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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zytotoxizitat zahnarztlicher Komposite und ihrer Monomere

Komposite fur die zahnmedizinische Fillungstherapie bestehen aus einer orga-
nischen Matrix sowie anorganischen Fullstoffen. Weitere Komponenten sollen die
sehr hohe Viskositat der Matrixsubstanzen senken, die Polymerisationsreaktion der
Monomere der organischen Matrix starten (chemisch oder photochemisch), diese
beschleunigen oder hemmen und die Stabilitat sowie die Farbe der Werkstoffe
bewahren. Erst die mengenmaflige Zusammensetzung und ihr Polymerisationsgrad
der Komponenten der organischen Matrix bestimmen die Materialeigenschaften
zahnarztlicher Komposite. Der Erfolg der klinischen Anwendung eines Komposites
wird zum einen von den chemischen und physikalischen Eigenschaften des
Werkstoffs bestimmt, andererseits ist aber auch ihre biologische Vertraglichkeit
relevant.

Die organische Matrix der Komposite auf der Basis von Acrylaten enthalt vor allem
methylsubstituierte Acrylate und Substanzen fir ihre kontrollierte Polymerisation
(Abb.1) (Peutzfeldt, 1997; Rueggeberg, 2002). Eine neue Generation dentaler
Komposite basiert auf der Verwendung ringoffnender Substanzen als Komponenten
der organischen Matrix, beispielsweise Silorane, die dazu beitragen sollen, die
Polymerisationsschrumpfung zu vermindern (Abb. 2) (Weinmann et al., 2005).

Die Polymerisationsreaktion der Komponenten der organischen Matrix verlauft
selbst unter optimalen Bedingungen der klinischen Anwendung nie vollstandig, so
dass stets nicht - polymerisierte Restmonomere im Komposit verbleiben (Geurtsen,
2000; Michelsen et al, 2003). Diese Substanzen werden auch unter klinischen
Bedingungen ausgelaugt und konnen auf benachbarte Gewebe wie die der Pulpa
oder der Mundschleimhaut wirken. So wurden die Monomere TEGDMA und HEMA in
humanem Speichel detektiert und eine Diffusion physiologisch relevanter
Konzentrationen dieser Monomere uber Dentintubuli in Pulpagewebe festgestellt

(Noda et al., 2002; Michelsen et al., 2007).
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Abb.2: Struktur ringoffnender Silorane, die aus der Verkniipfung von Siloxanen mit Oxiranen
entstehen (modifiziert nach Weinmann et al.,, 2005).

Als zytotoxische Bestandteile der Werkstoffe wurden die Uberwiegend als Basis-

monomere und Comonomere verwendeten Dimethacrylate identifiziert (Hanks et al
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1991: Geurtsen et al, 1998; Thonemann et al, 2002). Es wurde diskutiert, dass
toxische Konzentrationen von Monomeren im Gewebe der Zahnpulpa von der
Behandlungsdauer und -Intensitat sowie von der Dicke des Dentins und dessen
Permeabilitdtseigenschaften abhangen (Gerzina und Hume, 1996; Hume und
Gerzina, 1996; Murray et al, 2002; Schmalz et al, 2002). Struktur-Aktivitats-
untersuchungen haben gezeigt, dass Acrylate toxischer sind als Methacrylate und
difunktionelle Molekiile wie Triethylenglycoldimethacrylat (TEGDMA) sind wirksamer
als monofunktionelle Molekiile wie etwa 2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA] (Yoshii,
1997).

1.1.1 Mechanismen der Zytotoxizitat zahnarztlicher Monomere

Die Extrakte zahnarztlicher Komposite und Dentinadhasive sind abhangig von den
experimentellen Parametern, der Herstellung von Prifkérpern (Polymerisation,
Liegezeit, Expositionsdauer, etc.) und dem Grad der Freisetzung von Rest-
monomeren unterschiedlich zytotoxisch (Geurtsen et al., 1999; Schweikl et al., 2005;
Demirci et al., 2008). Die intrazellulédre Verarmung an Glutathion (GSH), ein Tripeptid,
ist in vielen Fallen ein erster Indikator der Toxizitat vieler reaktiver organischer
Substanzen (Watson et al, 2003). So war auch die Zytotoxizitdt des Comonomers
TEGDMA mit einem sehr raschen Abfall der intrazelluldaren Konzentration von GSH
und parallel dazu einem Anstieg der Menge reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
verbunden (Engelmann, 2004; Stanislawski et al., 2003). Antioxidantien wie N-Acetyl-
cystein (NAC), Ascorbat oder Trolox (Vitamin E) schienen die Erzeugung von Zell-
schaden durch TEGDMA, HEMA oder auch PMMA zu verhindern (Stanislawski et al,
2003, Walther et al, 2004; Yamada et al, 2008). NAC schitzte sogar Pulpazellen
gegen die Toxizitat von PMMA in vivo (Paranjpe et al,, 2008).

Der Hinweis auf die Bedeutung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wie Wasserstoff-
peroxid, Superoxidanionen und Hydroxylradikalen als Signalmolekile fur die In-
duktion des physiologischen Zelltods (Apoptose) markiert ebenfalls einen neuen

Ansatz in der Diskussion der Mechanismen zytotoxischer Effekte. Apoptose ist ein
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aktiver, energieverbrauchender Prozess mit deutlichen morphologischen Ver-
anderungen betroffener Zellen und Gewebe (Majno und Joris, 1995; Nicholson und
Thornberry, 2003; Zhiotovsky, 2004). Zellen in Apoptose erhalten die Integritat der
Zellmembran, allerdings wird der Verlust der Asymmetrie in der Orientierung der
Zellmembran an der Exposition von Phosphatidylserin an der auf3eren Zelloberflache
erkennbar (Kerr et al., 1972; Searle et al, 1982). Im Gegensatz zu Zellen in Apoptose
werden Zellen in Nekrose gréBer (Oncosis), die Integritédt der Zellmembran geht
verloren und Zellinhalte werden freigesetzt. Lange wurde Nekrose als ein passiver
und unkontrollierter Prozess betrachtet. Es gibt aber inzwischen Hinweise darauf,
dass auch Nekrose ahnlich wie die Apoptose Uber ein enges Netz von Signaltrans-
duktionswegen reguliert werden kann (Kroemer et al., 2009).

Das zelleigene Programm zur Regulation des Zelltods via Apoptose wird wohl auch
durch zahnarztliche Komposite, ihre Monomere oder deren Metabolite induziert. So
erzeugten Extrakte von Kompositwerkstoffen und Polymethacrylaten Apoptose in
ganz unterschiedlichen Zelllinien (Cimpan et al., 2000a; Cimpan et al., 2000b; Gough
und Downes, 2001; Gough et al, 2002; Quinlan et al.,, 2002; Spagnuolo et al., 2004a).
Fir das Monomer HEMA, das Comonomer TEGDMA und das Basismonomer Bis-GMA
wurde uber die Induktion von Apoptose in primaren humanen Gingiva - und Pulpa-
zellen berichtet (Janke et al, 2003; Engelmann et al, 2004; Spagnuolo et al.,, 2004b;
Spagnuolo et al., 2004c; Paranjpe et al., 2009).

Die Aktivierung zellularer Signaltransduktionswege lber Mitogen-aktivierte Protein-
kinasen (MAPK]) durch ROS scheint bei der Induktion von Apoptose durch HEMA und
TEGDMA eine zentrale Rolle zu spielen (Samuelsen et al, 2007; Spagnuolo et al,
2008; Eckhardt et al., 2009). Monomere konnen auch zentrale Leistungen von Zellen
des Immunsystems inhibieren, beispielsweise die MAPK-abhangige Expression von
Oberflachenantigenen oder die Freisetzung pro- und antiinflammatorischer Zytokine
nach Stimulation der Zellen mit einem Endotoxin (LPS) pathogener Organismen
(Eckhardt et al., 2009).

Andererseits ist auch die Induktion genotoxischer Effekte durch TEGDMA und HEMA

nachgewiesen (Schweikl et al, 2006). Deshalb ist auch denkbar, dass eine erhdhte
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Menge an ROS oxidative DNA-Schaden erzeugt, die zu DNA-Strangbrichen fiahren.
Als Folge davon konnte Uber eine Reihe von Signalmolekilen das Tumorsuppres-
sorprotein p53 aktiviert und der Zellzyklus verzogert werden. Die Aktivierung von p53
konnte schlief3lich Apoptose induzieren. Diese Diskussion ist in einem einfachen

Modell der intrazelluldren Wirkung der Monomere illustriert (Abb. 3).

TEGDMA / HEMA

Zellmembran

GTHi
0i3-K s ROST  wevierians > DNA
MAP Kinasen Oxy-DNA
Zytokine l |
Oberﬂachenmarker ................... » Zelllzyklus1'
S . Apoptose = «—— Mutation

Zellproliferation

Abb.3: Modell der Wirkung der Monomere Triethylenglykoldimethacrykat (TEGDMA) und 2-
Hydroxyethylmethacrylat ([HEMA] in Zellen.

Beide Monomere reduzieren intrazellulédr den Gehalt an Glutathion (GSH) und parallel dazu
steigt die Menge an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Dieser oxidative Stress induziert
oxidative DNA-Schaden und aktiviert Signaltransduktionsketten wie etwa Mitogen-aktivierte
Kinasen (MAPK)]. Die Aktivierung von MAPK beeinflusst die Bildung von Zytokinen und
Oberflachenmarkern oder verandert die Zellvitalitat (Apoptose) und die Zellproliferation.

10
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1.2 Mitogen- aktivierte Proteinkinasen (MAPK)

1.2.1 Allgemeines

Eukaryontische Zellen verfligen uber eine Vielzahl intrazellularer Signaltrans-
duktionswege zur Steuerung der zellularen Homoostase. Sie werden meist durch
Rezeptoren an der Zelloberflache oder intrazellulare Sensoren, die verschiedene
interne und externe Signale (stressors) erkennen, angestoflen und bewirken so
verschiedene zellulare Reaktionen wie Zellproliferation oder Zellzyklusarrest, DNA-
Reparatur oder die Freisetzug von Zytokinen oder leiten Apoptose ein (Takeda et al.,
2008). Die Kaskade der MAPK ist eine dieser Signalketten (Hayakawa et al, 2006).
Nach dem Erkennen eines Mitogens durch Rezeptoren auf der Zelloberflache,
beispielsweise Toll-like Rezeptoren (TLRs), erfolgt die Weiterleitung des Signals tber
drei Stufen von MAPK (Beutler, 2004), die mitogen-aktivierten Proteinkinase-Kinase-
Kinasen (MAPKKK], mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinasen [(MAPKK] und
schlieilich die MAPK selbst. JNK (c-Jun N-terminal kinase), p38 MAPK und ERK1/2
(extracellular signal-regulated kinase) sind gut untersuchte Untergruppen der grofien
Familie der in allen Eukaryonten evolutiondr konservierten MAPK (Matsuzawa und
Ichijo, 2005).

Diese Signalwege sind strukturell ahnlich, funktionell jedoch sehr verschieden. So
dient nach Ubereinstimmender Ansicht der Weg lber ERK1/2 lberwiegend der
Regulation der Zellproliferation und des Zellzyklus. Im Unterschied dazu werden JNK
und p38 vor allem durch eine Reihe sehr verschiedener Stressoren aus der Umwelt
aktiviert, zu denen osmotischer Schock, UV-Strahlung, Hitzeschock, oxidativer Stress
(ROS), Stimulierung Gber Fas und proinflammatorische Zytokine wie TNF-alpha
(tumor necrosis factor) und IL-1 (Interleukin-1) oder IL-6 z&hlen (Tibbles und
Woodgett, 1999). Beispielsweise ist das bakterielle Endotoxin Lipopolysaccharid
(LPS) ein sehr wirksamer Aktivator von JNK und p38, aber auch von ERK1/2. Wegen
der Aktivierung durch Stressfaktoren werden JNK und p38 auch gemeinsam als
SAPK (stress-activated protein kinases) bezeichnet (Matsuzawa und Ichijo, 2005). Jede

MAPK-Familie steuert bestimmte Zielgene und hat unterschiedliche Aufgaben,

(N
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trotzdem gibt es ausgepragte Interaktionen zwischen den einzelnen MAPK
(crosslinks), so dass man von einem Netzwerk und nicht von unabh&ngigen parallelen
Systemen ausgeht (Lavoie et al, 1996; Matsuzawa und Ichijo, 2005; Junttila et al.,
2008).

MAPK steuern Zielgene downstream. So sind aktuell Transkriptionsfaktoren wie etwa
Sp1, E2F, Elk-1 oder activator protein 1 (AP-1) als Ziele von MAPK beschrieben
(Murphy und Blenis, 2006; Katz et al,, 2007). Die Untereinheiten von AP-1, c-Jun und
c-Fos, werden von MAPK unter Stressbedingungen durch Phosphorylierung aktiviert
(Takeuchi et al.,, 2006). Auch die Transkriptionsfaktoren ATF2 und ATF3 gehdren zur
Familie der AP-1 Proteine und konnen unter Stressbedingungen durch die Stress-
kinasen (SAPK) JNK und p38 aktiviert werden. Fiir eine detaillierte Diskussion von
Struktur und Funktion dieser Transkriptionsfaktoren wird hier auf spezielle
Ubersichtsartikel verwiesen (Hai und Hartman, 2001; Morton et al, 2004; Lu et al,

2007; Huang et al., 2008).

1.2.2 Aktivierung von MAPK durch ROS

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) konnen intrazellular als second messenger
fungieren und Signale Ubertragen, die beispielsweise von Wachstumsfaktoren
ausgehen. So ist eine bestimmte Menge an ROS im physiologischen Gleichgewicht
fur die Steuerung der Zellproliferation notwendig, wirkt also mitogen uber die
Aktivierung der MAPK ERK1/2 (Matsuzawa und Ichijo, 2005). Eine durch Umwelt-
faktoren gestorte ROS-Homoostase kann jedoch den Zelltod via Apoptose einleiten.
Oxidativer Stress fihrt zur Aktivierung von ERK1/2, wobei Rezeptoren fir
Wachstumsfaktoren eine ganz zentrale Funktion Gilbernehmen. EGF (epidermal growth
factor) oder PDGF (platelet-derived growth factor) etwa werden als Reaktion auf eine
erhohte Menge an H202 und UV-Strahlung phosphoryliert und konnen - vermittelt
Uber Ras, wiederum ERK1/2 aktivieren (Sachsenmaier et al., 1994). ERK1/2 fungiert
allgemein als anti-apoptotischer Regulator (Guyton et al, 1996). JNK und p38 werden

durch Stressfaktoren aus der Umwelt aktiviert, etwa durch Arsenit, Cadmium-
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chlorid, UV- und Rontgenstrahlung oder allgemein durch oxidativen Stress
(zusammengefasst in Matsuzawa und Ichijo, 2005).

Neuere Untersuchungen verweisen auf die mechanistische Verbindung zwischen der
Produktion einer erhohten Menge an ROS, der Aktivierung von Stresskinasen und der
Induktion von Apoptose. Es ist bekannt, dass Antioxidantien und thiolreduzierende
Substanzen wie N-Acetylcystein (NAC) und Dithiothreitol (DTT) oder auch experi-
mentell Uberexprimierte antioxidative Enzyme wie die Mangansuperoxid-dismutase
(SOD2) oder die Glutathione-S-transferase die durch Stresskinasen induzierte

Apoptose hemmen (Maehara et al., 2001; Townsend und Tew, 2003).

1.2.3 MAPK und die zentralen Reaktionen des zellularen Immunsystems

Monozyten oder Makrophagen dienen der Verteidigung gegen schadliche Fremd-
substanzen wie Chemikalien, Viren und Bakterien oder bakterielle Endotoxine wie
Lipopolysaccharid (LPS) (Janeway und Medzhitov, 2002). Diese Fremdstoffe werden
von Rezeptoren auf der Oberflache der Zellen erkannt. Die Toll-like-Rezeptoren (TLR)
sind der wichtigste Teil der Perzeption und das Endotoxin LPS, ein Glycolipid der
aufleren Membran Gram-negativer Bakterien, ist ihr momentan am besten
untersuchter Ligand (Miyake, 2004). LPS bindet tber das LBP (LPS binding protein) an
das Oberflachenantigen CD14 (cluster of differentiation 14) und MD-2 (myeloid
differentiation protein-2) an den Rezeptor TLR4. Dabei gilt in der Literatur CD14 als
der klassische LPS-Rezeptor (Ulevitch, 1993). Das so aktivierte TLR4 aktiviert
seinerseits MyD88-abhangige (myeloid differentiation factor 88) und MyD88-
unabhangige Signalwege. Der MyD88-abhangige Weg induziert zunachst die Bildung
eines Proteinkomplexes aus IRAK4/IRAK1/TRAF6 an TLR4 und infolgedessen werden
uber TRAF6 die MAP Kinasen, vor allem p38 und JNK, aktiviert. Die MAPK steuern
dann koordiniert mit Transkriptionsfaktoren, beispielsweise NF-«kB, die spezifischen
Reaktionen des angeborenen zellularen Immunsystems, zu denen die Freisetzung
von Zytokinen oder die Expression von Oberflachenantigenen wie CD14 z&hlen (Lee

und Kim, 2007). Zytokine sind Proteine, die auch der Kommunikation zwischen den

13
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Zellen des Immunsystems dienen. Sie vermitteln unter anderem eine Entziindung
und die darauf folgende Immunantwort. Wichtige Zytokine der angeborenen
Immunantwort (innate immunity) sind beispielsweise TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10 und IL-
12 (Medzhitov und Janeway, 1997; Dong et al, 2002). Die Wirkungen der einzelnen
Zytokine sind sehr unterschiedlich. TNF-a und IL-1 fordern die entzindliche
Immunantwort (proinflammatorische Zytokine), IL-6 stimuliert die Produktion von
.akute-Phase-Proteine” und rekrutiert Neutrophile, und IL-10 verhindert eine
Uberreaktion der Immunantwort (Mannel und Echtenacher, 2000; Dong et al,, 2002;
Hanada und Yoshimura, 2002). Wahrend Zytokine nicht nur direkt von Zelle zu Zelle
wirken, dienen Oberflachenproteine wie MHC-I, MHC-II, CD54, CD80 und CD86 dem
direkten Zell-Zell-Kontakt (Banchereau et al, 2000; Randolph et al, 2008).
Kostimulatorische Molekiile wie CD80 und CD86 erhohen durch den Kontakt mit
CD28 auf T-Zellen deren Aktivitat (Dilioglou et al., 2003).

Diese originar LPS-stimulierten Signalwege der Freisetzung von Zytokinen oder der
Expression von Oberflachenantigenen konnen durch Fremdstoffe (Stressoren) - wie
auch dentale Monomere - beeinflusst sein. So wurde berichtet, dass die Sekretion
von TNF-a nach Stimulation mit LPS in zuvor mit TEGDMA und HEMA behandelten
Monozyten stark inhibiert wurde (Noda et al, 2003). Auferdem wurde eine starke
Inhibition der Freisetzung von TNF-a, IL-6 und IL-10 sowie der Expression einer
ganzen Reihe von Oberflachenantigenen durch TEGDMA sowohl in LPS-stimulierten
als auch in ansonsten unbehandelten Makrophagen nachgewiesen (Eckhardt et al,

2009).

1.2.4 MAPK und die Regulation des Zellzyklus

Neben der Antwort auf verschiedene Arten von zellularem Stress ist bekannt, dass
die MAPK ERK1/2 und p38 als Regulatoren des Zellzyklus fungieren. ERK1/2 ist ein
starker positiver Regulator des Zellzyklus und wird durch Wachstumsfaktoren
aktiviert. Diese Aktivierung erfolgt meist Uber Tyrosinkinase-Rezeptoren und die

Aktivierung von Ras, der MAPKK Raf-1 und der nachgeschalteten Aktivierung von
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MEK1/2, fur die bisher auBler ERK1/2 keine weiteren Substrate bekannt sind
(Chambard et al, 2007). Die zentrale Funktion von ERK1/2 fiir die Zellproliferation
wird auf verschiedenen Ebenen der zelluldren Regulation deutlich, denn ERK1/2
reguliert eine Vielzahl von Komponenten, die fiur eine Zellteilung notwendig werden.
Dazu gehoren Metabolite fir die Proteinsynthese, die DNA und die RNA-Synthese
(Chambard et al, 2007). Die Aktivierung von ERK1/2 ist vor allem fiir den Ubergang
aus der G1- in die S-Phase des Zellzyklus bedeutsam. ERK1/2 steuert die Synthese
des Cyclin D1 auf der Transkriptionsebene in Koordination mit der aktivierten PI3-
Kinase (Katz et al., 2007). ERK1/2 reqguliert ferner den Zellzyklus tber die Bildung von
Cyclin/CDK-Komplexen (Cyclin D1/CDK4). Dieser Komplex phosphoryliert seiner-
seits das Retinoblastomprotein (pRB), das dadurch seine wachstumshemmende
Wirkung verliert und so die Expression der Cycline A und E in der spaten G1-Phase
des Zellzyklus fordert. AuBerdem ist ERK1/2 wahrscheinlich an der Regulation des
Ubergangs von der G2- in die M-Phase des Zellzyklus beteiligt (Garnovskaya et al,
2004; Chambard et al., 2007).

Im Unterschied zu ERK1/2 ist p38 ein negativer Regulator der Synthese von Cyclin D1
(Lavoie et al, 1996; Chambard et al,, 2007). Dies bedeutet, dass ein hoher Anteil an
phosphoryliertem p38 das Fortschreiten des Zellzyklus unterbindet - ein Vorgang,
der durch die Zugabe des p38-Inhibitors SB203580 aufgehoben werden kann (Lavoie
etal, 1996).

Die beiden MAPK ERK1/2 und p38 steuern auch den Arrest des Zellzyklus in Folge
von DNA-Sch&den durch chemische und physikalische Agenzien (radioaktive und UV-
Strahlung) (Tang et al, 2002; Golding et al, 2007). Fir diese Art der zellularen
Reaktion auf Stressoren der Umwelt ist die Interaktion mit den bekannten
Kontrollmolekilen ATM und p53 notwendig und partiell nachgewiesen. So wurde
ERK1/2 als Reaktion auf die Behandlung von Zellkulturen mit cis-Platin aktiviert und
phosphorylierte seinerseits p53 in vitro (Persons et al., 2000). Auch Adriamycin (ADR)
sowie radioaktive und UV-Strahlung aktivierten ERK1/2. Die Interaktion mit ATM und
p53 ist nicht eindimensional, denn Komponenten wie etwa das Zytostatikum Etoposid

aktivierten ERK1/2 nur, wenn auch ATM aktiviert wurde, jedoch unabhangig von p53
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(Tang et al, 2002). ERK1/2 ist daher mdglicherweise ein Zielmolekil von ATM. Es
besteht aber auch die Verbindung zur Regulation von p33, denn die Aktivierung von
ERK1/2 arretiert den Zellzyklus auch in Abh&ngigkeit von p53 (Woods et al., 1997;
Sewing et al., 1997; Wu, 2004). Ferner initiieren leichte DNA-Schaden die Aktivierung
von ERK1/2 in einem Signalweg, der zundchst im Arrest des Zellzyklus endet,
schwere DNA-Schaden hingegen scheinen - vielleicht Gber die ERK1/2-Aktivierung, -
die Apoptose einzuleiten (Tang et al., 2002).

Auch p38 ist an der Regulation des Tumorsuppressorproteins p53 beteiligt, die
entweder direkt oder indirekt Gber MK-2 erfolgt. Als Reaktion auf DNA-Schaden
durch cis-Platin oder UV-Strahlen wird p38 stark und dauerhaft aktiviert und fuhrt
letztlich zur Aktivierung von p53, wahrscheinlich Uber ein p18 Protein. Die
Aktivierung von p38 und p53 erhoht seinerseits die Expression von p21, ein zentraler
Inhibitor des Zellzyklus, vor allem in der G1-Phase. Allerdings ist die Funktion des
p38 fur die Hochregulierung von p21 nach radioaktiver Bestrahlung noch nicht
geklart (Cuadrado et al, 2007). Es gibt inzwischen auch Hinweise darauf, dass p53-
defiziente Zellen auf DNA-Schaden Uber die Aktivierung von ATM und ATR und einen
daran gekoppelten MAPK p38/MK-2-Signalweg reagieren (Reinhardt et al, 2007).
Desweiteren sind fir die Klarung der Funktion, der dem p38 nachgeschalteten
Proteine MK-2, MK-3 oder auch MK-5 (MAPK- activated protein kinases) beziiglich der
Regulation von Genexpression, Organisation des Zytoskeletts oder Zellproliferation

noch Untersuchungen notwendig (Gaestel, 2006).

1.2.5 MAPK und Apoptose

Die drei MAPK ERK1/2, JNK und p38 regulieren auch diejenigen Signalwege, die
Apoptose auslosen oder das Uberleben von Zellen fordern, die besonderen
Stressfaktoren ausgesetzt sind. Welche der MAP-Kinasen spezifisch Apoptose
induziert ist wohl abhangig von den aktivierenden Faktoren, den betroffenen
Zelltypen oder der Hohe und der Dauer des Stresses (Matsuzawa und Ichijo, 2005).

Beispielsweise fuhrt der Entzug eines Wachstumsfaktors zur dauerhaften
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Aktivierung von JNK und p38 sowie zur Inhibition von ERK1/2, und diese beiden
Wirkungen induzieren Apoptose (Xia et al, 1995). Obwohl allgemein angenommen
wird, dass ERK1/2 die Zellproliferation und das Zelliberleben férdert und JNK/p38
nicht nur davon verschiedene sondern sogar entgegengesetzte Wirkung haben, darf
man aufgrund neuerer Untersuchungen doch vermuten, dass auch JNK und p38
Funktionen fiir das Zelliiberleben oder die Zelldifferenzierung haben (Matsuzawa und
Ichijo, 2005). Die Bildung von ROS scheint ein ganz wesentlicher Faktor fir die
Aktivierung von MAPK zu sein. So fihrt beispielsweise die Inhibition der Aktivierung
von JNK/p38 durch eine Deletion von ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1), eine
MAPKKK oberhalb der SAPK, zur Resistenz gegen die Induktion von Apoptose durch
oxidativen Stress (Matsuzawa et al., 2002; Tobiume et al.,, 2001). Thioredoxin (Trx], ein
redox-sensitives und antioxidatives Protein ist ein negativer Regulator des ASK1-
induzierten p38 Signalwegs ebenso wie die durch oxidativen Stress induzierbare
dualspezifische Phosphatase 5 (DUSP5). DUSP5 und Trx inhibieren die durch

oxidativen Stress induzierbare Apoptose (Saitoh et al., 1998; Morita et al., 2001).

1.2.6 Die Aktivierung von MAPK durch dentale Monomere

Die derzeit verfiigbaren wenigen Berichte Uber die Aktivierung von MAPK durch
zahnarztliche Monomere spiegeln die Komplexitat der Regulation von Apoptose
wieder. HEMA und TEGDMA aktivieren wohl nach langen Expositionszeiten ERK1/2 in
einer Zelllinie aus der Speicheldrise. Au3erdem sollten p38 und JNK durch HEMA,
nicht jedoch durch TEGDMA aktivierbar sein (Samuelsen et al, 2007). Diese
Ergebnisse wurden fur einen Zeitpunkt - 6h nach Expositionsstart - ermittelt und
sind daher nur bedingt aussagekraftig. Die TEGDMA-induzierte Apoptose in humanen
Pulpazellen scheint nicht durch ERK1/2 vermittelt zu sein, weil die spezifische
Inhibition dieses Signalwegs das Uberleben TEGDMA-behandelter Zellen nicht
verandert (Spagnuolo et al, 2004). Die sehr rasche Aktivierung von ERK1/2 durch
HEMA wurde jedoch in primaren humanen Pulpazellen nachgewiesen. Eine

reduzierte Zellvitalitat nach Inhibition von ERK1/2 in Anwesenheit von HEMA verweist
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darauf, dass ERK1/2 unter diesen Bedingungen eine anti-apoptotische Funktion
Ubernimmt (Spagnuolo et al, 2008). AuBerdem schiitzte das Antioxidans N-Acetyl-
cystein humane Monozyten vor zytotoxischen Effekten von TEGDMA und inhibierte die
Aktivierung der MAPK p38 und ERK1/2 nach langen Expositionszeiten (Eckhardt et
al., 2009).

Interessant ist auch die Beobachtung, dass die Expression von TRNX, ein negativer
Regulator von Thioredoxin (Trx), und die durch oxidativen Stress induzierbare
dualspezifische Phosphatase 5 (DUSP5) in den mit TEGDMA behandelten Zell-
kulturen auf der Transkriptionsebene inhibiert wurde (Schweikl et al, 2008). Beide
Molekdle sind an der Regulation der Aktivitat von MAPK beteiligt. TRXN reguliert die
Aktivitat von Thioredoxin (Trx), das seinerseits als ein redox-sensitives und anti-
oxidatives Protein ein negativer Regulator des ASK1-induzierten p38 Signalwegs ist.

DUSPS5 hingegen inaktiviert spezifisch die MAPK p38 (Schweikl et al., 2008).
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2 Fragestellung

Monomere dentaler Werkstoffe wie das Comonomer Triethylenglycoldimethacrylat
(TEGDMA] wirken zytotoxisch und genotoxisch. Die Ergebnisse vieler iberwiegend
deskriptiv ausgerichteter Untersuchungen zeigten bisher eine Parallelitat, jedoch
nicht die ursachliche Verbindung dieser Effekte und moglicher zugrunde liegender
Mechanismen. Es ist jedoch bekannt, dass dentale Monomere die zellulare
Redoxhomoostase durch die vermehrte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
storen. Wahrscheinlich sind ROS fur die Induktion der zytotoxischen und geno-
toxischen Wirkung dentaler Monomere bedeutsam. Desweiteren darf man aus der
bisher verfugbaren Literatur schlieBen, dass Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
(MAPK), die zentrale Prozesse der Zellproliferation, des Zelltods, sowie der Immun-
und Stressantwort regulieren, durch ROS aktiviert werden. Daher ist moglicherweise
auch die Aktivierung von MAPK durch Phosphorylierung ein Mechanismus der

Zytotoxizitat dentaler Monomere.

Ziel dieser Untersuchungen war es daher, den Einfluss des Kunststoffmonomers
TEGDMA auf die Aktivierung der MAPK ERK1/2, p38 und JNK zu untersuchen. Im

Einzelnen wurden folgenden Fragen experimentell bearbeitet:

1. Aktiviert oder inaktiviert TEGDMA die MAPK ERK1/2, p38 und JNK?

2. Wie ist die Kinetik dieser Aktivierung oder Inaktivierung?

Das bakterielle Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert bekanntermafen die
Phosphorylierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK] p38, ERK1/2 und
JNK und wurde deshalb in der vorliegenden Arbeit als Positivkontrolle verwendet.
Samtliche Experimente wurden mit murinen RAW264.7 Makrophagen durchgefihrt.
Diese Zellen sind gut charakterisiert und eignen sich fur das Studium der genannten

Fragestellung.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Acrylamid “Rotiphorese Gel “40 (29:1),
Art#A515.1

Roth, Karlsruhe

APS (Ammoniumperoxiddisulfat), Art.95922

Roth, Karlsruhe

Blotting Membran
(Nitrocellulose Protran BA83],
Lot#7030005, Conv. No.7097683

Whatman GmbH, Dassel

Complete Mini, Best#11836153001,
25 Tabletten (Protease- Inhibitoren)

Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland

Ci2E10, Best#P9769-5000,

Decaethylene glycol monododecyl ether

Sigma, Taufkirchen

EDTA- Natrium- Salz, Lot#411472/2 20401,
Best#03685

Fluka AG, Schweiz

ECL Plus Western Blotting Detection System,
#RPN 2132

GE Healthcare Limited

Buckinghamshire, UK

Essigsaure, Lot#K34277263 507

Merck, Darmstadt

Fetal Bovine Serum, Lot#07Q5364F

Gibco Invitrogen inc., U.S.A

Glycerin (4094.1000), 05 K 13393594

Merck, Darmstadt

Glycin, Cat#1.04201.1000

Merck, Darmstadt

Isopropanol, Lot.A0206967001

Acros Organics, U.S.A

HCLl (rauchend, 37%) (UN1789)

Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid (4933)

Merck, Darmstadt
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Kaliumhydrogenphosphat (4873)

Merck, Darmstadt

Tris(hydroxymethyllaminomethan,

Lot#K 36524987 646

Merck, Darmstadt

Laemmli Sample Buffer, Cat#161-0737

Bio-Rad Laboratories, Hercules,

CA, USA

Lipopolysaccharid- (E.coli), Lot#017 K 4098

L2880-10 mg in aqua dest.

Sigma, Taufkirchen

Precision Plus Protein Standards,

Cat#161-0375

Bio-Rad Laboratories, Hercules,

CA, USA

Methanol (UN1230), Cat#1.06009.2511

Merck, Darmstadt

Milchpulver Blotting Grade, Art. T145.1

Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (6404), Lot#K37352804

Merck, Darmstadt

NaF, Sigma, Best#57920 - 100g,
Natriumfluorid, 99%

Sigma, Deisenhofen

Natriumhydrogencarbonat (6406)

Merck, Darmstadt

Natriumhydrogenphosphat (6346)

Merck, Darmstadt

NP-40, Best#74385,
Nonidet P 40 Substitute, 100%

Fluka AG, Schweiz

Natriumvanadat, Best#56508 - 50 g

Sigma, Deisenhofen

Penicillin- Streptomycin (15140-122)

Gibco Invitrogen inc., U.S.A

Ponceau S Rot (258387 1086 K 3355),
C.1.#27195

Fluka AG, Schweiz

SDS (Natrium- Dodecyl- Sulfat),
Art#CN 30.3, Pellets (99%)

Roth, Karlsruhe

Roti Block, Art.#A151.1

Roth, Karlsruhe

RPMI 1640 mit L-Glutamin, 2g/l NaHCo3

Pan Biotech, GmbH, Aldenbach

Natriumpyruvat, Lot#311810

Gibco Invitrogen inc., U.S.A
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Re-Blot Plus Mild Solution (10x),
#2502, Lot#PS01436160

Chemicon, Millipore GmbH,
Schwalbach

TEMED (N,N,N",N"-Tetraethylmethylendiamid]
Art.2367.3

Roth, Karlsruhe

TEGDMA (Triethylenglycoldimethacrylat)
(109-16-0)

Sigma, Deisenhofen

Tris- (hydroxymethyl) aminomethan-HCl,
Cat#1.08387.005

Merck, Darmstadt

Trypsin 2,5 %

Gibco Invitrogen inc., U.S.A

Tween?20, Best#P7949

Sigma, Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

3.1.2 Materialien

Amersham Hyperfilm ECL (18x24cm)

GE Healthcare, Minchen

Cellstar tubes 15 ml, Lot#07480196,
Cat#188 271

Greiner, Frickenhausen

Falcon Zentrifugenrohrchen 50 ml,

Art#0420705

Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg

Filterpapier Mini Trans- Blot, Cat#1703932

Bio-Rad Laboratories, Hercules,

CA, USA

Gel Loading Tips (Round Eppendorf),
200/pk. LC1010

Invitrogen, Carlsbad CA, U.S.A

Nitrocellulose, Protran

Whatmann GmbH, Dassel

pH- Indikatorstabchen 1.09543, 60154137
(Spezialindikator pH6,5-10,0)

Merck, Darmstadt

Sterilfilter 0,2pm, Celluloseacetat,

Lot#16534 070554

Sartorius, Gottingen
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Gewebekulturschalen:

Bio-one Cellstar 145/20 mm, Art#639160

Greiner, Frickenhausen

Costar 96-Well-Platten, Cat#3598

Corning Incorporated, NY, USA

Kulturflaschen T162 (162 cm?) (3151)

Corning Incorporated, NY, USA

Kulturflaschen T75 (75cm?) (3376)

Corning Incorporated, NY, USA

3.1.3 Gerate

Mini Protean 3 Cell,
Ser#679/29215

Bio-Rad Laboratories, Hercules,

CA, USA

Mini Protean Tetra Cell,
Ser#552BR0

Bio-Rad Laboratories, Hercules,

CA, USA

Inkubationsschrank

Heraeus Instruments, Hanau

Milli- QUF plus

Millipore GmbH, Schwalbach

Purification pak

(Demineralisationspatrone) (CPMQ004D2)

Millipore GmbH, Schwalbach

pH-Meter Kalimatic

Knick, Berlin

Mikroskop Diavert, Ser#896460

Leitz, Wetzlar

Sartorius Analysenwaage MC 210P

Sartorius, Gottingen

Sartorius Waage 1404 MP 8, #3310033

Sartorius, Gottingen

Schittler G.F.L.-3018

GFL - Gesellschaft fir Labortechnik
GmbH, Burgwedel

Wasserbad Schiittler G.F.L.-1083

GFL-Gesellschaft fiir Labortechnik
GmbH, Burgwedel

Schittelgerat REAX 2000

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

Magnetrihrer, IKA- COMBIMAG RCT

IKA-Werk GmbH, Straufen
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Mixing Block MB- 102 BIOER Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
Spektralphotometer Infinite F200 TECAN Deutschland GmbH,
Crailsheim

Sterile Werkbank Laminar Flow Gelaire, BSB4 | Flow Laboratories, Merckenheim

Zentrifuge Eppendorf 5415C Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge Rotanta 460R Hettich, Tuttlingen
Zentrifuge Rotixa/P Typ 4202 #2181 Hettich, Tuttlingen

3.1.4 Antikorper

3.1.4.1 Primare Antikorper
Bezeichnung Eigenschaften Bezugsquelle
Anti Active JNK Rabbit Polyclonal Antibody, Promega, Heidelberg

(pTPpY) (V7932)

P38p Rabbit Polyclonal Antibody,
(Thr180/Tyr 182)-R;
sc-17852-R (Lot#2907)

Santa Cruz
Biotechnology, Santa
Cruz, CA, US.A

P38p Rabbit Polyclonal
Phosphospecific Antibody,
(pTpY 180/182), SA-266

Epitomics, Burlingame,
CA, US.A

(Biomol, Hamburg)

P38p Mouse Monoclonal Antibody | Becton Dickinson
(pT180/pY182), Clone 30 GmbH, Heidelberg
(61228)

P38alpha Monoclonal Antibody, p38 Becton Dickinson

alpha/SAPK 2a, Mouse IgG1,
Clone 27 (612169)

GmbH, Heidelberg
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Phospho-p44/42
MAPK Antibody

Rabbit Polyclonal Antibody Cell Signaling, New
(Thr202/Tyr204) (9101) England Biolabs GmbH,

Frankfurt

P44/42 MAPK Antibody

Rabbit Polyclonal Antibody Cell-Signaling, New

(9102) England Biolabs GmbH,
Frankfurt

Mouse Anti-Glycerin- IgG1, Clone 6C5 (MAB374), Chemicon, Millipore
Aldehyd-3-Phosphat- Lot#0602023056 GmbH, Schwalbach
Dehydrogenase (GAPDH)
3.1.4.2 Sekundare Antikorper
Bezeichnung Eigenschaften Bezugsquelle
Goat Anti- Rabbit | HRP-linked; Cell Signaling, New England Biolabs GmbH,

(7074)

Verdidnnung 1:1000

Frankfurt

Goat Anti- Rabbit
(1907)

Verdinnung 1:3000

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

CA US.A

Goat Anti-Mouse
(179-5616)

IgG, HRP-linked
Verdinnung 1:3000

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

3.1.5 Lodsungen, Medien und Puffer fur die Zellkultivierung

Alle Losungen und Puffer wurden steril filtriert. Jedem Liter Medium wurde

Antibiotika in Form von 10 ml Penicillin-Streptomycin Stammlésung (100 U/ml

Penicillin, 10 pg/ml Streptomycin) vor Gebrauch zugegeben. Alle Medien, Lésungen

und Puffer wurden fiur die Kultivierung der Zellen vor Gebrauch stets vorgewarmt.

25




Material und Methoden

Medium fiir RAW 264.7 Makrophagen

+50 ml
+5ml

+ 5 ml

RPMI 1640 mit L-Glutamin, 2 g/l NaHCO3
FBS (100%ig)
Natriumpyruvat (100 ml)

Penicillin /Streptomycin

10 x PBS-EDTA [Phosphatgepufferte Salzlosung mit EDTA ) pH 7.34)

80,0 g
209
2,049
9.1g
20g

add 1000 ml

Natriumchlorid

Kaliumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat

EDTA- Natriumsalz,

Titriplex I11{C10H14N2Na20s) x 2 H20
Aqua demin. (18 MOhm)

1 x PBS-EDTA [Phosphatgepufferte Salzlosung mit EDTA)

100 ml
add 1000 ml

10 x PBS-EDTA
Aqua demin. (18 MOhm)

10 x CMF-PBS [Calcium- und magnesiumfreie phosphatgepufferte Salzlosung)

80,0 ¢
2,09
9.1g
20g

Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat

add 1000 ml Aqua demin. (18 MOhm)
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Lysis-Puffer “8" fiir die Proteine (Zytosolfraktion)

Rezept:
50 mM  Tris-HCL [pH 7,4)

150 mM  NaCl
0.1% NP-40(100%)
0.1% Ci2E10
2mM EDTA-Na
5mM NaF
TmM NaVO.

Herstellung fir 10 ml Lysis-Puffer:
500 ul 1 M 50 mM Tris-HCL (pH 7,4)
1500 pt 1M 150 Mm NaCl

10 pl 100% 0,1% NP-40

100 pul  10% Ci2E10
80 ul 238 mM 2 mM EDTA

250 yt 200 mM 5 mM NaF

100 ul 100 mM NaVO:

add 5460 ul  Aqua demin. (18 MOhm)

Danach wurde 1x Complete Mini (Protease-Inhibitoren) fir 30 min in 2 ml H20 im

Kihlschrank gelost.

Trypsin 0,25 % in CMF-PBS

10 ml Trypsin 2,5%
90 ml 10 x CMF-PBS
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3.1.6 Losungen und Puffer fur Polyacrylamidgelelektrophorese und

Westernblot

Probenauftragspuffer

Rezept:
950 pl 1 x Laemmli Sample-Buffer
50 pl  B-Mercaptoethanol

10 x SDS-Laufpuffer

Rezept:
1,92M Glycin
0,25M Tris
1,00 % SDS

Herstellung fir 1,0L:
144,13 g Glycin
30,299 Tris
10,00 g SDS

Fir die Elektrophorese (10 X) Laufpuffer 1:10 mit Wasser verdiinnen.

6 x Laemmli-Puffer

Rezept:
350 mM Tris-HCL (pH 6,8)
10% (w/v) SDS
30 % Glycerol
0,6 M DTT

0,1% (w/v] Bromphenolblau
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Herstellung fir Tml:

175,0 ul Tris-HCL (pH 6,8)
280,71yl SDS

344,8 ul Glycerol

200,0 yl DTT

1 mg Bromphenolblau

Transfer-Puffer (TGM)

Rezept:
192 mM  Glycin
25 mM  Tris-HCL [pH 8,3)
10 % Methanol

Herstellung fir 750 ml:
144,00 ml 1 M Glycin
18,75 ml 1 M Tris-HCl (pH 8,3)
150,00 ml Methanol
437,25 ml  Aqua demin. (18 MOhm)

Waschpuffer TBS [TRIS-gepufferte Salzlosung)

Rezept:
150 mM  NaCl
25 mM  Tris-HCL [pH 7,4)

Herstellung fir 11:
150 ml 1 M NaCl
25ml 1M Tris, H2NC (CH20H]s
Add 1000 ml Aqua demin. (18 MOhm)
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Waschpuffer TBST [TBS + 0,1% Tween 20)

Rezept:
150 mM  NaCl
25 mM  Tris-HCL (pH 7,4)
0.1% Tween 20

Herstellung fir 11:
150 ml 1 M NaCl
25 ml 1M Tris, H2NC(CH20H)s
T ml Tween 20

add 1000 ml Aqua demin. (18 MOhm)

Blocking-Puffer

9 % Milch in TBST

Herstellung:
2,59 Milchpulver
50 ml TBST

Diese Losung wird immer frisch angesetzt.

Roti-Block

Herstellung:
1 ml Roti-Block (10 X)
9 ml Wasser (reinst.

Millipore)

Diese Losung wird immer frisch angesetzt.

Antikérper - Puffer

Fir die Anwendung der primaren Antikorper standen zwei Moglichkeiten zur

Verfligung.
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AKin 5% Milch in TBST

Herstellung:
2,59 Milchpulver
50 ml TBST

Dieser Puffer darf maximal dreimal benutzt werden; soll bei -20°C gelagert und nie
im heiflen, nur im lauwarmen Wasser aufgetaut werden.

AK in Roti-Block

Herstellung:
1 ml Roti-Block (10 X)
9ml TBST

Diese Losung wird immer frisch angesetzt.

Ponceau S

100 ml Essigsaure (5%ig)
2g PonceauS Rot

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten RAW 264.7 Mausmakrophagen (ATCC
TIB-71) wurden von der Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) bezogen. Die Zellen wurden als Monolayer in RPMI Medium in T162-
Flaschen in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare mit 5% CO2z-Anteil bei 37°C
im Inkubator kultiviert. Sobald ein subkonfluenter Monolayer gewachsen war,
wurden die Zellen passagiert. Hierfir wurden sie zuerst mit 10 ml 1 x PBS-EDTA

gewaschen. Um die adharenten Zellen abzulosen, exponierte man sie dann fir 30
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Sekunden 10 ml 0,25% in CMF-PBS gelostem Trypsin und inkubierte sie fir 3 - 5
Minuten im CO2-Inkubator. Danach wurden die Zellen mit 10 ml Medium vom
Flaschengrund abgespilt und in Medium resuspendiert. Die Bestimmung der

Zellzahl erfolgte mit dem Hamozytometer.

3.2.2 Herstellung der Expositionslosungen

Lipopolysaccharid (LPS) (10 mg) wurde in Wasser aufgenommen und bis zur
weiteren Verwendung in Aliquots (1 mg/ml) tiefgefroren (-20°C). Fir die Herstellung
einer 0,1 yg/ml LPS-Lésung wurde die LPS-Stammlosung (1 mg/ml] zundchst mit
Medium 1:10 verdiinnt. Danach wurden von dieser 100 pg/ml LPS-Losung 130 pul
genommen und mit 129,870 ml Zellkulturmedium gemischt (Endvolumen 130 ml).
Fir die 0,5 yg/ml LPS-Lésung wurden 650 pl der 100 pg/ml LPS-Losung mit Medium
auf ein Gesamtvolumen von 130 ml verdinnt. In ahnlicher Weise wurde eine 10 mM
TEGDMA-Stammlosung hergestellt. Dazu wurden 27,6 ul TEGDMA (3,81 Mol/l) mit
Medium auf 10 ml Gesamtvolumen verdinnt. Aus dieser Stammlosung wurde dann
wiederum mit Medium die Expositionslosung mit 3 mM TEGDMA erzeugt. Fur die
Herstellung einer Expositionslosung, die 0,1 ug/ml LPS und 3 mM TEGDMA enthielt,
wurde ein entsprechendes Volumen einer 100 yg/ml LPS-L6sung in einer 10 mM

TEGDMA-Losung bis zu einer Endkonzentration von 3 mM TEGDMA verdinnt.

3.2.3 Versuchsdurchfihrung

3.2.3.1 Ernten der Zellen nach Exposition

Die TEGDMA- und LPS-haltigen Medien (Kulturiiberstande) wurden mit der Pipette
abgenommen und in 50 ml Falcon-Rohrchen auf Eis getrennt gesammelt. Die Zellen
auf den Kulturschalen wurden dann mit 10 ml eiskaltem CMF-PBS gewaschen.
Dieses Volumen wurde nun mit dem Medium im 50 ml Falcon-Réhrchen (auf Eis)

vereint.
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Die adharenten Zellen auf den Kulturschalen wurden inzwischen mit 3 ml eiskaltem
PBS-EDTA (5 mM] (pH 7,2) Gberschichtet. Danach wurden die Zellen mit einem
Zellschaber vom Plattenboden gelost, 10 ml PBS-EDTA zugeben und die Zell-
suspension in ein 50 ml Falcon-Rohrchen auf Eis uberfihren. Die Kulturschale
wurde anschlielend zweimal mit je 10 ml PBS gewaschen und die Pufferlosung
ebenfalls mit der Zellsuspension im 50 ml Falcon-Rohrchen vereint. Danach wurden
alle Réhrchen 5 Minuten bei 1000 U/min zentrifugiert (Hettich Rotina 420R; Rotor
4723). Die Uberstinde wurden verworfen und die Zellpellets in je 500 yl CMF-PBS
resuspendiert; die Pellets, die aus den urspringlichen Zellkulturiberstanden
gesammelt wurden, wurden mit den zugehorigen Pellets der adharenten Zellen
vereint, nochmals mit CMF-PBS gewaschen wund erneut zentrifugiert. Die
Uberstinden wurden verworfen, die Zellpellets jedoch in 500 ul CMF-PBS
resuspendiert, in ein Eppendorf-Cup uberfihrt und 5 Minuten bei 2300 U/min
(Tischzentrifuge) zentrifugiert. Danach wurden die Uberstande verworfen und die

Zellpellets abhangig von ihrer GroBe in Lysepuffer (80 - 200 ul) resuspendiert.

3.2.3.2 Lyse der Zellen

Die Zellpellets wurden mit Lysis-Puffer 8" gemischt, resuspendiert und 10 Minuten
auf Eis inkubiert. Nach der Zentrifugation (10.000 U/min, 10 min) wurde der
Uberstand abgenommen und in ein Eppendorf-ReaktionsgefaB (1,5 ml) iiberfiihrt.
Das Lysat konnte in SDS-Auftragspuffer aufgenommen und die Proteine durch

Western-Blot-Analyse untersucht werden.

3.2.4 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Zelllysaten erfolgte nach dem
Prinzip des Bicinchonic Acid Assay (BCA]. Dabei ist die Biuret-Reaktion, die
Reduktion eines Kupfer2+ Komplexes zu Kupferl+, mit der Fahigkeit von

Bicinchonininsaure, mit Cul+-lonen einen stabilen Farbkomplex zu bilden,
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kombiniert (Smith et al, 1985). BCA stellt einen violett-blauen Komplex mit Cul+ in
basischer Umgebung dar anhand dessen die Reduktion von basischem Cu2+ durch
Proteine aufgezeigt werden kann.

Der kommerziell verflighare Kit enthdlt ein Reagens A (B9643) (BCA, Sodium-
karbonate, Sodiumtartrate, Sodiumbikarbonate in 0,1M NaOH, pH 11,25), ein
Reagens B (C2284) (4% (w/v) Kupfer2+-Sulfat-Pentahydrat) sowie eine Protein-
Standard-L6sung (P0914) (BSA = bovines Serumalbumin; 1 mg/ml BSA in 0,15 M
NaCl mit 0,05% Natriumazid zur Konservierung). Unmittelbar vor Gebrauch wurde
eine Arbeitslosung hergestellt indem man Reagens A mit Reagens B vediinnte (1:50).
Die Proteinbestimmung wurde in 96-Loch-Mikrotiterplatten durchgefihrt. Der
Proteinstandard BSA wurde im Lysepuffer in Konzentrationen von 0,1; 0,2; 0,4; 0,6;
0,8 und 1,0 mg/ml in 25 pl in doppelten Ansatzen vorgelegt. Die Proteinproben
wurden Ublicherweise 1:10 und 1:20 mit H20 verdinnt, und von jeder Verdinnung
wurden zweimal je 25 ul pro Well pipettiert. Als Kontrolle (Blindprobe) wurde Puffer
ohne Protein getestet.

Die Proteinproben (25 pl] wurden mit 200 pl der Arbeitslésung versetzt und auf
einem Schuttler bei Raumtemperatur gut gemischt. In den Proben mit hohem
Proteingehalt war sofort eine Farbverdnderung (lila) zu beobachten. Die Blindprobe
behielt die grine Farbe bei. Die Proben wurden nun im Warmeschrank fir 30
Minuten inkubiert und anschlieBend auf Raumtemperatur gekihlt. Die Absorption
der Losungen in den einzelnen Wells wurde bei 562 nm mittels eines Spektral-
photometers der Firma Tecan gemessen und die Proteinkonzentration im Vergleich
mit einer Standardkurve, die anhand des BSA-Protein-Standards erstellt wurde,

bestimmt.

3.2.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteine wurden mit einem Mini-PROTEAN Tetra Cell System (Bio-Rad] in einem
Gel im elektrischen Feld, abhangig von ihrer Grof3e aufgetrennt. Unter Verwendung

des diskontinuierlichen Verfahrens mit dem SDS-PAGE-System (Sodium-Dodecyl-
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Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-System) nach LAEMMLI (1970) wurde die
Gelelektrophorese in vertikalen Gelkammern durchgefihrt. Dieses diskontinu-
ierliche Verfahren besteht aus einem Trenngel und einem Sammelgel. Der pH-Wert,
die lonenstarke und die Porengrofle der Gele kann variiert werden. Die Gele
enthalten je nach gesuchtem Protein einen hoheren oder niedrigeren
Polyacrylamidanteil, d.h. je kleiner das gesuchte Protein, umso grofB3er ist der
Polyacrylamidanteil und desto engmaschiger ist das Gel.

Es wurde eine Gelapparatur der Firma Bio-Rad verwendet. Die Mengen fir die
Herstellung der Polyacrylamidgele sind auf die Grofle dieser Gelapparatur ab-
gestimmt. Fir Sammel- und Trenngel in der angegeben Konzentration wurden

folgenden Substanzen und Volumina eingesetzt:

Komponenten Sammelgel | Trenngel

12% 12%
Volumen Volumen

40 % Acrylamid (29:1 A, BIS A) 0,5 ml 3,3 ml
1,5M Tris (pH8,8 | -------- 2,75 ml
1,0M Tris (pH 6,8) 0,5ml | --------
Aqua pur 2,927 ml 4,780 ml

10 % SDS 40 pl 110 ptl

10 % APS 30 pl 55 pl

TEMED 3l 5,5 pl

Das Trenngel wurde zwischen zwei Glasplatten mit dem Sammelgel nach
Routineverfahren tberschichtet. Die Proteinproben, tblicherweise 20 pg, wurden mit
1 x SDS-Auftragspuffer (15 ul 1 x Laemmli Sample Buffer) (Bio-Rad) mit Mercaptho-
ethanol plus 15 pl Proteinprobe) versetzt, fir 5 Minuten bei 95°C erhitzt (denaturiert)
und danach sofort und fir mindestens 10 Minuten auf Eis gestellt. Als nachstes

wurden sie kurz bei 3.000 U/min (Eppendorftischzentrifuge) zentrifugiert, kurz
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gemischt (Vortex) und anschlieBend auf das Gel aufgetragen. Als Marker wurde ein
Precision Plus Protein Standard von Bio Rad verwendet.

Der Laufpuffer enthielt 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS (pH 8,02). Die
Elektophorese wurde in der Regel mit einer konstanten Spannung von 70 V/Gel
gestartet (15 min). Nachdem die Probe vollstédndig ins Sammelgel eingelaufen war
wurde die Spannung auf 110 V/Gel erhéht. Die Probenauftrennung erfolgte je nach

Grof3e des nachzuweisenden Proteins fir 1 - 1,5 Stunden.

3.2.5.1 Ubertragung von Proteinen auf Membranen (Western Blot)

Die Ubertragung der Proteine aus dem SDS-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran
(Protran, Whatman) angepasster Grof3e erfolgte mit einer Apparatur der Firma Bio-
Rad (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell] in einem Nassblot-Verfahren
(.Wet-Tank-Blotting“). Die Nitrocellulose-Membran wurde zunachst in einer Schale
in  Transferpuffer aquilibriert. Pro Blot wurden 2 Stick Whatmann-Papier
vorbereitet. Diese wurden ebenfalls in Transferpuffer getaucht und auf die
Blotapparatur gelegt. AnschlieBend folgten die Membran und das in Transferpuffer
aquilibrierte Gel. Den Abschluss des .Sandwiches” stellten mit Puffer getrankte
Schwamme dar. Diese Kassette wurde dann in die mit kaltem Transferpuffer gefillte
Blotkammer Uberfihrt. Die Blotkammer wurde wahrend des Transfers mit
Eiswasser in einem Kuhlbehalter gekuhlt. Der Transfer erfolgte fur 1 Stunde bei
einer konstanten Stromstarke von 350 mA. Die reversible Ponceau-Farbung der

Blotmembran mittels Ponceau S diente der Kontrolle des Proteintransfers.
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3.2.6 Nachweis von Proteinen auf Membranen durch Immunfarbung

3.2.6.1 Immunfarbungen

In der Regel wurden unspezifische Bindungsstellen der Membranen in 5% Milch in
TBST fir 1 Stunde bei Zimmertemperatur auf einem Tischschittler blockiert, die
Membran 2 x je 5 Minuten in TBST gewaschen und anschlie3end fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur oder uber Nacht im Kihlschrank mit einer Verdinnung des
primaren Antikorpers inkubiert.

Die primaren Antikorper Anti-phospho-p38 (1:1000; Santa Cruz; Sc-17852-R), Anti-
p38a (1:1250; clone 27/p38a/SAPK2a; Nr.612168, BD Transduction Laboratories),
Anti-phospho-ERK1/2 (1:1000; Cell Signaling Nr. 9101), Anti-ERK1/2 (1:1000; Cell
Signaling Nr.9102) und Anti-Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH,
1:5000; nach langer Lagerzeit 1:1000; Chemicon (Millipore) clone 6C5) wurden dazu
in 10 ml 5% Milch in TBST (im Falkonrohrchen) pipettiert und vor dem Hybridisieren
grindlich gemischt (Vortex). Weil das Blocking fir den Nachweis von JNK1/2 in 5%
Milch in TBS durchgefihrt wurde, wurde die Membran danach 2 x in TBS gewaschen,
anschlieBend jedoch mit Anti-ACTIVE JNK (1:5000 = 2 pl auf 10 ml Gesamtvolumen;
Promega, V7932) wieder in 5% Milch in TBST hybridisiert. Nach der Hybridisierung
wurde die Losung mit dem primaren Antikorper entfernt und die Membran 3 x
jeweils 10 Minuten mit TBST gewaschen. SchlieBlich wurde die Membran fir 1
Stunde bei Raumtemperatur mit einem auf die Spezies des primaren Antikorpers
abgestimmten sekundaren Antikérper in 5% Milch in TBST (10 ml) inkubiert.

Fir die Detektion von Anti-phospho-ERK1/2, Anti-ERK1/2, Anti-ACTIVE JNK wurde
ein Goat-Anti-Rabbit-AK (1:1000; Nr. 7074, Cell Signaling) verwendet. Anti-phospho-
p38 wurde mit einem Goat-Anti-Rabbit-AK (1:3000 = 3,3 ul auf 10 ml) eines anderen
Herstellers (Santa Cruz, Sc-2004) detektiert. Anti-p38 und Anti-GAPDH (1:3.000-
10.000) hingegen wurden mit einem Goat-Anti-Maus IgG (H+L)-HRP (BioRad Nr. 170-

6516) nachgewiesen. Nach der Inkubation der Membran mit dem sekundaren
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Antikorper wurde diese Losung entfernt und die Membran 2 x jeweils 10 Minuten mit

TBST, danach 1 x in PBS gewaschen.

3.2.6.2 Nachweis durch ECL

Peroxidasekonjugierte Sekund&rantikérper wurden mit dem ECL-System [enhanced
chemiluminescence] von GE Healthcare (ehemals Amersham Pharmacia) detektiert.
Dazu wurde zunachst die zuletzt mit PBS gewaschene Membran mit der Proteinseite
nach oben vorsichtig auf Zellstoff abgetupft. Die ECL-Reagentien A und B wurden im
Verhaltnis 1:1 oder 40:1 (ECL Plus) in einem Gesamtvolumen von 4 ml gemischt und
so das vom Hersteller empfohlene Verhaltnis von 0,125 ml/cm2 Membran erhalten.
Diese Losung wurde nun auf die in einer Plastikbox aufbewahrte Membran gegeben.
Daraufhin wurde die Box fir eine Minute (5 min mit ECL-Plus) bei Raumtemperatur
geschwenkt, um eine stets gleichmaflige Benetzung der Membranoberflache zu
gewahrleisten. Danach entfernte man die Membran mit einer Pinzette aus der Box,
schwenkte sie kurz, tupfte auf Zellstoff ab, legte sie in eine Entwicklungskassette
(Hypercassette Amersahm Biosciences) und bedeckte sie mit einer transparenten
Folie frei von Luftblasen. Die Kassette wurde geschlossen, um die Membran samt
Entwicklungslosung vor Licht zu schitzen. In einer Dunkelkammer wurde nun ein
lichtempfindlicher Film (Amersham Hyperfilm ECL; GE Healthcare) in die Kassette
auf die Membran gelegt und fir die gewiinschte Zeit (zwischen wenigen Sekunden
bis zu wenigen Minuten) exponiert. Nach der Exposition erfolgte die Fixierung und

Entwicklung des Films in einer Entwicklungsmaschine.

3.2.7 Strippen von Blotmembranen

Die auf einer Membran gebundenen Antikorper konnten durch stripping bei Bedarf
wieder entfernt werden. Dazu wurde die Membran 3 x 10 Minuten zunachst bei
Raumtemperatur mit PBS gewaschen, um die ECL-Entwicklungslosung zu

entfernen. Nach dem Waschen wurde die Membran mit einer mit Wasser 1:10
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verdinnten Stripplosung (Re-Blot Plus Mild Solution 10 x; Millipore-CHEMICON] fir
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Stripplosung
entfernt und die Membran kurz in Wasser, danach 3 x 10 Minuten mit PBS
gewaschen. Nach dem Entfernen des PBS stand die Membran fur eine erneute
Immunfarbung beginnend mit dem blocking wie oben beschrieben zur Verfigung.

Das Strippen von Blotmembranen wird vor allem fir die Berechnung des
Verhaltnisses von phosphorylierter Form einer MAPK zur Gesamtmenge derselben
MAPK besonders wichtig. Auf diese Weise werden beide Formen in einem Aliquot
eines extrahierten und durch PAGE aufgetrennten Proteingemisches aus demselben
Experiment auf derselben Membran nachgewiesen. Das Strippen von Membranen
dient auch dazu, etwa durch den Nachweis konstitutiv exprimierter Proteine wie das
GAPDH, auf der gestrippten Membran zu zeigen, dass in jeder Spur dieselbe Menge
an Protein separiert wurde und so Unterschiede in der Expression induzierbarer

Proteine erkennbar werden.

3.2.8 Densitometrie und Bilddarstellung

Die entwickelten Filme mit den Signalen fir die Expression der verschiedenen
Formen der MAPK wurden mit einem Flachbettscanner gescannt und die Bilder im
TIFF-Format (tagged image file format) gespeichert. Das Verhaltnis zwischen den
mittels Chemilumineszenz erzeugten positiven Signalen fir phospho-p38 und p38,
phospho-ERK1/2 und ERK1/2, sowie phospho-JNK und GAPDH unter den verschie-
denen experimentellen Bedingungen wurde dann nach Densitometrie mit einer
Optimas Software (Optimas Corp. Version 6.2; Bothell, WA, USA] errechnet. Zur
Darstellung der Blots in den Abbildungen dieser Arbeit wurden Ausschnitte aus den
gescannten Bildern mit Adobe Photoshop CS gewonnen und schlief3lich in Microsoft

Office Powerpoint 2003 bearbeitet.
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4 Ergebnisse

4.1 Aktivierung von MAP-Kinasen durch Lipopolysaccharid

Das bakterielle Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert die Phosphorylierung
der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) p38, ERK1/2 und JNK bereits nach
sehr kurzen Expositionszeiten (Matsuzawa und Ichijo, 2005). LPS wurde in der
vorliegenden Arbeit verwendet, um auch die Aktivierung der MAP-Kinasen in RAW
264.7 Makrophagen unter den hier gewahlten experimentellen Bedingungen zu
prifen. AuBerdem sollten Extrakte aus Zellen, in denen MAPK durch LPS
stimulierbar waren, in Experimenten mit dem zahnarztlichen Monomer TEGDMA als

Positivkontrollen dienen.

4.1.1 Aktivierung von p38 durch LPS

In Anwesenheit von 0,1 pg/ml und 0,5 pg/ml LPS wird die MAPK p38 in RAW264.7
Makrophagen durch Phosphorylierung aktiviert (Abb. 4). Die hoher konzentrierte
LPS-Ldsung aktiviert nach 15 Minuten Exposition p38 um den Faktor 4,8 und damit
etwas starker als 0,1 pg/ml LPS (Faktor 3,4) verglichen mit unbehandelten
Kontrollen (1), die nur sehr wenig phospho-p38 enthalten. Der Nachweis des
Gesamt-p38 - phosphorylierte und nicht phosphorylierte Form - in den LPS-
behandelten Kulturen und unbehandelten Kontrollen zeigt aber, dass in allen

Bahnen die gleiche Proteinmenge aufgetragen wurde.

1 3,4 4,8

— — —
s #mss | — phospho-p38
—— — —— — p38
Medium + + +
LPS (0,1) - + -
LPS (0,5) - - +
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Abb. 4: Aktivierung der MAPK p38 in RAW264.7 Makrophagen durch LPS.

Die Zellen wurden 0,1 und 0,5 pg/ml LPS in Zellkulturmedium fir 15 min exponiert. Danach
wurden die Proteine (20 pg) der Zellextrakte elektrophoretisch getrennt, und phospho-p38
und p38 wurden mit spezifischen Antikérpern und ECL (enhanced chemiluminescence) im
Western Blot in LPS-stimulierten Zellen und unbehandelten Kontrollen (Medium) detektiert.
Die Zahlen Uber den Bahnen zeigen das jeweilige Verhaltnis der densitometrisch ermittelten
Grauwerte der phosphorylierten Form zur gesamten Menge an p38 und sind damit ein Maf3
fur die Aktivierung von p38. Die Proteinbande Uber derjenigen fiir phospho-p38 wird von dem
hier verwendeten Antikorper unspezifisch erkannt.

4.1.2 Aktivierung von ERK1/2 durch LPS

LPS aktivierte auch die Phosphorylierung von ERK1/2 nach einer Exposition von 15
min (Abb. 5). Im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Medium) war in den mit LPS
behandelten Zellkulturen ein verstérktes Signal fiir phospho-ERK1/2 erkennbar. Das
Verhaltnis der Aktivierung von phospho-ERK1/2 zu Gesamt-ERK1/2 war nach
Behandlung der Zellen mit 0,1 und 0,5 ug/ml LPS in etwa gleich (Faktor 5,0 und 4,5).
Wiederum zeigte die gleichméaBige Farbung von Gesamt-ERK1/2 in den LPS-
behandelten Kulturen und unbehandelten Kontrollen, dass in allen Bahnen die

gleiche Proteinmenge aufgetragen wurde.

L — — -
[ phospho-ERK1/2

. =2

Medium + + +
LPS (0,1) - + -
LPS (0,5) - - +

Abb. 5: Aktivierung von ERK1/2 in RAW264.7 Makrophagen durch LPS.

Die Zellen wurden 0,1 und 0,5 pg/mLl LPS in Zellkulturmedium fiir 15 min exponiert. Danach
wurden die Proteine (20 pg] der Zellextrakte elektrophoretisch getrennt, und phospho-
ERK1/2 und ERK1/2 wurden mit spezifischen Antikérpern und ECL (enhanced
chemiluminescence] im Western Blot in LPS-stimulierten Zellen und unbehandelten
Kontrollen (Medium) detektiert. Die Zahlen Uber den Bahnen zeigen das jeweilige Verhiltnis
der densitometrisch ermittelten Grauwerte der phosphorylierten Form zur gesamten Menge
an ERK1/2 und sind damit ein Maf} fir die Aktivierung. Zur Auswertung der Signalstarke
wurde die jeweils obere der Doppelbanden von ERK1/2 verwendet.
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4.1.3 Aktivierung von JNK durch LPS

Die MAPK JNK wurde in Zellkulturen, die fir 15 Minuten mit LPS behandelt wurden
ebenfalls aktiviert (Abb. 6). Im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Medium), in denen
JNK auffallend schwach phosphoryliert war, erhohten 0,1 yg/ml und 0,5 pg/ml LPS
die Menge an phospho-JNK um den Faktor 5,1 und 7,1 verglichen mit unbehandelten
Kontrollen (1), in denen phospho-JNK nur sehr schwach detektierbar war. Die
Aktivierung von JNK wurde auf die Menge des konstitutiv exprimierten GAPDH
bezogen, weil kein geeigneter Antikorper gegen Gesamt-JNK verfligbar war. Die
gleichmaflige Intensitat von GAPDH in den LPS-behandelten Kulturen und

unbehandelten Kontrollen zeigte, dass die gleiche Proteinmenge aufgetragen wurde.

1 5,1 7,1
E phospho- JNK
—
’-- — GAPDH
Medium + + +
LPS (0,1) - + -
LPS (0,5) - - +

Abb. 6: Aktivierung von JNK in RAW264.7 Makrophagen durch LPS.

Die Zellen wurden 0,1 und 0,5 pg/mL LPS in Zellkulturmedium fiir 15 min exponiert. Danach
wurden die Proteine (20 ug) der Zellextrakte elektrophoretisch getrennt, und phospho-JNK
und GAPDH wurden mit spezifischen Antikérpern und ECL (enhanced chemiluminescence)
im Western Blot in LPS-stimulierten Zellen und unbehandelten Kontrollen (Medium]
detektiert. Die Zahlen Uber den Bahnen zeigen das jeweilige Verhaltnis der densitometrisch
ermittelten Grauwerte der phosphorylierten Form von JNK zur gesamten Menge an GAPDH.
Sie sind damit ein Maf} fir die Aktivierung von JNK.

4.2 Aktivierung von MAPK durch TEGDMA

Die bisherigen Analysen zeigten, dass die aktivierten Formen der MAPK p38, ERK1/2
und JNK in RAW264.7 Makrophagen unter den hier definierten experimentellen

Bedingungen nachweisbar sind. Nun sollte das hier gewahlte Modell mit LPS (0,1
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ug/ml) als interne Kontrolle auch dazu geeignet sein, eine Aktivierung der MAPK
durch das dentale Monomer TEGDMA zuverlassig zu detektieren. Dazu wurde die
Kinetik der Aktivierung von p38, ERK1/2 und JNK in Makrophagen nach Exposition
gegen LPS, LPS plus 3 mM TEGDMA und 3 mM TEGDMA alleine untersucht. Diese
Kombination von Substanzen wurde gewahlt, weil aus eigenen Untersuchungen
bekannt war, dass TEGDMA in Kombination mit LPS die Expression von Zytokinen
und Oberflachenantigenen, eine charakteristische Leistung der RAW264.7
Makrophagen, nach einer Exposition von 6 Stunden, vor allem aber nach 24 Stunden
inhibierte (Eckhardt et al, 2009). Moglicherweise ist diese Inhibition der Makro-
phagenfunktion durch die Wirkung von TEGDMA auf die LPS-stimulierte Aktivierung
von MAPK bedingt. Die Aktivierung der MAPK wurde nach einer Exposition gegen
LPS und TEGDMA zwischen 15 Minuten und 24 Stunden bestimmt. Unterschiede in
der Aktivierung der einzelnen MAPK zu verschiedenen Zeitpunkten konnten Hinweise
darauf geben, welche MAPK mit welchen TEGDMA-induzierten zellularen
Phanomenen, beispielsweise der Inhibition der Expression von Zytokinen und

Oberflachenantigenen oder der Induktion von Apoptose, assoziiert ist.

4.2.1 Der Einfluss von TEGDMA auf die Aktivierung von p38

4.2.1.1 Die Aktivierung von p38 nach kurzen Expositionszeiten

LPS aktivierte wie gewohnt bereits nach 15 Minuten die MAPK p38 etwa um das 4-
fache im Vergleich zu unbehandelten Zellen. LPS fihrte in der Kombination mit
TEGDMA ebenfalls zu einer Aktivierung von p38 um den Faktor 3,0. TEGDMA alleine
aktivierte p38 nach einer Exposition von 15 Minuten allerdings nicht (Faktor 0,9) (Abb.
7). Bereits nach 30 Minuten Exposition war die Aktivierung von p38 durch LPS hier
nicht mehr nachweisbar (Faktor 0,7), allerdings aktivierte LPS in der Kombination
mit TEGDMA (Faktor 2,9) die MAPK p38. In der nur mit TEGDMA behandelten Probe
wurde p38 nun auch schwach aktiviert (Faktor 1,8). Gesamt-p38 wurde unter

samtlichen Bedingungen gleichmafig stark exprimiert (Abb. 7).
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Abb. 7: Der Einfluss von TEGDMA auf die Aktivierung von p38 in RAW264.7 Makrophagen.

Die Zellen wurden 0,1 pug/ml LPS, der Kombination 0,1 pg/ml LPS/3 mM TEGDMA sowie 3
mM TEGDMA alleine fiir 15 und 30 min exponiert. Proteine (20 pg) der Zellextrakte wurden
elektrophoretisch getrennt, und phospho-p38 und Gesamt-p38 wurden mit spezifischen
Antikorpern und ECL (enhanced chemiluminescence) in Extrakten LPS- oder TEGDMA-
exponierter Zellen und unbehandelter Kontrollen (Medium) im Western Blot detektiert. Die
Grafen unter den Bahnen zeigen das jeweilige Verhaltnis der densitometrisch ermittelten
Grauwerte der phosphorylierten Form zur gesamten Menge an p38 und sind damit ein Maf}
fur die Aktivierung von p38. Kontrolle: Extrakte aus Zellen, die in Vorversuchen fir 15 min 0,1
pg/mLl LPS exponiert waren.

4.2.1.2 Die Aktivierung von p38 nach mittleren Expositionszeiten

Nach einer mittleren Expositionsdauer von 1 Stunde war in den RAW264.7
Makrophagen eine Aktivierung von p38 durch LPS verglichen mit unbehandelten
Kontrollen (Medium) nicht mehr erkennbar (Faktor 0,8) (Abb. 8). Auch in den mit LPS
plus TEGDMA (Faktor 0,7) sowie mit TEGDMA alleine (Faktor 0,8) behandelten
Zellkulturen wurde p38 nicht aktiviert (Abb. 8).

Wurden Zellkulturen LPS fur 2 Stunden exponiert, so war ein schwacher Anstieg der
Menge an phopsho-p38 erkennbar (Faktor 1,2). Auch in den Kulturen, die der
Kombination aus LPS und TEGDMA sowie TEGDMA alleine exponiert wurden, war die
Menge an phospho-p38 gering erhoht (jeweils Faktor 1,2). Auch in den
unbehandelten Kontrollen war phospho-p38 deutlich exprimiert (Abb. 8). Die
gesamte Menge an p38 wurde gleichmaBig stark exprimiert (Abb. 8).
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Abb. 8: Der Einfluss von TEGDMA auf die Aktivierung von p38 in RAW264.7 Makrophagen.

Die Zellen wurden 0,1 pg/ml LPS, der Kombination 0,1 pg/ml LPS/3 mM TEGDMA sowie 3
mM TEGDMA alleine fir 1 und 2 Stunden (h) exponiert. Proteine (20 pg) der Zellextrakte
wurden elektrophoretisch getrennt, und phospho-p38 und Gesamt-p38 wurden mit
spezifischen Antikérpern und ECL (enhanced chemiluminescence) in Extrakten LPS- oder
TEGDMA-exponierter Zellen und unbehandelter Kontrollen (Medium) im Western Blot
detektiert. Die Grafen unter den Bahnen zeigen das jeweilige Verhaltnis der densitometrisch
ermittelten Grauwerte der phosphorylierten Form zur gesamten Menge an p38 und sind
damit ein Maf} fir die Aktivierung von p38. Kontrolle: Extrakte aus Zellen, die in
Vorversuchen fiir 15 min 0,1 pg/ml LPS exponiert waren.

4.2.1.3 Die Aktivierung von p38 nach langen Expositionszeiten

Nach langen Expositionszeiten wurde p38 in RAW264.7 Makrophagen wieder starker
aktiviert. In Kulturen, die LPS fur 6 Stunden exponiert waren, stieg die Menge an
phospho-p38 um den Faktor 1,2 verglichen mit unbehandelten Kontrollen (Medium)
(Abb. 9). Die Aktivierung mit LPS plus TEGDMA hingegen nahm um das 1,8-fache zu
und TEGDMA alleine aktivierte p38 um den Faktor 1,9. Nach einer Expositionszeit von
24 Stunden wurde p38 durch LPS sogar um den Faktor 4,5 aktiviert. Eine noch
starkere Aktivierung von p38 wurde jedoch in den mit TEGDMA behandelten Proben
beobachtet. In Verbindung mit LPS stieg die Menge an phospho-p38 um den Faktor
15,6, mit TEGDMA alleine um den Faktor 15,1 (Abb.9). Phospho-p38 war in
unbehandelten Kontrollen nur sehr schwach nachzuweisen. Bemerkenswert war

auch, dass die gesamte Menge an p38 nach einer Expositionsdauer von 24 Stunden in
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den mit LPS und TEGDMA behandelten Kulturen weniger stark exprimiert wurde als

in unbehandelten Kontrollen (Abb. 9).
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Abb. 9: Der Einfluss von TEGDMA auf die Aktivierung von p38 in RAW264.7 Makrophagen.

Die Zellen wurden 0,1 pg/ml LPS, der Kombination 0,1 pg/ml LPS/3 mM TEGDMA sowie 3
mM TEGDMA alleine fir 6 und 24 Stunden (h) exponiert. Proteine (20 pg) der Zellextrakte
wurden elektrophoretisch getrennt, und phospho-p38 und Gesamt-p38 wurden mit
spezifischen Antikérpern und ECL (enhanced chemiluminescence) in Extrakten LPS- oder
TEGDMA-exponierter Zellen und unbehandelter Kontrollen (Medium) im Western Blot
detektiert. Die Grafen unter den Bahnen zeigen das jeweilige Verhaltnis der densitometrisch
ermittelten Grauwerte der phosphorylierten Form zur gesamten Menge an p38 und sind
damit ein Maf3 fur die Aktivierung von p38. Kontrolle: Extrakte aus Zellen, die in
Vorversuchen fiir 15 min 0,1 pg/ml LPS exponiert waren

4.2.2 Der Einfluss von TEGDMA auf die Aktivierung von ERK1/2

4.2.2.1 Die Aktivierung von ERK1/2 nach kurzen Expositionszeiten

ERK1/2 wurde in den RAW264.7 Makrophagen durch LPS im Vergleich zu
unbehandelten Zellkulturen nach einer Exposition von 15 Minuten um den Faktor 6,5
aktiviert (Abb. 10). LPS in Verbindung mit TEGDMA fiihrte ebenfalls zu einer
Erhéhung des Signals fiir phospho-ERK1/2 (Faktor 4,7), jedoch weniger stark als mit
LPS. Mit TEGDMA alleine wurde nach 15 Minuten keine Aktivierung von ERK1/2
gefunden (Faktor 0,8). Nach 30 Minuten Exposition blieb die Aktivierung von ERK1/2
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durch LPS verglichen mit der Expositionsdauer von 15 Minuten nahezu gleich hoch
(Faktor 6,1), und das Signal fir phospho-ERK1/2 in den mit LPS und TEGDMA
behandelten Kulturen war sogar um den Faktor 8,4 erhoht. In der nur mit TEGDMA
behandelten Probe wurde jedoch wiederum keine Aktivierung von ERK1/2
nachgewiesen (Faktor 0,7). Phospho-ERK1/2 wurde auch in unbehandelten
Kontrollen exprimiert. Die gesamte Menge an ERK1/2 war in samtlichen Kulturen

gleich stark exprimiert (Abb. 10).
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Abb. 10: Der Einfluss von TEGDMA auf die Aktivierung von ERK1/2 in RAW264.7 Makro-
phagen. Die Zellen wurden 0,1 pg/ml LPS, der Kombination 0,1 pg/ml LPS/3 mM TEGDMA
sowie 3 mM TEGDMA alleine fir 15 und 30 Minuten exponiert. Proteine (20 pg) der Zell-
extrakte wurden elektrophoretisch getrennt, und phospho-ERK1/2 und Gesamt-ERK1/2
wurden mit spezifischen Antikérpern und ECL (enhanced chemiluminescence) im Western
Blot detektiert. Die Grafen unter den Bahnen zeigen das jeweilige Verhaltnis der
densitometrisch ermittelten Grauwerte der phosphorylierten Form zur gesamten Menge an
ERK1/2 und sind damit ein Maf3 fiir die Aktivierung von ERK1/2. Kontrolle: Extrakte aus
Zellen, die in Vorversuchen fiir 15 min 0,1 ug/ml LPS exponiert waren.

4.2.2.2 Die Aktivierung von ERK1/2 nach mittleren Expositionszeiten

Die Aktivierung von ERK1/2 in den RAW264.7 Makrophagen war nach 1 Stunde
Exposition gegen LPS (Faktor 3) immer noch vorhanden, aber deutlich geringer als
nach kurzer Exposition (Abb. 11). Es wurde dieselbe Menge an phospho-ERK1/2 in
Zellkulturen beobachtet, die mit LPS und TEGDMA (Faktor 3) behandelt wurden.
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TEGDMA alleine hingegen inhibierte nun die Menge an phospho-ERK1/2 deutlich
(Faktor 0,4) verglichen mit unbehandelten Kontrollen (Abb. 11). Die Aktivierung von
ERK1/2 durch LPS nahm nach 2 Stunden Expositionsdauer weiter ab (Faktor 1,8),
und die Kombination von LPS und TEGDMA aktivierte ERK1/2 nicht mehr (Faktor 0,8).
TEGDMA alleine inhibierte wiederum die Phosphorylierung von ERK1/2 (Faktor 0,4)
(Abb. 11). Phospho-ERK1/2 war in unbehandelten Kontrollen nachweisbar, und
Geamt-ERK1/2 wurde unter allen Bedingungen gleichmaBig exprimiert (Abb. 11)
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Abb. 11: Der Einfluss von TEGDMA auf die Aktivierung von ERK1/2 in RAW264.7 Makro-
phagen. Die Zellen wurden 0,1 pg/ml LPS, der Kombination 0,1ug/ml LPS/3 mM TEGDMA
sowie 3 mM TEGDMA alleine fir 1 und 2 Stunden (h] exponiert. Proteine (20 pg) der
Zellextrakte wurden elektrophoretisch getrennt, und phospho-ERK1/2 und Gesamt-ERK1/2
wurden mit spezifischen Antikorpern und ECL (enhanced chemiluminescence) in Extrakten
LPS- oder TEGDMA-exponierter Zellen und unbehandelter Kontrollen (Medium] im Western
Blot detektiert. Die Grafen unter den Bahnen zeigen das jeweilige Verhaltnis der
densitometrisch ermittelten Grauwerte der phosphorylierten Form zur gesamten Menge an
ERK1/2 und sind damit ein MaB fiir die Aktivierung von ERK1/2. Kontrolle: Extrakte aus
Zellen, die in Vorversuchen fiir 15 min 0,1 ug/ml LPS exponiert waren.

4.2.2.3 Die Aktivierung von ERK1/2 nach langen Expositionszeiten

Nach 6 Stunden Expositionszeit war wiederum nur eine geringe Aktivierung von
ERK1/2 durch LPS (Faktor 2,2) sowie durch die Kombination aus LPS und TEGDMA

(Faktor 1,4) erkennbar. TEGDMA hingegen fiihrte zu keiner verstérkten Expression
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von phospho-ERK1/2 (Faktor 0,9) verglichen mit unbehandelten Zellkulturen
(Abb.12). Gesamt-ERK1/2 wurde nach 6 Stunden Exposition in allen Zellkulturen
gleichmafig exprimiert.

Nach 24 Stunden stieg die Menge an phospho-ERK1/2 in LPS-exponierten Zell-
kulturen jedoch deutlich (Faktor 7). In den mit LPS plus TEGDMA behandelten Zellen
wurde ERK1/2 noch starker aktiviert (Faktor 18,8), ahnlich wie durch TEGDMA alleine
(Faktor 19,1) (Abb.12). Die gesamte Menge an ERK1/2 wurde nach der langen
Expositionsdauer von 24 Stunden in den mit LPS und TEGDMA behandelten Kulturen

schwacher exprimiert als in unbehandelten Kontrollen (Abb. 12).

‘3\?' K\
,660 < e
o g o < o &
SRR R R s

phospho-ERK 1/2

ERK 1/2

phospho-ERK1/2 / ERK1/2

ot \Po

et \Po OMP et

oNh
75 L@

<o o

~
o
w5 €@

€@

Abb. 12: Der Einfluss von TEGDMA auf die Aktivierung von ERK1/2 in RAW264.7 Makro-
phagen. Die Zellen wurden 0,1 pg/ml LPS, der Kombination 0,1 pg/ml LPS/3 mM TEGDMA
sowie 3 mM TEGDMA alleine fir é und 24 Stunden (h) exponiert. Proteine (20 ug) der
Zellextrakte wurden elektrophoretisch getrennt, und phospho-ERK1/2 und Gesamt-ERK1/2
wurden mit spezifischen Antikérpern und ECL (enhanced chemiluminescence) in Extrakten
LPS- oder TEGDMA-exponierter Zellen und unbehandelter Kontrollen (Medium] im Western
Blot detektiert. Die Grafen unter den Bahnen zeigen das jeweilige Verhaltnis der
densitometrisch ermittelten Grauwerte der phosphorylierten Form zur gesamten Menge an
ERK1/2 und sind damit ein MaB fir die Aktivierung von ERK1/2. Als Kontrolle wurden
Extrakte aus Zellen verwendet, die in Vorversuchen fir 15 min 0,1 pg/ml LPS exponiert
waren.
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4.2.3 Der Einfluss von TEGDMA auf die Aktivierung von JNK

4.2.3.1 Die Aktivierung von JNK nach kurzen Expositionszeiten

LPS bewirkte nach einer Expositionszeit von 15 Minuten einen Anstieg der aktivierten
Form von JNK in RAW264.7 Makrophagen verglichen mit unbehandelten Kulturen
(Faktor 6,8) (Abb. 13]. LPS in Kombination mit TEGDMA erhohte ebenfalls die Menge
an phospho-JNK (Faktor 4,0], jedoch weit weniger stark als LPS allein, und eine
Aktivierung von JNK durch TEGDMA alleine war nach 15 Minuten Exposition nicht
nachzuweisen [(Faktor 1,0). Auffallend war, dass phospo-JNK in unbehandelten
Kontrollen fast gar nicht detektiert wurde.

Nach 30 Minuten Exposition war die Aktivierung von JNK durch LPS bereits stark
reduziert (Faktor 2,4), das Signal in den mit LPS und TEGDMA behandelten Zellen
blieb jedoch in etwa so hoch wie nach 15 Minuten (Faktor 3,7). In der mit TEGDMA
alleine behandelten Zellkultur wurde keine Aktivierung von JNK (Faktor 1,1)
nachgewiesen (Abb. 13). Die Menge an GAPDH, der Bezugspunkt fir die Abschatzung
der Aktivierung von JNK, wurde in allen Kulturen gleichméaBig stark exprimiert (Abb.

13).
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Abb. 13: Der Einfluss von TEGDMA auf die Aktivierung von JNK in RAW264.7 Makrophagen.

Die Zellen wurden 0,1 pug/ml LPS, der Kombination 0,1 pg/ml LPS/3 mM TEGDMA sowie 3
mM TEGDMA alleine fiir 15 und 30 Minuten exponiert. Proteine (20 pg) der Zellextrakte
wurden elektrophoretisch getrennt, und phospho-JNK und GAPDH wurden mit spezifischen
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Antikérpern und ECL (enhanced chemiluminescence) in Extrakten LPS- oder TEGDMA-
exponierter Zellen und unbehandelter Kontrollen (Medium) im Western Blot detektiert. Die
Grafen unter den Bahnen zeigen das jeweilige Verhaltnis der densitometrisch ermittelten
Grauwerte fur phospho-JNK und GAPDH und sind damit ein Maf} fir die Aktivierung von JNK.
Kontrolle: Extrakte aus Zellen, die in Vorversuchen fir 15 min 0,1 pg/ml LPS exponiert
waren.

4.2.3.2 Die Aktivierung von JNK nach mittleren Expositionszeiten

Nach einer Expositionsdauer von 1 Stunde wurde in den LPS-exponierten Zell-
kulturen keine Aktivierung von JNK (Faktor 0,8) mehr gefunden (Abb. 14). Auch LPS
in Kombination mit TEGDMA und TEGDMA alleine aktivierten JNK nicht (jeweils
Faktor 0,8). Auch nach 2 Stunden Exposition war in den mit LPS (Faktor 1,1), LPS und
TEGDMA (Faktor 0,8) sowie mit TEGDMA alleine behandelten Kulturen (Faktor 1,0)
eine Aktivierung von JNK nicht nachzuweisen (Abb. 14). Bemerkenswert war hier
wiederum, daf3 phospo-JNK in samtlichen Kulturen einschlie3lich der unbehandelten
Kontrollen nur sehr schwach detektiert wurde. GAPDH wurde jedoch in allen

Kulturen sehr deutlich exprimiert (Abb. 13).
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Abb. 14: Der Einfluss von TEGDMA auf die Aktivierung von JNK in RAW264.7 Makrophagen.

Die Zellen wurden 0,1 ug/ml LPS, der Kombination 0,1pg/ml LPS/3 mM TEGDMA sowie 3 mM
TEGDMA alleine fir 1 und 2 Stunden (h) exponiert. Proteine (20 pg) der Zellextrakte wurden
elektrophoretisch getrennt, und phospho-JNK und GAPDH wurden mit spezifischen
Antikérpern und ECL (enhanced chemiluminescence) in Extrakten LPS- oder TEGDMA-
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exponierter Zellen und unbehandelter Kontrollen (Medium) im Western Blot detektiert. Die
Grafen unter den Bahnen zeigen das jeweilige Verhaltnis der densitometrisch ermittelten
Grauwerte fur phospho-JNK und GAPDH und sind damit ein Maf} fir die Aktivierung von JNK.
Kontrolle: Extrakte aus Zellen, die in Vorversuchen fir 15 min 0,1 pg/ml LPS exponiert
waren.

4.2.3.3 Die Aktivierung von JNK nach langen Expositionszeiten

JNK wurde nach 6 Stunden Exposition in den RAW264.7 Makrophagen weder durch
LPS noch durch LPS plus TEGDMA (jeweils Faktor 0,9) und auch nicht durch TEGDMA
alleine (Faktor 0,8) aktiviert (Abb. 15). Nach einer Expositionsdauer von 24 Stunden
war eine geringe Aktivierung von JNK durch LPS (Faktor 1,6) nachzuweisen, und LPS
mit TEGDMA (Faktor 1,4) und TEGDMA alleine (Faktor 1,3) aktivierten JNK ebenfalls
in geringem MafBe (Abb. 15). Auch nach den langen Expositionszeiten war die nur
sehr schwache Expression von phospo-JNK bemerkenswert, GAPDH wiederum war

in allen Kulturen deutlich nachweisbar (Abb. 13).
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Abb. 15: Der Einfluss von TEGDMA auf die Aktivierung von JNK in RAW264.7 Makrophagen.

Die Zellen wurden 0,1 pg/ml LPS, der Kombination 0,1 pg/ml LPS/3 mM TEGDMA sowie 3
mM TEGDMA alleine fir 6 und 24 Stunden (h) exponiert. Proteine (20 pg) der Zellextrakte
wurden elektrophoretisch getrennt, und phospho-JNK und GAPDH wurden mit spezifischen
Antikérpern und ECL (enhanced chemiluminescence) in Extrakten LPS- oder TEGDMA-
exponierter Zellen und unbehandelter Kontrollen (Medium) im Western Blot detektiert. Die
Grafen unter den Bahnen zeigen das jeweilige Verhaltnis der densitometrisch ermittelten
Grauwerte fur phospho-JNK und GAPDH und sind damit ein Maf} fir die Aktivierung von JNK.
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Kontrolle: Extrakte aus Zellen, die in Vorversuchen fir 15 min 0,1 pg/ml LPS exponiert
waren
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5 Diskussion

5.1 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK)

Eukaryontische Zellen erkennen uber Rezeptoren an der Zelloberflache oder Uber
intrazellulare Rezeptoren interne und externe Signale (stressors) und wandeln diese
Uber Signaltransduktionswege in zelluldre Reaktionen um (Takeda et al, 2008).
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen bilden untereinander verknipft eine dieser Signal-
ketten (Hayakawa et al., 2006). Unter physiologischen Bedingungen wird ein Mitogen
von Rezeptoren in der Zellmembran, beispielsweise Toll-like Rezeptoren (TLRs)
erkannt, und dieses Signal wird Uber eine Kette von Proteinaktivierungen bis hin zu
den MAPK JNK (c-Jun N-terminal kinase), p38 MAPK und ERK1/2 (extracellular
signalregulated kinase) weitergeleitet (Arrighi et al,, 2001; Dong et al., 2002; Kikuchi et
al.,, 2003). Die Funktion des Signalwegs Uber ERK1/2 dient wohl bevorzugt der
Regulation der Zellproliferation. JNK und p38 hingegen werden vor allem durch eine
Reihe sehr unterschiedlicher Stressoren aus der Umwelt aktiviert, etwa durch
osmotischen Schock, UV-Strahlung, Hitzeschock, oxidativen Stress (ROS), aber auch
durch die Stimulierung physiologischer Faktoren wie Fas und proinflammatorische
Zytokine wie TNF-alpha (tumor necrosis factor), IL-1 (Interleukin-1) oder IL-6 (Tibbles
und Woodgett, 1999; Matsuzawa und Ichijo, 2005).

Ein Signal fir die Aktivierung von MAPK sind reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die in
einer bestimmten Konzentration fir das physiologische Gleichgewicht und so fur die
Steuerung der Zellproliferation, etwa Uber die Aktivierung der MAPK ERK1/2,
notwendig sind (Matsuzawa und Ichijo, 2005). Andererseits stéren Umweltfaktoren
die ROS-Homoostase und konnen Uber die Erzeugung von oxidativem Stress zum
Zelltod via Apoptose fiihren. Man nimmt an, dass ERK1/2 hauptsachlich als anti-
apoptotischer Regulator fungiert, wahrend die Stresskinasen JNK und p38 als pro-
apoptotische MAPK diskutiert werden (Guyton et al, 1996; Matsuzawa und Ichijo,
2005). Auch wenn der genaue Mechanismus der kausalen Interaktion nicht bekannt

ist, wurde wiederholt die Verbindung zwischen einer erhohten Produktion an ROS,
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der Aktivierung von Stresskinasen und der Induktion von Apoptose beschrieben.
Umgekehrt inhibieren Antioxidantien und thiolreduzierende Substanzen wie N-
Acetylcystein (NAC) und Dithiothreitol (DTT) oder antioxidative Enzyme wie die
Mangansuperoxiddismutase (SOD2) oder die Glutathione-S-transferase die durch
Stresskinasen induzierte Apoptose (Maehara et al,, 2001; Zhao et al., 2001; Saeki et
al, 2002; Townsend und Tew, 2003; Deshpande und Kehrer, 2006). Fiir Monomere
zahnarztlicher Komposite wie TEGDMA und HEMA ist beschrieben, dass sie die
Mengen an ROS in Zellkulturen erhohen, Apoptose induzieren und zellulare
Signalwege Uber PI-3K und MAPK aktivieren kénnen (Samuelsen et al, 2007,
Spagnuolo et al., 2008; Eckhardt et al., 2009).

5.1.1 Aktivierung von MAPK durch das zahnarztliche Monomer TEGDMA

In der vorliegenden Arbeit wurde gepruft, welche der MAPK in RAW264.7
Makrophagen maglicherweise durch TEGDMA spezifisch aktiviert oder inhibiert wird.
Auflerdem sollte der =zeitliche Verlauf einer differenziellen Aktivierung der
verschiedenen MAPK, der bisher ebenfalls nicht bekannt war, untersucht werden.
Das Wissen dariber sollte Hinweise darauf geben, welche der verschiedenen MAPK
mit den unterschiedlichen zellularen Funktionen wie der Zytokinproduktion in
Makrophagen, der Regulation des Zellzyklus oder der Induktion von Apoptose
mechanistisch verbunden sein kann.

Immunzellen wie Monozyten und Makrophagen sind Zielzellen zahnarztlicher
restaurativer Werkstoffe. Daher wurden samtliche Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit mit murinen RAW264.7 Makrophagen als Modell fur das zellulare
Immunsystem durchgefihrt. Diese Zellen sind in vielerlei Hinsicht charakterisiert
und eignen sich neben ihren spezifischen Leistungen wie der Produktion von
Zytokinen oder der Expression von Oberflachenmarkern allgemein sehr gut fir das
Studium der genannten Fragestellungen (Eckhardt et al,, 2009). So zeigten Analysen,
dass das Monomer TEGDMA in den RAW-Makrophagen auch die Produktion reaktiver
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Sauerstoffspezies (ROS) forderte und Apoptose induzierte (Schweikl, 2009; Krifka et
al., 2009).

Das bakterielle Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) diente in der vorliegenden Arbeit
als Positivkontrolle fur die Aktivierung von MAPK in RAW-Makrophagen. LPS bindet
vermittelt Uber das LBP (LPS binding protein), das Oberflachenantigen CD14 (cluster
of differentiation 14) und MD-2 (myeloid differentiation protein-2) an den Rezeptor TLR4
in der Zellmembran. Der aktivierte TLR4 aktiviert seinerseits MyD88-abhangige
(myeloid differentiation factor 88) und MyD88-unabhangige Signalwege bis hin zu der
ausfihrlich diskutieren Aktivierung MAPK downstream (Matsuzawa und Ichijo, 2005).
Wie erwartet aktivierte LPS auch unter den hier gewahlten experimentellen
Bedingungen bereits nach kurzen Expositionszeiten die MAPK p38, ERK1/2 und JNK
in den RAW264.7 Makrophagen (Matsuzawa und Ichijo, 2005). Zwei verschiedene
LPS-Konzentrationen fiihrten zu einer deutlichen Aktivierung von p38, ERK1/2 und
JNK. Somit konnten mit LPS als aktivierender Substanz und mit Extrakten LPS-
stimulierter RAW-Makrophagen als Kontrolle Veranderung in der Aktivierung von
MAP-Kinasen durch dentale Monomere wie TEGDMA aber auch durch LPS zu

verschieden Zeiten nachgewiesen werden.

5.2 Aktivierung von MAPK durch LPS und das dentale Monomer
TEGDMA

In der vorliegenden Arbeit aktivierte LPS schon nach 15 Minuten Exposition die MAPK
p38, ERK1/2 sowie JNK. Diese Aktivierung ist jedoch bei p38 und JNK bereits nach 30
Minuten Exposition ricklaufig. Die MAPK ERK1/2 bleibt auch nach 30 Minuten
Exposition stark aktiviert. In Zellkulturen die fir 2 Stunden LPS exponiert wurden,
zeigte sich ein schwacher Anstieg der Menge an phopsho-p38, die Aktivierung von
JNK war bereits nach 1 Stunde beendet und bei ERK1/2 fiel sie nach 1 Stunde
geringer aus als nach kurzer Exposition und nahm nach 2 Stunden und é Stunden
Expositionsdauer weiter ab. Nach 24 Stunden stieg die Menge an phospho-ERK1/2 in
LPS-exponierten Zellkulturen deutlich, bei JNK geringfligig an. Nach langen
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Expositionszeiten (6 Stunden) wurde auch p38 in RAW264.7 Makrophagen wieder
starker aktiviert.

Die kurze Exposition von Zellkulturen mit LPS und eine darauf folgende starke
Aktivierung aller MAPK steht vermutlich im Zusammenhang mit der
Zytokinproduktion (Ulevitch RJ., 2000). Die schnelle Aktivierung der MAP-Kinase p38
ist als ein Signal fur die Sekretion pro- und antiinflammatorischer Zytokine
beschrieben (Matsuzawa und Ichijo, 2005). Andererseits wurde die Phosphorylierung
von ERK1/2 und p38 in Zellkulturen, die fiir 24 Stunden mit LPS behandelt wurden, in
Zusammenhang mit Apoptose gebracht (Xaus et al,, 2000; Xaus et al., 2001; Zanoni et
al., 2009). Weil nach kurzen Expositionszeiten die Aktivierung von MAPK mit der
Freisetzung von Zytokinen verbunden zu sein scheint, nach langen Expositionszeiten
jedoch mit Apoptose, darf man annehmen, dass der Aktivierung der MAPK durch LPS
offensichtlich abhangig von der Dauer der Exposition unterschiedliche Mechanismen

zugrunde liegen.

9.2.1 Aktivierung von p38 durch TEGDMA

In der vorliegenden Arbeit wurde die MAPK p38 erst nach 30 Minuten Expositionszeit
auch durch TEGDMA aktiviert. Im Gegensatz zur schnellen Aktivierung von p38 durch
LPS bereits nach 15 Minuten erfolgte jedoch hierbei keine Aktivierung der Sekretion
von Zytokinen. Vielmehr inhibierte TEGDMA alleine und in Kombination mit LPS die
Sekretion von Zytokinen nach 30 Minuten (Dr. Schweikl, pers. Mitteilung; Eckhardt et
al, 2009). Bemerkenswert bleibt dennoch, dass p38 die einzige der MAPK war, die
nach der Expositionszeit von 30 Minuten durch TEGDMA alleine aktiviert wurde. Nach
langen Expositionszeiten stieg die Aktivierung von p38 durch LPS, LPS/TEGDMA und
TEGDMA zeitabhangig. Auffallig ist dabei die wesentlich starkere Aktivierung von p38
durch TEGDMA als durch LPS. LPS und TEGDMA starten maglicherweise nach
langen Expositionszeiten uUber die Aktivierung von p38 andere Zellprogramme als

nach den kurzen Expositionszeiten von 15 und 30 Minuten. Moglicherweise ist die
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spate und lang anhaltende Aktivierung von p38 mit der Induktion von Apoptose durch

LPS und TEGDMA assoziiert (Schweikl, 2009; Krifka et al., 2009).

5.2.2 Aktivierung von ERK1/2 durch TEGDMA

Vergleicht man die Aktivierung von p38 und ERK1/2 in RAW-Makrophagen nach
kurzen und mittleren Expositionszeiten, so sind deutliche Unterschiede erkennbar.
Wahrend die Aktivierung von p38 durch LPS nach 30 Minuten bereits beendet war,
wurde ERK1/2 durchaus noch aktiviert. Bis zu einer Expositionszeit von 2 Stunden
zeigte sich bei ERK1/2 eine zeitabhidngige Abnahme der Wirkung von LPS.
Wahrscheinlich ist deshalb auch der Mechanismus der spaten Aktivierung von
ERK1/2 durch LPS nach 6 und 24 Stunden Exposition anders als fir die Aktivierung
zwischen 15 Minuten und 2 Stunden. Die stetige Abnahme der Aktivierung von
ERK1/2 durch LPS beginnend mit der Exposition bis hin zu 2 Stunden konnte als
Mechanismus gesehen werden, ber den ERK1/2 der Wirkung von LPS auf p38
entgegenwirkt. Dies konnte dazu beitragen, dass nicht dauerhaft Zytokine produziert
werden und das Phanomen des septischen Schocks ausgeldst wird (Eckhardt et al,
2009). Andererseits ist momentan nicht auszuschlieBen, dass Uber einen alternativen
Weg das aktivierte p38 seine eigene Inhibition startet (Schweikl, 2009). Mit TEGDMA
alleine war nach 1 und 2 Stunden Exposition keine Aktivierung, sondern sogar eine
Inhibition der Bildung von phospho-ERK1/2 nachzuweisen. Dies konnte ein Hinweis
darauf sein, dass ERK1/2 madglicherweise auch eine Funktion bei der Regulation des
Zellzyklus der RAW-Zellen Gbernimmt. ERK1/2 ist ein starker positiver Regulator des
Zellzyklus und wird durch Wachstumsfaktoren aktiviert (Chambard et al., 2007). Die
Aktivierung von ERK1/2 ist vor allem fiir den Ubergang aus der G1- in die S-Phase
des Zellzyklus bedeutsam. ERK1/2 steuert die Synthese des Cyclin D1 auf der
Transkriptionsebene in Koordination mit der aktivierten PI3-Kinase (Katz et al., 2007).
ERK1/2 reguliert ferner den Zellzyklus tiber die Bildung von Cyclin/CDK-Komplexen
(Cyclin D1/CDK4). AuBerdem ist ERK1/2 wahrscheinlich an der Regulation des
Ubergangs von der G2- in die M-Phase des Zellzyklus beteiligt (Sefton, 2001;
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Garnovskaya et al, 2004; Chambard et al, 2007). Im Unterschied zu ERK1/2 ist p38
ein negativer Regulator der Synthese von Cyclin D1 (Lavoie et al, 1996). Dies
bedeutet, dass ein hoher Anteil an phosphoryliertem p38, das Fortschreiten des
Zellzyklus unterbindet, ein Vorgang, der durch die Zugabe des p38-Inhibitors
SB203580 aufgehoben werden kann (Lavoie et al, 1996). Fir das Monomer TEGDMA
ist eine inhibierende Wirkung auf den Zellzyklus in verschiedenen Zellinien
nachgewiesen (Schweikl et al., 2005).

Die starke Aktivierung von ERK1/2 durch LPS und noch viel mehr durch TEGDMA
nach 24 Stunden lasst jedoch auf einen weiteren Mechanismus schliefen. Die
Aktivierung erfolgt dann vermutlich Uber Signalwege, die dem durch LPS und
TEGDMA induzierten und wahrscheinlich durch p38 und JNK vermittelten
programmierten Zelltod [(Apoptose] entgegenwirken. LPS als auch TEGDMA
aktivieren wohl ERK1/2 als Schutzfaktor um das Uberleben der Zellen zu férdern,
und p38 entgegenzuwirken (Schweikl, 2009). Auffallend ist, dass nach der langen
Expositionszeit von 24 Stunden die Expression des gesamten ERK1/2 in den mit LPS,
LPS/TEGDMA und TEGDMA behandelten Kulturen, dhnlich wie mit p38 beobachtet,
wieder schwacher ist als in unbehandelten Kontrollen. Aufgrund der gleichmafligen
Farbung der Proteine in allen Bahnen oder Fraktionen auf der Nitrozellulose-
membran mit Ponceau war bekannt, dass fur alle Bedingungen die gleiche
Proteinmenge geblottet wurde. Daher darf man vermuten, dass TEGDMA spezifisch

die Expression der MAPK auf der Transkriptions- oder Translationsebene inhibierte.

9.2.3 Aktivierung von JNK durch TEGDMA

Die Form der Aktivierung von JNK durch LPS und TEGDMA unterschied sich deutlich
von der Aktivierung der MAPK p38 und ERK1/2. Wahrend die frithe Aktivierung von
JNK durch LPS und TEGDMA der Aktivierung von ERK1/2 sehr ahnlich war, war sie
von derjenigen von p38 verschieden. Nach Expositionszeiten von 1 und 2 Stunden
hingegen gleicht die JNK-Aktivierung derjenigen von p38. Man darf vermuten, dass

die Funktionen der beiden Stresskinasen p38 und JNK in TEGDMA-exponierten
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Zellkulturen verschieden sind (Schweikl, 2009). Nach langen Expositionszeiten von 6
und 24 Stunden war die Aktivierung von JNK wiederum sehr gering und damit
deutlich unterschiedlich zu derjenigen von p38 und Erk1/2. Weil nach langen
Expositionszeiten auch der Anteil an Zellen in Apoptose zunahm (Krifka et al., 2010),
ist anzunehmen, dass JNK in den RAW264.7 Makrophagen in Anwesenheit von
TEGDMA eher nicht fur die Aktivierung von Signalwegen, die zu Apoptose fuhren,
verantwortlich ist (Schweikl, 2009). Diese Beobachtung &6t auBerdem auf eine zell-
spezifische Erscheinung schlieen, denn JNK wurde in anderen Zelltypen mit
Apoptose in Zusammenhang gebracht (Samuelsen et al, 2007). Die MAPK p38 und
ERK1/2 wiederum konnten wegen der zwar unterschiedlichen, aber in den RAW264.7
Makrophagen immer nachweisbaren Aktivierung eine Funktion bei der Regulation
des Zellzyklus, aber auch bei anderen Phanomenen wie der Inhibition der Expression
von Zytokinen und der Induktion von Apoptose spielen [(Eckhardt et al, 2009;
Schweikl, 2009). Der Zeitpunkt und die Dauer der Einwirkung scheinen
ausschlaggebend zu sein, welcher der Wege in Anwesenheit einer Substanz wie

TEGDMA oder LPS genommen wird.

5.3 Auswirkung der Aktivierung von MAPK durch LPS / TEGDMA in
Pulpazellen

Die Veranderung der Phosphorylierung der MAPK p38, ERK1/2 und JNK durch
TEGDMA wurde vergleichend mit den RAW264.7 Makrophagen auch in humanen
Pulpazellen (tHPC) analysiert. Dabei war die Aktivierung der MAPK in den
Pulpazellen deutlich anders als in den RAW264.7-Makrophagen. So konnte keine
Aktivierung der Stresskinasen p38 und JNK durch TEGDMA in tHPC-Kulturen nach
kurzen oder mittleren Expositionszeiten nachgewiesen werden. Im Unterschied dazu
wurde ERK1/2 durch TEGDMA (ber die gesamte Beobachtungszeit und mit zu-
nehmender Dauer starker aktiviert (Krifka et al, 2010). Die starke Aktivierung von
ERK1/2 nach 24 Stunden Exposition durch TEGDMA war, zumindest teilweise, eine

Folge der geringeren Expression von Gesamt-ERK1/2. In ahnlichem Mafe wie p38
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wurde auch JNK nach einer Expositionsdauer von 24 Stunden durch TEGDMA allein
aktiviert (Krifka et al, 2010]). In RAW-Makrophagen wurden ERK1/2 und die
Stresskinasen p38 und JNK abhangig von der Expositionszeit unterschiedlich
aktiviert. Als Grund fur die unterschiedliche Aktivierung von MAPK in RAW-
Makrophagen nach kurzen Expositionszeiten wird ein Zusammenhang mit der
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies angenommen (Samuelsen et al, 2007,
Spagnuolo et al,, 2008; Engelmann et al., 2005). Die Bildung von ROS konnte auch fiir
die noch geringe Aktivierung von ERK1/2 in Pulpazellen nach kurzen
Expositionszeiten verantwortlich sein. Momentan bleibt der Grund fir die
Unterschiede beziiglich der Phosphorylierung der einzelnen MAPK in RAW264.7-
Makrophagen und Pulpazellen nach kurzen Expositionszeiten noch unklar.
Allerdings sollten Analysen, etwa welche reaktiven Sauerstoffspezies generiert
wurden, Einzelheiten der unterschiedlichen Aktivierung der verschiedenen MAPK in

den beiden unterschiedlichen Zelllinien erkennen lassen (Krifka 2009).

5.4 Die Induktion von Apoptose in RAW264.7 Makrophagen

Die Rolle der MAPK ERK1/2, JNK und p38 fir die Induktion von Apoptose wurde
bereits an anderer Stelle ausfiihrlich diskutiert (vgl. Kapitel 1.2.5). Wesentlich
scheint zu sein, dass nach gegenwartigem Stand des Wissens vor allem die Bildung
von ROS Uber das zu kontrollierende Maf3 hinaus zur Aktivierung von MAPK fihrt
(Matsuzawa et al., 2002; Tobiume et al., 2001). So ist die Entstehung von oxidativer
Stress und die Storung der zellularen Reodoxhomoostase ein Grund fur die Induktion
von Apoptose. Es ist bekannt, dass die zeit- und konzentrationsabhangige Produktion
von ROS in Anwesenheit von Monomeren mit der Induktion von Apoptose in
verschiedenen Zelllinien assoziiert ist. So verursachten etwa TEGDMA und HEMA
Apoptose in primaren humanen Pulpazellen und primaren humanen Fibroblasten
(Spagnuolo et al., 2004a; Spagnuolo et al., 2004b; Spagnuolo et al, 2006). TEGDMA
und LPS sowie die Kombination aus LPS/TEGDMA induzierten auerdem Apoptose in
transformierten humanen Pulpazellen und RAW264.7 Makrophagen (Schweikl, 2009;
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Krifka et al, 2010). Diese Analysen zur Induktion von Apoptose durch TEGDMA mit
RAW264.7 Makrophagen wurden parallel zu den hier prasentierten Ergebnissen zur
Phosphorylierung der MAPK durchgefiihrt und sollen daher ausfihrlicher anhand

der Daten nach einer Exposition von 24 Stunden interpretiert werden.

100 = BN Medium
24 h Exposition mmm TEGDMA
CILPS
20 | I | PS+TEGDMA
1 Camptothecin
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Abb.16: Induktion von Apoptose in RAW-Makrophagen.

Die Balken reprasentieren Mediane (plus 25 und 75% Perzentile; n=4-5) fir die Zahl der
Zellen nach Exposition gegen TEGDMA (3 mM), LPS (0,1 pug/ml), eine Kombination aus LPS
und 3 mM TEGDMA sowie 0,5 pg/ml Camptothecin.

Die Zellkulturen wurden den Substanzen fir 24 h dauerhaft exponiert.

Ungefarbt = Zahl der vitalen Zellen; Annexin = Zahl der Zellen in Apoptose; Annexin + Pl =
Anteil der Zellen in spater Apoptose; Pl = Anteil der Zellen in Nekrose; a-d markieren
statistisch signifikante Unterschiede der jeweiligen Mediane zu den Medianen unbehandelter
Kontrollen (Medium) (vgl. Schweikl, 2009; Krifka et al.,, 2010).

Wie erwartet, wirkte LPS, die positive Kontrolle fur die zeitabhangige Aktivierung von
MAPK in den Makrophagen, nach 24 Stunden Exposition zytotoxisch (Abb. 16). Die
Zahl Uberlebender Zellen blieb nach Exposition gegen LPS uber den gesamten
Beobachtungszeitraum (15 Minuten bis 24 Stunden) anndhernd konstant, und die
Prozentzahl an Annexin V-markierten Zellen war niedrig. Diese Ergebnisse ahneln
denen anderer Autoren mit derselben Zelllinie (Xaus et al, 2000; Seminara AR,
Ruvolo PP, Murad F., 2007). Camptothecin war vergleichbar effektiv wie TEGDMA in
RAW-Makrophagen nach langen Expositionszeiten. Die hier prasentierten Ergebnisse

mit dem Monomer TEGDMA stimmen mit Untersuchungen an Pulpazellen und
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Gingivafibroblasten nach anhaltender Exposition Uberein (Geurtsen et al, 2003;
Spagnuolo, Schweikl et al, 2004). Darlber hinaus besteht eine enge Korrelation
zwischen der Aktivierung der MAPK in Anwesenheit von TEGDMA und dem
konzentrationsabhangigen Verlust vitaler Zellen nach langen Expositionszeiten
sowohl in RAW-Makrophagen als auch in Pulpazellen (Krifka et al, 2010). Auffallig
war, dass die Zunahme des Anteils der Zellen in Apoptose und Nekrose nach 24
Stunden verglichen mit 6 Stunden der Zunahme des Grads der Aktivierung der
verschiedenen MAPK zu diesen Zeitpunkten entsprach (Schweikl, 2009; Krifka et al.,
2010). Daher darf man vermuten, dass die MAPK p38 und ERK1/2 auch an der
Regulation der TEGDMA-induzierten Apoptose beteiligt sind. Diese Beobachtungen
konnten zur Formulierung einer Arbeitshypothese flihren, nach der Monomere wie
TEGDMA Apoptose Uber die Aktivierung der MAPK und Transkriptionsfaktoren
downstream induzieren konnten.

Die hier diskutierten Ergebnisse decken sich teilweise mit denen zur Untersuchung
der Aktivierung von MAPK in einer Speicheldrisenzelllinie (Samuelsen et al,, 2007).
Dabei wurde beobachtet, dass die Zahl der apoptotischen Speicheldrisenzellen nach
Inhibition der Phosphorylierung von ERK durch den spezifischen Inhibitor PD98059
nach Exposition gegen HEMA und TEGDMA anstieg. Auch nach einer Inhibition der
Aktivierung von JNK war die Zahl der Zellen in Apoptose reduziert (Samuelsen et al,
2007). Desweiteren wurde eine starke Phosphorylierung sowohl von p38 als auch von
JNK nach HEMA-/TEGDMA-Exposition gefunden. Die Behandlung mit dem p38
spezifischen Inhibitor SB202190 fuihrte zu einer enormen Reduktion der Zellen, die
HEMA exponiert waren. Daraus wurde geschlossen, dass p38 fir die Induktion von
Apoptose durch HEMA wichtig ist. Der Einsatz des spezifischen JNK-Inhibitors
SB600125 wiederum reduzierte die Menge an Zellen, die nach HEMA- und TEGDMA-
Exposition in Apoptose Ubergingen.

Trotz verschiedenster Erkenntnisse bezuglich der Aktivierung von MAPK und
Apoptose fehlt momentan die Erklarung der Kausalitat zwischen Wirkung der bisher
untersuchten Umweltstressoren und der Induktion von Apoptose. Es wurde von

anhaltender Aktivierung der MAPK berichtet, aber die Regulation des Uberlebens von
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Zellen und der Ubergang in Apoptose wurden unterschiedlich diskutiert.
Beispielsweise wurde in Anwesenheit von Cadmiumchlorid eine rasche
Phosphorylierung von p38 beobachtet, wobei eine Aktivierung von ERK1/2 erst nach
langen Expositionszeiten nachgewiesen werden konnte. Es schien als ob der Eintritt
von Apoptose mit der Aktivierung von p38 durch oxidativen Stress zusammenhangt.
Dagegen steht die anhaltende Aktivierung von ERK1/2 in manchen Zellmodellen als
schiitzender Faktor fiir das Uberleben von Zellen (Galan, Garcia-Bermejo, Kazanietz

et al., 2000; Tong et al., 2002).
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5.5 Schlussfolgerung

Die bisherigen Arbeiten haben gezeigt, dass Monomere dentaler Werkstoffe wie
TEGDMA und HEMA in Zelllinien unterschiedlicher Herkunft genotoxisch und
zytotoxisch wirken. Dentale Monomere storen die zellulare Redoxhomoostase durch
die vermehrte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und aktivieren MAPK
(Schweikl et al., 2006). Es wurde auBBerdem berichtet, dass Monomere Proteinkinasen
wie die Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3-K) oder auch den Transkriptionsfaktor
NFk-B aktivieren konnen, die das Zellliberleben regulieren. Desweiteren konnen
Monomere zentrale Leistungen von Zellen des Immunsystems inhibieren,
beispielsweise die MAPK-abhangige Expression von Oberflachenantigenen oder die
Freisetzung pro- und anti-inflammatorischer Zytokine nach Stimulation der Zellen
mit einem Endotoxin (LPS) pathogener Organismen. Monomere erzeugen ferner
oxidative DNA-Schaden, sie verzogern den Zellzyklusarrest und sie sind mutagen.
Man darf daher vermuten, dass oxidative DNA-Schaden eine Ursache von Zelltod via
Apoptose sein konnten. Andererseits ist nicht auszuschlieBen, dass die durch
Monomere induzierte Apoptose auch durch die spate Aktivierung der MAPK p38, JNK
und ERK1/2 vermittelt sein konnte.

Diese Ergebnisse einer Vielzahl Uberwiegend deskriptiv ausgerichteter Unter-
suchungen zeigten bisher eine Parallelitat, jedoch nicht die ursachliche Verbindung
zytotoxischer (und genotoxischer]) Effekte und moglicher zugrunde liegender
Mechanismen. Die Frage nach der Kausalitat zytotoxischer Effekte dentaler
Monomere ist bis heute nicht beantwortet und sollte nun untersucht werden. Eine
Strategie dazu ware sicherlich die Verwendung spezifischer pharmakologischer und
genetischer Inhibitoren der Aktivierung der auch in der vorliegenden Arbeit
untersuchten MAPK und der damit verbundenen Aktivierung spezifischer
Transkriptionsfaktoren, die ihrerseits das Programmm der Apoptose aktivieren und

exekutieren.

65



Zusammenfassung

6 ZUSAMMENFASSUNG

Biologisch nachteilige Effekte kunststoffbasierter dentaler Fullungsmaterialien in
eukaryontischen Zellen basieren in erster Linie auf molekularen Mechanismen der
zellularen Reaktion. Die vermehrte intrazellulare Produktion reaktiver Sauerstoff-
spezies (ROS]) als Folge einer Exposition von Zellen gegen dentale Monomere stort
die zellulare Redoxhomaoostase. In der Folge werden beispielsweise in Zellen oraler
Gewebe Signalwege aktiviert, die das Uberleben von Zellen regulieren, wie die
Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3-K) oder der Transkriptions-faktor NFk-B. Auch
spezifische Funktionen von Zellen des Immunsystems werden durch Monomere
beeintrachtigt. So kdonnen beispielsweise die MAPK-abhangige Expression von
Oberflachenantigenen oder die Freisetzung pro- und antiinflammatorischer Zytokine
nach Stimulation der Zellen mit dem Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) aus
pathogenen Organismen inhibiert werden.

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) dienen, zusammengeschlossen zu
Kaskaden als eine Signalkette, der Steuerung der Homoostase in Zellen. Die MAP-
Kinasen ERK1/2, JNK und p38 sind besonders gut erforscht. Sie haben Einfluss auf
die Regulation von Signalwegen, die dem Uberleben von Zellen dienen, oder aber in
Zellen Apoptose induzieren. Sie steuern aber auch wichtige Zellfunktionen wie die
Zellproliferation und sind fir die Regulation der Immun- und Stressantwort von
grofler Bedeutung. Erhohte Mengen an ROS beeinflussen diese MAP-Kinasen,
wodurch es Uberwiegend zur Aktivierung der SAPK (Stress-aktivierte Protein-
kinasen) JNK und p38, sowie zur Induktion von Apoptose kommt.

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss des Kunststoffmonomers TEGDMA auf die
Aktivierung der MAP-Kinasen p38, JNK und ERK1/2 zu untersuchen. Von
besonderem Interesse war die Kinetik dieser Aktivierung oder Inaktivierung.
Schlieflich sollte auch der zeitabhangige Zusammenhang zwischen der Aktivierung
oder Inaktivierung der MAP-Kinasen und dem Ubergang von Zellen in Apoptose
diskutiert werden.

Die experimentelle Durchfihrung erfolgte ausschliefllich mittels der gut

charakterisierten Makrophagenzelllinie RAW264.7. Die Zellen wurden dem Monomer
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TEGDMA (3 mM] und LPS und einer Kombination von TEGDMA/LPS fiir 15 und 30
Minuten sowie fur 1, 2, 6 und 24 Stunden exponiert. AnschlieBend wurden die
phosphorylierten MAPK und die Gesamtmenge an MAPK (phosphorylierte und nicht-
phosphorylierte Form] mit spezifischen Antikérpern mittels Western Blot
nachgewiesen. Als Maf3 der Aktivierung der MAPK wurde das Verhaltnis der
phosphorylierten MAPK und der Gesamt-MAPK errechnet.

Die MAP-Kinasen p38, ERK1/2 und JNK unterschieden sich sowohl in Abh&dngigkeit
von der Expositionszeit als auch in der Starke der Aktivierung oder Inaktivierung.
ERK1/2, p38 and JNK wurden unterschiedlich stark in Anwesenheit von LPS (0.1
ug/ml), und TEGDMA (3 mM) aktiviert.

Die MAPK p38 wurde nach kurzen Expositionszeiten von 30 Minuten mit TEGDMA nur
schwach um den Faktor 1,8 aktiviert, wahrend eine Aktivierung von ERK1/2 und JNK
unter gleichen Bedingungen ganzlich ausblieb. Nach einer Expositionszeit von 2
Stunden wurde p38 kaum aktiviert (Faktor 1,2). Die Phosphorylierung von ERK1/2
wurde durch eine zweistiindige TEGDMA-Exposition inhibiert. Die MAP-Kinase JNK
zeigte nach 2 Stunden Exposition keine Aktivierung oder Inaktivierung. Nach einer
Expositionszeit von 6 Stunden fand sich bei p38 eine Aktivierung, die sich kaum von
derjenigen nach 30 Minuten unterschied (Faktor 1,9 im Vergleich zu Faktor 1,8).
Exponierte man Zellen jedoch fir 24 Stunden TEGDMA, so zeigte sich ein enormer
Anstieg der Aktivierung von p38 um den Faktor 15,1. ERK1/2 verhielt sich ahnlich.
Auch hier wurde nach 6 Stunden keine nennenswerte Phosphorylierung beobachtet,
jedoch wurde nach 24 Stunden auch eine Steigerung um den Faktor 15,1 erzielt. Die
SAPK JNK wurde nach 6 Stunden Exposition gegen TEGDMA ebenfalls nicht aktiviert
(Faktor 0,8). Im Unterschied zu p38 und ERK1/2 fand sich aber bei JNK nach 24
Stunden Exposition nur eine geringe Aktivierung um den Faktor 1,3.

Analysen zur Induktion von Apoptose durch TEGDMA, die parallel zu den Nachweisen
der MAPK durchgefihrt wurden, zeigten einen Zusammenhang zwischen der
Aktivierung der MAPK p38 und ERK1/2 und der TEGDMA-induzierten Apoptose.
Hierbei stieg die Zahl der Makrophagen, die in Apoptose und Nekrose Ubergingen

prozentual mit der Expositionszeit. Damit wurde eine Korrelation, wenn auch kein
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kausaler Zusammenhang zwischen der Aktivierung von MAPK und der Induktion von
Apoptose durch TEGDMA gefunden.

Die Genotoxizitat sowie die Zytotoxizitat des Monomers TEGDMA aber auch von
HEMA (2-Hydroxyethylmethacrylat) in verschiedenen Zelllinien wurden durch frithere
Arbeiten haufig nachgewiesen. Mit der Charakterisierung der Kinetik der Aktivierung
von MAPK und der Korrelation zur Induktion von Apoptose in der vorliegenden Arbeit
wurde ein weiterer Schritt zur Erklarung von Mechanismen der biologischen
Wirkung dentaler Monomere geleistet. Es gilt nun den noch fehlenden kausalen
Zusammenhang durch geeignete Forschungsansatze wie beispielsweise mittels
pharmakologischer und genetischer Inhibitoren der hier diskutierten MAPK zu

untersuchen.
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