroxidaseaktivität mehr detektierbar, ob-
wohl mit Hilfe der Immunolabellingtechnik noch Enzymmo-
leküle nachgewiesen werden konnten. Die Peroxidaseaktivi-
tät erreichte erst 40 Minuten nach der Entfernung des White-
strips wieder den Ausgangswert (Abb. 2). 

Phosphatasen [25] 

Alle untersuchten Proben zeigten Aktivität der alkalischen Phos-
phatase (0,87 ± 0,99 mU/cm²). Ein Einfluss der Lokalisation oder 
der oralen Expositionszeit war nicht zu beobachten. Saure Phos-
phataseaktivität war demgegenüber nicht nachweisbar. 

Transglutaminase [25] 

Transglutaminaseaktivität war auf 97 % der untersuchten Pellikel-
proben detektierbar, die mittlere Aktivität betrug 16,7 ± 21,2 mU/
cm². Es bestand kein signifikanter Einfluss der Pellikelbildungszeit 
oder der Lokalisation auf die detektierte Aktivität. Die enzymati-
sche Reaktion dieses Enzymes ist Abbildung 3 zu entnehmen. 

Proteolytische Aktivität [25] 

Mit dem universalen Proteaseassay und mit dem Kollagenase-
assay waren keine Enzymaktivitäten in der Pellikel nachweis-
bar, Elastaseaktivität fand sich nur auf 57 % der Proben (8,9 ± 
22,0 mU/cm²). 
pellicle, enzyme kinetics of the Michaelis-Menten type were 
recorded. The enzymes immobilized in the pellicle had higher 
K

m
 values than the free enzymes in the saliva, indicating lower 

affinity to the substrate.

Amylase [13]

Amylase activity was found in all pellicles tested. The average 
activity was 1.39 ± 1.87 mU/cm2. The pellicle formation time 
had a partial influence on the amylase activity. Buccal 120-min 
samples demonstrated higher activity than buccal 3-min 
samples. Moreover, the palatal activity of the 30-min samples 
was significantly lower than that of the buccal 30-min speci-
mens (p < 0.05, one-way ANOVA).

Lysozyme [23]

The oral exposure time and localization in the oral cavity had 
an impact on the lysozyme activity exposed at the surface of 
the pellicle (ANOVA, p < 0.001). The additional Scheffé pro-
cedure showed significant differences of the buccal 3-min data 
compared with the palatal and buccal 30-min results. In addi-
tion, the lysozyme activities on palatal 3-min samples were sig-
nificantly lower than the palatal 30-min data (p < 0.05).

Peroxidase [24]

All pellicle samples showed immobilized peroxidase activity at 
the surface, but it was neither influenced by the location in the 
oral cavity nor by the pellicle formation time. An average activ-
ity of 24.4 ± 27.7 mU/cm2 was found. Michaelis-type kinetics 
was recorded for peroxidase in the pellicle. Peroxidase in the 
pellicle and in the saliva is very susceptible to various in-
hibitory substances and is also irreversibly inhibited by the 
substrate. Directly after in situ application of a Whitestrip for  
30 minutes, hardly any peroxidase activity was detectable in 
the pellicle although enzyme molecules could still be found 
using the immunolabeling technique. The peroxidase activity 
was re-established and reached the baseline level 40 minutes 
after removal of the Whitestrips (Fig. 2).

Phosphatases [25]

All investigated samples showed alkaline phosphatase activity 
(0.87 + 0.99 mU/cm2). An influence of the localization or oral 
exposure time was not observed. In contrast, acidic phospha-
tase activity was not detectable in the pellicle.

Transglutaminase [25]

Transglutaminase activity was detectable on 97 % of the inves-
tigated samples and the mean activity was 16.7 ± 21.2 mU/cm2. 
The pellicle formation time and localization in the oral cavity 
had no significant influence on the detected activity. The reac-
tion of this enzyme is shown in figure 3.

Proteolytic activity [25]

No enzyme activity was detectable in the pellicle with the univer-
sal protease assay and with the collagenase assay. Elastase activity 
was found on only 57 % of the samples (8.9 ± 22.0 mU/cm2).

Glucosyltransferase [21]

Glucosyltransferase activity was detected on all tested samples. 
No significant impact of the localization or pellicle formation 
time on the activity of this enzyme were observed.
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Glycosyltransferase [21] 

Auf allen untersuchten Proben fand sich Glycosyltransferase-
aktivität. Ein signifikanter Einfluss der Lokalisation oder der 
Pellikelbildungszeit auf die Aktivität dieses Enzyms konnte 
nicht aufgezeigt werden. 

4 Diskussion 

In der Mundhöhle unterliegt die Pellikelbildung einer Vielzahl 
möglicher modulierender Faktoren wie Unterschieden in der 
Speichelzusammensetzung, Kontakt mit Weichgeweben, Nah-
rungsaufnahme, Mundgesundheit etc. [15, 30, 39]. Daher wur-
den in vielen früheren Studien bevorzugt experimentelle Pellikel 
in vitro untersucht, um eine höhere Standardisierung zu erzielen 
[6, 60]. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die in situ oder in 

vivo gebildete Pellikel deutlich von in vitro gebildeten Pellikeln 
abweicht [5]. Dies gilt sowohl für die Aminosäurezusammenset-
zung und die Lipidkomposition als auch für funktionelle Para-
meter, was den Aussagewert von Versuchen mit in vitro generier-
ten Pellikelproben deutlich limitiert [5, 15, 58, 59]. Die Untersu-
chung von In-vivo-Pellikel erfordert in der Regel die mecha-
 Deutscher Ärzte-Verlag | DZZ | Deutsche Zahnärztliche Zeitschrift | 2009; 64 (9)
Abbildung 3 Transglutaminase: Bildung einer ε-(γ-Glutamyl)Lysin-

Brücke zwischen Lysin und Glutamin katalysiert durch Transglutami-

nase (Protein-Glutamin-γ-Glutamyltransferase) [3, 4]. 

Figure 3 Transglutaminase: Formation of the ε-(γ-glutamyl)lysine 

bridge between lysine and glutamine catalyzed by transglutaminase 

(protein-glutamine-γ-glutamyltransferase) [3, 4].
Abbildung 4 Interaktionen von Glycosyltransferasen und Amylase an 

der Zahnoberfläche. Amylase (Amy) und die Glycosyltransferase-Iso-

formen B, C und D (B, C, D) sind in aktiver Konformation in der Pellikel 

immobilisiert. Amylase hydrolysiert Stärke; Stärkehydrolysate können 

von Streptokokken zu Laktat verstoffwechselt werden: Gleichzeitig 

dienen sie der Glycosyltransferase als Substrat bei der Synthese von 

Glucanen. Glucane und Amylase wirken als spezifische Rezeptoren bei 

der Adhäsion von Mikroorganismen an die Pellikel. Abbildung modifi-

ziert nach [32]. 

Figure 4 Interactions of glucosyltransferases and amylase on the 

tooth surface: amylase (Amy) and GTF isoforms B, C and D (B, C, D) 

are present in the pellicle in an active conformation. Amylase cleaves 

starch. Starch hydrolysates are either metabolized to lactate by strepto-

cocci or may act as substrate for GTF-based synthesis of glucans. Amy-

lase, as well as glucans, serve as binding sites for adhesion of strepto-

cocci and other microorganisms. Figure modified from [32].
4 Discussion

Pellicle formation in the oral cavity is modulated by several fac-
tors such as differences in saliva composition, contact with oral 
soft tissues, food ingestion, oral health etc. [15, 30, 39]. There-
fore, in many previous studies, experimental pellicles were 
studied preferentially in vitro in order to achieve a greater level 
of standardization [6, 60]. However, it has been shown that pel-
licles formed in situ or in vivo differ markedly from pellicles 
formed in vitro [5]. This applies for both the amino acid and the 
lipid composition as well as for functional parameters, limiting 
the reliability of experiments with pellicle samples generated in 

vitro [5, 15, 58, 59]. Investigation of in vivo pellicle usually 
requires mechanical removal of the pellicle in the patient’s 
mouth, which can also cause changes [52, 53]. Thus, in situ ap-
proaches are preferable as a pellicle generated in the mouth can 
be transferred directly ex vivo in vitro to enzymatic assays or to 
preparation for electron microscopic evaluation without any 
desorption procedures [15, 16, 26, 29]. The combination of 
gold immuno labeling and modern enzymatic assays, as in the 
present study, enables fundamental characterization of the 
function and ultrastructure of the pellicle [7, 8, 20, 24, 25]. The 



541

C. Hannig, M. Hannig:
Enzyme in der Pellikel – eine Synopsis
Enzymes in the pellicle – a synopsis 

Enzym

Enzyme 

Amylase

Lysozym

Lysozyme

Peroxidase

Carboanhydrase  
I und II

Carbonic anhydrase  
I and II 

Proteasen  
Kollagenase  
Elastase

Proteases
Collagenase
Elastase 

Transglutaminase

Phosphatasen  
Alkalische Phosphatase 
Saure Phosphatase

Phosphatases  
alkaline phosphatase
acid phosphatase

Glycosyltransferasen 
Isoformen B, C, D

Glucosyltransferase iso-
forms B, C, D 

Quelle

Source

Speicheldrüsen,  
v. a. Gld. Parotis

Salivary glands, 
esp. the parotid 
gland 

Speicheldrüsen,  
v. a. Gld. subman-
dibularis und sub-
lingualis

Salivary glands, 
esp. the submandi-
bular and sublin-
gual glands

Speicheldrüsen

 Salivary glands

Seröse  
Azinuszellen

Serous acinar cells 

Sulkusfluid,  
Bakterien

Sulcus fluid,  
bacteria 

Orale Epithelien

Oral epithelium 

Speichel

Streptokokken- 
Spezies

Streptococcal  
species 

Funktion

 Function

Hydrolyse von Stärke, bakt. 
Rezeptor

Hydrolysis of starch, bacterial 
receptor 

Hydrolyse der  
Peptidoglycanhülle von 
 Bakterien, antibakteriell

  Hydrolysis of the peptidogly-
can layer of bacteria, anti-
bacterial properties

Entgiftung von Peroxiden, 
Bildung von Hypothiocyanat

 Detoxification of peroxides, 
formation of hypothiocyanate 

Katalyse des Carbonatpuf-
fers, pH-Homeostase

Catalysis of carbonate buffer, 
pH homeostasis

Proteolyse

Proteolysis 

Vernetzung von 
 Pellikelproteinen

Cross linking of pellicle  
proteins 

Proteinprozessierung durch 
Dephosphorylierung

  Protein processing through 
dephosphorylation 

Synthese von Glukanen

Synthesis of glucanes 

Aktivität in der 
 In-situ-Pellikel 

 Activity in the 
in situ pellicle 

+++

+++

+++

+++

+++

+++

n. b.

n. t. 

–  
–  

(+)

–  
–  

(+)

++

++

++  
–

++  
–

++

++

Detektion von 
 Enzymmolekülen mit 
Gold-Immunolabelling

Detection of enzyme 
molecules by gold 
 immunolabeling

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

n. b.

n. t. 

++

++

n. b.

n. t. 

+++

+++
nische Entfernung der Pellikel im Munde der Patienten, was 
ebenfalls Veränderungen hervorrufen kann [52, 53]. Somit sind 
In-situ-Ansätze zu bevorzugen, da hier eine in der Mundhöhle 
generierte Pellikel ex vivo in vitro ohne forcierte Desorption direkt 
den Enzymtests bzw. den Vorbereitungen für elektronenmikros-
kopische Untersuchun gen zugeführt werden kann [15, 16, 26, 
Tabelle 2 Charakteristika der untersuchten Enzyme und Synopsis der Enzymaktivitätstest sowie der elektronenoptischen Untersuchungen mit der 

Goldimmunolabellingtechnik. n. b. = nicht bestimmt. 

Table 2 Characteristics of the tested enzymes and synopsis of the results; enzyme activities and electron microscopic evaluation based on the gold 

immunolabeling technique. n. t. = not tested.
present investigations on the enzymology of the pellicle 
yielded that the pellicle layer is a complex functional structure. 
Within 3 minutes, lysozyme, peroxidase, amylase, alkaline 
phosphatase and transglutaminase are immobilized in the pel-
licle in active conformation [13, 16, 24, 25]. The rapid 
formation of the proteinaceous layer is surprising, as this is not 
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29]. Die verwendete Methodenkombination von Goldimmuno-
labelling und modernen enzymatischen Testverfahren ermög-
licht dabei eine grundlegende Charakterisierung von Funktion 
und Ultrastruktur der Pellikel [7, 8, 20, 24, 25]. Die vorliegenden 
Untersuchungen zur Enzymologie der Pellikel zeigen die Pellikel 
als komplexe funktionelle Struktur. Innerhalb von 3 Minuten 
sind Lysozym, Peroxidase, Amylase, alkalische Phosphatase so-
wie Transglutaminase in aktiver Konformation in der Pellikel 
immobilisiert [13, 16, 24, 25]. Überraschend ist dabei die schnel-
le Ausbildung des Proteinbiofilms, die nicht durch das Adhärie-
ren einzelner Proteine möglich ist [17, 30]. Es konnte gezeigt 
werden, dass mizellartige, globuläre Strukturen im Speichel vor-
kommen [67]. Diese globulären Strukturen sind maßgeblich an 
der Pellikelbildung beteiligt, wie durch die globuläre Oberflä-
chenstruktur des initialen oralen Biofilms bestätigt wird [7, 27, 
28]. Sie enthalten charakteristische Bestandteile der initialen 
Pellikel wie Lysozym, Amylase und Prolin-reiche Proteine, was 
die hohe Enzymaktivität der Kurzzeitpellikel erklärt [33, 54, 67]. 
Die Oberflächenstruktur der im Rahmen der vorliegenden Un-
tersuchung evaluierten Pellikelproben wies ebenfalls globuläre 
Komponenten auf [7]. Die hohe Aktivität aller Enzyme auch in 
der initialen Pellikel belegt, dass die Pellikel innerhalb kürzester 
Zeit volle biologische Funktionsfähigkeit zeigt und unterstreicht 
ihre Ambivalenz im Spannungsfeld zwischen bakterieller Kolo-
nisation und protektiven Mechanismen [15, 30]. Enzympro- 
teine in der Pellikel erfüllen das Prinzip der Multifunktionalität: 
sie wirken als Rezeptoren für Mikroorganismen und exponieren 
gleichzeitig enzymatische Aktivität [15]. Nicht zuletzt wirken 
insbesondere Amylase und Lysozym auch als Strukturkom-
ponenten, wie ihr Vorkommen in der frühen Pellikel (3 min) 
und in den globulären, mizellartigen Strukturen unterstreicht, 
die maßgeblich an der Pellikelbildung beteiligt sind [33, 54, 67].

 Ultrastrukturelle Untersuchungen der Pellikel zeigen deut-
lich eine Zunahme der Pellikeldicke in Abhängigkeit vom Alter 
der Pellikel in den ersten 90 Minuten der Pellikelbildung [26]. In 
scheinbarem Widerspruch dazu werden die an der Oberfläche 
nachweisbaren Amylase- und Lysozymaktivitäten nur in gerin-
gem Ausmaß und andere Enzymaktivitäten nicht vom Alter und 
somit von der Dicke der Pellikel beeinflusst. Vielmehr sind an der 
Pellikeloberfläche nach 3 Minuten bereits hohe Aktivitäten nach-
weisbar. Die mit Hilfe der Goldimmunolabellingtechnik angefer-
tigten elektronenoptischen Bilder der Pellikeloberfläche bzw. der 
Querschnitte können diesen scheinbaren Widerspruch erklären 
[7, 8, 21]. In den Pellikelquerschnitten (TEM) waren in Abhängig-
keit von der Pellikeldicke bzw. vom Alter der Pellikel unterschied-
lich viele randomisiert verteilte Enzymmoleküle in allen Schich-
ten der Pellikel detektierbar. Demgegenüber unterschied sich die 
an den Oberflächen von Pellikelproben verschiedenen Alters und 
variierender Lokalisation nachweisbare Anzahl der markierten 
Moleküle nicht. Dieser Befund korrespondiert mit der Bestim-
mung der an der Oberfläche exponierten Enzymaktivitäten. Tie-
fer liegende Enzymmoleküle sind maskiert und für das Substrat 
nicht zugänglich. Bei Desorption äußerer Pellikelschichten sind 
sie jedoch für das Substrat zugänglich und aktiv (Abb. 1 c) [13]. 
Die Tatsache, dass auch in der Basalpellikel Enzymmoleküle visua-
lisiert werden konnten, korrespondiert zur Messung von immobi-
lisierten Aktivitäten in der 3-min-Pellikel [13, 16, 24, 25]. 

Peroxidase, Lysozym und Amylase zeigten typische kineti-
sche Charakteristika immobilisierter Enzyme. Die immobilisier-
ten Enzyme hatten höhere K

m
-Werte als die jeweiligen freien 
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possible by sole adsorption of single proteins [17, 30]. It has 
been shown that micelle-like globular structures occur in the 
saliva [67]. These globular structures are substantially involved 
in pellicle formation, as confirmed by the globular surface 
structure of the initial oral biofilm [7, 27, 28]. They contain 
characteristic components of the initial pellicle such as ly-
sozyme, amylase and proline rich proteins. This offers an ex-
planation for the high enzyme activity of the initial pellicle 
[33, 54, 67]. The surface structure of the pellicle samples evalu-
ated in the present study also exhibited globular components 
[7]. The high level of activity of all enzymes even in the initial 
pellicle confirms that the pellicle shows full biological activity 
within an extremely short time and emphasizes its ambivalent 
function between bacterial colonization and protective mech-
anisms [15, 30]. Enzyme proteins in the pellicle fulfill the prin-
ciple of multifunctionality: they act as receptors for micro-or-
ganisms and at the same time they express enzyme activity 
[15]. Not least, amylase and lysozyme in particular also act as 
structural proteins, as emphasized by their occurrence in the 
initial pellicle (3 min) and in the globular micelle-like struc-
tures, which are substantially involved in pellicle formation 
[33, 54, 67]. 

Ultrastructural studies of the pellicle clearly indicate an in-
crease in pellicle thickness depending on the age of the pellicle 
within the first 90 minutes of pellicle formation [26]. In appar-
ent contradiction, the amylase and lysozyme activities detect-
able on the surface are influenced only to a small degree and 
other enzyme activities are not influenced by the formation 
time or thus by the thickness of the pellicle. Rather, high activ-
ities are detectable on the pellicle surface after just 3 minutes of 
pellicle formation. Electron microscopic evaluation of the pel-
licle surface and ultrathin cross-sections using the gold immuno-
labeling technique offer an explanation for this contradiction 
[7, 8, 21]. In the cross-sections of the pellicle (TEM), different 
amounts of randomly distributed enzyme molecules were de-
tectable in all layers depending on the thickness and age of the 
pellicle. On the other hand, the number of labeled molecules 
found on the surfaces of pellicle samples of different ages and 
varying localizations did not differ. This finding corresponds 
with the determination of the enzyme activities exposed at the 
surface. More deeply located enzyme molecules are masked 
and not accessible for the substrate. However, with desorption 
of outer layers of the pellicle, they are accessible for the sub-
strate and enzymatically active (fig. 1 c) [13]. The fact that 
enzyme molecules could also be visualized in the basal pellicle 
corresponds with the measurement of immobilized activities 
in the 3-minute pellicle [13, 16, 24, 25].

Peroxidase, lysozyme and amylase show the typical kinetic 
characteristics of immobilized enzymes. The immobilized 
enzymes had higher K

m
 values than the respective free salivary 

enzymes, indicating a lower affinity for the substrate [13, 16, 
24]. The enzymes are therefore not only loosely associated with 
the pellicle or integrated in networks by non-covalent bonds 
but are bound to the pellicle tenaciously [13, 15, 16]. The irre-
versible conformational changes associated with such possibly 
covalent binding or modifications of the secondary, tertiary 
and quaternary structure of the enzymes explain the change in 
the kinetic parameters. An increased K

m
 value in the immobi-

lized state was also found by another research team for gluco-
syltransferase, a pellicle enzyme of bacterial origin [64].
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30 min

120 min

bukkal / buccal    

palatinal / palatal

bukkal /  palatal    

palatinal /  palatal    

Glycosyltransferase/  Glucosyltransferase 
Gezählte Goldpartikel/100 µm/Counted gold particles/100 µm

GTF B

3,25 ± 1,49

2,0 ± 1,58

8,5 ± 2,82

4,38 ± 4,34

GTF C

4,17 ± 3,97

1,89 ± 2,976

5,86 ± 2,97

3,175 ± 1,89

GTF D

11,38 ± 10,25

7,57 ± 10,34

24,18 ± 16,32

9,75 ± 5,63
Speichelenzyme, was eine geringere Affinität zum Substrat be-
legt [13, 16, 24]. Die Enzyme sind also nicht nur lose an die Pel-
likel assoziiert oder in nicht kovalenter Bindung in Netzwerke 
integriert, sondern mit relativ hoher Festigkeit an die Pellikel ge-
bunden [13, 15, 16]. Die mit einer solchen, möglicherweise ko-
valenten Bindung einhergehenden irreversiblen Konformati-
onsänderungen, bzw. Modifikationen von Sekundär-, Tertiär-
und Quartärstruktur der Enzyme, erklären die Veränderung der 
kinetischen Parameter. Auch für ein Pellikelenzym bakteriellen 
Ursprungs, für die Glycosyltransferase, konnte von einer ande-
ren Arbeitsgruppe ein erhöhter K

m
-Wert im immobilisierten Zu-

stand nachgewiesen werden [64]. 
Neben sIgA als Vertreter der spezifischen Immunabwehr in 

der Pellikel ist Lysozym die wesentliche antimikrobielle Kom-
ponente der Pellikel [15]. Die Präsenz von immobilisierter Lyso-
zymaktivität in der Pellikel erklärt auch die große Anzahl avitaler 
Mikroorganismen in der Pellikel [19, 23]. Peroxidase in der Pel-
likel trägt zur Entgiftung von Radikalen bei und synthetisiert 
den antibakteriellen Metaboliten Hypothiocyanat [15]. Aller-
dings ist die Effektivität der Peroxidase limitiert durch vom Sub-
strat bzw. von Polyphenolen induzierte Inaktivierung [24]. Bei 
Belastung der Mundhöhle durch oxidativen Stress wie etwa Ni-
kotinabusus oder Homebleaching ist eine Regenerationsphase 
der Peroxidase in der Pellikel zu berücksichtigen. Im Rahmen des 
Turnover werden dann neue, aktive Moleküle angeflutet [15]. 

Das Fehlen von saurer Phosphatase und das nur sporadische 
Auftreten proteolytischer Aktivität deuteten auf eine selektive 
Proteinadsorption bei der Pellikelbildung hin [25]. Für die in-
trinsische Reifung und Vernetzung der Pellikel sind demnach 
vor allem Transglutaminase und alkalische Phosphatase rele-
vant und nicht proteolytische Prozesse [25]. Es wurde bereits in 
früheren In-vitro-Studien aufgezeigt, dass typische Pellikelkom-
ponenten wie Prolin-reiche Proteine und Statherin durch Trans-
glutaminase vernetzt werden [68, 69]. Der Nachweis von Trans-
glutaminaseaktivität in der In-situ-Pellikel belegt diese Hypothe-
se endgültig. Alkalische Phosphatase kann durch Dephosphory-
lierung die Funktionalität der Pellikelproteine modulieren [25]. 
Außerdem wurde postuliert, dass Phosphatasen den Fluorid-
stoffwechsel an der Zahnoberfläche mit beeinflussen [36]. 

Die Pellikel wird in der Literatur oft als Erosionsschutz an-
gesehen [30]. Da die Pellikel jedoch keine dichte Protein-
Tabelle 3 Glycosyltransferasen: Ergebnisse der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM): Detektion der GTF-Isoformen B, C und D mit Hilfe der 

Goldimmunolabellingtechnik in Pellikelquerschnitten. Die Pellikelbildung erfolgte im Oberkiefer bukkal und palatinal im Bereich der Prämolaren 

und des 1. Molaren, n = 5 Probanden, MW ± SD, gezählte Goldpartikel/ 100 µm Pellikellänge. 

Table 3 Glucosyltransferases: Results of transmission electron microscopy (TEM): Detection of gold labeled GTF-molecules (B, C, D) in cross-sec-

tions of the pellicle. Pellicle formation took place on buccal and palatal sites of the upper premolars and 1st molar, n = 5 subjects. MV ± SD, counted 

gold globules/ 100 µm pellicle length. 
Apart from sIgA as a representative of specific immunity in 
the pellicle, lysozyme is the essential antimicrobial com-
ponent [15]. The presence of immobilized lysozyme activity in 
the pellicle also explains the large number of dead micro-or-
ganisms detectable in the initial biofilm [19, 23]. Peroxidase in 
the pellicle helps to detoxify radicals and catalyzes the 
formation of antibacterial metabolite hypothiocyanate [15]. 
However, the effectiveness of the peroxidase is limited by the 
inactivation induced by the substrate or by polyphenols [24]. 
When the oral cavity is subject to oxidative stress such as nico-
tine abuse or home bleaching, a regeneration phase of the per-
oxidase activity in the pellicle is recommendable. Due to the 
continuous turnover, new active molecules are immobilized 
in the pellicle [15].

The absence of acidic phosphatase and the only sporadic oc-
currence of proteolytic activity indicated that pellicle formation 
is highly selective [25]. Accordingly, transglutaminase in par-
ticular as well as alkaline phosphatase and not proteolytic pro-
cesses are relevant for the intrinsic maturation and cross-linking 
of the pellicle [25]. It has already been shown in earlier in vitro 
studies that typical pellicle components such as proline-rich 
proteins and statherin are cross-linked by transglutaminase [68, 
69]. The detection of transglutaminase activity in the in situ pel-
licle finally confirms this hypothesis. Alkaline phosphatase can 
modulate the function of the pellicle proteins by dephosphory-
lation [25]. It was also postulated that phosphatases influence 
fluoride metabolism on the tooth surface [36].

In the literature the pellicle is often described as protect-
ing tooth surfaces from erosive mineral loss [30]. However, 
since the pellicle is no dense protein layer but rather a reticu-
lar, globular structure with semi permeable properties, its 
purely mechanical and physical protective effect against 
acidic agents is limited [18]. Carbonic anhydrases in the pel-
licle can, however, increase the anti-erosive properties of the 
pellicle by catalysis of the dissociation reaction of the carbo-
nate buffer [8, 15].

The primary physiological function of amylase in the pel-
licle is unclear. Presumably amylase, as one of the most com-
mon salivary proteins with a high affinity to proline-rich pro-
teins, has mainly structural significance, particularly in the 
rapid formation of the pellicle [13].
© Deutscher Ärzte-Verlag | DZZ | Deutsche Zahnärztliche Zeitschrift | 2009; 64 (9) ■
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Peroxidase  
[mU/cm2]

Lysozym / Lysozyme 
[U/cm2]

Transglutaminase  
[mU/cm2]

Alkalische Phosphatase 

Alkaline phosphatase 
[mU/cm2]

Amylase  
[mU/cm2]

Glycosyltransferase 
[mU/cm2]

Immobilisierte Enzymaktivität in der In-situ-Pellikel

 Immobilized enzyme activities 

3 min 

bukkal

 buccal

21,1 ± 21,6

39,7 ± 23,7

12,3 ± 020,3

0,37 ± 0,27

0,82 ± 0,47

0,05 ± 0,04

palatinal

palatal 

24,1 ± 32,7

52,3 ± 32,0

11,9 ± 12,6

0,55 ± 0,62

0,91 ± 0,65

0,10 ± 0,08

30 min 

bukkal

 buccal

14,7 ± 15,6

80,0 ± 42,0

26,0 ± 31,6

0,72 ± 0,79

2,85 ± 3,65

0,06 ± 0,05

palatinal

palatal 

26,8 ± 31,2

102,8 ± 54,7

20,9 ± 23,0

0,85 ± 1,32

0,63 ± 0,32

0,17 ± 0,21

120 min 

bukkal

 buccal

42,4 ± 37,0

nicht bestimmt

16,1 ± 18,5

0,64 ± 0,64

2,12 ± 2,57

0,18 ± 0,23

palatinal

palatal 

15,9 ± 12,0

nicht bestimmt

12,5 ± 13,8

0,74 ± 0,93

1,47 ± 1,12

0,28 ± 0,21
schicht, sondern eine netzartige, globuläre Struktur mit semi-
permeablen Eigenschaften darstellt, ist ihr rein mechanisch-
physikalischer Schutzeffekt gegen saure Noxen limitiert [18]. 
Carboanhydrasen in der Pellikel können aber durch Katalyse 
der Dissoziationsreaktion des Carbonatpuffers die antierosiven 
Eigenschaften der Pellikel steigern [8, 15]. 

Offen ist die primäre physiologische Funktion von Amyla-
se in der Pellikel. Vermutlich hat die Amylase als eines der häu-
figsten Speichelproteine mit hoher Affinität zu Prolin-reichen 
Proteinen vor allem strukturelle Bedeutung bei der schnellen 
Ausbildung der Pellikel [13]. 

Das frühzeitige Auftreten erheblicher Mengen aller drei 
Glycosyltransferase-Isoformen ist als optimale Adaptation ka-
riogener Mikroorganismen anzusehen [15]. Initial können auf-
grund der Scherkräfte in der Mundhöhle und aufgrund der Ab-
wehrmechanismen in Speichel und Pellikel nur wenige Mikro-
organismen an der Pellikel-bedeckten Zahnoberfläche adhärie-
ren. Vielfach werden auch devitale Mikroorganismen detek-
tiert [19, 31]. Die Proteine scheinen also das Rennen um die 
Oberfläche zu gewinnen [12]. In dieser Phase schleusen die 
Bakterien die Glycosyltransferasen in aktiver Konformation in 
die Pellikel ein, die als Pioniere der mikrobiellen Besiedelung 
der Zahnoberfläche wirken [63, 65]. 

Die gleichzeitige Präsenz von Amylase- und Glycosyltrans-
feraseaktivität bereits in der initialen Pellikel begünstigt die bak-
terielle Besiedelung der Zahnoberflächen und den bakteriellen 
Kohlenhydratstoffwechsel. Amylase hydrolysiert Stärke zu nie-
dermolekularen Kohlenhydraten. Diese können von Streptokok-
ken zu Laktat verstoffwechselt werden [19, 63]. Darüber hinaus 
stellen Maltosemoleküle ein ergänzendes Substrat bei der Syn-
these von Glucanen durch die Glycosyltransferase dar [63]. So-
Tabelle 4 Immobilisierte Enzymaktivitäten in der In-situ-Pellikel, Peroxidase, Lysozym, Transglutaminase, alkalische Phosphatase, Amylase und 

Glycosyltransferase, Angaben in mU/cm2 bzw. in U/cm2, MW ± SD. 

Table 4 Enzyme activities immobilized in the pellicle formed in situ; peroxidase, lysozyme, transglutaminase, alkaline phosphatase, amylase and 

glucosyltransferase; data are given in mU/cm2 or U/cm2, respectively; mean ± SD.
 Deutscher Ärzte-Verlag | DZZ | Deutsche Zahnärztliche Zeitschrift | 2009; 64 (9)
The early occurrence of considerable quantities of all three 
glucosyltransferase isoforms can be regarded as an optimal 
adaptation of cariogenic micro-organisms to the host defense 
mechanisms [15]. Due to the shear forces in the oral cavity and 
due to the defense mechanisms in saliva and pellicle, initially 
only a few micro-organisms can adhere to pellicle-covered 
tooth surfaces. Dead micro-organisms are also detected re-
peatedly [19, 31]. The proteins therefore appear to win the race 
for the surface [12]. However, in this phase, the bacteria  
manage to immobilize the glucosyltransferases into the pellicle 
in an active conformation, where they act as pioneers for bac-
terial adhesion to the tooth surface [63, 65].

The simultaneous presence of amylase and glucosyltrans-
ferase activity even in the initial pellicle promotes bacterial colo-
nization of the tooth surfaces and bacterial carbohydrate me-
tabolism. Amylase hydrolyses starch to low molecular weight 
carbohydrates. These can be metabolized to lactate by strepto-
cocci [19, 63]. Moreover, maltose molecules represent an addi-
tional substrate in the synthesis of glucans by glucosyltransfe-
rase [63]. Both the glucans and amylase are specific receptors 
for bacterial colonization of the tooth surface (fig. 4) [30].

One possible biological modulation of the pellicle is tar-
geted accumulation and immobilization of protective pellicle 
components such as lysozyme, peroxidase, IgA, statherin and 
lactoferrin in the form of mouth washes or other oral thera-
peutic agents [15]. Also conceivable is the accumulation of 
enzymes that do not occur physiologically in the pellicle but 
that can disturb the carbohydrate catabolism and anabolism 
of the micro-organisms. Examples are glucoseoxidase, and 
also dextranases and mutanases, which inhibit the synthesis 
of extracellular polysaccharides and thus maturation of the 
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wohl die Glucane als auch Amylase sind spezifische Rezeptoren 
für die bakterielle Besiedelung der Zahnoberfläche (Abb. 4) [30].

 Eine Möglichkeit der biofunktionellen Modulation der Pel-
likel ist die Anflutung und Immobilisation protektiver Pellikel-
komponenten wie Lysozym, Peroxidase, IgA, Statherin und 
Laktoferrin in Form von Mundspülungen oder anderen oralen 
Therapeutika [15]. Auch denkbar ist die Anreicherung von En-
zymen, die nicht physiologischerweise in der Pellikel vorkom-
men, aber den Kohlenhydratkatabolismus und Anabolismus 
der Mikroorganismen stören können. Beispiele sind Glucose-
oxidase, aber auch Dextranase und Mutanase, die die Synthese 
extrazellulärer Polysaccharide und damit die Strukturierung 
der Plaquematrix inhibieren [1, 10, 34, 44]. Die Entwicklung 
wirksamer, ortsständiger oraler Therapeutika würde vor allem 
Risikopatienten mit reduzierter Speichelfließrate und damit 
verbundenem erhöhtem Kariesrisiko zu Gute kommen. Dazu 
zählen neben Patienten mit Sjögrensyndrom auch Tumorpa-
tienten post radiationem. Die bisher verfügbaren Speichel-
ersatzstoffe werden oft als nicht optimal eingestuft, was sicher-
lich ganz erheblich auf die mangelnde Immobilisation der 
Wirksubstanzen auf die Zahnoberflächen zurückzuführen ist 
[42, 43]. Ein denkbarer Weg zur Optimierung der Inkorporati-
on von Proteinen in die In-vivo-Pellikel ist die gleichzeitige Ap-
plikation von Transglutaminasen zur Proteinvernetzung, da 
Transglutaminasen auch physiologischerweise in aktiver Kon-
formation in der In-situ-Pellikel vorkommen [15, 25]. Transglu-
taminasen werden heutzutage bereits in der Lebensmittelpro-
duktion eingesetzt, um die Haltbarkeit proteinhaltiger Produk-
te, z. B. Fisch zu steigern. 

Außer der Anreicherung protektiver Enzyme ist die Hem-
mung von bakterieller Glycosyltransferase in Speichel und Pelli-
kel ein weiterer Ansatz in der Prophylaxe. Propolis, Xylitol, Del-
mopinol, Casein und Polyphenole hemmen Glycosyltransferasen 
und sind als Bestandteile von Biomimetika denkbar [37, 62, 66]. 

Neben den therapeutischen sind auch diagnostische As-
pekte zu berücksichtigen. Bislang wurden die Enzyme in der 
Pellikel lediglich bei Probanden ohne hohes Kariesrisiko und 
ohne Parodontopathien untersucht. Es ist zu erwarten, dass Ka-
riesaktive ein anderes Enzymprofil in der Pellikel aufweisen. 
Aufbauend auf eine epidemiologische Studie zur Aktivität und 
Verteilung der bedeutsamsten Pellikelenzyme bei kariesaktiven 
und kariesinaktiven Patienten könnte ein Kariesrisikotest erar-
beitet werden, der die Aktivitäten verschiedener Pellikelenzy-
me erfasst. Zu berücksichtigen wären dabei Lysozym und Per-
oxidase als protektive Enzyme sowie Amylase und Glycosyl-
transferasen als Enzyme, welche die Biofilmbildung begüns-
tigen. Bei den Glycosyltransferasen hat insbesondere GTF B  
eine exponierte Rolle als Virulenzfaktor. In einer klinischen 
Studie an Kindern mit „early childhood caries“ konnte eine 
Korrelation der GTF B-Konzentration im Speichel mit dem 
dmf-s-Index aufgezeigt werden [61]. 

5 Schlussfolgerungen: 

• Es sind neben protektiven Speichelenzymen (Lysozym, Per-
oxidase) auch Enzyme in der Pellikel immobilisiert, die den 
bakteriellen Kohlenhydratmetabolismus begünstigen (Amyla-
se, Glycosyltransferasen), was die ambivalente Rolle der Pelil-
kel bei der Entstehung des bakteriellen Biofilms unterstreicht. 
plaque matrix [1, 10, 34, 44]. The development of effective 
agents would benefit risk patients, in particular those with a 
reduced salivary flow rate and associated increase in caries 
risk. These include patients with Sjögren’s syndrome and 
cancer patients following radiation. The saliva substitutes 
available hitherto are often classified as sub-optimal, which 
can probably be attributed to poor immobilization of the pro-
tective enzymes in the acquired pellicle [42, 43]. A possible 
way to optimize the incorporation of proteins in the in vivo 
pellicle is simultaneous application of transglutaminases for 
protein cross-linking since tranglutaminases occur physiologi-
cally in active conformation in the in situ pellicle [15, 25]. 
Transglutaminases are already in use today in food production 
in order to increase the shelf life of products containing pro-
tein, e.g. fish.

Apart from accumulation of protective enzymes, inhibition 
of bacterial glucosyltransferase in saliva and pellicle is a further 
approach in prevention. Propolis, xylitol, delmopinol, casein 
and polyphenols inhibit glucosyltransferases and might be po-
tential components of biomimetic agents [37, 62, 66].

Apart from the therapeutic aspects, diagnostic aspects 
should also be considered. Hitherto, the enzymes in the pellicle 
have been investigated only in subjects of low caries activity 
and without periodontal disease. It is to be expected that pa-
tients with a high caries risk have a different enzymatic profile 
in the pellicle. Based on an epidemiological study investigating 
the activity and distribution of the most important pellicle 
enzymes in caries-active and caries-inactive patients, an enzy-
matic caries risk assessment was developed. Lysozyme and per-
oxidase as protective enzymes and amylase and glucosyltrans-
ferases as enzymes that promote biofilm formation would be 
considered. Among the glucosyltransferases, GTF B in particu-
lar plays a prominent role as a virulence factor. In a clinical 
study in children with early childhood caries, a correlation was 
shown between the GTF-B concentration in the saliva and the 
dmf-s index [61].

5 Conclusions

• Besides protective salivary enzymes (lysozyme, peroxidase), 
enzymes promoting bacterial carbohydrate metabolism are 
immobilized in the pellicle (amylase, glucosyltransferases). 
This emphasizes the ambivalent role of the pellicle in the 
formation of the bacterial biofilm.

• The presence of bacterial glucosyltransferase in the pellicle is 
an example of the optimal adaptation of micro-organisms to 
the host defense mechanisms.

• As cross-linking enzymes, transglutaminases are important 
for the intrinsic maturation of the pellicle.

• In preventive dentistry, pellicle enzymes should be consider-
ed in both diagnostic and therapeutic approaches.
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• Die Präsenz von bakterieller Glycosyltransferase in der Pelli-
kel ist ein Beispiel für die optimale Adaptation von Mikroor-
ganismen an die körpereigenen Schutzmechanismen. 

• Für die intrinsische Maturation der Pellikel sind als vernet-
zende Enzyme Transglutaminasen von Bedeutung.

• In der präventiven Zahnheilkunde sind Pellikelenzyme sowohl 
bei diagnostischen als auch bei therapeutischen Ansätzen zu 
berücksichtigen. 
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