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Bevezetés

Az szajiiregi egészség megteremtésében ¢és fenntartdsaban kiemelt szerepe van az epitél
transzportfolyamatoknak, ezen beliil is a folyadék- és elektrolitszekrécionak. Bar maga a
végsd szekrétum igen kiilonbdzd, — gondoljunk a nyalmirigyek altal elvalasztott hipotdnias
Osszetételli nydlra vagy az ameloblasztok altal termelt fogzomancra, amely szervezetiink
legkeményebb szovete — bizonyos mechanizmusok ugyanigy mikddnek minden
epitéliumban. Amig azonban a nyalelvalasztas folyamata és oralis egészségre gyakorolt hatasa
mar gazdag szakirodalommal rendelkezik €s a kutatasok egyre inkabb a gyakorlati alkalmazas
iranyaba tolédnak, addig az ameloblasztok transzporfolyamatai alig ismertek. Jelen
disszertdci6 témaja a nyalmirigy hipofunkcié bioldgiai kezelési lehetdségeinek
tanulmanyozasa primer human szubmandibularis nyalmirigy eredetii sejtkultirdkon és
patkany parotisz eredetli sejtvonalon, valamint elséként mutat be egy olyan in vitro modellt,
melynek segitségével az ameloblasztok HCOj3' transzportja vizsgalhato.

Nyalunk elektrolitokat és fehérjéket tartalmazé folyadék, amely meghatarozé szerepet tolt be
a szajlireg mechanikai, kémiai €s mikrobiologiai védelmében. Fontossagat mi sem bizonyitja
jobban, minthogy évente nagyjabol 500 000 1j beteg szenved a nyalmirigy hipofunkcio
kovetkezményeitdl vilagszerte. A szédjszarazsag érzeés (xerostomia) mellett a betegek panaszai
kozott szerepel a nehezitett ragds, nyelés, akar a beszéd is gondot okozhat szadmukra,
megemelkedik naluk a fogszuvasodas és a szajiiregi fert6zések gyakorisaga és a parodontitisz
rizikoja. Stlyos esetekben szdjiiregi és nyeldcsovi fekélyek is kialakulhatnak.

Nyalmirigy hipofunkcié felléphet bizonyos gydgyszerek vagy szisztémas betegségek hatasara
is azonban leggyakrabban az autoimmun Sjogren szindroma, valamint a fej-nyaki daganatok
sugarkezelése kovetkeztében alakul ki. Bar a kivalto okok eltéréek, kialakuldsanak hatterében
az elektrolit- és folyadékszekrécioért felelds nyalmirigy acinusok funkciovesztése all, mig a
kevésbé érzékeny, reabszorptiv funkcioval bird duktalis rendszer intakt marad. Jelenleg

hatékony kezelési mod nem all rendelkezésre, 0 lehetdséget kinalnak azonban szajszarazsag
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enyhitésére a biologiai terapidk (duktélis-acinaris transzdifferenciacid, dssejtek, génterapia,
mesterséges nyalmirigy). Ezek kutatasa elsésorban az acinusokra jellemz6 tulajdonsagok
megorzésére/helyreallitisara (duktalis-acinaris transzdifferencidcio, Ossejtek, mesterséges
nyalmirigy), valamint a duktuszsejtek miikodésének atalakitasara (génterapia) fokuszal.

Az ameloblasztok a nyalmirigy sejtekhez hasonldan epitél eredetiick, a fogfejlédés harang
fazisa soran differencidlédnak a belsé zomancham sejtjeib6l. Maga a fogzoméanc — a nyalhoz
hasonloan — két 1épésben keletkezik. A szekrécios fazis soran az ameloblasztok a Ca* és
PO,> ionok transzportja mellett matrix fehérjéket (amelogenin, ameloblasztin, enamelin)
szekretalnak, amelyeken megindulhat a kristdlyosodds, mig az érési fazis soran ezek a
fehérjék lebontasra és visszavételre keriilnek szintén az ameloblasztok altal, a mineralizaci6
folytatodik, az asvanyi anyag tartalom 30%-r6l 96-98%-ra né az érés soran. Az érési fazisra
jellemz6 ameloblaszt marker az amelotin, amelynek funkcidja jelenleg kevéssé ismert,
valamint a matrix proteaz kallikrein 4 (KLK4). A fenti funkcidikon tilmenden gy tlnik, az
ameloblasztok fontos szerepet jatszanak a mineralizacios tér pufferelésében is. Egyfeldl a
hidroxi-apatit kristalyok képzédése soran nagy mennyiségii proton szabadul fel, mivel
fiziologias korilmények kozott ennek épitdkovei — a foszfat ionok — leginkédbb hidrogén-
foszfatok formajaban vannak jelen. Masfelél szamos fontos pH regulator jelenlétét (szénsav-
anhidrazok (CAR), anion cserélék (AE), natrium-bikarbonat kotranszporter (NBC), natrium-
proton cseréld (NHE), cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator (CFTR), v-
tipusu proton ATPaz) kimutattdk ameloblaszt sejteken, rdadasul ezek hidnya zomancfejlodési
rendellenességekhez vezetett. Az ameloblasztok aktiv HCOj™ transzportjanak kiilonosen
fontos szerepe lehet az érési fazisban, mivel ekkor a legnagyobb mértéki a kristalyosodas.

Az ameloblasztok tanulmanyozasanak legfobb gatja nehéz hozzaférhetéségiik. In vivo vagy ex
vivo vizsgalatuk komoly akadalyokba {itkdzik, mivel egyetlen sejtsort alkotnak a fejlédéd
zomanc felszinén. A mineralizacios térbdl sem lehet mintat venni, csupan a kialakult

zomancon lathato valtozasokbol lehet kovetkeztetni a lezajlott folyamatokra. Raadasul az



ameloblasztok a fogak el6torése utan a nem folyamatosan ndvekvo fogak esetén eltinnek, ami
human vizsgalatoknal embrionalis fogcsirdk felhasznalasat teszi sziikségess¢, amely etikai
problémakat is felvet. Mindezekbdl kovetkezik, hogy leginkabb hisztologiai, fehérje- ¢és
génexpresszios modszerek alkalmazhatoak, ezek is elsdsorban ragcsalok folyamatosan
novekvé metszéfogainak tanulmanyozasara, melyeknél az ameloblasztok egyes alakjai
egyszerre megtalalhatéak a fejlédé fog feliiletének kiilonbozd szakaszain. Ezért is fontos
olyan in vitro modellek megalkotdsa, amelyek lehetdvé teszik funkcionalis mérések

elvégzését.



Célkattizés

A nyalmirigy hipofunkcid kezelését célzo biologiai terapiak kutatasanak fobb iranyvonalai az

acinusokra jellemzé tulajdonsagok megdrzése/helyreallitasa, valamint a duktuszsejtek

miikodésének atalakitasa génterapia segitségével. Ehhez kapcsolddoan célul tiiztiik ki, hogy

1.

primer human szubmandibularis nyalmirigy kultardkat hozzunk Iétre frakcionalt
emésztés ¢és kondicionadlt médium segitségével és ezeken vizsgaljuk a nyalmirigyek
iontranszportjaban kulcsszerepet betolté iontranszporterek/csatorndk expressziojat,
valaszt keresve arra, hogy meg0rizhet6ek-e az acinaris tulajdonsagok in vitro,

igazoljuk, hogy a Par-C10 patkany parotisz eredetii sejtvonal alkalmas lehet a

nyalmirigy génterdpia modellezésére.

Az ameloblasztok HCO3 transzportjaval kapcsolatos ismereteink elsésorban hisztologiai és

génexpresszids vizsgalatok eredményein alapulnak, klasszikus sejtfizioldgiai mérések

elvégzésére a megfeleld modellek hianydban eddig nem volt lehetdség, ezért célul tlztiik ki

egy olyan in vitro modell létrehozasat, amelyben az ameloblasztok epitelialis HCOs

transzportja tanulmanyozhat6. Ennek érdekében vizsgaltuk, hogy

3.

expresszalnak-e a HAT-7 patkany dentalis epitélium eredetli sejtek ameloblasztokra
jellemzd markereket Transwell memranokra iiltetve, DMEM-F12 alapt kontrol, illetve
differencial6 médiumokban vagy HepatoSTIM tapoldatban?

képesek-e a HAT-7 sejtek a 3. pontban leirt koriilmények kozott a vektorialis transzport
alapvetd feltételét jelentd szoros kapcsolatok kialakitasara?

expresszaljak-e a HAT-7 sejtek a 3. pontban leirt koriilmények kozott, az irodalmi
adatok alapjan az ameloblasztokban (is) megtalalhatdé pH regulator molekulakat (pl.
CAR2, NHE1, AE2, NBC1, CFTR)?

képesek-e a HAT-7 sejtek ténylegesen HCOs transzportra a 3. pontban leirt
koriilmények valamelyikében, igy alkalmas modelljei lehetnek-e az ameloblasztok

HCOj3 szekréciojanak?



Modszerek

A primer humdn szubmandibuladris nyalmirigy eredetli sejteket a kordbban Tran ¢&s
munkatarsai, valamint Szlavik és munkatarsai altal leirt protokoll alapjan izolaltuk, azzal a
kiilonbséggel, hogy frakcionalt enzimes emésztést, a tenyésztés soran pedig kondicionalt
médiumot alkalmaztunk annak érdekében, hogy noveljiik az életképes sejtek aranyat,
valamint megelézziikk az érzékenyebb acinus sejtek karosodasat. Kétféle sejtkultarat
alakitottunk ki, a PT-HSG tenyészetet, amely kevertebb, mezenchimalis-epitelialis kultura,
valamint a kililtetést kovetd elsé napon még lebegd sejtaggregatumokbol a huSMG
tenyészetet, amely a lassabban letapadd epitél sejtekben dusabb. Ezeket HepatoSTIM
tapoldatban, Transwell membranokra iiltetve tenyésztettiik, génexpresszidjukat RT-PCR
segitségével vizsgaltuk.

A Par-C10 sejteket DMEM-F12 tapoldatban tartottuk fenn, amely a kdvetkez6 kiegészitéket
tartalmazta: 10 % FCS, 0,1 uM retinsav, 2 nM trijodtironin ¢és 0,4 pg/ml hidrokortizon.
Fluoreszcens fehérjét (AdEYFP), valamint vizcsatornat (AdAQP1) kodold adenovirus
vektorokat készitettlink, illetve szaporitottunk a He €s munkatarsai, valamint Delporte és
munkatarsai altal leirt modon. A bevitt transzgén kifejezddését gén-, illetve fehérje szinten
RT-PCR (AQP1), valamint fluoreszcens mikroszkopia (EYFP) segitségével igazoltuk.
Gravimetriaval mértiik a vizmozgast Transwell membranra iiltetett Par-C10 sejteken keresztiil
3 viruspartikulum/sejt aranyu AdAQP1 transzdukciot kdvetden.

A HAT-7 sejteket haromféle tapoldatban tenyésztettik Transwell membranon. 10%
borjaszériummal (HyClone) kiegészitett DMEM-F12 médiumot alkalmaztunk kontroll
tapoldatként. A sejtek differencidlédasanak eldsegitésére emellett két masik médiumot is
felhasznaltunk, a kontroll médiumot 2,1 mM kalcium végkoncentracioig CaCl,-dal, valamint
10° mM végkoncentracidig dexametazonnal kiegészitve kaptuk az tun. differenciald
médiumot, valamint tenyésztettiink HAT-7 sejteket a primer humén nyalmirigy kultiraknal

sikeresen alkalmazott HepatoSTIM oldatban is. A sejtek gén- és fehérjeexpressziojat RT-PCR
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¢s immuncitokémia segitségével vizsgaltuk. Epitelialis volt-ohm méterrel (EVOM) mértiik a
HAT-7 monolayerek transzepitél ellenallasat, amely a szoros kapcsolatokat jellemzd érték. A
sejtek HCOj3" transzportjat mikrofluorometria segitségével vizsgaltuk. Ennek 1ényege roviden,
hogy a sejteket pH érzékeny BCECF fluoreszcens festékkel toltjiik fel, majd az extracellularis
koriilmények kontrolldlasaval (iondsszetétel, transzporter inhibitorok) teremtiink olyan
feltételeket, amelyek kozott a HCOs- transzport egyes elemei elkiilonithetéen vizsgalhatok,
igy az intracellularis pH valtozasaibol kovetkeztethetiink az adott koriilmények kozott

lezajlott traszportfolyamatokra.



Eredmeények

Az irodalmi adatoknak megfeleléen, nativ nyalmirigy szovetbdl mind az acinusok CI°
transzportjaban érintett Na'/K*/2CI" kotranszporter 1 (NKCC1), Na'/H" cserélé 1 (NHE1) és
anioncseréld 2 (AE2), mind a duktuszok jellemzd Na* csatorndja az ENaC kimutathatd volt
RNS szinten. A fenti transzportereken és csatornakon kiviil Na'/HCO35 kotranszporter 1
(NBC1) szintén expresszalodott a szovetben. A primer human nyalmirigy sejtkultarak
génexpresszidjat Osszehasonlitva a nativ szovettel nem tapasztaltunk érdemi valtozést az
ENaC, NHE1 és AE2 szintjében, ellenben jelentés csokkenés mutatkozott az NKCC1 és
NBCel expresszidjaban mind plasztik, mind membran felilleten. A PT-HSG ¢és huSMG
tenyészetek expresszids mintdzatdban gyakorlatilag nem talaltunk kiilonbséget. Bar az
csokkent a PT-HSG és huSMG sejtekben, ami azok in vitro dedifferencialodasarsa utal,
azonban az acinaris tulajdonsagok részben megdérizhetéek voltak.

A Par-C10 sejtek adenoviralis transzdukciot kovetden képesek voltak a bevitt transzgének
kifejezésére. Igazoltuk a human AQP1 expresszidjat mRNS szinten 1, 10 és 100
virusrészecske/sejt virusdozis alkalmazasat kovetden, ellenben azokban a tenyészetekben,
amelyek viruskezelést nem kaptak az AQP1 mRNS nem volt kimutathat6. AJdAQPI
génbevitelt kovetden a Par-C10 monolayerek vizpermeabilitasa novelhetd volt: a
transzdukcion at nem esett sejtek esetében 0,4 + 4,5 pl vizmozgas volt mérhetd izoozmotikus
médiumban 2 6ra inkubdacios id6t kovetden, amelyet az apikalisan alkalmazott hiperozmotikus
médium virusfert6zés hianyaban is 14,0 = 5,7 pl-re novelt. Az AdJAQP1 vektorral kezelt
sejtek folyadéktranszportja 1,6 + 2,3 ul-nek adddott izoozmotikus koriilmények kozott, mig
31,2 £ 3,2 ul-nek hiperozmotikus hajtoeré biztositasa esetén, amely utdbbi szignifikansan
magasabbnak bizonyult, mint a transzdukcidon at nem esett sejtek esetén hiperozmotikus
koriilmények kozott mért érték. Az EYFP fluoreszcens fehérjét 3 viruspartikulum/sejt ardnyu

transzdukciot kovetden szintén expresszalta a sejtek jelentds hanyada.
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A HAT-7 sejtek 2-3 nap alatt elérték a konfluenciat a Transwell membran feliiletén
fliggetlenlil az alkalmazott médiumtol. Féziskontraszt mikroszkopos kép alapjan tipikus
»kockakd” epitél morfologiaval jellemezhetdek. Az immuncitokémiai metszetek alapjan a
sejtekben megjelentek az érési fazis jellemzd fehérjéi, expresszaltdk mind a matrix proteaz
KLK4-et , mind az Gjabban felfedezett érési markert, az amelotint.

A kiilonb6zé médiumokban tenyésztett HAT-7 sejtek transzepitél ellendllas (TER) értékei
kozott igen jelentds kiilonbségek mutatkoztak. Az ellendllds gorbék tipikusan az 6tddik napon
maximumot értek el, majd egy alacsonyabb platéfazisba mentek at a hetedik napra. A TER
érték a kontroll médiumban tenyésztett sejtek esetén adodott a legalacsonyabbnak, mig a
HepatoSTIM oldatban tenyésztett sejtek esetén a legmagasabbnak, az 6todik napon mért TER
értékek kontroll, differencialo és HepatoSTIM tapoldatok alkalmazéasa esetén rendre a
kovetkez6k voltak:187+23 Qcm?, 567+170 Qcm?, 16064277 Qcm?. A szoros kapcsolatok
molekularis vizsgélata a kovetkezd szoroskapcsolati fehérjék génszintli expresszidjat mutatta:
zonula occludens 1 (Zol) és 2 (Z02), occludin (Occl), valamint claudin 1, 4, 7 és 8 (Cldnl, 4,
7 és 8). Az expresszid szemikvantitativ értékelése soran a legszembetiinébb kiilonbség a
Cldn8 kifejez6désében mutatkozott, a kontroll médiumban tenyésztett sejtek esetén volt a
legalacsonyabb, mig a HepatoSTIM tapoldatban tenyésztett sejtek esetében a legmagasabb
(nagyjabol haromszorosa a kontroll médiumban tenyésztett sejtek expresszidjanak),
Osszhangban a transzepitél ellenallais mérések eredményeivel. A HAT-7 sejtekben
expresszalodo claudinok els@sorban a paracellularis permeabilitas csokkentésének iranyaba
hatnak ¢és az irodalmi adatok alapjdn mindegyiket megtalaltak ragcsalok érési fazisu
ameloblasztjainak szoros kapcsolataiban.

Az irodalmi adatok alapjan ameloblasztokon megtalalhatd, HCOj3 szekrécidoban érintett
elektrolittranszporterek, valamint csatornak, ugymint Nhel, Ae2, Nbcl, Pendrin és Cftr
mRNS szintli expresszidja kimutathatdé volt a HAT-7 sejtekben fliggetleniil a tenyésztési

koriilményektol, kiilonbség kizardlag ezek mennyiségében volt a kiillonboz6 tapoldatokban



tenyésztett sejtek kozott. Szintén expresszalodott a sejtekben a Car2 citoplazmaban eléforduld
szénsav-anhidraz izoforma. A differencialdo és HepatoSTIM médiumban, Transwell
membranon tenyésztett sejteket immuncitokémia modszerrel vizsgalva az NBC1, AEZ2,
Pendrin, PAT1, CFTR ¢és CAR2 fehérje szinten is kimutathatd volt; mennyiségi és
expresszids mintazatbeli kiilonbség nem mutatkozott a differncialéo és HepatoSTIM oldatban
tenyésztett sejtek kozott.

Mikrofluorometrias méréseink soran els6ként a HAT-7 sejtek membranjanak bikarbonat és
CO; permeabilitasat vizsgaltuk. A sejteket kezdetben mindkét oldalrol HCO3/CO, mentes
HEPES méréoldattal perfundaltuk, majd apikalis vagy bazolateralis oldalukat HCO3/CO;
pufferelt oldatnak tettiik ki. Amikor az" oldatvaltas apikalisan tortént az intracellularis pH
gyors csokkenése volt megfigyelhetd, ami a sejtbe bearamldo CO; hatasanak tudhat6 be. Ezt
kovetden uj egyensuly allt be, a pH stabilizalodott és egészen addig ezen a savasabb értéken
maradt, mig az apikalis oldalon visszavaltottuk a perfaziot HCO3/CO, mentes HEPES
mérdoldatra, jelezve, hogy az apikalis oldalon HCOj3’ felvétel nincs. Ugyanez az oldatvaltas a
bazolateralis oldalon csupan igen kis pH csokkenést eredményezett, amelyet az intracellularis
pH gyors emelkedése kovetett, ami jelentds meértéekti HCOg3™ felvételre utalt. A bazolateralis
HCOj felvétel gatolhatd volt az NBC gatloszere, 500 uM H,DIDS segitségével, valamint az
intracellularis pH emelkedést csokkentette a szénsav-anhidrazok permeabilis gatloszere, 100
uM acetazolamid alkalmazasa is, jelezve hogy ezek az enzimek is aktivak a HAT-7 sejtekben.
HCO3/CO, pufferelt mérdoldatot alkalmazva, a sejteket savterhelésnek Kkitéve, az
cserélok a H'-ok leadasa révén, valamint Na'-HCOj; kotranszporerek, amelyek a HCO3
ionok felvételéért felelések. Annak érdekében, hogy ezek jelenlétét igazoljuk, a savterhelést
kovetben megvontuk a Na'-ot a mérdoldatbol, amelynek hatdsira az intracellularis pH
kompenzacioja teljes mértékben elmaradt, jelezve, hogy proton pumpadk nem taldlhatoak a

HAT-7 sejtekben, a kompenzacidért csak Na'-fiiggd folyamatok feleldsek. A Na* megvonas



megsziinését kdvetden az intracellularis pH gyorsan helyreallt, azonban mintegy 85%-ban
gatolhatd volt az NHE1-re hato 300 uM amilorid és az NBCl-re hato 500 uM H,DIDS
egylittes alkalmazasaval.

A bazolateralis HCO3  felvételi utak és a H' leadason alapuld pH szabalyozis gatlasa lehetdvé
teszi az apikalis HCO3™ szekrécid mértékének meghatarozasat. Az apikalis szekrécid ugyanis
egy ideig a bazolateralis HCOj3; felvétel gatlasa mellett is folytatodik, ez viszont az
intracellularis pH csokkenésével jar. HCO3/CO, pufferelt mérdoldatot és bazolateralis oldali
amilorid és HoDIDS gatlast alkalmazva vizsgaltuk a HAT-7 sejtek HCOj3 szekrécigjat. A
szekrécio stimulalasara kiilonboz6 serkentSket, igymint az intracellularis Ca** mobilizaciot
el6idézo 50 uM ATP-t és/vagy az intracellularis cAMP szintet noveld membranpermeabilis
10 uM forskolin és 500 uM IBMX kombinaciot alkalmaztunk. Stimulacié hianyaban a
HAT-7 sejtek nyugalmi HCO3 szekrécidja elenyészé volt, azonban 50 pM ATP bazolateralis
alkalmazésat kovetden mérhetd intracellularis pH csokkenést tapasztaltunk. A bazolateralisan
alkalmazott ATP hatdsat a forskolin és IBMX nagymértékben ndvelte, a Ca®* és cAMP
medialta jelatviteli utak kozotti szinergizmust jelezve, amelyet szdmos mas epitéliumban (igy

nyalmirigyekben is) kimutattak.
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Kovetkeztetések

Az elvégzett kisérletek €s az irodalom attekintése utan az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

1. Frakcionalt emésztést ¢és  kondicionalt médiumot  alkalmazva  sikeresen
létrehozhatoak/fenntarthatdak olyan primer human szubmandibularis nyalmirigy eredetti
tenyészetek, amelyekben a sejtek részben megoérzik az acinaris sajatsagokat, igy
expresszaljak példaul az acinusok karakterisztikus transzporterét az NKCC1-et.

2. A Par-C10 sejtvonal adenoviralis géntranszfer kisérletekre alkalmas, a bevitt transzgént a
sejtek nagy hanyada expresszdlja, AdAQP1 transzdukcidot kovetéen a sejtek
vizpermeabilitdsa kimutathatdan megnd.

3. A HAT-7 sejtek érési fazisu ameloblasztokra jellemz6é markereket (KLK4-et és amelotint)
expresszalnak Transwell membranon DMEM-F12 alapt és HepatoSTIM médiumokban.

4. A HAT-7 sejtek képesek szoros kapcsolatok kialakitdsara, melyet transzepitél ellenéllas
Kialakulasa jelez. Szoros kapcsolataik permeabilitasa eltéré az alkalmazott tenyésztési
kortilményektdl fiiggden, HepatoSTIM tapoldatban a paracellularis permeabilitas
jelentésen csokken, amelyért elsésorban a Cldn8 megndvekedett expresszidja felelds

5. A HAT-7 sejtek expresszaljak az dsszes fontos enzimet, transzportert és csatornat (CAR2,
NHE1, AE2, NBC1, Pendrin, PAT-1, CFTR), amelyeket ameloblasztokban is leirtak és
melyeknek szerepe lehet az ameloblasztok HCOj3™ transzportjaban.

6. DMEM-F12 alapt, CaCl,-dal és dexametazonnal kiegészitett tdpoldatban tenyésztve a
HAT-7 sejtek alkalmasak transzport mérések elvégzésére

a) a mikrofluorometrids mérések alapjan a sejtek funkcionalis értelemben is
polarizéltak, apikalis membranjuk jelentds CO; permeabilitassal jellemezhetd, mig
bazolateralis oldalukon HCOj3 felvételre képesek.

b) HCOj3 szekréciojuk mérhetd és stimulaciora reagal.

A fentiek alapjan elmondhatd, hogy elsdként hoztunk létre olyan in vitro modellt, amely

alkalmas az ameloblasztok HCOg3™ transzportjanak funkcionalis vizsgalatara.
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