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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Zahnarztliche Restaurationsmaterialien

1.1.1 Etablierung

In der modernen Zahnheilkunde steht zur Restauration karidser Defekte eine Vielzahl an
Fiillungsmaterialien unterschiedlicher Werkstoffgruppen zur Verfiigung. Bei der Auswahl des
- im konkreten Fall - indizierten Werkstoffes sind neben rein funktionellen Gesichtspunkten
in den vergangenen Jahren zunehmend auch &dsthetische Aspekte in den Vordergrund geriickt
(Vallittu et al. 1996). So kommt es, dass sich das Spektrum an Rekonstruktionsmoglichkeiten
der Zahnhartsubstanz im Laufe der vergangenen Jahre gravierend verdndert hat:
Zahnfiillungen aus Gold sind zur Wiederherstellung der Kaufunktion schon seit iiber 2000
Jahren bekannt (Stahl 1966). Auch Werkstoffe auf Amalgambasis wurden bereits wihrend der
Tang Dynastie in China (618-907 A.D.) fiir Zahnrestaurationen verwendet (Bjorklund 1989).
Hingegen wurden die ersten zahnfarbenen Materialien auf Kunststoffbasis (Bowen 1962;
Bowen 1965) erst vor etwa 20 Jahren kommerziell eingefiihrt und haben sich seitdem
zunehmend in der Fiillungstherapie etabliert.

Bis heute stand selten ein Medizinprodukt oder Arzneimittel so lang anhaltend in der
offentlichen Diskussion wie das Zahnfiillungsmaterial Amalgam (Harhammer 2001). Nach
wie vor herrscht Unstimmigkeit dariiber, ob die Freisetzung von Quecksilber aus
Amalgamzahnfiillungen gesundheitsschiddliche Auswirkungen hat (Roulet 1997). Als
Ergebnis dieser Kontroverse wurde 1997 vom Bundesgesundheitsministerium in
Zusammenarbeit mit dem Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM)
sowie verschiedenen wissenschaftlichen und zahnirztlichen Expertengremien ein
Konsenspapier zu den in der Zahnheilkunde verwendeten Restaurationsmaterialien
herausgegeben (Bundesministerium fiir Gesundheit et al. 1997). In diesem wurden neben dem
Nachweis einer Allergie als Gegenanzeige auch weitere Empfehlungen beziiglich der
Anwendung von Amalgam gegeben, aus denen sich gewisse relative Kontraindikationen im
Sinne eines vorbeugenden Gesundheitsschutzes ableiten lassen (Harhammer 2001). Ferner
wurde in diesem Zusammenhang aber auch darauf hingewiesen, dass die Auswahl des
geeigneten Fiillungsmaterials nach wie vor der alleinigen Kompetenz des behandelnden
Zahnarztes unterliegt.

Zwar stellt Amalgam gegenwirtig vor allem wegen seiner langeren Haltbarkeit sowie seiner
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leichteren Verarbeitbarkeit in vielen Fillen noch immer das iiberlegene Restaurationsmaterial
dar (Roulet 1997). Aufgrund der Indikationseinschrinkungen und der daraus resultierenden
Verunsicherung in der Bevolkerung sowie infolge gestiegener dsthetischer Anspriiche werden
jedoch von den Patienten in letzter Zeit verstiarkt zahnfarbene Werkstoffe fiir Restaurationen
gewiinscht (Heil et al. 1996; Vallittu et al. 1996; Geurtsen 1998; Sarkar 2000). Insbesondere
diese zahnfarbenen Fiillungswerkstoffe haben deshalb innerhalb der vergangenen Jahre eine
stetige Weiterentwicklung erfahren (Peutzfeld 1997) und das Spektrum ihrer

Anwendungsmoglichkeiten hat sich laufend erweitert.

1.1.2 Einteilung

Man unterscheidet heute bei dentalen Fiillungsmaterialien zwischen direkten und indirekten
Materialien (Hickel 1998a). Wihrend die direkten Materialien plastisch verarbeitbar sind und
somit unmittelbar als Fiillung appliziert werden konnen, miissen so genannte indirekte
Materialien (z.B. Inlays, Kronen) erst auBerhalb des Mundraumes gestaltet werden. Weiterhin
konnen die zahnfarbenen direkten Materialien nach der stattfindenden Abbindereaktion, d.h.
nach ihrem Aushirtevorgang, unterteilt werden. Dabei wird zwischen so genannten
Glasionomerzementen (GIZ) und  Kompositen unterschieden. @ Wéhrend  die
Glasionomerzemente iiber eine Saure-Base-Reaktion und unter Wasserfreisetzung hérten,
findet die lichtinduzierte Polymerisation der Komposite ohne Wasserabspaltung statt. Da die
Fiillungsglasionomerzemente im Vergleich zu Kompositen eine schlechtere Biegefestigkeit
aufweisen, wird heute den Kompositen in der Fiillungstherapie groftenteils der Vorzug

gegeben (Reichl 2003).

1.1.3 Komposite

Komposite sind Kunststoffe, die aus einer organischen Matrix mit -eingebetteten
anorganischen Fiillmaterialien bestehen (Eick et al. 2002). Als Monomere fiir die Bildung der
Kunststoffpolymermatrix werden {iiberwiegend Mono- und Di-Methacrylate eingesetzt
(Peutzfeld 1997). Diese kann man je nach ihrer Zusammensetzung in schwere Basismono-
mere, wie z.B. Bisphenol-A-(di)glycidylmethacrylat (BisGMA) oder Urethandimethacrylat
(UDMA), und leichte Komonomere, z.B. Triethylenglycoldimethacrylat (TEGDMA) oder
2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA), unterteilen. Als weitere organische Bestandteile

miissen den Kompositen aulerdem Photoinitiatoren oder thermische Initiatoren beigefiigt
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werden, deren Funktion darin besteht, die freie radikalische Polymerisation der Methacrylate
in Gang zu setzen (Buonocore 1970; Eick et al. 2002). Als anorganische Fiillmaterialien
konnen einerseits fein gemahlene Quarze mit einer Partikelgrofle groer 1 um dienen, die man
auch als Makrofiiller bezeichnet. Andererseits konnen aber auch pyrogene
Siliziumdioxidpartikel mit einer Partikelgrole von kleiner als 0,1 um als so genannte
Mikrofiiller verwendet werden. Fiir zahnérztliche Restaurationen werden heutzutage in erster
Linie so genannte Hybridkomposite eingesetzt (Ernst et al. 2003), die eine Kombination aus
Makro- und Mikrofiillern beinhalten. Die Verbindung der beiden Phasen von Kompositen
wird durch die Beimengung eines Haftvermittlers erzielt. Hierzu wird bifunktionelles Silan
verwendet, welches als Kopplungsagens die Bindung der anorganischen Fiillkorper an die
organische Matrix ermoglicht (Debnath et al. 2003).

Die Komonomere TEGDMA und HEMA (s. Abb. 1) werden in dentalen Kompositen hiufig
als Diluenten eingesetzt, um die Verarbeitbarkeit der Kunststoffe durch Herabsetzung ihrer
Viskositidt zu verbessern (Vankerckhoven et al. 1982; Kehe et al. 2001). Ihre Verwendung in
der Zahnheilkunde ist jedoch nicht nur auf diese Funktion als Verdiinner in derartigen
Fiillungswerkstoffen beschrinkt. Auch in Dentinadhisiven, kunststoffthaltigen Zementen,
Klebstoffen fiir Inlays, Kronen, Veneers, orthodontische Briicken und Keramiken sowie in
Unterfiillungen fiir Amalgam- und Goldfiillungen und als Fissurenversiegler kommen die

beiden Komonomere TEGDMA und HEMA héufig zum FEinsatz (Reichl 2003).

0 0
HSCW)J\O/\/\ o O O O/Y\o)k(cm
OH OH |

Bis-GMA

(o]
H,C (0]
(o) CH,
3
(o]

TEGDMA

Hsc\ﬂ/o\o/\/OH

HEMA

Abbildung 1: Strukturformeln des Basismonomers Bisphenol-A-(di)glycidylmethacrylat
(Bis-GMA; so genanntes ,,Bowen-Monomer*“) sowie der beiden Komonomere
Triethylenglykoldimethacrylat (TEGDMA) und 2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) .
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1.14 Freisetzung von Komponenten und Metabolismus

Die lichtinduzierte Polymerisation von Restaurationsmaterialien auf Methacrylsdurebasis lauft
in Abhingigkeit verschiedener Einflussfaktoren (z.B. Lichtintensitdt und -qualitit,
Schichtdicke, Fiillstoffgehalt, verwendete Photoinitiatoren) hiufig nur unvollstindig ab (Park
et al. 1999; Halvorson et al. 2003; Janke et al. 2003; Kauppi et al. 2003; Le Bell et al. 2003;
Lovell et al. 2003). Bei der Umwandlung der Monomere in die Polymermatrix kénnen
deshalb in unterschiedlichem Umfang groe Mengen an unvernetzten Matrixbestandteilen
entstehen (Ferracane et al. 1984). Insbesondere die anschlieBende Freisetzung dieser so
genannten Restmonomere erweist sich bei der Anwendung der dentalen Kunststoffe als
problematisch. So konnen die hier untersuchten Komonomere TEGDMA und HEMA bereits
innerhalb der ersten 24 Stunden nach Ablauf der Polymerisationsreaktion aus
Kunststoffrestaurationen in Konzentrationen im Mikrogramm-Bereich freigesetzt werden
(Hume et al. 1996; Geurtsen 1998; Geurtsen 2000; Issa et al. 2004).

Unvernetzte Monomere konnen jedoch nicht nur in der initialen Phase nach Ablauf des
Polymerisationsprozesses aufgrund mangelnder Monomer-Konversionsraten in hohen
Konzentrationen auftreten (Lonnroth et al. 1997; Geurtsen 2000). Auch nach dem Legen einer
Kunststofffiillung konnen solche Restmonomere erst sukzessive mit dem Speichel aus der
Polymermatrix ausgewaschen werden (Lee et al. 1998; Geurtsen 2000), zumal mit
zunehmender Tragedauer auch durch Abrasion (= Abrieb durch zwischengelagerte Partikel
aus Nahrung und Umwelt) und Erosion (= flachiger Substanzverlust, hervorgerufen durch
iber ldngere Zeit wiederkehrende exogene Sidureeinwirkung) laufend weitere Bestandteile aus
den Kunststoffrestaurationen in die Mundhohle freigesetzt werden (Ferracane 1994; Sarkar
2000; Ortengren et al. 2001).

Somit konnen die aus zahnirztlichen Restaurationsmaterialien stindig frei werdenden
Komponenten nach ihrer Freisetzung verschluckt und im Darm resorbiert werden (Reichl et
al. 2001a; Reichl et al. 2001b; Reichl et al. 2002b). Die Komonomere TEGDMA und HEMA
konnen zudem innerhalb von wenigen Stunden bis Tagen durch das Dentin in die Pulpahohle
diffundieren, wo sie auch Anschluss an den systemischen Kreislauf erhalten (Gerzina et al.
1995; Hume et al. 1996). Ferner stellt auch die inhalative Aufnahme von Mikropartikeln
(Lonnroth et al. 1997) beim Legen der Fiillung und ihre anschlieBende Resorption im
Lungengewebe eine weitere mogliche Aufnahmequelle dar. In diesem Zusammenhang haben
Studien gezeigt, dass selbst die Verwendung protektiver Handschuhe und Gesichtsmasken

zahnirztliches Personal nur bedingt vor der intensiven Exposition bei der Verarbeitung
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komonomerhaltiger Restaurationsmaterialien schiitzen kann (Lonnroth et al. 1998;
Andreasson et al. 2003; Nakamura et al. 2003).

Bisher haben sich Untersuchungen zur Degradation dentaler Restaurationsmaterialien
vorwiegend auf den Verlust ihrer mechanischen Funktion oder physikalischen Struktur
konzentriert (Santerre et al. 2001). Als weiterer Schwerpunkt stand aullerdem lange Zeit die
Freisetzung unvernetzter Restmonomere im Zentrum des Forschungsinteresses. Erst seit
Beginn der neunziger Jahre wurde auch der enzymkatalysierte Abbau der Monomere in
Uberlegungen beziiglich der Entstehung toxischer Effekte miteinbezogen. Aus Kompositen
freigesetzte Komonomere konnen bereits in der Mundhohle durch diverse Speichelenzyme
(z.B. Pseudocholinesterase und Cholesterinesterase) gespalten werden (Santerre et al. 2001;
Jaffer et al. 2002). Die am Abbau beteiligten Enzyme stammen dabei vorwiegend von oralen
Mikroorganismen, Speicheldriisen, gingivaler Fliissigkeit, polymorphkernigen Leukozyten,
Epithelzellen sowie Nahrungsbestandteilen (Chauncey 1961). Dariiber hinaus konnen noch
weitere Enzymaktivititen (z.B. durch Bakterienakkumulation) bei zusétzlich in der
Mundhohle stattfindenden Entziindungsreaktionen (z.B. Periodontitis) frei werden (Nakamura
et al. 1983). Insgesamt variiert der auf dentale Restaurationsmaterialien einwirkende
enzymatische Angriff also tempordr sowohl in seinem Ausmall als auch in seiner
individuellen Zusammensetzung.

Auch Komonomere, die iiber die oben beschriebenen Mechanismen in die systemische
Blutzirkulation gelangt sind, konnen im Organismus weiter verstoffwechselt werden (Reichl
et al. 2002a). Von einer multilokuldren Degradation dieser Komponenten durch die Aktivitit
verschiedenster im Korper vorliegender Enzyme ist deshalb auszugehen (Yourtee et al. 2001).
Angesichts dieser Erkenntnisse war in der Vergangenheit schon haufiger auf die
Notwendigkeit hingewiesen worden, die - beim Abbau der Kunststoffmaterialien
entstehenden - Stoffwechselprodukte in toxikologische Untersuchungen miteinzubeziehen
(Bean et al. 1994). Im Zuge solcher Forderungen wurde der Metabolismus von radioaktiv
markiertem "“C-TEGDMA und "“C-HEMA bei in-vivo-Versuchen am Meerschweinchen
genauer untersucht (Durner 2000). Fiir die Verstoffwechselung der beiden untersuchten
Komonomere wurde dabei folgender - in Abbildung 2 dargestellter - Abbauweg im

Organismus angenommen:
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Schritt 1
O .
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Abbildung 2: Abbau von “C-TEGDMA bzw. “C-HEMA durch oxidative Spaltung der
Doppelbindung nach Durner (2000). (* = 4C-markiert; (15) = Pyruvat-Dehydrogenase,
EC 1.24.1).
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Der Metabolisierung von TEGDMA und HEMA geht demnach zunichst eine Esterspaltung
mittels unspezifischer Esterasen voraus (Munksgaard et al. 1990; Durner 2000). Im zweiten
Schritt wird durch die oxidative Spaltung der C-C—Doppelbindung der entstehenden
"C-Methacrylsiure ein intermedidires Epoxid gebildet, das im weiteren Verlauf zu
"C-Pyruvat und Formaldehyd umgewandelt wird. In dem vorgeschlagenen dritten
Reaktionsschritt wird '*C-Pyruvat schlieBlich unter Abspaltung von '*C-Kohlendioxid zu
Acetyl-CoA decarboxyliert und in den Zitronensdurezyklus eingeschleust (s. Abb. 2).

Von besonderer Bedeutung bei dem beschriebenen Abbauweg ist, dass die bei der
Verstoffwechselung des Komonomers TEGDMA entstehenden toxischen Intermediate
aufgrund ihrer molaren Verhiltnisse zusitzlich einem kumulativen Effekt unterliegen
konnten, indem aus nur einem TEGDMA-Molekiill zwei Molekiille Methacrylsdure bzw.
toxisches Epoxid generiert werden konnen.

Generell stellt die Epoxidierung im Organismus einen der wichtigsten metabolischen Schritte
dar, welcher in der Entstehung potentieller toxischer Effekte miinden kann. Epoxide sind
chemisch instabile Verbindungen, von denen man weil}, dass sie kovalent an Nukleinsiduren
und Gewebeproteine binden konnen (Yamamoto et al. 2002). Auch die fiir die
Verstoffwechselung der Komonomere postulierten Epoxide sind daher vermutlich als toxisch
einzustufen. Uber die Toxizitit der moglicherweise beim Abbau von TEGDMA und HEMA
intermedidr gebildeten 2,3-Epoxy-methacrylsdure bzw. 2,3-Epidioxy-methacrylsidure liegen
bisher noch keine Daten vor.

Zusitzlich ist bekannt, dass 16sliche und mikrosomale Epoxidhydrolasen in der Lage sind,
zytotoxische und mutagene Epoxide als Teil des Detoxifikationsprozesses in eukaryotischen
Zellen zu ihren korrespondierenden Dihydrodiolen zu hydrolysieren (Wistuba 1986). In
Analogie zu Toxizitdtsstudien, in denen auch fiir diese Diole toxische Eigenschaften
nachgewiesen werden konnten (Moran et al. 1997; Nesnow et al. 2002), wurde auch das
entsprechende Dihydrodiol 2,3-Dihydroxy-methacrylsdure, welches moglicherweise bei
Abreaktion des Epoxids im physiologischen Milieu entsteht (Mitchell et al. 2002), in die

Untersuchungen miteinbezogen.

1.1.5 Biokompatibilitit

Allgemein werden zahnirztliche Restaurationsmaterialien, da sie iiber ldngere Zeit als
Fremdkorper im Korper verbleiben, gemid3 den Richtlinien 93/42/EWG des Rates der

Europdischen Gemeinschaften vom 14. Juni 1993 als Medizinprodukte der Klasse Ila
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eingestuft. Als solche unterliegen sie seit dem 14.06.1998 ausschlieBlich dem europidischen
und deutschen Medizinprodukterecht. Dieses besagt, dass die entsprechenden Produkte vor
ihrem Inverkehrbringen auf die Erfiillung gewisser grundlegender Anforderungen gepriift und
zertifiziert werden miissen. Die Einhaltung dieser Kriterien liegt in der Verantwortlichkeit der
Hersteller sowie spezieller Priifstellen, welche von den zustindigen Behorden benannt und
iiberwacht werden. Die Erfassung und Bewertung der Risiken bei der Anwendung solcher
Produkte obliegt dem BfArM.

Sowohl Einsatzmoglichkeiten als auch Einsatzdauer von dentalen Restaurationsmaterialien
hingen neben ihren physikalisch—chemischen Eigenschaften im Wesentlichen von ihrer
biologischen Vertriglichkeit - ihrer so genannten Biokompatibilitét - ab. Prinzipiell kann die
Biovertriglichkeit eines Stoffes in verschiedene Komplexe unterteilt werden. Dazu gehoren
die Allergenitit (Auslosung von allergischen Reaktionen), Toxizitdt (Giftigkeit), Mutagenitit
(Induktion von Verdnderungen im genetischen Material von Zellen) und Onkogenitit
(Erzeugung von Tumoren) der zu untersuchenden Substanzen (Heintzenberg 2002).

Die gemill Medizinproduktegesetz durchzufithrenden Biokompatibilititspriifungen stellen
vorklinische Priifungen dar, die nach genau festgelegten Normen durchgefiihrt werden.
Dentale Restaurationsmaterialien miissen laut Vorschrift auf ihre Konformitit mit den
Normen ISO 10993 (Direkt-Kontakt-Test), EN 30993 und DIN EN ISO 7405:1997 untersucht
werden. Damit ein neuer Werkstoff in den Verkehr gebracht werden darf, mufl er zwar
beziiglich seiner Eignung bewertet, jedoch nicht notwendigerweise klinisch getestet werden
(Hickel 1998b). Inwieweit iiberdies Differenzen zwischen den Deutungen derartiger Tests und
der tatsdchlichen Vertriglichkeit bestehen, ist umstritten, nachdem in solchen Testsystemen
keine Abbauprodukte der Materialien, wie sie durch Enzymkontakt entstehen konnen,
beriicksichtigt werden (Bean et al. 1994; Wataha et al. 2001). Durch das CE-Kennzeichen auf
einem Produkt wird also lediglich bestitigt, dass die grundlegenden Anforderungen nach den
Vorgaben des Medizinproduktegesetzes erfiillt sind und dass ein Konformititsverfahren fiir
das Produkt durchlaufen ist. Ferner muf3 beachtet werden, dass die Vertraglichkeit solcher
Materialien nicht allein von ihren Eigenschaften, sondern auch von der individuellen
Reaktionsbereitschaft des Patienten abhédngig ist. Eine sichere Voraussage iiber ihre
Vertriglichkeit ist deshalb selbst bei untersuchten Stoffen nie méglich und es bleibt stets ein
unbekanntes individuelles Restrisiko zuriick, das durch keine Voruntersuchung
ausgeschlossen werden kann (Heintzenberg 2002).

Nachdem in den letzten Jahrzehnten bei zahnérztlichen Werkstoffen auf Kunststoffbasis in

erster Linie physikalische Eigenschaften wie Bruch- und Biegefestigkeit, Abrasionsverhalten
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oder Farbstabilitidt im Mittelpunkt der Forschung standen, wird gegenwirtig auch die Frage
ihrer Biokompatibilitidt vermehrt untersucht. Ganz im Gegensatz zu Amalgamfiillungen, die
bis Anfang der neunziger Jahre {iberwiegend eingesetzt wurden, ist bei den
Fiillungsmaterialien aus Kunststoff das Mall wissenschaftlicher Erkenntnisse beziiglich ihrer
Biovertriglichkeit noch vergleichsweise gering (Geurtsen 1998; Schmalz 1998). Aus diesem
Grund sind die Dentalpolymere innerhalb der vergangenen Jahre zunehmend ins Blickfeld der
Wissenschaft geriickt (Schedle et al. 1998).

In zahlreichen Veroffentlichungen wurden immer wieder Fille beschrieben, in denen bei
zahnarztlichem Personal nach Kontakt mit den verschiedenen Inhaltsstoffen von Kompositen
Dermatiden, Konjunktividen sowie gastrointestinale Beschwerden aufgetreten waren (Mathias
et al. 1979; Lonnroth et al. 1997). Ebenso wurde im Zuge der steigenden Anzahl an Studien,
die sich seither mit moglichen gesundheitsschiddlichen Auswirkungen dieser Stoffgruppe
befassen, wiederholt auf die zytotoxische Wirkung verschiedener Inhaltsstoffe hingewiesen
(Yoshii 1997; Schedle et al. 1998). Vor allem die beiden Komonomere TEGDMA und
HEMA, welche aus Kompositen und Dentinadhésiven bereits innerhalb weniger Stunden
nach der Polymerisation in Mikrogramm-Konzentrationen freigesetzt werden, gehoren zu den
am haufigsten mit negativen lokalen und systemischen Effekten assoziierten Bestandteilen
(Geurtsen 2000; Issa et al. 2004). Aus diesem Grund wurden in der Vergangenheit bereits
wiederholt intensivere Toxizitétsstudien fiir diese Kompositkomponenten gefordert (Geurtsen
et al. 1997). Die Komonomere TEGDMA und HEMA wurden deshalb in der vorliegenden

Arbeit ndher auf ihre Zytotoxizitidt und ihr entziindungsforderndes Potential untersucht.

1.2 Vergleichssubstanz 2,2’-Dichlordiethylsulfid

Um Aussagen iiber die in-vitro-Toxizitdt von dentalen Restaurationsmaterialien treffen zu
konnen, miissen die gewonnenen Untersuchungsergebnisse zunidchst anhand geeigneter
Vergleichssubstanzen eingeordnet und bewertet werden. In verschiedenen Studien wurden fiir
TEGDMA und HEMA neben ihren zellschdadigenden Effekten auch mehrfach
entziindungsfordernde Eigenschaften postuliert (Schmalz et al. 2000). Uberdies macht die
mogliche Entstehung von hochreaktiven Metaboliten (z.B. Epoxiden) beim Abbau der
Komonomere auch ein Auftreten DNA-schidigender Effekte denkbar (Nuhn 1993; Reichl et
al. 2002a). Aus diesem Grund wurde als positives Referenzmaterial fiir die durchzufiihrenden
Zytokinstudien eine Substanz ausgewihlt, welche bei Testung eine reproduzierbare

zytotoxische und proinflammatorische Reaktion erzeugt.
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Das in Abbildung 3 dargestellte 2,2’-Dichlordiethylsulfid (Schwefellost) stellt den Prototypen
einer erbgutschidigenden und entziindungsfordernden Substanz dar. Schwefellost ist ein
Alkylanz und gehort zur Gruppe der Lostverbindungen. Fiir dieses Agens sind DNA-
schidigende Effekte und die Induktion proinflammatorischer Zytokine in der Literatur sicher

beschrieben worden (Arroyo et al. 1999; Arroyo et al. 2000; Arroyo et al. 2001).

__CH,—CH,—Cl

\CHZ—CHZ—CI

S

Abbildung 3: Chemische Struktur von 2,2’-Dichlordiethylsulfid (Schwefellost).

Loste sind Verbindungen mit ausgepriagten lokal schiadigenden Eigenschaften und von hoher
systemischer Toxizitdt. Letztere beruht auf der Bildung eines hochreaktiven und stark
elektrophilen Carbeniumions mit hoher Affinitidt zu verschiedenen nukleophilen Zentren, wie
Amino-, Sulfhydryl-, Hydroxyl-, Carboxyl-, Phosphat- und Imidazolgruppen. Durch
kovalente Bindung oder Alkylierung konnen Loste mit den genannten Gruppen interagieren
und dadurch die Funktion zahlreicher Molekiile des Organismus, wie Proteine, Enzyme und
Aminosduren empfindlich stéren. Nach Aufnahme iiber Augen und Haut sowie oral oder
inhalatorisch  entfaltet Schwefellost seine schidigende Wirkung vorwiegend an
Wechselgeweben mit hoher Zellteilungsrate. Ahnlich wie die beim Abbau der Komonomere
moglicherweise entstehenden intermedidren Epoxide reagiert S-Lost mit der DNA
vorwiegend am Stickstoff (N7) des Guanins. Dadurch kommt es zu Doppelstrangbriichen und
Fehlpaarungen, die fiir die mutagenen und teratogenen Effekte von 2,2’-Dichlordiethylsulfid
verantwortlich gemacht werden. Aufgrund der Reagibilitit beider Chlorethylgruppen kann es
dabei mitunter auch zur Quervernetzung zweier DNA-Stringe - der so genannten

,bifunktionalen Alkylierung* - kommen (Dacre et al. 1996; Lindsay et al. 1997).

1.3 Pifithrin-a

Mehrere Studien aus der Vergangenheit belegen, dass nach Exposition mit Komonomeren bei
verschiedenen in-vitro-Zellkulturen sowohl antiproliferative als auch zytotoxische Effekte
auftreten konnen (Kehe et al. 2001; Issa et al. 2004). Uber die genauen Mechanismen, welche

zur Induktion solcher Zellschidden fiihren, ist hingegen noch relativ wenig bekannt. Kiirzlich
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wurde nachgewiesen, dass das Komonomer TEGDMA bei primidren humanen
Gingivafibroblasten (Janke et al. 2003) und AS549-Zellen (Bahnemann et al. 2002b)
konzentrations- und zeitabhiingig zum so genannten programmierten Zelltod (Apoptose)
fiihrt. In weiteren Studien wurde beobachtet, dass die Apoptoserate bei Pulpazellen in Kontakt
mit Dentinadhidsiven vom Polymerisationsgrad der Materialien abhédngt (Mantellini et al.
2003). Welche Regulatoren an der Ubermittlung dieser zytotoxischen Effekte beteiligt sind,
bleibt nach wie vor ungeklirt. Durch die gezielte Blockade eines wichtigen Regulationsweges
beim programmierten Zelltod sollten deshalb Erkenntnisse iiber die an der Zytotoxizitéit der
Komonomere beteiligten Mechanismen gewonnen werden.

In der Tumortherapie wurde im Jahre 1999 erstmals die chemische Verbindung 2-(2-Imino-
4,5,6,7-tetrahydrobenzothiazol-3-yl)-1-p-tolylethanon (Pifithrin-a) eingesetzt, nachdem sich
herausgestellt hat, dass es mit Hilfe dieser Substanz gelingt, einen bedeutenden Kontrollpunkt
bei der Unterdriickung von abnormalem Zellwachstum - namlich das Tumorsuppressorgen
pS3 - tempordr zu blockieren (Komarov et al. 1999). Als Signaltransduktor nach
Zellschidigungen kommen dem Tumorsuppressor insbesondere zwei wichtige Funktionen zu:
Nach einer Schidigung der Zell-DNA wird einerseits iiber die Aktivierung des p53-Gens
sichergestellt, dass die geschiddigten Zellen nicht in ihrem Zellzyklus fortschreiten konnen.
Durch den Zyklusarrest konnen dann verschiedene DNA-Reparaturmechanismen stattfinden,
so dass eine Replikation des geschidigten Genoms unterbunden wird. Andererseits kann
durch den aktivierten Tumorsuppressor bei irreparablen Schidigungen der Zelle aber auch ihr
Untergang via Apoptose induziert werden (Komarova et al. 2001).

Mit Hilfe dieser Schutzfunktionen des Tumorsuppressors p53 wird also sowohl die
Weitergabe verdnderter genetischer Information von einer Zellgeneration auf die
nachfolgende verhindert als auch die Ausmerzung sublethal geschidigter Zellen durch
Induktion des programmierten Zelltods forciert (Komarov et al. 1999). In den durchgefiihrten
Versuchen wurde Pifithrin-o somit als synthetischer Antagonist von p53 eingesetzt, um eine
etwaige Beteiligung dieses Signaltransduktors an der Vermittlung zellschidigender Effekte

von Komonomeren aufzukliren.

1.4 Zytokine

Im Rahmen vergangener Studien wurden fiir verschiedene Inhaltsstoffe aus dentalen
Restaurationsmaterialien bereits hédufiger proinflammatorische Eigenschaften postuliert

(Hansasuta et al. 1993; Costa et al. 1999). Bei der Beurteilung der Biokompatibilitidt von
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Dentalmaterialien kann daher insbesondere die Induktion bzw. Regulationsinderung von
Entziindungsmediatoren wertvolle Hinweise auf beginnende zytotoxische Vorginge liefern
(Schmalz et al. 1998; Schmalz et al. 2001). Besonders im frithen Stadium nach Exposition
beziehungsweise nach Anwendung sublethaler Konzentrationen sind Sekretion und
Expression solcher Biomarker als Indikatoren latenter Zellschiden von hoher Relevanz. In der
vorliegenden Arbeit wurden deshalb Regulationsvorginge ausgewdhlter inflammatorischer
Zytokine nach einer Zell-Exposition mit dem Komonomer TEGDMA genauer untersucht.
Zytokine sind kleine, niedermolekulare Proteine/Glykoproteine, die als Botenstoffe eines
dynamischen Zellkommunikationsnetzwerkes fungieren. Im Organismus kommen sie
vorwiegend transient vor und sind dementsprechend schon in extrem niedrigen
Konzentrationen im Nano- bis Pikogrammbereich biologisch wirksam. Die meisten Zytokine
werden als wasserlosliche Molekiile sezerniert, wobei auch membranverankerte
beziehungsweise an die extrazellulire Matrix gebundene Formen existieren. In ihrer
Eigenschaft als pleiotrope (d.h. multifunktionale) Mediatoren werden sie von einer Vielzahl
verschiedener Zellen produziert und konnen iiber spezifische Oberfldchenrezeptoren ihrer
jeweiligen Zielzellen unterschiedliche Wirkungen vermitteln (Walsh et al. 2000). Neben
autokrinen, d.h. auf die produzierende Zelle selbst wirkenden Effekten, konnen Zytokine auch
parakrine (= auf die Nachbarzellen gerichtete) sowie endokrine (= systemische) regulatorische
Funktionen erfiillen. Innerhalb ihres kreuzregulatorischen Netzwerks konnen diese
Botenstoffe zudem sowohl synergistische als auch antagonistische Wirkungen entfalten.
Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei zahlreichen physiologischen, aber auch
pathologischen Prozessen, zu denen beispielsweise die Immunantwort,
Entziindungsreaktionen, die Wiederherstellung von Geweben, die Angiogenese sowie
neoplastische Entartungen von Zellen gehoren. Ein Ungleichgewicht der Zytokinproduktion
und -interaktion ist deshalb an der Entstehung vieler pathologischer Prozesse maligeblich
beteiligt (Kondo et al. 2000).

Die Gruppe der Zytokine umfasst zahlreiche Vertreter, darunter Interleukine, Interferone,
Chemokine und andere (Vilcek 1998). Im Nachfolgenden sind die - zur Bewertung
proinflammatorischer Effekte der Komonomere ausgewihlten - Entziindungsmarker IL-6,
IL-8 und TGF-B1 kurz beziiglich ihrer Funktion ndher beschrieben. Bei fritheren
Untersuchungen zu entziindungsfordernden Eigenschaften von Inhaltsstoffen aus dentalen
Restaurationsmaterialien wurde insbesondere diesen Zytokinen gro3e Bedeutung beigemessen

(Schmalz et al. 1998).
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14.1 Interleukin 6

Interleukin 6 (IL-6) ist ein multifunktionales Zytokin, welches sowohl von T- und B-
Lymphozyten als auch nicht-lymphatischen Zellen (wie Monozyten, Fibroblasten,
Endothelzellen, Makrophagen, Granulozyten, glatten Muskelzellen, Chondrozyten,
Osteoblasten, Mastzellen, Gliazellen und Keratinozyten) nach Stimulation sezerniert wird.
Weil IL-6 unter anderem die finale Reifung von B-Zellen zu Immunglobulin-sezernierenden
Plasmazellen bewirkt, wird es oft auch ,,B-Zell-Differenzierungsfaktor* genannt (Ishihara et
al. 2002).

Zu weiteren wichtigen biologischen Aktivititen dieses Zytokins zédhlen die Aktivierung von
T-Zellen mittels IL-2-Rezeptorsynthese, die Induktion der Synthese von Akute-Phase-
Proteinen in Hepatozyten gemeinsam mit IL-1 und TNF-a, synergistische Effekte mit IL-3 im
frithen Stadium der Himato- und Thrombopoese sowie die Induktion des Wachstums und der
Proliferation von Keratinozyten, Plasmozytomen, Myelomen und Hybridomen (Hirano 1998).
Bei der Immunabwehr spielt IL-6 somit eine entscheidende Rolle. Infolgedessen wird die
Dysregulation seiner Expression hdufig mit der Pathogenese zahlreicher Krankheiten, wie
z.B. verschiedener Autoimmunerkrankungen und chronisch-inflammatorischer Prozesse, in
Verbindung gebracht (Hirano 1998; Schmalz et al. 2000). Auch als Parameter zur
Evaluierung der biologischen Aktivitit von dentalen Restaurationsmaterialien ist IL-6
besonders in subtoxischen Konzentrationen geeignet (Schmalz et al. 1998; Schmalz et al.

2000).

1.4.2 Interleukin 8

Interleukin 8 (IL-8) gehort zu einer neuen Klasse von Zytokinen, welche {ibergeordnet auch
als Chemokine bezeichnet werden. Diese Gruppe verdankt ihren Namen der ausgeprigten
Fihigkeit migratorische Immunzellen anzulocken. Bei IL-8 handelt es sich ebenfalls um ein
inflammatorisches Zytokin, welches nach endo- oder exogener Stimulation von vielen
Zelltypen (u.a. Monozyten, Lymphozyten, Granulozyten, Fibroblasten, Endothelzellen,
Bronchialepithelzellen, Keratinozyten, Hepatozyten, Mesangialzellen und Chondrozyten)
produziert wird. Bei einigen Tumorzelllinien konnte iiberdies auch eine Kkonstitutive
Ausschiittung von IL-8 nachgewiesen werden (Mizuno et al. 1994).

Beziiglich seiner Fahigkeit, spezifisch neutrophile Granulozyten zu aktivieren, unterscheidet
sich IL-8 von allen anderen Zytokinen und wird deshalb oft als ,,Neutrophile aktivierender

Faktor* bezeichnet. Nach ihrer Anheftung an das Endothel (Adhision) ist IL-8 maBgeblich
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am Austreten dieser Entziindungszellen in geschidigtes Gewebe (Extravasation) beteiligt.
Durch Migration gelangen die aktivierten Granulozyten daraufhin entlang eines chemischen
Gradienten in das Entziindungsgebiet (,,Chemotaxis*) und konnen dort mittels Freisetzung
verschiedener Enzyme (,,Degranulation®) und unter Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen
(,,respiratory burst*) ihre Aufgabe in der Immunabwehr wahrnehmen (Losch et al. 2000).

Auch IL-8 kann daher als ein wichtiger Marker entziindlicher Prozesse angesehen werden
(Konig et al. 1999). Dariiberhinaus wird dieses Zytokin héufig mit der Entstehung
verschiedener Lungenkrankheiten assoziiert. Durch seine Wirkung als potenter
angiogenetischer Faktor kommt ihm zudem auch eine entscheidende Bedeutung bei Prozessen
wie der Wundheilung und Tumorentstehung zu (Wuyts et al. 1998; Schmalz et al. 2000).
Auch im Zusammenhang mit proinflammatorischen Reaktionen nach Exposition mit
Bestandteilen aus dentalen Restaurationsmaterialien wurde schon eine gesteigerte Synthese

von IL-8 beobachtet (Schmalz et al. 2000).

143 Transforming Growth Factor-p1

Die multifunktionale Familie der TGF-B-Mediatoren setzt sich aus drei strukturell und
funktionell eng verwandten Isoformen zusammen, von denen der Transforming Growth
Factor-f1 (TGF-B1) die privalente Form darstellt (Khalil et al. 1996). Allen Isotypen ist
gemeinsam, dass sie als Vorldufer in latenten inaktiven Komplexen sezerniert und erst bei
Bedarf zu aktiven Homodimeren gespalten werden. Neben einem kleineren Komplex,
bestehend aus einem TGF-f-Dimer und dem nicht-kovalent gebundenen ,,Latency associated
Peptide* (LAP), existiert zusétzlich noch ein grolerer an das LAP mittels Disulfidbriicke
gebundener Komplex, der auch als ,Jatent TGF-f binding Protein* (LTBP) bezeichnet wird.
Zweck einer solchen Komplexierung ist einerseits die Stabilisierung des Zytokins, wodurch
unkontrollierte Interaktionen mit Rezeptoren unterbunden werden. Zum anderen wird iiber
diesen Mechanismus auch die Speicherung des TGF-B-Molekiils in seiner inaktiven Form
ermoglicht. Die Depotbildung von latentem Wachstumsfaktor in der extrazelluldaren Matrix
konnte bereits mehrfach nachgewiesen werden (Khalil 1999). Neben der biologischen
Aktivierung durch Proteasen kann die Freisetzung von gebundenem TGF-B1 unter in-vitro-
Bedingungen auch durch Ansduerung erfolgen.

Charakteristischerweise induziert TGF-B1 eine Vielzahl biologischer Aktivititen und ist an
der Regulation zahlreicher physiologischer Prozesse beteiligt. Nachdem der Wachstumsfaktor

nahezu von allen Zellen sezerniert wird und diese entsprechend auf ihrer Oberfliche TGF--
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Rezeptoren exprimieren, ist die biologische Antwort komplex und hidngt stark vom jeweiligen
Zelltyp sowie von den begleitenden physiologischen Bedingungen (Konzentration, Prisenz
anderer Faktoren) ab. Bei einigen Prozessen kann TGF-f1 zudem auch wichtige autokrine
Funktionen erfiillen, da es zur Stimulation seiner eigenen Synthese befédhigt ist.

Aufgrund seiner Kontrollfunktion bei der Zellproliferation und -differenzierung ist TGF-1
unmittelbar an fundamentalen Vorgidngen im Organismus, wie der Organ- und
Gewebsentwicklung, sowie an Prozessen der Immunabwehr und Tumorigenese beteiligt.
Dabei entfaltet der Wachstumsfaktor zumeist bimodale Aktivititen: So kann TGF-1
beispielsweise bei der Zellproliferation mitogen wirken, aber es werden durch den Mediator
in Abhéngigkeit von Zelllinie und -typ auch verschiedene antiproliferative Effekte induziert.
Auch bei der Angiogenese besitzt der Wachstumsfaktor einerseits fordernde und andererseits
hemmende Eigenschaften. Neben wenigen immunstimmulierenden Funktionen, wie z.B. die
Aktivierung von Makrophagen, ist sein Einfluss auf die Immunantwort meist supprimierender
Natur. Dies zeigt sich vor allem in der ausgeprigten Fahigkeit von TGF-B1, die Proliferation
von T- und B-Lymphozyten zu unterbinden und die Sekretion weiterer Zytokine zu
beeinflussen, wodurch deren aktivierende Wirkung bei den Effektorzellen aufgehoben wird
(Derynck et al. 1998).

Durch seine Fahigkeit, die Ablagerung extrazelluldrer Matrixkomponenten zu generieren, ist
TGF-f1 auch hiufig an der Entstehung fibrosierender Prozesse beteiligt. Der
Wachstumsfaktor TGF-B1 gehort damit zu den Hauptkomponenten, welche die korpereigene
Immunabwehr dirigieren und den Wundheilungsprozess nach einer Entziindungsreaktion

steuern (Chen et al. 1999; Wahl 1999; Coker et al. 2001; Chambers et al. 2003).
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1.5

Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Zytotoxizitit und des

proinflammatorischen Potentials von Inhaltsstoffen aus dentalen Restaurationsmaterialien mit

Hilfe verschiedener in-vitro-Verfahren.

1.

Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass die Komonomere TEGDMA und HEMA
bei verschiedenen Zelllinien zeit- und dosisabhingige zytotoxische Effekte
hervorrufen. Hierzu durchgefiihrte Toxizitétstests haben ergeben, dass die Schiadigung
exponierter Zellen stark von der verwendeten Untersuchungszelllinie und dem
jeweiligen Monomertyp abhédngt. Untersucht wurde deshalb:

Der zeitliche zytotoxische Effekt der Komonomere TEGDMA und HEMA auf die

humane Lungentumorzelllinie A549.

Wie bereits aus fritheren Untersuchungen hervorgeht, werden aus dentalen
Restaurationsmaterialien auf Kunststoffbasis laufend unvernetzte Bestandteile mit
dem Speichel eluiert. Diese so genannten Restmonomere konnen daraufthin
verschluckt und im Darm resorbiert werden oder iiber die Diffusion durch das Dentin
in die Blutzirkulation gelangen. Fiir die anschlieBende Verstoffwechselung
freigesetzter Komonomere wurde die Entstehung toxischer Metabolite postuliert.
Untersucht wurde deshalb:

Der Einfluss der Komonomere TEGDMA und HEMA sowie wichtiger - bei ihrem
Abbau entstehender - Metabolite auf die Zellvitalitit von humanen AS549-

Lungentumorzellen.

Bei der Untersuchung zelltoxischer Effekte kann insbesondere die Art induzierter
Zellschidden wichtige Hinweise iiber die Toxizitdt der zu untersuchenden Substanzen
liefern. In-vitro-Versuche an Zellkulturen haben gezeigt, dass das Komonomer
TEGDMA bei exponierten Zellen dosisabhingig Apoptosen induziert. Fiir die
Induktion dieser Form des Zelltods existieren mehrere Signalwege. Das
Tumorsuppressorprotein pS53 stellt einen bedeutenden Signaltransduktor bei der
Apoptose dar. Untersucht wurde deshalb:

Der Einfluss des synthetischen p53-Antagonisten Pifithrin-o auf die zytotoxische
Wirkung der Komonomere TEGDMA und HEMA bei humanen AS549-

Lungentumorzellen.
16



Einleitung

4. Bei in-vitro-Toxizititsstudien konnen die in der frithen postexpositionellen Phase
ablaufenden Regulationsvorginge wichtige Hinweise iiber eine mogliche Induktion
entziindlicher Prozesse durch dentale Restaurationsmaterialien liefern. Nachdem sich
zu diesem frithen Zeitpunkt noch keine zytotoxischen Effekte manifestieren, eignet
sich insbesondere die Untersuchung proinflammatorischer Zytokine dazu, potentielle
entziindliche oder schidigende Vorginge zu detektieren. Untersucht wurde deshalb:
Die Genexpression und Sekretion der inflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8 und
TGF-B1 nach 4-stiindiger Exposition von humanen A549-Lungentumorzellen mit dem
Komonomer TEGDMA bzw. der entziindungsfordernden Referenzsubstanz

2,2’-Dichlordiethylsulfid.
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2. Materialien

2.1 Geréte

Agarosegeldokumentation Fluor-S Multilmager, BioRad (Miinchen)

Agarosegelkammer Mini Sub Cell GT, BioRad (Miinchen)

Autoklav Varioklav, H+P Labortechnik (Oberschleilheim)

Heizriihrgerit KMO Heizriihrer, IKA (Staufen)

Inkubator Inco 2, Memmert (Schwabach)

Lichtmikroskop IM35, Zeiss (Jena)

Mikrotiterplattenlesegerét MRX Revelation, Dynex Technologies (Virginia, USA)

MSI Minishaker IKA (Staufen)

pH-Meter Piccolo ATC pH-Meter, HANNA Instruments (Kehl a.

R.)

Photometer Bio-Photometer, Eppendorf (Hamburg)

Schiittelgerit KS 250 basic, IKA Labortechnik (Staufen)

Spannungsgerit Power Pac 1000, BioRad (Miinchen)

Sterilbank HERA Safe, Heraeus (Osterode)

Thermocycler Mastercycler Gradient, Eppendorf (Hamburg)

Tischschiittler Vortex Genie 2, Scientific Industries (N.Y., USA)

Tischzentrifuge MiniSpin, Eppendorf (Hamburg)

Trockenschrank Heraeus (Miinchen)

Waage BP 1105 Sartorius (Gottingen)

Wasserbad GFL (Burgwedel)

Zentrifuge Megafuge 1.0R, Heraeus (Osterode)

2.2 Chemikalien

Albumin Standard (2 mg/mL) Pierce (Illinois, USA)

2,2’-Dichlordiethylsulfid Institut fiir Pharmakologie und
Toxikologie der Bundeswehr (Miinchen)

2,3-Dihydroxy-2-methyl-propionsdure (Diol) mit freundlicher Unterstiitzung durch
Herrn Dr. M. Seiss zur Verfiigung gestellt

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma (Taufkirchen)
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EDTA
2,3-Epoxy-2-methyl-propionsiure (Epoxid)

Essigsdure

Ethanol absolut, p.A.

Ethidium Bromide Solution (10 mg/mL)
Formaldehyd (37 %)

HEMA

Hepes

KH,PO4

Loading Buffer (5x)
2-Mercaptoethanol
Methacrylsiure

Molecular Ruler

MOPS

NaCl

Na,HPO, (x 2 H,0)

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumhydroxid
Paraformaldehyd

Peq GOLD Universal Agarose
2-(2-Imino-4,5,6,7-terahydobenzo-
thiazol-3-yl)-1-p-tolylethanon (Pifithrin-o)
RNase AWAY®

Salzsdure 37 % rauchend, p.A.
Tag-Polymerase (5 U/uL)
TEGDMA

Triethylenglykol

Tris/Acetic Acid/EDTA Buffer (50x)
Triton X-100

Water, Molecular Biology Grade
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Merck (Darmstadt)
mit freundlicher Unterstiitzung durch
Herrn Dr. M. Seiss zur Verfiigung gestellt
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Promega (Mannheim)
Merck (Darmstadt)
ESPE (Seefeld)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
BioRad (Miinchen)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
BioRad (Miinchen)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
Fluka (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
peQLAB (Erlangen)

Calbiochem (Schwalbach)
Molecular Bio-Products,
Fisher Scientific (Ingolstadt)
Merck (Darmstadt)

Quiagen (Hilden)

ESPE (Seefeld)

Merck (Darmstadt)

BioRad (Miinchen)
Boehringer (Mannheim)

Eppendorf (Hamburg)
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2.3 Reaktionssysteme

Bioplex Protein Array

Cell Proliferation Kit XTT

DC Protein Assay

First strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR
MPCR for Human Inflammatory Cytokine
Genes Set-1

NucleoSpin® RNA II

Quantikine TGF-B1 ELISA

2.4 Zellkulturmedien und —seren

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM)
Fotales Kilberserum (FKS)

Hanks’ gepufferte Salzlosung (HBSS)
Minimum Essential Medium (MEM)
Phosphate Buffered Saline (PBS)

RPMI 1640 Medium

Trypsin-EDTA Solution (1x)

BioRad (Miinchen)
Roche (Mannheim)
BioRad (Miinchen)
Roche (Mannheim)

Maxim-Biotech (California, USA)
Macherey + Nagel (Diiren)

R&D Systems (Wiesbaden-
Nordenstadt)

Gibco (Eggenstein)
Gibco (Eggenstein)
Sigma (Taufkirchen)
Gibco (Eggenstein)
Sigma (Taufkirchen)
Gibco (Eggenstein)

Boehringer (Mannheim)

2.5 Material fiir molekularbiologische Arbeiten

BIOPUR Combitips plus 5 mL, 10 mL
BIOPUR 1,5 mL-Cups

Einmalkiivetten, halbmikro
Einmalkiivetten Uvette

Filtertips 0,1-10 uL, 2-100 pL, 50-1000 uL.
Mikrotiterplatten (96-Well)

Nalgene-Filter Unit 250 mL

Omnifix 50 mL Einmalspritzen
PCR-Tubes, thin walled, 0,5 mL
Pipettenspitzen

Spritzenfilter (0,22 um)
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Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Brand (Wertheim)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Falcon (Heidelberg)
Nunc (Roskilde, Ddnemark)
Braun (Melsungen)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Roth (Karlsruhe)



Materialien

6-Well-Platten
96-Well-Platten
Zellkulturflaschen 75 cmz, 25 cm?

Zentrifugenrohrchen 15 mL, 50 mL

2.6 Puffer und Lésungen

Bradford-Puffer:

MOPS-Puffer (10 x):

1,2 N NaOH / 0,5 M Hepes:

Falcon (Heidelberg)
Falcon (Heidelberg)
Falcon (Heidelberg)
Falcon (Heidelberg)

2,0 g Na,HPO, (x 2 H,O)
0,6 g KH,PO4

7,0 g NaCl

0,2 g NaN;

ad 1000 mL H0p;gest

pH 7.4

41,8 g MOPS

15,62 mL 3M Natriumacetat

— mit Essigsdure pH 5,0

(49,2 g + DEPC-H,0 ad 200 mL)

20 mL 0,5 M EDTA—mit NaOH pH 8,0
(37,2 g + DEPC-H,0 ad 200 mL)
DEPC-H,0 ad 1000 mL

pH 7,2 (NaOH)

4,8 g NaOH Pellets

11,9 ¢ HEPES
ad 100 mL Hy0pigest
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3. Methoden

3.1 Kultur der A549-Zelllinie

AS549-Zellen sind epitheliale Zellen, die einem humanen Lungenkarzinom entstammen und
aufgrund ihrer enzymatischen Ausstattung groBe Ahnlichkeit mit Alveolarepithelzellen vom
Typ II aufweisen (Giard et al. 1973; Lieber et al. 1976). Die Lungentumorzellen wurden stets
unter sterilen Bedingungen in RPMI-Medium, welches zuvor mit 10 % (v/v)
hitzeinaktiviertem fotalem Kilberserum (FKS) supplementiert wurde, angeziichtet. Die
Zellkulturen wurden in einem Brutschrank bei 37 °C in wasserdampfgesittigter Atmosphére
mit einem CO,-Gehalt von 5 % aufbewahrt und zweimal wochentlich passagiert
(Split ratio 1:5). Dazu wurde der Zellrasen zunédchst mit 2-3 mL angewédrmter PBS-Losung
gespiilt, um das serumhaltige Medium wegzuwaschen. Danach wurde der Monolayer mit
2 mL Trypsin-EDTA-L6sung bedeckt und bis zum Abkugeln der Zellen fiir etwa 5 Minuten
im Brutschrank inkubiert. Die vollstindige Ablosung der Zellen wurde lichtmikroskopisch
kontrolliert und die abgelosten Zellen in frischem Medium resuspendiert. Die

Zellzahlbestimmung erfolgte mittels eines Himocytometers.

3.2 Vitalitatstest und Zytotoxizitatsbestimmung

Testprinzip:

Zellschidigungen resultieren in der fehlenden Féahigkeit einer Zelle, den fiir ihre Funktion und
ihr Wachstum notigen Energiehaushalt aufrechtzuerhalten. Die metabolische Aktivitit einer
Zelle gibt somit Aufschluss iiber ihre Vitalitit und kann zum Nachweis zytotoxischer Effekte
herangezogen werden. Dieses Prinzip macht man sich beim so genannten XTT-
Proliferationstest zunutze: unter Oxidation von NAD(P)H + H" zu NAD(P)* wird das farblose
Tetrazoliumsalz ~ XTT  (Natrium  3’-[1-(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis(4-
methoxy-6-nitro)-benzolsulfonsdure-hydrat) vorwiegend durch mitochondriale Dehydro-
genasen intakter Zellen zu einem wasserloslichen, orangen Formazan umgewandelt
(s. Abb. 4). Diese Farbstoffbildung wird kolorimetrisch am Photometer gemessen, wobei die
entstehende Farbintensitit zur Zahl lebender Zellen korreliert (Mosmann 1983). Als Referenz
dienen Kontrollansitze, d.h. Zellen, die nur dem reinen Medium exponiert werden und deren
Substratumsetzung als maximal eingestuft wird, bzw. solche, die unter Zugabe des Detergens

Triton X-100 (20 mM) vollsténdig lysiert wurden und deshalb als 0 % vital gewertet werden.
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CH;
NO,
S
‘ + . 2 Na*
s NO2
CHs
- XTT

Natrium 3'-[1-(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-
bis(4-methoxy-6-nitro)-benzolsulfonsiurehydrat (transparent)

NAD(P)H + H*

NAD(PY*
¥
NO,
S0y5°
CHy__
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NH
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H I ///N S0O3”
N
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AN NO,

Formazan (orange)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der in den Zellmitochondrien ablaufenden
Reaktionen beim XTT-Test: Reduktion des farblosen Tetrazoliumsalzes XTT zum

loslichen, orangen Farbstoff Formazan durch mitochondriale Dehydrogenaseaktivitiit
lebender Zellen.
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3.2.1 Zeitabhingigkeit der zytotoxischen Wirkung der Komonomere

TEGDMA und HEMA

5000 Zellen pro Well wurden auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte ausgesit. Als Leerwert
wurde eine Reihe mit reinem Medium belassen. Nach 24-stiindiger Anzucht der Zellen im
Brutschrank wurde das Medium entfernt und die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen
des Komonomers TEGDMA (30-10000 uM) bzw. HEMA (30-30000 uM), welche zuvor in
dem Zellkulturmedium gelost worden waren, inkubiert. Nach einer weiteren 4-, 20-
beziehungsweise 44-stiindigen Inkubationszeit wurde eine gemill Herstellerangaben
gefertigte Bestimmungslosung, bestehend aus einem so genannten Labeling- und einem
Electron-coupling-Reagenz, aufgetragen. Die spektrophotometrische Formazanbestimmung
erfolgte 4 h nach Reagenzzugabe an einem Mikrotiterplattenlesegerit bei einer Wellenldnge
von 450 nm und einer Referenzwellenldnge von 670 nm. Der Versuch wurde insgesamt

zweimal mit jeweils 12 Replikaten wiederholt.

3.2.2 Vergleich der Zytotoxizitit der Komonomere TEGDMA und HEMA

mit verschiedenen Metaboliten

Jeweils 10000 Zellen/Well wurden auf mehreren 96-Well-Mikrotiterplatten ausgesit und nach
24 h Adhérenz den folgenden Substanzen in HBSS exponiert:

Substanz gelost in HBSS Konzentration [uM]
TEGDMA 3 - 10000
HEMA 3 -30000
Methacrylsidure 30 - 30000
Triethylenglykol + Methacrylsdure 30 - 10000
Paraformaldehyd 30 - 10000
Triethylenglykol 30 - 10000
2,3-Epoxy-2-methyl-propionsédure (Epoxid) 1 - 30000

Nach 20 h Inkubationszeit im Brutschrank wurde die gebrauchsfertige Bestimmungslosung
des XTT-Kits aufgetragen. Weitere 4 h nach der Farbstoffzugabe erfolgte die
spektrophotometrische =~ Formazanbestimmung in  einem  Mikrotiterplattenlesegerit

(Testfilter = 450 nm; Referenzfilter = 670 nm).
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In einem zweiten Versuchsansatz wurden 2,3-Epoxy-2-methyl-propionsidure (Epoxid) bzw.
die, bei der hydrolytischen Spaltung des Oxiranes entstehende, 2,3-Dihydroxy-2-methyl-
propionsdure (Diol) in einer Konzentration von 0,001-10000 uM in serumhaltigem D-MEM
gelost und derselbe Versuchsaufbau wiederholt. Alle Versuche wurden mindestens dreimal

mit jeweils 2 Replikaten durchgefiihrt.

3.2.3 Einfluss von Pifithrin-o auf die Zytotoxizitit der Komonomere
TEGDMA und HEMA

5000 Zellen/Well wurden auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte ausgesédt. Nach 24-stiindiger
Inkubation im Brutschrank wurde das Medium entfernt und die Zellen wurden verschiedenen
Konzentrationen des Komonomers TEGDMA (30-10000 uM) bzw. HEMA (100-30000 uM),
welche zuvor in RPMI-Medium gelost worden waren, exponiert. Es wurden jeweils drei
verschiedene Versuchsgruppen gebildet, in denen das jeweilige Komonomer entweder mit
reinem Medium, mit Medium und 30 uM Pifithrin-a (in DMSO gel6st) oder mit Medium und
dem Losemittel DMSO (30 uM) auf die Zellen aufgetragen wurde. Daraufhin wurden die so
beschickten Mikrotiterplatten fiir 20 beziehungsweise 44 h im Brutschrank inkubiert und
anschliefend mit dem XTT-Reagenz versetzt. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 4 h
wurde die Substratumsetzung (wie oben beschrieben) am Mikrotiterplattenleser bei den oben
genannten Wellenldngen ermittelt. Der Versuch wurde insgesamt zweimal mit jeweils 4

Replikaten wiederholt.

3.24 Zellvitalitit TEGDMA-exponierter Zellen als Begleitversuch zu
Zytokinstudien

Begleitend zu den Zytokinuntersuchungen wurde ein Vitalititstest nach vierstiindiger
TEGDMA-Exposition der A549-Zellen durchgefiihrt:

5000 Zellen/Well wurden auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte ausgesédt. Nach 24-stiindiger
Anzucht der Zellen im Brutschrank wurde das Medium entfernt und die Zellen mit
verschiedenen Konzentrationen des Komonomers TEGDMA (30-10000 uM gelost in RPMI-
Medium) inkubiert. Nach 2 Stunden wurde die gemiB3 Herstellerangaben gefertige XTT-
Bestimmungslosung aufgetragen und die gebildete Menge an Formazan 2 h nach
Reagenzzugabe an einem Mikrotiterplattenlesegerit bestimmt. Der Versuch wurde insgesamt

zweimal mit jeweils 12 Replikaten wiederholt.
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3.2.5 Auswertung und Statistik

Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mithilfe der Software GraphPad Prism 4.0
fir Windows (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA): Durch nichtlineare
Kurvenanpassung der Werte an eine sigmoidale Kurve mit variablem Hill-Koeffizienten
wurde die ECso als halbmaximaler Effekt aus den errechneten Graphen bestimmt und die
Ergebnisse anschlieBend gemittelt.

Die so erhaltenen ECsp-Werte wurden varianzanalytisch mittels ANOVA und anschlie3ender

Bonferroni-Abschitzung auf ihre Signifikanz tiberpriift (Forst 1985).

3.3 Untersuchungen zur Sekretion und Genexpression
ausgewahlter inflammatorischer Zytokine

3.3.1 Bestimmung der Sekretion der Zytokine IL-6, IL-8 und TGF-1 bei

TEGDMA -exponierten Zellen mittels Immunoassay

Je 0,5 x 10° Zellen pro Well wurden in einer 6-Well-Platte ausgesidt und fiir 24 h im
Brutschrank angeziichtet. Anschlieend wurden die Zellen mit dem Komonomer TEGDMA
in den Konzentrationen 30-3000 uM (in RPMI) fiir weitere 4 h im Brutschrank inkubiert. Im
Falle der Referenzsubstanz 2,2’-Dichlordiethylsulfid wurden die Zellen erst fiir 30 Minuten
dem Alkylanz Schwefellost in den Konzentrationen 10-500 uM (in MEM) exponiert und das
Vergiftungsmedium darauthin verworfen. Die Zellen wurden im Anschluss daran mit
frischem RPMI-Medium versorgt und fiir weitere 3,5 h im Brutschrank belassen. Nach Ablauf
des insgesamt vierstiindigen Inkubationsintervalls wurde der Uberstand abpipettiert und in
Aliquoten von jeweils 1 mL bei -20 °C eingefroren. Die Zellen wurden einmal mit PBS-
Puffer gewaschen und danach mit 0,5 N NaOH vollstindig lysiert. Das so gewonnene

Zellhomogenat wurde bei -20 °C fiir die spitere Proteinbestimmung eingefroren.

3.3.1.1 Proteinbestimmung

Zur modifizierten Proteinbestimmung nach LOWRY (Lowry et al. 1951) wurde das DC
Protein Assay der Firma Biorad angewandt. Zunichst wurde ein BSA-Standard (2 mg/mL) in
Bradford-Puffer verdiinnt und die Verdiinnungsreihe am Eppendorf-Biophotometer bei einer
Wellenldnge von 570 nm vermessen. Aus den gewonnenen Daten wurde eine Eichgerade
erstellt. Das lysierte und eingefrorene Zellhomogenat wurde zur NaOH-Aktivierung fiir 12 h

im Trockenschrank bei 37 °C inkubiert und die Proben darauthin im Verhiltnis 1:1 mit
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Bradford-Puffer verdiinnt (pH-Einstellung). AnschlieBend wurden 10 pL Probe gemil3
Herstellerangaben mit 50 pL alkalischer Kupfertartratlosung sowie 400 uL Folin-Reagenz
vermischt. Die zu beobachtende Farbentwicklung beruht auf einer Interaktion zwischen
Protein und Kupfer, wodurch das zugegebene Folin reduziert wird und so kolorimetrisch am

Photometer bestimmt werden kann.

3.3.1.2 Bioplex-Immunoassay

Zur Quantifizierung der beiden Zytokine IL-6 und IL-8 wurde das Bioplex Protein Array
System der Firma Biorad angewandt, mit welchem in einem Ansatz simultan mehrere
Proteine analysiert werden konnen. Das Prinzip dieses modifizierten Sandwich-
Immunoassays beruht auf der Verwendung unterschiedlich fluoreszenzmarkierter
Polystyrenkiigelchen (so genannter Beads), an die ein spezifischer Antikérper kovalent
gebunden ist. In einer Mikrotiterfilterplatte wurden die aufgetauten Zellkulturiiberstinde der
TEGDMA- bzw. Schwefellost-exponierten Proben beziehungsweise ein bekannter Standard
zusammen mit den Anti-IL-6- und Anti-IL-8-konjugierten Beads in die Plattenwells pipettiert
und fiir 30 Minuten auf dem Schiittler bei 300 rpm inkubiert. Hierbei wurden das im
Uberstand prisente IL-6 und IL-8 an den auf der Oberfliche der Polystyrenkiigelchen
haftenden Antikorper gebunden. AnschlieBend wurde die Platte durch Vakuumfiltration
gewaschen und ein zweiter biotinylierter Detektionsantikorper, welcher spezifisch an ein
anderes Epitop der gesuchten Zytokine IL-6 und IL-8 bindet, wurde hinzugegeben. Danach
wurde die Wellplatte fiir weitere 30 Minuten unter gleichméfigem Schiitteln inkubiert. Nach
Entfernung von tiberschiissigem Detektionsantikorper mittels einer erneuten Vakuumfiltration
wurde mit rekombinantem Phycoerythrin markiertes Streptavidin zugegeben. Es folgten ein
dritter 10-miniitiger Inkubationsschritt sowie weitere Waschschritte, um das ungebundene
Streptavidin zu entfernen. Die Quantifikation der Zytokine erfolgte im so genannten Protein
Array Reader, welcher nach folgendem Prinzip funktioniert: Mittels einer Kaniile wird jeweils
ein kleines Volumen aus der Probe aufgenommen und zu einer Durchflusszelle geleitet,
welche die Beads einzeln in einem gleichméBigen Strom durchflieBen. Hierbei werden die
Polystyrenkiigelchen an zwei verschiedenen Lasern vorbeigeleitet. Wihrend der erste ,,rote
Laser die einzelnen Kiigelchen klassifiziert, dient der zweite ,,griine* Laser (mit einer
Exzitations-Wellenldnge von 532 nm) zur Anregung der auf der Kiigelchenoberfldche
gebundenen Fluorochrome, wodurch die gebundene Menge an IL-6 und IL-8 aufgrund ihrer
Emission bei einer Wellenldnge von 575 nm quantifiziert wird (Vignali 2000; Zhang et al.

2000; Zimmermann et al. 2001).
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Die so gemessenen Zytokin-Konzentrationen der einzelnen Proben wurden auf den
Gesamtproteingehalt der Kulturflasche normiert und in pg Zytokin pro mg Protein

umgerechnet.

3.3.1.3 TGF-pI-ELISA

Die im Kulturiiberstand vorhandene Menge an TGF-B1 wurde mithilfe des Enzyme-linked-
Immunosorbent-Assays (ELISA) bestimmt. Hierzu wurde das Quantikine Kit fiir humanes
TGF-B1 der Firma R&D Systems verwendet. Da der Transforming Growth Factor von Zellen
als latenter Komplex sezerniert wird, wurden zur Aktivierung zunichst je 500 uL frisch
aufgetauter und  raumtemperierter  Zellkulturiiberstand der TEGDMA-  bzw.
2,2’-Dichlordiethylsulfid-exponierten Zellkulturen mit je 100 pL. 1 N HCl angeséduert und fiir
10 Minuten bei Raumtemperatur (25 °C) inkubiert. Die Proben wurden daraufhin mit 150 puL
einer 1,2 N NaOH/0,5 M Hepes-Losung neutralisiert und der Soll-pH-Wert von 7,2-7,6
mittels Indikatorpapier stichprobenartig kontrolliert. Nachdem das mit FKS supplementierte
Zellkulturmedium einen TGF-B1-Eigengehalt von bis zu 1600 pg/mL aufweisen kann, wurde
neben den zu ermittelnden Proben auch ein Mediumleerwert als Kontrolle mitgefiihrt. 200 uLL
der aktivierten Probe bzw. einer parallel angelegten Standardverdiinnungsreihe wurden in eine
mit rekombinantem humanem TGF- sRII-beschichtete 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert
und die Platte fiir 3 h bei Raumtemperatur (25 °C) inkubiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand entfernt, die Platte dreimal mit Waschlosung gewaschen und fiir weitere 1,5 h mit
200 uL TGF-B1-Konjugat, welches aus einem mit Meerrettichperoxidase konjugierten
polyklonalen Anti-TGF-f1-Antikorper bestand, inkubiert. Es folgten drei weitere
Waschschritte sowie eine 20-miniitige Inkubation mit Substratlosung, bestehend aus
stabilisiertem Hydrogenperoxid und dem Chromogen Tetramethylbenzidin.

Fiir den letzten Reaktionsschritt wurden je 50 upL Stopp-Solution in Form von
2 N Schwefelsdure pro Well aufgetragen. Die Farbumsetzung wurde innerhalb von 30
Minuten im Mikrotiterplattenlesegerdt bei einer Wellenldnge von 450 nm und einer
Referenzwellenldnge von 570 nm spektrophotometrisch vermessen.

Die im ELISA ermittelte TGF-f1-Konzentration wurde anschlieBend auf die
Gesamtproteinkonzentration der jeweiligen Kulturflasche normiert. Die Ergebnisse konnten

so in pg TGF-B1 pro mg Protein ausgedriickt und miteinander verglichen werden.
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3.3.1.4 Auswertung und Statistik
Samtliche in den Immunoassays erhobenen Daten wurden mit dem Programm GraphPad
Prism Version 4.0 fiir Windows varianzanalytisch (ANOVA mit anschlieBender Bonferroni-

Abschitzung) auf ihre Signifikanz iiberpriift (Forst 1985).

3.3.2 Bestimmung der Genexpression der Zytokine IL-6, IL-8 und
TGF-$1 bei TEGDMA -exponierten Zellen mittels RT-PCR

Testprinzip:

Eine geeignete Technik zur Messung der Expressionsstirke bekannter Gene in verschiedenen
Geweben stellt die so genannte Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
dar. Dieser Methode liegt die Hypothese zugrunde, dass die Aktivitdt eines Gens mit der
Menge an intrazelluldr vorhandener spezifischer Messenger-RNA (mRNA) korreliert. Von
besonderem Vorteil ist insbesondere ihre 1000- bis 10000-fach hohere Sensitivitit im
Vergleich zu traditionellen RNA-Blotting-Techniken, weshalb mit dieser Methode auch schon
sehr geringe Mengen von teilweise degradierter RNA detektiert werden konnen (Schroder
2000).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression verschiedener inflammatorischer Zytokine
in A549-Zellen nach Exposition mit dem Komonomer TEGDMA bzw. der Referenzsubstanz
2,2’-Dichlordiethylsulfid untersucht. Dazu wurden die exponierten Zellen zunichst lysiert und
ihre Gesamt-RNA wurde isoliert. Mit dem Enzym Reverse Transkriptase wurde die
extrahierte RNA daraufthin in die einzelstriangige und stabilere Form der komplementéren
DNA (cDNA) umgeschrieben. AnschlieBend wurde diese cDNA unter Zugabe von
spezifischen Oligonukleotiden (Primern) und dem hitzestabilen Enzym Tag-Polymerase in
einer Multiplex-PCR vervielfiltigt. Um genauere Aussagen iiber die urspriinglich in den
Zellen vorhandene Menge der jeweiligen mRNA machen zu konnen, bediente man sich eines
internen Kontrollstandards. Zu diesem Zweck wurden in demselben Versuchsansatz Primer
fir die zu ermittelnde Sequenz sowie fiir das ubiquitir exprimierte Haushaltsgen
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) eingesetzt. Dieses Enzym kommt
konstitutiv in allen Sdugetierzellen sowie in Bakterien und hoheren Pflanzen vor (Suzuki et al.
2000). Nach Auftrennung in einem 2 %-igen Agarosegel wurden die entsprechenden Banden
densitometrisch ausgewertet, was eine semiquantitative Aussage zur Expression der

untersuchten Sequenzen ermoglicht.
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Je 2 x 10° Zellen wurden in einer 25 cm” Kulturflasche ausgesit und fiir 24 h im Brutschrank
angeziichtet. AnschlieBend wurden sie mit TEGDMA in den Konzentrationen 30-3000 uM
fir weitere 4 h 1im Brutschrank inkubiert. Im Falle der Referenzsubstanz
2,2’-Dichlordiethylsulfid wurden die Zellen zundchst mit Schwefellost in den
Konzentrationen 10-500 uM vergiftet und fiir 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde das
Vergiftungsmedium (MEM) entfernt, frisches RPMI-Medium zugegeben und die Zellen fiir
weitere 3,5 h im Brutschrank belassen. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen nach
einmaligem Waschen mit PBS mit Trypsin/EDTA-Losung abgelost und in Medium
resuspendiert. Mittels Zellzahlbestimmung in der Neubauer-Ziahlkammer wurde ein Zelltiter
von 1 x 10° Zellen eingestellt und die Zellsuspension anschlieBend zentrifugiert. Die

erhaltenen Zellpellets wurden daraufhin bei -70 °C eingefroren.

3.3.2.1 RNA-Isolierung

Um eine Kontamination der Proben mit ubiquitir vorhandenen RNasen zu vermeiden, wurden
bei allen Arbeitsgidngen mit RNA stets Handschuhe getragen. Ferner wurden sidmtliche
Arbeitsschritte mit RNA auf Eis ausgefiihrt. Fiir das Ansetzen der Puffer und Losungen wurde
ausschlieBlich Diethylpyrocarbonat-behandeltes Wasser (DEPC-H,0) verwendet. Au3erdem
wurden alle benotigten Materialien und Geréte vor Versuchsbeginn mit 80 %-igem Ethanol
gereinigt und anschlieBend mit RNaseAWAY®-Losung dekontaminiert. Zur Isolierung
wurden ausschlieBlich RNase-freie Filter-Pipettenspitzen und Tubes benutzt.

Die RNA-Extraktion wurde gemif dem Protokoll des NucleoSpin® RNA II Kits der Firma
Macherey und Nagel durchgefiihrt. Gefrorene Zellpellets von je 1 x 10° Zellen wurden mit
einem Gemisch aus 3,5 pL B-Mercaptoethanol und 350 uL. RA1-Lysispuffer versetzt, bei
Raumtemperatur (25 °C) aufgetaut und durch mehrmaliges Vortexen lysiert. Das Lysat wurde
auf einen Filter verbracht und 1 Minute bei 11000 x g zentrifugiert. Neben einem
Aufreinigungseffekt konnten so eventuell vorhandene RNAsen inaktiviert, die Viskositét der
Losung herabgesetzt und - durch die hohe Konzentration der im Puffer enthaltenen
chaotropen Salze - die Bindungsfdhigkeit der Nukleinsduren an die Silicamembran erhoht
werden. Dem Filtrat wurden daraufhin 350 uLL 70 %-iger Ethanol zugegeben und die Losung
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren griindlich gemischt. Eine RNA-Siule wurde mit
dem Homogenat beladen, nach Zentrifugation (8000 x g, 30 sec) der Durchfluss verworfen
und die Sdule mit 350 uL. Membranentsalzungspuffer fiir den anschlieBenden DNAse-Verdau
vorbereitet. An die Membran gebundene DNA wurde durch eine 15-miniitige Inkubation mit

95 uL DNAse-Reaktionsmix eliminiert, der Verdau durch Zugabe von 200 pL eines DNase-
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inaktivierenden RA2-Puffers gestoppt und die Sédule danach sukzessive in mehreren
Waschschritten gewaschen. Nach dem letzten Beladungsschritt wurde die Séule schlieBlich in
ein neues 1,5 mL Biopur-Tube der Firma Eppendorf verbracht und die gebundene RNA mit
60 uL. DEPC-Wasser eluiert.

Jeweils 6 uL der so gewonnenen Probe wurden unmittelbar im Anschluf3 an die Extraktion
mit RNAse-freiem Wasser im Verhiltnis 1:10 verdiinnt und am Photometer quantifiziert. Die

restliche RNA-Losung wurde bei -20 °C eingefroren.

3.3.2.2 RNA-Formaldehydgel

Um die Reinheit der isolierten RNA zu iiberpriifen, wurde auf einem denaturierenden
Formaldehydgel die Menge und Qualitit der gewonnenen RNA nach Anfdarbung mit
Ethidiumbromid unter UV-Licht beurteilt.

Hierzu wurde zunichst ein 1 %-iges Agarose-Formaldehydgel nach folgendem Protokoll
hergestellt: 1 g Agarose wurde in 36,6 mL DEPC-H,0 gelost und in der Mikrowelle unter
Schwenken aufgekocht. AnschlieBend wurden 5 mL MOPS-Puffer (10x) und - nach
Abkiihlen der Losung auf etwa 60 °C - zusitzlich 8,4 mL Formaldehyd (37 %) und 2,4 uL
Ethidiumbromid hinzugegeben. Das Gel wurde in einen GieB3stand gefiillt und fiir ca. 30
Minuten ausgehirtet.

Zu 8 pL der isolierten Gesamt-RNA (mind. 500 ng berechnet auf Basis der Messung der
optischen Dichte) aus Frischzellen bzw. eingefrorenen Zellpellets wurden 2 uLL Nucleic Acid
Sample Buffer gemischt und nach Befiillen der Geltaschen und Zugabe des 1:10 verdiinnten
MOPS-Laufpuffers eine einstiindige Gelelektrophorese bei 80 Volt durchgefiihrt.
AnschlieBend wurden die spezifischen ribosomalen RNA-Banden (18 S und 28 S) unter

einem UV-Transilluminator visualisiert und photographiert.

3.3.2.3 Photometrische Quantifizierung und Reinheitsbestimmung

Der Nukleinsduregehalt und die Reinheit der Proben wurden durch eine
spektralphotometrische Messung ihrer optischen Dichte (OD) im UV-Bereich bestimmt. Zu
diesem Zweck wurden jeweils 6 uL RNA-Losung mit 54 uL DEPC-H,0 verdiinnt und die
Absorption jeder Probe bei 260 nm, 230 nm und 280 nm an einem Eppendorf Biophotometer
gemessen. Die ODjgonm ist ein MaB3 fiir die Konzentration an Nukleotiden, wéhrend die
Absorptionsmessung bei 230 nm iiber die Verunreinigung mit Polysacchariden und bei
280 nm iiber Kontamination mit Proteinen Aufschluss gibt. Die Verhiltnisse von

OD260n/OD230nm  sowie  von  OD2gonm/OD2gonm  sollten bei den RNA-Proben folgende
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Grenzwerte nicht unterschreiten, da sonst keine lineare Abhéngigkeit von der Absorption bei
260 nm zur Nukleinsdurekonzentration gegeben ist:

OD260nm/OD23onm: > 2,0

OD260nm/OD2gonm: > 2,0

Alle Messungen wurden mit Einmal-UV-Kiivetten der Firma Eppendorf vorgenommen, da

diese keine Eigenabsorption im UV-Bereich aufweisen.

3.3.24 RT (Reverse Transkriptase)-PCR
Zur Durchfiihrung einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) muflite die eukaryotische RNA
zuerst in Einzelstrang-cDNA umgeschrieben werden. Hierzu wurde das First-strand-cDNA-
Synthese Kit fiir RT-PCR der Firma Roche benutzt. Bei dieser besonderen Art der PCR wird
anstatt von DNA-Molekiilen die aus Zellen isolierte Gesamt-RNA als Matrize fiir die
Amplifikation eingesetzt. Die hierzu verwendete Avian Myoblastosis Virus DNA Polymerase
(AMV Reverse Transkriptase) synthetisiert sowohl DNA- als auch RNA-abhéngig und besitzt
DNA Exonuklease Aktivitdt sowie RNase H Aktivitit.
Pro Reaktion wurde zunidchst ein Transkriptionsgemisch - wie folgt - auf Eis
zusammenpipettiert:

2,0 uLL 10x Reaktionspuffer

4,0 uL 25 mM MgCl,

2,0 uL dANTP-Losung

2,0 uL Primer

1,0 uL RNase Inhibitor

0,8 uL AMV Reverse Transkriptase

Je 1 pg der isolierten Gesamt-RNA wurde mit DEPC-H,0 auf ein Volumen von 8,2 uL
gebracht und zum Transkriptionsgemisch gegeben. Anschliefend wurde das Gemisch mit

folgendem Temperaturprofil im Mastercycler inkubiert:

5 min bei 65 °C zur Auflosung von RNA-Sekundérstrukturen
10 min bei 25 °C zur Primeranlagerung
60 min bei 42 °C zur Transkription

S min bei 95 °C zur abschliefenden Denaturierung der Reversen

Transkriptase
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3.3.2.5 Multiplex-PCR

Testprinzip:

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) fiihrt zu einer exponentiellen Vermehrung eines DNA-
Abschnittes zwischen zwei an den komplementdren Stringen hybridisierenden
Oligodesoxyribonukleotiden (Saiki et al. 1985; Saiki et al. 1988). In einem initialen
Denaturierungsschritt bei 96 °C werden zunichst die zusammengelagerten DNA-Stringe
voneinander getrennt. Darauf folgt die so genannte Annealing-Phase (58 °C), wihrend der
sich die Primer an die Matrize anlagern. In der anschlieenden Elongationsphase synthetisiert
die hitzestabile Tag-Polymerase einen zur Matrize komplementidren Strang mit einer
Geschwindigkeit von ungefihr 1000 Basenpaaren (bp) pro Sekunde. Durch periodische
Wiederholung dieses Temperaturprofils konnen die neusynthetisierten DNA-Sequenzen
erneut vom Template abdissoziieren und ihrerseits als Matrize fiir weitere Zyklen dienen. Die
abschlieBende 10-miniitige Inkubation bei 70 °C dient zur finalen Extension partiell
vervollstindigter Produkte.

Zur Amplifikation der Zielsequenzen wurde das Multiplex-PCR Kit fiir humane
inflammatorische Zytokine der Firma Maxim Biotech verwendet, in dem Primer fiir folgende
Targets enthalten sind: IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, TGF-, GM-CSF sowie GAPDH als
sogenanntes Haushaltsgen (housekeeping-gene).

Als Mastermix fiir eine Reaktion wurde angesetzt:

25,0 uL Reaktionspuffer
5,0 uL Primergemisch
14,5 uL H0pidest
0,5 uL Taq DNA Polymerase (5 U/uL)

Diesem Ansatz wurden jeweils 5,0 uL Proben- oder Kontroll-cDNA hinzugefiigt und in

einem 0,5 mL PCR-Reaktionsgefdll im Mastercycler wie folgt inkubiert:

1 min 96 °C
4 min 58 °C
2 Zyklen
1 min 94 °C
2 min 58 °C
35 Zyklen
10 min 70 °C
5 min 4°C
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3.3.2.6 Gelelektrophorese

Durch ihre negative Ladung wandern die Nukleinsduren im elektrischen Feld durch die Poren
des Gels zum positiven Pol, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit von ihrer Grof3e abhéngt.
So konnen bei einem 2 %-igen Agarosegel Liangenunterschiede von nur 50 bp nachgewiesen
werden.

Agarose-Gele wurden in (1x) TAE-Puffer prépariert: 2 % Agarose wurde in 50 mL Puffer
eingewogen und in der Mikrowelle unter wiederholtem Schwenken aufgekocht. Nach
Abkiihlung auf ca. 40-50 °C wurden 5,4 uL. Ethidiumbromid (10 mg/mL) zugegeben und die
Agaroselosung in Gelgiestinden ausgegossen und fiir etwa 30 Minuten ausgehirtet.
Anschlieend wurden die so hergestellten Gele in die Elektrophoresekammer eingelegt und
mit (1x) TAE-Laufpuffer iiberdeckt. Die Geltaschen wurden mit einem Gemisch aus je 8 uL
Probe und 2 pL Loading Buffer befiillt und eine Elektrophorese bei 80 Volt fiir 1 Stunde
durchgefiihrt.

3.3.2.7 Densitometrische Auswertung

Das im Gel vorhandene Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basen der DNA und es
werden nach Bestrahlung mit UV-Licht orangefarben-leuchtende Nukleinsdurebanden
detektierbar.

Die durch die Elektrophorese aufgetrennten Fragmente wurden in einem Fluor-S-
Multilmager der Firma Biorad abphotographiert und anschlieBend mit Hilfe der Software

Quantity One Version 4.2 densitometrisch vermessen und ausgewertet.

3.3.2.8 Auswertung und Statistik
Samtliche in der RT-PCR erhobenen Daten wurden mit dem Programm GraphPad Prism
Version 4.0 fir Windows varianzanalytisch (ANOVA mit anschlieBender Bonferroni-

Abschitzung) auf ihre Signifikanz iiberpriift (Forst 1985).
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4. Ergebnisse

4.1 Kultur der A549-Zelllinie

Die permanente Zelllinie A549 wurde unter den oben beschriebenen Bedingungen in Kultur
gehalten. Alle Versuche wurden erst nach Vorliegen eines konfluenten und homogenen

Zellrasens durchgefiihrt.
4.2 Vitalitatstest und Zytotoxizitatsbestimmung

4.2.1 Zeitabhingigkeit der zytotoxischen Wirkung der Komonomere

TEGDMA und HEMA

Wie in Abbildung 5 dargestellt ist, war in dem untersuchten Zeitintervall von 8 bis 48 h
sowohl bei TEGDMA- als auch bei HEMA-exponierten A549-Zellen zu den jeweiligen
Messzeitpunkten ein dosisabhingiger Vitalitdtsverlust feststellbar. Mit zunehmender
Expositionsdauer konnte bei den behandelten Zellen auBlerdem fiir beide Komonomere ein
stetiger Abfall der halbmaximalen Effektkonzentration (ECsp), d.h. eine zeitabhingige
Zunahme ihrer zytotoxischen Wirkung, beobachtet werden. Wie aus der Darstellung der
relativen Toxizitdt - definiert als dem Verhiltnis des ECsop-Wertes von TEGDMA im
Vergleich zur ECsyp von HEMA - hervorgeht, niherten sich die halbmaximalen
Effektkonzentrationen beider Komonomere im untersuchten Zeitintervall von 48 h mit

steigender Expositionszeit kontinuierlich aneinander an (Tabelle 1).

ECso [mmol/L]
(95 %-Cl)
8h 24 h 48 h
4,6 3,5 2,8
TEGDMA

(4,2-5,1) (3,1-3,9) (1,7 —4,6)

50,5 14,2 8,4

HEMA
(34,1 —74,9) (13,4 - 15,0) (7,8 —-9,1)
Relative Toxizitat 11,0 *** 4,1 *** 3,0 ***

Tabelle 1: Mittelwerte der ECsy [mmol/L] (95%-Konfidenzintervall) Komonomer-
exponierter AS549-Zellen und Berechnung der relativen Toxizitit von TEGDMA
bezogen auf HEMA. *** = ECsy TEGDMA im jeweiligen Zeitintervall signifikant
unterschiedlich zur ECs) HEMA (p < 0,001).
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Abbildung 5: Formazanbildung jeweils 8, 24 und 48 h nach TEGDMA- bzw. HEMA -
Exposition humaner A549-Zellen. Die Punkte reprisentieren Mittelwerte + S.E.M. (n=2;
je 12 Replikate). Die Graphen wurden durch sigmoidale Kurvenanpassung der

Messdaten erhalten. * = ECs extrapoliert.
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4.2.2 Vergleich der Zytotoxizitit der Komonomere TEGDMA und HEMA
mit verschiedenen Metaboliten

Auch nach 24-stiindiger Exposition der Zellen mit Komonomeren in serumfreiem HBSS

fiihrten TEGDMA und HEMA zu einem dosisabhéngigen Vitalititsverlust. Dabei lag die fiir

TEGDMA ermittelte ECsp um ein 5-faches niedriger im Vergleich zu HEMA (Abb. 6).

Gemessen an den halbmaximalen Effektkonzentrationen aus den Versuchen mit

serumhaltigem Medium war die Sensitivitit der Zellen deutlich erhoht (s. 4.2.1).
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Abbildung 6: Formazanbildung humaner A549-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit
TEGDMA bzw. HEMA in serumfreiem HBSS. Die Punkte reprisentieren Mittelwerte +
S.E.M. (n=2; je 3 Replikate). Die Graphen wurden durch sigmoidale Kurvenanpassung
der Messdaten erhalten.

Auch sidmtliche getesteten Metabolite - mit Ausnahme von Triethylenglykol - induzierten bei
den exponierten A549-Zellen innerhalb von 24 h einen dosisabhingigen Vitalitdtsverlust. Wie
aus der Abbildung 7 ersichtlich ist, ergab sich fiir die untersuchten Intermediate anhand ihrer
halbmaximalen Effektkonzentration folgende Reihenfolge ihrer Toxizitit: Epoxid >
Methacrylsédure > Paraformaldehyd.

Der fiir TEGDMA errechnete mittlere ECsp-Wert von 1,8 mmol/L wurde lediglich durch die
ECs) des getesteten Epoxids geringfiigig unterschritten: Diese lag bei den mit 2,3-Epoxy-2-
methyl-propionsdure behandelten Zellen nach Ablauf des 24-stiindigen Expositionsintervalles
bei 1,7 mmol/L. Bei gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit Methacrylsdure und
Triethylenglykol in dquimolarem Verhiltnis zu TEGDMA (2:1) entsprach die errechnete ECs
mit 4,7 mmol/L in etwa derjenigen nach alleiniger Methacrylsdure-Exposition der Zellen

(4,9 mmol/L).
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Abbildung 7: Formazanbildung humaner A549-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit
verschiedenen Metaboliten von TEGDMA in serumfreiem HBSS. Die Punkte
reprisentieren Mittelwerte + S.E.M. (n=2; je 3 Replikate). Die Graphen wurden durch
sigmoidale Kurvenanpassung der Messdaten erhalten.
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Nach 24-stiindiger Exposition von A549-Zellen mit dem Epoxid 2,3-Epoxy-2-methyl-
propionsidure bzw. seinem korrespondierenden Diol 2,3-Dihydroxy-2-methyl-propionsiure
wurde bei den gleichzeitig durchgefiihrten Inkubationsversuchen mit serumhaltigem Medium
die  halbmaximale  Effektkonzentration @ im  untersuchten = Konzentrationsbereich

(1 nmol/L - 10 mmol/L) von keiner der beiden Substanzen erreicht (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Formazanbildung humaner A549-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit
dem Epoxid 2,3-Epoxy-2-methyl-propionsiure bzw. dem Diol 2,3-Dihydroxy-2-methyl-
propionsiure in serumhaltigem Medium. Die Punkte reprisentieren Mittelwerte +
S.E.M. (n=2; je 3 Replikate). Die Graphen wurden durch sigmoidale Kurvenanpassung
der Messdaten erhalten.
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4.2.3 Einfluss von Pifithrin-a auf die Zytotoxizitit der Komonomere

TEGDMA und HEMA

Auch im Rahmen der Koinkubationsversuche mit Pifithrin-o war eine Abnahme der
metabolischen Dehydrogenaseaktivitit bei TEGDMA- bzw. HEMA-exponierten Zellen
feststellbar. Im gesamten Untersuchungszeitraum von 48 h konnte jedoch bei gleichzeitiger
Exposition mit Pifithrin-a weder nach 24 noch nach 48 h ein signifikanter Einfluss des p53-
Antagonisten auf die zytotoxische Wirkung der Komonomer-behandelten A549-Zellen

nachgewiesen werden (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Formazanbildung humaner AS549-Zellen nach 24- bzw. 48-stiindiger
Exposition mit TEGDMA bzw. HEMA unter Zugabe von Pifithrin-a oder DMSO
(30 uM). Die Punkte reprisentieren Mittelwerte + S.E.M. (n=2; je 4 Replikate). Die
Graphen wurden durch sigmoidale Kurvenanpassung der Messdaten erhalten.
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Die mittels Kurvenanpassung errechneten ECso-Werte sind in der nachfolgenden Tabelle 2
dargestellt. Die varianzanalytische Auswertung der gemittelten Ergebnisse ergab, dass die im
24-Stunden-Intervall nach HEMA-Exposition auftretende signifikante Verminderung der
ECsp bei Koinkubation mit Pifithrin-a ebenfalls nach Exposition der Zellen mit HEMA und
dem Losungsmittel DMSO beobachtet werden konnte.

ECso [mmol/L] (95 %-CI)
24h 48 h
TEGDMA 3,5 2,1
(3,1-3,9) (1,9-2.3)
TEGDMA +PFT 3,6 2,3
(3,1-43) 2,1 -2.5)
TEGDMA+DMSO 3,5 2,6
(2,8 —4.4) 2,1-3.2)
HEMA 10,4 7,2
(9,9 - 11,0 (7.2-173)
HEMA+PFT 13,5 ##* 9,1
(12,6 — 14,4) 4,4 -18.8)
HEMA +DMSO 12,9 #* 9,2
(11,8 - 14,1) (1,9 - 43,3)

Tabelle 2: Mittelwerte der ECsy [mmol/L] (95 % -Konfidenzintervall) nach 24- bzw. 48-
stiindiger Exposition von A549-Zellen mit dem Komonomer TEGDMA bzw. HEMA in
Kombination mit Pifithrin-a (PFT) bzw. Dimethylsulfoxid (DMSO). Signifikant
unterschiedlich zu HEMA 24 h : ** = p < 0,01 ; *** = p < 0,001.

4.24 Zellvitalitit TEGDMA-exponierter Zellen als Begleitversuch zu
Zytokinstudien

Der - begleitend zu den Zytokinuntersuchungen durchgefiihrte - Vitalitétstest brachte
folgendes Ergebnis:
Nach vierstiindiger Exposition mit TEGDMA wurde ein von der applizierten Dosis
abhingiger Vitalitdtsverlust bei den Komonomer-behandelten A549-Zellen beobachtet. Der
mittels Kurvenanpassung errechnete ECso-Wert lag bei einer TEGDMA-Konzentration von
8,1 mmol/L (s. Abb. 10).
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Abbildung 10: Formazanbildung humaner A549-Zellen nach 4-stiindiger TEGDMA -
Exposition. Die Punkte reprisentieren Mittelwerte + S.E.M. (n=2; je 12 Replikate). Die
Graphen wurden durch sigmoidale Kurvenanpassung der Messdaten erhalten.

4.3 Untersuchungen zur  Sekretion und  Genexpression
ausgewahlter inflammatorischer Zytokine

4.3.1 Bestimmung der Sekretion der Zytokine IL-6, IL-8 und TGF-1 bei

TEGDMA -exponierten Zellen mittels Inmunoassay

Untersucht wurde der Einfluss des Komonomers TEGDMA auf die Konzentration
inflammatorischer Zytokine im Uberstand von A549-Zellen. Bei Zellkulturen, die zuvor fiir 4
Stunden TEGDMA in den Konzentrationen 30-3000 uM exponiert worden waren, wurden die
Zytokinlevel von IL-6 und IL-8 simultan in einem Multiplex-Proteinassay ermittelt. Die
Freisetzung von TGF-B1 wurde mittels ELISA-Technik bestimmt. Im Anschlul an die
jeweiligen Versuche wurden die gemessenen Zytokinkonzentrationen auf den pro Well

ermittelten Proteingehalt umgerechnet und auf 1 mg Proteinmenge normiert (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Zytokinkonzentration im Uberstand von A549-Zellen, die fiir 4 h
TEGDMA in den Konzentrationen 30-3000 pM exponiert wurden. Aus dem
Kulturiiberstand wurden die sezernierte Menge der Zytokine IL-6, IL-8 und TGF-p1
mittels Immunoassay bestimmt.
Zytokinkonzentration + SD in pg/mg Protein. Signifikant unterschiedlich zur Kontrolle:

TEGDMA [uM]

Darstellung des

* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001.
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Sowohl bei IL-6 als auch IL-8 konnte eine signifikante dosisabhidngige Inhibition der
Zytokinproduktion im Zellkulturiiberstand ab einer TEGDMA-Konzentration von 300 uM im
Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. Die im gesamten Expositionsintervall von O bis
3000 uM gemessene IL-6-Konzentration sank dabei von 27,05 pg/mg Protein bei
unbehandelten Zellen bis auf 2,04 pg/mg Protein ab und war somit um das 13-fache im
Vergleich zur Kontrolle vermindert. Ebenso war bei IL-8 ein stetiger Abfall der
Zytokinausschiittung um das 1,6—fache von 1355,34 pg/mg Protein auf 814,68 pg/mg Protein
bei hochster TEGDMA-Konzentration erkennbar. TGF-B1 wurde mit biphasischem Verlauf
sezerniert: bis zu einer TEGDMA-Konzentration von 100 uM stieg das im Uberstand
vorhandene TGF-B1 auf die zweifache Konzentration der Kontrolle an. Nach Abfall auf das
Kontrollniveau im Bereich von 300 und 1000 uM erreichte die Ausschiittung einen weiteren
Peak mit um den Faktor 1,8 erhohter Sekretion bei hochster TEGDMA-Konzentration. Die
fir TGF-B1 ermittelten Werte waren allerdings nicht signifikant unterschiedlich zur
Kontrolle.

Vergleichend hierzu  wurden  A549-Zellen fiir 30 Minuten dem  Alkylanz
2,2’-Dichlordiethylsulfid in den Konzentrationen 10-500 uM exponiert und nach einem
Mediumwechsel fiir weitere 3,5 h inkubiert. Mit Hilfe der oben genannten Verfahren wurden
die Konzentrationen von IL-6, IL-8 und TGF-B1 im Zellkulturiiberstand der so behandelten
Zellen bestimmt (Abbildung 12). Dabei konnte in Abhédngigkeit zunehmender
Schwefellostkonzentrationen eine signifikante Stimulation der Ausschiittung von IL-6 erst ab
einer Dosis von 500 uM und bei IL-8 ab 300 uM beobachtet werden. Bei hochster
Schwefellostkonzentration (500 uM) war die im Uberstand der Kontrolle gemessene
Konzentration an IL-6 von 43,97 pg/mg Protein um das 4-fache auf 183,44 pg/mg Protein
erhoht. IL-8 stieg im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls um den Faktor 4 von 699,81 pg/mg
sezerniertem Protein durch unbehandelte Zellen auf 2616,20 pg/mg Protein bei einer
Konzentration von 500 puM S-Lost an. Die Ausschiittung von TGF-B1 zeigte einen
biphasischen Verlauf, wobei im Intervall zwischen 0 und 30 uM eine signifikante erste
Hemmung der Zytokinproduktion von 1109,20 pg/mg Protein auf 394,68 pg/mg Protein zu
beobachten war. Bei 100 uM S-Lost war die TGF-1-Sekretion in etwa vergleichbar mit der
Ausschiittung durch unbehandelte Zellen. Eine weitere signifikante Reduktion wurde im
anschliefenden Intervall von 300 und 500 uM bis um den Faktor 2,9 bei hochster

Vergiftungsstufe ermittelt.
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Abbildung 12: Zytokinkonzentration im Uberstand von A549-Zellen, welche fiir 30 min
S-Lost in den Konzentrationen 10-500 uM exponiert wurden. Es wurde ein
Mediumwechsel durchgefiihrt und nach weiteren 3,5 h Inkubationszeit aus dem
Kulturiiberstand die sezernierte Menge der Zytokine IL-6, IL-8 und TGF-p1 mittels
Immunoassay bestimmt. Darstellung des Mittelwertes (n=3) der Zytokinkonzentration
+ SD in pg/mg Protein. Signifikant unterschiedlich zur Kontrolle: * = p < 0,05;
*#*  =p<0,01; ** = p < 0,001.
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4.3.2 Bestimmung der Genexpression der Zytokine IL-6, IL-8 und
TGF-B1 bei TEGDMA -exponierten Zellen mittels RT-PCR

A549-Zellen wurden fiir 4 Stunden mit TEGDMA in den Konzentrationen 30-3000 pM
inkubiert und nach Entfernung des Kulturiiberstandes wurde aus jeweils 1 x 10° lysierter
Zellen die Gesamt-RNA isoliert. Nach Umschreibung der RNA in cDNA und Amplifikation
der Produkte in einer PCR-Reaktion wurde die mRNA der Zytokine IL-6, IL-8 und TGF-$1
densitometrisch quantifiziert und auf einen internen Standard - das Haushaltsgen GAPDH -
normiert. Die so gewonnenen Daten wurden anschlieBend in Relation zur unbehandelten
Kontrolle gesetzt. Dabei ergaben sich, wie in Abbildung 13 gezeigt, folgende mRNA-
Mengenverhiltnisse zwischen behandelten und unbehandelten Zellen:

Aufgrund erheblicher Inkonstanz beim verwendeten Multiplex-Kit konnten fiir [L-6 keine gut
reproduzierbaren Ergebnisse erzielt werden. Die dargestellten Daten stellen einen typischen
Versuch dar. Die mRNA-Expression von IL-6 war nach TEGDMA-Exposition im
untersuchten Konzentrationsintervall von 30 bis 3000 uM durchgehend im Vergleich zur
Kontrolle inhibiert. Bei den Konzentrationen 30 und 300 uM betrug sie etwa 80 %, bei einer
TEGDMA-Konzentration von 100 pM nur 60 % der IL-6-Expression unbehandelter Zellen.
Mit weiter ansteigender Komonomerkonzentration konnte eine stetig zunehmende Hemmung
der Boten-RNA beobachtet werden. Die Zytokin-Expression bei hochster TEGDMA-
Konzentration betrug gegeniiber der Kontrolle etwa 40 %.

Die fiir IL-8 gemessene Menge an Boten-RNA war ebenfalls in dem Konzentrationsbereich
von 30 bis 300 uM im Vergleich zur Kontrolle um etwa 20 % reduziert (nur bei 30 uM
TEGDMA signifikant unterschiedlich zur Kontrolle). Eine Stimulation der Expression wurde
mit einem signifikanten 1,4-fachen Anstieg bei einer Konzentration von 1000 uM TEGDMA
beobachtet. Bei hochster Vergiftungsstufe war die mRNA-Expression mit 50 % im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle signifikant gehemmt.

Bei TGF-B1 wurde durch die ansteigende TEGDMA-Konzentration eine stetige
Hochregulation der zugehorigen mRNA-Expression induziert. Die Boten-RNA-Menge war
bei den Vergiftungsstufen 1000 pM signifikant um das 8-fache und bei einer TEGDMA-
Konzentration von 3000 uM signifikant um das 11-fache im Vergleich zur Zytokinexpression

unbehandelter Zellen erhoht.
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Abbildung 13: Zytokinexpression in AS549-Zellen nach 4-stiindiger Exposition mit
TEGDMA in den Konzentrationen 30-3000 uM. Aus 1 x 10° Zellen wurde die RNA
isoliert, in cDNA umgeschrieben in einer PCR-Reaktion amplifiziert. Die mRNA der
Zytokine IL-6, IL-8 und TGF-pf1 wurde densitometrisch quantifiziert und auf das
Haushaltsgen GAPDH normiert.
unbehandelten Kontrolle gesetzt. Darstellung des Mittelwertes (n=3; IL-6: n=1) der
mRNA-Expression + SD. Signifikant unterschiedlich zur Kontrolle: * = p < 0,05;
** =p < 0,01; *** = p < 0,001.
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Zum Vergleich wurden die Zellen fiir 30 Minuten dem Alkylanz 2,2’-Dichlordiethylsulfid
in den Konzentrationen 10-500 uM exponiert und nach einem Mediumwechsel fiir weitere
3,5 h inkubiert. Nach Entfernen des Kulturiiberstandes wurde aus Zellpellets von 1 x 10°
Zellen nach dem oben beschriebenen Schema die intrazellulire mRNA extrahiert und
mengenmaifig bestimmt. Die gewonnenen Daten sind in Abbildung 14 dargestellt.

Die fir IL-6 ermittelten Daten stellen wiederum Einzelwerte dar. Fiir das
Konzentrationsintervall von 10 bis 100 uM wurde eine stetig abnehmende Tendenz in der
mRNA-Expression verzeichnet: die Boten-RNA war bei Exposition mit 10 uM S-Lost im
Vergleich zur Kontrolle 1,4-fach erhoht und sank mit zunehmender Giftkonzentration auf das
Expressionslevel —unbehandelter Zellen bei 100 uM  Schwefellost. Bei einer
Schwefellostkonzentration von 300 uM konnte keine mRNA detektiert werden. Bei hochster
Vergiftungsstufe war die IL-6-Expression mit 60 % verglichen mit der Kontrolle inhibiert.
Fiir IL-8 wurde mit steigender Schwefellostkonzentration ab einer Konzentration von 30 uM
eine signifikante Reduktion an exprimierter mRNA nachgewiesen. Die Menge an detektierter
Boten-RNA betrug bei den Konzentrationen 30 und 100 uM etwa 40 %, bei 300 und 500 uM
noch 20 % der unbehandelten Kontrolle.

Auch die mRNA von TGF-f1 wurde im untersuchten Konzentrationsintervall
herunterreguliert: bei den 2,2’-Dichlordiethylsulfid-Konzentrationen 300 uM (signifikant)
und 500 uM war die Zytokin-Expression um etwa 40 bzw. 30 % im Vergleich zur Kontrolle

reduziert.
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Abbildung 14: Zytokinexpression in AS549-Zellen nach 30-miniitiger Exposition mit
Schwefellost in den Konzentrationen 10-500 uM. Nach einem Mediumwechsel und
weiteren 3,5 h Inkubationszeit wurde aus 1 x 10° Zellen die RNA isoliert, in cDNA
umgeschrieben und in einer PCR-Reaktion amplifiziert. Die mRNA der Zytokine IL-6,
IL-8 und TGF-p1 wurde densitometrisch quantifiziert und auf das Haushaltsgen
GAPDH normiert. Gewonnene Daten wurden in Relation zur unbehandelten Kontrolle
gesetzt. Darstellung des Mittelwertes (n=3; IL-6: n=1) der mRNA-Expression + SD.
Signifikant unterschiedlich zur Kontrolle: ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. n.d. = nicht

determiniert.
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5. Diskussion

5.1 Auswahl von Testsubstanzen, eingesetzter Dosis,
Versuchszelllinie und Referenzmaterial

Zahnrestaurationsmaterialien aus Kunststoff sind im Laufe ihrer Tragedauer permanent
degradativen Prozessen unterworfen. FEinerseits tragen rein mechanisch bedingte
Abbauvorginge bei der Mastikation, z.B. ,,Erosion* und ,,Abrasion®, zum fortwihrenden
Materialabrieb von Partikeln aus Kunststofffiillungen bei. Andererseits kann aber auch die
Wasserabsorption der Polymermatrix neben einer deutlichen Massenzunahme zur Entstehung
einer weichen und pordsen ,,Korrosionschicht und damit zu kontinuierlichem Abbau und
progressiver Verdnderung ihrer Oberflachenmikrostruktur fithren (Sarkar 2000; Ortengren et
al. 2001). Im Zuge solcher Umformungsprozesse an der Oberfliche von Dentalpolymeren
wird die Elution von Matrixbestandteilen begiinstigt und zugleich die Entstehung weiterer
degradativer Vorgidnge gefordert (Larsen et al. 1991).

Neben solchen mechanischen Prozessen konnen aber auch im Speichel vorhandene Enzyme
zusitzliche chemische Abbauvorginge an Restaurationsmaterialien in Gang setzen. Indem sie
teilvernetzte Matrixbestandteile an ihren freiliegenden Enden enzymatisch angreifen und
degradieren, tragen insbesondere unspezifische Esterasen (so genannte Hydrolasen) zum
verstirkten Abbau dentaler Kunststoffpolymere bei (Munksgaard et al. 1990; Larsen et al.
1992). Diese Vorginge enzymatischer Hydrolyse, die man auch unter dem Begriff der so
genannten Biodegradation zusammenfasst (Gopferich 1996), unterstiitzen zusitzlich eine
laufende Freisetzung von verschiedenen Matrixkomponenten und/oder ihren Derivaten.

Die - bei sdmtlichen soeben genannten Vorgingen - entstethenden Abbauprodukte dentaler
Restaurationsmaterialien konnen also kontinuierlich mit dem Speichel eluiert werden und
anschliefend mit weiteren Geweben und Strukturen des Organismus interagieren. Die hier
untersuchten Komonomere TEGDMA und HEMA gehoren dabei zu einer Gruppe von
besonders hidufig aus Kompositen freigesetzten Bestandteilen, die zugleich mit negativen
lokalen und systemischen Effekten in Verbindung gebracht werden (Geurtsen 1998; Reichl et
al. 1999; Geurtsen 2000; Geurtsen et al. 2001). Bei zahlreichen in-vitro-Studien konnten fiir
diese beiden Kompositkomponenten bereits zytotoxische Wirkungen nachgewiesen werden
(Kehe et al. 2001; Emmler et al. 2002; Walther et al. 2002). Dabei wurden fiir TEGDMA und
HEMA an verschiedenen Zelllinien halbmaximale Effektkonzentrationen zur Induktion

zytotoxischer Effekte bestimmt. In Anlehnung an diese Untersuchungen wurden auch fiir die
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hier durchzufiihrenden Versuche entsprechende Konzentrationen von TEGDMA
(3-10000 uM) bzw. HEMA (30-100000 uM) eingesetzt.

Im Rahmen von tierexperimentellen Versuchen konnte gezeigt werden, dass inhalierte
Partikel (0,5-10  um Durchmesser), welche beim Schleifen und Polieren aus
Kunststofffiillungen freigesetzt werden, im Lungengewebe von Kaninchen chronische
Entziindungen hervorrufen (Goldberg et al. 1992; Nayebzadeh et al. 2000). Zudem haben
Forschungsarbeiten bewiesen, dass Gesichtsmasken zahnirztliches Personal nur bedingt vor
der Inhalation fliichtiger Monomere bei der Verarbeitung von Kompositen schiitzen
(Lonnroth et al. 1998). Als Haupteintrittspforte inhalierbarer Substanzen spielt vor allem die
Lunge eine wichtige Rolle, weil dort eine Aufnahme toxischer Agenzien bedingt durch die
grof3e Organoberfliche leicht moglich ist. Nachdem auch das gesamte Blutvolumen die Lunge
durchflieBt, miissen zusitzlich auch alle systemisch aufgenommenen chemischen
Komponenten dieses Organ passieren und konnen bei der Lungenpassage metabolisiert
werden. Aufgrund der genannten Tatsachen erscheint also insbesondere auch die Uberpriifung
der Komonomere auf ihre Lungenvertriglichkeit von groer Bedeutung zu sein.

Im Zuge moglicher in der Lunge stattfindender Umformungsprozesse kann es neben einer
erwiinschten Herabsetzung der Toxizitdt auch erst zur ,,Giftung“ von metabolisierten
Substanzen kommen. Aufgrund ihrer reichen enzymatischen Ausstattung (z.B. Cytochrom-
P450, UDP-Glucuronosyltransferase, Epoxidhydrolasen, Glutathion-S-Transferase) besitzen
insbesondere Pneumozyten vom Typ II eine hohe metabolische Kapazitit (Cohen 1990) und
spielen daher bei der Metabolisierung von Fremdstoffen eine wichtige Rolle (Castranova et al.
1988). Die permanente Lungentumorzelllinie A549 diente bei den durchgefiihrten Versuchen
deshalb als in-vitro-Modell fiir Lungenschidigungen, da A549-Zellen groBe Ahnlichkeiten
mit Alveolarepithelzellen vom Typ II aufweisen (Smith 1979) und ebenfalls dieselbe
Enzymausstattung besitzen (Lieber et al. 1976).

Als Vergleichssubstanz fiir die Untersuchungen zur Expression und Sekretion
inflammatorischer Zytokine wurde das Alkylanz 2,2’-Dichlordiethylsulfid ausgewihlt, da
diese Substanz in Abhingigkeit der eingesetzten Dosis ein bekanntes und ausgeprigtes
zytotoxisches und proinflammatorisches Potential besitzt (Reid et al. 2000). Des Weiteren
wurden  schon  mutagene, teratogene und  kanzerogene  Wirkungen  von
2,2’-Dichlordiethylsulfid in der Literatur beschrieben (Dacre et al. 1996).

Nachdem auch fiir das Komonomer TEGDMA sowie einige seiner Abbauprodukte in der
Vergangenheit bereits hdufiger genotoxische Wirkungen postuliert worden waren (Moore et

al. 1988; Schweikl et al. 1998; Schweikl et al. 1999), erschien ein Vergleich regulatorischer
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Vorginge nach einer Zellexposition mit diesen beiden Substanzen sinnvoll. Dies trifft vor
allem auch wegen der moglichen Bildung hochreaktiver Epoxide bei der Verstoffwechselung
von TEGDMA zu (Reichl 2003), nachdem die Oxirane zu DNA-Interaktionen fihig sind

(Nuhn 1993), die mit der mutagenen Wirkung von Schwefellost vergleichbar sind.

5.2 Vitalitatstest und Zytotoxizitatsbestimmung

Im Rahmen der Untersuchungen zur Zytotoxizitdit wurden die Effekte der beiden
Komonomere TEGDMA und HEMA auf das Proliferationsverhalten von A549-Zellen nach
unterschiedlichen Expositionsintervallen getestet. Als Endpunkt zur Bestimmung der
Zellvitalitit diente der so genannte XTT-Vitalitétstest, welcher eine hohere Sensitivitit als das
51Cr—Standard—Assay aufweist und deshalb die geeignetere Methode zum Toxizitdtsnachweis

dentaler Materialien darstellt (Bean et al. 1995).

5.2.1 Zeitabhingigkeit der zytotoxischen Wirkung der Komonomere

TEGDMA und HEMA

Die Komonomere @TEGDMA und HEMA sind als Bestandteile dentaler
Restaurationsmaterialien bereits binnen weniger Minuten bis Stunden nach Legen einer
Kunststofffiillung in Mikrogramm-Konzentrationen in der Mundhohle priasent (Hume et al.
1996). Dariiber hinaus konnen beide Komonomere auch innerhalb von Stunden bis Tagen via
Dentin in die Pulpahohle diffundieren und von dort aus in den Korperkreislauf gelangen
(Gerzina et al. 1996). Die unterschiedliche chemische Struktur der beiden
Kompositkomponenten spielt dabei eine wichtige Rolle. So konnte in Studien nachgewiesen
werden, dass das kleinere aber hydrophilere HEMA wegen seines niedrigeren
Molekulargewichts wesentlich rascher durch das Dentin diffundiert als das vergleichsweise
groBBere und lipophilere TEGDMA (Gerzina et al. 1995). Derartige Beobachtungen legen die
Vermutung nahe, dass die genannten unterschiedlichen Eigenschaften beider Komonomere
eventuell auch beziiglich ihres zytotoxischen Potentials von Bedeutung sind.

Bei den mit TEGDMA bzw. HEMA behandelten A549-Zellen konnte im Laufe des
48-stiindigen  Expositionsintervalles eine stetige = Abnahme der mitochondrialen
Dehydrogenase-Aktivitit festgestellt werden (s. Abb. 5). Dies wurde als Zeichen von
fortschreitender Zellschiddigung und Vitalitdtsverlust bei den exponierten Zellen interpretiert.

Als Indiz dafiir, dass TEGDMA und HEMA jedoch zusitzlich auch unterschiedliche
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zytotoxische Mechanismen entfalten, wurde die Beobachtung gewertet, dass die Minderung
der Stoffwechselaktivitit behandelter Zellen zu den jeweiligen Messzeitpunkten (8, 24 und
48 h) verschieden stark ausgeprdgt war. TEGDMA erwies sich innerhalb des gesamten
Betrachtungszeitraums von 48 h zu jedem gemessenen Zeitpunkt als toxischer im Vergleich
zu HEMA, wobei sich die errechneten ECsp-Werte beider Komonomere in Relation
zueinander kontinuierlich anglichen (s. Tab. 1). Insgesamt spricht dies also fiir einen deutlich
schnelleren Angriff des Komonomers TEGDMA an den exponierten A549-Zellen. Diese
Entdeckungen stimmen auch mit Ergebnissen anderer metabolischer Studien iiberein, in
denen anhand der LDH-Freisetzung komonomerexponierter Zellen ebenfalls eine
Zeitabhéngigkeit der Toxizitdit von TEGDMA und HEMA nachgewiesen werden konnte
(Walther et al. 2002).

Bereits in fritheren Untersuchungen wurde das hohere zytotoxische Potential von TEGDMA
durch seine Fihigkeit zur Surfactant-dhnlichen Anlagerung an die Lipiddoppelschicht der
Zellmembran mit anschlieBender Lipidperoxidation erklért (Fujisawa et al. 1984; Terakado et
al. 1984). In neueren Arbeiten werden solche Membraninteraktionen jedoch auch fiir das
Komonomer HEMA diskutiert. Bei der Hydrolyse von HEMA wird demnach das
Alkoholderivat Ethylenglykol gebildet, welches sich anschlieBend in die Lipiddoppelschicht
der Zellmembran einlagert. Durch Wechselwirkungen mit wichtigen membranstindigen
Signalmolekiilen kommt es dabei zur Anderung der Zelllipidzusammensetzung, aus der dann
eine verdnderte Signaltransduktion und die Verinderung des Zellwachsstums resultieren
(Schuster et al. 1999; Schuster et al. 2000). Auch hydrophobe Wechselwirkungen von HEMA
mit der Zellmembran sind in der Literatur beschrieben worden (Fujisawa et al. 2001).
Alternative Erklarungsmoglichkeiten beziiglich des unterschiedlichen zelltoxischen Potentials
von TEGDMA und HEMA ergeben sich aus dem Nachweis ihrer Interaktion mit wichtigen
zelleigenen Schutzmechanismen. Einen in zahlreichen Studien untersuchten Angriffspunkt
stellt das intrazelluldre Antioxidanz Glutathion (GSH) dar. Bei diesem Molekiil handelt es
sich um ein intrazellulédres Tripeptid, welches bei der Detoxifizierung schidigender Agenzien
eine zentrale Rolle spielt. Neben der Entgiftung von endogenen Stoffen, die als
Nebenprodukte aerober Stoffwechselvorginge (z.B. Zellatmung) im Korper laufend
entstehen, werden durch dieses vitale Redox-Schutzsystem vor allem auch diverse
anthropogene Fremdstoffe, so genannte Xenobiotika, abgefangen und wirkungsvoll beseitigt.
Diese Entgiftung findet einerseits durch die Reaktion von reaktiven Sauerstoffgruppen der
Fremdsubstanzen mit der SH-Gruppe von Glutathion statt, wobei das oxidierte Dimer GSSG

entsteht. Andererseits fithrt auch die zweite wichtige Funktion von GSH als intrazellulédrer
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Scavenger - d.h. die Konjugation und anschlieBende Ausscheidung iiber den Urin - zur
Elimination derartiger Fremdstoffe. Im Rahmen der genannten Umwandlungsprozesse kann
es jedoch statt zu einer Entgiftung auch erst zur Akkumulation von toxischen Konjugaten
innerhalb der Zelle kommen (Zimniak et al. 1999). Im Falle der Komonomere wird
angenommen, dass TEGDMA aufgrund seiner Lipophilie biologische Membranen
vergleichsweise rascher passieren kann als HEMA (Reichl et al. 1999). Eine Ausbildung von
Addukten mit intrazelluliren Molekiilen ist deshalb von besonders grolem Interesse
(Geurtsen et al. 2001). In fritheren Studien wurde fiir Acrylsdureester, zu denen unter anderem
auch das Komonomer TEGDMA gehort, die Bildung einer kovalenten S-C-Bindung (so
genannte Michael-Addition) mit Glutathion vorgeschlagen (McCarthy et al. 1994).

Tatsdchlich konnte eine mit Komonomeren assoziierte zeit- und dosisabhingige
GSH-Depletion bereits in mehreren Zellkulturstudien nachgewiesen werden (Stanislawski et
al. 2000; Walther et al. 2004). Bei Gingiva-Fibroblasten wird bereits innerhalb weniger
Stunden nach TEGDMA-Exposition eine signifikante Depletion des intrazelluldren Redox-
Schutzmolekiils Glutathion beschrieben. Interessanterweise sind zu diesem Zeitpunkt bei den
exponierten Zellen jedoch noch keine weiteren Anzeichen von Zelluntergang feststellbar.
AuBerdem werden die =zellinternen GSH-Vorrdate nach Exposition mit subtoxischen
Komonomer-Konzentrationen wieder voll regeneriert, wihrend bei der Applikation von
hoheren Dosen der Zelltod eintritt (Engelmann et al. 2002). Von Bedeutung sind diese
Beobachtungen vor allem deshalb, da die GSH-Depletion immer auch als ein frithes Merkmal
apoptotischer Prozesse angesehen wird (Coppola et al. 2000). Geméall vergangener Studien
reicht eine derartige Depletion von Glutathion zur alleinigen Induktion der Apoptose
allerdings nicht aus (Slater et al. 1995). Trotzdem wird durch die Reduktion von
intrazellulirem GSH die Puffer-Kapazitit der Zelle fiir endogene Oxidanzien geschwicht.
Obwohl iiblicherweise sogar eine Verminderung bis auf 20 % des Normalgehalts toleriert
wird, steigt so die Sensitivitdt der Zelle fiir zusétzlichen oxidativen Stress deutlich an (White
et al. 1992). Synergistisch-toxische Effekte des Komonomers TEGDMA, welches in
Kombination mit H,O, verabreicht wurde, konnten bei in-vitro-Studien an Rattennierenzellen
bereits nachgewiesen werden. Hingegen konnten vergleichbare Effekte durch die kombinierte
Zellexposition mit HEMA und H,0O; nicht erzielt werden (Reichl et al. 2003). Zu bedenken ist
aulerdem, dass A549-Zellen eine hohere Resistenz gegeniiber einer GSH-Depletion im
Vergleich zu anderen Zelllinien aufweisen (Walther et al. 2002). Dies wird auf den relativ
hohen GSH-Gehalt dieser Zellen zuriickgefiihrt (Walther et al. 2000). Zusammenfassend
konnte TEGDMA, bedingt durch seinen lipophilen Charakter, vergleichsweise schneller zu
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wichtigen Zellregulatoren vordringen, um dort zu interagieren. Fiir die tatsachliche Membran-
permeation von TEGDMA sprechen auch Expositionsversuche an Lungentumorzellen, bei
denen radioaktiv markiertes '*C-TEGDMA  durch diinnschichtchromatographische
Auftrennung lysierter Zellen in allen Zellfraktionen nachgewiesen wurde (Durner 2000). Das
Komonomer HEMA war in diesen Versuchen dagegen lediglich im Extrazellularraum
nachweisbar. Ferner hat sich die intrazelluldre Priasenz des Komonomers TEGDMA auch
schon bei der Detektion mittels Kernmagnetresonanzspektroskopie bestitigt (Engelmann et al.

2001).

5.2.2 Vergleich der Zytotoxizitit der Komonomere TEGDMA und HEMA

mit verschiedenen Metaboliten

In der Mundhohle existieren zahlreiche Prozesse, die einen Abbau von dentalen
Restaurationsmaterialien begiinstigen. Dabei handelt es sich um komplexe degradative
Vorginge, die sich einerseits aus der bloBen Disintegration von Komponenten bzw. deren
Auflosung mit dem Speichel und andererseits aus verschiedenen chemischen
(z.B. Thermolyse, Solvolyse, Oxidation) und physikalischen (Auflosung, Aufweichen,
Mineralisation) Abbauvorgingen - bedingt durch Nahrung, Kauakt und bakterielle Aktivitdten
- zusammensetzen (Santerre et al. 2001).

Wie zahlreiche Untersuchungen aus der Vergangenheit belegen, sind Kunststoffpolymere also
nicht chemisch inert und es treten auch laufend Wechselwirkungen mit verschiedenen
Enzymen auf (Stanley 1993; Santerre et al. 1999; Santerre et al. 2001). Die am Abbau
beteiligten Enzyme stammen dabei von oralen Mikroorganismen, Speicheldriisen, gingivaler
Fliissigkeit, polymorphkernigen Leukozyten, Epithelzellen sowie Nahrungsbestandteilen
(Chauncey 1961). Zusitzlich konnen bei entziindlichen Prozessen in der Mundhohle
(z.B. Periodontitis) auch noch weitere Enzymaktivititen (z.B. durch Bakterienakkumulation)
frei werden (Nakamura et al. 1983). Somit ldsst sich erkldren, dass schon degradative
Prozesse an der Oberfliche von Restaurationsmaterialien auf Kunststoffbasis beobachtet
wurden, obwohl mechanische Einwirkungen zuvor ausgeschlossen werden konnten (Stanley
1993). Beobachtungen dieser Art sprechen fiir ein Vorliegen von metabolischer Aktivitét.

Die beiden Komonomere TEGDMA und HEMA gehoren zu den Inhaltsstoffen aus dentalen
Restaurationsmaterialien, die im Zuge der eben genannten Abbauvorginge metabolisiert

werden konnen. Fiir ihre Verstoffwechselung wurde der - in Abbildung 2 - dargestellte
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Abbauweg postuliert. Aus diesem Grund erscheint vor allem die vergleichende Untersuchung
moglicher entstehender Intermediate mit TEGDMA und HEMA interessant.

Nachdem es sich bei vielen der auf Methacrylsidure basierenden Monomere um Ester handelt,
liegt insbesondere ihr Abbau durch die im Organismus ubiquitdr vorhandenen Esterasen nahe
(Yourtee et al. 2001). Schon in fritheren Studien wurde nachgewiesen, dass durch den
permanenten enzymatischen Angriff an der Oberfldche der Dentalpolymere laufend Mono-
und Dimethacrylate zu Methacrylsidure und ihrem korrespondierenden Alkohol hydrolysiert
werden (Larsen et al. 1992; de Gee et al. 1996). Dabei beginnen die meisten Abbauvorginge
an solchen Bestandteilen, die nur mit einem Ende in der Polymermatrix verankert sind
(Munksgaard et al. 1990). Neuere Studien zum Abbau der Komonomere belegen, dass die
Enzyme Cholesterinesterase (= inflammatorisches Enzym zelluliren Ursprungs, CE) und
Pseudocholinesterase (= dominierendes Speichelenzym, PCE), die im Speichel in
ausreichenden Mengen fiir eine Degradation vorliegen, kommerzielle polymerisierte
Dentalkomposite abbauen konnen (Finer et al. 2004). Ferner wurde nachgewiesen, dass die im
menschlichen Speichel gemessenen Esteraseaktivititen (= human saliva derived esterase
activity, HSDEA) ausreichen um BisGMA-Monomere und TEGDMA-Komonomere
innerhalb von 25 h vollstindig zu verstoffwechseln (Jaffer et al. 2002). Durch Analyse der
entstchenden Nebenprodukte via HPLC (high-performance liquid chromatography) und
Massenspektroskopie konnte die Hydrolyse von TEGDMA an seinen Esterbindungen
eindeutig belegt werden (Shajii et al. 1999). Zusitzlich wurde im Rahmen solcher Studien
auch beobachtet, dass eine starke Abhingigkeit zwischen der Menge an entstehenden
Abbauprodukten  einerseits und der  Enzymkonzentration und  spezifischen
Monomerformulierung  andererseits  besteht: Bei  Enzyminkubationsversuchen an
polymerisierten Kompositen stellte sich heraus, dass PCE eine hohere Spezifitit fiir das
Komonomer TEGDMA besitzt, wohingegen das Basismonomer BisGMA verstirkt durch die
Aktivitdt der CE abgebaut wird (Finer et al. 2003). Aufgrund des Mengenverhiltnisses der
gebildeten Intermediate ist ferner auch eine Unterscheidung zwischen dem Abbau
unreagierter Restmonomere und der Hydrolyse von Methacrylaten an der Oberflidche der
Polymere moglich: Wiahrend die Bildung von Methacrylsdure zum korrespondierenden
Alkohol im Verhiltnis 2:1 ndmlich fiir eine hydrolytische Spaltung unvernetzter Monomere
spricht, deutet ein Verhiltnis von Methacrylsidure zum entsprechenden Alkohol von > 2 auf
die Freisetzung terminaler Methacrylsduregruppen aus der Matrix hin (Shajii et al. 1999;
Yourtee et al. 2001). In der Vergangenheit wurden fiir einige der Abbauprodukte von

Komonomeren (z.B. Methacrylsdure) schon mehrfach zellschiddigende Effekte postuliert
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(Moore et al. 1988). Auch die Freisetzung anderer potentiell toxischer Substanzen, wie
Formaldehyd, wurde bereits in verschiedenen Studien an FEluaten von dentalen
Restaurationsmaterialien untersucht (Baker et al. 1988; Koda et al. 1990; Tsuchiya et al.
1994; Cimpan et al. 2000a). In Anlehnung an den eingangs beschriebenen Abbauweg der
Komonomere TEGDMA und HEMA (s. Abb. 2) wurden daher folgende postulierte
Metabolite auf ihre individuelle Zytotoxizitdt untersucht: Methacrylsdure, Triethylenglykol
und Paraformaldehyd.

Fiir keinen dieser beim enzymatischen Abbau von TEGDMA entstehenden Metabolite konnte
- gemessen an der halbmaximalen Effektkonzentration (ECsp) - ein vergleichbares
zytotoxisches Potential wie fiir das Komonomer TEGDMA selbst nachgewiesen werden
(s. Abb. 6 und 7). Die fiir Methacrylsidure errechnete geringere Toxizitdt im Vergleich mit
TEGDMA korreliert gut mit Daten aus der Literatur, in denen das zytotoxische Potential der
untersuchten Komponenten in der Reihenfolge TEGDMA>HEMA>MA eingeordnet wurde
(Ratanasathien et al. 1995; Fujisawa et al. 2001). Abweichend von diesen Studien wurde fiir
Methacrylat jedoch eine hohere Toxizitit im Vergleich zu HEMA ermittelt. Nachdem
TEGDMA beim Abbau durch unspezifische Esterasen zu 2 Molekiilen Methacrylsdure (MA)
und 1 Molekiil Triethylenglykol (TEG) gespalten wird, wurde ferner auch die Kombination
beider Metabolite in dquimolarer Konzentration zu TEGDMA getestet, um moglicherweise
auftretende synergistische/additive Effekte zu detektieren (s. Abb. 7). Bei kombinierter
MA/TEG-Exposition der Zellen entsprach die halbmaximale Effektkonzentration in etwa
derjenigen von Methacrylsdure-exponierten Zellen. Somit wurden die bei Koinkubation mit
MA und TEG induzierten zytotoxischen Effekte allein auf das intermedidr gebildete
Methacrylat zuriickgefiihrt. Diese Vermutung hat sich auch durch die fehlende toxische
Wirkung bei alleiniger Exposition der Zellen mit Triethylenglykol bestatigt.

Neben diesen nachgewiesenen Stoffwechselprodukten wurde fiir den Abbau von TEGDMA
und HEMA schon verschiedentlich die Entstehung toxischer Epoxide postuliert (Reichl 2003;
Walther et al. 2004). Aufgrund der hohen metabolischen Kapazitit der verwendeten
Untersuchungszelllinie A549 wurde deshalb im Vergleich mit TEGDMA und HEMA auch
das zytotoxische Potential von 2,3-Epoxy-2-methyl-propionsdure untersucht.

Die zelluldre Detoxifikation von Xenobiotika erfolgt in zwei Phasen und beginnt mit einem
Aktivierungsschritt, z.B. durch Oxidation oder Epoxidierung zur Addition polarer Gruppen.
Durch die anschlieBende Konjugation an zelleigene Schutzmolekiile (GSH, Glucuronsaure)
wird die Wasserloslichkeit der Komponenten erhoht und sie konnen dadurch leichter

ausgeschieden werden. Die dabei entstehenden Produkte werden in der Regel als untoxisch
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angesehen. Mehrere Studien belegen jedoch, dass diese Vorginge teilweise auch erst zur
Aktivierung von Fremdsubstanzen fiihren (Zimniak et al. 1999). Auflerdem konnen die dabei
entstechenden Konjugate auch andere detoxifizierende Enzyme hemmen oder in der Zelle
akkumulieren. Die Epoxidierung stellt also einen wichtigen metabolischen Schritt dar, der zur
Entstehung toxischer Effekte fithren kann (Yamamoto et al. 2002). Unter Beteiligung von
Cytochrom-P450, welches erwiesenermaflen in Lungenepithelzellen vorliegt, kann es so zu
einer ,,Giftung* von Substanzen kommen.

Bei den Vitalitdtstests in HBSS (s. Abb. 7) stellte sich heraus, dass 2,3-Epoxy-2-methyl-
propionsdure aufgrund seiner halbmaximalen Effektkonzentration (ECsy) als einziger
postulierter TEGDMA-Metabolit ein vergleichbares zytotoxisches Potential wie das
Komonomer TEGDMA aufweist. Obwohl aus TEGDMA die doppelte molare Menge an MA
gebildet werden kann, reicht dies nicht als alleinige Erkldarung fiir die um mehr als das
zweifache erhohte Toxizitit von TEGDMA aus. Unter Zugrundelegung der molaren
Verhiiltnisse (1 Mol TEGDMA = 2 Mol Epoxid) scheint das Epoxid deshalb an der toxischen
Wirkung von TEGDMA beteiligt zu sein. Im Gegensatz dazu 148t der direkte Vergleich mit
dem Komonomer HEMA jedoch nicht auf eine Beteiligung des postulierten Intermediates an
der zytotoxischen Wirkung von HEMA schlieB3en: Das getestete Epoxid, welches beim Abbau
von HEMA in &dquimolarem Verhiltnis gebildet werden wiirde (1 Mol HEMA = 1 Mol
Epoxid), erwies sich bei den durchgefiihrten Untersuchungen als etwa sechs mal toxischer im
Vergleich zu HEMA und scheint daher bei der Zytotoxizitit dieses Komonomers auf A549-
Zellen keine Rolle zu spielen.

Epoxide sind chemisch instabil und hochreaktiv und es ist bekannt, dass sie kovalent an
Nukleinsduren und Gewebeproteine binden konnen (Wistuba 1986). Nachdem die
Membranpermeation von TEGDMA als gesichert anzusehen ist, konnte das intrazellulér
gebildete Epoxid daher auch in hohem Malle an der haufiger beschriebenen GSH-Depletion
bei TEGDMA-exponierten Zellen beteiligt sein (Walther et al. 2004). Die hohe Reaktivitit
von Epoxiden gegeniiber freien Nukleophilen (z.B. Sulfhydrylgruppen von Proteinen) sowie
ihre Konjugation an Glutathion wurde bereits frither in Studien nachgewiesen (Nuhn 1993).
Daher besteht die Moglichkeit, dass die Scavengerfunktion von Glutathion auch bei der
Detoxifizierung von Epoxiden aus dem Abbau der Komonomere eine wichtige Rolle spielt.
Auch die Beobachtung, dass die zytotoxische Wirkung von TEGDMA und HEMA bei
verschiedenen Zelllinien durch gleichzeitige Gabe von Antioxidantien gemindert werden
kann, spricht fiir die Entstehung solcher reaktiver Intermediate (Stanislawski et al. 2003;

Walther et al. 2004).
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Dariiber hinaus wurden in der Vergangenheit schon mehrfach erbgutschidigende Effekte von
dentalen Restaurationsmaterialien beschrieben. Diese Effekte wurden meist auf andere
Inhaltsstoffe, wie z.B. Bisphenol-A und Formaldehyd, zuriickgefiihrt (Ersev et al. 1999;
Geurtsen 2001). Auch fiir TEGDMA wurden bereits hdufiger genotoxische Eigenschaften
postuliert (Reichl et al. 2003). Nachdem eine Entstehung von Epoxiden beim Abbau von
TEGDMA wahrscheinlich ist, konnten also auch diese Effekte auf moglichen
Wechselwirkungen des hochreaktiven Metaboliten mit der DNA beruhen (Schweikl et al.
2000;  Schweikl et al. 2001). In  Mutagenititsstudien mittels Einzelzell-
Mikrogelelektrophorese-Test (so genannter Comet-Assay) ist es bereits gelungen, fiir
BisGMA und TEGDMA eine mutagene Wirkung bei humanen Lymphozyten nachzuweisen,
wohingegen erbgutverindernde Effekte fiir das Komonomer HEMA nicht nachgewiesen
werden konnten (Reichl 2003).

Zusitzlich zu den Untersuchungen mit HBSS wurden auch Vitalitdtsversuche mit 2,3-Epoxy-
2-methyl-propionsdure in serumhaltigem Medium durchgefiihrt (s. Abb. 8) und mit der
Wirkung der - nach Ringodffnung moglicherweise entstehenden - 2,3-Dihydroxy-2-methyl-
propionsdure verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass weder das Epoxid noch das getestete
Dihydrodiol eine toxische Wirkung bei den A549-Zellen induzierten. Aus diesem Ergebnis
wird gefolgert, dass das Epoxid in physiologischem Milieu moglicherweise sehr schnell zu
seinem untoxischen Diol abreagiert und deshalb keine zytotoxische Wirkung entfaltet
(s. Abb. 8).

Aus Literaturdaten geht hervor, dass zytotoxische und mutagene Oxirane im Rahmen ihrer
Detoxifikation von loslichen und mikrosomalen Enzymen zu ihren korrespondierenden
Dihydrodiolen umgewandelt werden (Moran et al. 1997). Findet eine Epoxidierung jedoch in
Anwesenheit anderer Reaktionspartner, wie z.B. der Serumalbumine statt, kann auch die
Protein-Bindung der entstehenden toxischen Intermediate Zellen vor zytotoxischen Effekten
schiitzen (Schultz et al. 1998; Mitchell et al. 2002). Ferner ist anzunehmen, dass derart
gekoppelte Metabolite nicht in der Lage sind, bis ins Innere der Zelle vorzudringen
(Sorrentino et al. 1989). Somit lassen sich auch die mittels Zytotoxizitétstest erhobenen Daten
mit FKS-haltigem Medium erkldren, bei denen weder fiir das getestete Epoxid noch fiir das
korrespondierende Diol zytotoxische Effekte nachgewiesen werden konnten.

Bei der Bewertung reaktiver Monomere ist neben ihrer Verweildauer vor allem auch ihre
resultierende Struktur im Organismus entscheidend (Yoshii 1997). Allein aufgrund der
beschriebenen molaren Verhiltnisse wiirde bei der Verstoffwechselung von TEGDMA also

bereits mehr Methacrylsdure (2:1) als Ausgangsmolekiil einer nachfolgenden Epoxidierung

59



Diskussion

entstehen als dies beim Metabolismus von HEMA (1:1) der Fall ist. Ein wichtiger Punkt
konnte in diesem Zusammenhang auch die unterschiedliche Enzymkinetik beider
Komonomere sein. Bei Inkubationsversuchen verschiedener Monomere mit Enzymen zeigte
das Komonomer HEMA die geringste Konversionsrate im Vergleich zu anderen
Methacrylaten, wohingegen fiir TEGDMA eine besonders hohe Umwandlungsrate und
-geschwindigkeit nachgewiesen werden konnte (Yourtee et al. 2001). Diese Unterschiede in
threr Enzymaffinitit wurden dabei auf die unterschiedlichen sterischen Eigenschaften der
Monomere zuriickgefiihrt, da sich Komonomere, welche an beiden Enden unpolare Gruppen
enthalten, als gute Substrate fiir viele Esterasen erwiesen. Somit lielen sich die beobachteten
unterschiedlichen Effekte moglicherweise auch durch die hohere Affinitit von TEGDMA fiir
enzymatische Umwandlung im Vergleich zum polareren HEMA erkldren (Abb. 1). Denkbar
ist weiterhin, dass reaktive Epoxide aufgrund mangelnder Membranpermeabilitit des
Komonomers HEMA gar nicht erst entstehen konnen, nachdem die Epoxidierung an das
mikrosomale Cytochrom-P450 gebunden ist. Wéhrend die hier verwendete Versuchszelllinie
A549 Cytochrom-P450 enthilt (Cohen 1990), konnten jedoch auch schon mutagene
Wirkungen des Komonomers TEGDMA bei Versuchen mit V79-Zellen nachgewiesen werden
(Schweikl et al. 1999), in denen kein Cytochrom-P450 enthalten ist (Bieler et al. 2003).

Auch bei der diinnschicht-chromatographischen Bestimmung der Verteilung radioaktiv
markierter Komonomere sowie der entstehenden Metabolite auf die verschiedenen
Zellkompartimente bei exponierten A549-Zellen konnte nachgewiesen werden, dass der
enzymatische Abbau beider Komonomere mit unterschiedlicher Intensitit und
Geschwindigkeit von statten geht. Wihrend "C-TEGDMA innerhalb von 30 Minuten nahezu
vollstandig (Restaktivitit < 1 %) verstoffwechselt wurde, war nicht metabolisiertes
“C-HEMA innerhalb des untersuchten Zeitraumes von 6 h bis zuletzt in Konzentrationen
zwischen 5 und 25 % der eingesetzten Dosis im Extrazellularraum préisent. Auch das aus dem
TEGDMA-Abbau stammende Methacrylat wurde demnach schneller metabolisiert als das bei
der Metabolisierung von HEMA entstandene. Als Zwischenprodukt des Abbauweges iiber
toxische Epoxide konnte 14C—Pyruvalt nach TEGDMA-Exposition sowohl extrazellulir als
auch - in geringerer Konzentration - intrazellulidr nachgewiesen werden. Dies war bei HEMA-
behandelten Zellen nicht der Fall (Durner 2000). Somit kommt also auch die lokal
unterschiedliche Entstehung zelltoxischer Intermediate als Ursache fiir die abweichende

Zytotoxizitdt beider Komonomere in Betracht.
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5.2.3 Einfluss von Pifithrin-a auf die Zytotoxizitit der Komonomere

TEGDMA und HEMA

Uber die Art des Zelltods, welcher durch toxische Inhaltsstoffe aus dentalen
Restaurationsmaterialien induziert wird, ist bisher nur wenig bekannt. Zwar wurde bereits in
einigen Studien untersucht, ob Eluate aus methacrylsdurebasierten Dentalpolymeren
verschiedene Formen von Zelltod induzieren kénnen. Dabei wurden jedoch meist Extrakte
mit unbekannter Zusammensetzung verwendet, so dass Daten iiber das individuelle
zytotoxische Potential der verschiedenen Matrixkomponenten fehlen. Genauere Kenntnisse
iiber Art und Ausmall der Induktion so genannter Todessignal-Wege (death-signaling
pathways) konnen jedoch wertvolle Hinweise beziiglich der biologischen Aktivitit dentaler
Restaurationspolymere liefern (Cimpan et al. 1998; Cimpan et al. 2000a).

Grundsitzlich wird bei toxikologischen Studien zwischen zwei verschiedenen Formen des
Zellunterganges - namlich zwischen Nekrose und Apoptose - unterschieden (Majno et al.
1995; Cimpan 2000b): Als Nekrose bezeichnet man einen Vorgang, der durch das abrupte
Versagen zelluldrer Abwehrmechanismen gekennzeichnet ist. Nach Einwirkung stark
schidigender Einfliisse bricht das osmotische Gleichgewicht der Zelle zusammen und ihre
Vitalfunktionen kommen innerhalb von kurzer Zeit zum Erliegen. Charakteristischerweise
gehen mit diesem Homeostaseverlust ein Anschwellen der Zelle mitsamt ihrer intrazelluldren
Organelle (Onkose) und der Verlust der Membranintegritit einher. Durch die - nach dem
Platzen aus dem Zellinneren frei werdenden - Bestandteile, zu denen auch lysosomale
Enzyme gehoren, wird infolge der Schiadigung des umliegenden Gewebes eine entziindliche
Abridumreaktion provoziert. Insgesamt handelt es sich bei der Nekrose also um einen eher
passiv ablaufenden Prozess, der vorwiegend durch gravierende pathologische Stimuli
ausgelost und immer von einer Entziindungsreaktion begleitet wird.

Als alternative Form des Zelltods basiert die Apoptose dagegen auf einer fein abgestimmten
und streng regulierten Abfolge von Ereignissen, die zu einer kontrollierten Entsorgung
unerwiinschter Zellen innerhalb eines ldngeren Zeitraumes fiithren. Diese auch als
,programmierter Zelltod* bezeichneten Prozesse laufen unter Energieverbrauch aktiv ab und
spielen schon bei der Entstehung und Entwicklung multizelluldrer Organismen eine zentrale
Rolle (Gao et al. 1998). Mit Hilfe solcher apoptotischer Mechanismen kann unter
physiologischen Bedingungen stets die notwendige Balance zwischen Proliferation und dem
Absterben von Zellen aufrechterhalten werden (Saini et al. 1998; Hall 1999b).
Charakteristischerweise erfolgen die Abraumvorgidnge bei der Apoptose entziindungsfrei

(Hansen et al. 1997; Hodge et al. 2002), so dass die - zumeist durch mildere Einfliisse
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entstandenen - Zellschdden mittels Phagozytose ohne eine Schiadigung benachbarter Gewebe
eliminiert werden kdnnen.

In diesem Zusammenhang deuten also die im Rahmen der Zytokinstudien gewonnenen Daten
(s. 4.3.1) eher auf ein Ausbleiben proinflammatorischer Reaktionen und damit auf den
Untergang der TEGDMA-exponierten Zellen via Apoptose hin. AuBlerdem treten die nach
Komonomerexposition zu beobachtenden zytotoxischen Effekte - wie auch aus den
Untersuchungen zur Zeitabhingigkeit der Zytotoxizitit hervorgeht - erst nach mehreren
Stunden auf (s. Abb. 5), was ebenfalls fiir einen kontrollierten Untergang der Zellen spricht.
Des Weiteren konnte erst kiirzlich in einer Studie nachgewiesen werden, dass das
Komonomer TEGDMA bei humanen Gingivafibroblasten dosisabhingig zur Induktion des
programmierten Zelltods fiihrt (Janke et al. 2003). Ferner wurde auch schon gezeigt, dass bei
Pulpazellen in Kontakt mit Dentinadhesiven Apoptosen auftreten (Mantellini et al. 2003).
Dabei wurde festgestellt, dass die Apoptoserate der Zellen vom Polymerisationsgrad der
Materialien abhiingt. Die Induktion des apoptotischen Untergangs bei komonomerexponierten
A549-Zellen wurde auf die Aktivierung proapoptotischer Signalkaskaden unter Beteiligung
des Enzyms Caspase 3 zuriickgefiihrt (Bahnemann et al. 2002a).

Im Rahmen der Apoptose treten mehrere morphologische Verianderungen an den betroffenen
Zellen auf. Zu den wichtigen Kennzeichen des programmierten Zelltods gehoren die
Kondensation des Chromatins und die Pyknose (Kernschrumpfung) bei gleichzeitig intakter
Zellmembran. Weiterhin stellen die so genannte Phosphatidylserinexternalisation, d.h. die
Translokation membranstindiger Signalmolekiile zur Aktivierung benachbarter Phagozyten,
und das so genannte ,Membran-Blebbing* mit der Abschniirung von kleinen ,,apoptotic
bodies* deutliche Merkmale der Apoptose dar (Darzynkiewicz et al. 1997; Trump et al. 1997,
Fadok et al. 2001; Hoffmann et al. 2001). Zeitgleich mit solchen morphologischen
Verinderungen finden beim programmierten Zelltod an den Zellen auch zahlreiche
biochemische Wandlungsvorginge statt. Zu diesen gehort die Fragmentierung der DNA in
charakteristische Fragmente von 180-200 bp Linge sowie die Induktion einer Enzymkaskade.
Diese besteht aus der stufenweisen Aktivierung so genannter Caspasen, welche Proteine
definiert spalten (Dobrucki et al. 2001; Grabarek et al. 2002). All diese streng kontrollierten
Vorginge bei der Apoptose benotigen zu ihrem Ablauf mehrere Stunden und sind zum Teil
reversibel. Der Zelltod durch Nekrose lduft hingegen innerhalb von Minuten und ohne
Kontrollmoglichkeiten der Zelle irreversibel ab.

Aus den Untersuchungen zur proapoptotischen Wirkung der Dentinadhésive bei Pulpazellen

geht auch hervor, dass bei Zellen, an denen keine Anzeichen von Apoptose aufgetreten waren,
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ein Zyklusarrest beobachtet wurde (Mantellini et al. 2003). Eine Induktion solcher Effekte
wurde in der Literatur insbesondere unter der Beteiligung des Tumorsuppressorgens p53
beschrieben: Das Tumorsuppressorprotein p53 ist ein am Ablauf der Apoptose wesentlich
beteiligtes Element. Wegen seiner kurzen Halbwertszeit liegt p53 in der Zelle physiologisch
nur in geringer Konzentration vor. Nach einer Zellschidigung bewirkt die Hochregulation der
p53-Gen-Expression, dass das kernstindige und labile Proteinprodukt durch post-
transkriptionale Prozesse stabilisiert wird (Lakin et al. 1999). Durch die damit verbundene
Akkumulation des Tumorsuppressorproteins werden verschiedene Mechanismen in Gang
gesetzt, vor deren Induktion niedrige p53-Level die Zelle gezielt schiitzen (Lassus et al.
1996).

In Abhingigkeit vom Ausmall des gesetzten Schadens werden durch den
Konzentrationsanstieg von p53 zweierlei Zellantworten induziert: Zum einen kann p53 den
Arrest der Zelle in der so genannten G;-Phase bewirken (Chen et al. 1996), indem die
Produktion von p21 stimuliert wird. Dieses Protein interagiert anschlieBend mit dem
Zellteilungsprotein cdk2 und der entstehende Komplex bewirkt einen Stillstand der Zelle in
einem Zyklusstadium, das der mitotischen Teilung vorausgeht. Auf diese Weise konnen
verschiedene Reparaturmechanismen greifen und die Weitergabe genetisch veridnderter
Information wird effektiv verhindert.

Ubersteigt die Schidigung der Zelle einen gewissen Schwellenwert, so bewirkt p53 den
programmierten Zelltod, um so den fehlerfreien Fortbestand des Genomes zu gewéhrleisten.
Im Verlauf des Tumorsuppressor-vermittelten Zelluntergangs kommt es zunédchst zur
Transkription verschiedener Redox-kontrollierender Gene. Darauthin wird die Bildung
reaktiver Oxygenspezies gefordert und die sukzessive oxidative Degradation mitochondrialer
Komponenten fithrt zum programmierten Zelltod (Polyak et al. 1997).

Wie bereits in vergangenen Studien nachgewiesen wurde, kann der Verlust des p53-Gens
Zellen fiir apoptotische Prozesse desensibilisieren (Hickman et al. 2002). Bedeutsam erscheint
auch die Tatsache, dass bei iiber der Hilfte aller Tumoren eine Mutation beziehungsweise
Depletion des p53-Gens vorliegt, was die extrem wichtige Funktion des Tumorsuppressors
bei der Aufrechterhaltung eines funktionierenden Organismus unterstreicht (Hall 1998).
Trotzdem ist das Vorliegen eines intakten Tumorsuppressorgens fiir den Ablauf apoptotischer
Vorginge keine Bedingung, was die Existenz anderer p53-unabhingiger Mechanismen
beweist. Eine apoptotische Antwort ist daher immer vom jeweiligen Zelltyp abhéngig und bei

einigen Tumorzelllinien wurden auch schon verschiedentlich pS3-unabhéngige Apoptosewege
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nachgewiesen. Ebenso wurden auch bei Zellen mit mutiertem oder deletiertem p53-
Tumorsuppressorgen Apoptosen beobachtet (Fang et al. 1999; Wani et al. 2000).

1999 wurde von einer Forschergruppe eine synthetische Substanz identifiziert, die in der Lage
ist, die Aktivitdt von p53 zu inhibieren (Komarov et al. 1999). Mit Hilfe dieser fortan als
Pifithrin-a (p fifty three inhibitor) bezeichneten Substanz war erstmals die voriibergehende
selektive Blockierung p53-vermittelter apoptotischer Prozesse moglich. Damit konnte unter
gleichzeitiger Anwendung dieses Antagonisten einem ausgedehnten Zelluntergang in
normalem p53-Wildtyp-Gewebe, als einem unerwiinschten Nebeneffekt der Tumortherapie,
vorgebeugt werden (Komarova et al. 2000). Seit seiner Entdeckung fand dieser reversible
Antagonist unter anderem auch Anwendung bei mehreren in-vitro-Studien. Beispielsweise
konnten neuronale Zellen mittels Pifithrin-a erfolgreich am apoptotischen Zelltod gehindert
werden (Culmsee et al. 2001; Zhu et al. 2002; Culmsee et al. 2003). Die zur Reduktion der
Apoptosefrequenz eingesetzten Dosen wurden auch bei den hier durchgefiihrten Vitalitdtstests
angewendet. Ferner enthilt die verwendete Untersuchungszelllinie A549 ein intaktes p53-Gen
vom Wildtyp und ist somit fiir eine Inhibition des Tumorsuppressors mittels Pifithrin-o
geeignet (Raynal et al. 1997).

Der Effekt von TEGDMA auf die Proliferation und Apoptoserate in primédren humanen
Gingivafibroblasten wurde auch schon mittels Lichtmikroskopie und Flow-cytometrie
(FACS) untersucht. Dabei konnte in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus den hier
durchgefiihrten Vitalititstests (s. Abb. 9) eine konzentrationsabhéngige Wachstumsinhibition
bei den exponierten Zellen festgestellt werden. Bei niedrigen Konzentrationen wurde auch
nach 24 h kein Anstieg der Apoptose- oder Nekroserate beobachtet. Demgegeniiber wurde bei
hoheren TEGDMA-Konzentrationen ein deutlicher Anstieg der Apoptosefrequenz
verzeichnet. Daraus wurde geschlossen, dass das Komonomer TEGDMA zeit- und
dosisabhingig zytotoxisch und apoptoseinduzierend wirkt (Janke et al. 2003).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten deuten jedoch darauf hin, dass die
Ubermittlung derartiger zytotoxischer Effekte von Komonomeren in AS549-Zellen ohne
Beteiligung des Tumorsuppressorgens p53 ablduft. Bei den durchgefiihrten Versuchen war
lediglich nach 24-stiindiger Koinkubation der Zellen mit HEMA und Pifithrin-o eine
Verminderung der ECs, feststellbar (s. Tab. 2). Nachdem derselbe Effekt auch bei Ko-
Exposition mit dem Losungsmittel DMSO auftrat, wurde dies jedoch nicht auf eine Wirkung
von Pifithrin-a zuriickgefiihrt. Somit war bei den durchgefiihrten Koinkubationsversuchen

kein Einfluss des p53-Antagonisten Pifithrin-o auf die zytotoxische Wirkung von TEGDMA
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und HEMA erkennbar. Es ist deshalb davon auszugehen, dass die apoptotische Wirkung der

Komonomere iiber andere Signaltransduktionswege vermittelt wird (Emmler et al. 2003).

524 Zellvitalitit TEGDMA-exponierter Zellen als Begleitversuch zu
Zytokinstudien

Um im nachfolgenden die Expression und Sekretion ausgewdhlter inflammatorischer
Zytokine nach TEGDMA-Exposition beurteilen zu konnen, wurde ein XTT-Test nach
4-stiindigem  Expositionsintervall ~ durchgefiihrt. Eine zeit- und dosisabhidngige
Vitalititsabnahme - wie sie aus den Versuchen zur Zeitabhingigkeit der zytotoxischen
Wirkung von TEGDMA und HEMA hervorging (s. Abb. 5) - hat sich auch bei diesem
Versuchsautbau erneut bestitigt (s. Abb. 10).

5.3 Untersuchungen zur Sekretion und Genexpression
ausgewahlter inflammatorischer Zytokine

5.3.1 Bestimmung der Sekretion der Zytokine IL-6, IL-8 und TGF-1 bei

TEGDMA-exponierten Zellen mittels Immunoassay

Bei der Beurteilung der biologischen Aktivitdt von Dentalmaterialien kann die Induktion
proinflammatorischer Mediatoren wertvolle Hinweise auf beginnende zelltoxische Vorginge
liefern. Vor allem im frithen Stadium und nach Anwendung sublethaler Konzentrationen sind
Sekretion und Expression solcher Biomarker als Indikatoren moglicher Zellschdden von
hoher Relevanz. Im Rahmen von Untersuchungen iiber entziindungsféordernde und
zytotoxische Eigenschaften verschiedenener Inhaltsstoffe aus dentalen Restaurations-
materialien wurde deshalb schon frither explizit auf die Bedeutung der Zytokine IL-6 und
IL-8 als geeignete Parameter zur Bestimmung der biologischen Aktivitdt zahnérztlicher
Werkstoffe hingewiesen (Schmalz 1997; Schmalz et al. 1998; Schmalz et al. 2000). Nicht nur
in-vitro werden IL-6 und IL-8 hidufig als Parameter zur Detektion lokaler
Entziindungsprozesse herangezogen. Auch nach invasiven zahnérztlichen Eingriffen (z.B.
Implantationen) stellte sich heraus, dass die Spiegel dieser beiden Entziindungsboten am
Folgetag aufgrund von Gewebeirritationen noch deutlich erhoht waren, wohingegen bei
Nachuntersuchungen keine erhohten Sekretionslevel von IL-6 und IL-8 mehr nachweisbar

waren (Pietruski et al. 2001).
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Um néhere Einblicke in den Pathomechanismus der Komonomere zu gewinnen, wurde daher
als Endpunkt zur Bestimmung der moglicherweise schon sehr frithzeitig auftretenden
toxischen Effekte die Regulation der inflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8 und TGF-$1
nach einem Expositionsintervall von vier Stunden untersucht. Nach diesem Zeitraum konnten
in dem zusitzlich durchgefiihrten Zytotoxizitdtstest bei den TEGDMA-exponierten A549-
Zellen noch keine deutlichen Anzeichen eines Vitalititsverlusts in den eingesetzten Dosen
(30-3000 uM) beobachtet werden (s. Abb. 10). Nach Verlidngerung des Expositionsintervalles
auf 24 bis 48 h waren bei Applikation derselben TEGDMA-Konzentrationen jedoch bereits
deutliche zytotoxische Effekte aufgetreten und die Vitalitdt der Zellen war auf etwa 50 % im
Vergleich zur Kontrolle reduziert (s. Abb. 5). Weiterhin wurde bei anderen Studien
beobachtet, dass bereits 15-30 Minuten nach einer TEGDMA-Exposition erste Anzeichen
einer GSH-Depletion bei den exponierten Zellen auftreten, die sich nach 4-6 Stunden auf eine
maximale Reduktion steigern (Stanislawski et al. 2003). Somit erschien die Untersuchung der
Botenstoffe nach vierstiindigem Expositionsintervall sinnvoll.

Um die Ergebnisse zur Induktion inflammatorischer Reaktionen nach TEGDMA-Gabe besser
bewerten und einordnen zu konnen, wurde der gleiche Versuch auBlerdem mit
2,2’-Dichlordiethylsulfid bis zu einer Maximalkonzentration von 500 uM durchgefiihrt. Dies
entspricht einer Schwefellost-Dosis, bei welcher sich in Versuchen mit Endothelzellen nach
drei bis fiinf Stunden erste zytotoxische Effekte nachweisen lassen (Dabrowska et al. 1996).
Fiir Schwefellost wurde lediglich ein 30-miniitiges Expositionsintervall gewihlt, da das
lipophile Alkylanz innerhalb dieser Zeitspanne sicher in die Zellen permeiert und danach
keine weitere Zytotoxizitétssteigerung mehr zu erwarten ist (Kehe et al. 2000). Bedingt durch
die hohe Reagibilitit von 2,2’-Dichlordiethylsulfid ist also zu diesem Zeitpunkt von der
vollstandigen Reaktion des Agens mit den Zellbestandteilen auszugehen. Um Effekte des
Hydrolyseproduktes Thiodiglykol auszuschliefen, wurde nach Beendigung der 30-miniitigen
Schwefellost-Exposition jeweils ein Mediumwechsel durchgefiihrt und fiir weitere dreieinhalb
Stunden inkubiert, so dass dies der vierstiindigen Gesamtexpositionszeit mit dem Komonomer
TEGDMA entsprach.

Die Induktion der Botenstoffe IL-6 und IL-8 wurde bei der Untersuchungszelllinie A549
bereits hidufig im Zusammenhang mit verschiedenen Entziindungsprozessen beschrieben: Zu
den zahlreichen proinflammatorischen Stimuli gehorten dabei unter anderem bakterielle
Lipopolysaccharide (LPS) und Exotoxine, Entziindungsmediatoren sowie amorphe
Substanzen (Wang et al. 1999; Hetland et al. 2001; Krakauer 2002; Rose et al. 2002). Auch

bei der Entstehung verschiedener entziindlicher Lungenerkrankungen, wie z.B. der
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hypersensitiven Pneumonie und dem Status asthmaticus, wurde eine gesteigerte Produktion
dieser beiden Entziindungsmediatoren diskutiert (Gudmundsson et al. 1999; Tillie-Leblond et
al. 1999). Die basale Sekretion inflammatorischer Zytokine bei den unbehandelten
Kontrollzellen stimmt auferdem mit Literaturdaten iiberein, in denen eine konstitutive
Sekretion von IL-8 (Mizuno et al. 1994; Pechkovsky et al. 2000) und TGF-B1 (Koyama et al.
1997) bei der verwendeten Tumorzelllinie gezeigt werden konnte.

Im direkten Vergleich mit der  proinflammatorischen Referenzsubstanz
2,2’-Dichlordiethylsulfid deutet die nach TEGDMA-Exposition feststellbare dosisabhingige
Sekretionsminderung der Entziindungsboten IL-6 und IL-8 (s. Abb. 11) auf das Ausbleiben
einer Entziindungsreaktion und eher auf eine immunsuppressive Wirkung von TEGDMA hin.
Bereits in fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass das Komonomer TEGDMA
konzentrationsabhédngig die Proliferation immunkompetenter Zellen beeintrichtigen kann. In
diesem Zusammenhang wurde auch beobachtet, dass bei niedrigen TEGDMA-
Konzentrationen eine wachstumsstimulierende Wirkung auf Immunzellen auftrat, wihrend
bei steigenden Komonomerkonzentrationen eine immunsupprimierende Wirkung von
TEGDMA zu beobachten war (Jontell et al. 1995). Diese immunhemmende Wirkung des
Komonomers wurde dabei auf die konzentrationsabhingige Modifikation des Zytokinprofils
exponierter Zellen zuriickgefiihrt. Auch fiir das Komonomer HEMA konnte bereits eine
dosisabhingige Suppression inflammatorischer Zytokine nach LPS-Stimulation nachgewiesen
werden (Rakich et al. 1999). Eine derartige immunsuppressive Wirkung der
Kompositkomponenten wire vor allem im Hinblick auf das mittels verschiedener in-vitro-
Methoden nachgewiesene mutagene Potential der Komonomere von grofer Bedeutung. In
Mutagenititsstudien mittels Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Test (so genannter Comet-
Assay) ist es schon gelungen, fiir das Komonomer TEGDMA eine mutagene Wirkung bei
humanen Lymphozyten nachzuweisen (Reichl 2003). Auch aufgrund von Versuchen an
Bakterienstimmen wurden in der Vergangenheit bereits hiufiger erbgutverindernde
Eigenschaften von TEGDMA postuliert (Schweikl et al. 1998; Schweikl et al. 1999; Geurtsen
et al. 2001). Bei lidngerer Aufrechterhaltung des beobachteten immunsuppressiven Milieus
nach einer Zell-Exposition mit TEGDMA bestiinde demnach die Gefahr, dass DNA-
geschidigte Zellen persistieren und in der Folgezeit entarten konnten.

Fir den Wachstumsfaktor TGF-f1 wurde nach Komonomer-Exposition ein biphasischer
Sekretionsverlauf festgestellt. Im Gegensatz zum Alkylanz 2,2’-Dichlordiethylsulfid war hier
jedoch tendenziell eher eine stimulierende Wirkung bei maximaler TEGDMA-Konzentration

von 3000 uM erkennbar (s. Abb. 11). Diese gesteigerte TGF-1-Ausschiittung korreliert gut
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mit der gleichzeitig nachgewiesenen Sekretionsminderung von IL-6 und IL-8. Wie aus den
durchgefiihrten Genexpressionsstudien ersichtlich wurde, war neben der Sekretion auch die
Transkription des Wachstumsfaktors bei hochster Komonomerkonzentration aufféllig erhoht
(s. Abb. 11). Dies spricht also nicht nur fiir eine Freisetzung von latentem Wachstumsfaktor
sondern auch fiir eine deutliche Stimulation seiner Neusynthese (Chen et al. 2001). Im
Zusammenhang mit pathologischen Vorgingen an der Lunge wurde die gesteigerte Sekretion
von TGF-B1 sowohl schon in Verbindung mit akutem Lungenversagen (Pittet et al. 2001) als
auch bei der Pathogenese chronisch-entziindlicher Prozesse beobachtet. Des Weiteren konnte
eine deutliche und konsistente Steigerung der TGF-B1-Produktion auch in Epithelzellen von
Patienten mit fortgeschrittener idiopathischer Lungenfibrose beobachtet werden (Khalil et al.
1991). Wegen seiner induktiven Wirkung auf die Ablagerung extrazelluldrer
Matrixkomponenten sowie aufgrund seiner hemmenden Wirkung auf Entziindungsmediatoren
wird TGF-B1 daher oftmals auch als Wegbereiter chronisch-fibrotischer Prozesse gesehen.
Durch 2,2°-Dichlordiethylsulfid stimulierte Zellen wiesen im Vergleich zu den TEGDMA-
exponierten Zellen einen deutlichen dosisabhingigen Sekretionsanstieg von IL-6 und IL-8 auf
(s. Abb. 12). Diese Beobachtungen stimmen mit Daten aus der Literatur iiberein, in denen fiir
S-Lost ein ausgeprigtes proinflammatorisches Potential beschrieben wird. Ebenso kommt es
nach Exposition mit Schwefellost zu einem zeit- und dosisabhingigen Anstieg der
Zelltodfrequenz (Dabrowska et al. 1996; Kehe et al. 2000). Das verstirkte Auftreten
entziindungsfordernder Botenstoffe erklart sich dabei vorwiegend aus der Notwendigkeit, die
zur Regeneration der entstandenen Gewebeschidden notige Immunantwort zu initiieren.

Auch nach Exposition mit 2,2’-Dichlordiethylsulfid war fiir den Wachstumsfaktor TGF-$1
ein biphasischer Sekretionsverlauf feststellbar. Im Gegensatz zu TEGDMA wurde die
TGF-B1-Ausschiittung bei hochster Schwefellost-Konzentration von 500 uM jedoch
tendenziell eher gehemmt (s. Abb. 12). Beziiglich der beobachteten Sekretionsschwankungen
ist zu bedenken, dass es sich bei den im ELISA detektierten TGF-B1-Mengen immer zum Teil
um biologisch aktives (Halbwertszeit ~ 2 Min) sowie auch um komplexiertes (latentes)
TGF-B1 (Halbwertszeit ~ 90 Min) handeln kann. Eine Unterscheidung zwischen den beiden
Fraktionen ist jedoch im Rahmen der angewandten Untersuchungsmethode wegen des
Sauerungsschrittes  nicht moglich. Ferner steht die Sekretions-Inhibition des
antiinflammatorischen ~Wachstumsfaktors im FEinklang mit seiner antagonistischen
Wirkungsweise zu den proinflammatorischen Mediatoren IL-6 und IL-8, deren Sekretion bei

der Dosis von 500 uM deutlich erhoht war (Marie et al. 1997; Xiao et al. 2002).
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In Versuchen an Endothelzellen konnte nach Exposition mit 500 uM S-Lost bereits nach 3 h
eine vermehrtes Auftreten von Nekrosen beobachtet. Weiterhin traten bei denselben
Versuchen nach 5 bis 6 h auch vermehrt Apoptosen bei den behandelten Zellen auf
(Dabrowska et al. 1996). Insgesamt wiére der im Untersuchungsintervall von vier Stunden
beobachtete Sekretionsanstieg von IL-6 und IL-8 im Zusammenhang mit der
Genexpressionsminderung (s. Abb. 14) somit eher auf die Freisetzung priformierter
Entziindungsboten zuriickzufiihren. Thre Ausschiittung konnte dabei entweder als ein Signal
von geschadigten Zellen oder aber als Sekretion durch unmittelbar benachbarte Zellen
aufgefasst werden. In Versuchen an Hautexplantaten wurde iiber die Stimulation von
Entziindungsmediatoren nach Anwendung niedriger S-Lost-Dosen berichtet, wohingegen
solche Botenstoffe nach Exposition mit hoheren Konzentrationen fehlten. Dies wurde auf
einen massiven Zelluntergang nach Applikation hoher Dosen zuriickgefiihrt, der die
betroffenen Zellen an einer aktiven Antwort hindert (Rikimaru et al. 1991).

Insgesamt deuten die erhobenen Daten zur Sekretion inflammatorischer Zytokine also eher
auf eine immunsupprimierende Wirkung des Komonomers TEGDMA im Vergleich mit der
Referenzsubstanz 2,2’-Dichlordiethylsulfid hin. Fiir Schwefellost konnte dagegen der zu
erwartende Anstieg der Sekretion der beiden Entziindungsmarker IL-6 und IL-8 gezeigt

werden.

5.3.2 Bestimmung der Genexpression der Zytokine IL-6, IL-8 und
TGF-$1 bei TEGDMA -exponierten Zellen mittels RT-PCR

Aufgrund ihrer bevorzugt lokalen Wirkung erscheinen Zytokine zumeist nur transient und in
sehr geringen Konzentrationen im interzelluliren Medium. Zum besseren Verstindnis
pathophysiologischer Mechanismen innerhalb dieses komplexen kreuzregulatorischen
Netzwerks ist daher eine Quantifizierung am Ort der Expression sinnvoll. Hinzu kommt, dass
die Proteinbestimmung wegen geringer Produktion, kurzer Halbwertszeiten sowie Mangel an
Spezifitit der zur Detektion verwendeten Antikorper oft fehlerbehaftet ist. Als ergénzende
Methode zur Bestimmung unterschiedlicher Zytokinlevel kann die mRNA-Quantifizierung
deshalb wertvolle Hinweise auf die Zuverldssigkeit der im Immunoassay ermittelten Daten
geben (Platzer et al. 1995). Beziiglich der angewandten Methode ist anzumerken, dass trotz
der Verwendung eines internen Standards (Haushaltsgen GAPDH) nur eine semiquantitative
Aussage zur Expressionstirke der untersuchten Zytokine mdoglich ist (Souaze et al. 1996;

Bustin 2000; Degan et al. 2000).
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Die im Immunoassay nachgewiesene Inhibition der Entziindungsboten IL-6 und IL-8 nach
TEGDMA-Exposition hat sich durch die Ergebnisse der mRNA-Quantifizierung weitgehend
bestitigt. Im Vergleich zur Kontrolle war die Genexpression beider Mediatoren im
untersuchten Konzentrationsbereich fast durchgehend vermindert. Obwohl ansonsten keine
eindeutige Dosisabhingigkeit nachgewiesen werden konnte, war die Genexpression von IL-6
und IL-8 bei hochster TEGDMA-Konzentration wie auch in den Immunoassay-Versuchen am
deutlichsten inhibiert. Aufféllig war auerdem der dosisabhingige signifikante Anstieg der
Gen-Expression von TGF-f1. Im Hinblick auf die sehr verschiedenartigen Funktionen des
Wachstumsfaktors und wegen seiner autoregulativen Wirkung bei der verwendeten Zelllinie
A549 (Kim et al. 1989) erscheint dieses Ergebnis besonders interessant.

Eine erhohte Expression und Sekretion von TGF-B1 wurde schon im Zusammenhang mit der
Pathogenese von chronisch-obstruktiven pulmonalen Erkrankungen beobachtet (de Boer et al.
1998). Die gesteigerte Sekretion des Wachstumsfaktors fiihrt im Verlauf derartiger Prozesse
primédr zu einer vermehrten Deposition extrazelluldrer Matrixkomponenten und damit zur
Fibrose. Auch sind immunsuppressive Effekte von TGF-B1 beschrieben, bei denen der
Wachstumsfaktor die Proliferation von Immunzellen hemmen und gleichzeitig die
aktivierende Wirkung anderer Zytokine auftheben kann (Derynck et al. 1998).

Des Weiteren wird die gesteigerte Produktion von TGF-B1 auch mit der Entstehung von
chronisch-inflammatorischen Lungenkrankheiten in Verbindung gebracht, die mit einer
Redox-Imbalanz einhergehen: In fritheren Studien wurde dies auf die inhibierende Wirkung
von TGF-B1 auf die Expression des Enzyms gamma-Glutamyl-Cystein-Synthetase (y-GCS)
zuriickgefiihrt (Jardine et al. 2002). Somit besteht auch die Mdoglichkeit, dass TGF-B1 direkt
in die Synthese von Glutathion als dem wichtigsten Scavenger fiir oxidative Noxen eingreifen
kann. Die Synthese des Redox-Schutzmolekiils GSH erfolgt nimlich grundsitzlich in zwei
Schritten, wobei y-GCS fiir die de-novo-Biosynthese von Glutathion den limitierenden Schritt
darstellt. Ansonsten kommt fiir die Produktion von GSH nur eine Regeneration von
reagiertem GSSG durch membranstindige Enzyme in Betracht. Auch in weiteren Studien an
Endothelzellen aus bovinen Pulmonalarterien wurden fiir TGF-f1 prooxidative Effekte durch
GSH-Depletion und verringerte GSH-Synthese nachgewiesen (White et al. 1992; Boustani et
al. 1997). Zudem gilt die Aktivierung des latenten Wachstumsfaktors durch reaktive
Oxygenspezies als gesichert (Vodovotz et al. 1999). Wihrend einige Untersuchungen
lediglich den zeit- und dosisabhingigen Anstieg von TGF-f1 nach oxidativem Stress
beschreiben (Bellocq et al. 1999), wurde in anderen Arbeiten sogar eine induktive Wirkung

des Wachstumsfaktors auf die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies diskutiert (Arsalane et al.
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1997; Pittet et al. 2001; Jardine et al. 2002). Insgesamt wiirde ein deutlicher TGF-B1-
Konzentrationsanstieg, wie er aufgrund der gesteigerten Genexpression des
Wachstumsfaktors zu erwarten ist (s. Abb. 13), gut mit der durch Komonomere verursachten
GSH-Depletion {iibereinstimmen. Eine deutliche intrazellulire Abnahme von Glutathion
innerhalb weniger Stunden (4-12 h) nach TEGDMA-Exposition wurde bereits bei mehreren
Zelllinien beschrieben (Engelmann et al. 2002; Walther et al. 2002; Stanislawski et al. 2003).
Synergistisch mit anderen Substanzen, welche Redoximbalanzen induzieren, kann TGF-f1
iberdies als Ausloser fiir die Ingangsetzung der apoptotischen Kaskade dienen (Hall 1999a).
Eine Beteiligung der gesteigerten Produktion von TGF-B1 an der Vermittlung Fas-Ligand
induzierter apoptotischer Prozesse ist erwiesen (Hagimoto et al. 2002). Fest steht auch, dass
apoptotische Zellen signifikant mehr TGF-B1 produzieren und sezernieren als vitale Zellen
und damit eine inflammatorische Antwort verhindern konnen (Chen et al. 2001; Hodge et al.
2002). Die Freisetzung des bioaktiven Wachstumsfaktors TGF-B1 trdgt also bei der Apoptose
entscheidend zur Entstehung des immunsupressiven Milieus bei. Im untersuchten TEGDMA -
Konzentrationsbereich von 30-3000 uM tritt ein vermehrter Untergang von Zellen - geméil
den Ergebnissen des Zytotoxizititstests - erst nach etwa 24 bis 48 h auf (s. Abb. 5). Damit
konnte die Hochregulation des Wachstumsfaktors TGF-1 als Vorbote einer Induktion von
apoptotischen =~ Vorgingen angesehen werden. Die zeit- wund dosisabhingige
apoptoseinduzierende Wirkung des Komonomers TEGDMA wurde kiirzlich auch bei
humanen Gingivafibroblasten nachgewiesen (Janke et al. 2003). Dabei wurde - ebenso wie
bei den hier durchgefiihrten Genexpressionsstudien - festgestellt, dass nach 4-stiindiger
Exposition ebenfalls noch keine Anzeichen von Vitalititsverlust bei den TEGDMA-
exponierten Zellen auftraten, wohingegen nach 24-stiindiger Expositionszeit ein deutlicher
Anstieg der Apoptoserate zu verzeichnen war. Auch die beobachtete Inhibition der
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8 (s. Abb. 13) ldsst in diesem Zusammenhang
nicht auf eine massive Schidigung der Zellen durch TEGDMA und ihren sofortigen
nekrotischen Untergang unter Beteiligung von entziindlichen Prozessen schlief3en.

Die Expression der beiden Entziindungsboten IL-6 und IL-8 nach Exposition mit der
Referenzsubstanz  2,2’-Dichlordiethylsulfid war im Vergleich zur Kontrolle nach
vierstiindiger Exposition in Abhingigkeit der Dosis leicht vermindert (s. Abb. 14). Dies
spricht zunéchst - unter Einbeziehung der im Immunoassay erhobenen Daten - nicht fiir einen
konsistenten Produktionsanstieg beider Entziindungsmediatoren zum untersuchten Zeitpunkt

nach vier Stunden. In vergleichbaren Studien an humanen Keratinozyten wurde jedoch bei
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Schwefellost-exponierten Zellen nach 6-12 h ein drastischer Anstieg der m-RNA von IL-8
beschrieben (Lardot et al. 1999).

Hinsichtlich der mittels RT-PCR detektierten Menge an Boten-RNA fiir den
Wachstumsfaktor TGF-1 war nach Schwefellost-Gabe bei den A549-Zellen keine eindeutige
Dosisabhingigkeit der Expressionsintensitit erkennbar (s. Abb. 14). Die Abnahme bei
hochster  Schwefellostdosis  korreliert jedoch mit Untersuchungen, wonach der
Wachstumsfaktor antagonistisch zu den beiden proinflammatorischen Mediatoren IL-6 und
IL-8 wirkt (Marie et al. 1997; Xiao et al. 2002).

Im direkten Vergleich mit dem proinflammatorischen Alkylanz ergeben sich aus den
Zytokinstudien Anhaltspunkte fiir die Induktion eines immunsuppressiven Milieus nach
4-stiindiger TEGDMA-Exposition der untersuchten A549-Lungenzellen. Dies konnte im
Zusammenhang mit den bereits frither postulierten mutagenen Wirkungen des Komonomers
TEGDMA die Entstehung DNA-schiddigender Effekte sowie die nachfolgende Entartung der
Zellen begiinstigen. Generell mufl bei der Betrachtung vergleichender Toxizititsstudien
beriicksichtigt werden, dass die mittels Zytotoxizitétstests erhobenen Daten lediglich akute
Effekte auf zelluldarer Ebene detektieren konnen (Kehe et al. 2001). Anhand der gewonnenen
Ergebnisse sind deshalb noch keine direkten Riickschliisse auf die tatsdchliche
Gesundheitsgefidhrdung durch die untersuchten Substanzen moglich. Der Nachweis
bestimmter Eigenschaften in in-vitro-Systemen kann daher lediglich Hinweise auf mogliche
Gefahren geben, da sidmtliche Reparatur- und Kompensationsmechanismen komplexer
Organsysteme nicht erfasst werden. Ebenso wie bei anderen toxischen Stoffen besteht auch
fiir kanzerogene Substanzen eine Beziehung zwischen verabreichter Dosis und den
resultierenden Konzentrationen und Wirkungen im Zielorgan. Genotoxische Schiden konnen
jedoch, wenn sie nicht rechtzeitig repariert werden, zu persistenten und irreversiblen Schiden
fiihren, welche bei der Zellteilung dann an Tochterzellen weitergegeben werden konnten.
Somit kann es zu einer Summierung induzierter Schiden iiber ldngere Zeitriume kommen.
Fir Kanzerogene mit initiierender, genotoxischer Wirkung, zu denen moglicherweise auch
das beim Abbau der Komonomere entstechenden Epoxid gehort, existiert deshalb kein
Schwellenwert, so dass auch niedrige Dosen ein zwar geringes, aber dennoch immer

vorhandenes Risiko darstellen (Nuhn 1993).
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5.4

Schlussbetrachtung

Zusammenfassend ergeben sich fiir die unter Punkt 1.5 formulierten Fragestellungen folgende

Antworten:

1.

Fiir die beiden Komonomere TEGDMA und HEMA wurde bei den untersuchten
A549-Lungentumorzellen eine zeit- und dosisabhédngige zytotoxische Wirkung
innerhalb des Expositionsintervalles von 8 bis 48 h nachgewiesen. Die relative
Toxizitdt beider Komonomere - definiert als Verhiltnis der Zytotoxizitit von
TEGDMA im Vergleich zu HEMA - sank von 11:1 nach 8-stiindiger Komonomer-
Exposition auf ein Verhiltnis von 3:1 nach 48 h ab.

Die Komonomere TEGDMA und HEMA sowie die getesteten Metabolite
Methacrylsédure, Paraformaldehyd und 2,3-Epoxy-2-methyl-propionsidure (Epoxid)
induzierten bei den untersuchten AS549-Lungentumorzellen einen
konzentrationsabhéngigen Vitalititsverlust nach 24 h. Die anhand der halbmaximalen
Effektkonzentrationen (ECsy) ermittelten Toxizitdten beider Komonomere deuten im
Vergleich mit den getesteten Abbauprodukten darauf hin, dass das postulierte
intermediédre Epoxid an der Zytotoxizitit von TEGDMA beteiligt zu sein scheint.

Bei Koinkubationsversuchen von TEGDMA bzw. HEMA mit Pifithrin-o konnte
weder nach Ablauf der 24- noch 48-stiindigen Expositionszeit bei den untersuchen
A549-Lungentumorzellen ein Einfluss des p53-Antagonisten auf die zytotoxische
Wirkung der beiden Komonomere nachgewiesen werden. Das Tumorsuppressorgen
p53 scheint somit bei der Ubermittlung des komonomerinduzierten Vitalititsverlusts
keine bedeutende Rolle zu spielen.

Nach 4-stiindiger Exposition von A549-Zellen mit TEGDMA ergaben sich aufgrund
der nachgewiesenen Genexpressions- und Sekretionslevel der Entziindungsmediatoren
IL-6, IL-8 und TGF-B1 keine Anzeichen dafiir, dass TEGDMA bei den exponierten
Zellen eine proinflammatorische Wirkung erzeugt. Der Vergleich mit der
Referenzsubstanz 2,2°-Dichlordiethylsulfid lieferte Hinweise darauf, dass das
Komonomer bei den untersuchten Zellen dosisabhidngig immunsuppressive Effekte
induziert. Zudem wurde der signifikante Anstieg der Genexpression von TGF-B1 als

Indiz einer méglichen chronisch-fibrosierenden Wirkung von TEGDMA angesehen.
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Schlussfolgerung:

Beide Komonomere TEGDMA und HEMA induzierten bei der untersuchten
Lungentumorzelllinie A549 eine zeit- und dosisabhédngige zytotoxische Wirkung.
Dariiberhinaus zeigte sich, dass insbesondere auch das moglicherweise bei der
Verstoffwechselung gebildete Epoxid fiir die Zytotoxizitit des Komonomers TEGDMA
verantwortlich zu sein scheint. Die Untersuchungen zur Sekretion und Genexpression
inflammatorischer Zytokine deuteten auf eine potentielle immunsupprimierende und

fibrosierende Wirkung des untersuchten Komonomers TEGDMA hin.
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6. Zusammenfassung

Aufgrund der anhaltenden Kontroverse um das Zahnfiillungsmaterial Amalgam haben sich in
der  Zahnheilkunde in den  vergangenen Jahren  zunehmend  zahnfarbene
Restaurationsmaterialien etabliert. Fiir dentale Restaurationen werden heutzutage vorwiegend
so genannte Komposite verwendet. In fritheren Untersuchungen wurden fiir einige Inhaltstoffe
dieser neuartigen Fiillungsmaterialien zellschddigende Effekte nachgewiesen. In der
vorliegenden Studie wurden deshalb zwei Vertreter von Komponenten aus dentalen
Kompositen - ndmlich die beiden Komonomere Triethylenglykoldimethacrylat (TEGDMA)
und 2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) - ndher beziiglich ihres zytotoxischen Potentials
untersucht. Als in-vitro-Modell wurde aufgrund ihrer hohen metabolischen Kapazitit die
etablierte humane Lungentumorzelllinie A549 ausgewihlt.

Mittels Vitalititstest (XTT-Test) wurde zunidchst die Zeitabhingigkeit zellschiddigender
Effekte von TEGDMA und HEMA in einem 8-, 24- und 48-stiindigen Expositionsintervall
bestimmt. Die zytotoxische Wirkung der beiden Komonomere nahm dabei im Verlauf des
48-stiindigen Untersuchungszeitraumes stetig zu, wobei sich TEGDMA anhand seiner
halbmaximalen Effektkonzentrationen (ECsp) zu jedem gemessenen Zeitpunkt als toxischer
im Vergleich zu HEMA erwies. Es konnte ferner eine zeitabhingige Angleichung der
Toxizitdaten beider Kompositkomponenten beobachtet werden. Wihrend die relative Toxizitét
von TEGDMA im Vergleich zu HEMA nach 8 Stunden noch um das 11-fache erhoht war,
betrug sie nach 48 Stunden nur mehr den 3-fachen Wert.

Fiir den Abbau von TEGDMA und HEMA wurde in der Vergangenheit die Entstehung
toxischer Metabolite postuliert. Aus diesem Grund wurden zusitzlich zu den beiden
Komonomeren auch einige fiir ithre Verstoffwechselung postulierte Intermediate auf ihre
Zytotoxizitdt untersucht. Dabei zeigten die getesteten Metabolite Methacrylsiure,
Paraformaldehyd und 2,3-Epoxy-2-methyl-propionsdure (Epoxid) bei den exponierten Zellen
nach 24 h dosisabhingige zytotoxische Effekte. Fir den TEGDMA-Metaboliten
Triethylenglykol konnte im Untersuchungsintervall von 24 h keine zellschdadigende Wirkung
nachgewiesen werden. Die mittels Vitalititstest bestimmten ECso-Werte betrugen fiir
TEGDMA 1,8 mmol/L, fir HEMA 9,6 mmol/L, fiir Methacrylsdure 4,9 mmol/L, fiir
Paraformaldehyd 5,5 mmol/L und fiir das postulierte Epoxid 1,7 mmol/L. Bei Koinkubation
der Zellen mit Triethylenglykol und Methacrylsédure in dquimolarem Verhiltnis zu TEGDMA
(1:2) konnte gezeigt werden, dass die auftretenden zellschddigenden Effekte auf die

intermedidre Methacrylsdure zuriickzufiihren sind, da die ermittelte ECsy von 4,7 mmol/L
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anndhernd mit der fiir Methacrylsdure bestimmten Toxizitdt (4,5 mmol/L) iibereinstimmte.
Aufgrund der 2,7-fach gesteigerten Toxizitdt von TEGDMA im Vergleich zu Methacrylsidure
wurde die Beteiligung toxischer Epoxide an der Zytotoxizitit von TEGDMA vermutet.

In fritheren Studien wurde bereits bei verschiedenen Zelllinien eine Induktion apoptotischer
Prozesse durch Komonomere nachgewiesen. Um Riickschliisse iiber die Art der Komonomer-
induzierten Zellschiden zu erhalten, wurden A549-Zellen fiir 24 und 48 h den Komonomeren
TEGDMA und HEMA unter Koinkubation mit dem p53-Antagonisten Pifithrin-a exponiert.
Wie die antagonistische Blockade des Apoptose-Signaltransduktors p53 ergab, laufen die
zellschiadigenden Effekte der Komonomere TEGDMA und HEMA auf A549-Zellen
wahrscheinlich nicht unter Beteiligung des Tumorsuppressors pS3 ab, da weder nach 24- noch
nach 48-stiindiger Zellexposition ein Einfluss von Pifithrin-a auf die zelltoxische Wirkung der
Komonomere festgestellt werden konnte.

Zusitzlich zu den Zytotoxizitdtsstudien wurde mittels Immunoassay- und RT-PCR-Technik
auch die Ausschiittung und Expression der inflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8 und
TGF-B1 nach 4-stiindiger Zellexposition mit dem Komonomer TEGDMA untersucht. Dabei
ergaben sich bei vergleichender Betrachtung mit der proinflammatorischen Referenzsubstanz
2,2’-Dichlordiethylsulfid anhand der Sekretionsminderung der Entziindungsmarker IL-6 um
das 13—fache und IL-8 um das 1,6-fache im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle Hinweise
auf eine mogliche immunsuppressive Wirkung von TEGDMA. Der auf Ebene der
Genexpression beobachtete deutliche Anstieg von TGF-f1 um das 11-fache unbehandelter
Zellen stellt ferner ein Indiz fiir eine mogliche fibrosierende Wirkung des Komonomers

TEGDMA dar.
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7. Summary

In-vitro-toxicity of components of dental restorative materials

Due to a persistent controversial discussion on the dental filling material amalgam, during the
past years in dentistry an increasing number of tooth-coloured materials have been introduced.
For dental restorations, nowadays, mainly so called composites are beeing used. However,
prior investigations have revealed the induction of cytotoxic effects by components of this
new kind of filling materials. In this study, the cytotoxic potentials of two components of
dental composites - the comonomers triethyleneglycoldimethacrylate (TEGDMA) and
2-hydroxyethylmethacrylate (HEMA) - were examined. For this purpose, the established
human bronchoalveolar carcinoma derived cell-line A549 had been chosen as an in-vitro-
model owing to its high metabolic capacity.

By means of the XTT-viability-assay the cytotoxicity of TEGDMA and HEMA after an
incubation-period of 8, 24 and 48 h was determined. Within 48 h, both comonomers induced
steadily augmenting cytotoxic effects in a dose- and time-dependent manner. Furthermore,
according to the half-maximum-effect concentrations (ECsp) obtained, TEGDMA proved to
be more toxic than HEMA at any interval tested. Moreover, a time-dependent adaptation of
the toxicities of both composite components could be observed. The relative toxicity of
TEGDMA in comparison to HEMA declined from an initial ratio of 11:1 after 8 h to a ratio of
only 3:1 after 48 h.

In the past, the formation of toxic metabolites during degradation of TEGDMA and HEMA
had been proposed. Therefore, in addition to the comonomers also certain postulated
metabolites of TEGDMA and HEMA were investigated. After an incubation-period of 24 h
the following intermediates, likewise, showed dose-dependent cytotoxic effects in exposed
A549-cells: methacrylic acid (MA), paraformaldehyde and 2,3-epoxy-2-methyl-propionic
acid (epoxide). For the degradation product triethyleneglycol (TEG) no cytotoxic effects
could be detected. ECsp-values, as determined by viability assay, were:
TEGDMA 1,8 mmol/L, HEMA 9,6 mmol/L, methacrylic acid 4,9 mmol/L, paraformaldehyde
5,5 mmol/L, epoxide 1,7 mmol/L. As could be seen by exposure of cells with
triethyleneglycol and methacrylic acid in equal molar proportions to TEGDMA (1:2), the
exertion of cytotoxic effects seems to be uniquely derived from methacrylic acid, since the
obtained ECsp-value of 4,7 mmol/L in co-incubated cells was similar to the one found in

methacrylate-treated cells (4,5 mmol/L). Furthermore, because of the 2.7-fold increased
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toxicity of TEGDMA in comparison to methacrylic acid the formation of toxic epoxides
during the metabolic degradation of TEGDMA was assumed.

In prior studies, the induction of apoptotic processes after cell-incubation with comonomers
had been shown. In order to obtain further information on the nature of effects induced,
A549-cells were exposed to either TEGDMA or HEMA in combination with the
pS3-antagonist  pifithrin-a. The antagonistic blockade of the apoptosis-related
tumorsuppressor p53 revealed, that comonomer-associated cytotoxic effects in A549-cells are
not likely to be mediated by p53. After 24 and 48 h of cell-exposure with the two
comonomers no influence of pifithrin-a on the cytotoxicity of TEGDMA and HEMA could be
observed.

Following a 4-hour exposure of A549-cells with the comonomer TEGDMA, additionally, the
secretion and gene-expression of the inflammatory cytokines IL-6, IL-8 and TGF-B1 was
determined by means of Immunoassay- and RT-PCR-technique. Comparing the obtained
results to the proinflammatory substance bis-2-chloroethyl sulfide, the observed 13-fold
reduction of secreted IL-6 compared to untreated cells and the 1.6-fold decrease of IL-8
indicated a potential immunosuppressive property of TEGDMA. Moreover, the significant
increase in TGF-Bl-expression by a factor of 11 in comparison to untreated cells was

interpreted as hint to a possible profibrotic function of TEGDMA.
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