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Roviditésjegyzék

AIF apoptozist-indukalé faktor
Bis-GMA bisphenol a-glycidil metakrilat
ER Endoplazmas retikulum

ERK Extracellular szignal-regulalta kinaz
HEMA Hydroxyetil metakrilat

HRP tormaperoxidaz

INK c-Jun N-terminal kindz
MAPK mitogén-aktivalt fehérje kinaz
MMP Matrix matelloprotedz

PVDF polyvinylidin fluorid

SDS Natrium dodecil szulfét
TEGDMA Trietilén glycol dimetakrilat
WST-1 water-soluble tetrazolium so-1




Bevezetés

Miigyanta alapti tdmdanyagok immar 50 éve elérhetek a destrualt fogak
Ujraépitéséhez. Kitlind anyagtani és esztétikai tulajdonsagaik miatt a
kompozit alapt anyagok rendkiviil sokrétiien alkalmazhatdéak ¢és a klinikai
gyakorlatban is széles indikacios teriilettel birnak. Konvencionalis fog és
onlay tomések mellett idealis anyagnak tekinthetéek csapos fogfelépitésre,
korona, bracket felragasztasra, valamint alkalmazhatoéak cementként és iireg
linerként is. Amalgdmmal Osszevetve, legelonyosebb adottsaguk a fogak
¢lethti esztétikdjanak visszaadasa. Ezen felill, megfelelden képesek
helyreéllitani a destrualt fogakat mechanikai szempontbdl is. Mindezek
eredményeként népszerliségiik a fogorvosok korében toretlen, és a jovoben
varhatéan még tovabb fog ndni.

Az imént leirt elényok, tovabba szamos anyag-kémiai fejlesztés ellenére mai
napig megoldatlan probléma a kompozitok elégtelen polimerizacidja, amely
szabad monomerek felszabadulasdhoz vezethet. Ennek kdszonhetden sok
kozlemény foglalkozik a kompozitok ¢és a kiilonféle osszetevoik
biokompatibilitasaval. Szdmos -gyakran alkalmazott- monomerek (mint
példaul a Bis-GMA, HEMA, TEGDMA) sejtkarosité hatasa mar bizonyitott
pulpa- és inysejteken, azonban sok mechanizmus tisztdzatlan maradt eddig a
részletesebb sejtszintli valaszokat illetden. Ezeknek részletes ismerete

elengedhetetlen a biztonsagosabb kompozitok fejlesztés¢hez.



Célkitiizések

A fentiek alapjan doktori értekezésemnek 2 6 célja volt:

1. Két in vitro vizsgalatunk kozos célja a TEGDMA monomer altal
kivaltott pulpasejten beliili  specifikus valaszok ismeretének
tovabbfejlesztése volt. A TEGDMA toxicitasa pulpasejteken egy sok
iranybdl feltérképezett és dokumentalt téma, azonban szamos aspektusa
a mai napig tisztazatlan maradt. Vizsgalatok leirtdk mar a TEGDMA
monomerek apoptdzis-indukald hatasat ezekben a sejtekben, azonban
csupan kettd vizsgalta részletesebben, hogy vajon ez belsé (intrinsic)
avagy kiilsé (extrinsic) uton keresztil valosul-e meg, melyek
ellentmondésos eredményekre jutottak. Nem talaltunk irodalmat, amely
a TEGDMA monomerek esetleges hatasat vizsgalta volna kaszpaz-
fiiggetlen, illetve ER stressz okozta sejthalilutakra. fgy, elsé
vizsgalatunk f6 célja a TEGDMA monomerek altal elsGsorban aktivalt
— belsé vagy kiils6 — apoptotikus Ut meghatarozasa volt. Tovabba,
vizsgaltuk a monomerek lehetséges hatasat kaszpaz-12, illetve kaszpaz-

fiiggetlen (AIF) programozott sejthalal iranyaban is.

2. A masodik vizsgalat célja a TEGDMA monomerek hatdsanak
felderitése volt a pulpasejten beliili proteaz szintézisre. Matrix-
metelloproteazok (MMP-k) szerepe jol ismert szamtalan fogpatologiai
folyamatban, mint példaul a fogszuvasodas, pulpitisz €s a periapikalis
gyulladas. Klinikai és szovettani megfigyelések azt bizonyitjak, hogy a
monomer tartalmi tomo, valamint adheziv anyagok alkalmazasa
gyakran vezet atmeneti fogbélgyulladashoz. Bar ennek pontos
folyamata tisztazatlan, a monomer tartalmat fontos tényezonek tartjak.

A pulpan belill termelt MMP-k lehetséges szerepe az imént emlitett
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gyulladasban, valamint esetleges Osszefliggésiik a tomésbdl a pulpaba
araml6 monomerekkel eddig nem vizsgalt. Ezért, masodik vizsgalatunk
cé¢lja a TEGDMA monomerek esetleges hatdsanak felderitése volt a
pulpasejten beliili MMP aktivitasra ¢s/vagy szintézisre. Tovabbi
célkitlizésként szerepelt a monomerek hatdsanak vizsgalata p38, ERK,

valamint JNK jelatviteli utakra.



Vizsgalati modszerek

A TEGDMA-monomerek citotoxicitasanak, valamint hatasanak vizsgalata a

specifikus haldalutakra, pulpasejtekben

Fogbélszovetet 6t fogszabalyzasi okbol eltavolitott egészséges fog pulpajabol
izolaltunk a paciensek irasos egyetértésével és a PTE-AOK Regionalis
Kutatéas-Etikai Bizottsaganak engedélyével. Majd a szoveteket az ezzel
foglalatos irodalomban el6zbleg leirt modszer szerint, kontrollalt in vitro
koriilmények kozott tenyésztettik Alpha-MEM (Lonza, Basel, Svéjc)
sejttalajon mindaddig, amig el nem értik a vizsgalathoz sziikséges
sejtpopuléciot. A kisérletekhez a sejteket azonos technikaval Petri csészékbe
iiltettiik ki 2x10* sejt/cm? denzitast elérve.

TEGDMA monomerek hatasanak tettiik ki. A toxicitds mértékét kétfajta
sejtszamolasi modszerrel, valamint WST-1 (water soluble tetrazolium-1)
reagens alkalmazaséaval vizsgaltuk az elsé, masodik, illetve 6t6dik napon.

A WST-1 reagens egy sejtpermeabilis tetrazolium s6, mely a mitokondrialis
dehidrogenaz enzimrendszerek segitségével egy spektrofotometriaval
mérhetd formazan termékké konvertdlodik. Csak wvitalis sejtek
mitokondriuma képes ezt a reakciot katalizalni. Tehat a mért szinvaltozas
mértéke a tenyészetben jelenlévd eld sejtek szdmaval aranyos. A gyartd
javaslatait kovetve, TEGDMA exponalds utan a mediumot 200 ul WST-
reagensre (Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland, 1:9 WST:Alpha MEM
medium) cseréltiik, majd 37°C fokon 4 6ran at inkubaltuk. Az inkubéciot
kovetden 100 pl-t tartalmazé mintakat 96-lyuktt ELISA lemezekre vittiik fel,
majd az egyes mintadk fényelnyelési képességét (abszorbanciajat) egy
FluoStar Optima plate reader (BMG Labtech, USA) segitségével 440 nm

hullamhosszon hataroztuk meg.



Ezek mellett az €16 sejtek szamat Biirker-kamraval, valamint hagyomanyos
sejtszamolassal szintén megallapitottuk. A Biirker-kamrahoz a sejteket
TEGDMA exponalds utan tripszin hozzaadasaval a lemezek aljarol
levalasztottuk, majd 10% FBS tartalmi Alpha MEM mediumba
szuszpendaltuk. A mintdkat Biirker-kamraba toltottiik majd az €16 sejtek
szamat faziskontraszt mikroszkép alatt szamoltuk meg. A hagyomanyos
sejtszamoléashoz a 6-lyuku lemezek mindegyik lyukanak aljan harom teriiletet
definialtunk, majd a mérési napokon ugyanazzal a mikroszkoppal,
ugyanazokban a teriiletekben szamoltuk meg az €16 sejteket.

Az 5 napos kisérletben mutatott sejthaldl-kinetika alapjan a tovabbi
vizsgalatokhoz, melyek segitségével a specifikus halalutakat kivantuk
beazonositani, a sejteket 24 oran at 0,1, 0,2, 0,75, 1,5, illetve 3 mM
segitségével detektaltuk a hasitott kaszpaz-3, kaszpaz-8, kaszpaz-9 ¢és
kaszpaz-12 koncentraciok valtozasait. Ezen tul, vizsgaltuk az apoptosis-
inducing factor (AIF) szintjének valtozasat is, mely egy kaszpaz-fliggetlen
halalut aktivitasara utal. A fehérje meghatarozashoz a monomerrel torténd
inkubalés utan a mintakat eldszor hideg lizispufferbe (50 mM Tris-base, pH
7.4, 10% glycerol, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM Na-ortovanadat, 100
mM NaF, 5 uM ZnCl,, 10 pg/mL aprotinin, 1 pg/mL leupeptin, 1 mM PMSF,
1% Triton X-100) gyujtottiikk, homogenizaltuk 20 masodpercig, majd
centrifugaltuk 30 percig, 4°C fokon. (RCE=40,000x g) Ezt kovette a
(Lowry’s method, Detergent Compatible Protein Assay Kit, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) majd a mintak egységes higitasa 30 ug fehérjetartalom
eléréséig. A Laemmli-puffer hozzaadasa, valamint denaturdlas utan a
fehérjéket a mintakbol SDS (natrium dodecil szulfat) -tartalmu poliakrilamid
gélben molekulasily alapjan szeparaltuk, majd a gél tartalmat PVDF

membranra transzferaltuk. A nem-specifikus kolcsonhatasokat zsirmentes
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tejporoldattal (3%) blokkoltuk. A fehérjék megjeldléséhez nyul poliklonalis
elsédleges, valamint tormaperoxidazzal (HRP)-konjugalt szekunder
antitesteket hasznaltunk. A mintdkat egy G:Box géldokumentacios rendszer
(Syngene International Ltd., Bangalore, India) segitségével analizaltuk. A
denzitometridhoz Imagel-szoftvert hasznaltunk (National Institutes of
Health, Bethesda, USA).

A kés6bb prezentalt eredmények négy fliggetlen kisérlet eredményeibol
adodtak Ossze. A statisztikai analizist Graphpad Prism szoftver segitségével
végeztik. A normal eloszlds meglétét Kolmogorov—Smirnov teszttel, az
atlagok kozti eltérést ANOVA (analysis of variance), valamint, t6bb minta

esetében Tukey post hoc probaval vizsgaltuk.

A TEGDMA monomer hatisa az MMP-2, -8, -9 termelésre, illetve az Ossz-

kollagenaz aktivitdasra pulpasejtekben

Pulpaszovetet a fent leirt médon izolaltunk és tenyésztettink. Un. ,,pilot
study-ként” a sejteket eldszor 0,1, 0,2, 0,75, 1,5, illetve 3 mM TEGDMA
hatasanak tettiik ki azzal a céllal, hogy megtalaljuk azt a vizsgalati
koriilményt, ami még nem pusztitja el a sejteket, de elegend6 ahhoz, hogy
stresszreakciot valtson ki. Kezdeti eredményeink azt igazoltak, hogy az egy
nem okoz szignifikdns pulpasejt halalt. Kovetkezésképpen ebben a
vizsgalatban a pulpasejteket egy napig 0,1, 0,2, 0,75 mM-os TEGDMA-val
kezeltiik. A sejtek életképességét WST-1 reagens alkalmazaséaval a fent leirt
modon néztiik. Az MMP, valamint kollagenaz aktivitasra val6 hatast pedig
Western blottal, direkt immunofluoreszenciaval és egy specifikus EnzCheck
kollagenaz/zselatinaz-assay (Molecular Probes; Eugene, OR, USA)

segitségével hataroztuk meg.



Az EnzCheck kollagenaz/zselatinaz-assay nagy mértékben tartalmaz
fluoreszcein konjugalt zselatint, aminek kovetkeztében a fluoreszcencia
elfojtott. A zselatin megfeleld szubsztratként szolgal a legtobb zselatinaz
illetve kollagenaz enzim szamara, emésztésiik soran fluoreszens peptidek
szabadulnak fel. Ebbdl kovetkezéen a fluoreszencia intenzitas emelkedése
aranyos a proteolitikus aktivitassal és specialis spektrofotométerrel
kovethetd. Az assay kontrollként Clostridium hystoliticum-bol kivont
kollagenazt tartalmaz.

A gyartd instrukcioi szerint, TEGDMA inkubacié utan a fluoreszcein-
zselatin szubsztratot reakcios pufferrel dsszekevertiik, majd a lizis-pufferben
szuszpendalt sejtmintdkhoz vagy mechanikusan homogenizalt sejt-
extraktumokhoz hozzaadtuk. Végiil a mintdkat egy 96-lyuku lemezre vittiik
at, amelyekben a proteolizis mértékét egy Promega Glo Max plate olvaséd
(Madison, Wisconsin, USA) segitségével hataroztuk meg, kiilon a sejteket
tartalmazo6 mintakbol, és kiilon a sejtkivonatokbol.

A Western blot 1épései azonosak voltak az el6z6 vizsgalatban leirtakkal. A
fehérjék megjeloléséhez MMP-8, -9, p-p38, p-JNK, p-ERK1 és 2 specifikus
nyul poliklonalis, illetve MMP-2 elleni nyul monoklonalis elsédleges
antitesteket, valamint tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt anti-nyul
poliklonalis masodlagos antitestet hasznaltunk. Hasonldan az el6bbiekhez, a
mintdkat egy G:Box géldokumentacidos rendszerrel analizaltuk, a
denzitometriat pedig az Imagel] software segitségével végeztik.

Az enzimek pontos sejten beliili lokalizacidjat immunocitokémiaval is
megvizsgaltuk. Ehhez a sejteket elészor PBS mosas utan 4%
paraformaldehiddel ~ fixaltuk. = Tovabbi  mosasokat  kovetéen a
permeabilizalashoz 0,1% Triton X-100-t hasznaltunk TBS-ben (50mM Tris-
HCIL, pH 7,4, 150mM NaCl) 4°C fokon. A nem specifikus kotési helyeket
5%-o0s sovany tejporoldattal blokkoltuk. Majd a mintakat jeldletlen MMP-2,
MMP-8, valamint MMP-9 specifikus primer antitestekkel inkubaltuk.
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Szekunder antitestként Cy3-konjugalt kecske anti-nyal antitestet
hasznaltunk. A mintdk analizalasa eldtt a sejtmagokat Hoechst 33342
reagenssel is megfestettilk (Calbiochem, La Jolla, CA, USA). Végiil a
felvételeket egy Olympus FV-1000 1ézer-pasztazo konfokalis fluoreszcencia
mikroszkoppal (Olympus Europa, Hamburg, Germany) készitettiik.

A prezentalt eredmények ezuttal is négy fliggetlen kisérlet eredményeibol
adodtak Ossze. A statisztikai analizist Graphpad Prism szoftver segitségével
végeztik el. Az atlagok kozti eltérést ANOVA (analysis of variance),
valamint tobb minta esetében Tukey post hoc prébaval kiegészitve

elemeztiik.

Eredmények

A TEGDMA-monomerek citotoxicitasanak, valamint hatasanak vizsgalata a

specifikus sejthalal utakra, pulpasejtekben

Mindkét sejtszamolasi technika, valamint WST-1 szinezés a TEGDMA
monomerek id6 és koncentracio fliggo toxicitasat igazolta fogbél sejteken. 24
novelte szignifikansan a pusztult sejtek szamat a kezeletlen sejtekhez képest.
Eredményeink szerint a 0,1, 0,2, valamint 0,75 mM-os TEGDMA-val val6
kezelés nem vezetett jelentds sejtpusztulashoz 24 ora elteltével. A masodik,
illetve 6tddik napos mérések a sejtek tovabbi pusztulasat mutattak kiilondsen
a 3 mM-os TEGDMA expozici6 hatasara.

Az egynapos monomer expozicié ndvelte az sszes altalunk vizsgalt hasitott,
apoptotikus utakban egyarant résztvevo aktivalt kaszpaz-3 koncentracidja 1,5

mM-os TEGDMA koncentracié felett mutatott szignifikdns ndvekedést.
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Jelentds emelkedést az extrinsic utban résztvevé hasitott kaszpaz-8

sres

s

TEGDMA kezelés felett mértiink.

Tovabbi eredményeink az ER stresszre utalé aktivalt kaszpaz-12 szintjében
0,75 mM felett, amig a kaszpaz-fliggetlen halaliitban fontos szerepet jatszo
AIF koncentracidjaban pedig 0,2 mM-os TEGDMA inkubacio felett mutattak

jelentds emelkedést.

A TEGDMA monomer hatisa az MMP-2, -8, -9 termelésre, illetve az Ossz-

kollagendz/zselatinaz aktivitasra pulpasejtekben

Az 5 napos elézetes kisérletiink, melyet azzal a céllal végeztiink, hogy
megtalaljuk a protedz szintézis/aktivitds méréséhez a megfeleld kezelési
koriilményt, ebben a fliggetlen vizsgalatban is igazolta a TEGDMA
monomerek koncentracio-, illetve ido-fiiggd toxicitasat a pulpasejteken.
Elébbiekhez hasonléan 24 o6ra exponalas utan csupan a 1,5 és a 3 mM
kezeletlen sejtekhez viszonyitva. Az 5. napos méréseink a sejtek kozel
teljesmértékli megsemmisiilését mutatta. Ebbdl kifolydlag a vizsgalat tovabbi
fazisaihoz a sejteket mindossze 24 oran keresztiil, valamint maximum 0,75
mM koncentracioju TEGDMA-val kezeltiik.

A kollagenaz/zselatinaz assay alkalmazasaval kapott eredményeink az
enzimaktivitas emelkedését mutattdk TEGDMA hatasara a fogbél sejtekben.
Egyarant a sejt lizatumokbol és a sejtek médiumabol szignifikans aktivitas
emelkedést mértiink 0,1, valamint 0,2 mM-o0s monomer kezelés hatasara.
Az egynapos TEGDMA kezelés szintén novelte a matrix-metalloproteazok

termelését a pulpasejtekben. Mindegyik monomer kezelés szignifikans
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MMP-2 emelkedéshez vezetett. Az MMP-8 szintje 0,2, illetve 0,75 mM-os,
mig az MMP-9 szintje minddssze 0,2 mM-os monomer hatasara névekedett
jelentésen. Az indirekt immunofluoreszenciaval nyert felvételeink az el6bbi
eredményeket alatdmasztva, szintén jelentds protedz emelkedést igazoltak
monomer expozicié hatasara. A mikroszkopos képeken az MMP-2 és a
némileg szemcsésebb megjelenésic MMP-8 fbleg a sejtplazmaba
lokalizalodott, mikozben az MMP-9 a sejtplazmaban ¢€s a sejtmembranhoz
kozelebb egyarant megtalalhatd volt. El6bbi lokalizacidban szemcsésebb,
utobbiban szalasabb megjelenést mutatott.

A TEGDMA kezelés ugyancsak indukalta az Osszes vizsgalt jelatviteli
fehérje aktivaciojat. Mig a p-ERK 1 és 2, valamint p-JNK szintje jelentésen
emelkedett az 6sszes TEGDMA kezelés hatasara, a p38 foszforilalt/aktivalt

s

szignifikans novekedést a pulpasejtekben.
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Megbeszélés

A fogaszatban manapsag forgalomban 1évé kompozit alapu tomdanyagok
harom f6 fazisbol épiilnek fel, melyek specifikus hullamhosszii kék fény
megvilagitasanak  hatdsara egy  megerésitett  polimer  rendszert
eredményeznek. Ez a harom f6 alkotdelem: a szerves matrix, anorganikus
toltéanyag, valamint az organo-szilan kapcsolo fazis. Ezeken kiviil a modern
kompozitok tartalmaznak még a kémia reakcié késleltetését szolgalod
inhibitor-t, a reakcio katalizasat eredményez0 iniciator-akcelerator rendszert,
illetve pigmenteket az élethii megjelenés eléréséhez.

Klinikai obszervaciok szerint a monomer tartalmi kompozitok, valamint
adheziv anyagok behelyezése képes atmeneti pulpagyulladdashoz vezetni
mely hosszabb ideig tart, mint amit csupan az iiregalakitds mechanikai
irritdcidjanak lehetne tulajdonitani. Vizsgalatok immar bebizonyitottak, hogy
tulajdonképpen a polimerizalt kompozit tdémés barmely komponense képes
,.kimosodni” és kolcsonhatasba 1épni a hataros €16 szovetekkel. A kiilonb6z6
Osszetevok esetleges karos hatasaival foglalkozo irodalom leginkabb a
szabad monomerek szovetekben kifejtett hatasait vizsgalta eddig. Annal is
inkabb, mivel a jelen anyagfejlettség szerint, a modern kompozitok legfeljebb
maximalisan 60-70%-ig polimerizalédnak. Ezen tul egyes nyalban
megtalalhat6 enzimek, valamint a ragas okozta allandé mechanikai behatasok
a létrejott polimer lebontasdhoz és ezaltal ujabb szabad monomerek
felszabadulasahoz vezethet. Tobb sejtkulturat is alkalmaztak eddig a
monomerek karos hatasainak bemutatdsara, azonban azon megfigyelés ota,
miszerint a monomerek képesek a dentintubulusokon at a pulpéba jutni, igy
fizikalis kapcsolatba 1épni a fogbél szdvettel, a pulpa sejtek hasznalata
jelentdsen gyakoribba valt.

A jelenlegi irodalom a monomer kimosodast bifazisosként irja le. A

polimerizalatlan monomerek legnagyobb hanyada az els6 24 6raban mosodik
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ki ezt kovetve egy lassabb fazissal mely akar éveken at folytatddhat. A
kioldodott monomerek azonositasaval foglalkozo vizsgalatok a TEGDMA-t
mutattak ki, mint a kioldott folyadékban legnagyobb ardnyban jelen 1év6
Osszetevot. Ez  tobbek kozott a monomerek kémia struktirajaval
magyarazhat6. A TEGDMA egyenes molekularis gerinccel rendelkezik,
amib6l adédoan a BisGMA-val szemben az egyes TEGDMA molekuldk
kozott nem alakulnak ki hidrogén kotések, ezzel segitve a kémiai kioldodast.
A kompozit keverékek relativ monomer tartalman, valamint a dentin
feltételezett dilticios hatasan alapuld elméleti szamitasok szerint a pulpaban
elért monomer koncentracio elérheti akar a 4 mM-t is. Ugyan a TEGDMA
monomerek sejt-karositd hatdsa részletesen targyalt az ezzel foglalkozo
irodalomban, szamos specifikus, sejten beliili mechanizmus még a mai napig
tisztazatlan, melyeknek ismerete elengedhetetlen az anyagok tovabbi
fejlesztéséhez. Ezért, vizsgalataink alapvetd célja a pulpasejteken beliili
stressz reakciok tovabbi feltérképezése volt.

Els6 vizsgalatunk a TEGDMA monomerek id6 és koncentracid fliggd
toxicitasat igazolta pulpasejteken. A 1,5, valamint 3 mM-os monomer
koncentracio gyors sejtpusztulashoz vezetett az 5 napos kezelés mindegyik
mérépontjanal. Ezzel szemben a 0,75 mM-os TEGDMA még nem novelte
jelentds mértékben az elpusztult sejtek szamat 24 ora elteltével. Ez a
megfigyelés lehetové tette azon kisérleti koriilmény meghatarozasat, amely
szubletalisnak mondhatd, igy idealis a tovabbi stresszreakciok vizsgalatahoz.
A jelenlegi szakirodalom alapjan kiilonféle sejtek, kiilonb6zd szenzitivitast
mutathatnak a monomerekkel szemben. Tovabba, tobbféle assay
alkalmazhat6 az életképesség mérésére melyek kiilonboz6 érzékenységiiknek
koszonhetéen kissé eltérd értékeket eredményezhetnek. Mindezeket
figyelembe véve az eredményeink egyezést mutatnak az eddigi

vizsgalatokkal, a megfigyelt toxikus érték tekintetében.
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A TEGDMA monomerek legf6bb sejtkarositdé mechanizmusanak az oxidativ
egyensuly  felboritdsat  tartjdk, melyet elsdsorban a  reaktiv
oxigénszarmazékok és szamos citokin termelésének novelésével, valamint az
antioxidans glutation koncentracidjanak csokkentésével hoz 1étre. Ennek
legfontosabb, tobbnyire sejtpusztulast eredményezé kovetkezményei
lehetnek az oxidativ  DNS karosodas, fragmentacido és végsdsoron a
mikronukleusz képzédés. Tovabba szamos vizsgalat ugyancsak beszamolt
antioxidans enzimek, mint példaul hemi-oxigenaz és kataldz erételjes
aktivalasarol TEGDMA expozicié jelenlétében, mely szintén az oxidativ
egyensuly felboruldsanak jelentdségét tamasztja ala.

Az els6 vizsgalat masodik megallapitdsa az apoptdzis, mint dominans
sejthalal forma volt klinikailag relevans monomer koncentraciéo kezelés
hatasara. Ennek jelentdsége abban rejlik, hogy az apoptozis, a masik f6
sejthalal formaval — a nekrézissal- szemben, egy kontrollalt Snmegsemmisitd
folyamat mely ennek kdvetkeztében ritkabban okoz szdveti gyulladast. Tobb
vizsgalat foglalkozott eddig a TEGDMA monomerek altal aktivalt specifikus
sejthalal utak beazonositasaval. Néhanyan leirtak egy apoptozisrol nekrozisra
torténo valtast pulpasejtekben 2 mM feletti TEGDMA expozicid esetén. Két
vizsgalat kisérelte meg tovabb jellemezni az elsdsorban aktivalt apoptotikus
utat, azonban ezek némileg ellentmondasos eredményre jutottak. Mig az
egyik vizsgalat az extrinsic utat, a masik mind a két klasszikus apoptotikus 1t
egyideji  aktivalasat taldlta TEGDMA monomer kezelés hatasara
pulpasejtekben. Az utobbi megallapitast alatimasztva, a jelen vizsgalat
eredményei emelkedést mutattak mind a harom hasitott kaszpaz (kaszpaz-3,-
8,-9) koncentracidjaban ezzel szintén azt mutatva, hogy a monomerek
mindkét apoptotikus utat egyarant stimulaljak. Az eddigi irodalom alapjan az
elébb emlitett emelkedés a reaktiv oxigénszarmazékok termelésében képes
mind az intrinsic, illetéleg extrinsic apoptotikus utat aktivalni. Tovabba a

TEGDMA bizonyitottan egyidejiileg ndveli a TNF-a. citokin és ugyanakkor
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csokkenti a BCL-xL antiapoptotikus fehérje szintjét a pulpasejtekben melyek
tovabbi mechanizmusként szolgalhatnak mindkét apoptotikus 1t aktivalasara.
Legjobb tudomasunk szerint nincs vizsgalat a jelenlegi irodalomban mely a
két klasszikus halaliton tal alternativ apoptotikus mechanizmusok
TEGDMA altal val6 aktivalasat tanulmanyozta volna. Fent részletezett
eredményeinken tal, vizsgalatunk szintén igazolta az AIF és a hasitott
kaszpaz-12  szintjének emelkedését TEGDMA  kezelés hatdsara
pulpasejtekben. Az endoplazmas retikulum (ER) stressz szerepe sejthalal
el6idézésében egy nem is oly régota targyalt téma. A sejten belill az ER-ben
torténik a fehérjék poszttranszlaciés modositasanak tilnyomo része. Ennek
az ugynevezett oxidativ fehérje csomagoldsnak legfontosabb feltétele a
megfeleld intralumindlis redox egyensuly, mely foként a glutation peptid és
oxidalt variansa relativ aranyanak szigoru szabalyzasaval biztositott. Bar az
oxidalt kdrnyezet alapjaban véve kedvez a fiziologias fehérje modositasnak,
a reaktiv oxigénszarmazékok kontrollalatlan termelése, valamint a glutation
peptidek kimeritése, melyek egyarant ismert kovetkezményei TEGDMA
monomerrel torténd expozicidnak, igy megborithatjdk ezt a kritikus
egyensulyt melynek kovetkezménye az ugynevezett ER stressz. Ez
csomagolatlan vagy helyteleniil csomagolt fehérjék aggregalasahoz vezethet.
Az aggregatumok sikertelen megemésztése pedig komplex jelatviteli utak
révén az ER membranjdhoz kapcsolt kaszpaz-12 hasitasat (aktivalasat)
eredményezi. Végiil a sejtmagba illetdleg sejtplazmaba transzlokalt kaszpaz-
12 a prokaszpaz-9 és -3 direkt aktivalasan keresztiil kapcsolja az ER stresszt
az apoptozishoz.

Az apoptosis-inducing factor (AIF) egy olyan fehérje mely fizioldgias
koriilmények kozott a mitokondrium intermembran terében talalhaté meg,
azonban sejt-stressz folyaman rendelkezhet kaszpaz-fliggetlen apoptdzis
effektor funkcidval. Az oxidativ energiakrizis a mitokondrialis membran

potencial megsziinéséhez, illetve permabilitas fokozddashoz vezethet. A
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kovetkezésképp felszabadult AIF a sejtplazmaban elsdsorban a cyclophillin-
A fehérjéhez asszocial. Ezek utan a fehérjekomplex a sejtmagba
transzlokalodik, ahol jelentés DNS fragmentacid, illetdleg kondenzacid
révén kaszpaz-fliggetlen apoptozist okoz.

Az ER stressz és AIF szerepét TEGDMA kezelés okozta sejthalalban 1j
hozzajarulasnak véljiik a szakirodalomhoz.

Elokisérleteink alapjan a masodik vizsgalatunkban a sejteket mindossze 24
oraig és maximum 0,75 mM-os TEGDMA -val kezeltiik. Ez volt az a kondicio
mely még nem okozott tulzott sejtpusztulast, ezaltal megfelel6 koriilménynek
tlint az enzim szint és aktivitas vizsgalatahoz. Korabbi vizsgalatok szintén
hasonlo kisérleti feltételeket alkalmaztak sikeresen kiilonb6zo fehérjék
termelésének vizsgalatdhoz pulpasejtekben. Eredményeink emelkedést
mutattak MMP-2, -8, -9 termelésben, valamint §sszkollagenaz/zselatinaz
aktivitdisban monomer kezelés hatasara. Kevesen vizsgaltdk eddig a
TEGDMA monomerek hatéasat pulpasejten beliili proteaz
szintézisre/aktivitasra. Nem talaltunk vizsgalatot mely a fogpatologiai
folyamatokban relevans MMP-2, -8, -9 szintjeit illetéleg aktivitasuk
valtozasat tanulmanyozta volna. A pontos molekularis mechanizmus mely a
TEGDMA monomerek MMP indukcids hatasat eredményezné eddig nem
ismert. A monomernek elsésorban a mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK)
jelatviteli kaszkadokra kifejtett hatasat tanulmanyoztak. ERK, JNK, valamint
p38 indukcids hatasa MMP-1, illetve -13 termelésre pulpasejtekben egy
korabbi vizsgalatban dokumentalt. Azonban az imént felsorolt jelatviteli
molekuldk és a jelen vizsgalt MMP-k kozti esetleges Osszefiiggés eddig
tisztazatlan. Jelen Western blot eredményeink az ERK, JNK, valamint p38
jelatviteli molekulak MMP szintézis novekedéssel egyideji aktivalasat
igazoltak. Specifikus inhibitorok hasznalatanak hianya miatt azonban okozati
Osszefliggés nem vonhatd. Tekintettel a jelatviteli molekulak altalanos

sejtreakciokban jatszott szerepére, a jelen megfigyelt egyidejiit MMP és p-
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ERK, p-INK, p-p38 emelkedés egy parhuzamos stresszreakcio aktivalasat is
mutathatjak. Tovabbi vizsgalatkora lenne sziikség a lehetséges Osszefiiggés
tisztazasahoz.

Megfigyeléseink részben egyezést mutatnak azokkal a vizsgalatokkal melyek
a fogaszati gyakorlatban hasznalt, monomerekben gazdag, adheziv anyagok
hatasat elemezték MMP-2 és MMP-9 szintézisre pulpasejtekben. Egyik
vizsgalat a monomer tartalomnak mig masik a készitmények savassaganak
tulajdonitotta a megfigyelt MMP-2, illetve -9 emelkedést.

Vizsgalatunk méasodik megallapitasa a monomerek 6sszkollagenaz/zselatinaz
aktivitast noveld hatdsa volt. Mivel MMP-k teszik ki az iménti enzimek
tulnyomo6 hanyadat, a mért enzimaktivitds reprezentativ az Ossz-matrix-
metalloproteaz aktivitasra. Ezek a fehérjék transzkripcid, szintézis, illetve
pro-enzim aktivacié szinteken szigori szabalyzas alatt allnak. Kevés tedria
létezik, amely a proMMP-k aktivacios mechanizmusat targyalja, azonban az

JSRT)

ugynevezett ,,cisztin konformacios valtas” kulcsfontossagl 1épésnek tartott.
A savas pH-val biré kézeg MMP indukcios hatdsa ugyancsak jol ismert.
Utobbi elmélet alapjan felvetddott az a tedria mely az MMP-k aktivacidjat az
adheziv anyagok gyengén savas monomerjeinek tulajdonitja. Tovabbi faktor
lehet még a monomer okozta esetleges valtozds az MMP-k természetes
szoveti inhibitorjaként szamon tartott, TIMP (tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases), valamint katepszin koncentracioiban. Nem talaltunk
kozleményt mely a TEGDMA esetleges hatasat vizsgalta volna ezekre a
fehérjékre. Ezenkivill, a jelen vizsgalatban megfigyelt ERK, JNK, p38
molekuldk  egyidejli  aktivacidja  Osszkollagendz/zselatinaz — aktivitas
novekedéssel egyiitt a jelatviteli utak szerepét is valoszinisitheti. Szintén
tovabbi vizsgalatokra lenne sziikség ennek tisztazasara. Erdekes médon
megfigyeléseink ellentétben vannak egy korabbi vizsgalat eredményeivel
melyek MMP-2, illetve -9 gatld funkciét tulajdonitottak a TEGDMA

monomereknek pulpa sejttenyészeteken. A szerzok magyarazata szerint a
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TEGDMA éter, valamint karbonil molekulai komplexet képeznek az MMP-
k bivalens cink, illetve nukleofil csoportjaival ezaltal fizikailag korlatozva a
katalitikus régiot.

A fent targyalt eredményeink ismeretében azonban fontos azt is figyelembe
venni, hogy egy ¢l6 fogban szamos olyan tényez6 van jelen mely a fent
emlitett toxikus hatasokat mérsékelné, mint példaul a fogbélen beliili nyomas
mely a dentindlis folyadékot a zomanc irdnyaba aramoltatja és ezzel
korlatozza a toxikus bomlastermékek pulpalis aramlasat. A fogbél szintén dis
erekben, melyek a karos termékek gyors elszallitasaval szintén redukalna a
karos hatas id6tartalmat. Tovabba vizsgalatainkban a pulpasejt-tenyészeteket
nyugalmi allapotban kezeltiik a monomerekkel. A valdésagban toméseket
destrualt fogakba helyeziink melyekben a szuvasodési folyamat nagy
valdsziniliséggel mar valamely karos hatast a kezelés elott kifejtett a fogbélre.
Elképzelhet6, hogy a stressz alatt 1év0 pulpasejtek némileg mashogy
reagalnanak a monomer jelenlétére. Végezetiil a jelen vizsgalatokban
minddssze a TEGDMA monomerek hatasat néztiik, azonban a manapsag
hasznalatban 1évé kompozit készitmények egyszerre tobbféle monomert
tartalmaznak. Monomer kombinacids vizsgalatok alkalmazasaval nemcsak
egy masik monomerrdl kaptunk volna informaciot, hanem esetleges

szinergista hatasokrol is melyek az in vivo szituaciot jobban jellemzik.
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Az értekezés tézisei

1. TEGDMA-monomerek citotoxicitasanak, valamint hatasanak

vizsgalata specifikus haldl utakra, pulpasejtekben

Eredményeink igazoltdk a TEGDMA koncentraci6 és id6 fiiggd toxicitasat
mindkét klasszikus apoptotikus ut aktivalasat egyarant eredményezte.
Tovabba, az irodalomhoz valé 0j hozzajarulasnak szamit a TEGDMA
hatasanak dokumentaldsa kaszpaz-12, valamint AIF fehérjékre melyek az ER
stressz, valamint kaszpaz-fliggetlen halalpalydk szerepét valoszintisitik

monomer-okozta pulpa sejthalalban.

2.  TEGDMA monomer hatasa MMP-2, -8, -9 termelésre, illetve éssz-

kollagendz/zselatinaz aktivitasra pulpa sejtekben.

Eredményeink jol mutatjak, hogy a tomésekbdl kimosédd monomerek
képesek a fogpatologiaban relevans MMP-knek a termelését és aktivitasat
ndvelni a pulpaban, mely részben magyarazatként szolgalhat a fogtomések
utan gyakran megfigyelt atmeneti fogbélgyulladasra, valamint a tomések

hosszu 1d6 utani kilazulasara.
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