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BEVEZETES

Az emberi élettartam folyamatos novekedése €s a populdcid egyre iddsebbé valasa miatt
1d6tallo, biokompatibilis anyagokra van sziikség a fogorvoslasban. A hianyzo6 fogszovetek és
a fogak potlasara felhasznalt anyagok sajnos még mindig nem felelnek meg mindenben az
elvarasoknak. A direkt restaurativ anyagok mechanikai tulajdonségai, biokompatibilitisa és
adhézidja a fogszovetekhez altalaban nem idealis, tovabbi fejlesztésre szorul. 2013-ban az
ENSZ Kdérnyezetvédelmi Programjaban hangsulyozta a higany embert koriilvevé kornyezetre
gyakorolt karos hatasat. Az Europai Uniéo 2017 majusdban fogadta el a Minamata
Egyezményen alapuld, higanyra vonatkozé rendeletét, amely a fogészati amalgam kivezetéset
szabalyozza. Munkdmban az Uvegionomer cementek és a miigyanta bazist, esztétikus
kompozitok ismertetése kapcsdn tadrgyalom a lehetséges amalgam alternativdk elényds és

hatranyos tulajdonsagait.

A kompozitok rezin bazisu restaurativ anyagok, amelyek a fogaszatban nélkuldzhetetlen
szerepet jatszanak a fog keményszOveteinek funkcionalis ¢és élethli esztétikai
helyreéllitdsdban. A kompozicidos tombanyagok szervetlen téltéanyagokbol (pl. kvarc,
kerdmia, litium-aluminium szilikat részecskék stb.), szerves rezin métrixbdl (pl. A-glicidil
dimetakrilat (Bis-GMA), hidroxi-etil-metakrilat (HEMA), uretan-dimetakrilat (UDMA),
(trietilén-glikol-dimetakrilat (TEGDMA)), és a ketté kozotti kotést biztositd szilanfazisbol
allnak. A fogaszatban széleskoriien alkalmazott rezin monomerek elegye (Bis-GMA,
TEGDMA, HEMA, UDMA) j6 mechanikai tulajdonsagokat, gyors polimerizaciot, konnyi
kezelhetéséget és zomanchoz vald rogzilést tesz lehetdvé példaul az esztétikus
tomdanyagokban, a bondrenszerekben, a rogzité cementekben. A viszkozitds csokkentése
céljabol alacsony molekulasulyd, higité komonomert, TEGDMA-t adnak az esztétikus
tomodanyagokhoz, amely lehetdvé teszi a toltdanyag koncentracié novelését. A TEGDMA
eléfordulési gyakorisaga a kompozitokban, a rezin bazisu vegionomer cementekben és a
bond rendszerekben magas, 25-50%. Nagyobb mennyiségben nemkivanatos tulajdonsaga a
polimerizacios zsugorodds fokozédsa, amelynek kovetkezménye a tomes elettartamanak
csokkenése. A polimeriz&cié soran térhalds polimer keletkezik, aminek kovetkeztében
csokken a molekuldk kozti tavolsag és ez zsugorodashoz vezet. Ennek hataséara belsd fesziilés
és stressz alakulhat ki az anyagban, az lregbe val6 adheziv régzités soran. Ez deforméciét,
sz€li résképzOodést és mikrorepedéseket okozhat a restauraciokban. A polimerizacios
zsugorodas lehet a f6 oka a posztoperativ fajdalomnak, a mikrorepedéseknek, a restauracio €s

a fog felszine kdzott kialakuld mikro résnek, ami kedvez a szekunder caries kialakulasanak. A
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polimerizacio sosem tokeletes és mindig maradhatnak telitetlen rezidualis monomerek,
amelyeknek a felszabaduldsa ¢és kioldodasa a tomés elkészitése utan is jellemzd a
biodegradacio és az er6zid kapcsan. Az elkészilt kompozit tdmésekben marado, nem reagélt
monomerek csokkenthetik az anyagok Kklinikai tartossagat, oxidacio és hidrolitikus

lebomlasuk révén a tomések elszinezddését és kopasat fokozhatjak.

A fogészati anyagok biokompatibilitdsa az utdbbi évtizedekben egyre nagyobb érdeklodést
keltett a nemzetkozi irodalomban. A kompozitok elmult idészakban vald jelentds fejlodése
ellenére megkérddjelezhetd a biokompatibilitdsuk, amelynek oka az elégtelen polimerizacid
mellett a hosszU tavd kémiai és bioldgiai degradaciojuk. A koleszterin-észteraz és a pszeudo-
kolinészteraz képesek lebontani a kompozit toméanyagok monomer alkotorészeit, amelyek
ezutan metakril molekulak felszabadulasat eredményezhetik. A kompozitokbdl felszabaduld
BisGMA és a TEGDMA bomlastermékei megvaltoztathatjadk S. mutans proliferaciojat és
anyagcseréjét, igy el6segithetik a biofilm képzédését. A polimerizaciés zsugorodas, a
kioldod6 metakrilat monomerek (TEGDMA, UDMA, HEMA, Bis-GMA sth.) és a
kompozitok degradacidja (kémiai, mechanikai, enzimatikus, fényhatdsra ¢s hdhatasra
kialakuld) felelések a f6 klinikai hatranyokért. A fogaszati anyagok kapcsan végzett
biokompatibilitasra irdnyul6 kutatdsok szama napjainkban egyre nd, amelyek leggyakrabban
in vitro citotoxicitast és genotoxicitast vizsgalo modszerek. A téma relevans; egyre fokozodik
az érdeklédés az irodalmi adatok kapcsan nemcsak a kutatokban, hanem a fogorvosok

korében is.

Az inkomplett polimerizacionak kdszonhetden rezidualis monomerek (TEGDMA, HEMA)
szabadulnak fel milimolaris mennyiségben a pulpaban és a nyalban, amelyek kapcsolatba
léphetnek a szajiregi szovetekkel és bekerilhetnek a gasztrointesztinalis rendszerbe. A
monomerek a dentinen keresztiil befolyasolhatjak a pulpa sejtek mitkodését. A monomerek és
a kompozitok szamos osszetevéje esetén felmeriil az allergia szerepe a karos hatasok
hatterében. A szabad monomerek el6fordulasa az emberi szervezetben azonban elenyészo
koncentracidju és nem mutathato ki szisztémas karos hatas az allergiatol eltekintve. A legtébb
tanulmany a rezin OsszetevOknek a sejtek alapvetd funkcidira vald hatdsat vizsgalta: pl. a
sejtproliferacidt, az enzimaktivitdsok gatlasat, a sejtmembran integritasat, a sejt
metabolizmusat (DNA-, RNA- és a fehérje szintézist), a sejt életképesseégét, a genotoxicitast

¢€s az Osztrogénszeril hatdsokat stb.



A TEGDMA amfifil jellegli molekula, amely a legnagyobb aranyu kioldddassal rendelkezik a
rezin monomerek kozott. A dentin vastagsagatol €s a polimerizalddas mindségétdl fiiggden a
TEGDMA akér a 4mM-t is elérheti a nyalban és a pulpdban. A klinikailag manifesztalodd
kontakt allergiaktdl eltekintve a monomerek szisztémas, vérben valo jelenléte az el6bb
emlitetteknél nagysagrendekkel alacsonyabb, ezért a TEGDMA hatasara bekovetkezd
szisztémds mellékhatdsok valdsziniileg elhanyagolhatok. A szajiiregben a TEGDMA ¢és a
HEMA kiilonboz6 sejtfunkciokat és a sejtek életképességét befolydsolja. A TEGDMA
befolyasolhatja a sejtek metabolikus allapotat, DNS karosodast, nekrozist és apoptdzist
okozhat. Korabban arrol szamoltak be, hogy a TEGDMA a sejtekben stressz valaszt indithat
el, fokozza a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) képzését és az eukaridta sejtekben glutation
(GSH) depléciot okozhat in vitro. A TEGDMA genotoxikus és mutagén hatasai valoszintileg
a ROS képzés okozta DNS-karosodasok kovetkezményei, mivel a toxikus hatasok
eliminalhatéak voltak szamos kisérletben antioxidansok jelenlétében. Kimutattak, hogy a
TEGDMA apoptézist vagy nekrotikus sejthalélt is okozhat, az alkalmazott koncentréciotdl
fliggben. Szadmos tanulmany bizonyitja, hogy a monomer okozta apoptdzis a ROS képzés

okozta oxidativ stresszel van dsszefuiggésben.

Mindezek az eredmények a ROS kozponti szerepét feltételezik a TEGDMA
citotoxicitasanak €és genotoxicitasanak hatterében és a sejthalalahoz vezet6 utvonalak
kivaltasaban. Ezek a nemzetkozi eredmények felvetik egy olyan kézds mechanizmus és talan
olyan molekularis célpont lehetdségét a TEGDMA citotoxikus hatasdnak hatterében, amely
felelds lehet a leirt cellularis hatasokért. Tekintettel arra, hogy az apoptozisban, a sejtek
életképességének  meghatarozasaban, a ROS képzésben és eliminalasban a
mitokondriumoknak nagyon fontos szereplk van, logikusnak latszik, hogy a TEGDMA
toxicitdsaban mitokondrialis célpontokat keressunk. Figyelembe véve, hogy a mitokondriélis
karosodas lehet primer vagy szekunder, és ez a kllonbség nem mindig egyértelmiien
vizsgalhato sejtes rendszerekben, ezért izolalt mitokondriumokat valasztottunk a vizsgalataink
kézéppontjaba. Feltételezésiink szerint a TEGDMA legtobb toxikus hatdsa a kedvezdtlen
bioenergetikai paraméterekre és a ROS-termelés fokozOdasra vezethet6 vissza. Valdszind,

hogy a mitokondrialis diszfunkciok feleldsek a nekrotikus vagy apoptétikus sejthalalért.



Kutatasaink soran a TEGDMA alacsony milimolos koncentracioit alkalmaztuk az izolalt agyi

mitokondriumokon, €és a mitokondriumok legfontosabb bioenergetikai funkcidit a
mitokondrialis H,O, homeosztazis (H,O, termelés és eliminacio) mérésével parhuzamosan
értékeltuk. Feltételezésiink szerint a mitokondrialis 1égzési lancban a Komplex I (CI) gatlasa
felelés a TEGDMA legtobb citotoxikus hatasaért.



CELKITUZESEK

Az amalgdm Kkivezetése nagyon aktualis téma napjainkban. Dolgozatom elején
megprobaltam valaszt keresni a lehetséges tomdanyag alternativakat illetéen, amelyek koziil
napjainkban a rezin bazist kompozitok felhasznalasa terjedt el széleskoriien Magyarorszagon.
A kompozitok biodegradécidja miatt az anyag mechanikai tulajdonsagai, biokompatibilitasa
még ma sem tokéletes, tovabbi fejlesztésre szorul. A kompozitok szdmos alkot6elemet
tartalmaznak, ami miatt nagyon nehéz megitélni a toxicitdsuk hatterében allo
mechanizmusokat, amelyet az irodalomban in vitro kérilmények kozott vizsgaltak a legtobb

esetben gingivalis fibroblasztokon.

Munkam célja a kompozitokbdl legnagyobb aranyban kioldddé TEGDMA rezin monomer
nemzetkozi irodalomban leirt citotoxikus és genotoxikus hatésainak hatterét megvizsgalni,
mivel még mindig kevés adat all rendelkezésre a TEGDMA citotoxikus mechanizmusanak
pontos megértésére. Az irodalomban leirt karos hatasok, a ROS-termelés fokozodas, a
feltételezett ROS okozta DNS kéarosodds és az apoptOzis hatterében kozds célpontot
feltételeztlink. Tekintettel arra, hogy az apoptézishan, a sejtek életképességenek
meghatarozasaban, a ROS képzésben és eliminalasban a mitokondriumoknak nagyon fontos
szereplk van, logikusnak latszott a TEGDMA toxicitdsaban mitokondrialis célpontokat
keresni. Feltételezésiink szerint a TEGDMA legtobb toxikus hatdsa a kedvezdtlen
bioenergetikai paraméterekre és a ROS-termelés fokozddasra vezethetd vissza. Ezért
kisérleteinkben izolalt agyi mitokondriumokon vizsgaltuk meg a TEGDMA bioenergetikai
hatasait és vele parhuzamosan a ROS homeosztazist. Megvizsgaltuk a TEGDMA hataséat a
mitokondrialis O, fogyasztasra és a membranpotencidlra NADH- illetve FADH, -fiiggd
Iégzési szubsztratok jelenlétében. Ezzel parhuzamosan kisérleteinkben tanulményoztuk a
TEGDMA hatésdt a ROS termelésre, mikozben az eliminéciot is figyelemmel kisértik. A
TEGDMA ATP szintézisre és GSH szintre kifejtett hatasat szintén vizsgaltuk kutatasunk

soran. Kiserleteink soran a kovetkezo kérdéseket szerettiik volna megvalaszolni:

l. Hogyan befolydsolja a TEGDMA az izolalt agyi mitokondriumokon (in vitro)
végzett kisérletekben a mitokondridlis O, fogyasztast CI- illetve ClI-fliggd
(NADH-fiiggé illetve FADH,-fiiggd szubsztratok) 1égzési szubsztratok esetén?

. Az O, fogyasztas vizsgalataival parhuzamosan a TEGDMA hogyan hat a

mitokondrialis membranpotencialra (Aym)?



Hi-1v.

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

Kdlcsonhatasba 1éphet-e a TEGDMA kozvetlenil a glutationnal (GSH) nem
biolégiai rendszerben?

V. Milyen hatassal van a TEGDMA az ATP szintézisre?

VI. Direkt vizsgalat alatamasztja-e, hogy a TEGDMA gétolja a ClI aktivitast?



MODSZEREK

A méréseink soran felhasznalt mitokondriumok izolalasa tengeri malac agykéregbdl tortént
Percoll gradiens alkalmazasaval, differencialt centrifugalassal. A tengerimalacok tartasat és

srer

eutanaziajat a Semmelweis Egyetem Allatkisérleti Bizottsaganak elSirasa szerint végeztiik.

. A mitokondrialis O, fogyasztas mérése
A mitokondridlis légzést Oxygraph-2k Clark-tipust polarografids oxigénelektréddal mértik
(Oroboros  Instruments, Innsbruck, Ausztria). Az oxigén elektrodokat telitett
oxigénkoncentracio esetén és nulla oxigén koncentracidval kalibraltuk. A mérések soran 0.5,
1.0, 2.0 és 5 mM TEGDMA koncentracidkat alkalmaztunk, kontroll vegyuletként dimetil-
szulfoxidot (DMSO) adtunk a kisérleteink soran.

1. A mitokondrialis membranpotencial mérése (Ay,)

A mitokondrialis membranpotencialt (Ayy,) Safranin O fluoreszcens festékkel (2 pM)
detektaltuk. A safranin lipofil kationos festék, amely a membranpotencialnak megfelelden
oszlik meg a mitokondrium belsé membranjanak két oldalan. A fluoreszcenciat 37 °C-on, 495

és 585 nm-es excitacios és emisszios hullamhosszon spektrofotométerrel detektaltuk.

HI-1V. A H,0, és a NAD(P)H mérése parhuzamosan
Az izolalt mitokondriumok H;0, képz6dését Amplex UltraRed fluoreszcens festékkel
mértik. Az Amplex UltraRed (3uM) - H,O, és tormaperoxiddz jelenlétében - atalakul
fluoreszcens vegyuletté, rezorufinnd. A fluoreszcenciat spektrofotométerrel detektaltuk 37 °C-
on 550 és 585 nm excitacios, ill. emisszios hullamhosszon. Minden meérést kalibraltunk 100
pmol H,0,-vel a kisérletek végén. Glutamattal és malattal (5-5 mM), ill. szukcinattal (5 mM)
energetizalt mitokondriumok H,O, termelését hataroztuk meg TEGDMA jelenlétében és

hianyaban.

Méréseinkben a H,O, termeléssel egyidében, ugyanabban a kiivettiban a NADH szintet is
mértik, 340 és 466 nm-es gerjesztési és emissziés hulldmhosszon a NAD(P)H
autofluoreszcencia detektalasaval.

A mitokondrialis H,O, eliminacidja

A glutamat és malattal energetizalt mitokondriumokat (0,1 mg fehérje/ml) eléinkubaltuk 5
percig TEGDMA (5 mM) vagy DMSO jelenlétében. 5 perc eltelte utan H,O0,-t (10 uM)



adtunk a rendszerhez, majd 50 pl-es mintakat vettiink 30 masodperces id6k6zokben 2 percig,

és a maradek H,O,-t detektaltuk Amplex UltraRed fluoreszcens modszerrel.

A redukalt glutation fogyasztas mérése

A redukalt glutation (GSH) mérése a GSH szabad SH-csoportjanak és a 5,5 ditio-bisz (2-
nitro-benzoesav) (DTNB) kozotti reakcion alapult. A mérések el6tt frissen készitett (2mM)
GSH inkubaltunk TEGDMA (5 mM) vagy DMSO jelenlétében 15 percig 37 °C-on. Az
inkubacios elegyb6l mintat vettiink és a keletkezett TNB-t spektrofotométerrel mértik 412 nm

hulldmhosszon.
V. Az ATP szintézis mérése

Az izolalt mitokondriumok ATP termelését egy kapcsolt enzimrendszer segitségével
detektaltuk, amely hexokinazra és glikoz-6-foszfat- dehidrogendz enzimekre épult. A
hexokindz enzim ltal katalizalt reakciéban ATP jelentlétében a gliikdzbol gliikdz-6-foszfat
képz6dott, majd a glikoz-6-foszfat tovabb alakult 6-foszfoglukonatta a glikdz-6-foszfat-
dehidrogenaz enzim hatasara; mikozben az NADP * NADPH-v4 redukalddik. A NADPH
képzddés aranyos az ATP szintézissel, 1:1 sztochiometriai ardnyban, kalibraci6 utdn. A mérés

sordn a NADPH abszorbanciajat mértiik spektrofotométerrel.

VI. A mitokondriélis Komplex I aktivitas mérés
A CI aktivitasanak mérése soran a NADH NAD" atalakulasat lehet detektalni, mikGzben az
elektron-akceptor a koenzim Q1. Az abszorbancia-valtozas kezdeti sebességet 340 nm-en

detektaltuk spektrofotométer segitségével.

VII.  Statikai analizis
Az adatok kiértékelése SigmaPlot programmal tortént. Az egyszerli Osszehasonlitasokat
Student-féle t-probaval értékeltiik. A tobbszords 6sszehasonlitasok esetén az egyszempontos
ANOVA variancia analizist alkalmaztuk. Azoknal az adatoknal, amelyek nem kovettek
normalis eloszlast, ott Kruskar Wallis teszt segitségével ertékeltink. A p <0,05 értékeket

tekintettlk statisztikailag szignifikansnak.



EREDMENYEK

. A TEGDMA hatasa a mitokondriélis 1égzésre

A mitokondridlis 1égzés érzékeny indikatora a mitokondridlis funkcidknak. Az izolalt
mitokondriumokat a-KG, GM vagy Succ 1égzési szubsztratokkal energetizaltuk. Az a-KG
vagy a GM a mitokondriumba belépve a citratkdrben metabolizalédnak, amely folyamat sorén
NADH keletkezik, ami a Cl-en oxidalodik. Az izolalt mitokondrium NADH+H"-t generalo
szubsztratjai a glutamat, a malat, az a-KG, mig a Succ oxidacidja soran termelédé6 FADH,
oxidacioja a CllI-n torténik. A légzési szubsztratok jelenlétében alaplégzést detektaltunk, majd
az oxidativ foszforilaciot ADP-vel (2 mM) inditottuk be. Ezt kovetéen a mitokondriumokhoz
TEGDMA-t adtunk. A Kkisérletek végén karboxi-atraktilatot (CAT) (2uM) adtunk a

rendszerhez, amely gatolja az ADP-ATP cserét az ANT gatlasan keresztil.

» A Cl-fiiggé 1égzési szubsztratok oxidacioja
ADP jelenlétében a mitokondrialis O, fogyasztas jelentdsen nétt mind az a-KG-tal és a GM-
tal energetizalt mitokondriumban. A magas respiracids kontroll-hanyados (respiratory control
ratio — RCR) (az ADP hozzaadas el6tti és ADP hozzaadas utdan mért oxigénfogyasztas
sebességének ardnya) jO mindségli mitokondridlis prepariciora utalt a vizsgalatok soran
(RCR> 7). A TEGDMA (5 mM) hozzaadasa 69%-kal csokkentette a mitokondrialis
oxigenfogyasztast a-KG jelenlétében. Az ANT gatloszer hozzaadasaval csokkent a 1égzés az
a-KG 1égzési szubsztrat esetén TEGDMA jelenlétében és hidnyaban. Hasonléan az o-KG
légzési szubsztrat esetén mért eredményekhez, a TEGDMA (5 mM) adéasa 88%-Kkal
csokkentette az ADP-stimulalt mitokondrialis légzést GM 1égzési szubsztrat esetén. A
TEGDMA szignifikans hatasa az ADP-stimulalt mitokondriélis O, fogyasztasra mar 2 mM
koncentracional jelentkezett GM jelenlétében. Ennél kisebb TEGDMA koncentraciok
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
vizsgalataink soran alkalmazott DMSO oldoszernek nem volt toxikus hatdsa a
mitokondriumokon. A pufferrel és a DMSO-val vegzett kisérletekben azonos hatasokat

detektaltunk a méréseink soran.
» ClI-fiiggo légzési szubsztrat oxidacidja

A légzési lanc mas, nem NADH-hoz kotott bemenetét hasznalé szubsztrat, a Succ

oxidaciojat vizsgalva az ADP beadasa utdin a TEGDMA nem befolyasolta szignifikansan az
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oxigénfogyasztast. Ezek az eredmények alatdmasztjak azt a feltételezest, hogy a TEGDMA
nem gatolja a CIlI-t a légzési lanchban. Jelen tanulményban a Cl-fiiggé szubsztratok
jelenlétében megfigyelt csokkent mitokondrialis légzés hatterében a kovetkezéd okok
allhatnak: (i) a csokkent ATP-az aktivitas, (ii) az ANT gatlasa , (iii) a Iégzési szubsztratok
és/vagy a szervetlen foszfatok csokkent transzportja, vagy (iv) a Cl és / vagy az érintett
dehidrogenaz enzimek hidnyos miikodése. A Succ jelenlétében észlelt normalis légzés
azonban kizérta az i), ii) és részben az iii) pontokban felsorolt okokat. Az oxigénfogyasztas
csokkenese mogotti mechanizmus tisztazasa érdekében megvizsgaltuk a TEGDMA hatasat a

mitokondriumok membranpotencialjara.
1. A TEGDMA hatasa a mitokondrialis membranpotencialra (Aym)

A membranpotencidl a mitokondriumok bioenergetikai allapotanak egyik fontos jellemzdje,
aminek a kiépiilése alapvetd feltétele az ATP szintézisnek. A Aynp-t a-KG, GM vagy Succ
légzési szubsztratokkal energetizalt mitokondriumokon mértik. A 1égzési szubsztratok
jelenlétében a mitokondrium bels6 membranja hiperpolarizalédott, amit a safranin
fluoreszcencia csokkenése jelzett. A GM esetén a Ay, magasabb volt, mint a-KG légzési
szubsztrat hozzaadasakor, ami a GM gyorsabb oxidacidjat tukrozi. Az ADP tovabbi
hozzaadasakor a membran mindkét szubsztrat esetén depolarizalodott. Mind az a-KG és a
GM légzési szubsztratokkal energetizalt mitokondriumok esetén a TEGDMA tovébbi
depolarizaciot okozott. CAT hozzdadasakor a TEGDMA-val kezelt mitokondriumok teljes
depolarizacioja kovetkezett be, ezzel ellentétben a kontroll mitokondriumokban a CAT a
mitokondridlis bels6 membran hiperpolarizacidjat okozta. A mitokondrium teljes
depolarizacioja a szétkapcsol6szer karbonilcianid-p-trifluorometoxi-fenilhidrazon

hozz4adasaval kovetkezett be.

Ellentétben a CI kézremiikodésével oxidalodo szubsztratoknal (a-KG, GM) megfigyeltekkel,
a szukcinattal energetizalt mitokondriumban a TEGDMA hatasara nem kovetkezett be
depolarizaci6. CAT hozzaadasara hiperpolarizalodott a bels6 membran a TEGDMA-val
kezelt és a kontroll mitokondriumokban is. Jelenlegi vizsgalatainkban a Awyn, mérések
eredményei szintén alatdmasztottak, hogy a TEGDMA a CI-t gatolja. 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 gatloszereit alkalmazzuk, akkor a Ay

hiperpolarizalodna, fuggetlenil az alkalmazott legzési szubsztrattol. Az eddigi eredmények
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0sszhangban vannak azzal a feltételezéssel, hogy a TEGDMA szelektiven gatolja a ClI

aktivitast.

IIl. A TEGDMA hatasa a ROS homeosztazisra
Altalanos az egyetértés abban, hogy a TEGDMA a sejtekben oxidativ stresszt okoz, azonban
pontos szerepe a redox egyensuly megbomlasaban még nem tisztazott. Feltételezésiink szerint
mitokondrialis célpontok is részt vesznek a TEGDMA celluléris toxicitdsaban, amit az
bizonyitana, hogy a TEGDMA fokozza a mitokondrialis ROS termelést. Ezt a hipotézist
vizsgaltuk a kovetkezOkben. Az alabbi kisérletekben a mitokondrialis H,O, termelést és
eliminéciét mértuk GM Cl-fiigg6 1égzési szubsztrat jelenlétében, mig a CII-fliggd 1égzési

szubsztratok esetén (pl. Succ és a-GP) a H,0; képzddést detektaltuk.

> A mitokonrium H,O, termelése NADH-termel6 (CI-fiiggo) 1égzési szubsztratok
esetén
A GM ¢és az a-KG légzési szubsztratok jelentdsen fokoztak a H,O, termelést a
mitokondriumokban. Az o-KG és a GM ADP hianyaban kiilonb6z6 mértékben fokozta a
H.O, képzbdést. A légzési szubsztrat okozta fokozott aranyl H,O, termelés a GM esetén a
gyorsabb oxidacionak és az ennek kovetkeztében kialakul6 magasabb Ay, -nak koszonheto.
Osszefilggést talaltunk a Ay, és a H,O, termelddés kozott, ami egyezik Starkov és
munkatarsainak eredményeivel. Az ADP hozzéaadasa csokkentette a H,O, termelést az a-KG-
és a GM-t oxidal6 mitokondriumokban. Minél magasabb volt a Ay, az ADP hozzéadasa
el6tt, annél nagyobb volt a H,0, termelés csokkenése. Az ADP utan a TEGDMA adésa
szignifikdnsan fokozta a H,O, termelést mindkét légzési szubsztrat hasznalata. A CI
gatloszerek alkalmazasa esetén a H,O, képzddés fokozodasat figyeltilk meg vizsgalatainkban,
amit tobb szerzd is leirt mar. A CI szamos ROS képz6 hellyel rendelkezik; a 1égzési lanchan
azok az elektronszallit6 komplexek, amelyek az inhibitor kotéhelyétél proximalisan
helyezkednek el nagymértékben redukalt allapotban vannak, ami noveli az elektron ,,sz6kés”
valoszintiségét. A CI szubsztratokat (glutamat plusz malat) oxidalé mitokondriumok esetében
a TEGDMA jelenléte fokozta a H,O, termelést mind ADP jelenlétében és hidnyaban. A
fokozott H,0O, termelés igy elfogyaszthatja az endogén antioxidansokat, példaul a GSH-t és

gatolhatja a glutationhoz kapcsolédé antioxidans rendszereket.
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A TEGDMA elokezelés hatasa a ROS termelésre

A torma-peroxidaz (horseradish perosidase - HRP) — Amplex UltraRed rendszer nem csak a
H.O, termelést detektalja, hanem eliminalja is a képzO6dott H,O,-t, mérsékelve a H,0,
termeléssel Osszefiiggésben levé oxidativ stresszt. Ennek kikiiszobolése érdekében a
mitokondriumot TEGDMA-val kezeltiik el6 10 percig GM jelenlétében és Amplex + HRP
hianyaban. GM-tal energetizalt mitokondriumokban Amplex UltraRed hianyaban magasabb
H.O, képzOdést mértiink, mint Amplex UltraRed jelenlétében. Az elGinkubalt
mitokondriumokban 5mM TEGDMA és ADP jelenlétében 95%-al magasabb H,O, termelést
detektaltunk, mint TEGDMA hianyaban.

H,0, eliminacidja a mitokondriumban NADH-t termel6 szubsztratok esetében

Tekintettel arra, hogy a mitokondriumok fontos szerepet jatszanak mind a ROS-képz6désben
és az eliminacidban is, ezért vizsgaltuk meg a TEGDMA hatadsat az exogén H,0,
eliminécidjara is. Az izolalt mitokondriumok esetében exogén eredetii H,O, hozzéadasa
mellett és TEGDMA (5 mM) jelenlétében illetve hianyaban vizsgaltuk a H,0O; eltiinését.
TEGDMA jelenlétében szignifikansan csokkent a H,O, eliminaci6 GM légzési szubsztrat
jelenlétében. Az eredményeink azt mutatjadk, hogy TEGDMA jelenlétében az eliminacid
valdban lassabb, ezért ezek az eredmények tovabb erdsitik az eldinkubacios kisérletbdl levont
hipotézist, hogy a TEGDMA kérosithatja az antioxidans rendszert. Ez a jelenség a ClI
gatlasanak is tulajdonithatd, ami a mitokondrialis Ay, csokkenesét eredményezi. A Cl gatléas
miatt a NADH felhalmozodik, novekszik a NADH/NAD™ arany, ami a citratkor NADH-fiiggd
dehidrogendzait gatolja, igy maga utan vonva a citratkor lassulasat. A membranpotencial az
energiafiiggd transzhidrogenaz enzimek hajtdereje, amelyek elektronokat képes transzportalni

= sz

Ha a Ay csokken, akkor a GSH regeneraciohoz nem lesz elegendd NADPH.

A TEGDMA és a GSH kozotti kolcsonhatas

Az még mindig nem vilagos, hogy a TEGDMA kdzvetleniil vagy kdzvetetten befolyasolja-e
az antioxidans rendszert. Vizsgalatainkban Gjra értékeltiik ezt a keérdést, ahol 2 MM GSH-t 5
mM TEGDMA-val inkubaltuk 15 percig mitokondrium mentes mérdoldatban. Szignifikans,
am kismértékii valtozast talaltunk 15 perccel az inkubacié utan; a GSH koncentracio 3.7%-al
csokkent. A TEGDMA glutation szintre valo hatasanak kétféle potencialis modja képzelhetd
el:
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a). a GSH direkt oxidacioja TEGDMA altal,
b). a TEGDMA és a GSH direkt kémiai koordinécioja.

A TEGDMA kémiai szerkezete nem indokolja a fokozott GSH oxid&ciot. Ezzel ellentétben a
TEGDMA és a GSH kémiai koordinacidja a TEGDMA és a GSH kémiai szerkezetei alapjan
nem zarhat6 ki. Ez a koordinacio potencialisan csokkentheti az elérhet6 GSH koncentraciOt.
Ehhez a csokkenéshez nem sziikségszerii, hogy a GSH-ban levé SH-csoport feltétlentl direkt
kapcsolatban legyen a TEGDMA barmelyik atomjaval, mert akkor az adduktban nem lesz
elérhetd a tiol csoport. Ez hozzajardluhat veleményiink szerint kis mértékben a

mitokondriumtol fliggetlentl az oxidativ stresszhez.

» A mitokondrium H,O, termelése FADH,-termelé (CII-fiiggé) légzési
szubsztratok esetén

A légzési lanc FADH,-hoz kotott bemenetét hasznalo szubsztratokrol is a legtobb elektron a
végsd elektron akceptorra, az O,-re keriil a Komplex Ill- és IV-en keresztil. llyenkor az
elektronok nagy része a szukcinat dehidrogenazrol (SDH) elére (forward iranyba; forward
electron transport — FET) megy az O, felé és a pmf képzéséhez jarul hozza. Kisérletesen
bizonyitott, hogy ADP hianyaban, Succ oxidacidjakor magas membranpotencial keletkezik,
amely lehet6vé 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) nevezziik, amely a NAD" — NADH+H"-v4 torténd redukciojat eredményezi a CI-en. A
folyamat soran ADP hidnydban jelentds mennyiségli ROS termelddik, mikdézben a
mitokondrium Succ-ot, vagy a-GP-ot oxidal. A mi kisérleteinkben a RET-et eszkdznek
hasznaltuk fel azon bizonyitékok sordban, amelyekkel a TEGDMA Cl-re valdé hatasat
kivantuk igazolni. llyen korilmenyek kozott a mitokondrialis membranpotencial elég magas
ahhoz, ahogy az elektronok a ClI-rél a CI felé aramoljanak, ami a ROS termelés nagymerteki
fokozodasban nyilvanul meg. A Cl-fiiggd 1égzési szubsztratok esetén nincs RET, ezért ott

nagysagrendekkel alacsonyabb H,O, termelést tapasztaltunk.

H,0O, termelés a szukcinattal energetizalt mitokondriumokban

A Succ-tal energetizalt mitokondriumokhoz TEGDMA-t vagy DMSO-t adtunk. Mar 0,5
mM TEGDMA koncentracional szignifikans H,0, képzédés csokkenés volt megfigyelhetd.
Az ADP hatasara tovabbi H,0, csokkenés volt detektalhat6 TEGDMA (5 mM) jelenlétében és
a DMSO-val kezelt mitokondriumokban is egyarant. Az ANT gatlasaval, CAT hatasara a
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ROS termelés Gjra fokozddott. A TEGDMA-val kezelt csoportban a H,0O, termelédés
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontroll csoportban, ami arra utal, hogy a TEGDMA
gatolta a Cl-t. Fontos megjegyezni, hogy CI gatlasakor (pl. rotenon) a magas NADH/NAD"

arany esetén a citratkori dehidrogenazok is részt vehetnek a ROS termelésben.

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

Az agyban az o-GPGH aktivitdsa nagyon magas. Ez az enzim (hasonldéan a szukcinat
dehidrogenazhoz; SDH) egyrészt elektronokkal latja el a 1égzési lancot, ahol az elektronok az
UQ-ra (koenzim Q) Kkerllnek, masrészt RET-et is general. Az o-GP-tal energetizalt
mitokondriumban a TEGDMA 47%-0s H,0, termelés csokkenést eredményezett. ADP
jelenlétében nem volt megfigyelhetd kiilonbség a DMSO-val vagy a TEGDMA-val kezelt
csoportban, mivel az ADP stimulacio megszinteti a RET feltételeit. Kontroll kdrilmények
kozott a CAT visszaallitotta a H,O, termelést arra a szintre, ami az ADP beadasa el6tt volt
detektalhatd, mivel a CAT hiperpolarizalta (repolarizalta) a mitokondrialis Ayy-et, és ezért
visszaallitotta a RET-t a DMSO-val kezelt kontrollcsoportban. A TEGDMA-val kezelt
mitokondriumokban a CAT fokozta a H,O, termelés, de ez a hatés sokkal kisebb volt, mint a

kontroll csoportban. Ez a jelenség is a Cl gatlasaval magyarazhato.

IV. A TEGDMA hatasa a NAD(P)H szintre

Mind a Cl-fiiggé (az a-KG és a GM), mind a Cll-fiiggé szubsztratok (Succ és a-GP) adasa
ndvelte a mitokondridlis NAD(P)H steady state szintet. Az o-KG és GM citratkori
oxidalédasa soran keletkezd NADH-t a Cl oxidalja. ADP hianyaban a NADH/NAD" arany
magas, ADP jelenlétében azonban a NADH nagy része oxidalodik. Az energetizalt
mitokondriumokhoz adott ADP csokkentette a NADH autofluoreszcenciat az 6sszes vizsgalt
Iégzési szubsztrat esetén, mivel (i.) az ADP serkenti a légzést, (ii) a gyorsabb elektron aramlas
fokozza a NADH oxidaciojat, és (iii) az ADP hatasara kialakulé6 membranpotencial-csokkenés
gatolja a RET-et. A TEGDMA hozzaadésa novelte a NADH-szintet mind a-KG, mind GM
légzési szubsztratok esetén. Cl-fiiggd szubsztratok jelenlétében a TEGDMA altal gatolt CI-en
keresztll az elektronok tovabbéaramlasa csokken a légzési lancban; ennek kdvetkeztében a
NADH nem tud oxidalddni, igy mennyisége megnovekszik. Ez a megfigyelés dontd
fontossagu a hatdsmechanizmus szempontjabol, mivel ez azt jelenti, hogy a TEGDMA gatolja
a Cl-t, de nem befolyasolja a reakciéhoz kapcsolédo dehidrogendzok miikodését, mert ha ezt

befolyasolna, akkor a NADH-szint TEGDMA hatasara nem emelkedne.
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Cll szubsztratokkal, magas mitokondrialis membranpotencial esetén a RET biztositott, ami a
Cl-en keresztul fokozott NADH képzddéshez vezet. Succ illetve o-GP jelenlétében a
TEGDMA hozzaaddsa megeldzte az ADP hozzdaddsat a mitokondriumokhoz, ugyanis arra
voltunk kivancsaiak, hogy a TEGDMA hogyan befolyasolja a RET-t. Ha a TEGDMA-t ADP
utan adtuk volna, akkor nem tudtuk volna megfigyelni a TEGDMA RET-re kifejtett hatasat,
az ADP okozta depolarizaci6 miatt. A TEGDMA jelenlétében a Succ-tal energetizalt
mitokondriumokban az ADP nem csokkentette a NADP(H) szintet a kontrollhoz viszonyitva a
ClI gatlasa miatt felhalmozodott NADH kévetkeztében. CAT jelenlétében nem volt kiilonbség
megfigyelhet6 a NAD(P)H autofluoreszcencia értékekben a kontroll és a TEGDMA-val
kezelt mitokondriumokban.

V. A TEGDMA hatasa az ATP szintézisre

A mitokondriumok aktualis bioenergetikai funkcidinak pontosabb jellemzése érdekében az
oxigenfogyasztds és a Ayn, mellett, az ATP termelést is megvizsgaltuk. ADP adasa utén, a
Iégzési szubsztratok hianyaban, az adenilat-kinazhoz (AK) kapcsolédd ATP szintézist lehetett
detektalni az AK gatlészerének, a 200 uM P! P°-di(adenozin-5’) pentafoszfat (AP5)

jelenlétében, ami nem gatolta teljes mértékben az AK aktivitasat.

Az oxidativ foszforilaciét a 1égzési szubsztratok hozzaadasaval inditottuk ADP jelenlétében.
A GM-tal energetizdlt TEGDMA-val kezelt mitokondriumban az ATP termelés 86%-kal
csokkent a kontroll csoporthoz képest. Ebbél az eredménybdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a
Cl gatlast okoz6 TEGDMA depolarizalta a mitokondrialis membrant, és a kisebb proton
gradiens kovetkeztében csokkent az oxidativ foszforilaci6. Ez a mechanizmus sejtes
rendszerekben is csokkent ATP termeléshez, a sejtek bioenergetikai parametereinek
romlasahoz és végul nekrotikus sejthalalnoz vezethet. A  Succ-tal lélegeztetett
mitokondriumok esetén nem csokkent szignifikansan az ATP termelés, ami 6sszhangban van
az eddigi eredményeinkkel; mivel a TEGDMA a CI-t gatolja, az SDH-rol a Cll-re keriild
elektronok szabadon &ramolhatnak a CIV felé és az elektrokémiai potencidl az ATP
termelésre forditodhat.

VI. A TEGDMA hatéasa a Cl aktivitasra

Ahhoz, hogy megerdsitsiik hipotézisiinket, mely szerint a TEGDMA a CI-t gatolja,
kozvetlenil a CI aktivitasat mértiik. A CI aktivitasa jelentdsen csokkent a 2 és az 5 mM

TEGDMA koncentraciok esetén. A CI aktivitds kdzvetlen mérése azt mutatta, hogy a
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TEGDMA valdban gatolhatja a CI-t. A TEGDMA azonnali hatasa arra utal, hogy a CI

valdban a rezin monomer elsédleges célpontja lehet.
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KOVETKEZTETESEK

Az amalgdm Kkivezetése a kornyezetvédelem szempontjdb6l kiemelten fontos,
megvaldsulésat a 2017/852-es EU-direktiva szabalyozza. Az Otvozet teljes kivezetése mellett
tovabbi anyagtani fejlesztések sziikségesek az amalgam alternativak (ivegionomer cementek
¢€s a rezin bazisu kompozitok) kapcsan az idedlis tomoOanyag kifejlesztésére. A kompozitok
elégtelen polimerizécidja és biodegradacidja kovetkeztében legnagyobb aranyban kioldddo
rezin monomer, a TEGDMA citotoxikus, genotoxikus és oxidativ stressz okozta hatasainak

hatterében allo6 molekularis célpont megkeresése volt munkank célkitiizése.

Jelen disszertacibban a TEGDMA hatésait vizsgaltuk agybdl izolalt mitokondriumok
alapvetd bioenergetikai funkcidira és a ROS homeosztdzisra, mivel a ROS képzésben és
elimindlasban, az apoptozishan és a sejtek életképességének meghatarozasaban a
mitokondriumok fontos szerepet jatszanak.

Uj eredményeink a kovetkezok:

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

e A TEGDMA adéasa ClI-fiiggd szubsztratok esetén a mitokondrialis membran
depolarizaciojahoz vezetett, aminek kovetkeztében az oxidativ foszforilacio soran
csokkent az ATP termelés.

e A Cl-flggd légzési szubsztratokkal energetizalt mitokondriumokban fokozodott a
ROS termelés és korlatozodott a ROS eliminidci6 TEGDMA kezelés hatasara. A
TEGDMA a mitokondrialis bioenergetika befolyasolasan keresztiil és nem kdzvetlen
kémiai reakcidval csokkentette a glutation szintet.

e Vizsgalataink alatamasztottak, hogy a TEGDMA molekularis célpontja a CI a
mitokondrialis 1égzési lancban. A Cl gatldsa megmagyarazza a TEGDMA
irodalomban leirt toxikus hatésait.

Tanulmanyunk soran kimutattuk, hogy a TEGDMA rezin monomer -egy nhagyon aktiv
metakrilat molekula - citotoxikus hatasait a Cl gatlasa nagymértékben magyarazza. A CI
gatlasanak kovetkezményei az O, fogyasztds csokkenése, a H,O, termelés fokozasa, a

mitokondrialis H,O, eliminacid karosodasa, aminek oxidativ stressz és apoptOzis a
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kovetkezmenye. Az ATP termelés csokkenése magas TEGDMA koncentracié mellett
nekrotikus sejthalélt okozhat. Az irodalomban szamos kdzlemény targyalja az antioxidansok
pozitiv hatasat, amely eliminalhatja a TEGDMA okozta karos hatasokat, és a TEGDMA
monomert kivaltd ) monomerek fejlesztésérdl szolod kutatdsi eredmények is biztatoak.
Véleményiink szerint a TEGDMA rezin monomer valoszinii molekularis célpontjanak

megtalalasa tovabbi sikeres anyagfejlesztéshez jarulhat hozza a fogaszatban.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

a-GP: alfa-glicerofoszfat

a-KG: alfa-ketoglutarat

a-KGDH: alfa-ketoglutarat dehidrogenaz

AK: adenilat- kindz

ANT: adenin-nukleotid transzlokaz

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

CI: mitokondrialis komplex I, NADH-koenzim Q oxidoreduktaz
CII: mitokondrialis komplex 11, szukcinat dehidrogenaz

CIII: mitokondrialis komplex 111, koenzim Q-citokrém c reduktaz
CIV: mitokondriélis komplex IV, citokrom c oxidaz

CAT: karboxiatraktilat

DMSOQO: dimetil-szulfoxid

ApH: a mitokondrium belsé membranjanak két oldala kozotti pH gradiens
A¥rn: membréanpotencial

FET: forward electron flow; eldre irdnyuld elektrondram

FCCP: karbonilcanid-p-trifluorometoxi-fenilhidrazon

GM: glutamat és malat

GSH: glutation

H,0,: hidrogén peroxid

KoA: koenzim-A

pmf: protonmotoros erd

RET: reverse electron flow; reverz elektrontranszport

ROS: reaktiv oxigénszarmazék

Succ: szukcinat
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