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Roviditések jegyzéke

a-GP: alfa-glicerofoszfat

a-KG: alfa-ketoglutarat

a-KGDH: alfa-ketoglutarat dehidrogenaz

a-KGDHc: alfa-ketoglutarat dehidrogendz komplex

a-GPDH : a-gilerofoszfat-dehidrogenaz

AK: adenilat- kinaz

ANT: adenin-nukleotid transzlokaz

AP5: P! P>-di(adenozin-5') - penta-foszfat

ART: Atraumatic restorative treatment (atraumatikus restaurativ technika)
BSA: bovine serum albumin (marha szérum albumin)

BisGMA: biszfenol A-glicidil dimetakrilat

Cl: mitokondrialis komplex I, NADH-koenzim Q oxidoreduktaz
ClI: mitokondrialis komplex 11, szukcinat dehidrogenaz

CIHII: mitokondrialis komplex 111, koenzim Q-citokrém c reduktaz
CIV: mitokondrialis komplex 1V, citokrom ¢ oxidaz

CAT: karboxiatraktilat

DC: degree of conversion (konverzios mérték)

DMSO: dimetil-szulfoxid

DTNB: 5,5'-dithiobisz (2-nitrobenzoat)

ApH: a mitokondrium belsé membranjanak két oldala kozotti pH gradiens

A¥rn: membranpotencial
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EGTA: etilén-glikol-bisz (B-aminoetil-éter)- N,N,N’,N’-tetraecetsav
FET: forward electron flow; el6re iranyulé elektronaram

FCCP: karbonilcianid-p-trifluorometoxi-fenilhidrazon

GM: glutamat és maléat

GSH: glutation

GSSG: glutation -diszulfid

H.0O,: hidrogen-peroxid

HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav

HQME: hidrokinon-monometil-éter

HRP: horseradish peroxidase, tormaperoxidaz

KoA: koenzim-A

OXPHOS: oxidativ foszforilacio

Pi: anorganikus foszfat

pmf: protonmotoros erd

RET: reverse electron flow; reverz elektrontranszport

ROS: reaktiv oxigénszarmazék

SDH: szukcinat-dehidrogenaz, komplex Il

SLP: substrate level phosphorylation; szubsztrat szintii foszforilacio
Succ: szukcinat

TEGDMA: trietilen-glikol-dimetakrilat

UDMA: uretan-dimetakrilat
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1. Bevezetés

1.1 A fogaszatban el6fordulé toméanyagok jelene és a hasznalatuk
soran felmeriilo kérdések

Az emberi élettartam folyamatos ndvekedése és a populacio egyre iddsebbé valasa
miatt 1d6tallo, biokompatibilis anyagokra van sziikség a fogorvoslasban. A hianyzo
fogszovetek és a fogak pétlasara felhasznalt anyagok sajnos még mindig nem felelnek
meg mindenben az elvardsoknak. A direkt restaurativ anyagok mechanikai
tulajdonsagai, biokompatibilitasa és adhézidja a fogszovetekhez altalaban nem idealis,
tovabbi fejlesztésre szorul. Az amalgam esetében ehhez hozzajarul a nem kedvezd
esztétika, illetve a tomés elkészitése és az eltavolitasa soran a keletkezd veszélyes
hulladék kezelése. 2013-ban az ENSZ Kornyezetvédelmi Programjaban hangsulyozta a
higany emberi szervezetre és az embert koriilvevd kornyezetre gyakorolt karos hatasat
[1]. Az Eurdpai Unié 2017 majusdban fogadta el a Minamata Egyezményen alapuld,
higanyra vonatkozd rendeletét, amely a fogészati amalgam kivezetését szabalyozza [2].
Az Eurbpai Bizottsdg atraumatikus konzervalé kezelést (Atraumatic restorative
treatment - ART) javasol a kezd6dd fogszuvasodds -ellatdsdra higany-mentes
anyagokkal [3], ezzel hangsulyozva az tivegionomer cementek (glass ionomer cements -
GICs) fontos szerepét. Az Uvegionomer cementek hasznéalata koltséghatékony,
kornyezetbarat, megeldézheti a szekunder caries I1étrejottét €s segiti a dentin
mineralizacidjat [4, 5]. Az elmult évtizedekben megnétt az igény az esztétikus tomések
irant nemcsak a frontfogak, hanem az 6rléfogak esetén is [6]. A paciensek névekvo
esztétikai elvarasai miatt a miligyanta (rezin) bazisi kompozitok keriiltek el6étérbe az
6rléfogak esetén is a konzervativ fogészatban [6]. A kompozicidos tombanyagok
szervetlen t6ltéanyagokbol (pl. kvarc, keramia, lititum-aluminium szilikét részecskék
stb.), szerves rezin matrixbol (pl. biszfenol A-glicidil dimetakrilat (Bis-GMA), uretan-
dimetakrilat (UDMA), trietilén-glikol-dimetakrilat (TEGDMA)), és a ketté kozotti
kotést biztosito szilanfazisbol allnak [7-9]. A kompozitok az elmult idészakban jelentds
fejlodésen mentek at, azonban biokompatibilitasuk megkérddjelezhetd, hiszen a mai
napig nem megoldott a tokéletes polimerizaciojuk. Ennek kdvetkezménye a mechanikai
és a kémiai degradacié [7, 9], amelynek soran monomerek szabadulnak fel a

tdmoOanyagbol. A monomerek koézil a TEGDMA a legnagyobb aranyban kioldodo
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monomer, amely az adhezivekbdl és a kompozitokbol felszabadulva befolyasolhatja a
sejtek metabolikus &llapotat, DNS kéarosodast és apoptdzist okozhat in vitro [10-16]. Az
eredmények azt mutatjadk, hogy a rezin monomerek artalmasak és kolcsdnhatasba
Iépnek a specifikus sejtfunkciok komplex szabalyz6 rendszerével. Még mindig keves
adat all rendelkezésre a TEGDMA citotoxikus mechanizmusanak pontos megértésére
[9, 17], azonban az irodalomban leirt karos hatasok felvetik egy kdzds mechanizmusnak
a jelenlétét, amely megértésére kutatasunk kézéppontjaba az izolalt mitokondriumokat
allitottuk.

A kovetkez6 alfejezetekben roviden ismertetem az amalgam Kivezetéset és a lehetseges
alternativak tulajdonségait és szerepét a fogaszatban, amelyek alkalmazéasa szamos
kérdést vet fel napjainkban a fogorvoslasban. Munkam célja, hogy az irodalomban leirt
TEGDMA rezin monomer bioldgiai hatasainak hatterében megbldvé mechanizmusokra
fényt deritsen, és ezt bemutassam a dolgozatomban. A disszertacidban kilon alfejezetet
szanok a bevezetében a bioenergetikanak (1.5 alfejezet), mivel ez elengedhetetlendil

fontos a TEGDMA toxikus hatasainak megértésehez.

1.2 Az amalgamok és kivezetésuk

A caries az egeész vilagon elterjedt kronikus betegség, amelynek kezelése globalisan
nagy kihivast jelent a kozegészségigyben [18]. A fogszuvasodds a keményszovet
demineralizaciés és remineralizaciés ciklusainak ered6jeként jon létre, ahol az
elvaltozas kezdetben reverzibilis, majd a mélybe jutva irreverzibilis roncsolodast okoz.

Az amalgamot mar tébb mint 150 éve alkalmazzak a fogaszatban a fogszuvasodas
ellatéisara a fog keményszoveteinek helyredllitasdban, kedvez6 mechanikai
tulajdonsagai és a tartdssaga miatt. Hasznalata és sikerességi aranya jol dokumentalt az
irodalomban, kdltséghatékony tomdanyagnak szamit a kisdrlé- és 6rlézona ellatasaban.
Visszaes$ felhasznalasi tendenciaja leginkabb a nem esztétikus megjelenésével és a
higanytartalméaval fugg 6ssze [19]. Az amalgam egy vagy tobb fém higannyal alkotott
Otvozete, ahol az amalgam Osszekeverése 60% fémreszelékbdl és 40% higanybol
torténik. A leggyakrabban felhasznalt amalgamdétvozetek jellemzéen 40-70% ezistot,
12-30% ont, 12-30% rezet, 0-5% indiumot, 3% higanyt és elenyész6 mennyiségii (1%)
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cinket és palladiumot (1%) tartalmaznak [20]. A Kkonvencionalis amalgdm
megkeverésekor az eziistbol és 6nbol allo gamma fazis (y fazis) kapcsolatba keril a
higannyal és ket (j fazis jon 1étre: az eziistb6l és higanybol allo vy, illetve az dnbol és a
higanybol allo vy, fazis [21]. Megkiulonboztetink alacsony (2-5%) réztartalmu
konvencionalis és magas (12-30%) réztartalmd, vy,-fazis mentes amalgamokat a
réztartalom alapjan [21]. Mindkét csoportra jellemz6 a kémiai és az elektrokémiai
korr6zio, amely nemcsak a tomésben levo repedések mentén, hanem a plakkal boritott
tomés felszinén is létre johet [22].

Az amalgdm sok oOsszetevéje koziil a higanytartalom miatt tort ki az ,,amalgam
habort1”, ahol az emberi szervezetet ért karos hatasok megitélése mar a kezdetektol
fogva nem egységes. A higany a borrel valo érintkezéssel, inhalacioval, a taplalékkal és
a placentan keresztil kertlhet be az emberi szervezetbe [23]. A témésekbol
felszabaduld higany a reakcioba nem lépett higany parolgasaval ill. a y,-fazis fokozatos
atalakulasaval van 0sszefuggésben. A higanyleadas mennyiséget a ragas, a
parafunkciok, a fogmosés, a korr6zio és mas fémotvozetek jelenléte (elektrokémiai
korr6zid) emelheti meg. Ennek mértéke szoros dsszefuiggesben all a szajliregben levé
amalgamtomések szamaval, az életidejikkel, a tomések felliletének nagysagaval és nem
utolsosorban a fogcsikorgatassal (stresszkorrdzid) [24]. Az amalgamok esetében az
elemi és szervetlen higany (Hg) felszabadulasa jellemz6, ahol a nyalbol a tpcsatornéba
kertil6 és felszivodd higany mennyisége elenyészo [25, 26]. Az ételekkel (foként tengeri
halak fogyasztasa kovetkeztében) szerves és leggyakrabban metilezett higany (MeHg)
(ChsHg") formaban jut be a Hg a szervezetbe és tovabb a taplaléklancba [26]. Az
élelmiszerrel bevitt, taplalékbdl felszivodo szerves higany mennyisége hatszorosa a mar
elkészilt amalgdmtémésekbdl felszabaduld szervetlen higany felszivodasanak [27]. A
higany nemcsak a fogaszatban felhasznalt amalgdmotvozetekben fellelhetd, hanem
felszabadulhat még példaul az oltéanyagokbol és az energiatakarékos izzolampakbol
[23]. A higany toxicitasa az egész vilagot sulytd probléma, mivel szdmos neurolégiai
problémat, kognitiv zavarokat és autoimmun betegségeket okozhat [23, 26].

Az egész vilagot foglalkoztatd ,,amalgam kérdés” és ,amalgdm habord” nagy
befolyéssal van a fogaszati toméanyagok felhasznalasara és folyamatos fejlesztésére. A
fogaszati amalgammal kapcsolatos problémak két csoportra oszthatok. Az amalgdmmal
kapcsolatos legnagyobb veszely az amalgam tomeések eltavolitasa a szekunder caries
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vagy csonkfelépités miatt merul fel, mivel ilyenkor a higany a tomések eltavolitasaval a
fogaszati kezelbegységen keresztiil a csatornarendszerbe, mig a szeléztetés soran a
levegbbe jut. A keverés kdzben higanygéz keletkezik, ami ellen a tokéletesen zar6do
kapszulas kiszerelés nyudjthat védelmet. A témés kondenzalasakor, a polirozasnal és a
restauratumok eltavolitdsdndl javasolt vizhiitést, elszivot és kofferdam-izolalast
alkalmazni. A helytelenil tarolt és fel nem hasznalt amalgam maradék esetében is
higany szabadulhat fel. A fogaszati rendel6bél kikeriilé higany kornyezetre valod karos
hatdsa kevésbé vitatott. Az amalgdm-szeparatorok hasznalatdval jelent6sen
csokkenthet6 a vizekbe jutd higany mennyisége [28]. A fogorvosokat és a fogaszatban
dolgozo egészséguigyi szakambereket a higany felszabadulasa fokozottabban terheli, ez
azonban a nemzetkdzi irodalom alapjan nincs egyértelmii dsszefiiggésben a feltételezett
mellékhatasokkal [29, 30]. Az amalgamtomésekkel Osszefliggésben felmeriilé karos
hatasokrol - a stroke-rdl és a sziv-, errendszerrel Osszefiig6 megbetegedésekrél, a
neurotoxicitasrol, a vesekarosodasrdl és a sclerosis multiplexr6l - sz6l6 feltételezések
nem igazolodtak be az [31-33]. A paciensekre gyakorolt hatast illetéen az elvégzett
vizsgalatok sordn nem sikerllt semmilyen 6sszefliggest talalni az egyes tiinetek,
betegségek és a szajban meglévé amalgamtomések kozott [21, 31-35], csak allergia
esetén vet fel az alkalmazéasa problémékat. A higanyallergia el6fordulasa szerencsére
nagyon ritka, aminek el6fordulasat bdrprobaval lehet igazolni [34]. Az
amalgamtomések koril el6fordulé oralis lichenoid 1ézi6 altalaban egyoldali

megjelenési, lokalis mellékhatés [36].

A fogéaszati amalgamban el6fordulé higany mennyiség jelenti az Unidban a legnagyobb
mértékit higanyfelhasznalast. A tomés elkészitése és eltavolitdsa soran a higany a
csatornahalozatba kerdl, ezaltal jelent6s kornyezetszennyezd forrds. Az Eurdpai Unid
2017 tavaszan fogadta el a Minamata Egyezményen alapulé Higanyra vonatkozo
Szabalyozast [2]. ,,A rendelet a higany, a higanyvegyliletek és a higanykeverékek
felhasznalasara és tarolasara, valamint kereskedelmére, a hozzaadott higanyt tartalmazé
termékek gyartasara és felhasznalasara, valamint kereskedelmére, tovabba a
higanyhulladék kezelésére vonatkozo intézkedéseket és feltételeket allapit meg annak
érdekében, hogy biztositott legyen az emberi egészség és a kornyezet magas szintli

védelme a higany és a higanyvegyiiletek antropogén eredetli kibocsatasaival szemben”
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[2]. A szabalyzat magaba foglalja az amalgdm hasznalatdnak csokkentését (a
kapszuldzott forma el6irdsat, az amalgamszeparatorok kotelezd alkalmazasat stb.), a
tagorszagok felhivasat sajat nemzeti program kidolgozasara, amely az amalgam teljes
kivezetésének tervét mutatja be. A WHO szerint az amalgdm elhagyéasa az alternativak
mindségi fejlesztésétdl fiigg. Az adheziv fogéaszat a leggyorsabban fejlodd és valtozo
tertlete a fogaszatnak, ami nagy valoszintliséggel a kozeljovében is fontos kérdés marad,
ezeért atfogd tanulmanyokra van sziikség a kompozitok biokompatibilitasat tekintve [37,
38].

A fogaszatban el6fordulé tomdéanyagokat csoportosithatjuk a felhasznélasuk alapjan.
Az indirekt restaurdciokat a fogtechnikai laboratériumban késziti el a technikus a
mintan. A direkt restauraciokat ezzel ellentétben a fogorvos késziti el a szék mellett. Az
indirekt restaurdciok anyagaul szolgalhatnak pl. nemesfém otvozetek, kerdmiak és
kompozitok. A plasztikus toméanyagok csoportjaba tartoznak az amalgdmok, az
Uvegionomer cementek, a rezinnel modositott Uvegionomer cementek, a rezin bazisu
kompozitok, a kompomerek és az ormocerek. Szamos fémotvozet es esztétikus keramia
all rendelkezésre az indirekt restauraciokhoz, amelyek ugyan hosszutavu megoldast
nyujtanak a paciensek szamdara, azonban nagyon koltségesnek szamitanak.
Véleménylnk szerint az indirekt eljarasok a magas koltségeik miatt nem valtjak ki a
direkt eljarasokat, fleg a kozfinanszirozott rendel6kben, mivel ez irredlis koltsegeket
jelentene a pacienseknek a finanszirozott eljarasokkal szemben. Az amalgam kivezetése
soran fontos szerepet téltenek be a mindennapos fogaszati ellatasban az tvegionomer
cementek (1.3 alfejezet) és a rezin bazist kompozitok (2.4). Disszertaciom az amalgam
lehetséges altenativdjaként szereplé kompozitokra teszi a f6 hangsulyt, és azok
nemzetkdzi irodalomban emlitett toxikus hatasainak hatterében &ll6 biokémiai

mechanizmusokra keresi a valaszt a kisérletek alapjan.

1.3 Uvegionomer cementek létjogosultsaga az amalgamok helyett

Az (vegionomer cementek por komponense kalcium-aluminium-fluor-szilikat vagy
stroncium-aluminium-fluor-szilikat tveg. A folyadék allhat poliakrilsavbdl vagy maés

Osszetett molekulabdl pl. itakonsav, maleinsav vagy metakrilsav [39]. A por és a
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folyadék osszekeverésével egy hdromfazisu sav-bazis reakcio jon létre, amelynek sorén
az anyag megkeményedik; kalcium-, aluminium- és fluorid ionok szabadulnak fel,
amikor a sav reagal az Uvegrészecskekkel [39,40]. Az ionok leadasa folytatodik a
reakcié utan is, és fligg a koOrnyezé kémhatastol. A felszabaduld fluoridionok
remineraliziciés hatdssal birnak, a zoméancha beépilnek és ezzel megel6zhetik a
szekunder caries kialakul&sat [4, 5]. Az Uvegionomer tdmések elényos tulajdonsaga,
hogy kémiailag kotnek a fog felszinéhez, és nem valtozik a térfogatuk a kotési folyamat
soran, kivéve a fényrekoté valtozatokat [4]. A tomOanyag hidrofil, nedvességtiir, a
tomeés elkészitése kevéshé technikaszenzitiv, mint a kompozit toméseké. A
hagyomanyos iivegionomer cementekhez metakrilat miigyantabazist (rezin) adtak hozza
a szilardsaguk fokozésara [4, 41], vagy magas Vviszkozitadst Uvegionomer cementeket
illetve fényrekoto feliileti lakkokkal kombinalt termékeket javasolnak a restauraciok
elkészitéséhez. Ezek az anyagok magasabb hajlitd szilardsdggal rendelkeznek tovabba
kopasallobbak, mint a hagyoméanyos lvegionomer cement tdmések [5, 41]. Az anyag
alkalmazasa koltséghatékony, kornyezetbarat, csokkenti a szekunder caries
eléfordulasat és elésegiti a dentin mineralizaciojat [39]. A magas viszkozitasu
Uvegionomer cementek indikécids terlilete jelenleg a minimal invaziv, atraumatikus
restaurativ kezelési technikdk (példaul a preventiv céll bardzdazards maradofogakban
vagy a restaurativ célu egyfelszinli tejfog tomés stb.) [4]. Ennek a minimal invaziv
beavatkozésnak az a célja, hogy megel6zze a caries léziok kialakulésat, illetve
megakadalyozza azok mélyebbre terjedését a dentinbe. Tovabbi szerepe, hogy a
dentinben eléforduld szuvas 1ézidkat minimal invaziv Gton allitsa helyre. Kielbassa és
mtsai Osszefoglald kozleményiikben kifejtik, hogy a rezin béazisi lakkal bevont
Uvegionomer cement restauraciok elkészitése igéretes amalgdm alternativaként
szolgalhat a szuvas 1ézi6 kiterjedésétél fliggben. Jelenleg a nagy kiterjedési,
tobbfelszinli tomések esetében (maraddfogak a moléris z6ndban) nem javasolt az
Uvegionomer cementek alkalmazasa, azonban az egyfelszini tomések esetén
koltséghatékony megoldasnak szamitanak [5, 42]. Egyre tdbb prospektiv klinikai
0sszehasonlit6 vizsgalat jelent meg a kdzelmultban a magas viszkozitasu Givegionomer
cementek és a kiillonbozé nanorészecske-toltottségil, rezin bazisu védélakkok kapcesan.
Az eredmények biztatdak, azonban tovabbi kovetéses vizsgalatok sziikségesek a

magasabb evidenciaju eredmények miatt [5].
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1.4 A miigyanta bazisu kompozitok

A fogészatban az esztétikai és funkcionalis kovetelményeknek megfelelve széles
korben hasznalnak kompozitokat a fog caries, fraktira és erozié okozta, megbomlott
szoveti struktarajanak ¢lethli helyreallitasara. A kompozit témések legnagyobb hatranya
az amalgamhoz képest a polimerizacios zsugorodas, a tomés készitése soran és utana
kioldédo rezin monomerek felszabadulasa, a fokozott plakk akkumulécié és a nagy
aranyban el6forduld szekunder caries el6fordulasa [43]. A kompozit tomes elkészitése
az amalgamhoz képest technika szenzitivebb [44]. Kevés hosszu tavu dsszehasonlito
vizsgalat all rendelkezésre a kompozit tomesek tartossagarol mas tomoéanyagokkal
0sszehasonlitva, amelyet sok tényezd befolyasol. A nemzetkdzi irodalomban tébb
kdzlemény tdmasztja ald, hogy az amalgdmtomések tartdsabbak (atlagos élettartamuk 6-
16 év), mint a miigyanta (rezin) alapld kompozit tdmések (5-7 év) [45, 46]. Ezzel
szemben Opdam és mtsai, Palotie és mtsai az 6rléfogakba készitett kompozit tomesek
esetén az amalgamhoz hasonld sikerességet figyelt meg. Ez valdszinileg az Gjabb
kompozit tombanyagok megjelenésének és a fejlesztéseknek koszonhetd, mivel a
mechanikai tulajdonsagaik jelent6sen javultak [6, 47, 48]. A Cochrane adatbazisaban
Rasines Alcaraz és mtsai metaanalizise 3265 kompozit témest és 1935 amalgamtomést
hasonlitott ©6ssze marado Orl6fogak esetén 10 kozlemény alapjan. A szerzok
hangstlyozzak, hogy a kompozitok esetén tobb hiba fordul eld, és magasabb a riziko a
szekunder caries el6fordulasara, mint az amalgamtomések esetében, azonban ezek az
eredmenyek alacsony evidencigjuak. A szerzok nem talaltak elegendd bizonyitékot az
amalgam és a kompozit tomések kapcsan felmeriilé karos hatasok bizonyitasara sem (pl.
a kivéalasztast befolyasold, neurodegenerativ hatas stb.). Tobb hossz( tava kovetéses
vizsgalatra van szikség a legmodernebb fejlesztési kompozitokkal €s a legUjabb
technikakkal, miiszerekkel, hogy az eredmények megfelel6 evidencian alapulhassanak
[49]. Lempel és mtsai 10 éves kdvetéses vizsgalat soran hasonlitottak 6ssze Il. osztalyl
kavitasba késziilt, négyféle mikrohibrid kompozitot. Mind a négyféle mikrohibrid témés
elfogadhato klinikai tartdssagot mutatott a tiz eves kdvetési periédusban, ahol a tulélesi
rata > 97.8% volt. A kompozit tdmések hibainak hatterében leggyakrabban a szekunder

caries és a torés allt [50].
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Az elmult id6szakban az 6rléfogakba késziilé nagyméretii, rezin alapl kompozit
tomések elkeszitési technikajanak egyszeriisitése és felgyorsitasa érdekében ,,bulk-fill”
kompozitokat allitottak el6 a gyartok az iniciator rendszer optimalizaciojaval illetve a
toltdanyag Osszetétel (nagyobb méretli fillerek vagy transzlucens fillerek)
megvaltoztatasaval. Ezek az anyagok akar egy rétegben aplikalhatok az Uregbe, és egy
Iépésben megvilagithatok. Hasznalatukkal id6t lehet sporolni a témes elkészitése soran,
azonban a biokompatibilitdsuk, a mechanikai és az esztétikai tulajdonsagaik nem jobbak
a hagyomanyosan toméritheté kompozitoknal es élettartamuk sem olyan hosszu, mint

az amalgamoké [51, 52].

1.4.1 A kompozitok anyagtani 6sszetétele

A kompozitok rezin bazisu restaurativ anyagok, amelyek a fogaszatban nélkildzhetetlen
szerepet jatszanak a fog keményszoveteinek funkciondlis ¢és ¢élethii esztétikai
helyreallitdsdban [8]. A 60’-as években vald megjelenésiik Ota jelent6s fejlodésen
mentek keresztll, azonban a mai napig nem megoldott a polimerizaciojuk, aminek
kdvetkezménye a mechanikai és kémiai degradacié, ami az anyag Osszetételében
keresendd. 1962-ben Rafael Bowen fejlesztette ki a hidroféb dimetakrilat monomert, az
A-glicidil dimetakrilatot (Bis-GMA), amely meghatéroz6 alkotéeleme a rezin bazisu
restaurativ anyagoknak [52]. A rezin bazisu esztétikus toméanyagok harom k61onbozo
alkotoelembdl allnak: szerves matrix fazisbol, szervetlen anorganikus diszperz fazisbol
(toltelékanyagbol) és kapcsold fazisbdl, ami a matrixot a tdltelékanyaghoz kapcsolja
(szilan fazis). Az iniciator-akkcelerator rendszer szintén fontos eleme a kompozitoknak,

mivel ez inditja be a polimerizaciot [53, 54].

1.4.1.1 Szerves matrix

A fogaszatban széleskoriien alkalmazott rezin monomerek elegye (Bis-GMA,
TEGDMA, HEMA (hidroxietil-metakrilat), UDMA) jé mechanikai tulajdonsagokat,
gyors polimerizaciot, konnyli kezelhetéséget és a zomanchoz valo rogzilest tesz
lehetévé az esztétikus tomobanyagokban, a bondrenszerekben €s a rogzité cementekben

[55]. Ezek a molekulak reaktiv kettoskotéssel rendelkeznek mindkét végiikon. A
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polimerizacio sordn a monomer alegységekbdl keresztkotéseket tartalmazo térhalos
polimerhélozat alakul ki, ami a fotoiniciatorokat tartalmazé esztétikus tdmdanyagok
esetében fény hatasara (468 nm hulldmhosszon) kdvetkezik be [56, 57]. Az elkészilt
kompozit tdmésekben maradd, nem reagalt monomerek csokkenthetik az anyagok
Klinikai tartdssagat, oxidacio és hidrolitikus lebomlasuk révén a tomések elszinez6dését
és kopasat fokozhatjak. A folyamatos anyagfejlesztés kdvetkeztében egyre javulnak a
kompozitok tulajdonsagai, azonban elengedhetetlentil fontos az adott gyartd leirasanak
megfeleléen a polimerizalasi idé betartasa [54, 57-60]. A polimerekbdl felszabaduld
anyagok (pl. adalék anyagok, monomerek, lebomlasi termékek) irritalhatjdk a
lagyszovetet, bakterium akkumul&ciot és allergias reakciot okozhatnak [61]. Geurtsen
részletesen tanulmanyozta a fogaszati rezin molekulak kioldodasat és a nehanyuk altal
okozott in vitro citotoxikus, genotoxikus, mutagén és dsztrogénszerii hatasokat illetve a

fogbéliregre, a foginyre és az oralis mukozara vald mellékhatasokat [53].

A korabban alkalmazott kompozitok metakrilat bazistak voltak, amelyek szilikatokat és
Uveggdmbdcskéket tartalmaztak. Az esztétikus restaurativ anyagokban eléforduld egyik
leggyakoribb monomer a Bis-GMA, amely nagy molekulatomegii (molekularis tomeg
(MW) = 512 g) nagyon reaktiv és erésen viszkozus vegyulet. A magas viszkozitas miatt
alacsony konverzios mértéket (degree of conversion = DC) eredményez a monomer
jelenléte a molekula csokkent diffuzids képessége miatt [62] (1. &bra). A Bis-GMA a
hozzaadott toltelékanyag mennyiségét is befolyasolja ezaltal [55]. A témdbanyagokban
levé monomerek polimerizacios aranyat a DC értékikkel jellemezhetjik, amely a rezin
monomerek alifas, telitetlen kettds kotéseinek telitett kotésse vald atalakulasanak %-os
aranyat mutatja meg. Ez az érték a felhasznalt kompozittol fiiggben valtozhat 35-77%-ig
és befolyasolhatja az anyag biokompatibilitasat, tovabba a mechanikai és esztétikai
tulajdonsagait [63]. A fejlesztéseknek kdszonhetben a piacon jelenleg mar szamos, nem-
biszfenol A metakrilat bazisi kompozit is elérheté a fogaszatban [63], amelyre nem

térek ki részletesen a disszertacidban.
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1. abra: A Bis-GMA szerkezeti képlete (forrés: https://www.google.hu/search?q=Bis-
GMA&rIz=1C1GGRV_enHU751HU751&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahU
KEwjfpYuNm_zdAhXOI1LAKHZAOCXEQ_AUIDigB&biw=1920&bih=938#imgrc=vS
W5gYNWWeffFM (accessed: 2018.10.10.)

A viszkozitas csokkentése céljabol alacsony molekulasulyd, higitd komonomert,
TEGDMA-t (2. abra) (MW = 286 @) is adnak az esztétikus toméanyagokhoz. A
TEGDMA eldfordulasi gyakorisdga a kompozitokban, a rezin bézisu iivegionomer
cementekben és a bond rendszerekben magas, 25-50%. [10, 64]. A TEGDMA
amfipatikus molekula (2. &bra), amely alacsony viszkozitdsa miatt pozitivan
befolyésolja az anyag szerkezetét és lehet6vé teszi a tltéanyag koncentracio novelését
[8, 10]. Nagyobb mennyiségben nemkivanatos tulajdonsaga a polimerizacios
zsugorodas fokozasa, amelynek kdvetkezménye a témes élettartamanak csokkenése [54,
65]. A Bis- GMA polimerizacids zsugorodasaval (5.2%) 6sszehasonlitva, a TEGDMA
12.5%-o0s térfogat zsugorodassal bir [66].

CHj

(@)
@)

CHg

2.4bra: A TEGDMA szerkezeti képlete
(forras:https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/261548?lang=hu&region
=HU (accessed: 2018.10.10.)
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Az elmult id6szakban a monomer alternativak fejlesztése a polimerizaciés zsugorodas
és a polimerizacids stressz csokkentését célozta meg, amely a széli résképzodést

okozhatja a bondozott felszineken [52].

1.4.1.2 Anorganikus toltelék fazis

A fogéaszati rezin alaptt kompozit szervetlen tdltdanyagokbdl 4ll, amelyek
nagymértékben befolyasoljak az esztétikus tomobanyagok mechanikai tulajdonsagit: a
keménységet, a hajlitdszilardsagot, az abrazios ellendllast, a polirozhatosagot, de
jelentés hatassal vannak a tombanyag esztétikai tulajdonsagaira (refrakcios
tulajdonsagok) és a polimerizaciés zsugorodasra is. A fillerek mennyisége és
tulajdonsdgai fontos meghataroz6i a tomdanyag esztétikai, fizikai ¢és kémiai
koszonhet6. A kisebb toltéanyag méret példaul jobb polirozhatsagot és kopasallésagot
biztosit. A leggyakrabban alkalmazott fillerek a kvarc, a szilikon-dioxid, a borszilikat, a
litium-aluminium-szilikat [54]. Sugarelnyelé képességiik miatt (a barium, stroncium,
cirkonium tartalom) a rontgenfelvételeken jol kontrollalhaté a restauraciok szeéli
zar0dasa, ami lehetévé teszi a szekunder caries felismerését a klinikailag nem
vizsgéalhatd felszineken. A kompozitok csoportositdsa torténhet a monomerbazis
alapjan, a toltdanyag részecskemérete szerint (konvencionalis t6ltdanyagok,
mikrot6ltdanyagok, nanofillerek, mikrot6ltdanyag komplexek), a t6ltdanyag eloszlasa
szerint (homogén, inhomogén, hibrid, mikrohibrid, nanohibrid kompozitok stb.) és a
konzisztencidjuk alapjan [67, 68]. A terjedelmi Kkorlatok miatt nem targyalom

részletesen ezeket a csoportositasokat.

1.4.1.3 Kapcsoldé molekula, iniciator rendszerek, polimerizéacio

A kapcsolé molekula (szilan) alkalmazasa a szerves rezin matrix és a szervetlen
toltdanyag részecskék egymashoz vald kapcsolodasat teszi lehetové [54]. Az epoxi-,
vinil- és metilszilanok a fillerek és a rezin molekuldk kozott a fellleti fesziiltség
csokkentésével teremtik meg a kapcsolatot. A kompozitok tovabbi komponensei az
iniciator-akcelerator rendszerek. Az iniciator rendszerek inditjak be a polimerizacios

folyamatot, amely szabadgyok képzdédéssel kezdddik. A fényrekotd rendszereknél egy
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468 nm hullamhosszlsagu fényforras hatasara indul el a reakcié a fotoiniciatorok
(kdmforkinonok-CQ) segitségével [69]. Egy bizonyos koncentracidig az iniciatorok
aranyanak ndvelésével javitani lehet a szabadgyok képzoédést és a tomések mechanikai
tulajdonsagait, azonban a molekula sargas szine befolyasolhatja a tomések szinét [70].
A polimerizacio kezdetén a fotoiniciator molekulak felbomlanak, mikdzben a keletkez6
szabadgyokok felszakitva a monomer molekuldk kettdskotéseit aktivaljak azokat,
amelyek a tobbi monomer kettdskotéseit szakitjak fel a lancreakcido sorozatban. A
polimerizacios fazisban keresztkotések és lanc eldgazodasok alakulnak ki. A folyamat
sorén térhalos polimer keletkezik, aminek kovetkeztében csdkken a molekuldk kozti
tavolsag és ez zsugorodashoz vezet. Ennek hatasara bels6 fesziilés €s stressz alakulhat
ki az anyagban az Uregbe valé adheziv rogzités sordn [68, 71]. A zsugorodas
kovetkeztében kialakukd stressz szorosan 6sszefligg a kompozitok fogszdvethez vald
ragasztasaval. Ez deformaciot, széli résképzodést és mikrorepedéseket okozhat a
restaurdciokban. A fényhatés kovetkeztében kialakulé polmerizal6das még folytatddik
a kés6bbiekben, maximum 24 6raig a sotétben is [72]. A kompozitok még tartalmaznak
egyeb adalékanyagokat is, mint példaul: ko-iniciator, inhibitor, pigmentek, stabilizator
stb.

1.4.2 A polimerizacios zsugorodas

A kompozit restaurdtumok készitésénél a legnagyobb probléméat a polimerizacios
zsugorodads okozza, melynek eléfordulasi aranya 2-6% a konvencionalis metakrilat
alapl kompozitok esetén [73, 74], mig az (j tipusu nem-biszfenol A metakrilat
alaplaknal az érték lehet kisebb [52, 54]. A polimerizaciot szamos tényezd befolyasolja
mint pl.: a megvilagitasi id6, a fény intenzitdsa, a tdmdanyag szine és rétegvastagsaga, a
levegd oxigénje és nem utolsé sorban a monomer tulajdonsagai, amely tényzdékre nem
térek ki dolgozatomban [8, 75]. Davidson és de Gee kiserleteik alapjan megéllapitottak,
hogy a tOméskeszites kezdeti fazisaban a kotés elején a legnagyob a zsugorodas,
ilyenkor az anyag még deformalddasra hajlamos. Ebben a Iépésben csak a lancformak
alakulnak ki, ahol a molekuldk még elmozdulhatnak, majd egy késébbi fazisban az

anyag megkeményedik, csokken a kontrakcioja, a deforméalodasra vald hajlama és a
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zsugorodas [76]. A polimerizacié azonban sosem tokéletes és mindig maradhatnak
telitetlen rezidualis monomerek, amelyeknek a felszabadulasa és kioldddasa a tomés

elkészitése utan is jellemz0 a biodegradacio és az er6zi6 kapcsan.

1.4.3 A kompozitok biokompatibilitasa, a polimerizacios zsugorodas és a
biodegradacio egyes kdvetkezményei

A fogészati anyagok biokompatibilitisa az utébbi évtizedekben egyre nagyobb
érdeklddést keltett a nemzetkozi irodalomban [77]. A biokompatibilitas azt jelenti, hogy
a gazdaszervezetbe épitett bioanyag hosszutavon funkcidstabil és megérzi az eredeti
tulajdonsagait a hasznalat soran, tovdbba megmutatja, milyen hatast gyakorol a

szervezet szOveteire funckcio kozben [78].

Ahogy azt korabban az amalgdmok kivezetése fejezetben (1.2) emlitettem, napjainkban
a kompozitok egyre nagyobb szerephez jutnak a fogaszatban. A kompozitok elmult
idészakban valo jelentds fejlodése ellenére megkérddjelezhetd a biokompatibilitasuk,
amelynek oka az elégtelen polimerizacié mellett a hosszutava kémiai és biologiai
degradacidjuk [7]. A polimerizécids zsugorodas, a kioldédé metakrilat monomerek
(TEGDMA, UDMA, HEMA, Bis-GMA stb.) és a kompozitok degradacioja (kémiai,
mechanikai, enzimatikus, fényhatasra és hohatasra kialakuld) felelések a f6 klinikai
hatranyokeért, mint a fog és a tomés hataran kialakuld6 mikcroleakage kdvetkeztében
jelentkez6 locus minoris resistanciae [66]. A monomerek els6sorban az inkomplett
polimerizacio soran szabadulnak fel [7, 79, 80], azonban monomer kioldddas fordulhat
el6 a degradacio és az er6zi6 soran is, amely a témés egesz élettartama alatt jelentkezik
[53, 79, 81, 82]. A polimerizacidos zsugorodas lehet a f6 oka a posztoperativ
fajdalomnak, a mikrorepedéseknek, a csticsok letdrésnek, a restauréacio és a fog felszine
kozott kialakuld mikro résnek, ami kedvez a szekunder caries kialakulasanak [57, 83-
85]. A Kkoleszterin-észterdz és a pszeudo-kolinészterdz képesek lebontani a kompozit
tombanyagok monomer alkotorészeit, amelyek ezutdn metakril molekuldk
felszabadulasat eredményezhetik [80, 86]. A polimerek degradaciés mechanizmusait
tobb kozlemeény targyalja [80, 82, 87], melyet nem részletezek a terjedelmi korlatok

miatt. Kivételt képez a biszfenol A (BPA) rovid targyalasa, amit fontosnak tartok, mivel
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az egyik legnagyobb mennnyiségben gyartott vegyilet a vilagon [88] és a kompozitok
biodegradacija sordn is felszabadulhat. A biszfenol-A-etoxilat-dimetakrilatot
(BisDMA) tartalmaz6 rezin bazisi kompozitokbdl (ami altalaban a barazdazard
anyagokban fordul el6) [89-92] a hirdrolitikus és enzimatikus folyamatok hatasara BPA
és metakrilsav oldodik ki a nyalba [92]. Ez jellemz6en a tomések elkészitését kovetd 24
oOraban torténik , majd ezutan kis mennyisegben folyamatosan szabadulhat még fel [92].
Az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (EFSA) 2015-ben meghatarozta azt a kritikus
ideiglenes BPA felszabadulas hatarértéket a szajlregben (4ug/testsuly kg/nap), amely a
vesében elvaltozasokat okozhat [93]. Az Uj és Ujonnan Azonositott Egészségiigyi
Kockézatok Tudoméanyos Bizottsadga (Scientific Committe on Emerging and Newly
Identified Health Risks (SCENIHR) ,,A bisphenol A biztonsagossdga az orvosi
eszk6zokben” cimii Osszefoglaldjaban (2015) leirja, hogy a fogaszati anyagokbol
hosszutavon felszabadul6 BPA mennyisége alatta van a toleralhaté értéknek és
elhanyagolhat6 egészségligyi mellékhatasokkal jar (EFSA) [93].

A szajiiregi flora savtermeld baktériumai altal termelt sav oldja a fog keményszoveteit
és gyengiti a kompozit toméseket. A Kkariogen bakteridlis adhézio és a biofilm
akkumulacié a tdmodanyagok felszinén szoros Osszefiiggésben all a szekunder caries
kialakuldsaval [94]. A legnagyobb aranyt dentalis plakk képzédés a kompozit tomések
felszinén jellemzé Osszehasonlitva az amalgam- és az (vegionomer restauracidkkal
[95]. A rezin bazisu kompozitok metakrilat polimer Osszetétele lehet6vé teszi a nyal
proteinek tapadasat es a baktériumok kolonizalddasat supra- és subgingivalisan is, ezért
eldsegitheti az inygyulladast és a bakterialis plakk lokalis felhalmozodasat [96]. A
kompozitokbol  felszabadul6 -BisGMA és a TEGDMA- bomlastermékei
biofilm képzodését [97]. A biofilm keletkezése sordn a cariogén baktériumok okozta
savtermelés megvaltoztathatja a kompozit felszinét, pordzusabba és érdesebbé téve

tovabb fokozhatja a baktériumok tapadasét és retencidjat [98].

Ramezani eés mtsai in vivo kimutattdk, hogy az amalgam és a kompozit restauraciok
esetén megnovekedik a nyélban a total antioxidans kapacitas (TAC) (a nyal egyik
diagnosztikus biomarkere a total antioxidans kapacitas) szintje, mivel az esztétikus

tomésekbdl kioldodott rezin molekuldk ill. az amalgamtomésekbdl kioldoddé Hg
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hatasara fokozddik az oxidativ stressz a szdjlregben. A kompozitok esetében a
megnovekedett oxidativ stressz kévetkeztében a nyal Ca?* ion szintje is kifejezettebben
csokken, mint az amalgdmoknal. Ez veszelyeztetheti a fog keményszdveteinek
remineralizacidjat a demineralizacios fazist kovetéen. Ezért a fogorvosoknak fel kell
hivnia a paciensek figyelmét, hogy nagyobb hangsilyt fektessenek a szajhigiénére a
tomes elkészilése utan [99].

Mivel a kompozitok sok kiilonb6z6 alkotoelembdl allnak, ezért nagyon nehéz megitélni
a toxicitasukat, amelyet az irodalomban in vitro korilmenyek kozott gingivalis
fibroblasztokon vizsgéaltak a legtébb esetben. A monomerek és a kompozitok szamos
OsszetevlOje esetén is felmeriil az allergia szerepe a karos hatdsok hatterében. A szabad
monomerek el6fordulasa az emberi szervezetben elenyészd koncentracioju és
valésziniileg nem mutathatd ki szisztémas karos hatés az allergiatol eltekintve [9]. A
monomerek citotoxicitdsat és genotoxicitdsat az elmult évtizedekben Kiterjedten
tanulmanyoztak. A legtobb tanulmany a rezin OsszetevOknek a sejtek alapvetd
funkcidira vald hatésat vizsgalta: pl. a sejtproliferaciot, az enzimaktivitasok gatlasat, a
sejtmembran integritasat, a sejt metabolizmuséat (DNA-, RNA- és a fehérje szintézist), a
sejt életképességét, a genotoxicitast és az Osztrogénszerii hatasokat stb [87]. Ezeket a
hatasokat mar Geurtsen — [81] és Schweikl és mtsai [100] részletesen 6sszefoglaltak. A
legtbb tanulmanyban a monomerek toxikus hatasait sejtkultiradkon vizsgalték, ahol a
monomerekre nézve a citotoxicitas sorrendje a kovetkez6 volt: BisGMA > UDMA >

TEGDMA > HEMA [53, 87].

A fogaszati anyagok kapcsan végzett biokompatibilitasra iranyuld kutatasok szama
napjainkban egyre n6, amelyek a leggyakrabban in vitro citotoxicitast és genotoxicitast
vizsgaldo mddszerek. A téma relevans; egyre fokozodik az érdeklddés az irodalmi adatok

kapcsan nemcsak a kutatokban, hanem a fogorvosok korében is.

1.4.4 A TEGDMA rezin monomer hatasai

A preventiv- és a konzervalo fogaszatban, tovabba a fogpotlasok ill. fogszabalyozo

késziilékek rogzitésekor a ragasztd cementekben is eléfordulva nagy jelentdséggel
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birnak a rezin monomerek. Az inkomplett polimerizacionak kdszonhetden rezidudlis
monomerek (TEGDMA, HEMA) szabadulnak fel milimolaris mennyiségben a pulpaban
és a nyalban, amelyek kapcsolatba Iéphetnek a szajiiregi szovetekkel és bekerilhetnek a
gasztrointesztinalis rendszerbe [7, 101]. A szajiiregben még a megfeleld polimerizalasi
idot is betartva hosszu ideig jelen lehetnek a monomerek. Lipofil szerkezetiknek
koszonhetéen konnyen penetralhatnak a sejtmembranon keresztil. Az elégtelen
polimerizalddast kovetd monomer Kioldodas mellett, a nyal hidrolitikus enzimei és a
savas kornyezet hdnapokkal és évekkel késébb is tovabbi monomer felszabadulast
okozhat a tomésekbél. A monomerek a dentinen keresztll befolyasolhatjdk a pulpa
sejtek mitkodését [11-13, 100, 102].

A TEGDMA amfifil jellegli molekula, amely a legnagyobb arany( kioldddéassal
rendelkezik a rezin monomerek kozott [10-13]. A dentin vastagsagatol és a
polimerizal6das mindségétdl fliggden a TEGDMA akar a 4mM-t is elérheti a nyalban és
a pulpédban [102-104]. A Klinikailag manifesztalodo kontakt allergiaktol eltekintve a
monomerek szisztémas, vérben valo jelenléte az elobb emlitetteknél nagysagrendekkel
alacsonyabb [7], ezért a TEGDMA hatasara bekovetkezé szisztémas mellékhatadsok
valoszintileg elhanyagolhatok [12]. A monomerek kozil a HEMA, a Bis-GMA, a BPA
és a TEGDMA metakrilat molekuldk valthatnak ki allergias reakcidkat, amelyek
kontakt dermatitis és stomatitis formajaban manifesztalédhatnak. Ez a jelenség
gyakrabban fordul eld a fogorvosok és a fogaszati asszisztensek, fogtechnikusok
esetében, mint a péacienseknél [61, 105, 106]. Ashan felhivja kdzleményében a
figyelmet a fogaszati kompozitok és a rezin bondok okozta tulérzékenység kockazatara,
ahol a monomerek felszabaduldsat csokkenteni lehet a rendelében a megfeleld
elszivassal, a paciensek esetében kofferdam izolalassal és megfeleld kompozit rétegzési
technikaval; a fogaszatban dolgozoknak pedig megfelel6 védéfelszerelés biztositasaval.
Ezenkiviul fontos a fogaszati rendel6i szell6zés biztositasa és az anyagok biztonsagos

tarolasa, amely segitségével korlatozhat6 a monomer expozicio [61].

A szajiregben a TEGDMA ¢és a HEMA kiilonb6z6 sejtfunkciokat és a sejtek
életképessegét befolyasolja [9, 100, 107, 108]. A TEGDMA befolyasolhatja a sejtek
metabolikus allapotat, DNS karosodast, nekrdzist és apoptozist okozhat [14, 109].

Koréabban arr6l szdmoltak be, hogy a TEGDMA a sejtekben stressz valaszt indithat el,
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fokozza a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) képzését és az eukaridta sejtekben
glutation (GSH) depléciot okozhat in vitro [100, 110, 111]. A TEGDMA genotoxikus
[15] [21] és mutagén hatasai valdsziniileg a ROS képzés okozta DNS-karosodasok
kdvetkezmeényei, mivel a toxikus hatasok eliminalhatéak voltak szamos kisérletben
antioxidansok jelenlétében [9, 112-115]. A TEGDMA mar szubtoxikus
koncentraciokban is genotoxicitast okoz [87]. Schweikl és mtsai a mikronukleuszok
szamanak dozisfiiggd novekedését figyelttk meg TEGDMA, HEMA kezelés
kovetkeztében [116]. Eckhardt és mtsai leirtak, hogy a TEGDMA oxidativ DNS
karosodast okozhat, amit a 8-oxoguanin keletkezése jelez (1. tblazat). Eredmenyeik
alapjan az ERK1 / 2-es MAP-kinazok és a p38 és a JNK stressz kindzok aktivitasa
kozotti egyensuly valosziniileg kozponti tényezo a sejthalal és a tulélés szabalyozasaban
a TEGDMA-val kezelt sejttenyészetekben [15]. Kimutattdk, hogy a TEGDMA
apoptézist [117, 118] vagy nekrotikus sejthaléalt [118-121] is okozhat, az alkalmazott
koncentraciotol fiiggben (1. tAblazat). Szamos tanulmany bizonyitja, hogy a monomer
okozta apoptozis a ROS képzés okozta oxidativ stresszel van dsszefuiggésben [111, 122,
123]. Az eddigi eredmények alatamasztjak, hogy az antioxidansok jelenléte (pl. NAC,
aszkorbinsav, A és E vitamin (Trolox) stb.) csokkenti a TEGDMA okozta citotoxikus
hatast [111, 115, 124, 125]. Mindezek az eredmények a ROS kdzponti szerepét
feltételezik a TEGDMA citotoxicitdsdnak és genotoxicitdsdnak hatterében és a
sejthalalahoz vezetd tUtvonalak kivaltasaban [100]. A TEGDMA mar alacsony
koncentracioban specifikus odontoblast funkciokat gatol (pl. alkalikus-foszfataz
aktivitast, métrix mineralizaciés kapacitast, Ca®* lerakddast) [108]. A kisérletek azt
mutattdk, hogy a TEGDMA nagyon alacsony koncentraciokban képes befolyésolni a
fogbél eredetii fibroblasztok élettani differencialodési folyamatat odontoblasztokka és
hatassal van a normal mineralizacios folyamatukra [107]. A TEGDMA toxikus hatasait
osszefoglalo tablazattal szemléltetem munkamban, amely a teljesség igénye nélkil
mutatja be és csoportositja a toxikus hatasokat (1. tablazat), figyelembe véve a

legfontosabb hatasmechanizmusokat.
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1. tablazat: A TEGDMA toxikus hatasai
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Ezek a nemzetkdzi eredmények felvetik egy olyan kozds mechanizmus és taldn olyan
molekularis célpont lehetdségét a TEGDMA citotoxikus hatasanak hatterében, amely
felelOs lehet a leirt celluléris hatasokért. Az irodalomban e jelenség mégott meghuzodo
mechanizmusok azonban még kevéssé ismertek. A kozelmultban Yeh CC és
munkatarsai leirtdk a NADPH oxidadz 4 (NOX 4) szerepét a TEGDMA-indukalta
apoptdzis és ROS termelés hatterében [132]. Lefeuvre M és munkatérsai korabban
mitokondrialis membranpotencial csokkenést és fokozott ROS-képz6dést tapasztaltak a
TEGDMA adasat kdvetéen gingiva fibroblasztokon [128]. A mitokondrium karosodasa
jelentésen befolyasolhatja a sejtek életképességét, mivel a csokkent ATP szint
nekrotikus sejthalalhoz vezethet. A mitokondrialis karosodas emelheti a ROS szintjét,

ami a DNS-karosodashoz vezet és apoptdzist okozhat [133].

Tekintettel arra, hogy az apoptézisban, a sejtek életképességének meghatarozasaban, a
ROS képzésben és eliminalasban a mitokondriumoknak nagyon fontos szereplik van,
logikusnak latszik, hogy a TEGDMA toxicitdsdban mitokondrialis célpontokat
keressunk. Figyelembe véve, hogy a mitokondridlis ké&rosodas lehet primer vagy
szekunder, és ez a kilonbség nem mindig egyértelmilen vizsgalhatd sejtes
rendszerekben, ezért izolalt mitokondriumokat valasztottunk a vizsgalataink
kdzéppontjdba. Feltételezesink szerint a TEGDMA legtobb toxikus hatasa a
kedvezétlen bioenergetikai paraméterekre és a ROS-termelés fokozodasra vezethetd
vissza. Valdszini, hogy a mitokondrialis diszfunkciok felel6sek a nekrotikus [134, 135]
vagy apoptotikus sejthalalért [136]. Az alacsony koncentracioju komplex | (Cl) gatlok
altalaban  apoptézist indukalnak, mig ugyanazok a vegylletek magasabb

koncentracidban nekrotikus sejthalélt okozhatnak [137].

A mitokondriumok szerepe a sejt ROS termelésében jol ismert [138]. Kiilonb6z6
mechanizmusok és molekularis célpontok feleldsek a mitokondriumok fokozott ROS
képzéséért [139, 140]. Kutatasaink sordn a TEGDMA alacsony, milimolos
koncentracioit alkalmaztuk az izolalt agyi mitokondriumokon, és a mitokondriumok
legfontosabb bioenergetikai funkcidit a mitokondrialis H,O, homeosztazis (H2O;
termelés es eliminacid) merésével parhuzamosan értékeltiik. Feltételezésiink szerint a
mitokondrialis légzési lancban a CI gatlasa felelés a TEGDMA legtobb citotoxikus

hataséért.
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1.45 A kompozitok fejlesztése

A kompozitokat 40 éve alkalmazzék a fogaszatban, ennek kdszdnhetéen kevesebb
irodalmi adat all rendelkezésre a hosszUtavu utankdvetéses vizsgélatokbdl illetve a
mellékhatasokat figyelembe véve, mint az amalgamrol. A legtébb beszamolo in vitro
kutatasi eredményeket mutat be a kompozitok biologiai hatasairol (Id. 1.4.3, 1.4.4
alfejezetek), ezért tobb in vivo kovetéses vizsgalat és a tomOanyagok tovabbi fejlesztése
szikséges. Opdam és mtsai olyan 0Osszehasonlitd tanulméanyokat eés kovetéses
vizsgélatokat javasol, amelyek 2-3 évnél hosszabb utankdvetéssel rendelkeznek, mivel a
szekunder fogszuvasodas el6forduldsa, ami a restauraciok sikertelenségének legfébb
oka, leginkabb ennyi id6 elteltével okoz problémat [141]. A klinikai vizsgalatok
kovetéseben fontos szerephez juthatnak az intraoralis digitalis lenyomatot készitd
szkennel6fejek, amelyek a restaurdciokrol és a kornyez6 fog- és lagyszovetekrdl
felvételt készitve lehetévé teszik az objektiv mindségi kovetéses vizsgalatokat tobb

fliggetlen kutatd bevonasaval [141].

Jelenleg nem létezik a fogaszatban tokéletes anyag az amalgam helyettesitésére. A
kompozitok fejlesztését szdmos tényez6 hatirozza meg napjainkban. A rezin alapu
esztétikus tomdanyagok tovabbi fejlesztései jelenleg a miigyanta formula fejlesztését, a
tomOanyag iddallosagat, a kotésidd redukalasat, a magasabb foka polimerizécid
eléresét, a BPA és a tobbi rezin monomer felszabadulasanak kikuszobolését es a
fogszovetek gydgyitdbmechanizmusat tamogatd hatast célozzak meg [142]. Az (j
bioaktiv anyagok fejlesztése koziil a legfontosabbak a bakteridlis biofilm képzddésének
gatlasat, a zomanc és dentin remineralizaciojat, a pulpaszovet, a csont- és lagyszovetek
regeneraciojat segithetik el6 [141]. Zhang és mtsai eldszor mutattak ki vizsgalataikban
egy Uj fehérje taszit6 kompozitot (2-metakriloxietil-foszforilkolint — MPC), amely
csokkenti a szajliregi biofilm képzddését, ezért igéretesnek bizonyulhat a savtermelés
csokkentésében. Az anyag tovabbi alkalmazasaval valdsziniileg kevesebb szekunder
fogszuvasodas fordul majd el a jovében és a subgingivalis széli zarodasi tdmesek
esetén a kevesebb dentalis plakk jelenléte miatt kevesebb gingivitis alakul ki. Ehhez

azonban meg tovabbi kovetéses vizsgalatok eredményei szikségesek [143].

28



DOI:10.14753/SE.2019.2282

Schmalz és mtsai 6sszefoglald kozleményikben felhivjék a figyelmet a fogaszatban —a
fogészati kezelés és fogtechnikai laborfolyamatok sorén felszabadulo- 1 és 100 nm
kdzotti nanorészecskék lehetséges mellékhatasaira is, amelynek célszerve a tiid6. Ezzel
kapcsolatban tébb kutatdsra hivjak fel a figyelmet els6sorban a célzott beteg
csoportokban [144].

1.5 Bioenergetika

15.1 A mitokondrium felépitése és miikodése

A mitokodriumok kiils6 és belsd membrannal hatarolt sejtalkotok, amelyek mozgasra és
osztodasra képesek. A mitokondriumok a sejtek energiatermelésében jatszanak f6
szerepet, mikézben miikodésiik hozzajarul a sejtes stresszvalasz kialakuldsahoz,
autofagocitozist és apoptdzist indithatnak be. A mitokondriumok a sejtekben dinamikus,
0sszekapcsolt halozatot alkothatnak, és a tobbi sejtalkotdval szoros kapcsolatban allnak.
Nem meglep6 tehat, hogy a mitokondrialis diszfunkcio kulcsfontossagu szerepet jatszik
szamos betegség patomechanizmusaban, beleértve a neurodegenerativ korképeket és az
anyagcserezavarokat is [145], amelyre nem térek ki dolgozatomban, mert nem

kapcsolddik a ttmamhoz.

A mitokondriumok kiilsé membranja fele-fele aranyban fehérjékbdl €s lipidekbdl épiil
fel és permedbilis az intermedier anyagcsere szamos termékére. A metabolitok
feltételezhetOen szabad diffiizioval juthatnak 4t a porin fehérje nagy atmérdjli csatornain
keresztiil a citoplazmabol a mitokondrium belsé membranjaig. A bels6 membran
szerkezete 75%-ban fehérjékbdl all, amelyen az ionok és a legtobb molekula megfelel
transzporterek segitségével juthat at. A mitokondrialis bels6 membran két oldala kdzott
jelentés ionkoncentracio gradiens és pH-kilonbség jon létre [145]. A belso
membranban helyezkednek el a légzési komplexek (a 1égzési lanc elektronatvivé
rendszere), a kiillonboz6 transzport fehérjék és az ATP-szintdz. A matrixtérben
talalhatok a kiilonboz6 mitokondridlis anyagesere folyamatok enzimei (pl. a citratkor, a

zsirsav oxidacio enzimei).
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A mitokondriumok -a sejtek erémiivei- a lebontd anyagcsere kézpontjai. Bennulk zajlik
a sejtlégzés, és képzodik a protonmotoros erd (pmf) terhére az ATP az oxidativ
foszforilacid soran, amely a sejt energiasziikségletének jelentds részét fedezi. A
mitokondriumban oxidaldédnak a citoplazmaban keletkezett piruvat, a zsirsavak és az
aminosavak, amely folyamatok sordn a termelddott redukalt koenzimeket (NADH,
FADH,) a légzési komplexek oxidaljak, majd az oxidacio soran felszabadult energia
jelentOs része ATP termelésre forditodik. Az igy keletkezett ATP az adenin nukleotid
transzlokazon keresztiil a citoplazmédba jut, ahol a kiilonb6zé enzimrendszerek

hasznaljék fel energiaigényes folyamatokhoz [145-147].

A szervezetbe bevitt tdpanyagok (szénhidratok, fehérjék, zsirok) biztositjak az energiat
a kiillonbozé élettani folyamatokhoz. A glikéz - mikdzben 2 ADP molekula
foszforilalodik ATP-vé - a citoplazmaban a glikolizis soran piruvétta bomlik. A
folyamat sordn NADH keletkezik. A citoplazméaban keletkezett NADH a malat-
aszpartat ingan ¢és az a-gilerofoszfat-dehidrogenaz (a-GPDH) ingarendszeren kerl be a
mitokondriumba, ahol az oxidativ foszforilacid zajlik. A piruvat bekerll a
mitokondriumba és a piruvat-dehidrogenaz enzimkomplex acetil-koenzim A-va (acetil-
KoA) alakitja at. A zsirsavak mitokondrialis B-oxidacidja soran, amelyet NADH illetve
FADH, képz6dése kisér, szintén acetil-KoA keletkezik. Az acetil-KoA belép a
citratkorbe és atalakul, az acetilcsoportok C atomjai CO,-vé oxidalédnak a
mitokondridlis matrixban. A folyamat soran keletkez6 NADH illetve a FADH,
(redukalo  ekvivalensek) a  mitokondrium bels6 ~membranjaban talalhato
elektrontranszfer lancot taplaljak elektronokkal. A bels6 membranban elhelyezkedd
elektrontranszport lanc négy komplexbdl all (CI-IV), amelyek a novekvo
redoxpotencidljuk sorrendjében helyezkednek el. Ezeket a komplexeket a lipid jellegli
koenzim-Q (vagy ubikinon (UQ)) és a kis molekulatomegii fehérje, a citokrom-c
kapcsolja funkcionalisan 6sssze. Az UQ a belsé membranban, a citokrom-c az
intermembran térben helyezkedik el [147,148]. A légzesi lancot redukalo ekvivalensek
taplaljak elektronokkal. A CI elektron donorja a NADH + H*, amelynek forrasa
elsédlegesen a citratciklus dehidrogendzai: az izocitrat-dehidrogenaz, az a-ketoglutarat-
dehidrogenaz és a malat-dehidrogenaz. Az izolalt mitokondriumok NADH + H*-t
generald 1égzési szubsztratjai a glutamat, a malat, az a-KG és a piruvat. A CI NADH

koté helye a matrix feléli oldalon helyezkedik el, majd az elektronok a Cl-r6l az UQ-ra
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kerllnek. Az UQ az elektronokat a Clll-ra szallitja, ahonnan az elektronok a citokrom-

c-re jutnak el, majd a CIV-re kerllve az oxigén vizzé redukalasaban vesznek részt.

A Cll-ben a FADH; az elektron akceptor, az elektron donor pedig a szukcinat. A belsé
membran kiilsé oldalan talalhaté a-GPDH enzimben is FAD oxidoredukci6 jatszodik le
a-glicerofoszfat 1égzési szubsztrat jelenlétében. A keletkez6 FADH, molekula az
elektronjait vagy a Cll-nek adja &t (oxidalédik), majd az elektronok az UQ-on keresztil
a Clll-ra keriilnek vagy o-GP oxidécidja esetén kozvetlenil a UQ-ra kerlilnek. Ezt
kovetden a fent emlitett uttal megegyezden az elektronok a CIV felé vandorolnak. A
NADH-rol, illetve a FADH,-161 az elektronok a belsé membran 1égzési komplexein
keresztiil, oxidoredukciOk sorozatan keresztiil jutnak el a végsé elektron akceptorra, az
Oz-re, amelynek sordn H,O keletkezik. A glicerin-3-foszfat-dehidrogenézrol is
juthatnak be elektronok az UQ-on Kkeresztil a légzési lancha, amely folyamat a
citoplazmaban keletkez6 NADH transzportjaban jatszik szerepet (FAD-dal mikodo
oxidoreduktaz). = A zsirsav oxidacioban szerepet jatszo acil-KoA-dehidrogenaz
flavoproteinrél az elektronok szintén az UQ-ra KerUlhetnek és igy csatlakoznak a légzési

lanchoz, folytatva Utjukat a CIV felé.

A légzési komplexek az elektrontranszferhez kapcsoltan H*-t pumpalnak ki az
intermembran térbe, amely elektrokémiai gradiens kialakulasahoz vezet [145, 146 ,147].
A Cl és a Clll a NADH + H" oxidéacioja kdzben 4-4 proton kipumpalasat végzi, mig a
Cll nem képes protonok kipumpalasara. A termindlis elektron akceptor az O, a légzési
lancban, amely a CIV-en redukalodik vizzé, mikdzben két protont tavolit el a matrixbdl.
gy egy NADH molekula oxidalodasakor 10 proton, mig a FADH, oxidalodasakor (a

ClI-n) 6 proton kipumpalasa torténik az intermembran térbe.

Az elektron d4ramlds alapvetd szerepet jatszik a mitokondriumok fiziologias
miikodésében. Igy a matrix és az intermembran kozott proton gradiens és elektromos
potencialkilonbség alakul ki, amit elektrokémiai potencialnak (pmf) neveziink. A pmf
terhére ATP szintézis és szdmos ion transzport folyamat (pl. Ca*" P;) torténhet [149,
150]. A mitokondriumok &sszes transzport folyamata - az an. kemiozmotikus elmélet
alapjan - az elektrontranszporthoz kapcsolt a H* gradiens kialakulasanak kdszénhetéen
[149, 150]. A protonok a protoncsatornat tartalmazé ATP-szintazon keresztil jutnak
vissza a matrixba, aminek kovetkeztében csokken a protongradiens és kézben az ADP
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ATP-vé foszforilalodik. Ha a mitokondrium szerkezete és membranja ép, akkor a bels6
membran két oldala kozott kialakulé protongradiens 6sszekapcsolja az oxidaciét és a

foszforilaciot (3. abra).

4H* 4H" 2H"

H+

Intermembran tér
ATP szintaz

Belso
membran
Matrix
acetil-KoA ALk
oxalacetat citrat
QMD&E
malat izocitrat
fumarat alfa-ketoglutarat
Q FAEH; Négﬂdvu' )/

seukcindt | szukcinil-KoA |

ATP ADP+Pi

3. &bra: A kemiozmdtikus elmélet sematikus &braja és a citratkor mikodése. Az ATP
szintézist a mitokondrium bels6é membranjaban elhelyezkedé ATP-szintaz végzi a
protonmotoros erd (pmf) terhére. A pmf-t a 1égzési lancban az elektront szallito legzesi
komplexek redox potencial kiilonbsége generalja, ami proton kKipumpalast tesz lehetové

az CI, Il és IV keresztil a matrixbél az intermembran térbe. Ennek kdvetkeztében
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proton koncentracié kulonbség és pH kilonbség (elektrokémiai potencialkiilonbség)
alakul ki a bels6 membran két oldala kozott. A folyamat kovetkeztében kialakuld
gradiensnek az energidja, a pmf fedezi az ATP-szintaz altal katalizalt reakcidban az
ADP foszforilaciojat ATP-vé. Cyt c: citokrom c, KoA: koenzim A, CI: komplex I, CII:
komplex Il, szukcinat-dehidrogendz, CIlI: komplex III, CIV: komplex 1V, Pi:
anorganikus foszfat. Succ: szukcinat, Q: ubikinon, koenzim Q.

A mitokondriumok fontos szerepet jatszanak még a Ca** homeosztazis szabalyozasaban
[151], illetve az oxidativ stressz kialakulasaért felelés reaktiv oxigénszarmazékok

termelésében is, amelyet a kovetkez0 alfejezetben mutatok be [140, 152].

1.5.2 A reaktiv oxigénszarmazékok

Reaktiv oxigenszarmazekok (reactive oxygen species: ROS) azok a nagy kémiai
reaktivitdssal rendelkezd vegyiiletek, amelyek oxigént tartalmaznak. Legtobbjiik
parositatlan spinii elektronnal rendelkez6 szabadgyok, amely a stabil szerkezetének
eléreséhez elektront von el vagy ad & mas vegylletnek, erélyes oxidaloszernek
szdmitanak. Elsésorban az elektrontranszferhez kotott folyamatokban, mint pl. a
mitokondrialis 1égzési lancban az elektronok egy része a szabalyzott ,,szabalyos”
elektron aramlés iranyabol kikerdl, és spontan reakcioba léphet az oxigénnel. Ennek a
folyamatnak a soran tokéletlentl redukalt oxigénszarmazékok keletkeznek (ROS) [153,
154]. A reaktiv oxigénszarmazékok két nagy csoportra oszthatdk: az oxigén tartalmd
szabadgyokok ill. a nem szabadgyok oxigéntartalmd vegyiletekre, amelyek instabilak,
erosen reaktivak €s sejtkdrosodasokat okozhatnak. In vivo a teljesség igénye nélkiil a
kovetkezd oxigéntartalmu szabadgyOkok keletkeznek: a szuperoxid anion (02" ), a
hidroxilgyok (OH"), a peroxilgyok (RO;"), a hidroperoxilgyok (HO;). A nem
szabadgyokok csoportjaba tartozik a hidrogén-peroxid (H,O;), amely ugyan nem
rendelkezik parositatlan spinti elektronnal, de a ROS mas vegyllettel reakcioba Iépve
szabadgyok keletkezhet beldle [154] .

A reaktiv oxigénszarmazékok nagyfoku reakciokészségik miatt modosithatnak
bioldgiailag fontos molekuldkat, peldaul fehérjéket, lipideket, nukleinsavakat. Az
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aminosavak oxidalédasaval megvaltoztathatjak a fehérjék szerkezetét, aktivalni vagy
inaktivalni képesek transzkripcios faktorokat, membréncsatornakat, enzimeket. A
nukleinsavakkal reakcidba lépve kiilonboz6 modosulasokat okozhatnak; mint példaul
DNS fehérje keresztkotéseket, kettés szala DNS toréseket [147]. A sejten belil tobb
sejtorganellum is termel ROS-t, mint példaul az endoplazmatikus retikulum, a sejtmag,
a peroxiszOma és a mitokondrium, amelyek mind a ROS képzésében, mind az
eliminalasaban is szerepet jatszanak [140]. A mitokondriumok jelentés ROS termeld
forrasok, ahol a ROS az alapanyagcsere melléktermékekent keletkezik és folyamatosan
termelddik, ezért f6 endogén ROS forras. Mikozben az aerob szervezet a miikddése
sordn oxigént hasznal fel, elkerllhetetlen a ROS termelése, mivel az oxigén er6s
elektron felvevd képességgel rendelkezik. Normal koriilmények kozott s
eléfordulhatnak olyan allapotok, amikor az O, redukcidja nem tokeéletes és egy elektron
redukciojaval szuperoxid (O, ) keletkezik, amely akar spontan, akar a mitokondrialis
mangéan-szuperoxid-diszmutéaz és réz-cink-szuperoxid dizmutéz hatésara H,0O,-vé alakul
[154]. A H,0, tovabb alakulhat hidroxilgydkké (OH"), amely a természetben el6forduld
legerdsebb reaktiv vegyiilet [155].

1.5.3 A mitokondriumok ROS képzése és a mitokondriumok szerepe a reaktiv
oxigén szarmazékok képzésében

A mitokondrium fontos szerepe a ROS képzésében mar a hetvenes években felmerdilt,
mivel a mitokondrium hasznalja fel a legtobb O,-t [156]. A mitokondriumban a ROS
szintézis az alapanyagcserével van szoros 6sszefliggésben és annak melléktermékeként
keletkezik [140]. Az endoplazmés retikulum és a peroxiszoma ugyan tobb ROS-t
szintetizal mint a mitokondrium, a mitokondrialis ROS termelés valtozé intenzitasu és
folyamatos, igy az endogén ROS képzés f6 forrasa [140]. A mitokondriumok ROS
képzése szorosan 0sszefligg a citratkdrben torténd oxidacioval és az ATP szintézissel.
Normalis koriilmények kozott a mitokondrium belsd membranjaban a 1égzési lanc
mitkodése eredményeképpen az O, négy elektron felvételével vizzé redukalédik a CIV
kiizremiikodésével. A folyamat soran azonban létre johetnek olyan allapotok, amikor az

O, redukcioja tokeletlen és a ROS keletkezése elkeriilhetetlen [157]. Dominéans reaktiv
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oxigén szarmazék a O, , a OH" és a H,0,, amelyek koziil a OH" a leger6sebben

reaktiv vegyulet, a Fenton-reakcio soran hidroperoxil gyokké (HO,") alakul [158].

Brand és mtsai kozleményiikben 13 ROS termel6 helyet irnak le a mitokondriumban,
amelyek a mitokondrialis matrix illetve az intermembran tér felé iranyitottan képeznek
ROS-t [159]. Munkamban a teljesség igénye nélkiil mutatom be a f6 mitokondrialis
ROS termel6 ¢€s elimindlod rendszer tagjait, amelyek ismerete szorosan kapcsolodik a
vizsgélatainkhoz. Mig a CI és az a-KGDH normal koérulmények kozétt a legfontosabb
ROS termeld, addig a CIII esetében annak gatlasa okoz nagyon magas ROS termelést
[154, 160].

1.5.3.1 Reverziranyu elektron transzport (RET)

A mitokondriumok szerepe a ROS termelésben jelentds, amelynek nagy részét a reverz
elektron transzport (reverse electron transport - RET) adja, ami magas
membranpotencial mellett miikodik, ADP hianyaban, vagy ha az 6sszes ADP ATP-vé
alakult. A FADH,-t general6 légzési szubsztratokrol (Suce és a-GP) az elektronok nagy

része a UQ-n kereszt

ula 1. és a IV. komplexen &t kerill az O,-re, ami a pmf képzéséhez jarul hozza (elére
irdnyulo elektrondram; forward electron transport - FET) (4. abra). Az elektronok
kisebb hanyada visszafelé a Cl-re aramlik az UQ-on keresztiil és a NAD"-t redukalja (4.
abra). Ehhez az energiat a pmf szolgéltaja. Ezt nevezi az irodalom reverz elektron
transzportnak (RET) [161] (4. &bra). A legmagasabb ROS termelést izolalt
mitokondriumban ADP nélkil és szukcinat jelenlétében mutattak ki, amely a RET-hez
kotodott  [162, 163]. Ez utoébbi jelentds ROS képzéssel péarosul, amely
membranpotencial fuggé [164] és energiaigényes, mivel magas Ayn, Szlkséges az
elektronok ellentétes iranya transzportjahoz. A ROS termelés tehat fokozdodik a Ay,
emelkedésével. Mar 10%-os Ayny csokkenés 90%-os ROS termelés csokkenést okoz
[140, 164, 165]. A RET soran termel6d6 ROS-t a ApH is befolyasolja [166]. Tretter és
mtsai a RET-t rotenonnal gatolta vizsgalataiban [167], aminek hatasara a NADH/NAD"
arany nott és fokozodott a ROS termelés NADH-fiiggd szubsztratok esetén.
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FET

H+

Intermembran tér L
ATP szintaz

Matrix ADP + P,

ATP

4. &bra: A légzési lanc és a citratkor felépitése. Roviditések: Q: ubikinon, koenzim Q,
Cyt c: citokrom c, Cl: komplex I, Cll: komplex I, szukcinat-dehidrogenaz, CIII:
komplex 111, CIV: komplex 1V, Pi: anorganikus foszfat. Succ: szukcinat, FET: forward
electron transport — elére iranyuld elektronaram, RET: reverse electron transport —

reverz elektrontranszport.

15.3.2 o-KGDH komplex

Az o-KGDH enzim komplex a mitokondridlis matrix bels6 felszinén helyezkedik el,
amely a a-KG oxidaciojat katalizalja szukcinil-KoA-véa és a reakcioban a NAD" az
elektron akceptor (a-KG + NAD" +KoA—szukcinil-KoA + NADH + H* +CO;) [140].
Ez az enzim a citratkor legfontosabb, sebesség meghataroz6 enzime (leglassubb) [168].
Az a-KGDH enzimet a H,0, gatolja, és mitkodése nagyon érzékeny a ROS-ra [169]. Az
enzimkomplex 3 alegységbdl all hasonldan a piruvat-dehidrogendz enzimkomplexhez
(PDHc). Az E3 alegysége flavint tartalmaz, ami az enzimkomplex ROS termeléséért
felelés magas NADH/NAD" arany jelenlétében, hasonléan a PDH hoz. Ha példaul a
légzési lanc kérosodik gatloszer hatasara, akkor a NADH arany megemelkedik, ami a
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citratkor lelassuldsat okozza. Ennek kovetkeztében fokozodik az a-KGDH O, és H,0,
termelése. [168, 170]. Az a-KGDH E3 alegysége mellett az E1 és E2 flavin tartalmu
alegysége is feltételezhetéen részt vesz a ROS termelésben a PDH-hoz hasonléan[170-
172].

1.5.3.3 Komplex I (NADH-ubikinon oxidoreduktaz; Cl) szerepe a ROS
termelésben

CI a mitokondrialis 1égzési lanc elso tagja, ahonnan az elektronok az FMN prosztetikus
csoporton keresztul a vas-kéncentrummal rendelkezé fehérjékre keriilnek, mikozben a
Cl a NADH+H"-t oxidalja NAD"-4. Ebben a folyamatban az UQ az elektron akceptor,
amely ubikinolla redukalddik. A folyamat soran a Cl fehérjekomplexein konforméacio
valtozads kovetkezik be, és protonok pumpalédnak az intermembran térbe. A Cl-en
harom moddon valosulhat meg ROS termelés, amit a kisérleti koriilmények jelentésen

befolyéasolnak [140]:

a) FADH,-fiiggé szubsztratok (szukcinat, a-glicerofoszfat) esetén magas
membranpotencial mellett, a RET soran [161]. A folyamathoz az energiat a
magas membranpotencial biztositja és a koenzim Q (UQ) redukciojahoz

FADH,-fliggd szubsztratok sziikségesek.

b) Ep légzési lanc esetén, NADH-fiiggd szubsztrat esetén, ADP hidnyaban, magas
membrénpotencidl mellett [164], amikor a redox-rendszer erésen redukalt
allapotban van proximadlisan a CI proton pumpajatol, ami elényds a molekularis
oxigén egy elektronnal térténd redukcidjahoz [173]. A FET soran termel6d6

ROS termelésében feltehetden a CI flavin csoportja vesz részt [174].

c) NADH-fiiggé szubsztratok esetén jelentdsen fokozhaté a ROS képzés
rotenonnal (CI gétloszer), amit a NADH/NAD" aranya hataroz meg [162, 167].
Rotenon jelenlétében nd a NADH/NAD" arany, aminek kévetkeztében a ROS
termelés is fokozodik. Ebben az esetben nem fligg a ROS termelés a Ayy-tol,
mivel a CI gatlas kovetkeztében csokken a Ay, [165, 175].

Osszefoglalva, mindharom kisérleti koriilmény esetében a ROS termelés a redox

rendszer erésen redukalt allapotahoz kotott.
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1.5.3.4 A Komplex Il (szukcinat-dehidrogenaz; SDH) ROS termelése

A CII a belsé membran belsé (matrix oldali) felszinén talalhatdo komplex, amely a
szukcinat oxidaciojat katalizalja fumaréttd, mikozben FADH, keletkezik. Ebben a
reakcioban az elektron akceptor az UQ. Az SDH az egyetlen citratkori enzim, amely a
mitokondrialis 1égzési lanchoz tartozik (CII). A Succ oxidacioja soran keletkezd ROS
jelentés része a RET-en keresztil a Cl-rél szarmazik ADP hianyaban vagy olyan
korulmények kozott, amikor magas a mitkondrialis membranpotencial (lasd el6bb). A
RET ADP hianyaban, magas membranpotencial esetén indul meg FAD"-hoz kotédo
szubsztratok esetében [176]. Ilyenkor az elektronok egy része forward iranyba (FET) az
0O,-hoz aramlik és a pmf kialakulasahoz jarul hozza, mig az elektronok masik része a Cl
felé aramolva a NAD'-t redukélja és a folyamat sordan ROS termelédik [177]. Az

enzimkomplex masik jelentds ROS termel6 forrasa az enzim Ilg-alegysége [177, 178].

1.5.3.5 A Komplex Il (Clll, koenzim Q-citokréom c reduktaz) szerepe a ROS
termelésben

A CIII protonpumpa aktivitassal rendelkezd 1égzési komplex, amely a 1égzési lanc
harmadik komplexe, a redukalt koenzim Q-t oxidalja (koenzim Q-va) és az elektronokat
a citokrom c-hez széllitja. A reakcid tdbb 1épésben zajlik, amit Q ciklusnak neveznek,
amelynek soran ROS termelddik [154]. Az enzim antimycinnel torténd gatlasa a ROS
képzddést sokszorosara aktivalja, a membranpotencial drasztikus esése mellett. A ROS

képzddésért a CoQ ciklusban keletkezd labilis szemikinon szuperoxidképzése felelds.

1.5.3.6 Az a-glicerofoszfat (a-GPDH) szerepe a mitokondrialis ROS termelésben

Az o-GPDH a mitokondrialis bels0 membran kiilsd, intermembran tér feloli részén
helyezkedik el és FAD prosztetikus csoportot tartalmaz. Az a-GPDH az a-glicerofoszfat
ingat képezi és részt vesz a mitokondriumokba iranyulé redukald ekvivalens
széllitasban. Az enzim az a-GP inga része és biztositja, hogy a sejt glikolizise folyaméan
keletkez6 NADH képes legyen oxidalédni a mitokondriumokban. Az a-GPDH inga
fontossagat az adja, hogy ha ez az inga, vagy a hasonld funkciot végzé ,,malat-aszpartat

inga” nem miikodik, akkor a glikolizis soran keletkez6 NADH+H® nem a
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mitokondriumban hasznalodik fel, hanem a piroszélsavat redukélja laktatta. llyenkor a
tejsav tavozik a sejtekbdl, nem képes részt venni az aerob metabolizmusban, ilyen

értelemben elveszik a citratkor szamara.

Az a-GPDH az o-GP oxidaciojat katalizalja dihidroxiaceton-foszfatta, mikdzben a
FAD" redukalodik és az elektronok az UQ-ra keriilnek, ahonnan harom f6 iranyba
aramolhatnak. Erre kés6bb visszatérek a dolgozatban. Ez a reakcid szerepet jatszik a
lipid metabolizmusban és a fent emlitett inga mitkodésének alapjat képezi. Az a-GP-tal
energetizalt mitokondriumok esetén megndvekedett ROS termelést figyeltek meg [140,
167, 179]. A elektronok a FADH,-r6l az UQ-ra keriilnek és innen 3 iranyba
aramolhatnak. A CI felé mehetnek, ha magas a membranpotencidl, ilyenkor a RET
folyik. A RET nagyon jelentés szerepet tolt be ebben az esetben az a-GP-tal
lélegeztetett izolalt agyi mitokondriumok ROS képzésében [180]. Az a-GPDH komplex
sajat ROS termel6 forrasként is szerepelhet, hasonléan a CII-hoz. Az elektronok az UQ-
rol a Clll-ra és a Cll-re is kertllhetnek, amelyek igy a ROS termelés forrasai lesznek
[180]. A komplex elsésorban szuperoxidot (O, )-t termel, ami atalakulhat H,O,-vé
[181].

1.5.4 A mitokondriélis ROS eliminacidja

A H,0O; eliminéciodja

A szervezetben a ROS keletkezése mellett olyan ROS elimindlé mechanizmusok is
jelen vannak, amelyek normal koriilmények kozott eldsegitik a ROS képzddés é€s
eliminacié kozotti egyensulyi allapot fenntartasat. Ha ez az egyensulyi allapot
megbomlik a pro- és antioxidans rendszerek kozott, akkor oxidativ stressz jon létre
[138, 159, 176, 182], amely irreverzibilis fehérje és DNS karosodast (pl. egy-, illetve
kettOsszala DNS-toréseket, DNS-fehérje keresztkotéseket stb.), membrankéarosodast
(lipidperoxidacio), egyéb fehérje szerkezet mddosulast és funkciovesztést okozhat. Ez
patologias allapotot idézhet el6. A mitokondridlis ROS homeosztazis zavara, az
oxidansok tulsulya szamos patologias allapotban jatszik fontos szerepet, beleértve

példaul az ischemia-reperfazio folyamat sérilest, (az ischemias korképeket) [183-185],
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a legtobb neurodegenerativ korképet (pl. Alzheimer kor [186-189], az atherosclerosist
[190], a cardiomyopathiat [191], diabetes [192], a daganatos megbetegedést [193, 194],
az Oregedést [159, 195].

Az emldsokben a mitokondrium tobb szinti ROS védelmi rendszerrel rendelkezik,
amely enzimatikus illetve nem enzimatikus uton muikodik. Az eliminalo
mechanizmusok tarhdza széles spektrumu, amelyek kozil csak a legfontosabbakat
szeretném a dolgozatomban bemutatni. Vizsgélatainkban a H,O, mérések soran
nemcsak a H,O, termelést vizsgaltuk a kiilonb6z6 1€gzési szubsztratok esetén, hanem az
eliminaciojat is az izolalt mitokondriumon, mivel a mitokondrium jelentds H,O,

eliminal6 hatassal bir.

1.5.4.1 E-vitamin, a-tokoferol
Az E-vitamin zsirban old6do vitamin, amely a membranokat védi a lipid-peroxidaciotdl,

amely a redukalt koenzim Q segitségével vagy a vizoldékony viz és membrén hatéran

elhelyezked6 aszkorbinsav segitségével regeneralodik [140].

1.5.4.2 Mangéan-szuperoxid diszmutdz (MnSOD)
A MnSOD a mitokondrium matrixaban talalhaté és az (O, ) eliminacidjaban vesz

részt, amely folyamat soran azt H,O,-vé alakitja at. Az MnSOD a vas-kén centrumot

tartalmazo6 enzimeket védi a mitokondriumban [140].

1.5.4.3 Katalaz
A H,0, detoxifikdlasaban jatszik szerepet, amelynek soran O, és H,O keletkezik,

azonban a mitokondriumban [196] (kivéve a sziv mitokondriumban) ez elhanyagolhatd
szereppel bir [197]. Ragcsalokban a katalaz aktivitas a majban a legmagasabb, ezt

koveti a vese, tiido, sziv és az agy [198].
2 H,O — O, + H,O

1.5.4.4 Glutation
A glutation (GSH) egy tripeptid (glutamil-cisztinil-glicin), amely aktiv tiol (-SH)

csoporttal rendelkezik. A GSH a citoszolban termelddik és transzportdlodik a
mitokondriumba a megfelelé GSH, dikarboxilat és az a-KG transzportereken keresztiil
[199, 200]. A mitokondrium tartalmazza az 6sszes GSH mennyiség megkozelitéen 10-

12%-at a sejtben, de a viszonylag kevés matrixtér miatt a mitokondrium GSH
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koncentracidja nagyobb lehet a citoplazméaénal [201]. A mitokondrium két Uton
hasznélja fel a reduké&lt GSH-t. A GSH vagy enzimatikus reakciokban vesz részt
elektron donorkeént (pl. toxinok eltavolitasa glutation-S-transzferazzal, H,O, eliminalasa
a klasszikus glutation peroxidaz altal (Gpx1)), vagy nem enzimatikus Uton reakcidba Iép
a ROS-sal és semlegesiti az O," - t és a OH'-t [140, 201, 202]. Végiil a GSH oxidalodik
GSSG-vé (glutation-diszulfid) mindkét reakcioban (oxidalt glutation). Mivel oxidalt
GSSG forma nem tud kijutni a citoszolba, ezért a mitokondriumban vissza kell
redukalodnia GSH-vd [203]. Ezt a reakciot - NADPH redukalé ekvivalens

felhasznalasaval - a glutation-reduktaz (GR) katalizélja.

1.5.4.5 Glutation peroxidaz
Az enzim a mitokondrium matrixaban és az intermembran térben talalhaté meg.

2 GSH + H,0,— GSSG + 2 H,0

1.5.4.6 Glutation reduktaz

Specifikusan a GSSG GSH-va val6 visszaalakulasat katalizalja az enzim a
mitokondrialis matrixban (GSSG + NADPH+H" — 2 GSH + NADP") [204], ahol a
NADPH forrast hdrom enzim biztositja: a mitokondriélis izocitrat-dehidrogenaz, az
almasav enzim és a mitokondrium belsé membranjahoz ko6tott nikotinamid-nukleotid-
transzhidrogenaz [205, 206]. igy a ROS eliminacidjahoz az izocitrat-dehidrogenaz
esetében hozzajarulhat a citratkdri szubsztratok (maldt, izocitrat) oxidacidja soran
keletkezd energia is. Ilyenkor az energia a ROS eliminaciora forditodik a NADPH és a

GSH felhasznalasanak segitségével, ahelyett, hogy ATP szintetizalédna.

1.5.4.7 Peroxiredoxinok vagy tioredoxin-fiiggé peroxid reduktazok
A peroxiredoxinok (Prx) a citoszolban elhelyezkedé H,O,-t redukalo enzimek, amelyek

a H,O, elimindldsdban vesznek részt [207]. A folyamat soran keletkez6 Prx oxidalt
forméajat a tioredoxin redukaz alakitja vissza, amelynek elektron donorja a NADPH+
H*. A GSH rendszerhez hasonldan az enzimek miikddése a mitokondrium metabolikus

allapotatol fugg.
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2. Célkituzések

Az amalgdm Kkivezetése nagyon aktualis téma napjainkban. Dolgozatom elején
megprobaltam valaszt keresni a lehetséges tdomdanyag alternativakat illetden, amelyek
koziil napjainkban a rezin bazisi kompozitok felhasznalasa terjedt el széleskoriien
Magyarorszagon. A kompozitok biodegradacidja miatt az anyag mechanikai
tulajdonsagai, biokompatibilitdsa még ma sem tokéletes, tovabbi fejlesztésre szorul. A
kompozitok szamos alkot6elemet tartalmaznak, ami miatt nagyon nehéz megitélni a
toxicitasuk hatterében all6 mechanizmusokat, amelyet az irodalomban in vitro

korilmények kozott vizsgaltak a legtobb esetben gingivalis fibroblasztokon.

Munkam célja a kompozitokbdl legnagyobb aranyban kioldéddé TEGDMA rezin
monomer nemzetkdzi irodalomban leirt citotoxikus és genotoxikus hatasainak hatterét
megvizsgalni, mivel még mindig kevés adat all rendelkezésre a TEGDMA citotoxikus

mechanizmuséanak pontos megértésére.

Az irodalomban leirt karos hatasok, a ROS-termelés fokozdodas, a feltételezett ROS
okozta DNS kérosodas és az apoptdzis hatterében kdzds célpontot feltételeztiink.
Tekintettel arra, hogy az apoptdzisban, a sejtek életképességének meghatarozasaban, a
ROS képzésben és eliminélashan a mitokondriumoknak nagyon fontos szerepuk van,
logikusnak latszott a TEGDMA toxicitasaban mitokondridlis célpontokat keresni.
Feltételezésiink szerint a TEGDMA legtobb toxikus hatasa a kedvezOdtlen bioenergetikai
paraméterekre és a ROS-termelés fokozodasra vezethetd vissza. Ezért kisérleteinkben
izolalt agyi mitokondriumokon vizsgaltuk meg a TEGDMA bioenergetikai hatasait és
vele parhuzamosan a ROS homeosztazist. Megvizsgaltuk a TEGDMA hatasat a
mitokondridlis O, fogyasztasra és a membranpotencidlra NADH- illetve FADH, -fliggd
légzési szubsztratok jelenlétében. Ezzel parhuzamosan kisérleteinkben tanulmanyoztuk
a TEGDMA hatdsdt a ROS termelésre, mikdzben az eliminaciét is figyelemmel
kisértik. A TEGDMA ATP szintézisre és GSH szintre Kkifejtett hatdsat szintén

vizsgaltuk kutatasunk soran.

Kisérleteink soran a kovetkezd kérdéseket szerettiik volna megvalaszolni:
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Hogyan befolyasolja a TEGDMA az izolalt agyi mitokondriumokon (in vitro)
vegzett kisérletekben a mitokondridlis O, fogyasztast CI- illetve Cll-fiiggéd

(NADH-fiiggo illetve FADH,-fliggd szubsztratok) 1égzési szubsztratok esetén?

Az O, fogyasztas vizsgalataival parhuzamosan a TEGDMA hogyan hat a

mitokondrialis membranpotencialra (Aym)?

Hogyan véltozik TEGDMA jelenlétében a mitokondrialis H,O, termelés és
NAD(P)H szint Cl- illetve ClI-fiiggd szubsztratok jelenlétében?

Kdlcsonhatasba léphet-e a TEGDMA kodzvetlenil a glutationnal (GSH) nem
bioldgiai rendszerben?

Milyen hatdssal van a TEGDMA az ATP szintézisre?

Direkt vizsgalat alatdmasztja-e, hogy a TEGDMA gétolja a CI aktivitast?
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3. Modszerek

3.1 Mitokondrium preparalas

A mitokondriumok izoldlasa tengeri malac agykéregbdl tortént Percoll gradiens
Allatkisérleti Bizottsaganak elSirdsa szerint végeztiik. Az elSkészités soran minden

miveletet jégen végeztiink.

A tengerimalac dekapitalasa utan a szeparalt agykérget izolacios pufferbe helyeztik,
majd olléval kis darabokra vagtuk és azutan tobbszor atmostuk. Az agykérget ,,A”
izolacios pufferben homogenizaltuk, ami a kovetkezdket tartalmazta: 225 mM mannitol,
75 mM szachar6z, 5 mM 4-(2-hydroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav (HEPES), 1mM
etilén-glikol-bisz (B-aminoetil-éter)- N,N,N’,N’-tetraecetsav (EGTA), pH=7.0. Ezt
kovette az agyszovet homogenizalasa Potter-Elvehjem homogenizatorral, majd a
homogenatum centrifugaldsa 4 °C-on két centrifugacsdben (3 percig; 1,300 g). A
felildszot 20,000 g-n 10 percig centrifugdltuk. Majd a fellluszét eltavolitva a
csapadekot 15%-0s Percoll oldattal homogenizaltuk és Percoll gradienst készitettlink
réteg a mintat is tartalmazé 15 V/V %-os Percoll oldat. Ezt kdvetéen a gradienst 8
percen at 30,700 g-n centrifugaltuk. A mitokondriumban gazdag frakciot eltavolitottuk
a 23 és 40 VIV %-os réteg hatarfeluletérol és ,,A” izolacios pufferben szuszpendaltuk,
amit Gjboli centrifugalas kovetett (10 percig; 16,600g-n). igy tavolitottuk el a maradék
Percoll oldatot. Majd a feliiluszot kiontottik és a csapadékot szuszpendaltuk ,,A”
izolacios pufferben és Gjracentrifugaltuk (10 perc; 6,300 g). Az utolsé centrifugalast
kovetéen a mitokondriumot tartalmazé csapadékot EGTA-mentes (225 mM mannitolt,
75 mM szacharozt és 5mM HEPES-t tartalmazo, pH=7.4) ,,B” izolacios pufferben
szuszpendaltuk, majd a szuszpenzidt jégbe helyeztik és hiitészekrényben (4 °C)
taroltuk. A méréseknél 0,05 mg/ml vagy 0,1 mg/ml mitokondrialis fehérje koncentraciot

alkalmaztunk.
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3.2 Meérési médium

A méreseket 37 °C-on végeztik ,,A” méréoldatban, amely a kovetkezd Osszetevoket
tartalmazta: 125 mM KCI, 20 mM HEPES, 2 mM K;HPO,4, 1 mM MgCl, és 0,025%
BSA (m /V)%, zsirsavmentes marha szérum albumin (bovine serum albumin: BSA). A
mitokondriumokat a kdvetkezdé szubsztratokkal energetizaltuk: alfa-ketoglutarat (a-KG)

vagy glutaméat-malat (GM) vagy szukcinat (Succ); mindegyik 5 mM koncentréacidban.

3.3 A mitokondrialis O, fogyasztas merese

A mitokondrialis 1égzést Oxygraph-2k Clark-tipust polarografias oxigénelektroddal
mértik [208] (Oroboros Instruments, Innsbruck, Ausztria). Az oxigén elektrodokat
telitett oxigénkoncentracio esetén és nulla oxigén koncentréaciéval kalibraltuk. A 100 %-
os oxigénkoncentraciot a kamrak levegével torténd telitésével, mig a 0%-0s O,
koncentraciot Na-ditionit hozzaadasaval ertik el. A méréseket 0.1 mM EGTA-t, 125
mM KCI-t, 20 mM HEPES-t, 2 mM K;HPO,-t, 1 mM MgCl,-t és 0.025% BSA-t
tartalmazo méréoldatban végeztik (pH=7,0). A mérések soran 0.5, 1.0, 2.0 és 5 mM
TEGDMA koncentraciokat alkalmaztunk, kontroll vegyletként dimetil-szulfoxidot
(DMSO) adtunk a kiseérleteink soran. A mérések digitalizalasahoz DatlLab4 szoftvert

alkalmaztunk (Oroboros Instruments, Innsbruck, Ausztria).

3.4 A mitokondrialis membranpotencial mérése (Ay,)

A mitokondrialis membranpotencialt (Ayy) Safranin O fluoreszcens festékkel (2 uM)
detektaltuk. A safranin lipofil kationos festék, amely a membranpotencialnak
megfelelden oszlik meg a mitokondrium bels6 membranjanak két oldalan. A
mitokondrialis membranpotencidl kiépiilésével pl. 1égzési szubsztrat adasat kovetden a
Safranin O az extramitokondrialis térb6l a matrixba diffundél, ott oligomerek

képzodnek, amelyek elnyelik a fluorofor altal emittalt fényt, aminek kdévetkeztében a
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fluoreszcencidjuk csokken. A fluoreszcenciat 37 °C-on, 495 és 585 nm-es excitacios és
emisszios hullamhosszon Hitachi F-4500 spektrofotométerrel detektaltuk (Hitachi High
Technologies, Maidenhead, United Kingdom) [209].

3.5 AH,0;és aNAD(P)H mérése parhuzamosan

3.5.1 A mitokondrialis H,O,és a NADP(H) termelés mérése

Az izolalt mitokondriumok H,0; képz6dését Amplex UltraRed fluoreszcens festékkel
mértik [176]. Ebben a vizsgalatban az Amplex UltraRed (3uM) - H,O, és
tormaperoxidaz (horseradish peroxidase - HRP) (5 U/2 ml) jelenlétében - atalakul
fluoreszcens vegydletté, rezorufinnd. Két ml mérési médiumhoz 3 uM Amplex
UltraRed reagenst, 5 U/2 ml HRP-t, majd ezt kovetéen 0.1 mg fehérje/ml
mitokondriumot adtunk. Glutamattal és malattal (5-5 mM), ill. szukcinattal (5 mM)
energetizalt mitokondriumok H,O, termelését hataroztuk meg TEGDMA jelenlétében
és hianyaban. A mérések soran 0.5, 1.0, 2.0 és 5 mM TEGDMA koncentracidkat
alkalmaztunk, kontroll vegyuletként DMSO-ot.

A fluoreszcenciat PTI Deltascan fluoreszcencia spektrofotométerel (Photon Technology
International, Lawrenceville, New Jersey, USA) detektaltuk 37 °C-on 550 és 585 nm
excitacios, ill. emisszios hullamhosszon. Minden mérést kalibraltunk 100 pmol H,0,-
vel a kisérletek vegen.

Méréseinkben a H,O, termeléssel egyidében, ugyanabban a kiivettdban a NADH szintet
is tudtuk mérni, 340 és 466 nm-es gerjesztési és emisszids hullamhosszon a NAD(P)H

autofluoreszcencia detektalasaval.

3.5.2 A mitokondriélis H,O, eliminacidja

A H,0, mitokondrialis eliminacidjat Tretter és mtsai kdzleményében leirt protokoll
szerint meértik [210]. A glutamat és malattal energetizalt mitokondriumokat (0,1 mg
fehérje/ml) eléinkubaltuk 5 percig TEGDMA (5 mM) vagy DMSO jelenlétében. 5 perc
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eltelte utdn H,O,-t (10 uM) adtunk a rendszerhez, majd 50 pl-es mintékat vettiink 30
masodperces id6kozokben 2 percig, és a maradék H,O,-t detektdltuk Amplex UltraRed
fluoreszcens mddszerrel, az el6z6 pontban (4.5.1) leirtakhoz hasonléan. A méréseket

ismert mennyiségli HyO,-vel kalibraltuk minden méres végén.

3.5.3 A redukalt glutation fogyasztas mérése

A redukalt glutation (GSH) mérése a GSH szabad SH-csoportjanak és a 5,5’-dithiobisz
(2-nitrobenzoat) (DTNB) kozotti reakcion alapul. A GSH meghatarozasa 100 mM
KoHPO, (pH=7.5) pufferben tortént. A mérések eldtt frissen készitett 100 mM GSH
torzsoldatot 50-szeresére higitottuk és TEGDMA (5 mM) vagy DMSO jelenlétében
inkubaltuk 15 percig 37 °C-on. Az inkubacios elegybdl mintat vettiink és a keletkezett
TNB-t (5’-thio-2-nitrobenzoét sav) spektrofotometerrel mértik 412 nm hulldamhosszon
[211].

3.6 Az ATP szintézis mérése

Az izolalt mitokondriumok ATP termelését egy kapcsolt enzimrendszer segitségével
detektaltuk, amely hexokindzra és glikoz-6-foszfat- dehidrogendz enzimekre épilt
[212]. A vizsgalati A mérdoldathoz 3 mM NADP*-t, 1,5 U hexokinazt, 0,5 U gliikdz-6-
foszfat-dehidrogenazt, 5 mM glikozt és 200 puM 2-amino-foszfono-fentanoat-ot
(adenilat kinaz inhibitor) adtunk hozza. A mitokondriumokhoz (0,05 mg / ml) ADP-t (2
mM), glutamatot és malatot (5-5 mM) vagy szukcinatot (5 mM), és TEGDMA-t (5 mM)
adtunk. Ezt kovetéen az ADP ATP-vé alakult at, amely elhagyta a mitokondriumot az
adenin nukleotid transzlokazon (ANT) keresztul. A hexokindz enzim altal katalizalt
reakcioban ATP jelentlétében a glukozbol glukoz-6-foszfat képzodott, majd a glikoz-6-
foszfat tovabb alakult 6-foszfoglukonattd a glikdz-6-foszfat-dehidrogendz enzim
hataséara; mikdzben a NADP * NADPH-va redukéalodott. A NADPH képzédés aranyos

az ATP szintézissel, 1:1 sztochiometriai aranyban, kalibracio utan. A mérés soran a
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NADPH abszorbanciajat mértuk JASCO spektrofotométerrel (ABL & E-JASCOV 650,
Toki6, Japan) 37 °C-on és 340 nm-en (€= 6220 M cm ™).

3.7 A mitokondrialis Komplex I (Cl) aktivitas méreés

A CI aktivitdsanak mérése soran a Ragan és Hatefi modszerét alkalmaztuk [213]. A
vizsgalat soran a NADH NAD" atalakulasat lehet detektalni, mikozben az elektron-
akceptor a koenzim Q1. A mitokondriumokat standard mérdoldatban inkubaltuk, majd
ezt kovetden haromszor fagyasztottuk és engedtiik fel ket. A mintak fagyasztasa és
felengedése azért szlikséges a kisérletben, mert az intakt mitokondriumhoz adott NADH
nem oxidalodik. A CI NADH-oxidaz aktivitdsa a mitkondrialis belsé membran bels6
felszinén taldlhatod, igy a kiviilrél hozzidadott NADH szdmara ez az aktivitds a
mitokondrium permeabilizalasa nélkil elérhetetlen lenne. Ezutan 200 ug-ot a kovetkezd
médiumban szuszpendaltunk:100 mM KH,PO,, 40 puM koenzim Ql, 1 mM KCN,
pH=7.4. 50 pM NADH-val inditottuk el a reakcidt, amelyet aztdn tObbszor
megismételtink 5 mM TEDGMA vagy 1 UM rotenon jelenlétében. Az abszorbancia-
valtozas kezdeti sebességét 340 nm-en detektaltuk 37 °C-on, JASCO spektrofotométer

segitségével.

3.8 Anyagok

A TEGDMA-t a VOCO GmbH (Cuxhaven, Neémetorszdg) bocsajtotta
rendelkezésiinkre, amit DMSO-ban oldottuk fel a mérésekhez, és az 1 M-os térzsoldatot
-20 ° C-on taroltuk. A trietilén glikol-dimetakrilat tisztasaga 97%; a fennmaradd 3%
trietilén glikol-monometakrilat. A kapott oldat UV-inhibitor tartalma 150 ppm
hidrokinon-monometil-éter (HQME) (0,015%), amely egy metakrildt monomer
esetében szokasos. A kisérleteink soran kontrollként DMSO oldatot alkalmaztunk. A
TEGDMA-t DMSO oldoszerben oldottuk fel, amely egy erésen polaris résszel és két
nem polaris csoporttal rendelkezik, ezzel eldsegitve az anyag oldédasat mind a vizes €s

a szerves kozegben. A DMSO kontroll esetén a legnagyobb mennnyiségi DMSO
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mennyiséget adtuk. A DMSO koncentracio kevesebb volt, mint 0.005 V/V%, mivel a
TEGDMA oldatban a folyadék egy része DMSO volt, a mésik része TEGDMA. A
standard laboratoriumi vegyszerek a Sigma (St. Louis, MO, USA), az Amplex UltraRed

reagens a Molecular Probes cégt6l (Eugene, OR, USA) keriiltek beszerzésre.

3.9 Statikai analizis

Az adatok kiértékelése SigmaPlot programmal tortént. Az egyszerli 6sszehasonlitasokat
Student-féle t-probaval értékeltik. A tdbbszords 6sszehasonlitdsok esetén az
egyszempontos ANOVA variancia analizist alkalmaztuk. Azoknal az adatoknal,
amelyek nem kovettek normadlis eloszlast, ott Kruskar Wallis teszt segitsegével
értékeltink. A p <0,05 értékeket tekintettik statisztikailag szignifikansnak.
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4. Eredmények

4.1 A TEGDMA hatésa a mitokondrialis légzésre

Az izolalt mitokondriumokat o-KG, GM vagy Succ légzési szubsztratokkal
energetizaltuk. Az o-KG vagy a GM a mitokondriumba belépve a citratkdrben
metabolizalddnak, amely folyamat soran NADH keletkezik, ami a Cl-en oxidalodik. Az
izolalt mitokondrium NADH+H"-t generalé szubsztratjai a glutamat, a malat, az a-KG,

mig a Succ oxidacidja soran termel6dé FADH, oxidacidja a CllI-n torténik.

A légzési szubsztratok jelenlétében alaplégzést detektaltunk, majd az oxidativ
foszforilaciot (oxidative phosphorylation - OXPHOS) ADP-vel (2 mM) inditottuk be.
Ezt kovetden a mitokondriumokhoz TEGDMA-t adtunk. A Kisérletek végén karboxi-
atraktilatot (CAT) (2uM) adtunk a rendszerhez, amely gatolja az ADP-ATP cserét az
ANT gatlasan keresztil [214].

4.1.1 A Cl-fiiggé 1égzési szubsztratok oxidacidja

ADP jelenlétében a mitokondrialis O, fogyasztas jelentésen nétt (12 + 1 r6l 98 + 2
nmol/min/mg fehérjére) az a-KG-tal energetizalt mitokondriumban (5. &bra A az eredeti
goOrbékkel és az 5. &bra B). A magas respiraciés kontroll-hanyados (respiratory control
ratio — RCR) (az ADP hozzaadas el6tti és ADP hozzaadas utan mért oxigénfogyasztas
sebességének aranya) jo minéségli mitokondrialis preparaciora utal a vizsgalatok soran
(RCR> 7). A TEGDMA (5 mM) hozzéadasa 69%-kal csokkentette a mitokondridlis
oxigénfogyasztast (98 + 2-r61 30 + 2 nmol/min/mg fehérjére) (5. B abra) a-KG
jelenlétében. Az ANT gatloszer hozzaadasaval csokkent a 1égzés az a-KG légzési

szubsztrat esetén TEGDMA jelenlétében és hianyaban (5. abra, A és B).
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5. abra: A TEGDMA hatésa az izolalt agyi mitokodriumok O, fogyasztasara alfa-
ketoglutarat (a-KG) légzési szubsztrat jelenlétében. A mitokondriumokat ,,A”
mérdoldatban inkubaltuk, az Anyagok és modszerek (3.3) fejezetben leirtak alapjan.
ADP-t, TEGDMA-t (szirke b) gorbe), kontrollként DMSO-t (fekete a) gorbe) és
karboxi-atraktilatot (CAT) adtunk a jelzéseknek megfeleléen az eredeti gorbéken
lathat6 modon (A &bra). A TEGDMA hatésa (fehér oszlopok) lathat6é dsszehasonlitva a
kontrollal (szurke oszlopok, csak DMSO-t adtunk hozza, TEGDMA hianyaban, B
abra). Az oszlopokon feltlintetett oxigénfogyasztas értékek nmol/min/mg fehérjére
vonatkoznak. Az abran lathatd eredmények 4 mérés atlagat + az atlag standard hibajat
jelolik nmol/min/mg fehérje egységben az oszlopokon jel6lve. Szignifikansnak jeldltik
a *p<0,05 értékeket a kontrollhoz képest.

A GM-al energetizalt mitokondriumban a légzés 25 + 2-r6l 200 £ 9 nmol/min/mg
fehérjére fokozodott ADP hatasara. Hasonloan az a-KG légzési szubsztrat esetén mért
eredményekhez, a TEGDMA (5 mM) adasa 88%-kal csokkentette az ADP-stimulalt

mitokondrialis légzést (from 200 = 9 to 24 + 3 nmol/min/mg protein) (6. abra). A
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TEGDMA szignifikans hatdsa az ADP-stimulalt mitokondriélis O, fogyasztasra mar 2
mM koncentracional jelentkezett (6. abra). Ennél kisebb TEGDMA koncentracidk
esetében (0,5;1,0 mM) nem tapasztaltunk szignifikans valtozast. A CAT csokkentette
az oxigénfogyasztast mind a TEGDMA-val kezelt és nem kezelt mitokondriumban. A
vizsgélataink sordn alkalmazott DMSO olddszernek nem volt toxikus hatasa a
mitokondriumokon. A pufferrel és a DMSO-val végzett kisérletekben azonos hatasokat

detektaltunk a méréseink soran.
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6. abra: A TEGDMA hatésa az izolalt agyi mitokondriumok O, fogyasztasara glutamat
plusz malat (GM) 1égzési szubsztrat jelenlétében. A mitokondriumokat ,,A”
méréoldatban inkubaltuk, az Anyagok és modszerek (3.3) fejezetben leirtak alapjan.
ADP-t, TEGDMA-t, DMSO-t és karboxi-atraktilatot (CAT) adtunk a mérések soran az

crer

52



DOI:10.14753/SE.2019.2282

oszlopok) lathatok a GM-tal Iélegeztetett mitokondriumra 0Osszehasonlitva a
kontrollokkal (sziirke oszlopok, az olddszeres kontroll kisérleteket jeloli, TEGDMA
hianyaban). Az oszlopokon feltiintetett oxigénfogyasztas értékek nmol/min/mg fehérjere
vonatkoznak. Az abran lathaté eredmények 4 meérés atlagat + az atlag standard hibajat

jelolik A * a szignifikans kilonbséget jeldli a kontrollhoz képest (p<0,05).

4.1.2 ClI-fiiggo 1égzési szubsztrat oxidacidja

A légzési lanc més, nem NADH-hoz kotott bemenetét hasznalé szubsztrat, a Succ
oxidaciojat vizsgalva az ADP beadasa utan a TEGDMA nem befolyésolta
szignifikdnsan az oxigénfogyasztast (166 £ 10 nmol/min/mg fehérjérél 159 + 5
nmol/min/mg fehérjére) (7. abra). Ezek az eredmények aldtdmasztjak azt a feltételezést,

hogy a TEGDMA nem gatolja a ClI-t a 1égzési lanchan.
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7. dbra: A TEGDMA hatésa az izolalt agyi mitokodriumok O, fogyasztasara szukcinat
(Succ) 1égzési szubsztrat jelenlétében. A mitokondriumokat ,,A” mérdoldatban
inkubaltuk, az Anyagok és mddszerek (3.2) fejezetben leirtak alapjan. A TEGDMA
hatasai (fehér oszlopok) lathatok 6sszehasonlitva a kontrollokkal (sziirke oszlopok, csak
DMSO-t adtunk hozzd, TEGDMA hianyaban). Az oszlopokon feltintetett
oxigenfogyasztds ertekek nmol/min/mg fehérjére vonatkoznak. Az &bran lathato
eredmények 4 merés atlagat + az atlag standard hibajat jel6lik nmol/min/mg fehérje
egységben az oszlopokon jelélve. A * a szignifikans kilonbséget jeldli a kontrollhoz
képest (p<0,05).
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4.2 A TEGDMA hatasa a mitokondrialis membranpotencialra (Aym)

A membranpotencial a mitokondriumok bioenergetikai allapotanak egyik fontos
jellemzdje, aminek a kiépiilése alapvetd feltétele az ATP szintézisnek. A Aypy-t a-KG,
GM vagy Succ légzési szubsztratokkal energetizalt mitokondriumokon meértik. A
kisérleti protokoll megegyezett az oxigénfogyasztas mérésenél hasznalt protokollal (ld.

el6z6 alfejezet).

A légzési szubsztratok jelenlétében a  mitokondrium  belsé membranja
hiperpolariz&lodott (8. A,B,C &bra), amit a safranin fluoreszcencia csokkenése jelzett. A
GM esetén a Ay, magasabb volt, mint a-KG 1égzési szubsztrat hozzéadasakor, ami a
GM gyorsabb oxidaciojat tukrozi (8. AB abra). Az ADP tovabbi hozzaadasakor a
membran mindkét szubsztrat esetén depolarizalodott. Mind az a-KG és a GM légzési
szubsztratokkal energetizalt mitokondriumok esetén a TEGDMA tovabbi depolarizéciot
okozott (8. abra A,B, b gorbe).

A) B)

a) a-KG 5 mM, ADP, DMSO, CAT, FCCP a) GM 5-5 mM, ADP, DMSO, CAT, FCCP

b) a-KG 5 mM, ADP, TEGDMA 5 mM, CAT, FCCP b) GM 5-5 mM, ADP, TEGDMA 5 mM, CAT, FCCP
mito mito
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C
) a) Succ 5 mM, ADP, DMSO, CAT, FCCP
b) Succ 5 mM, ADP, TEGDMA 5 mM, CAT, FCCP
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8. abra: A TEGDMA hatasa az alfa-ketoglutarattal (a-KG), (A), a glutaméat plusz
malattal (GM), (B) és szukcinattal (Succ) (C) 1égz6 izolalt agyi mitokondriumok
membranpotencialjara  safranin  fluoreszcens  festékkel =~ meghatarozva. A
mitokondriumokat (0,1 mg fehérje/ml) az Anyagok és modszerek fejezetben leirtaknak
megfeleléen mérdoldat A-ban inkubéltuk. A TEGDMA (5SmM), a-KG (5mM), GM (5-5
mM), Succ (5mM), karboxi-atraktilat (CAT; 2 uM) és FCCP (250 nM) hozzéaadéasat a
rendszerhez nyilak jelzik. A TEGDMA hatasat (soOtétszurke; b) gorbe)
Osszehasonlitottuk a kontroll koérilményekhez képest (TEGDMA nélkil, fekete; a)
gorbe). A gorbék a mérések atlagat + az atlag standard hibajat mutatjak 4 fuggetlen

mérés alapjan.

CAT hozzéadasakor a TEGDMA-val kezelt mitokondriumok teljes depolarizacioja
kovetkezett be, ezzel ellentétben a kontroll mitokondriumokban a CAT a mitokondrialis
bels6 membran hiperpolarizacidjat okozta. A mitokondrium teljes depolarizacidja a
szétkapcsoloszer karbonilcianid-p-trifluorometoxi-fenilhidrazon (FCCP; 250 nM)

hozzaadasaval kovetkezett be.
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Ellentétben a CI kdzremiikodésével oxidalodo szubsztratoknal megfigyeltekkel (8. A,B
abra), a szukcinattal energetizdlt mitokondriumban a TEGDMA hatasara nem
kovetkezett be depolarizaci6. CAT hozzaadéasara hiperpolarizaldédott a belsé membran a
TEGDMA-val kezelt és a kontroll mitokondriumokban is (8. abra C). A Ayy mérési
eredmények is alatamasztjak azt a feltételezést, hogy a TEGDMA szelektiven gatolja a
Cl aktivitast.
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=7 =7

A nemzetkozi irodalomban elfogadott tény, hogy a mitokondrium jelentds szerepet tolt
be a redox homeosztazisban [140, 215, 216]. A mitokondrium nemcsak a reaktiv oxigén
szarmazék (ROS) képzésben vesz részt, hanem a ROS eliminécidjaban is (Id. Tretter és
mtsai 0sszefoglalo kdzleménye [176]). Az alabbi kisérletekben a mitokondrialis H,O,
termelést és eliminéciét mértik GM Cl-fiigg6 1égzési szubsztrat jelenlétében, mig a Cll-

fliggd 1€gzési szubsztratok esetén (pl. Succ és a-GP) a H,0, képzodést detektaltuk.

4.3.1 A mitokonrium H,O; termelése NADH-termel6 (CI-fiiggé) légzési
szubsztratok esetén

A 9. AB abran jol megfigyelhet6, hogy a GM ¢és az a-KG |égzési szubsztratok a H,0,
termelést jelentésen fokoztak a mitokondriumokban. A TEGDMA hozzéaadasara 17%-
kal fokozédott a H,O, termelés (358 + 16-rdl 420 + 25 pmol/min/mg fehérjére) a GM-al
energetizalt mitokondriumokban, ADP hozzéadasa nélkul (9. B &bra). A kisérletek
soran az ADP hozzéadasa csokkentette a H,O, termelést [167, 217] az a-KG- és a GM-
tal energetizalt mitokondriumokban is a mitokondrium belsé membranjanak
depolarizacioja miatt. ADP kezelés utan TEGDMA hatésara a H,O, termelés 22%-kal
fokozédott (81 £ 3-r61 99 + 4 pmol/min/mg fehérjére) az o-KG-tal energetizalt
mitokondriumokban (9. abra A), és 74%-kal fokozodott (84 + 6-r6l 146 + 8
pmol/min/mg fehérjére) a GM-tal kezelt mitokondriumokban (9.B abra, B index abra).
Mar 2 mM TEGDMA esetén is szignifikansan fokozodott a H,O, termelés (9.B abra).
Majd ezt kovetéen CAT hozzéadasara ismét jelentésen fokozodott a HyO, képzodés
TEGDMA jelenlétében és kontroll kdriilmények kozott is.
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9. &bra: A TEGDMA hatasa a H,0, termelésre alfa- ketoglutarattal (a-KG; A &bra),
glutamat plusz malattal (GM; B abra) energetizalt izolalt agyi mitokondriumokban. A B
abrahoz tartozo index Kis abran lathatok az eredeti gorbék és szamok, amelyek a H,0,
termelés ardnyait abrézoljak (pmol/min/mg fehérje). A GM, ADP, TEGDMA (sziirke
gorbe) vagy DMSO (fekete gorbe), a karboxi-atraktilat (CAT) hozzéadasat nyilak
jelolik (B abra index &braja). Az A-B abrdkon a H,O, termelés lathaté az
oszlopdiagrammon. Az abran lathatd eredmények 4 mérés atlagat + az atlag standard
hibajat jelolik pmol/min/mg fehérje egységben az oszlopokon jelélve. Szignifikansnak
jeloltik a *p<0,05 értékeket a kontrollhoz képest.
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4.3.2 A TEGDMA elokezelés hatasa a ROS termelésre

A torma-peroxidaz (horseradish perosidase - HRP) — Amplex UltraRed rendszer nem
csak a H,O, termelést detektalja, hanem elimindlja is a képz6dott H,O,-t [176],
mérsékelve a H,O, termeléssel Osszefliggésben levé oxidativ stresszt. Ennek
kikuszobolese érdekében a mitokondriumot TEGDMA-val kezeltiik el6 10 percig GM
jelenlétében és Amplex + HRP hianyaban (10 .abra).

10 perces preinkubalast kovetéen mértik a H,O, termelést Amplex plusz HRP
rendszerrel. TEGDMA (5 mM) hatasara, ADP nélkil a H,O, képzédés 56%-kal
fokozédott (369 + 8-r6l 576 + 12 pmol/min/mg fehérjére) GM légzési szubsztrat
jelenlétében (10. abra). Az elinkubalt mitokondriumokban 5mM TEGDMA és ADP
jelenlétében 95%-al volt magasabb a H,O, képzés, mint TEGDMA hianyéaban.
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10. &bra: A TEGDMA clékezelés hatdsa a mitokondralis H,O, termelésére. A
mitokondriumokat 10 percig inkubaltuk el6 glutamat plusz malat (5-5 mM) légzési
szubsztrattal, ,,A” méréoldatban TEGDMA hianyaban (szlrke oszlop) es TEGDMA
jelenlétében (fehér oszlop). 10 perc mdulva, torma-peroxidazt (HRP) és Amplex
UltraRed-t adtunk a rendszerhez (Id. Anyagok és modszer fejezet) és a H,0, termelést
detektaltuk. Az abrén lathaté eredmények 7 mérés atlagat + az atlag standard hibajat
jelélik pmol/min/mg fehérje egységben az oszlopokon jeldlve. Szignifikansnak jel6ltik

a *p<0,05 értékeket a kontrollhoz képest.

4.3.3 Hy0O; eliminécidja a mitokondriumban NADH-t termelé szubsztratok
esetében

Az izolalt mitokondriumok esetében exogén eredeti H,O, hozzaadasa mellett és
TEGDMA (5 mM) jelenlétében illetve hianyaban vizsgéltuk a H,O; eltlinését, ahogy az
Anyagok és modszerek cimii fejezetben (3. fejezet) talalhatd. TEGDMA jelenlétében
szignifikdnsan csokkent a H,O, eliminacio (11. abra) GM légzési szubsztrat

jelenlétében.
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11. &bra: A kiilsoleg adott H,O, eltavolitdsa a GM-tal energetizalt mitokondriumokban
TEGDMA jelenlétében és hianyaban tortént (5 mM). A mitokondriumokat (0,1 mg
fehérje/ml) 5 percig inkubaltuk, majd H,O,-vel (10 uM) kezeltiik. A visszamarad6 H,0,
meghatarozdsdra mintat vettiink ki kiilonb6z6é iddintervallumokban, az Anyag és
modszerek fejezetben leirtak szerint. Az abran lathatd eredmények 9 mérés atlagat + az
atlag standard hibajat jelolik uM egységben. A szignifikans eredményeket (p<0,05)
csillaggal jel6ltuk az abréan.
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4.3.4 A TEGDMA és a GSH kozotti kélcsonhatas

A korabban leirt kisérletekhez hasonléan [127], a GSH és a TEGDMA (5 mM) kozotti
direkt kolcsonhatast vizsgaltuk mitokondrium-mentes méréoldatban. A 15 percig tartd
inkubacid utan 3,7%-0s GSH koncentracio csokkenést detektaltunk 5mM TEGDMA

jelenlétében (12. abra).

110
100 | == *
90 - L —
80 -
70 -
60 -
50 -
40 A
30 -
20 -
10
0

GSH (%)

1 min 5min 10 min 15 min
GSH2 mM + + + + + + + +
DMSO + - + - + - + -
TEGDMAS5mM - + - + - + -+

12. &bra: A TEGDMA inkubacié hatasa a mitokondrium mentes méréoldat GSH
szintjére. A GSH-t (2 mM) TEGDMA-val inkubaltuk 15 percig 100 mM K,;HPO,
oldatban. Ezt kdvetéen megfeleld idokozonként mintat vettiink ki és a redukalt glutation
(GSH) koncentraciot hataroztuk meg 5,5’-dithiobisz  (2-nitrobenzoat) (DTNB)
segitségével, spektrofotométerrel (e410 = 13600 M™* cm ™). Az eredményeket az eredeti
GSH koncentracio szadzalekos aranyaban fejeztik ki. Az abran lathatd eredmények 7
mérés atlagat + az atlag standard hibajat jelolik %-ban. A szignifikanciat (p<0,05)

csillaggal jeloltik.
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4.3.5 A mitokondrium H,O; termelése FADH,-termelé (CII-fiiggd) 1égzési
szubsztratok esetén

4.35.1 H,0, termelés a szukcinattal energetizalt mitokondriumokban

A Succ-tal energetizalt mitokondriumokhoz TEGDMA-t vagy DMSO-t adtunk. A
TEGDMA (5 mM) 42 %-kal csokkentette a H,O, termelést (3454 + 245-r61 1988 + 163
pmol/min/mg fehérjére) Succ jelenlétében. Mar 0,5 mM TEGDMA koncentracional
szignifikdns H,0, képzddés csokkenés volt megfigyelhetd. Az ADP hatasara tovabbi
H,O, csdkkenés (423 + 78 pmol/min/mg fehérje) volt detektalhat6 TEGDMA (5 mM)
jelenlétében és a DMSO-val kezelt mitokondriumokban (301 + 36 pmol/min/mg

fehérje) (13.A abra) is egyarant.
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= = — H == & =1|[=! = 22
E + +l j'.-| :Im =+ -9 100 - S 09 || 'l 3
«~ 1000 o ™ +H H ||+ Hil+
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Succ 5 mM + o+ o+ + + + + a-GP 20 mM + + o+ + + + +
TEGDMA 0.5 mM - + - - - - - - - TEGDMA 5 mM - - - * - 4+
TEGDMA1TmM . .- . + - . - - - - ADP 2 mM - + + + *
TEGDMAZ2 mM . Bl o = - - - - CAT2puM - - - - - + +
TEGDMASmM _ .- - -+ -+ -
ADP 2mM - = e == = + + + +
CAT 2 yM = = e = . - - + +

13. abra: A TEGDMA hatésa a H,O, termelésre szukcinattal (Succ; A abra) vagy alfa-
glicerofoszfattal (20 mM) (a-GP; B &bra); FADH,-fiiggd 1égzési szubsztratokkal

energetizalt izolalt agyi mitokondriumokban. Az A-B abrakon a H,O, termelés lathatd
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az oszlopdiagrammon. Az abran lathat6 eredmények 4 mérés atlagat + az atlag standard
hibajat jelolik pmol/min/mg fehérje egységben az oszlopokon jelélve. Szignifikansnak
jeloltik a *p<0,05 értékeket a kontrollhoz képest.

Az ANT gétlasaval, CAT hatdsara a ROS termelés ujra fokozddott. A TEGDMA-val
kezelt csoportban a H,0, termelédés szignifikansan alacsonyabb volt (1241 + 227
pmol/min/mg fehérje), mint a kontroll csoportban (6348 + 400 pmol/min/mg fehérje)
(13.A &bra), ami arra utal, hogy a TEGDMA gatolta a Cl-t.

4.3.5.2 H,0, termelés az a-GP-tal energetizalt mitokondriumban

Az agyban az a-GPGH aktivitdsa nagyon magas [218]. Ez az enzim (hasonléan a
szukcinat-dehidrogenazhoz; SDH) egyrészt elektronokkal latja el a l1égzesi lancot, ahol
az elektronok az UQ-ra (koenzim Q) kertilnek, méasrészt RET-et is general. Az a-GP-tal
energetizalt mitokondriumban a TEGDMA 47%-0s H,0, termelés csokkenést (491 +
30-rol 259 £ 20 pmol/min/mg fehérje) eredményezett (13.B abra). Az ADP beadasa
csokkentette a H,O, keletkezését mindkét csoportban; ADP jelenlétében nem volt
megfigyelheté kiilonbség a DMSO-val vagy a TEGDMA-val kezelt csoportban.
Kontroll kérilmények kdzott a CAT visszaallitotta a H,O, termelést arra a szintre, ami
az ADP beadasa el6tt volt detektalhato (117 £ 13-rél 509 + 29 pmol/min/mg fehérjére).
A TEGDMA-val kezelt mitokondriumokban a CAT fokozta a H,O, termelést (111 +
16-r6l 185 = 14 pmol/min/mg fehérjére), de ez a hatas sokkal kisebb volt, mint a

kontroll csoportban (13.B abra).
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4.4 A TEGDMA hatasa a NAD(P)H szintre

Mind a NADH-t termelé (az o-KG és a GM), mind a FADH,-t termel6 szubsztratok
(Succ és a-GP) adésa novelte a mitokondrialis NAD(P)H steady state szintet (14.A,B ;
15.A,B abra). A Succ és az a-GP hatasara fokoz6dé NAD(P)H szint valosziniileg a RET
mechanizmusanak  kOszonhetd [219-221]. Az ADP hatasara  bekovetkezd
Iégzésfokozddas a NAD(P)H autofluoreszcencia csokkenésével jart. TEGDMA (5mM)
jelenlétében magasabb NAD(P)H autofluoreszcencia volt detektalhat6 mind CI- mind

Cll-fiiggd szubsztratok esetén a kontrollcsoporthoz viszonyitva (14-154bra, b) gorbeék).

A) B)

__a) a-KG 5 mM, ADP, DMSO, CAT __a) GM 5-5 mM, ADP, DMSO, CAT

E b) o-KG 5 mM, ADP, TEGDMA 5 mM, CAT E b) GM 5-5 mM, ADP, TEGDMA 5 mM, CAT
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14. dbra: A TEGDMA hatasa a NAD(P)H autofluoreszcenciara az alfa-ketoglutarattal
(0-KG ) (A) vagy glutamat plusz malattal (GM) (B) energetizalt mitokondriumokban.
ADP-t (2 mM), TEGDMA-t (5mM) vagy DMSO-t és karboxi-atraktilatot (CAT; 2 uM)
adtunk a méresek soran, amit nyilakkal jel6ltink az &bran. A vizsgalatok eredeti
reprezentativ abrai lathatok az A-B abrakon (sziirke, b) gorbe: TEGDMA jelenlétében;
fekete, a) gorbe: TEGDMA hianyaban).
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Az a-KG-tal energetizalt mitokondriumokban a TEGDMA indukalta NAD(P)H
autofluoreszcencia névekedése lassu és fokozatos volt (14.A abra), azonban a GM-tal
1égz6 mitokondriumban a TEGDMA gyors NAD(P)H szintemelkedést okozott (14.B
abra). CAT jelenlétében nem volt kiilonbség megfigyelhet6 a NAD(P)H
autofluoreszcencia értékekben a kontroll és a TEGDMA-val kezelt mitokondriumokban
(14.A-B abrak).

A TEGDMA jelenlétében a Succ-tal energetizalt mitokondriumokban az ADP nem
csokkentette a NADP(H) szintet a kontrollhoz viszonyitva (15.A abra, b) gorbe),
ellentétben a TEGDMA-val kezelt a-GP-tal 1égz6 mitokondriumokkal, ahol enyhe foka
NAD(P)H szint csokkenés volt megfigyelhet6 (15.B &bra, b) gorbe).

A) B)
a) succ 5 mM, DMSO, ADP, CAT a) a-GP 20 mM, DMSO, ADP, CAT
b) succ 5 MM, TEGDMA 5 mM, ADP, CAT b) a-GP 20 MM, TEGDMA 5 mM, ADP, CAT
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15. abra: A TEGDMA hatasa a NAD(P)H autofluoreszcenciara szukcinattal (Succ) (A
abra) vagy alfa-glicerofoszfattal (a-GP) (B abra) energetizalt mitokondriumokban. A

mitokondriumokat (0,1 mg/ml) kiilonb6z6 1égzési szubsztratokkal inkubaltuk.
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TEGDMA-t vagy DMSO-t, ADP-t (2 mM) és karboxi-atraktilatot (CAT, 2 uM) adtunk
a mérések soran, amit nyilakkal jeloltunk az abrén. A vizsgalatok eredeti reprezentativ
abrai lathatok az A-B abrakon (sziirke, b) gorbe: TEGDMA jelenlétében; fekete, a)
gorbe: TEGDMA hianyéaban).
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45 A TEGDMA hatasa az ATP szintézisre

A mitokondriumok aktuélis bioenergetikai funkcidinak pontosabb jellemzése érdekeben
az oxigénfogyasztas és Ay, mellett, az ATP termelést is megvizsgaltuk (16. abra). ADP
adasa utan, a légzési szubsztratok hianyaban, az adenilat-kinazhoz (AK) kapcsolodo
ATP szintézist (18 + 2 nmol/min/mg feheérje) lehetett detektalni az AK gatloszerének, a
200 pM P! P>-di(adenozin-5") pentafoszfat (AP5) jelenlétében, ami nem gatolta teljes
meértékben az AK aktivitdsat.

Az oxidativ foszforilaciot a légzési szubsztratok hozzdadasaval inditottuk ADP
jelenlétében. A GM-tal energetizalt TEGDMA-val kezelt mitokondriumban az ATP
termelés 86%-kal csdkkent (824 + 23-rél 113 + 13 nmol/min/mg fehérjére) a kontroll

csoporthoz képest.
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16. &bra: A TEGDMA hatdsa az ATP szintézisre glutamat plusz malat (GM) vagy
szukcinattal (Succ) energetizalt izolalt agyi mitokondriumokban. A fehér oszlopok a
TEGDMA hozzaadasat jelolik ADP jelenlétében, mig a szirke oszlopok a DMSO
mellett mért ATP szintézist jelolik. Az ATP szintézis mértékét az oszlopokon jeleztik
nmol/min/mg fehérjére vonatkoztatva. Az abrén lathaté eredmények 11 mérés atlagat +
az atlag standard hibajat jelolik nmol/min/mg fehérje egységben az oszlopokon jel6lve.

Szignifikansnak jel6ltiik a *p<0,05 értékeket a kontrollhoz képest.

Ezzel ellentétben, a TEGDMA (5 mM) hozzdadasa a Succ-tal 1égz6
mitokondriumokban minddssze 10.2 %-0s ATP szintézis csokkenést okozott (561 + 24-

r6l 504 + 25 nmol/min/mg fehérjére csokkent).

4.6 A TEGDMA hatasa a Cl aktivitasra

Ahhoz, hogy megerésitsiik hipotézisiinket, mely szerint a TEGDMA a CI-t gétolja,
kozvetlenil a CI aktivitasat mértiik. A CI aktivitasa 61.8 £ 3.2 %-kal és 70.6 + 3.3 %-
kal csokkent a 2 és az 5 mM TEGDMA koncentracidok esetén (az adatokat nem

abrézoltuk).
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5. Megbeszeéleés

Az inkomplett polimerizacié és a szajliregben torténd biodegradacio kovetkeztében
kioldébdo TEGDMA szédmos sejtfunkciot hatrdnyosan befolyésolhat, oxidativ stresszt
(Id. Krifka és mtsai 0sszefoglalé kdzleménye [9]), apoptozist, nekrotikus sejthalalt
okozhat [113, 121, 222, 223] és genetikai mutaciokat idézhet el6é [11, 224]. Tobb rezin
molekulardl kimuttak, hogy csokkentik a GSH és egyéb antioxidans szintet [100]. A sejt
proliferacio gatlasa, az apoptdzis fokozasa és az oszteoklaszt differenciacid gatlasa
[126] mind 6sszefliggésben allhatnak a ROS termelés fokozodaséaval. Az antioxidansok
- pl. az N-acetil-cisztein (NAC), a Trolox vagy az aszkorbinsav - jotékony hatasa is azt
a feltételezést erdsiti meg, hogy a TEGDMA citotoxikus hatdsainak hatterében a
megndvekedett ROS termelés allhat [64, 111, 123, 124, 131, 222, 225]. Yeh és
munkatarsai nemrég Osszefoglaltdk kozleménylkben a TEGDMA okozta NOX4
aktivalodasanak szerepét a ROS termelés és az apoptdzis hatterében [132]. A fokozddott
ROS képzes hatterében all6 mechanizmus eddig még nem tisztazott (0sszefoglald

kdzlemény [9]).

A mitokondrium részvételét a TEGDMA toxicitasaban mar korabban feltételezték
[128]. A sejt sz&méra nelkildzhetetlen ATP a mitokondriumban termelédik, ezért ez a
sejtorganellum elengedhetetlentl fontos szerepet tolt be a sejtek életképességében és a
sejthalalban. Tekintettel arra, hogy a ROS képzésben és eliminalasban is fontos
szerepik van a mitokondriumoknak (Id. dsszefoglaldo kozlemény [138]), logikusnak
latszik, hogy a TEGDMA toxicitasdban mitokondrialis célpontokat keressunk. Ezért
kisérleteinkben a TEGDMA hatésait vizsgaltuk a mitokondriumok bioenergetikai

paramétereire.
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5.1 A TEGDMA hatésa a mitokondrialis l1égzésre

A mitokondridlis 1égzés érzékeny indikatora a mitokondrialis funkcioknak [147]. Az a-
KG- és a GM-tal 1égz6 mitokondriumokban a TEGDMA hatasara csokkent az
oxigénfogyasztas (5.A,B abra, 6. abra), mikézben a FAD koenzimmel miik6d6, Succ-t
oxidalé mitokondriumokban a TEGDMA nem befolyasolta az oxigénfogyasztast (7.

abra). Ebbol az kovetkezik, hogy a Cl-fiiggd szubsztratok oxidacidja gatolt.

Az eredményeink ellentétben allnak egy korabbi megfigyeléssel [226], ahol az izolalt,
Succ-tal plus rotenonnal kezelt mitokondriumok 1égzését a TEGDMA gétolta. Ennek az
ellentmondasnak a hatterében az eltéré kisérleti modell allhat. Az elébb emlitett
kdzleményben a HL-60 sejteket egy 6ran keresztil TEGDMA-val preinkubaltak, és a
mitokondriumokat ezutdn izolaltdk ¢és vizsgaltak. Az inkubécios 1d6 alatt a
mitokondriumok olyan strukturalis kéarosodast szenvedhettek el, amely potenciélisan
karosithatta a Succ-tal energetizalt mitokondrialis légzest is.

Jelen tanulményban a Cl-fiiggd szubsztratok jelenlétében megfigyelt csokkent
mitokondrialis 1égzés hatterében a kovetkez6 okok allhatnak: (i) a csokkent ATP-az
aktivitas [227-229], (ii) az ANT gatlasa [230], (iii) a légzési szubsztratok és/vagy a
szervetlen foszfatok csokkent transzportja [231], vagy (iv) a Cl és / vagy az érintett
dehidrogendz enzimek hianyos miikodése [232, 233]. A Succ jelenlétében észlelt
normalis 1égzés azonban kizarta az i), ii) és részben az iii) pontokban felsorolt okokat.
Az oxigenfogyasztas csOkkenése mogotti  mechanizmus tisztdzasa érdekében

megvizsgaltuk a TEGDMA hatésat a mitokondriumok membranpotencialjara.
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5.2 A TEGDMA hatasa a mitokondrialis membranpotencialra (Ay,)

A mitokondrialis membranpotencial fenntartdsa kulcsfontossdgi a mitokondriumok
fiziologias miikodéséhez. A mitokondriumok a protongradienst az ATP szintézisre, a
transzportfolyamatok eldsegitésére, az ionok [150], a metabolitok [234] és a fehérjék
[235] szallitasara hasznaljak fel a mitokondrialis belsé membranon keresztiil. Korabbi
vizsgalatban Lefeuvre és munkatérsai gingivalis fibroblaszokon mérték TEGDMA

jelenlétében a Ay,-t, és a mitokondrialis membran depolarizéciojat detektaltak [128].

Mivel sejtes rendszerekben a mitokondriumok egyidejiileg kiilonbozd 1égzési
szubsztratokkal Iélegeznek, ezért ilyen rendszerekben nagyon nehéz meghatarozni a

vegyuletek valos célpontjat.

Jelenlegi vizsgalatainkban a Ay, mérések eredményei szintén alatdmasztottak, hogy a
TEGDMA a CI-t gatolja. A NADH-termel6 1égzési szubsztratok oxidacidja soran a
mitokondriumokban a TEGDMA hatdsara csokkent a Ayn, (8.AB éabra). Ezzel
ellentétben a Succ-t oxidalé mitokondriumokban a TEGDMA nem befolyésolta a Ayy-t
(8.C abra).

Ezek az eredmények ismételten azt bizonyitjak, hogy a TEGDMA nem gatolja az ANT-
t vagy az ATP-azt; ugyanis, ha ezeknek a molekuldknak a szelektiv gatldszereit
alkalmazzuk, akkor a Awyp hiperpolarizalédna, fuggetlenil az alkalmazott légzési
szubsztrattél [166]. Az eddigi eredmények 6sszhangban vannak azzal a feltételezéssel,
hogy a TEGDMA a CI-t gatolja.
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5.3 A TEGDMA hatasa a ROS homeosztazisra

Amint korabban mar targyaltuk, altaldnos az egyetértés abban, hogy a TEGDMA a
sejtekben oxidativ stresszt okoz, azonban pontos szerepe a redox egyensuly
megbomlasaban még nem tisztazott. Nemrégiben Yeh és munkatarsai azt az eredményt
kozolték, hogy a NOX 4 aktivalasa kulcsszerepet jatszik a TEGDMA okozta ROS
termelésben [132].

Feltételezéstink szerint mitokondrialis célpontok is részt vesznek a TEGDMA cellularis
toxicitasaban, amit az bizonyitana, hogy a TEGDMA fokozza a mitokondrialis ROS

termelést. Ezt a hipotézist vizsgaltuk a kovetkezokben.

53.1 H,0, termelés NADH-termelé (CI-fiiggd) 1égzési szubsztratok esetén

A légzési szubsztratok hozzdadasa a mitokondriumokhoz H,0, termelést inditott el (9.
abra). Az a-KG é a GM ADP hianyaban kiillonb6z6 mértékben fokozta a H,0O;
képzddést (9.A,B abra). A légzési szubsztrat okozta fokozott aranyu H,O, termelés a
GM esetén a gyorsabb oxidacionak (6. dbra) és az ennek kovetkeztében kialakuld
magasabb Ay, -nak koszonhetd (8.B abra) [217]. Osszefliggést talaltunk a Ay, és a
H,O, termel6dés kozott (8.A,B abra és 9.AB é&bra), ami egyezik Starkov és
munkatarsainak eredményeivel [217]. Az ADP hozzéadasa csokkentette a H,0,
termelést az o-KG- és a GM-t oxidalo mitokondriumokban (9.A,B abra). Minél
magasabb volt a Ay, az ADP hozzaadasa el6tt, annal nagyobb volt a H,O, termelés
csokkenése (9.A,B abra). Az ADP utdan a TEGDMA adéasa szignifikansan fokozta a
H,0, termelést mindkét 1égzési szubsztrat hasznalata esetén (az a-KG esetében 18%-0s,

a GM esetében 74%-os novekedés volt mérhetd a kontrollokhoz képest) (9.A,B abra).

A CI gatloszerek alkalmazésa esetén a H,O, képzddés fokozodasat figyeltik meg. A CI
szamos ROS képzd hellyel rendelkezik (Id: [159, 162]); a légzési lancban azok az
elektron szallitd komplexek, amelyek az inhibitor kotéhelyétdl proximalisan
helyezkednek el nagymeértékben redukalt allapotban vannak [140]. A ROS-képz6 hely

redukalasa noveli az elektron ,,sz0kés” valdszinliségét. A CI szubsztratokat (glutamat
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plusz malat) oxidalé mitokondriumok esetében a TEGDMA jelenléte fokozta a H,0,
termelést mind ADP jelenlétében és hidnyaban (9.B abra). A fokozott H,O, termelés
igy elfogyaszthatja az endogén antioxidansokat, példaul a GSH-t és gatolhatja a

glutationhoz kapcsolddd antioxidans rendszereket [236].

Osszehasonlitva a 9.B és 10. abrakon lathaté eredményeket, megallapithatd, hogy az
Amplex plus HRP mentes, TEGDMA-val torténd eléinkubalas utan a TEGDMA-val
eléinkubalt mitokondriumokban fokozott H,O, termelést mértiink ADP jelenlétében és
hidnyaban is. Ezeket az eredményeket azzal magyarazzuk, hogy Amplex + HRP-rel a
mitokondrialis H,O, termelés folyamatos nyomon kovetése nemcsak detektalja, hanem
semlegesiti is a keletkez6é H,0,-t [176], ami enyhiti az oxidativ karosodast. Tekintettel
arra, hogy a mitokondriumok fontos szerepet jatszanak mind a ROS-képz6désben, mind
a ROS-eliminécidjaban, ezért megvizsgaltuk a TEGDMA hatésat az exogén H,0,

elimindcidjara is.

A GM-tal energetizalt mitokondriumokban a kiils6leg adott H,O, eltavolitasat vizsgalva
az eredményeink azt mutatjak (11. abra), hogy a TEGDMA jelenlétében az eliminacio
valoban lassabb, ezért ezek az eredmények tovabb erdsitik az eldinkubacids kisérletbol
levont hipotézist, hogy a TEGDMA karosithatja az antioxidans rendszert. Ez a jelenség
a Cl gatlasanak is tulajdonithatd, ami a mitokondrialis Ay, csokkenését eredményezi. A
Cl gétlas miatt a NADH felhalmozddik, ndvekszik a NADH/NAD® arany, ami a
citratkor NADH-fiigg6 dehidrogenazait gatolja, igy maga utan vonva a citratkor
lassulasat. A membranpotencial az energiafiiggd transzhidrogenaz enzimek hajtdereje,
amelyek elektronokat képes transzportalni az NADH-t6l NADP* -re [237], igy
fenntartva a GSH regeneraciojahoz sziikséges NADPH szintet. Ha a Ay, csokken,

akkor a GSH regeneracidhoz nem lesz elegend6 NADPH.

Az még mindig nem vildgos, hogy a TEGDMA kozvetlenul vagy kozvetetten
befolyasolja-e az antioxidans rendszert. Lefeuvre és munkatarsai kozleményiikben a
TEGDMA GSH-ra gyakorolt kdzvetlen hatasat vizsgaltak [127], és azt talalték, hogy a
TEGDMA (3 mM) GSH-val torténd inkubalasa csokkentette a GSH koncentraciojat a
sejtek hidnydban. Az inkubalas utan egy és harom ora elteltével szignifikans GSH

koncentracié csokkenést detektaltak.
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Vizsgalatainkban ujra értékeltuk ezt a kérdést, ahol 2 mM GSH-t 5 mM TEGDMA-val
inkubaltuk 15 percig a mér6oldatban. Szignifikans, am kismértéki valtozast talaltunk

15 perccel az inkubacio6 utan; a GSH koncentracio 3.7%-al csokkent (12. &bra).

A TEGDMA glutation szintre vald hatasanak kétféle potencialis médja képzelhet6 el:
a). a GSH direkt oxidacioja TEGDMA altal,
b). a TEGDMA és a GSH direkt kémiai koordinacioja.

A TEGDMA kémiai szerkezete nem indokolja a fokozott GSH oxidacidt. Ezzel
ellentétben a TEGDMA és a GSH kémiai koordinacioja a TEGDMA és a GSH kémiai
szerkezetei alapjan nem zérhaté ki. Ez a koordinacio potencidlisan csokkentheti az
elérhetd GSH koncentraciot. Ehhez a csokkenéshez nem sziikségszerti, hogy a GSH-ban
levé SH-csoport feltétlentl direkt kapcsolatban legyen a TEGDMA barmelyik
atomjaval, mert akkor az adduktban nem lesz elérhet6 a tiol csoport. Ez hozzéjaraluhat
véleménylnk szerint kis mértékben a mitokondriumtdl fliggetlenil az oxidativ

stresszhez.

Lefeuvre és munkatarsainak eredményei alapjan a gingivalis fibroblasztok alacsony
fogyast eredményezett, ami a 30. percig tobb mint 50% -kal csokkent. Az in vitro és a
sejtes Kisérletek Osszehasonlitdsa azt mutatja, hogy a GSH szint csdkkenése nem a
TEGDMA-val valé kozvetlen kolcsonhatas (kotédés) kovetkezménye. Vizsgalataink
eredményei mitokondrialis célpontot feltételeznek a TEGDMA hatasmechanizmusaban.
A fent emlitett [127] TEGDMA okozta citotoxicitas hatterében all6 mechanizmus és a

sajat eredményeink nem zarjak ki egymast.

5.3.2 H,0; termelés FADH,-termelé (CII-fiiggd) 1égzési szubsztratok esetén (Succ
és a-GP) és a reverz elektron transzport (RET) géatlasanak kovetkezményei

A légzési lanc FADH,-hoz kotott bemenetét hasznald szubsztratokrol is a legtébb

elektron a végsoé elektron akceptorra, az O,-re kerill a Komplex I11- és 1V-en keresztil.

Ilyenkor az elektronok nagy része a szukcinat-dehidrogenazrél (SDH) elére (forward
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irdnyba; forward electron transport — FET) megy az O, felé és a pmf képzéséhez jarul

hozza.

Kisérletesen bizonyitott, hogy ADP hianydban, Succ oxid4cidjakor magas
membranpotencial keletkezik, amely lehetévé teszi az elektronok egy részének
aramlasat a koenzim Q-rol a Cl-re, a normal iranytol eltéréen. Ezt a jelenséget reverz
elektrontranszportnak (reverse electron transport - RET) [161, 238] nevezzik, amely a
NAD" — NADH+H"-v4 torténé redukciojat eredményezi a Cl-en. A folyamat soran
ADP hianyaban jelentds mennyiségii ROS termelédik, mikdzben a mitokondrium Succ-
ot, vagy a-GP-ot oxidal [140, 218].

A RET jelentdsége fiziologids koriilmények kozott nem egyértelmii, mert ugy vélik,
hogy a sejtekben mindig van elég ADP ahhoz, hogy a RET feltételei ne valosuljanak
meg megfeleléen. A patologias kérulmények soran pl. iszkémia reperfuzidban ismert
olyan mechanizmus, amely esetén iszkémia soran megfordul a SDH, aminek
kdszonhet6en felhalmozodik a Succ. Reperfuzio alatt azonban visszafordul a SDH, ami
oxidalja a felhalmozddott Succ-tot, igy fokozza a RET-en keresztil a ROS termelést
[239].

A mi kisérleteinkben a RET-et eszkdznek hasznaltuk fel azon bizonyitékok soraban,
amelyekkel a TEGDMA Cl-re vald hatéasat kivantuk igazolni.

Ilyen korlilmények kozott a mitokondrialis membranpotencial elég magas ahhoz, hogy
az elektronok a CllI-r6l a CI felé aramoljanak, ami a ROS termelés nagymertekii
fokozodasban nyilvanul meg. A Cl-fliggd 1égzési szubsztratok esetén nincs RET, ezért
ott nagysagrendekkel alacsonyabb H,O, termelést tapasztaltunk, mint Succ és a-GP

légzési szubsztratok jelenlétében.

Vizsgalatainkban a TEGDMA 42% -kal csokkentette a mitokondridlis H,O, termelés
mennyiségét a Succ-tal vald 1égzés soran, illletve 47% -kal a-GP esetén (13.A,B abra).
Rotenonnal (CI gatloszer) torténd gatlas sordn a RET megsziinik és az ekkor
detektalhatdo ROS termelés a FET-nek kdszonhet6 [240]. Fontos megjegyezni, hogy Cl
gatlasakor (pl. rotenon) a magas NADH/NAD" arany esetén a citratkori dehidrogenazok
is részt vehetnek a ROS termelésben [139]. TEGDMA adéasa esetén kisérleteinkben a
rotenonhoz hasonlo hatast feltételeztiink és tapasztaltunk.
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Az a-GPDH, amint azt munkacsoportunk kordbban bizonyitotta, jelentds mértékii
fiiggetlen ROS képz6 aktivitassal bir. Bar az a-GP oxid4cidja sokkal lassabb, mint a
Succ-é, mégis képes arra, hogy RET-et alakitson ki. Igy az o-GP oxidacidja soran
keletkez6 H,0, intenzitasa CI gatlok jelenlétében (pl. rotenon) csokkenthetd [139].
Jelen munk&ban a TEGDMA pontosan ezt a rotenon-szeri hatast mutatta, tovabbi

bizonyitékot szolgaltatva a Cl gétlasra.

Az ADP stimulaci6 a RET feltételeit megszintenti kontroll korilmények kozott.
Kisérleteinkben ADP hozzaadasara jelentGsen csokkent a H,O, termelés. Az ANT
gatlasa CAT-tal hiperpolarizalta (repolarizalta) a mitokondridlis Ayn-et, és ezért
visszadllitotta a RET-t a DMSO-val kezelt kontrollcsoportban. Az ANT gatlas ROS
képzést fokozé hatdsa TEGDMA jelenlétében joval kevésbé volt hatékony a kontroll

csoporthoz képest. Ez a jelenség is a Cl gatlasaval magyarazhat6 (13.A,B abra).
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5.4 A Komplex I (Cl) gatlasa és a NAD(P)H szint kapcsolata
TEGDMA-val kezelt mitokondriumokban

Az 0-KG és GM citratkori oxidalodasa soran keletkez6 NADH-t a Cl oxidalja. ADP
hianyaban a NADH/NAD" arany magas, ADP jelenlétében azonban a NADH nagy
része oxidalodik (14.A,B abra, a) és b) gorbe). A TEGDMA hozzaadasa novelte a
NADH-szintet mind a-KG, mind GM |égzési szubsztratok esetén (14.A,B &bra, b)
gorbe ). Ez a megfigyelés donté fontossagu a hatasmechanizmus szempontjabdl, mivel
ez azt jelenti, hogy a TEGDMA gatolja a CI-t, de nem befolyasolja a reakciohoz
kapcsolddo dehidrogenazok mitkodését, mert ha ezt befolyasolna, akkor a NADH-szint
TEGDMA hatésara nem emelkedne.

Cll szubsztratokkal, magas mitokondrialis membranpotencial esetén a RET biztositott,
ami a Cl-en keresztiil fokozott NADH képzddéshez vezet. Az energetizalt
mitokondriumokhoz adott ADP csokkentette a NADH autofluoreszcenciat az dsszes
vizsgalt légzesi szubsztrat esetén (14.A,B és 15.A,B abra), mivel (i.) az ADP serkenti a
légzést, (ii) a gyorsabb elektron aramlas fokozza a NADH oxidaciojat, és (iii) az ADP

hatasara kialakul6 membrénpotencial-csokkenés gatolja a RET-et [173].

A TEGDMA eltérd valaszreakciokat eredményezett a mitokondriumokban az
energetizalashoz hasznalt 1égzési szubsztratoktol fiiggben. CI-fliggd szubsztratok
jelenlétében a TEGDMA altal gatolt Cl-en kersztil az elektronok tovabbaramlasa
csokken a légzési lancban; ennek kdvetkeztében a NADH nem tud oxidalédni, igy
mennyisége megnovekszik (14.A,B &bra). Succ illetve a-GP jelenlétében a TEGDMA
hozzaadasa megelézte az ADP hozzaadasat a mitokondriumokhoz (15.A,B abra),
ugyanis arra voltunk kivancsiak, hogy a TEGDMA hogyan befolyésolja a RET-t. Ha a
TEGDMA-t ADP utéan adtuk volna, akkor nem tudtuk volna megfigyelni a TEGDMA
RET-re kifejtett hatasat, az ADP okozta depolarizacié miatt. Succ jelenlétében az ADP
hozzéadasa nem tudta csokkenteni a NADH autofluoreszcenciat a kontroll szintre a Cl
gatlasa miatt felhalmozodott NADH kovetkeztében (15.A abra), amely 6sszhangban

van Tretter és munkatarsainak korabbi eredményeivel [176].
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5.5 ATP termelés a TEGDMA-val kezelt mitokondriumokban

Annak érdekében, hogy az adenilat-kindzok (AK) mitokondrialis ATP-termeléshez val6
hozzajarulasat minimalizéljuk, AK gatloszert, AP5-t alkalmaztunk az ATP termelést
vizsgalo Kisérleteinkben [241]. Az ADP jelenlétében és a légzési szubsztratok
hianyaban az AK-hoz kapcsolt ATP-szintézist tudtuk meérni; tehat az AK aktivitas csak
részben gatlddott. Magasabb géatldszerkoncentraciok a mitokondridlis funkcidkat
karositottak.

A légzési szubsztrdtok (GM vagy Succ) hozzdadasa a rendszerhez az oxidativ
foszforilacio (oxidative phosphorylation - OXPHOS) megindulasédhoz vezetett. A GM —
tal 1égz6 mitokondriumokban a TEGDMA 86%-kal csokkentette az ATP szintézist (16.
abra). Ebbdl az eredménybdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a CI gatlast okozd
TEGDMA depolarizélta a mitokondridlis membrant, és a kisebb proton gradiens
kovetkeztében csokkent az OXPHOS. Ez a mechanizmus sejtes rendszerekben is
csokkent ATP termeléshez, a sejtek bioenergetikai paramétereinek romlasahoz és végul

nekrotikus sejthalalhoz vezethet.

A Succ-tal Iélegeztetett mitokondriumok esetén nem csokkent szignifikansan az ATP
termelés, ami 6sszhangban van az eddigi eredményeinkkel; mivel a TEGDMA a ClI-t
gatolja, az SDH-rol a Cll-re keriil6 elektronok szabadon aramolhatnak a CIV felé és az

elektrokémiai potencial az ATP termelésre forditodhat.
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5.6 Komplex I aktivitas a mitokondriumokban TEGDMA
jelenlétében

A CI aktivitas kdzvetlen mérése azt mutatta, hogy a TEGDMA valdban géatolhatja a Cl-
t. A TEGDMA azonnali hatésa arra utal, hogy a CI valdban a rezin monomer elsddleges
célpontja lehet. Sherer TB rotenonnal (Cl gatlo) kezelt sejtekben oxidativ stresszt,
glutation csokkenést és DNS-karosodast irt le, ahol az apoptozis el6fordulasi
gyakorisaga fokozodott az el6bb emlitett folyamatok kovetkeztében [236]. Ye J és mtsai
nemrég leirtdk, hogy a CI kiilonbozd gatloszerei képesek fokozni a mitokondrialis ROS
termelést és MAPK/ NF-kB aktivaciot okozhatnak [242]. Ezen talmendéen a Cl gatlas
mértéke meghatarozhatja az indukalt sejthalal tipusat is. A CI gatldszerei alacsony
koncentracidban altaldban apoptézist indukalnak, mig ugyanazon vegyulet nagyobb

koncentracioban nekrotikus sejthalalt idézhet el6 [137].

Kutatasunk a TEGDMA akut hatésaira fokuszalt, ugyanakkor az eredmények nem
allnak ellentétben Yeh és munkatarsainak megallapitasaival [132]. A NOX 4
aktivacionak tulajdonithato, TEGDMA altal elinditott valtozasok kialakulasa érakba
telhet. Ilyen korilmények kozott figyelték meg kisérleteikben Yeh és mtsai a NOX4
génexpressziojanak valtozasait [132]. Nemrégiben arr6l szamoltak be, hogy a CI
rotenonnal val6 gatldsa serkentheti az NOX2 expressziot [243]. Megallapitasunk szerint
a TEGDMA azonnali célpontja a CI, és valdsziniileg kiilonbozé jelatviteli

mechanizmusok aktivalasa szikséges a NOX izoenzimek aktivalasahoz.

A 1égzési lancban a CI-t gatldé TEGDMA hatésait és annak kovetkezményeit a 17.
abran foglaltuk dssze.
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17. &bra: A TEGDMA okozta mitokondrialis karosodas sematikus abraja. A TEGDMA
elsédleges célpontjanak a komplex I-t (Cl) azonositottuk. A CIl gatlasanak
kovetkezményei az O, fogyasztds csokkenése, a H,0, termelés fokozésa, a
mitokondrialis H,O, eliminacié karosodasa, aminek oxidativ stressz és apoptdzis a
kovetkezménye. Az ATP termelés csokkenése magas TEGDMA koncentracié mellett
nekrotikus sejthaldlt okozhat. Az egyszerisités kedvéért az abran nem jeloltiik a reverz
elektron transzportot (RET). Roviditések: ClI, 11, 11, 1V: légzési komplexek; Ayp :

mitokondrialis membranpotencial.
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6. Kovetkeztetések

Kisérleteink és eredményeink sordn a TEGDMA rezin monomer célpontjanak a Cl-t
azonositottuk a mitokondridlis elektrontranszportlancban. A mitokondriumok
TEGDMA-val tortént kezelése a Cl-fiigg6 oxigénfogyasztas gatlasahoz, a
mitokondridlis membran depolarizacidjahoz és ennek kovetkeztében az oxidativ
foszforilacio sorén termelt ATP mennyiségének csokkenéséhez vezet; tehdt a TEGDMA
bioenergetikai szempontbol kedvezdtlen allapotot idéz el6. A TEGDMA CI gatlasa
fokozza a mitokondridlis H,O, (ROS) képzddést, és korlatozza a ROS eliminaciot.
Tovabbi eredményeink szerint a TEGDMA kozvetlen reakcioja a glutationnal

valésziniileg nem a toxicitas f6 célpontja.

Tanulmanyunk soran kimutattuk, hogy a TEGDMA rezin monomer -egy nagyon aktiv
metakrilat molekula - citotoxikus hatésait a Cl gatlasa nagymértékben magyarézza. Az
irodalomban szamos kozlemény téargyalja az antioxidansok pozitiv hatdsat, amely
eliminalhatja a TEGDMA okozta karos hatasokat, és a TEGDMA monomert Kivalto 0j
monomerek fejlesztésérdl szolo kutatasi eredmények is biztatoak. Véleményiink szerint
a TEGDMA rezin monomer valoszinii molekularis célpontjdnak megtalaldsa tovabbi

sikeres anyagfejlesztéshez jarulhat hozzé a fogaszatban.
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7. Osszefoglalas

Az amalgdm kivezetése a kornyezetvédelem szempontjdbol kiemelten fontos,
megvalosulasat a 2017/852-es EU-direktiva szabéalyozza. Az 6tvozet teljes kivezetése
mellett tovabbi anyagtani fejlesztések szilkségesek az amalgam alternativak
(iivegionomer cementek ¢és a rezin bazist kompozitok) kapcsan az idedlis tdmodanyag
kifejlesztésére. A  kompozitok elégtelen polimerizacidja és biodegradacioja
kdvetkeztében legnagyobb aranyban kioldédo6 rezin monomer, a TEGDMA citotoxikus,
genotoxikus €és oxidativ stressz okozta hatasainak hatterében allé molekularis célpont

megkeresése volt munkank célkitiizése.

Jelen disszertaciéban a TEGDMA hatésait vizsgaltuk agybol izolalt mitokondriumok
alapvet6 bioenergetikai funkcidira és a ROS homeosztazisra, mivel a ROS képzésben és
elimindlasban, az apoptoézisban és a sejtek életképességének meghatarozasaban a
mitokondriumok fontos szerepet jatszanak.

Uj eredményeink a kovetkezdk:

e A TEGDMA rezin monomer Cl-fiiggd 1égzési szubsztratok esetén gatolta az O,
fogyasztast az izolalt agyi mitokondriumokban, mig ClI-fiiggé szubsztratok
esetén ez nem volt megfigyelhetd.

e A TEGDMA adésa Cl-fiiggd szubsztratok esetén a mitokondridlis membran
depolarizaciojahoz vezetett, aminek kovetkeztében az oxidativ foszforilacio
sorén csokkent az ATP termelés.

o A Cl-fiiggd 1égzési szubsztratokkal energetizalt mitokondriumokban fokozodott
a ROS termelés és korlatozodott a ROS eliminaci6 TEGDMA kezelés hatasara.
A TEGDMA a mitokondrialis bioenergetika befolyasolasan keresztiil és nem
kdzvetlen kémiai reakcidval csdkkentette a glutation szintet.

e Vizsgalataink alatdmasztottak, hogy a TEGDMA molekularis célpontja a Cl a
mitokondriélis légzési lancban. A CI gatldésa megmagyarazza a TEGDMA

irodalomban leirt toxikus hatasait.
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8. Summary

The phase-down of amalgam is an essential factor for reduce environmental mercury
pollution, regulated by the EU Directive 2017/852. Along with the complete phase out,
the additional amalgam alternatives (glass ionomer cements and resin-based
composites) require further material development to develop ideal restorative materials.
The aim of the dissertation was to identify a direct molecular target in cytotoxic,
genotoxic effects and oxidative stress induced by TEGDMA, which is the most
common co-monomer released from resin based composites due to their inadequate

polymerization and biodegradation.

In the present thesis, the effects of TEGDMA have been studied on the bioenergetic
functions and ROS homeostasis of mitochondria isolated from brain, because
mitochondria play an important role in ROS generation and elimination, apoptosis and

cell viability. Our new results are as follows:

e In Cl-dependent respiratory substrates supported isolated brain mitochondria the
O, consumption was inhibited by TEGDMA resin monomer. Contrary to that
respiration was not influenced by ClII substrates.

e The administration of TEGDMA induced the depolarization of the mitochondrial
membrane via CI substrates, resulting in decreased ATP production during
oxidative phosphorylation.

e TEGDMA significantly stimulated the rate of H,O, (ROS) generation in CI-
dependent respiratory substrates supported mitochondria and also limited the H,O,
elimination. However, direct interaction between TEGDMA and reduced
glutathione has not been verified in our studies, therefore the decreased GSH level
is attributed to the mitochondrial effects of TEGDMA.

e Qur study investigated on isolated mitochondria has shown that TEGDMA
impairs mitochondrial functions and inhibits CI in the mitochondrial respiration
chain. Inhibition of CI explains the cellular toxic effects of TEGDMA described in

the literature.
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11. Kdszonetnyilvanitas

Halas kdszénettel tartozom témavezetdmnek Dr. Tretter Laszld Professzor Urnak, aki
sok energidval, rengeteg Otlettel segitette munkamat, és akitdl a tudomanyos munkaval
szembeni igényességet sajatithattam el. Koszoném Adam Veronika Professzor
Asszonynak és Tretter Laszl6 Professzor Urnak, hogy az MTA-SE Orvosi Biokémia
Intézetben lehetdséget biztositott szdmomra a munkam elvégzéséhez, ahol kutatasaimat
a Nemzeti Agykutatasi Program (KTIA_13_NAP-A-lI1/6 és 2017-1.2.1-NKP-2017-
00002), az OTKA (NK 112230), és az MTA (MTA TKI 02001) palyazati programjai
tamogattak. Koszondm Professzor Urnak az Utmutatast, 0sztdnzését és tirelmét,
amellyel szemléletemet formalta és 1d6t, faradtsagot nem kimélve segitette publikaciom

és az értekezeés létrejottét.

Koszonetemet fejezem ki Dr. Hermann Péter Professzor Urnak, aki mindvégig
tdmogatott a kutatatdsaim és a kozlemények megirasa soran és segitette a masodik
publikaciom létrejottét. Koszondm, hogy a Fogpotlastani Klinikan végzett klinikai
munkam mellet biztositotta szdamomra a PhD kutatomunkamhoz sziikséges feltételeket,
és hogy id6t szentelhessek a SE Orvosi Biokémiai Intézetben a Kkutatasaim

elvégzéséhez.

Ko6szonet a Fogorvostudomanyi Karnak, ami a 2016 évi Belsé Kutatidsi Péalyazata

keretében tAmogatta a kutatasom (11620/FOFTO/2016).

Kilon koszonet illeti Prof. Dr. Varga Gébort, az Oralbioldgiai Tanszék igazgatojat,

hogy lehetdséget és teret biztositott tovabbi szakmai fejlédésemhez.

Kdszonom kozvetlen munkatarsaimnak Dr. Komlodi Timeéanak, Dr. Horvath Gergdének
és Dr. Nagy Adamnak, hogy kutatasaim soran nagy segitségemre voltak. Kérdéseim
mindig megvalaszolasra talaltak naluk és sokat segitettek a mérésekben és a
kiértékelésben.

Szintén koszonettel tartozom az Orvosi Biokémia Intézet dolgozodinak; Takéacs
Katalinnak és Varnagy Andrednak a kitiind labortechnikai munkaikért és hogy

kutatasaim soran a laborban mindig a segitségemre voltak.
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Koszonet illeti a VOCO céget (Cuxhaven, Németorszag), aki a rendelkezésiinkre

bocsétotta vizsgéalatainkhoz a TEGDMA rezin monomert.

Végll, de nem utols6sorban szeretném megkdszonni férjemnek, Dr. Maneschg Ottonak,
kislanyomnak, Viktérianak és Sziileimnek, hogy mindig tamogattak, erét adtak és
toleraltak a Toliik tavol tartott idOt, amit a kutatdsaimmal és a kdozlemények megirasaval

toltottem.
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