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1. Einleitung

Zahnarztliche Behandlung ist oft —mit Schmerz verbunden. Nach
Literaturangaben berichten Uber 77 % der behandelten Patienten Uber
mehr oder weniger starke Schmerzen im Zusammenhang mit einer
zahnarztlichen Behandlung [4, 10]. Im kieferorthopadischen Patientengut
wird Uber schmerzhafte Erfahrungen insbesondere wahrend den
verschiedenen Behandlungsstadien mit einer festsitzenden Apparatur
berichtet. Eine retrospektive Studie aus China berichtet von 203
erwachsenen Patienten, die mit festsitzenden Apparaturen behandelt
wurden. 91 % gaben Schmerzen als Folge der Apparatur an und 39 %
gaben Schmerzen und Unannehmlichkeiten in jedem Stadium der
Behandlung an, insbesondere beim Einsetzen eines neuen Drahtbogens
in die Bracketapparatur [6]. Eine prospektive Studie bei Kindern und
Erwachsenen zeigte, dass 95 % der befragten Patienten Uber
Schmerzsensation bei einer kieferorthopadischen Behandlung berichten
[5,9]. Als Hauptursache fur Schmerzentstehung werden die applizierten
kieferorthopadischen Krafte gesehen [1, 3, 4, 7] Erstens elastische
Separatoren, zweitens das vollstandige Bekleben mit dem Einsetzen des
ersten Bogens und drittens die rasche Gaumennahterweiterung: ,Rapid
Palatinal Expansion” (RPE).

Vor Eingliederung einer festsitzenden kieferorthopadischen

Bandapparatur missen benachbarte Zahne mit elastischen Separatoren



auseinandergedriickt werden. In der Regel werden dabei lediglich die
ersten Molaren mit einem Band versehen. Die Ubrigen Zahne werden
dann mit Brackets beklebt. Nach dem vollstdndigen Bekleben erfolgt das
Einsetzen des 1. Bogens und damit die Kraftapplikation. In speziellen
Fallen bei ausgepragtem Schmalkiefer ist die zusatzliche oder alleinige
Eingliederung einer Gaumennahterweiterungsapparatur notig.

Eine objektive Bestimmung des Stresses/Schmerzes wird durch die
Bestimmung des Kortisol-Spiegels im Speichel des betreffenden Patienten
erhofft. Die Speichelkortisolbestimmung stellt eine praktische und nicht-
invasive Alternative zur Kortisol-Bestimmung aus Blut-Proben dar. In der
Literatur wurde eine signifikante Korrelation zwischen den Kortisol-
Spiegeln im Speichel und im Blut bei Kindern und bei Erwachsenen
festgestellt [2]. Der Speichel-Kortisol-Spiegel reflektiert die biologisch
aktive, d. h. ungebundene Kortisol-Konzentration [11]. Die Kaortisol-
Sekretion im Speichel unterliegt einem Tagesrhythmus. Bei gesunden
Erwachsenen liegt der Unterschied zwischen den Speichel-
Konzentrationen um 8:00 Uhr morgens und 20:00 Uhr abends zwischen
dem 8 bis 10-fachen Wert [12].

Um eine eindeutige Kortisol-Bestimmung im Speichel zu erméglichen darf
die Speichelprobe nicht wahrend der maximalen Kortisol-Ausschittung
erfolgen.

Eine Schlisselkomponente des menschlichen Stressreaktionssystems ist
die Aktivierung des Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-

(HPA)- Systems und die anschlieBende Freisetzung des Steroidhormons



Kortisol [13,14]. Bei gesunden Erwachsenen zeigt die Kortisolsekretion
sowohl im Speichel als auch im Blut einen ausgepragten Tagesrhythmus
mit einer 8-10 fachen Abnahme zwischen den morgendlichen und
abendlichen/nachtlichen Konzentrationen [15,16,17].

Die Speichelkortisolspiegel sind direkt mit dem aktiven biologischen
Derivat korreliert, d.h. der ungebundenen (freien) Kortisolkonzentration
[11]. Daher kann Speichelkortisol eingesetzt werden, um Reaktionen auf
stressreiche Reize zu beurteilen oder die Reaktion auf therapeutische
Interventionen zu beurteilen. Kortisolbestimmungen als Méglichkeit zur
Stresskontrolle sind in verschiedenen Fachdisziplinen wie Psychologie,
Sportmedizin, Padiatrie, Altersmedizin und Zahnheilkunde gangige Praxis
[18,19,20,21,22]. Es wurde festgestellt, dass sogar die Erwartung einer
Zahnbehandlung ein bedeutender Reiz fur die Nebennierenrinde ist,
Kortisol freizusetzen [21]. Das Sammeln von Speichel ist eine einfache,
non-invasive, stressfreie Technik und hat sich zur Diagnostik besonders
bei Kindern als geeignet erwiesen [23, 24, 25, 26]. Ferner kann diese
Prozedur zeitlich festgelegt werden, ohne von der Verfugbarkeit eines
Labors oder von Gesundheitspersonal abhangig zu sein [27].

Eine Vorbedingung fir Studien, welche Anderungen des Speichelcortisols
als eine Reaktion auf Stress analysieren, ist die Bestimmung von
detaillierten normalen Tagessekretionsspiegeln in einer gesunden
Population, die der Versuchsgruppe ahnlich ist. Fir gesunde Erwachsene
sind detaillierte Bestimmungen dieses Rhythmus vorhanden[12,28],

jedoch fur Kinder im Alter von 10 bis 14 Jahren stehen nur zu drei



unterschiedlichen Zeiten bestimmte Referenzwerte zur Verflgung
[8,24,25,29]. Wie erwartet zeigen diese Bestimmungen einen deutlichen
Tagesrhythmus. Der  klinische Arbeitsalltag sowie individuelle
Tagesablaufe bei den Probanden (z.B. Stundenplan fir die Schule)
erfordern einen maximalen zeitlichen Messbereich mit einer Vielzahl
geplanter Messungen, um individuelle Schwankungen zu erfassen.

Daher war Zielsetzung dieser Studie, detaillierte Spiegel der
TagesspeichelKortisolsekretion bei Schulkindern zu ermitteln, um den
genauen Zeitbereich ihrer niedrigsten Konzentration und individuellen
Variabilitdt zu bestimmen. Diese Untersuchung dient als Basis fur eine
normierte SpeichelKortisolkonzentration, um weitere Therapiestudien bei
dieser Altersgruppe durchzufihren und kann bei der Beurteilung von

Belastungssituationen durch kieferorthopadische Mal3hahmen helfen.

1.1 Fragestellung und Zielsetzung der Untersuchung

Wie oben bereits beschrieben, war es Ziel dieser Studie die
Tagesspeichelkortisolsekretion bei Schulkindern zu ermitteln.

Die Ermittlung des Sekretionsprofils dient als Basis fur eine normierte
Speichelkortisolkonzentration, um die Belastung durch verschiedene
kieferorthopéadische MalRnahmen in der entsprechenden Altersgruppe

einzuschatzen.



2. Patienten und Methoden

2.1 Ethikgenehmigung

Die Genehmigung fur dieses Projekt wurde durch die ortliche
Ethikkommission des Universitatsklinikums Regensburg erteilt und es
wurde eine Einverstandniserklarung von allen Teilnehmern und ihren

Eltern eingeholt.

2.2 Patienten

In der vorliegenden Studie wurden Schulkinder ortlicher Schulen im Alter
zwischen 10 bis 14 Jahren untersucht.

Ausschlusskriterien waren chronische Erkrankungen,
Medikamenteneinnahmen, Hormontherapie, Allergien oder irgendeine
invasive medizinische Behandlung. Hinsichtlich der Mundhdhle wurden
laufende Zahnbehandlungen, Zahnfleischbeschwerden. Der Uberblick
Uber die Forschungsarbeit und die Protokollmerkblatter wurden mehr als
100 potentiellen Versuchspersonen erlautert, von denen drei3ig eine
Einverstandniserklarung abgaben.

Die Untersuchungsgruppe bestand Letzt endlich, aus 24 Personen, da wir
sechs Versuchspersonen ausschlossen. Vier von ihnen wegen
Medikamenteneinnahme, und zwei aufgrund von Diabetes.

Jedoch wirden nur 23 Speichelproben zurtickgebracht. Zwei dieser

Proben wurden nicht in die Studie aufgenommen, da das



Protokolltagebuch nicht verfugbar war, obwohl die Proben fir
Essayprifzwecke verwendet wurden.

Die restlichen 21 Teilnehmer wurden wie unten beschrieben  wird,
analysiert. Mitarbeiter der Poliklinik fir Kieferorthopadie der Universitat
Regensburg haben die vorliegenden Daten ausgewertet.

Die Untersuchungsgruppe bestand aus 21 Patienten im Alter von Zehn bis
ca. dreizehn Jahren Es handelte sich um 10 Madchen( 10 Jahren und drei
Monaten bis 13 Jahre und drei Monaten) und 11 Jungen (10 Jahren und
drei Monaten bis 13 Jahre und sieben Monaten) mit einem

Durchschnittsalter von 11 Jahren.

Anzahl Alter (von-bis) Durchschnittsalter
Mannlich 11 10y 3m — 13y 7m 1241 +£1.21
Weiblich 10 10y 3m — 13y 3m 12.22 +1.09
Insgesamt 21 10y 3m - 13y 7/m 12.32 £1.16

Tabelle 1. Demographische Ubersicht der Probanden-Gruppe dieser
Studie.



2.3 Probensammlung

Jedem Teilnehmer wurden 22 Speichelsammelsets gegeben, die aus
einem SaliCap®-Sammelrdhrchen (IBL Gesellschaft fiir Imnmunchemie und
Immunbiologie mbH, Hamburg, Deutschland) und einem kurzen
Kunststofftrinkhalm  bestanden. Sie  wurden angewiesen, die
Probenentnahme unmittelbar nach dem Aufwachen zu beginnen: wéahrend
der ersten drei Stunden eine Probe alle 20 Minuten, dann eine Probe jede
Stunde bis zur Schlafenszeit. Die Kinder verwendeten den
Kunststofftrinkhalm, der vorgesehen war, um den Speichel in das
Sammelrohrchen auszustol3en. Insgesamt wurden 20 Proben Uber eine
Spanne von einem Tag gesammelt. Gemald Groschl et al. [24] versuchten
wir, jedes zusatzliche stressreiche Ereignis auszuschlieen, das die
Cortisolspiegel  beeinflussen  kénnte. Da sich dieser enge
Probenentnahmeplan storend auf den Schulebetrieb auswirkte, fand die
Probenentnahme an Wochenenden, Feiertagen oder wéhrend der Ferien
statt. Jede Probe enthielt 500 pl Speichel. Die Teilnehmer wurden
angewiesen, ein Tagebuch Uber den Probenentnahmetag zu fihren, das
die Speichelprobenentnahmezeiten, Essenszeiten, eine mogliche
medikamentése Behandlung, korperliche Ubungen wie Laufen oder
Radfahren, und irgendwelche anderen Ereignisse umfasste, die eine
korperliche Aktivitat umfassten.

Um eine mogliche Storung der Cortisolquantifizierung auszuschliel3en,

wurden die folgenden Richtlinien vor der Probenentnahme aufgestellt:



1. Rot gefarbte Proben, d.h. Proben, die Blut enthielten, wurden
verworfen, und 10 min nach einer Spulung des Munds mit reinem kaltem

Wasser wurde eine andere Probe gezogen;

2 kein Bursten oder Zahnseidebehandlung der Zahne vor der
Probenentnahme;
3 Essen nur unmittelbar nach der Probenentnahme, andernfalls eine

griandliche Mundspilung mit kaltem Wasser 5 min vor der

Probesammlung.

2.4 SpeichelKortisolbestimmung

Alle Proben wurden unmittelbar nach jeder Probenentnahme zuhause bei
4-8°C in einem Kuhlschrank aufbewahrt, und wurden danach angeliefert
und bis zur endgultigen Analyse bei -20°C gehalten. Unmittelbar vor der
Analyse wurden die Proben aufgetaut, gemischt und fur 10 min bei
5000 U/min unter Verwendung einer ,Biofuge fresco“ Tischzentrifuge
(Kendro, Osterode, Deutschland) bei 4°C zentrifugiert. Die klaren
Uberstande wurden in frische R6hrchen uberfiihrt.

Die Speichelcortisolbestimmung wurde unter Verwendung eines
kommerziellen Cortisol-Lumineszenz-Immunoassays (Teile-Nr. RE62011,
IBL Gesellschaft fur Immunchemie und Immunbiologie mbH, Hamburg,
Deutschland) geméaf der Anleitung des Herstellers durchgefuhrt. Jeder
Assay bestand aus den Quantifizierungsstandards (die von 0—-40 ng/ml

reichten), einer cortisolarmen und - cortisolreichen Positivkontrolle



(Konzentrationen variierte mit der Charge), und Proben von zwei
Teilnehmern. Alle Standards und Proben wurden zweifach getestet, und
alle Proben derselben Einzelperson wurden im selben Assay unter
Verwendung von 20 pl Speichel pro Quelle mitlaufen gelassen. Alle
individuellen Messungen und Standardkurvenberechnungen wurden mit
einem Tecan GENios™ Multifunktions-Mikroplattenreader (Tecan,
Grodig/Salzburg, Osterreich) im Luminometermode unter Verwendung der
Magellan Software V4.1 (Tecan, Grodig/Salzburg, Osterreich)
durchgefuhrt. In allen Assays (n = 11) war die Inter- und Intra-
Assayvariabilitat kleiner als 15%. Die Standardkurve in Abbildung 1 fasst
alle Assays zusammen. Sie wurde als eine Vier-Parameter-Logistik-Kurve
unter Verwendung SigmaStat fur Windows 3.5 (Systat Software, Inc.,

Point Richmond, CA, USA) berechnet.
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Abbildung 1. Diese Standardkurve fasst die Kalibrierungsdaten von allen
elf Assays zusammen (R = 0,9946). In jedem Assay wurden die Standards
zweifach  bestimmt, und die Cortisolkonzentrationen in den
Speichelproben wurden unter Verwendung einer Vier-Punkt-Parameter-
Logistk-Regressionskurve berechnet. Die Inter- und Intra-Assayvariation
war kleiner als 15%. Die hier gezeigte Standardkurve wurde unter

Verwendung von SigmaStat berechnet.
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2.5 Statistische Datenanalyse

Fur jede Einzelperson wurden die tatsachlichen Probenentnahmezeiten
mit der Aufwachzeit [17] in Beziehung gesetzt. Es wurde eine
beschreibende Statistik, die den Mittelwert und die Standardabweichung
umfasste, unter Verwendung von SPSS fur Windows 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) berechnet. Es wurde die GLM (,allgemeines lineares
Modell*) Prozedur von SPSS fur wiederholte Messwerte verwendet, um
auf eine potentielle Wechselwirkung (Geschlecht und Zeit) zu testen,
gefolgt durch Mann-Whitney U Tests als eine Post-Hoc-Prozedur, falls
notwendig.

Es wurde der Einfluss der Aufwachzeit auf Cortisol, und auf
Geschlechtsunterschiede der Aufwachzeit und von Cortisol unter
Verwendung des Mann-Whitney-U-Tests gepruft. Ergebnisse wurden fir p
< 0,05 als signifikant betrachtet. Alle Abbildungen wurden mit SigmaPlot
fur Windows 10.0 (Systat Software, Inc., Point Richmond, CA, USA)

hergestellt.
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3. Ergebnisse

Es wurden in dieser Studie Speichelproben von 11 Jungen (Altersbereich:
10 Jahre 3 Monate — 13 Jahre 7 Monate) und 10 Frauen (Altersbereich: 10
Jahre 3 Monate — 13 Jahre 3 Monate) mit ausgefllltem Protokolltagebuch
aufgenommen. Insgesamt wurden 402 Speichelproben von 21
Teilnehmern unter Verwendung des Cortisol-Lumineszenz-Kits analysiert,
wie im Abschnitt Versuchspersonen und Methoden beschrieben.

Die Einzelpersonen zeigten einen ausgedehnten Tagesaktivitatsbereich

mit selbst gemeldeten Aufwachzeiten, die von 6:30 bis 10:15 am Morgen

reichten.
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Abbildung 2 . Kortisol-Spiegel im Speichel von Schulkindern beiderlei

Geschlechts im Alter von 10-14 Jahren (n = 21, 402 Speichelproben).
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Wir priften auf Geschlechtsunterschiede der Aufwachzeiten und
Cortisolkonzentration unter Verwendung des Mann-Whitney-U-Tests und
stellten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
Geschlechtern fur beide Messwerte fest (Tabelle 2). Es wurden keine
signifikanten Unterschiede des morgendlichen Cortisols von Frih- und
Spataufstehern (p = 0,699) festgestellt, wobei bei beiden eine

Medianwertspaltung bei einer Aufwachzeit von 8:24 (Tabelle 2) verwendet

wurde.
N  Mittelwert SD Min Max  Medianwert Mann-
Whitney
U-Test
Aufwach- Mannlich 11 8:44 1:13 6:15 10:14 9:00 p =0,426
zeit (h) Weiblich 10 8:20 1:08 6:30 10:10 8:08
Summe 21 8:32 1:10 6:15 10:14 8:24
Cortisol Méannlich 11 9,05 3,63 44 15,6 8,52 p = 0,387
(nmol/ml)  Weiblich 10 10,24 486 1,3 20,6 9,45
Summe 21 9,62 419 1.3 20,6 9,03
Cortisol Frih- 11 9,28 4,77 1,3 20,6 8,76 p = 0,699

(nmol/m)  aufsteher

Spat- 10 9,99 3,67 44 15,6 10,11
aufsteher
Summe 21 9,62 419 1,3 20,6 9,03

Tabelle 2. Auswertung von Geschlechtsunterschieden fur Aufwachzeit

und Cortisolkonzentration.
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Um  individuelle  Variationen zu kompensieren, wurden die
Probenentnahmezeiten auf die Aufwachzeit normiert, die auf 0:00 Stunden
gesetzt wurde. Obwohl die Kinder angewiesen wurden, Speichelproben
nach einem strengen Probenentnahmeplan bereitzustellen, hielten sich
nicht alle Teilnehmer an diesen Stundenplan. Daher wurden nur jene
Proben, die innerhalb der folgenden Grenzen gezogen wurden, zur
weiteren Analyse aufgenommen: wéahrend der ersten drei Stunden (20 min
Probenentnahmezeitabstand) Proben innerhalb + 5 min, und wahrend der
verbleibenden Probenentnahmezeit (1 Stunde
Probenentnahmezeitabstand) + 15 min.

Aufgrund des wohlbekannten Phanomens von erhohten
Speichelcortisolspiegeln nach koérperlichen Ubungen [30], wurden alle
wahrend einer hohen Kkorperlichen Aktivitdit gezogenen Proben
ausgeschlossen, wenn eine solche Aktivitat im Tagebuch explizit vermerkt
war. Diese Prozedur wird in Abbildung 3 beispielhaft dargestellt, die ein
Beispielprofil von Aktivitaten und Speichelcortisolspiegel eines mannlichen

Freiwilligen zeigt.
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Abbildung 3. Speichelcortisolprofii  eines  Teilnehmers. Jede
Speichelprobe wird dargestellt (e). Zahlen bezeichnen Eintrdge im
Probenentnahmetagebuch. Proben ohne Zahlen hatten keine schriftlichen
Anmerkungen. Die mit ,1“—,6" bezeichneten Anmerkungen wurden vom
Deutschen ins Englische Ubersetzt und reprasentieren die originalen
schriftlichen Eintrage im Probenentnahmetagebuch dieser Freiwilligen. Zur
weiteren Analyse wurden Speichelproben, die wahrend einer korperlichen
Belastung (z.B. Radfahren) gesammelt wurden, aus allen Datensatzen
entfernt, d.h. alle Datenpunkte, die in diesem Fall mit ,4“ oder ,5"

bezeichnet sind.
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Die einigen der Proben benachbarten Zahlen reprasentieren die
Vermerke, die der Proband in seinem Tagebuch niederschrieb. Sie
wurden ohne irgendwelche weitere Veranderungen oder Hinzufiigungen
vom Deutschen ins Englische Ubersetzt. Hier wurden die mit ,4“ und ,5“
bezeichneten Proben vor der weiteren Analyse entfernt.

Von 420 mdglichen Proben (21 Probanden mit jeweils 20 Proben) wurden
402 Proben durch die Probanden zuriickgegeben (= 95,7%). In 37 Proben
stimmten die vermerkten Probenentnahmezeiten im
Probenentnahmetagebuch des Probanden nicht mit dem Studienprotokoll
Uberein (= 365 Proben, 86,9%). Zusatzlich wurden 28 direkt mit einer
korperlichen Aktivitat korrelierten Cortisolproben vor der weiteren Analyse
entfernt (Abbildung 3). Zur endgultigen Analyse blieben 337 (= 80,2%)

Proben von 21 Teilnehmern Ubrig (Abbildung 4).
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Abbildung 4. Mittlerer Tagescortisolspiegel in Speichelprofilen von
Schulkindern (n = 21; Altersbereich: 10 Jahre 3 Monate — 13 Jahre 7
Monate; 337 Proben). Die Symbole bezeichnen den Mittelwert und die

Balken den +1SD-Bereich.

Innerhalb von 20 min nach dem Aufwachen erreichte die als Mittelwert (x
SD) angegebene Cortisolkonzentration ihr Maximum von 9,69
(£3.89) nmol/l und nahm nach zusatzlichen 60 Minuten um 50% ab.
Wahrend des restlichen Teils des Tages fielen die
Speichelcortisolspiegeln auf 1/20 der Anfangskonzentration (Abbildung 4).

Zwischen 3 und 6 Stunden nach dem Aufwachen stagnierte das

17



Speichelcortisol bei 4,03 (£2,44) nmol/l (Abbildung 4). Die potentielle
Wechselwirkung zwischen Geschlecht und Zeit wurde fir wiederholte
Messwerte unter Verwendung GLM-Prozedur von SPSS getestet. Es

wurde keine Geschlechtsspezifitat festgestellt (p = 0,550).

18



4. Diskussion

4.1 Methodik der Studie

Das Tagesrhythmusmuster der Cortisolabsonderung im Blut und Speichel
ist bei Erwachsenen [12] und Kleinkindern [31] ausflhrlich ausgewertet
worden. Bei Schulkindern stehen jedoch nur minimale Informationen zur
Verfigung. Trotz ausfuhrlicher Literatursuche wurden keine Daten Uber
einen 24-Stunden- oder Tagesspeichelcortisolrhythmus gefunden.
Stattdessen waren nur Referenzwerte fir drei Zeitpunkte (morgens,
mittags und abends) verfugbar [8, 24, 25, 29]. Diese Daten zeigen einen
hohe individuelle Variabilitit am Morgen und eine reduzierte Variabilitat
der Speichelcortisolkonzentrationen am Nachmittag und in der Nacht an.
Jedoch fehlt diesen Daten eine definierte Zeitspanne wéhrend des Tages,
WO eine stabile Hormonabsonderung und niedrige
Grundspeichelcortisolspiegel erkannt werden kénnen, was eine groRere
Flexibilitdt bei der Probenentnahme als eine Definition bereitstellt, die eine
explizite Probenentnahmezeit verwendet [32] .

Daher wurde die vorliegende Studie durchgeftihrt, um das Tagesprofil von
Speichelcortisolspiegeln bei 21 gesunden Schulkindern (Altersbereich 10—
14 Jahre) zu bestimmen. Dieses Profil (Abbildung 4) zeigte eine
ausgedehnte individuelle Variabilitdt. Insgesamt wurde die maximale

Speichelcortisolkonzentration mit 9,69 (+4.19) nmol/l 20 Minuten nach
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dem Aufwachen erreicht. Interessanterweise wurden jedoch keine
Geschlechtsunterschiede der Speichelcortisolspiegel beobachtet. [41] Fur
jede Einzelperson wurden die Probenentnahmezeiten auf die Aufwachzeit
normiert, was zu einem A&hnlichen Verlauf fuhrt, wie er vorher fur
Erwachsene [12,28] verdffentlicht wurde. Groschl et al. [24] und Netherton
et al. [8] verdffentlichten Referenzwerte fir definierte Tageszeiten.

Tabelle 3 fasst die relevanten Daten aus ihren Veroffentlichungen und
dieser Studie zusammen. Die in dieser Studie berichteten morgendlichen
Speichelwerte (Tabelle 3) waren 1,7 Mal kleiner als jene von Gréschl et al.
[24], (7:00 Uhr), jedoch ahnlich zu jenen, die durch Netherton et al. [8] fur
eine Probenentnahme um 8:00 Uhr berichtet wurden. Die berichteten
abendlichen Cortisolkonzentrationen waren héher (Groschls Daten) oder
ahnlich (Nethertons Daten) zu jenen in dieser Studie. Netherton et al. [8]
verwendeten Verhéltnisse der morgendlichen zu den abendlichen
Spiegeln (vormittags/nachmittags; 8:00 zu 20:00), um den Tagesrhythmus
von Cortisol zu bewerten. Unter Verwendung der Mittelwertsdaten aus
Tabelle 3 wurden die Verhaltnisse berechnet (Tabelle 3, letzte Spalte). Im
Vergleich zu Groschls und Nethertons Daten waren die aus den Daten
dieser Studie berechneten Verhaltnisse hoher, jedoch in derselben

GroRRenordnung. [41]
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Tageszeit N Cortisol (nmol/l) Verhéltnis

(h) Mittelwert  SD (vormittags/nachmittags)
Diese Studie 7:00 3 13,21 6,64  7:00 zu 19:00: 13,6
8:00 11 7,60 3,58  8:00 zu 20:00: 9,2
13:00 21 3,36 2,09
19:00 19 0,97 0,73
20:00 16 0,83 0,61
Gréschl et al. ** 7:00 52 23,3 7,8 7:00 zu 19:00: 11,1
(11-13 alt) 13:00 52 6,0 3,3
19:00 52 2,1 1,9
Gréschl et al. ** 7:00 40 23,2 7,0  7:00 zu 19:00: 11,0
(14-15 alt) 13:00 40 7.8 3,8
19:00 40 2,1 1,7
Netherton et al.” 8:00 126  9,12* 0,30*  8:00 zu 20:00: 7,7
(alle Versuchs- 20:00 126 1,19* 0,08*

personen)

* Berechnet aus Netherton et al.?, um Speichelcortisol in nmol/l anzugeben.

Tabelle 3. Vergleich der Speichelcortisol-Referenzwerte von Grdschl et al.
[24 und Netherton et al [8]. mit Daten dieser Studie. Die Verhaltnisse vom
morgendlichen zum abendlichen Cortisol (vormittags/nachmittags) wurden
unter Verwendung der mittleren Cortisolkonzentrationen zu gegebenen

Zeiten berechnet.
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In allgemeinen erreicht das menschliche Speichelcortisol beim
Erwachsenen seinen maximalen Spiegel innerhalb von 30 bis 60 Minuten
nach dem Aufwachen und nimmt bis Mittag schnell ab und bleibt dann auf
einem niedrigen Spiegel bis zum nachsten Morgen [15,16,17].
Westermann et al. [12] berichtet einen maximalen Cortisolspiegel von 27,6
(+ 12,1) nmol/l 50 Minuten nach dem Aufwachen. Uber die nachsten 2,5
Stunden nahm das Speichelcortisol auf ~7 nmol/l ab, und erreichte seinen
Minimalspiegel von <2 nmol/l 15 Stunden nach dem Aufwachen.
Abbildung 3 zeigt einen @hnlichen Verlauf, mit einer Ausnahme: zwischen
3-6 Stunden nach dem Aufwachen blieb die Speichelcortisolkonzentration
erhoht. Dies kann dem Probenentnahmesystem zuzuschreiben sein, da
die Proben an Wochenenden und freien Tagen aufgrund von Feiertagen
oder Ferien gesammelt wurden. Diese Gestaltung wurde gewahlt, um alle
potentiellen stressreichen Ereignisse auszuschlie3en, die aufgrund des
engen Probenentnahmezeitabstands unmittelbar nach dem Aufwachen an
Schultagen [24] auftreten kdnnten. Es ist verninftig anzunehmen, dass
sich der Tagesablauf wahrend normaler Schultage etwas von den
Wochenenden oder Ferien unterscheiden konnte, was daher zu
Variationen beziglich der Aufwachzeit und anderen Tagesaktivitaten,
insbesondere der Essenszeiten fuhrt. Mehrere Autoren berichteten, dass
bei Erwachsenen frihere Aufwachzeiten zu héheren morgendlichen
Speichelkonzentrationen [33,34] fuhren, jedoch das
Cortisolabsonderungsmuster wahrend des ganzen Tages innerhalb der

Einzelperson [34,35] einigermalden stabil blieb.
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Eine Referenz umfasste Kinder [36], und sie berichtete, dass ein Ein-
/Ausschluss von dreizehn Kindern ihre Ergebnisse nicht veranderte. Der
Altersbereich dieser Kinder wurde nicht erwahnt. Von daher kann
angenommen werden, dass das an freien Tagen bestimmte
Absonderungsmuster fur die Bestimmung einer Periode mit niedriger
Grundabsonderung einigermalRen stabil ist. Diese Periode beginnt 6
Stunden nach dem Aufwachen und dauert bis zur Schlafenszeit. Dies
entspricht 13:00 Uhr wahrend Schultagen, wobei vorausgesetzt wird, dass
die Schule um 8:00 Uhr beginnt und etwa eine Stunde notwendig ist, um
sich nach dem Aufwachen vorzubereiten und zur Schule zu gehen [8, 24,
25, 29].

Wenn schulspezifische stressreiche Situationen wie Prifungen oder Sport
ausgeschlossen werden, kénnte dieser Zeitrahmen um 1-2 Stunden am
Morgen ausgedehnt werden, d.h. frihestens 11:00-12:00 Uhr.

Wir beobachteten eine hohe individuelle Variabilitat hinsichtlich der
Befolgung der Probenentnahmezeiten und des Fihrens eines
Probenentnahmetagebuchs in dieser Studie. Das
Probenentnahmetagebuch wurde durch alle 21 Teilnehmer gefuhrt:
zwanzig von ihnen schrieben alle Probenentnahmezeiten nieder, jedoch
hielten sich nur 14 Protokolle vollstandig an das Studienprotokoll.
Anmerkungen wurden durch 19 Teilnehmer notiert, die von einem
einzigen Eintrag in das Tagebuch bis zu spezifischen Eintragen fir jede
Probenentnahmezeit reichten. Es wurden keine geschlechtsspezifischen

Unterschiede in diesem Kontext beobachtet. Wie vorher beschrieben
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wurden 19,8% der Proben vor der Analyse aufgrund von Unstimmigkeiten
wahrend der Probenentnahme (unvollstdndige Probenentnahme, falsche
Probenentnahmezeiten) und koérperlicher Aktivitat entfernt. In zuktnftigen
Studien sollten notwendige Vorkehrungen getroffen werden, um solchen
individuellen Unterschieden gerecht zu werden.

Es wurde berichtet, dass im Speichel die Dauer und Art einer Behandlung,
die Anwendung einer allgemeinen oder ortlichen Narkose, oder die Angst
vorm Zahnarzt alle die Cortisolkonzentration beeinflussen [18,22, 37].
Jedoch ist noch keine quantitative Korrelation zwischen Stress und
Cortisolspiegeln hergestellt worden. Insbesondere wurde in den meisten
Versuchen die Speichelsammlung zwischen 8:00 Uhr und 11:00 Uhr
durchgefuhrt. Diese Periode ist durch eine hohe individuelle Variabilitat
der Speichelcortisolkonzentration gekennzeichnet, die leichte Anderungen

der Konzentration verschleiern kdnnte.
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4.2 Schlussfolgerung

Zielsetzung dieser Studie war es, den Zeitbereich zu erkennen und zu
definieren, in dem die Speichelcortisolkonzentration und ihre individuelle
Variation niedrig sind. 6 Stunden nach dem Aufwachen beginnend und bis
zum  Zubettgehen andauernd wurden verhaltnismalig niedrige
Cortisolspiegel bei mannlichen und weiblichen Kindern festgestellt, die 10
bis 14 Jahre alt waren. Diese Beobachtung legt einen geeigneten
Zeitrahmen nahe, der mit taglichen Arbeitsplanen und der Situation in
Zahnkliniken vertraglich ist. Die in dieser Studie definierten normalen
Werte konnen wichtige Referenzwerte fur weitere Studien reprasentieren,
die Beschwerden und Stress bei Kindern, die medizinischen und
Zahnbehandlungen unterworfen sind, unter Verwendung von

Speichelcortisolspiegeln bewerten.
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5. Zusammenfassung

Ziel der Studie war die Bestimmung des Tageskortisolspiegels im Speichel
bei 10-14 Jahre alten Kindern. Die Probandenrekrutierung erfolgte aus
regionalen und Uberregionalen Schulen. Ausschlusskriterien waren
endokrine  Stoérungen, laufende  arztliche oder zahnarztliche
Behandlungen, Medikamenteneinnahmen und unzureichende
Mundhygiene. Zu definierten Zeiten wurden zwanzig Speichelproben
wahrend eines Tages gesammelt, die Entnahmezeit wurde von den
Patienten  entsprechend der  Anweisungen  protokolliert.  Die
Kortisolbestimmung erfolgte mittels eines kommerziellen Testkits (IBL
Immuno Biological Laboratories, Hamburg, Deutschland) nach
Herstellerprotokoll.

Dabei zeigte sich im taglichen Verlauf der Speichelcortisol Konzentration
innerhalb von 20 Minuten nach dem Aufwachen ein Maximum von 9,69
(£3,89) nmol/l. Nach 90 Minuten nahm die Cortisolkonzentration linear um
50% ab und stagnierte fur 3 bis 8 Stunden bei 4,14 (x1,93) nmol/l. Danach
nahmen die Speichelcortisol Konzentrationen allméhlich ab, wobei sie
nach 14 Stunden nahezu ein Minimum von Null erreichten. Insgesamt
wurden  keine  geschlechtsspezifischen  Unterschiede in  den

Speichelcortisolspiegeln nachgewiesen.
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Die Ergebnisse der Studie liefern das tagliche Kortisolsekretionsmuster im
Speichel von 10- bis 14-jahrigen Kindern und stellen nunmehr die
Vergleichsbasis fir die Messung von Stress anhand von
Kortisolspiegelveranderungen nach kieferorthopéadischen

TherapiemalRnahmen dar.
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Anhang 1: Artikel
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Cortisol daily rhythm in saliva of
healthy school children

Ch Tzorizi and P Proff
Regensburg, Germany

M Redlich, DuJ Aframian and A Palmon
Jerusalem, Israel

| Golan

Zurich, Switzerland

[ Muessig

Linz, Austria

A Wichelhaus and U Baumert
Munich, Germany

Aim: To imvestigate the daily rhythm of cortisol levels in saliva of school children. Subjects
and methods: Probands ( 10—14 years, both genders) were recruited via personal contact
and school visits. Exclusion criteria included hormonal and dental treatments during the
trial, pharmaceuticals containing cortisol, or poor oral hygiene. Each volunteer collecied
20 saliva samples during one day at defined times starting mmediately after waking up
and ending at night. Additionally, they completed a sampling diary. Saliva samples were
analysed in duplicate using a commercial cortisol luminescence kit Results: Cortisol
concentration in saliva followed a daily rhythm. Within 20 minutes after waking up cortisol
reached the highest level of 8.689 (+3.809) nmol/L After B0 minutes cortisol concentration
decreased inearly by 50% and stagnafed at 4.14 (£1.83) nmolL for 3 to 8 hours. There-
after, levels decreased gradually reaching almost zer after 14 hours. Owverall, no gender-
specific differences in saliva cortisol levels were observed except for 3 time points: 3, 10
and 11 hours after waking. Conclusion: This study establishes guidelines for a nomal
secrefion pattern, plus explores pain level measurements and their comrelation to saliva

cortisol levels in this age group.
Key worde: Corfisal, galiva, denfal care, pain

Akey component of the bmman stress reaction system
is the actmation of the hypothalamic-pimitary-adne-
nal (HPA) sy'stemtmiﬂla sbsequent melease of the
sternid hormone cortisal'®. In healthy adnles, cortisol
secretion, both in saliva and blood, shows a strong
dmrnal rhrthm with an 810 nmes decrease betoeen
morning 2nd eveningnipht concentmations™". Salvary
mrhﬁdkﬂelsmmbﬁed;mﬂiymﬂtmhmhgnal
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the effectiveness of interventions mntended to rednce
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are aralahle™ "=, As expected, these deteromnanions
show a clear dimrnal thythm However, chinical /office
practice and ndmdnal vanatons o daily activity (eg
time schednle for school) require a mamomm tme @oge
and more tightly schednled measnrements to allowr for
flexibiliey in sampling with lowr baseline salrary cortisal
concentration and little individnal vanabdity.

Therefore, the objective of this smdy was to estab-
lish detaded levels of daily salwary cortisol secretion n
school children in order to determsne the precise time
mnge of its lowest concentration and individnal vari-
ahiliy This sindy establishes a basaline for normalised
saliva comseol concentration in order to pecform frthes
stodies in this partienlar age gronp, and may help in as-
seszing steess levels m fivmre stdies.

Subjects and methods

Ethics approval

Approval for this propect was given by the local ethies
commuttes of the Bepensbnrg Unmesity Medieal Center
and informed consent was obtained from all particspants
and their parents

Subjects

School children of both genders between 10 and 14
vears of age were recrnited from local schools, direct
aﬂdzlomldennlnfﬁm'nmemlus:mm{chmc
on 2 personal interview Regarding the oml cawty, no
of spontanecns gingival bleeding. The research owtine
and the protocol leaflets were explamed to more than
100 potentizl test persons, of whom 30 gave mformed
consent We excinded six test persons: fonr of them
dne to medicanion intake, and two becanse of diabetes
However, only 23 returned their saliva samples. Too of
these samples were not inclnded in the smdy becanse the
protocol diary was not availahle, lhes:mples
were nsed for assay validation porposes. IEMmainIng
21 participants were analyzed as deserbed below

Sample collection

misﬁngafzﬂ:ﬁCzp‘mﬂacﬁmmbef[BLImn
short | ﬂ:e;mmmm&mimtﬂm
honss, one sample each 20 oumetes, then one sample
each hons natil bedtime The children nsed the plastic
tobes. Altogether, 20 samples were collected over a

peniod of one day. In accondance with Grdschl e al™
we tred o exchode any additional stressfnl event that
schednle mterfered with school routine, sampling took
place on weekend=, holidays or vacations. Each
sample comtained 300 uL of saliva participants
were mstmcted to keep a diary on the sampling dar,
whntmclu&daalrnaamphngun:es,mlms,pnm—

Toem&udep:ssﬂ:kmte:ﬁznencemﬂl&temﬂ
before sampling: Red colomsed samples, 12 samgples
containing blood, were discarded, and 10min after
month ninsing with pure cold water another samyple was
&zmmw&hushﬂgmﬂnswbe&msx@lng,
thorough mooth rinse wath cold water 5min prior to
samyple collection.

Saliva cortisol determination

All samples were stored at home at 4-8°C in a refrig-
erator immediately after each sampling, and thereafter
wese delmered and kept ar -20°C nonl final analyss.
mized, and centrifnged for 10 min ar 5,000 rpm nang
a1 Buofoge fresco’ centrifnpe (Fendro, O
clear snpernatants were

no. KE62011, TBL Imnmno Biological Laboratornies,
Hambmrg, o the mamfacmrer’s
instroctions. Each assay consisted of the quantfication

standards (mnging from (-40ng/ml), 2 Jow and 2 lngh
cortisol control (concentrations varied with
lot), and samples from too participants. All standards
and samples were assayed in doplicate, and all samgples
from the same indrridnal were mn in the same assay
nzing 20 ul of =alva per well All indmidnal measnee-
ments and standard cnove calenlanons were done with 2
Tecan GENuos™ omitmode microplate reader (Tecan,
Grodip/ Salzbare, Anstea) i Inminometer mode nz-
ing Magellan softeare V4.1 (Tecan, Grodig/Sal=bmrg,
Amsera). In all assays (= 11) the inter- and inta-assay
variahility was less than 15%. The standard eneve in
Fipure 1 summarises all assays. It was calenlated as a fone
3.5 (Systat Software, Inc, Point Richmond, CA, TISA).

Staiistics

for Windoows 150 (SPSS Inc, Chicagn, IL, TI5A). SP3S%
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measnres was wsed to test for potential interaction (pen-
der by tme), followed by hfann-Whitney T tests as a
post hoe procednre, when necessary. The inflnence of
waking time on coctisol and for pender differences in
mfswmhdummhdw&tp

Results

Salia from 11 males (ape range: 10y 3m— 15y
Tm) and 10 females (ape mnge 10y 3m — 1537 3m) with

completed protocol diary were melnded in this smdy
Altogether, 402 salva samyples foom 21 particspants were
analysed nuing the cortisol nminescence ki as desenbed
in the Snbjects and Methods section.

wth zelf-reported walkng tmes mopne from 630 to
1015 in the morming. We tested for gender differences
Whitney's U-test and fonnd no statistical significant dif-
fesences between pender for both measnres | Tabk 7). No
significant differences were fonnd in morming cortisol
of eardy and late soakeners (p = 0.69Y) nauinp 2 median
spht at 5:24 avakening tme (Tabk 7) ether In ooder to
compensate for the indimdnal vanatons, sampling times
were noomalised apamst waking time, set to (00 honrs.

RLUALU,

N w s w8 B8

-
=]
T

o L L
oot L1 Xih] .1

1 11 100

Caortisol {nmoliL)

Figure 1. This standard curve summarises the calibration data from all eleven assays (R = 0.0848). In each assay, the sandards were
determined in duplicate, and the cortisol concentrations in the saliiva samples were calculated wsing 3 four-point parameter logistic regression
cunve Inter- and intra-assay variation were less then 15%. The standard cunee shown here was calculated using SigmaStat

Table 1 Evaluaiion of gander diffierences for waking ime and cortisol concentation.

M Mean 0. MEn Max Median Marm-ihiiney
LHest
Waling time (s} Male i B4 113 815 104 .00 p=0436
Female i0 820 108 630 1010 .08
Toaal Fa | B32 1:10 815 1014 824
Cortisol {nmodmL ) Male i .05 363 4.4 15.6 8.5 p=0.387
Female i0 1024 4 BB 13 H1E 945
Todal 4| 962 4.19 13 20.6 2.03
Corfispl (nmodml } Eany awakems 1 028 477 13 H1LE a.78 p=0.699
Late awakers 10 529 367 44 156 iR
Todal 4| 962 419 13 16 9.03

Intemationsl Dentsl Joormal (2009} vol. 53%a.1
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Althonpgh cluldren were instmeted to promide saliva
samples according to a stnct sampling schednle, not all
participants adhered to this tmerable Therefore, only
&l:seslmpleswhmhweteﬂﬂwnmfﬂm&efoﬂmng
i:::ngﬂ:.eﬁ::st

sampling interval) *ISMDuemthewdi-kﬂnm
phenomenon of inecreased saliva cortisol levels afters
physical emercise®, all samples doon doong highty
physical activity were excinded when such an actvity
was explicitly noted in the diary. This procednre is ex-

emplified in Fipre 2, which shows an example profile of
The numbers adjacent to some of the represent
wese translated from German mEﬂglﬁhmthnutiﬂjr
farther modifications or additions. Here, the samgples
labelled wrih 4 and 5 were removed before forther

analysis

From 420 possble samples (21 probands with
20 szmples each), 402 samples were remmned by the
probands (= 95.7%)_ In 37 samples the noted sampling

T S B

Saliva cortssl (nmaiL)

¥
Iy A
I. r

\i,f

Bnesicfst 10 min befors
‘Ciyciing {short distanee )

Eating, cycing
Cyding

e -9

£:00

00

B0 1000 12040 1400

Time after waking (hours)

Fgure 2 Saliva cortisol profile of one participant. Each saliva sample is

{=}. Nurmibers denote entries in the sampling

represented
diary. Samples without numbers had no writien remarks. The remarks labelled *1"—6" were translated from Germman to English and

the ongnal written enfries in the sampling diary

represent of this vohmieer. For furiher an
physical stress (e.g cydling) were removed from all data sels, i e. all data points labelled with "4 or

alysis, saliva samples collected during
5 in this case.

14 =

Saliva corisol (nmoliL)
[

L M L
000 o 400

i
6200

M L M
B0 10:00 1200 f4:00

Time after wake-up (hours)
Figure 3. Mean diumal cortisol levels in saliva profles of school children (n = 21; age range: 10y 3m — 13y Tm; 337 samples). The

syrmibols indicate the mean and the bars the + 150 range.
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with the study protocol (= 365 samgples, 86.9%). Ad-
(Fapere ). For final analyss, 337 (= B02 %) samples
from 21 participants remained (Fire 7).

Within 20min after waking np the comizol concen-
tﬂ.ﬁuﬂgﬁmzﬁm&m{"‘ﬂﬂ}m&]ﬂdﬂsmd
9.69 (£3.8%) nmal/L, and decreased by 50 % after an
addinonal 60 menmtes. Durmg the remaming part of the
Eh?sﬂmmzdhcdsdroppedmlfﬁﬂ“uf&emﬂ
concentratinn F). Berween 3 and 6 honrs after
waking np the saliva cortisol sagnated ar 4.03 (£244)
nmal/L (Fige ). The potential interaction between
gender znd time was tested neingy 5P55s GLM procs-
dnee for repeated measnres. Mo pender specificity was
fonnd {p = 0.550).

Discussion

The dmcnal pattern of corosol secretion
in blood and saliva has been extensively evalnated o
adnlts"* and nfants™. In school children, howerer, only
muinimal information 15 available. Despite extensme -
emtmre searches, no data on 24-hons or daytime saliva
cortizol diythm was found Instead, only refecrence val-
nes for three time points (moming, noon and evening)
were zvadable!472_ This data indicates high mdividnal
varahshity i the morning and redoced vanabaliry
saliva cortisol concentratons in the afferncon and at
might However, this data lacks 2 defined period of time
baseline saliva cortisol levels can be wdennified winch
promdes more flexibility in sampling than 2 definition

Thecefore, the smdy was condncted to
| hen}ﬂnrﬁnhualnhﬂi:m{zgenﬂge 10-14 ]EJE:I-
iﬂt}ﬁmﬂ,ﬂlemmmlsalmmﬂm
tion was seached 20 ouomtes after wakmg np with 9.69
(419 omol/T. Interestingly, however, no gender
ﬂfﬁ&:mmsa]mimmsu]kvﬂsmubmaiﬁx
w:hngume,:esnlungmasmﬂumupmmﬂy

for adults"™" Grischl & al™ and Netherton
& al® published reference malnes for defined times of
days. Tabk 2 snmmanses the celevant data from their
publications and this smdy. The morning saltva valnes
[Tk 7) eponted m tyis smdy wee 1.7 times less than
those from Grdschl & af* (7:00 am), but similar to
those reparted by Netherton & o™ for sampling at 8:00
am The cortisol concentrations reported were
higher (Grischls data) or similar (MNetherton’s data)
o those m this smdy. MNetherton & al® nsed manos of
mormng to evening levels (am,/po; 8:00 vs. 20:00) to
evalnate the dinrnal deythm of coisol Tsing the mean
datz from Tk 2, the mtios were calenlated Tk 2, Last
colnmn). In companson to Groschls and MNetherton's
data the mtios calenlated from data of this smdy were
higher but in the same arder of mapnimde.

In general hnoman adnlr salivary coctisol reaches i
mamomm level within 30 to 60 minutes after waking np
and decreases rapadly notl noon, and then remains at
1 low level throngh the next mosmng**. Westermann o
al™ reported 3 mamiwmm cortisol level of 27.6 (1 12.1)
amol /T 50 mirmtes after waking np. Over the newt 25
honss the saliva cortisol decreased to < 7 omaol /T, and
reached its ounimmm level of = 2 ool /1. 15 hones

Table 2 Comparison of saliva Cortisod reference values from Groschi ef 20 and Nefherton ef 2t with
this stucy. The raios of MOMING 5. EvVening cortisal (amIpm] were calculated USing e mean cortisol

concentrations at given mes.

Tmeotday W Coriest jremoiL) Featio
{rwe) Mean =0 i)
Tois sty 700 3 1321 554 7-00 VE. 1900 136
£00 1 760 358 5100 vE. 2000 9.2
1300 21 336 208
1500 19 o7 o7
2000 16 083 061
Grbischl et al™ 700 52 233 7.8 7:00 ve. 1500 1.1
{2ged 11-13) 1300 52 B0 a3
1500 52 21 19
Grbsch et 700 40 232 7.0 7200 v&. 19000 1.0
{3ged 14-15) 1300 40 78 a8
1:00 40 21 17
Hetharion et al = E00 126 iz e 5:00 ve. 2000 7.7
{al subjects) 2000 126 119 ooe

" Calcuiated from Metherion f &0 to give sallva cortisol In nmoliL.

Intemationsl Dentsl Joormal (2009} vol. 53%a.1
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after waking np. Figwre § shows 2 smilar conrse, with
one excephion: between 36 howrs after waking up the
saliva cortisol concentration remamned elevated This
samples were collected on weekends and days off for
holidays o vacation This desizgn was chosen to excnde

stressful events that sught ceonr doe to the

amy potential
tight samphing ml:etv:hmn:edin&j;lfbet waking up on

ing in Tarations with respect to waking time and other
daily actrmmes, especially meal nmes Several anthors
reported, that in adnlts earlier waking times nesnlt i
hapher morning salva concentrations™=, bat cortizol
mpamrmmdmmhlymhk

mnge of these children was not mentoned. As such, it
can be assnmed that the secsetion pattern determined
o free daps & rensmihlj'mﬂefmﬂ:edemmlm:n
of alow baseline secretion This period starts at
6 hones after waking up and bsts notl bedime. This
coresponds to 1:00 pm dnnep school days, assnming
thazschu-uibegpnsnﬂﬂ}m:ﬂdabautmhmtﬁ
necessary for and poing to school after wak-
ng up*4158 Tf school-spesfic stressfnl simations like
eEamnations of spoots ae excioded, this nme frame
could be extended for 1-2 honrs in the moming, 18
eadiest 11:00-12:00 am_

We observed highly indiwidnal vanahidity concerning:
adherence to ing times and keepeng a sampling di-
ary in this smdy sampling dizry was kept by all 21
participants; twenty of them wrote down all sampling:
tumes, bot only 14 protocols completely adhered to the
sty protocol Remarks were noted by 19 participants,
ongny from a unple entry in the diary np to specific
entries for each sampling tme Mo gender-specific dif-
ferences were obzerved n this contexr Az prevomsely
desenbed, 19.6% of the samples were emored befom
#mwhﬂ&mmwhﬂgm}mdph?m
activity. In fomse smdies, necessary precantions shomld
be raken to cope with mch indrridnal differences

In saliva, the dnmtion and type of teeatment, the
anmiety all were reported to infinence comisol concentra-
oo, a quantitative correlation berween
stress and cortizol levels has not yet been esmblished
Motahly, in most of the experiments saliva collection
was implemented between §:00 2m and 11:00 am_ This
pencd 15 charactesized by high indtmidnal wariabiiny of
salrva cortisol concentration which might obsenre dhight
changes in concentranon.

Summary and outiook
The aim of this smdy was to identify and define the
tme ange 0 which saliva cortisol concentotion and
its individnal vanation is low Starting at 6 hons after
mhngupmdhsungmﬂgungmshep,mimﬂj'hw
cortizol levels were found in male and feoale children
aged 10 to 14 years old This observation soppests a
schednles and settings in dental clinies. The noroml
reference valnes for further stndies assessng pain and
steess m children nnderproing medical and dental pro-
cedmres nang salivary corisol levels
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11. Anhang 2: Fragebogen

1) Anamnesebogen

Diurnaler Kortisol-Rhythmus im Speichel gesunder Schulkinder

Anamnese-Bogen

Studien-Id.:

Name des Kindes:

Geburtsdatumn:

Name und Anschrift der Eltern:

Telefon:

Latdat Thr Eimd unter chronischen
Erkrankumgen?”

Wimut Thr Kind zor Zeit Medikamente? Oneim  Oja:

Wird bet Ihrem Kind zur Zait eine
Homuentherapie (Fomisol-Priparate zegen Tnem [Ca:
Akpe Ekzeme, otc.) durchzefithm?

Latdes Tor Eoied unter Allergian? dnem  [Cja:

e S S T D D

Har Iy Kind zur Zait Schmerzen’? Onpein  Oja:

szhd:ﬂ]HK_ndIUfZet unfer Onein  Dja:
gischbluten?

Bei Midchen: Minuut sie die Fille? Onpein  Oja:

Srtams Mondhyziens

Letzter Arzthesuch:

Latzter Zalmarzrbasnch:

Sonstzes:

Fegensburg, den oo

Befrazender Arzt

Anaroness — Eortisel Varsicn 1 wom 090
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2) Einverstandniserklarung der Eltern

UMIVERS ~AT
REGEMSBURG

KLINIKUM

b= der Urfenrsiet Pugermug
9347 Regambug

Paliklinik fir Kieferorthopadie

Prof. Dr. Dieter Malig
Dhirektar

Hausadresse:

EInitum der Unkersitat Regenstburg
Franz-Josef-Strauil-Alles 11

23053 Repensburg

SPNV: RYV Link B

Unser Zeichen Telsfon Telefax Datum
mil'sas 0241/644-8085 0841/844-8160 24.03.05
Einverstindniserklirung Eltern
Dmumaler Kortisol-Rhythmus im Speichel gesunder Schulkinder
Wame des Kmdes: ..o Geb-Datumi e
ich wurde von Dr. vollstindig iiber das Wesen sowie die Be-

deutung dieser Studie aufzeklar und bestinge mit memer Unterschnift, dass ich nut der Teil-
nahme memes Kindes emverstanden bin.

Die gesetzlichen Datenschutzbestimmmungen werden emgehalten,

Regenzbuz, den...

Regenshurg, den.....

Unterschrift Eltern” oder Untersehnft Avzs
Der/Dhie Parsonsnsorgeberechtizte/n (bet Bedarf Frzgen beantwortan)
(Studienaufkliumg erhaltan)

* mmterschmeibt sin Elrarmted allens, so arslist or mit seiner Unerschrift, dass ibm dzs Sergazechs allsin rostebt oder dass srim
Eimvarstizd=i; mit dem anderez Elarntil bandadt.

Einvarszdeisarkifn=g Kortisal (Ekam)

Varsicn 2 worz 2403 2005, Seita 1/]
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3) Informationen fur Eltern

UMIYERS TAT
REGEMSBURG

KLINIKUM

Kbsiosr der Lrenrsiet Regermtug
Q3042 Rty

Poliklinik fir Kieferorthopadie

Prof. Dr. Dieter Mokig
Direktor

Hasssydresss:
Kinikum cer Universihat Regensourg
Franz-Jdoset-Staui-Ales 11

Unser Zeichen Telsfon Telefax Datum
mil'sas 094 1/844-8085 0941/244-8160 029.03.2005

Eltern-Information

Diumaler Kortisol-Bhythmus im Speichel gesimder Schulkmder

Sehr geehrte Eltern,

Im Fahmen dieses wissenschafthichen Projekts untersuchen wir die Kortisol-Konzenfration im
Speichel gesimder Kinder. Untersuclningen bei gesunden Erwachsenen zeigten, dass die
Eortisol-Konzentration mn Speichel im Verlaufe emes Tages sich dramatisch ndert: ca. 3-4
Stunden nach dem Aufstehen erreicht diese thren Hhepunkt, nummt damn @iber den Tag
kontimuerlich ab und emreicht am Abend das Mininmum. Em &hnhcher Verlauf wird bei Kmmdem
vermmitet.

An dieser Studie kémnen Schulkinder m Alter zwischen 10 und 14 Jahren beiderlel Geschlechtes
tellnehmen. Sie diirfen sich zur Zeit nicht in zahnirztheher Behandhing befinden. an keiner
chromischen Erkranlamg leiden oder keine Hormontherapie erhalten. Gute Zzhnhygiens und kein
Zahnfleischbluten sind ebenfalls wichtige Kriterien. Sie bekonmmen von uns Probengefile, eme
Eurz-Anleitung und eine Versandbox mit nach Hanse. An emem Wochenende oder m den
Schulferien bitten wir Sie. nach dem Aunfstehen zn bestimmten Feiten fiber den Tag vertedlt
Speichelproben thres Schnes Tochter mut den ProbengefiBen zu sammeln. Die Réhrchen fiir die
Speichel Sammlung zind fiir die Anwendung bei Erwachsenen zugelassen. Die Speichel
Sammiung danert ing gesamt mit Vorbereiiing weniger als 3 Minuten. Sie verursacht
selbstverstindlich keinerlel Schmerzen wmd Nebenwikumgen sind nicht bekammt.

= Eine Teilnahme Ihres Kindes gegen seinen Willen ist grundsitzlich nicht méglich, da
die Messungen nur in entspannter Ruhe miglich sind. Ablehnung oder gar Gegenwehr
wiirde die Kortisol- Konzentration negativ beeinflussen. Sie sehen, die Freiwilligheit
bzw. Akzeptanz von Seiten Ihres Kindes hat obersten Vorrang,

Auniklsmungs- und Einvesstindnistogan Kortisol (Elism) Verstom | vom 0903
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Wenn Sie und Thr Eind an dieser Studie teilnehmen méchten, bitten wir sie, Thre Telefonnummer
unten anzugeben. Wir nehmen mit Ihnen Kontakt auf um Vergespréchs-Tenmin zn verembaren.
Die Speichel-Sammlung selbst finden bei Thnen zu Hause statt.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizimischen Fakultit der Universitat
Regenshurg gepriift und genehmigt. Die geseztlichen Datensclmtzbestimmmungen werden
emgehalten.

Fiir weitere Fragen und Erlirngen stehe ich Ihnen geme mur Verfiigung.

Frau Christma Tzortzi

Polikhnik fiir Kieferorthopadie

Klinikum der Universitit Regensburg
Franz-Josef-Strauf-Allee 11, 93053 Regensburg
Tel 0941/944-6001

Unterschnift Eltern oder Unterschrft Arzt
DerDhe Personensorgeberechtizte/n (bei Bedarf Fragen beantworten)

(Studienaufllirmg erhalten)

Tl e e

Anfklsmngz- und Eimverstindnishegan Eortizal (Ehem) Vamioz | wom 0903 000%; Saite 22
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4) Einverstandnisserklarung Kinder

UNIVERS AT
REGEMSBURG

KLINIKUM

Elsise der Lifersiat g srmiuy
GHMET Hegeimiuy

Paliklinik fir Kieferorthopadie

Prof. Dr. Dister Maig
Direktor

Haussdresse:

Kilnilum der Univershist Regensourg
Franz-Joset-Siraui-Ades 11

53053 Ragensiurg

OFHY: RV Linie &

Unser Zeichen Telsfon Telefax Datum
milisas 0241/844-8085 0841/844-8168 24 03.05

Einverstandniserklarung Schulkinder

Diumnaler Kortisol-Rhythnms im Speichel gesumder Schulkimder

Einwillignng:

Teh, o EEDOTEI ALY Lo
habe verstanden, worum es bei dieser Studie geht und habe mich entschlossen, mitzumachen.

Fagensburz, den. ..o Fegensburg, den. ..o
Unterschnft Kind Unterschnift Avzt
Einmarssizd=itbopan Kortisel (Schulkimd) Vamstez [ vomn 2403 200%; Saite 111
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5) Infoblatt fur Kinder

UMIYERS TAT
REGEMSBURG

KLINIKUM

Kbsiosr der Lrenrsiet Regermtug
Q3042 Rty

Poliklinik fir Kieferorthopadie

Prof. Dr. Dieter Mokig
Direktor

Hasssydresss:
Kinikum cer Universihat Regensourg
Franz-Jdoset-Staui-Ales 11

53053 Regensburg
OFNN: RV Linle &

Unser Zeichen Telsfon Telefax Datum
mil'sas 094 1/844-8085 0941/244-8160 24.03.05

Studieninformation fiir Schulkinder

Dumaler Kortisol-Bhythmus im Speichel gesumder Schulkmder

D wurdest gefragt, ob Du an einer wissenschaftlichen Studie teilnehmen méchtest. Alles wird
auf den folgenden Serten sorgfaltig erklart.

Wer sind wir?

Wir, das sind Frau Chnistina Tzortzi, Zahndrztin am Universitatsklimkum Regensburg, und Prof.
Dr. MiiBig, Direktor der Poliklimk fiir Kieferorthopidie am Universititsklinikum Regenshurg.
Wornm geht es eigentlich?

In Deinem Speichel gibt es 2in natiirliches Hormeon, das Kortisol. Dieses ist im Laufe eines
Tages in sehr unterschiedlichen Mengen nachweishar. Dieses | Aufund Ab™ machten wir mit
Dreiner Hilfe bestimmen.

Was hast Du zu tun?

Dy bekomunst eine Anzahl von Probengefilfen mut. An emem Wochenende oder in den

Schulferien bitten wir Dich, nach dem Aufstehen bis zum Schlafen gehen zu bestimunten Zeiten
m i solches Gefah zu spucken. Das Hormon wird dann in unserem Labor gemessen.

Auniklsmunghogee Keortizal {Sckulkind)
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Ist die Untersuchung schmerzhaft oder kann sonst irgend etwas dabei passieren?

Wir haben es Demen Eltern bereits erklirt: Die Untersuchung ist nicht schmerzhaft, passieren
kann dabei ebenfalls nichts. Selbstverstindlich kannst Du jederzeit ohne Nachteile
abbrechen.

Wenn Du noch Fragen hast, werden wir sie Dir geme beantworten. Ansonsten bitten wir Dich
mum, zu iiberlegen, ob Du mitmachen michtest oder nicht. Falls Du an unserer Studie teilnehmen
mdchtest, bitten wir Dich mat Deinem Namen zn unterschreiben.

Vielen Dank fiir Deine Aufmerksamkeit!

Regensburg, den ..o Eegensburg, den......oooooeeee
Untersehift Kind Unterschrift Arzt
Anfklsrunghogee Kortisol (Sckelkind) Vasica 2 veen 14 03 2007 Saita 212
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6) Patienten Informationen Uber die Speichelsammlung

Zuriick an den Projektleiter!

Speichel-Sammlun

rotokollbogen

- lbeperiche AkiiliGien, Siren, eic.)

mmittelbar nach dem Aufwachen

20 min nach dem Aufwachen

40 min nach dem Aufwachen

60 min nach dem Aufwachen

80 min nach dem Aunfwachen

100 mm nach dem Auforachen

120 mom nach dem Auforachen

140 mom nach dem Auforachen

L =T - - T R T I - R

160 mm nach dem Aufwrachen

180 mm nach dem Aufwachen

11

4 Stunden nach dem Aufwachen

12

5 Stunden nach dem Aufwachen

13

5 Stunden nach dem Aufwachen

14

7 Stunden nach dem Aufwachen

15

8 Stunden nach dem Aufarachen

16

9 Stunden nach dem Aufarachen

17

10 Stonden nach dem Aufwachen

18

11 Stonden nach dem Aufwachen

15

12 Stonden nach dem Aufwachen

13 Stonden nach dem Aufwachen

Protokoll — Speichelsammlung
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