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2. Bevezetés (irodalmi hattér)

Az széjliregi egészség megteremtésében €s fenntartdsaban kiemelt szerepe van az epitél
transzportfolyamatoknak, ezen beliil is a folyadék- és elektrolitszekrécionak. Bar maga
a veégsd szekrétum igen kiilonb6zdé, — gondoljunk a nyalmirigyek altal elvélasztott
hipotonids Osszetételli nyalra vagy az ameloblasztok altal termelt fogzomancra, mely
szervezetiink legkeményebb szdvete — bizonyos mechanizmusok ugyanigy miikddnek
minden epitéliumban. Amig azonban a nyalelvalasztds folyamata és oralis egészségre
gyakorolt hatdsa mar gazdag szakirodalommal rendelkezik és a kutatdsok egyre inkébb
a gyakorlati alkalmazas irdnydba tolddnak, addig az ameloblasztok transzporfolyamatai
alig ismertek. Jelen disszertacié témaja a nyalmirigy hipofunkcié biologiai kezelési
lehetéségeinek tanulmanyozasa primer huméan szubmandibularis nyalmirigy eredetii
sejtkultarakon és patkany parotisz eredetli sejtvonalon, valamint els6ként mutat be egy
olyan in vitro modellt, melynek segitségével az ameloblasztok HCOj transzportja

vizsgalhato.
2.1. A nyalmirigyek szerepe az oralis egészség fenntartasaban

Napi szinten nagyjabol 750 ml — 1,5 1 nyal termelddik [1, 2]. A nyal termeléséért 90%-
ban harom par nagy nyalmirigy: a parotisz (filtdmirigy), a szubmandibularis (allkapocs
alatti), valamint a szublingualis (nyelv alatti) mirigyek felelések. Ezeken kiviil a szajban
elszorva tobb szaz kis nyalmirigy is talalhato [1-3]. A nyugalmi nyalszekrécio
els6sorban a szubmandibularis és kis nyalmirigyekhez kothetd, mig a stimulalt
szekrécid soran elvalasztott nyal dontéen a parotiszbol szarmazik [1]. Felépitésiiket
tekintve végkamrakbdl (acinus) és kivezetdcsd (duktusz) rendszerbdl allnak, melyeket
epitél sejtek alkotnak [4, 5]. Az emberi nyalmirigyben jellemzden az acinusok az
elektrolit-, folyadék- és fehérjeszekrécio elsddleges forrasai, mig a duktuszoknak féként
reabszorptiv szerepe van [2, 4, 6].

Maga a nyal elektrolitokat és fehérjéket tartalmazo hipotonias folyadék, mely
meghatdroz6 szerepet tOlt be a szajiireg mechanikai, kémiai és mikrobioldgiai
védelmében [3, 7-9]. A lagy szovetek védelmét a nyalmirigyek altal termelt mucinokbol
allo védoréteg biztositja, mely egyben segiti ezeknek a szoveteknek a nedvesen tartasat

is [10]. A nyal Ca®* és PO, tartalma révén segiti a fogzomanc legfébb alkotdjanak, a
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hidroxi-apatitnak, a megtartasat. Normal koriilmények kozott, pH 6 érték mellett az
emlitett ionok koncentracidja az apatit kristalyok oldhatésagi egyensulyat a
remineralizacio iranyaba tolja el [8, 11]. A HCOj3  jelenlétének kovetkeztében nyalunk
jelentds pufferkapacitassal is rendelkezik, igy mérsékli a szajlireg savasodasat példaul
az étkezések folyaman és semlegesiti a fogszuvasodasért felelds (kariogén) baktériumok
altal termelt savakat is. Pufferel6 hatasa nemcsak a fogak, hanem a nyeldcs6 védelmét is
szolgalja [7-9, 11]. Szamos antimikrobialis hatasu fehérje megtalalhatd alkotoi kozott,
igy a lizozim, a slIgA, a laktoferrin vagy a hisztatinok [7, 11]. A nyal védelmi funkcioi
mellett részt vesz az emésztés megkezdésében is, az amilaz termelése és kibocsatasa
révén szerepet jatszik a keményité bontasaban [9].

A nyal fontossagat mi sem bizonyitja jobban, minthogy évente nagyjabol 500 000 1j
beteg szenved a nyalmirigy hipofunkcio kovetkezményeitdl vilagszerte. A szédjszarazsag
érzés (xerostomia) mellett a betegek panaszai kozott szerepel a nehezitett ragas, nyelés,
esetenként a beszéd is gondot okozhat szdmukra, novekszik naluk a fogszuvasodas és a
szajliregi fertézések gyakorisaga és a parodontitisz rizikoja. Sulyos esetekben szajiiregi

¢és nyel6esovi fekélyek is kialakulhatnak [8, 12, 13].

2.2. A nyalszekrécio két 1épcsos mechanizmusa

Els6ként Thaysen és munkatarsai irtak le a nyaltermelés két 1épcsds hipotézisét. Ez
alapjan acinusok elektrolitokat transzportalnak a mirigy lumenébe, mely ozmotikus
hajtéerdt biztosit a vizmozgéds szamara. Az igy keletkezett primer szekrétum még
izoozmotikus. A duktuszokon valé athaladas soran a nyal 6sszetétele modosul, az ionok
egy része visszavételre keriil, mivel azonban a duktuszok vizre nézve atjarhatatlanok a
végso szekrétum hipoozmotikus [14].

Az iranyitott elektrolittranszport feltétele, hogy a paracellularis ionadramlast limitalo és a
sejtmembran feliiletét két funkciondlisan elkiiloniilé részre bontd szoros kapcsolatok
alakuljanak ki a mirigyet alkoto sejtek kozott [15-17]. Az elektrolitok felvétele a sejtek
bazolaterdlis membranjan keresztiil, mig azok leadasa a lumen felé az apikalis felszinen
torténik. A acinaris szekrécid soran az anionok a sejteken Keresztiil, aktiv
transzportfolyamatok révén jutnak a nydlmirigyek lumenébe. Az apikalis felszin negativ

toltése maga utan vonja a kationok passziv paracellularis aramlasat [16, 17]. A
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nyalmirigy acinusok ennek megfelelden un. ,leaky”, tehat relative ateresztd
epitéliumnak szamitanak, mivel a paracellularis transzport is fontos szerepet kap a
szekrécids mechanizmusban. Ezzel szemben a reabszorptiv funkcidt betoltd
duktuszsejtek joval zartabb, un. ,,tight” epitéliumot hoznak Iétre, az ionok visszavétele a
transzcellularisan valosulhat meg, mig folyadékvisszadramlas a lumenbdl a bazolateralis

oldal iranyaba gyakorlatilag nincs [5, 16, 18].

2.2.1. A nyalmirigy acinusok elektrolittranszportja

crer

joval kisebb részben HCOj3™ ionok bazolateralis-apikalis irany(l mozgésa teremti meg a
folyadéktranszporthoz sziikséges feltételeket. Ezek a mechanizmusok egymas mellett
vannak jelen egy-egy mirigyben, illetve akar egy-egy sejtben. Fontossaguk kiilonbozhet
fajok kozott, mirigy fajtak vagy fiziologiai allapot szerint [18, 19].

Altalanossagban elmondhatd, hogy nyugalmi allapotban az acinus sejtek intracellularis
CI" koncentracidja hozzavetlegesen OtszOr magasabb, mint azt -elektrokémiai
egyensulya esetén varhatnank, ezért a Cl™ felvétele a sejtekbe energiaigényes folyamatot
feltételez [19, 20]. A CI ionok emelkedett koncentracidja masodlagos aktiv transzport
folyamatok eredménye. Az acinus sejtek bazolateralis membranjaban megtalalhato Na'-
K*-ATP4z a sejt belseje felé iranyulé Na® gradienst hoz létre, melyet azutdn tSbb
bazolateralisan elhelyezkedd transzporter is felhasznal, hogy emelje az intracellularis
Cl" koncentraciot [4, 18, 21]. llyen az acinusok egyik karakterisztikus transzportere
Na'/K*/2 CI kotranszporter 1 (natrium-kalium-2 klorid kotranszporter 1 vagy NKCC1),
amely nevének megfeleléen neutrogén, 1:1:2 aranyban szallitja az ionokat a sejtbe (1. A
abra) [19]. Miuikodését nyul szubmandibularis mirigyében inhibitora, a bumetanid
segitségével mutattak ki [22]. Kozponti szerepét pedig direkt modon Evans és
munkatarsai bizonyitottak egerek parotiszat vizsgalva. Eredményeik alapjan az Nkccl
gén delécioja a nyalszekrécio tobb mint 60%-os csokkenését okozta [23]. Ez a kisérlet
alternativ Gtvonalak is szerepet kapnak. A nyalmirigyekben a bazolateralis C1™ felvétel
masik lehetséges mechanizmusa a Na'/H" cseréldk (natrium-proton cseréld vagy NHE)

és az SLC4A géncsalad altal kodolt CI/HCO3 cserélék (anion cseréld vagy AE)
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egylittes miikodésének koszonhetéen valéosul meg. Ennek bizonyitéka, hogy a
nyaltermelés részlegesen gatolhaté az NHE inhibitor amilorid és az AE gatlé6 DIDS
egyidejli alkalmazasaval mind nyual, mind patkany szubmandibularis mirigyben [22, 24,
25]. Nkccl génkiiitott egerek parotiszabol izolalt acinussejtekben iS az anion cseréld
aktivitas novekedését irtak le [23]. Az anion cserélok HCO3 ionok leadasa mellett CI°
ionokat vesznek fel, a HCO;3 leadasaval fellépd savasodast pedig Na'/H™ cserélék
kompenzaljak, kihasznalva a sejt belseje felé iranyuld Na® gradienst. Ezek az
ioncserélok tehat a Cl” ionok transzportja mellett az intracelluldris pH szabalyozasaban
is fontos szerepet toltenek be. Nyalmirigyekben a Na'/H" cserélok koziil az NHEI1
izoformat, mig az anioncserélok csaladjabol az AE2 izoformat azonositottak. Mindkettd
érzékeny az intracellularis pH kismértékii valtozasaira (1.B abra) [26].

A nyalmirigy acinus sejtek HCOj3™ szekrécidja joval kisebb jelentdségli. A HCO3'ionok
forrasa a sejtmembranon keresztiil szabadon atjutd CO,, mely vizzel reakcidoba 1épve
szénsavva alakul, ennek 4talakulasat H* és HCO3™ ionokka pedig szénsav-anhidrazok
(CAR) katalizaljak (1. C abra) [19, 27].

A felhalmozott anionok kilépése a lumenbe Ca® aktivalta CI” csatorndkon (CaCC)
keresztiil valosul meg. A Ca’" aktivalta CI” csatornak molekularis identitisa sokaig
kérdéses volt, azonban ugy tlinik, hogy a nyalmirigyekben ezt a szerepet a
TMEM16a/Anoctamin 1 (ANOL1) tolti be, mely nagy mennyiségben megtalalhato az
apikalis membranban [28, 29]. Tmem16a” génkilitott egerekben kimutathato volt a Ca?*
aktivalta ClI" aramok hianya a nyalmirigy acinusokban [30], siRNS interferenciaval
pedig bizonyitottak, hogy a csatorna hianyaban a nyalmirigy szekrécid csokken [29]. A
stimulacié hatasara lumenbe aramldé Cl° ionok az apikalis membran negativ toltését
eredményezik, ellenben a sejteken beliil a csdkkend Cl” koncentracié miatt a citoplazma
pozitivabb toltési lesz, igy a CI” kiaramlas dnmagaban gyorsan ledllna. Ezért a CI” ionok
apikalis tdvozasa mellett, azzal egy idében, K* ionok aramlanak ki, igy fenntartjak a C1°
efflux elektrokémiai hajtoerejét (1. A és B abra) [18-20, 27, 31-33]. Patch clamp
vizsgélatok alapjan az acinussejtekben két meghatarozo Ca?" aktivalta K* csatorna van
jelen, ezek egyike a Kcnmal gén 4ltal kodolt, Ca®* és fesziiltség fiiggd nagy
konduktivitassal jellemezhet6 MaxiK, mig a masik a Kcnnd gén altal kodolt id6- €s
fesziiltség-fiiggetlen, kozepes vezetOképességi mIK1 [34-39]. Géndelécios kisérletek

alapjan a nyalmirigy acinusok a K™ csatornak tekintetében meglehetésen plasztikusak,
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csak a két csatorna egyiittes kilitése eredményezett jelentds zavart a szekrécioban (1. A,

B és C abra) [32, 37, 38, 40].

A MaxiK, miK1 B MaxiK, mIK1
% 5K Yok
Na*/K* ATPaz Na*/K* ATPaz
2K+ .
3 Na* 3Na
ANOY NHE1
ANO1 3H*
5Cl e—=m 3Cre—o
LUMEN LUMEN co,
NKCC1
3 HCO;
AE2

INTERSTICIUM INTERSTICIUM

C MaxiK, mIK1

/.2 K+
Na*/K* ATPaz

3 Na*
NHE1
3H*

co,
INTERS TICIUM

1. dbra: A nydlmirigy acinusok elektrolittranszport mechanizmusai. A) A CI” felvétel
legfontosabb titvonala Na'IK*[2CI" kotranszporteren (NKCC1-en) keresztiil, B)
Alternativ. CI' transzport Na'/H™ cseréld (NHE1) és anion cseréld (AE2)
egyiittmiitkodésével, C) A HCO3 szekrécio lehetséges mechanizmusa. A sejtbe diffundalt
CO, atalakulasat szénsav-anhidraz (CAR) katalizdalja. A folyamat energiaigényét
minden esetben a Na*-K*-ATPdz fedezi, az dltala létrehozott Na* gradienst hasznaljak
fel a bazolaterdlis oldal transzporterei. Az apikalis oldalon a CI” ionok Ca*" aktivdlta
Cl" csatornan (ANOI) tavoznak, mig a bazolaterdlis oldalon megnyilé K* csatorndk
(MaxiK, mIK1) biztositiak a CI ionok tavozasahoz sziikséges elektrokémiai gradiens
fenntartdsat. Atdolgozott dbra, melynek eredetije R. James Turner és munkatdrsai
kozleményébdl szarmazik [19].

2.2.2. Folyadékszekrécié a nyalmirigy acinusokban

Az acinus sejtek aktiv iontranszportja révén a lumenben megné a NaCl koncentracioja,
mely ozmitikus hajtoerét biztosit a folyadéktranszport szdmara. Vizmozgas a

duktuszokban gyakorlatilag nincs. A korai epitelidlis transzport modellek paracellularis
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vizmozgast feltételeztek, azonban az aquaporin (AQP) vizcsatorndk felfedezésével
vilagossa valt, hogy a helyzet kordntsem ennyire egyszerii. Ugy tiinik, hogy bér a
nyalmirigyekben a folyad€k jelentds része a paracellularis utvonalon keresztiil éri el a
lument [41, 42], mégsem ez a mechanizmus felelés a nyalszekrécid legnagyobb
részéért. A human nyalmirigyek epitél sejtjei szdmos AQP csatornat expresszalnak
(AQP3, 4, 5, 6 és 7). AQP3-at talaltak az acinusok bazolateralis membranjaban, AQP4
detektalhatd mRNS szinten, azonban a fehérje jelenlétét nem igazoltak, AQP6 ¢és 7
pedig szintén mRNS szinten volt kimutathaté a szubmandibularis nyalmirigyben [43-
45]. A legnagyobb jelentésége azonban egyértelmiien az apikalis lokalizacidju AQPS5-
nek van [46]. qu5'/ " génkilitott egerekben tobb mint 60%-kal csokkent a nyalszekrécio,
mely arra utal, hogy a vizmozgés jorészt transzcellularis, reguldlt itvonalon torténik
[46-50]. Stimulacié hatasara az AQPS5 kihelyez6dése az apikalis membranfelszinre
fokozodik, ennek a mechanizmusnak a sériilését irtdk le a szdjszarazsaggal parosulod
autoimmun Sjogren-szindromaban [51, 52]. Mindezek mellett Ggy tlnik, az AQPS5
szerepet jatszik a paracellularis permeabilitds szabalyozasiaban is. Delécidja
kovetkeztében a szoros kapcsolatok integritdsa sériil, ami csokkent vizpermeabilitassal
jar [53]. A para- ¢és transzcellularis utvonal hozzajarulasa a folyadékszekréciohoz tehat

tovabbra sem tisztazott.

2.2.3. Reabszorpcio a nyalmirigy duktuszokban

A duktuszok elsddleges feladata a Na* és Cl reabszorpcio, ezek miikodésérdl joval
kevesebbet tudunk [20]. A Na’ ionok visszavételében apikalis csatorndk (ENaC:
epithelial natrium channel) jatszanak kulcsszerepet. Bar a luminalis membranban a
Na'/H" cserélék 2-es és 3-as formaja (NHE2 és NHE3) is megtalalhato, ezek egyiittes
delécidja sem befolyasolja a duktalis Na® reabszorpciot. Ezzel szemben az ENaC
inhibitoraval, amiloriddal a Na* és CI™ reabszorpcié gatolhats. A sejtek alacsony
intracelluldris Na® koncentrdciojat a bazolaterdlisan elhelyezkedd Na'-K'-ATPaz
miikddése biztositja, az apikdlis Na® csatorndk megnyilasa esetén igy adottak a
feltételek a Na® ionok bedramlisihoz, ezen kiviil a bejutott Na* kipumpalasarol
gondoskodik [20, 54-57].

Az apikalis Na* csatorndk megnyilasa a membran depolarizalodasat eredményezi, igy

megkonnyitve a negativ ionok belépését a sejtbe. Az acinusoktol eltérdéen a duktuszok
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bazolaterdlis membranja nem tartalmaz olyan transzportereket, melyek képesek
lennének novelni az intracellularis C1” koncentraciot, igy itt a Cl” ionok az apikalistol a
bazolateralis membran iranyaba ataramolhatnak a sejteken [20]. A folyamatban
résztvevd ClI'  csatorndkrél azonban kevés informdacioval rendelkeziink.
Immunhisztokémiaval a cisztikus fibrozis transzmembran konduktancia reguldtor
(CFTR) apikalis lokalizacidja mutathaté ki nyalmirigy duktuszban [55, 58, 59].
Funkcionalis vizsgalatok alapjan is az feltételezhet6, hogy a CFTR nagyban hozzajarul
a CI felvételéhez az apikalis oldalon [59-61]. Ezzel szemben még mindig ismeretlen a
bazolateralis oldali Cl leadasért felelds csatorna. Elektrofizioldgiai vizsgalatok alapjan
a cAMP aktivalt CFTR-re jellemz8 4ramok mellett Ca®* aktivalta ionaramok is
mérhetdek nyalmirigy duktuszokban, igy valdsziniisithetd, hogy Ca?* aktivalta CI
csatornak is részt vesznek a folyamatban [20, 59, 61, 62]. A CI ionok kiaramlasat
MaxiK és mIK1 K* csatorndk megnyildsa segiti, akarcsak az acinus sejtek esetén.
Mindezek alapjan a duktuszok membran potenciadljanak oszcillalnia kell (néhany
millivoltnyi eltérés mar elegendd) annak megfelelden, hogy a CI felvételéhez az
apikalis vagy leadasahoz a bazolateralis oldalon kell-e kedvezo feltételt teremtenie [20].
A duktuszok a NaCl reabszorpcié mellett modositjak is a nyal dsszetételét, foként K* és
HCO;3 tartalmat ndvelve. Ennek megfeleléen K'/H* cseréldk (kalium-proton cseréld
vagy KHE), valamint az SLC26A géncsalad altal kodolt anioncseréldk is megtalalhatoak
az apikalis membranon [20]. Az SLC26A6 a nyalmirigy duktuszok legfontosabb
anioncseréléje [63-65], elektrogén ioncseréld, mely HCO3/Cl™ 2:1 aranyl cseréjéért

felelds [66, 67]. A duktuszok elektrolittranszportjat mutatja be a 2. abra.
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2K KHE

Na*/K+ ATPaz

NHE2, NHE3
Na*

SLC26A6
CaCcC?

«~—=—cr

MaxiK, mIK1 CI" CFTR,CaCC?

Na* ENaC

Bazolaterdlis oldal Apikalis oldal

2. dabra: A nydlmirigy duktuszok fontosabb csatorndi és transzporterei.
A reabszorpciéban kulcsszerepet betolté epitelidlis Na* csatorna (ENaC) és CI
csatorna (CFTR) mellett, a duktuszokban megtaldlhatéak a K+ és HCOs™ szekréciéban
résztvevo ioncserélok is (KHE, SLC26A46). A duktuszok vizre nézve gyakorlatilag
atjarhatatlanok. Sajat abra.

2.2.4. A folyadékszekrécio szabalyozasa

rrrrr

jelatviteli ut felelds, mig a fehérjeszekrécido esetén a cAMP medialt it dominal. A
folyadékszekrécid kiilonbozd receptorokon keresztiil aktivalhatod, ezek kozil a
legfontosabb az M3 muszkarinos acetil-kolin receptor, melynek hianyaban a szekrécid
dramaian lecsokken [68, 69]. Ezzel szemben mas muszkarinos acetil-kolin receptorok
(M1, M2, M4, M5) delécioja csekély hatassal bir [68]. A szajszarazsag kezelésére
jelenleg elérhetd pilocarpine is muszkarinos acetil-kolin receptoron keresztiil hat. Az
acetil-kolin receptorok mellett a-adrenerg, P anyag (substance P), valamint P2Y és P2X
nukleotid receptorok is szerepet kapnak a Ca®* mobilizacidban. Mint szamos mas
epitélium esetén, nyalmirigy acinusokban is kimutattdk a Ca®" és cAMP medialt
jelatviteli utak szinergizmusat, melyek egyiittes aktivacidjanak hatasara a szekrécid

jelentdsen novelhetd [6, 70, 71].
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2.3. A nyalmirigy hipofunkcio és kezelésének j lehetoségei

2.3.1. Fej-nyaki daganatok sugarkezelése és Sjogren-szindréma

A nyalmirigy hipofunkcié felléphet bizonyos gyogyszerek vagy szisztémas betegségek
hatdsara is azonban leggyakrabban az autoimmun Sjogren-szindroma, valamint a fej-
nyaki daganatok sugarkezelése kovetkeztében alakul ki [13]. A Sjogren-szindréma
olyan kréonikus autoimmun betegség, mely elsdsorban a ndéket érinti, incidencidja 9:1
aranya nok ¢és férfiak korében. A korképre jellemzd, hogy az exokrin mirigyekben,
elsésorban nyal- ¢és konnymirigyekben limfocita beszlirédés lathato  [72].
Megkiilonboztetiink primer és szekunder Sjogren-szindromat. Mig az elébbinél a
betegség Onmagadban van jelen, utdébbindl valamely mdas autoimmun betegséghez,
példaul sokiziileti gyulladashoz (rheumatoid arthritis) vagy szisztémas lupusz
eritematozuszhoz tarsul. Kivaltdo oka ismeretlen, multifaktoridlis betegségnek tartjak,
azonban ugy tlinik az epitél sejtek aktivacidja kulcs szerepet tolt be a patogenezisben [1,
73-75]. Jellemz6 ra az AQPS abnormalis lokalizacioja nyalmirigyekben, mely jelenléte
Sjogren-szindromaban elsdsorban a bazolateralis membranban kimutathat6 az apikalis
oldal helyett, emellett valtozhat a csatorna expresszidja és sejten beliili elosztasa,
memranfelszinre valo kihelyezédése is [52, 54, 76-78].

A fej-nyaki daganatok a hatodik leggyakoribb raktipusnak szamitanak, 95%-ban lapham
sejtekbdl indulnak ki és kozéjiik tartoznak az orriireg, a szinuszok, szajlireg, a gége, a
garat és a nyel6csé tumorai [79]. Evente kozel 500 000 1j beteget diagnosztizalnak
vilagszerte [79]. Kezelésiikben a mitét mellett fontos szerepe van a besugarzasnak is,
mivel azonban a nyalmirigyek acinus sejtjei a sugarmezében helyezkednek el, sulyosan
karosodnak a sugarterapia soran [80]. Ennek koszonhetd, hogy a betegség kezelésének
leggyakoribb szovodménye a szajszarazsag, mely kérddives felmérések alapjan az
esetek 90%-aban jelentkezik [81]. Az acinusok pusztulasaval jar6 mechanizmus jelenleg
nem tisztazott [3].

Béar a kivalto okok eltéréek, a nyalmirigy hipofunkcio és a kovetkezményes
szajszarazsag kialakulasanak hatterében a nyalmirigy acinusok funkciovesztése all, mig
a kevésbé érzékeny duktalis rendszer intakt marad [12, 13, 82-84]. Jelenleg hatékony

terapia nem all rendelkezésre. A megel6zésben szerepet jatszhat az intenzitds modulalt
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sugarkezelés, tlineti kezelést jelentenek a miinyalak, valamint a pilocarpine alkalmazésa,

mely utobbi azonban talél6 acinaris sejteket feltételez [85-92].

2.3.2. Uj kezelési lehetéségek — transzdifferenciacio, 6ssejtek, génterapia,

mesterséges nyalmirigy

Uj lehetdséget kinalnak a nyalmirigy hipofunkci6 kezelésére a bioldgiai terapiak. Ezek
kulcseleme, hogy olyan funkcionalis szekretoros egységet hozzanak létre, mely sziikség
esetén képes tovabbi gydgyszeres kezelésre reagdlni vagy génterapiaval miikddése
befolyasolhat6. A legfontosabb irdnyvonalakat a duktalis-acinaris transzdifferenciacio,
az Ossejtek, valamint a génterdpia kutatasa jelentik. Ezek kombinécioja pedig elvezethet
akar egy mesterséges nyalmirigy megalkotasahoz is, mely felhaszndlja a beteg sajat
sejtjeit, melyeket a besugarzas elodtt eltdvolitanak, majd megfeleld hordozoéra iiltetve, a
sziikséges noOvekedési faktorokkal kezelve, esetleg génterapidval modositva
visszaiiltetés utan nyalszekréciora alkalmas eszkdzként funkcional [13, 93-99].

Izolalast kovetden a nyalmirigy sejtek gyorsan dedifferencidlodnak, ami az extra- és
intracellularis kommunikéacio, ugymint novekedési faktorok és az idegi stimulacid
hianyabol fakad. In vitro a sejtek leginkabb duktalis tulajdonsagokat mutatnak [100,
101]. A nyalmirigyek fejlodésében, elagazodasi folyamataiban fontos szerepet tolt be a
mesenchima altal termelt extracellularis matrix, valamint annak szelektiv degradacioja.
A differencialodasi kisérletekhez ezért gyakran hasznalnak magas extracellularis fehérje
tartalmi un. bazalis membran extraktumokat (pl. BME, Matrigel). Ezek egyik
legfontosabb bioaktiv komponense a laminin, emellett pedig nagy mennyiségben
tartalmaznak kollagén IV-et es heparan-szulfatot, valamint valtoz6 mennyiségben
novekedési faktorokat [102, 103]. Bazalis membran extraktumok felhasznalasaval
szamos sejtvonal (HSG, Par-C10), valamint primer human nyalmirigy kultirak esetén is
acinus-szer(i strukturak kialakulasat és acinaris iranya differencialodast irtak le [102,
104-108]. Mivel azonban a bazalis membran extraktumok tumoros sejtvonalak
termékei, klinikai alkalmazasuk nem biztonsagos [102, 103, 108]. Eppen ezért egyéb
differencialodast eldsegitd hordozok (scaffold) kutatdsa zajlik, ilyen potencidlis
hordozok lehetnek a fibrin hidrogélek [109, 110] vagy a human extracellularis peptid
fragmentum, a perlacan domian IV (PLNDIV) [111].
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Transzplantadlt nyalmirigy epitél sejtek ¢€s csontveldi eredetii Ossejtek szintén
transzplantalt nyalmirigy sejtek acinaris iranyba differencialédhatnak [112, 114], bar
ugy tinik nem a direkt acinaris differenciaci6 vagy duktalis-acinaris
transzdifferenciacio a funkciondlis regeneracié f6 mechanizmusa. Hasonlé eredmény
¢érheté el nem nydlmirigy eredetii sejtek, Gigymint mezenchimalis eredetii Ossejtek
(MSC) alkalmazasaval is [113], sOt sejt lizatumokkal is [115]. Ezek alapjan
elmondhato, hogy a sejtekb6l szarmazd szolubilis faktoroknak fontos szerepe van az
A génterdpias kisérletek alapvetden abbodl indulnak ki, hogy az acinaris szekréciod
hianyaban a duktuszok képesek lehetnek ozmotikus gradiens létrehozésara a vizmozgas
szamara. Mivel az acinusokbol nem keriilnek elektrolitok a duktusz rendszerbe, a
reabszorpcio ledll és a duktuszok K*, illetve HCO3 szekrécids mechanizmusa jut
elsédleges szerephez. Ilyen koriilmények kozott vizesatornak beépitése - a maskiilonben
folyadék tekintetében impermeabilis -  duktuszsejtekbe  megteremtheti a
folyadéktranszport lehetéségét [95, 116]. Mivel a nyalmirigyek jellemz6 vizcsatorngja,
az AQPS polarizalt eloszlast mutat, ezért a génterapids kutatdsok soran az AQP1-et
részesitettek eldnyben, mely transzdukcidt kovetden a sejtek bazolateralis és apikalis
memranjaban egyarant megjelenik, igy biztositva a transzcellularis vizpermeabilitast.
Elészor patkanyok, majd mini malacok besugarzott nyalmirigyét kezelték human
AQP1-et kodold 5-0s szerotipust adenovirusokkal. Mindkét allatmodell esetében a
besugarzast kovetden jelentdsen csokkent a nyalszekrécid, azonban a génterapiat
kovetden, igaz tranziens, de kozel normal mennyiségli szekrécidt figyeltek meg,
mikdzben a kontrol virusnak nem volt hatasa [116, 117]. Késobb 2006-ban, indult el az
elsé human fazis 1 klinikai vizsgalat, mely szintén human AQP1-et kodolo adenovirust
alkalmazott [118].

A mesterséges nydlmirigy az elébbiekben ismertetett stratégiak otvozésével kialakitott,
szajnyalkahartya ala beliltetett eszkoz lehet. F6 alkotoelemei egy biodegradabilis
hordozo, az erre ravitt extracellularis matrix, végiil a beteg sajat nyalmirigyébdl nyert
sejtek/progenitorok. A megfeleld sejtpopulacio és extracellularis matrix komponensek
megtaldlasaval a sejtek differencialt allapota elérhetd, mig génterdpias beavatkozassal

pédaul folyadékszekrécios képességiik fokozhato lehet (3. abra) [94]. A HSG volt az
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elsd ilyen célbol tanulmanyozott sejtvonal, mely azonban képtelen volt szoros
kapcsolatok ¢és kontrollalt folyadéktranszport létrehozasara [119]. Azodta szamos
modszer latott napvildgot, mely primer nyalmirigy sejtkultirak Iétrehozasara
hasznalhat6. Az izolalast kovetd napon a nyalmirigyek mezenchimajabol szarmazoé
fibroblasztok mar letapadnak, mig a lassabban letapad6 epitél sejtek még lebegnek a
tenyésztéedényben. Ilyen lebegd epitél sejtekbdl alakitottadk ki a huSMG (human
submandibular gland) és a huSG (human submandibular or parotid gland) tenyészeteket,
mig a PT-HSG (primary total human salivary gland) tenyészet mind a letapadd, mind a
lebegé sejteket felhasznalva vegyes epitelidlis-mezenchimalis  tenyészetként
jellemezhet6 [96, 107, 120]. Ezek a sejtek mar képesek szoros kapcsolatok, funkcionalis
epitél barrier kialakitdsara, azonban felhasznéalhatosagukat korlatozza, hogy elsdsorban

duktalis tulajdonsagokat mutatnak [96, 104, 107, 108].

Biodegradalhaté'
szubsztrat

Extracellularis
matrix fehérje

NaCl H20

3. abra: A mesterséges nydlmirigy koncepcioja. A mesterséges nyalmirigyet az egyik
vegeén zart csokent képzelhetjiik el. Harom f6 komponense a biodegradabilis hordozo,
melyet a lumen felol extracellularis matrix fehérjék boritanak. Ezen helyezkednek el a
betegtol szarmazo sejtek, melyek polarizaltak és képesek a lumen felé iranyulo
ozmotikus gradienst kialakitani. A viztranszportot elosegitendo, a sejtek apikalis felszine
vizcsatornakat  tartalmaz. Az eszkoz sebészetileg keriilne beiiltetésre a  szaj
nydlkahartydjaban kialakitott tiregbe. Forrds: Bruce J. Baum és Simon D. Tran [94].

2.4. A fogfejlodés

Fogaink ektodermalis eredetii epitél sejtekbdl, valamint ideglemez (crista neuralis)
eredetli, transzdifferencidlodason atesett mezenchimalis sejtekbdl fejlodnek. Sok mas

szervhez hasonloan a differenciaciot az epitélium és a mezenchima kolcsonhatésai
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vezetik [121, 122]. A fogfejlodés elsd jeleként az epitél sejtebdl kialakult foglemez
megvastagszik a késébbi fogaknak megfeleld helyeken [123, 124]. Ezt kovetden az
epitélium benyomul az alatta fekvé mezenchimaba riigy, majd késébb sapka, illetve
harang alakot felvéve, errdl kaptak neviiket a fogfejlédés egyes stadiumai is [125]. A
harang fazis végére alakul ki a korona, ebben a stadiumban jelennek meg az
ameloblasztok, melyek a zomanc, valamint az odontoblasztok, melyek a dentin
képzéséért felelosek. A foggyokér csak a korona kialakuldsat kovetden indul

fejlédésnek [126] (4. abra).

foggyokeér kialakulasa
X\

sharang stadium

. "y g

‘zﬁ'i,.amgloplasgtok 5
zomanc |

4. dbra: A fogfejlédés fontosabb stidiumainak szovettani képe. A foglemez
megvastagodasa (dentalis placode) jelzi a fogfejlodés megindulasat. Ezt kévetéen az
epitélium benyomul a mezenchimaba, kialakitva a fog riigyet vagy fog bimbot. A sapka
stadiumban alakul ki a fogcsira, valamint funkcionalisan kezdenek elkiiloniilni a
zomancszervet és dentalis mezenchimat alkoto sejttipusok. A harang fazisban indul meg
a korona kemény szoveteinek mineralizacioja a dentalis papillabol differencialodott
odontoblasztok és a belsé zomanchambol differencialodott ameloblasztok altal. A
korona formalodasat kévetoen alakul ki a foggyoker. Jelolések: ep: epitélium, mes:
mezenchima, sr: reticulum stellatum, dm: dentalis mezenchima, dp: dentalis papilla, df:
dentalis  folliculus, ek: enamel knot, szignalizacios kozpontként szolgalo,
megvastagodott teriiletek a zomdncszervben, erm: Malassez-féle sejtek, hers: Hertwig-
féle hamhiively, ezekrol a kévetkezéekben esik majd szo. Forras: Irma Thesleff és Mark
Tummers [125].

Az epitél és mezenchimalis sejtek differencidloddsa mar a fogfejlédés igen korai

szakaszaban megindul. A mezenchimaba betiiremkedd epitélum belsejében kialakul egy
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csillag alaku sejtekbdl allo réteg, a reticulum stellata, melynek elsddleges funkcidja az
epitélium széli részein elhelyezkedd sejtek tdpanyagellatdsa. A riigy koril a
mezenchima kondenzalodik, igy elkiiloniilve a kornyezetétdl, létrehozva a dentalis
mezenchimat [125]. A sapka stadiumban mar fogcsirakrol beszélhetiink, az epitéliumbol
1étrejott sapka alaku képzédményt pedig zomancszervnek nevezziikk. A zomancszerv
egyes részeken megvastagszik (enamel knot), ezek a teriiletek szignalizacids
kdzpontokként szolgalnak [127]. Elkiiloniilnek tovabba a mezenchima egyes teriiletei,
az epitélium altal kortlvett sejteket dentalis papillanak nevezziink és a késébbiekben a
pulpa, valamint a dentin kialakulasaban lesz szerepiik. A széli részeken elhelyezkedd
sejtek alkotjak a dentalis folliculust (fogzacskot), dentalis folliculus eredetii a fogak
cement rétege és a parodontalis ligamentum is [125]. A harang stadium elejére a
zomancszerv mar négy rétegbdl all: belsejét még mindig a retikulum stellata sejtek
alkotjak, a dentalis papilla és a zomancszerv hataran taldlhat6 a bels6 zomancham, a
belsd zomancham és a retikulum stellata kozott egy atmeneti sejtréteg a stratum
intermedium figyelhetd meg, mig a zomancszerv legkiilsé rétege a kiils6 zoméancham

(5. abra) [128].

5. dbra: A zomdncszerv négy rétege a harang fazis kezdetén. Nyil mutatja a kiilso, mig
nyilhegy a belso zomanchamot. SR: retikulum stellata sejtek, SI: stratum intermedium,
DP: dentalis papilla. Forras: Alastair J. Sloan [129].

A harang fazis soran a belsé zomancham sejtjei ameloblasztokka, mig a veliik szemkozt
elhelyezkedd mezenchimalis sejtek odontoblasztokka differencidlodnak és megkezdik a

fogkorona keményszoveteinek mineralizaciojat [126]. A sapka és harang stadiumokban
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jelenik meg a cervikalis hurok (cervical loop) is zomancszerv csucsi részén, a kiilso és
belsd (dentalis papilla felé nézé) zomancham taldlkozasanal, melyet egyfajta Ossejt
niche-nek tekintenek, és mely folyamatosan novekvé fogak, példaul ragcesalok
metszéfogai esetében aktiv marad [130-132]. Nem folyamatosan novekvd fogak
esetében a gyokér novekedés megindulasakor a cervikalis hurok atalakuldson megy
keresztiil. Az epitélium kozepén elhelyezkedo retikulum stellata sejtek eltiinnek, a kiilsé
és belsé zomancham 6sszesimul, ezt nevezziik Hertwig-féle hamhiivelynek (HERS), ez
fogja vezetni a gyOkér novekedését [126] (4.abra). A HERS belsé sejtjei nem
differencidlodnak ameloblasztokka, de képesek indukalni a mellettiik fekvo dentalis
papilla sejtjeit, melyek odontoblasztokka differencidlodnak és kialakitjak a gyokér
dentint. Amint a dentin szekrécigja megindul, a HERS fragmentalodik, igy a
gyokérfelszin érintkezik a dentalis folliculus sejtjeivel, melyek cementoblasztokka
differencidlodnak és neviikknek megfelelden a cementréteg kialakitasaért felelések. A
fennmaradd6 HERS fragmentumokbol alakulnak ki a gydkeret fedd, haldzatosan

elhelyezked6 Malassez-féle sejtek [126, 129].

2.5. Az amelogenezis

Hasonldan mas epitél szekrétumokhoz a zomanc keletkezése is kétlépcsds folyamat
eredménye. Az elsé 1épésben egy kevéssé mineralizalt matrix struktara alakul Ki
(szekrécids fazis), mig a masodik 1épcsdben ez a szerkezet alakul at, a matrix fehérjék
eltinnek, mig az &svanyi anyag tartalom rendkiviili mértékben megnd (érési fazis)
[133]. A harang stadium elején a belsd zomanchambol differencialodé ameloblasztok
ennek megfelelden szamos funkcionalisan és morfoldgiailag kiilonb6z6 alakot vesznek
fel életciklusuk soran [134-136]. Megkiilonboztetiink morfogenikus, induktiv, korai
szekrécios, késoi szekrécios, fodros felszinli érési, sima felszinli érési, valamint
protektiv ameloblasztokat. A sejtek atalakulasa szigoru iddérend szerint torténik, mivel
minden ameloblaszt formanak fontos szerepe van az amelogenezis meghatarozott
fazisaban [137] (6.abra). A ragcsalok folyamatosan novésben 1év6 metsz6fogain ezek az

atalakulasok térben vizsgalhatok, a fogfelszin mentén (7. abra) [136, 138].
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6.abra: Az ameloblasztok morfologiai és funkciondlis valtozdsai az amelogenezis
sordan. A) Az ameloblasztok életciklusuk soran folytonos strukturalis dtalakulason
mennek keresztiil aktualis feladatuknak megfeleldoen, szigoru idorendet kovetve.
1. morfogenetikus, 2. induktiv, 3. korai szekrécios, 4. Szekrécios, 5. fodros felszinii érési
fazisu, 6. sima felszinii érési fazisu, 7. protektiv ameloblaszt. B) Az érési fazisban az
ameloblasztok oda-vissza alakulasa figyelheté meg a fodros és sima felszinii forma
kozott, mikozben citoplazmadjuk és szoros kapcsolataik is atrendezodnek. (G) Golgi
apparatus, (Tj) szoros kapcsolatok, (M) mitokondriumok (End) endoszémdk [139].

sze;(gg()s—mi Esu FAZIS j
Tl

(S Sy I
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ZOMANC

T = atmenet a szekrécios és érési fazis kozott

7. dabra: Ameloblasztok patkdany metszofog mentén. Az ameloblasztok a ragesalok
folyamatosan novekvo metszofogaiban nem tiinnek el, az egyes alakok a fog mentén
haladva térben elkiilonithetok. (CL): cervikalis hurok, (OEE): kiilsé zomancham, (SR):
retikulum stellata, (SI): stratum intermedium, (Am): szekrécios ameloblaszt, (RA):
fodros felszinii ameloblaszt, (SA): sima felszinii ameloblaszt, (PL): papillaris réteg. Az
dabran bemutatott ameloblaszt formak részletes leirasa a kovetkezo fejezetekben
olvashato. Forras: Kaj Josephsen és munkatarsai [140].
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2.5.1. Pre-szekrécios ameloblaszt formak

A szekréciés megindulasa el6tt a morfogenikus fazisban kezddédik meg a belsod
zomancham sejtjeinek differencialodéasa, szovettani képen kobos sejtek lathatoak,
melyeket bazalis membran valaszt el a mezenchimatol. Ezek a pre-ameloblasztok fogjak
indukdlni a velik szemkozt elhelyezkedd dentdlis papilla sejtjeit, hogy azok
odontoblasztokka differencialédjanak. A kovetkezO fazisban a sejtek megnyulnak,
felkésziilnek a fehérjeszintézisre, sejtalkotoik atrendezddnek. Az bazalis membran
fragmentalodik, majd teljesen eltlinik a dentin elsé rétegének (mantle dentin) lerakésa
alatt. Az ameloblasztok kozott junkcionalis komplexek alakulnak ki mind a proximalis
(a stratum intermedium felé¢ néz6), mind a disztalis (a zomanc felé néz6) oldalon (6.
abra) [126].

2.5.2. A szekrécios fazis

A szekrécids fazisban az ameloblasztok hosszl, oszlopos sejtek, aktiv szintézist
folytatnak, igy mitokondriumokban gazdagok, kiterjedt endoplazmas retikulummal és
Golgi apparatussal rendelkeznek [136]. A szomszédos sejtek mind disztalis, mind
proximalis végiikon egymashoz kapcsolodnak [141], disztalis (a szekrécid
szempontjabol elnevezése apikalis) végiikon Tomes nyulvany lathatd, mely az intenziv
transzportfolyamatok szamara biztosit feliiletet (6. abra) [126]. Az szekrécids faziu
ameloblaszt sejtek a kristalyosodashoz sziikséges Ca®* és PO,> ionokat szekretalnak a
mineralizacids térbe, ennek molekularis mechanizmusa azonban csak részben ismert
[137, 140]. A kristalyképzodés matrix fehérjéken indul meg, melyeket szintén a
szekrécios fazisi ameloblasztok termelnek. A legfontosabb matrix fehérjék az
amelogenin, az ameloblasztin és az enamelin, melyek koziil az amelogenin van jelen a
legnagyobb mennyiségben [142-144]. Az amelogenint két gén, az AMELX és AMELY
koédolja, melyek kozil az AMELX-rdl szignifikansan tobb fehérje keletkezik. Az
amelogenin kis globuléris fehérje formajaban szintetizalodik, az egyes fehérjék ezt
kovetden nanoszférakka allnak Ossze [145], melyek egymassal interakcidoba 1épve
racsszerkezetet formalnak és tavtartoként funkciondlnak a keletkezd kristalykotegek

kozott [144, 146-149]. A szekrécios fazis végére a zomanc teljes szélessége kialakul,
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azonban csak mintegy 30%-ban mineralizalt, hossza, keskeny parhuzamos hidroxi-
apatit kristalyok alkotjak [150, 151], melyek kozt a teret matrix fehérjék, foként

amelogeninek toltik ki.

2.5.3. Az érési fazis

A zomanc teljes szélességének kialakuldsa utan kezdddik meg annak atépiilése,
nagyfoku mineralizacioja, melyet érési fazisnak neveziink. Az ameloblasztok ebben a
fazisban kétféle morfologiat vesznek fel, melyek ciklikusan alakulnak at egymasba:
ezek a fodros felszinii és sima felszinli ameloblaszt formak [152-154]. Patkanyokban a
ciklus hossza nyolc ora, a sejtek koriilbeliil négy 6ran at fodros felszinii alakot vesznek
fel, majd két orara atalakulnak sima felsziniivé, a maradék két oraban pedig a fodros
felszin fokozatos visszaépitése torténik [155]. A kétféle sejttipus szoros kapcsolatai is
atrendezddést mutatnak, mig a fodros felszinli ameloblasztok szoros kapcsolatai a
zomanc felé esd (apikdlis) oldalon, addig a sima felszinli ameloblasztok szoros
kapcsolatai a bazalis oldalon talalhatdak (6. abra) [133, 140]. A ciklikus atalakulasnak
funkcionalis oka van, az ameloblasztoknak ugyanis két fontos feladata van ebben a
szakaszban. Egyfeldl Ca?* és PO,> ionokat kell szekretalniuk a mineralizacios térbe,
valamint semlegesiteniiik kell a nagymértékii kristalyosodds soran felszabadulo H'-okat
(lasd részletesen késdbb), masfeldl reabszorpcios funkcidjuk is van, ekkor torténik
ugyanis a matrix fehérjék degradacidja és eltavolitasa a zomancbol [156]. Az érési fazis
atmenetekor jelenik meg expresszidja, amely fennmarad az érési fazis végeig, st azt
kovetden a redukalt zomanchamban is [143]. Tultermelése elvékonyodott zomancot
eredményez, a zomanc prizmas szerkezete megbomlik [157], mig hianya elsdsorban a
zomanc kiils6 rétegének keménységére volt hatassal [158]. A matrix fehérjék hasitasaért
felel6s két legfontosabb proteaz a matrix metalloproteaz-20 (MMP20) [159], mely mar
a szekrécios fazisban is megjelenik, valamint a kallikrein-4 (KLK4) [160], mely az érés
soran jelenik meg ¢és joval agresszivabb degradaciot tesz lehetévé, mint az MMP20
[161, 162]. A szekrécios fazisban kivalasztott amelogenin lebontasa utat nyit a hidroxi-
apatit kristalyok oldalirdny(l novekedésének, mely egészen addig folytatodik, mig

gyakorlatilag a teljes matrix struktira lebomlik ¢és helyét szorosan elhelyezkedd,

27



gyakorlatilag atjarhatatlan kristalyszerkezet tolti ki. Az érési fazis végére a zomanc
mintegy 95-98%-ban mineralizalt. Az érés folyamataban az ameloblasztok mellett, a
felettiik elhelyezkedd papillaris réteg sejtjeinek is fontos szerepet tulajdonitanak [137,
161]. A papillaris réteg a retikulum stellata és stratum intermedium helyén alakul ki az
érési fazis soran [140, 163, 164], sejtjei az ameloblasztokkal gap junction tipusu
kapcsolatokon keresztiil kommunikalnak [140, 165].

2.5.4. A védofazisu ameloblasztok

A zomdancérés befejeztével az ameloblasztok ciklikus atalakuldsa abbamarad, a sejtek
Osszehtzodnak és a papillaris réteggel egyiittesen egy redukalt zomanchamot alakitanak
ki, mely megvédi a zomancot, attdl, hogy cementréteg rakodjon ra (6. dbra). A zomanc
Osszetétele kis mértékben modosulhat ebben a szakaszban, példaul F épiilhet be.
Megfigyelések alapjan azok a fogak rendelkeznek a legmagasabb F~ tartalommal,
melyek a zomanc teljes kialakuldsat kovetden a legkésobb tornek eld. A fogeldtorésekor

az ameloblasztok eltiinnek [126].
2.6. Az ameloblasztok elektrolittranszport-folyamatai

Annak ellenére, hogy az ameloblasztok legfontosabb feladata az &svanyi anyagok
transzportja a mineralizacios térbe, ezekrdl a folyamatokrol keveset tudunk és jelenlegi
tudasunk is leginkdabb a expresszios vizsgalatokbol szarmazik, funkcionalis

vizsgalatokat (pl. patch clamp) az irodalomban csak elvétve talalunk [166].
2.6.1. Szoros kapcsolatok

A vektorialis elektrolitszekrécio feltétele a szoros kapcsolatok kialakuldsa, melyek
korlatozzak a sejtek kozotti szabad ionaramlast [15]. A szoros kapcsolatok ameloblaszt
sejtek kozott is kialakulnak €s ismert az is, hogy az egyes ameloblasztok tipusok szoros
kapcsolatai a sejtek mas-mas oldalan helyezkednek el. A szoros kapcsolatokat alkotd

fehérjék molekularis identitdsardl azonban csak néhany tanulmany latott napvilagot
[136].
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Az occludin megjelenésének idOpontja ¢és lokalizacidja valtozhat fog tipusok,
ameloblaszt formak ¢és fajok kozott. Az amelogenezis korai fazisaban occludin
expressziojat mutattak ki a sejtek mindkét oldalan harang fazisban 1évo egér és patkany
orl6fogcesirakban, differencialdodé ameloblasztokban [167, 168] és egér metszéfog
szekrécios ameloblasztjainak disztalis felszinén [169], ezzel szemben Inai és
munkatarsai patkany metszéfog szekréciés ameloblasztjaiban nem tudtak detektalni
[170]. A zomancképz6dés elérehaladottabb stadiumaban proximalis occludin
immunpozitivitast mutattak ki patany Orléfogcsira fejletebb ameloblasztjaiban [167],
illetve patkany metszéfog érett ameloblasztjaiban [168], Inai és munkatarsai eredményei
alapjan pedig kifejezetten sima felszini érési ameloblasztokban [170]. Mas
tanulmanyok alapjan az occludin megjelent a sejtek mindkét oldalan egér metszéfog
érett ameloblasztjaiban [169], mig patkany metsz6fog fodros felszinli ameloblasztjaiban
valtozd, hol erdsebb, hol gyengébb, néhol proximalis, néhol disztalis, dsszességében
inkabb disztalis occludin immunreakciot mutattak ki [170].

A Zonula occludens-1 (ZO-1) mar differencialédé ameloblasztokban is megjelenik a
sejtek mindkét oldalan és folyamatosan expresszalddik a kiilonb6zé ameloblaszt
alakokban egérben ¢és patkanyban, metsz6 és 6rl6fogban egyarant [167, 168, 170, 171],
az expresszid0 mindkét oldalon megmarad az érettebb alakokban 1is, kivéve patkany
metsz6fog sima felszinli ameloblasztjaiban, melyeknek csak proximalis vége mutatott
immunpozitivitast [170]. A ZO-1 mellett ZO-2 is kifejezddik a preameloblasztok és
ameloblasztok mindkét polusan, ellenben a ZO-3 nem detektalhatd egér drléfogesiraban
[168].

A claudinok koziil is szamos tipust kimutattak. Tobben publikaltdak a CLDNI
megjelenését ragesalok metszéfogaban, jellemzéen a szekrécios [169, 170], valamint
fodros felszinli érési ameloblasztok disztalis végén [170, 172]. Ezen kiviil emberi
fogcesiraban is kimutattak expresszidjat [173]. A CLDN4 patkany metszéfogban szintén
sima felszinli ameloblasztok csak gyenge pozitivitast mutattak [170], emberben az
ameloblasztok szintén gyengén expresszaltak [173], ezzel szemben egér harang fazist
Orléfogesiraban a stratum intermediumban fejezddott ki [174]. A CLDN7 jelenlétét egér
metszofoganak érési fazisi ameloblasztjaiban irtdk le, a sejtek mindkét oldalan

megjelent, expresszidjaban nem volt kiilonbség sima és fodros felszinii ameloblasztok
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kozott [169], human fogcsiraban az ameloblasztok szintén erds CLDN7 festodést
mutattak [173]. Tovabbi claudinok expressziojat mutattak ki egerekben, a CLDNS és
CLDN9 mind szekrécids, mind érési fazisu ameloblasztokban jelen volt, mig CLDNG6 ¢és
CLDN10-et csak az érési fazisban talaltak metsz6fogban [169], érl6fogcesiraban pedig
kizarolag CLDN2 expresszidjat tudtdk kimutatni ameloblasztokban a korai harang fazis

folyaman [174].

2.6.2. Ca®* transzport

A hidroxi-apatit kristalyok formalodasahoz sziikséges Ca** jelenlétét az ameloblasztok
aktiv transzportfolyamatainak tulajdonitjdk, azonban még ennek a kulcsfontossagi
1épésnek a molekularis mechanizmus is igen kevéssé ismert. Még azt sem tudjuk, hogy
ugyanazok a transzport folyamatok mukodnek-e a Szekrécios és érési fazis soran. A
ca* transzportban feltehetden szerepe van az intracellularis Ca®" és extracellularis Na*
cseréjének [166, 175, 176]. NCX Na'/Ca®* cseréléket azonositottak ameloblasztokon
expresszids vizsgalatok mellett patch clamp segitségével is [166]. Hisztologiai
bizonyitékok alapjan érési fazisu ameloblasztokban megtalalhato az ujabban felfedezett
K*-fliggs Na*/Ca?* cseréls, az SLC24A4 gén altal kodolt NCKX4 fehérje is [176].
Ennek mutacioi mind patkanyokban [177], mind emberben [178, 179] a zomancfejlédés
rendellenességeit eredményezik. Jelenleg a bazolateralis Ca®" felvétel mechanizmuséardl
azt feltételezik, hogy mas epitéliumokhoz hasonl6an a TRPV csalddba tartozé csatornak

feleldsek érte [175, 180].

2.6.3. pH szabalyozas az amelogenezis soran |. — hipotézis és altalanos

megfigyelések

A hidroxi-apatit kristalyok képzdodése soran nagy mennyiségli proton szabadul fel,
mivel a reakcioban részt vevd prekurzorai — igy a HPO4> és a HoPO,  fizioldgis
koriilmények kozott protonaltak [156, 181]. A folyamat az érési fazis soran cstcsosodik
ki, mivel ekkor a legnagyobb mértékii a kristalyosodas. Ez jelentds mértéki
savasodashoz vezet az ameloblasztok mikrokornyezetében. Egy mol hidroxi-apatit
keletkezésekor maximalisan 14 mol proton is felszabadulhat, azonban a folyamat

tipikusan az alabbi reakcioegyenlettel irhato le [156]
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10 Ca?* + 6 HPO,? + 2 Hy0 <> Caio(PO4)s(OH), + 8 HY

Egyensulyi folyamatrdl 1évén szd, pufferelés hianydban a pH emelkedése a hidroxi-
apatit oldodasdhoz vezethet, ami hipomineralizalt, torékeny szerkezeti zomancot
eredményezne [133]. A felhalmozddott protonok tavozasara tobb elméleti lehetdség
van. Ennek legegyszeriibb mddja, a H' ionok szabad diffiizioja lehetne, azonban mint
lathattuk, az ameloblasztok zart réteget képeznek, kozottik szoros kapcsolatok
alakulnak ki, ezzel elésegitve az iranyitott transzportfolyamatokat, mely a sejtek kozotti
ionmozgast korlatozza [133, 182]. A képz6dé zomanc érmentes képlet, a dentin,
valamint az ameloblasztok zart rétege kozott helyezkedik el, igy ebben a térben vér
pufferkapacitasa sem érvényesiilhet, erek csak a papillaris rétegben talalhatdéak [163,
164]. A matrix fehérjék bazikus karakterti aminosavai is megkdthetnek protonokat [181,
183], azonban ezek mennyisége az amelogenezis érési fazisa soran csokken, mig végiil
teljesen eltlinnek a zomancbol. A kristalyosodas szintén ebben a fazisban gyorsul fel,
igy a H" ionok felszabadulasa is ekkor a legnagyobb mértékii [156]. Ezek az elméleti
megfontolasok vezettek ahhoz a hipotézishez, mely szerint az ameloblasztok aktiv
HCOj3 transzport folyamatai feleldsek a mineralizacios tér pH-janak szabalyozéasaért
[133, 156].

Megfigyeltek azt is, hogy az érési fazisban a ragesalok metszéfoganak zomanca széles
savas, valamint keskenyebb neutralis savokat tartalmaz [155, 184], melyek pH indikator
festékkel tehetok lathatova (8. abra) [140, 185]. Ezek a savok raadasul tarsulnak a
kiilonbozd érési fazisti ameloblaszt formakkal, mig a fodros felszinli ameloblasztok a
savas zomanc szakaszok felett helyezkednek el, addig a sima felszinlieck a neutralis
savokat takarjak [140, 154, 155, 184]. Ennek a ciklikus pH valtozasnak szerepe lehet
abban, hogy a kristalykdtegek kozotti terek 1d6 elétt ne zarodhassanak le, még mieldtt a

teljes mineralizacié végbemenne [140, 185].
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8. dbra: pH indikadtorral lathatova tett savas és neutrdlis savok patkdany metszofogon.
A kép jobb felsé sarkaban lévé skala mutatja az egyes pH értékekhez tartozo szint. SA:
sima felszinii ameloblasztok, RA: fodros felszinii ameloblasztok, secr: Szekrécios zona.
Forrds: Helle H. Damkier és munkatarsai [185].

2.6.4. pH szabalyozas az amelogenezis soran II. — az ameloblasztok pH

szabalyozasért felelos molekulai

Vizsgalatok azt mutatjak, hogy az ameloblasztok valéban rendelkeznek a HCOjz
szekrécidhoz sziikséges molekularis hattérrel, ezem feliil szdmos fontos pH
regulatorként ismert molekula hianyar6l ismert, hogy zomancfejlédési rendellenességet
okoz. Az alabbiakban ezeket mutatom be részletesen.

CAR: A legkorabbi publikéci6 a fogszovetek szénsav-anhidraz aktivitasarol Kondo és
Kuriaki nevéhez flizédik, akik felndtt patkany metsz6fog homogenizatumot vizsgaltak
[186]. Fejlodé horesog és patkany metszéfogban hisztokémiaval igazoltak a szénsav-
anhidrazok jelenlétét, els6sorban a korona csucsi részein, érettebb ameloblasztokban
[187, 188]. A zomancszerv epitél sejtjei szamos szénsav-anhidraz izoformat
expresszalnak [189]. Az ameloblasztokban kimutatott CAR enzimek koziil a széles
korben kifejez6dd intracellularis CAR2 a leginkabb tanulmanyozott izoforma. Egyesek
szerint a szekrécios fazisban nem fejezdédik ki [140, 190, 191], mig masok szerint jelen
van a szekrécios fazis soran is, azonban expresszidja jelentdés mértékben megnd az érési
fazisban [192-194]. Wang és munkatarsai feltételezték, hogy a CAR2 az ameloblasztok
differencialodasanak szabalyozasaban vesz részt [194], emellett ismert az
ameloblasztok HCOj3™ és/vagy H' szekréciojaban betdltott szerepe [140, 195-197].
Ismert az is, hogy CAR2 deficiens betegeknél a betegségre jellemzé csontritkulas

mellett megjelenhet fogszuvasodas, hipoplazia, valamint megvaltozhat a fog alakja vagy
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akar egyes fogak hianya is kialakulhat [198-201]. A szénsav-anhidrazok mas tipusainak
kifejezodése is megemelkedik az érési fazisi ameloblasztokban, a legnagyobb mértékii
expresszio novekedés az intracellularis CAR2 mellett a szekretalt CAR6, ezt kovetden a
szintén intracellularis CAR3 és a membran kotott CAR12 izoforméknal figyelhetd meg
[192]. Utoébbiak koziil a CARG6 csak a korai érési fazisban jelenik meg [192].

NHE1: A Na'/H" cserélék koziil az NHE1 expresszalodik ameloblasztokban, mind a
szekrécios, mind az érési fazis sordn erds immunpozitivitdst mutat a lateralis
membranban [140], expresszios szintje nem valtozik a két fazis kozott [192]. Jelenléte
azonban nem meglepd, az NHE1 ugyanis elsdsorban az intracellularis pH fenntartasaért
felel6s, a szervezetben mindeniitt jelen van [202].

AE2: Az anioncserélék szintén fontos szerepet toltenek be az intracellularis pH
szabalyozasaban. Az AE2 a leginkabb elterjedt CI/HCOj3  cseréld, a legtobb epitél sejt
bazolaterdlis membranjaban megtaldlhaté [203]. Na'/H* cserélével egyiittmiikodve
szerepe lehet a NaCl felvételében [203], ahogyan azt a nyalmirigy acinusok szekrécids
mitkodésénél is lathattuk [18, 19]. Hasonloan itt is az intracellularis Cl” koncentracio
novelésében latjak szerepét Lyaruu és munkatarsai [196]. Ok immunhisztokémidval
kimutattdk egérben, hogy legnagyobb mennyiségben az AE2 az érési fazisu
ameloblasztok bazolateralis membranjdban expresszalodik, bar a festédés nem volt
egyenletes, egyes folytonosan elhelyezkedd sejtekben intenzitdsa igen alacsony volt
[196]. A szekrécios ameloblasztok nem vagy igen kis mértékben festodtek, ekkor is
inkabb a Golgi régidban [196]. Hasonld eredményre vezetett egy masik vizsgalat,
felndtt egerek metszéfogat vizsgalva a preszekrécios- és szekrécidos ameloblasztok nem
mutattak AE2 expressziot, gyenge immunreakciot adtak viszont a stratum intermedium
¢és a kiils6 zomancham sejtjei [204]. Az AE2 a kés6i szekrécios ameloblasztokban,
illetve a szekrécids-érési fazis atmeneténél jelent meg és egyre intenzivebbé valt az érési
fazis elorehaladtaval. A sejtek bazolateralis oldala mutatott immunpozitivitast, de a
festddés ebben az esetben sem volt egyenletes, felndtt egerek metszéfogaban harom
kevéssé festddd sav latszott, mig egy-két hetes horcsogok €s egerek esetén csupan egy
ilyen sav volt megfigyelhetd, ezt sima felszinli ameloblasztok jelenlétének
tulajdonitottak [204]. Egérben és patkanyban nem, de horcsdg Orléfogak szekrécios
fazisu ameloblasztjaiban gyenge AE2 pozitivitast mutattak ki a Golgi kornyékén. Az

érési fazisban mindhdrom faj esetén intenziv bazolateralis festédés volt megfigyelhetd
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az Orlokben, emellett joval kevésbé intenziv expresszio jellemezte a zomancszerv tobbi
sejttipusat [204]. Josephsen ¢és munkatarsai szintén arra jutottak, hogy az AE2
szekrécios fazisu ameloblasztokban nem fejezddik ki, jelenléte a zomancszerv kiilso
sejtrétegeiben  detektalhatd, ezzel szemben megtalalhatd az érési  fazisu
ameloblasztokban a lateralis membranon [140]. Elméletiik szerint a HCO3z ionok
intercellularis feldusitasaért az AE2 felelds, a HCOs; ionok a sima felszinl
ameloblasztok kialakulasakor aramlanak ki a mineralizacios térbe a szoros kapcsolatok
athelyezOdése révén [140]. A fentickkel ellentétben Paine és munkatarsai egér metszo-
¢és orlofogakban az AE2 jelenlétét az apikalis membranban mutattdk ki, szekrécios
fazist ameloblasztokban [197], az 6 hipotézisiik szerint az AE2 és a CFTR kapcsolt
miikodése felelds az apikalis HCOj3 ™ szekrécioért [197]

Az AE2 szerepét génkiiitott egerekben vizsgaltak. Egérben és emberben az AE2-nek
harom alternativ promotere van (a, b és c), melyekrdl egérben 0sszesen 6t splice varians
keletkezhet (a, b1, b2, c1, c2), melyek N-terminalis régiojukban kiilonboznek [203]. Ez
alapjan kétféle egér modell is rendelkezésre all, az egyik az Ae2”, melyben az Osszes
Ae2 varians delécidja megtortént [205], mig a masik az AeZa,b'/', melyben nevének
megfelelden az a és b splice variansok keriiltek kiiitésre [206]. Mig az AE2 teljes hianya
a fogelOtorés zavardhoz vezetett, a kisméretli fogak az allcsontban maradtak, gyokeriik
kevéssé fejlodott ki és eltorzult, valamint szoros kapcsolatban maradt az 6t koriilvevd
csonttal [204], addig az Ae2a és Ae2b izoformak delécidja kevésbé sulyos fenotipust
eredményezett, ezekben az allatokban a delécid a fogel6torést nem befolyasolta. Ebben
a modellben a legszembetlinbbb a zomanc mennyiségének csokkenése volt, a
metszéfogakon teljesen mértékben hianyzott vagy igen kis mennyiségben jelent meg.
Mikro-CT felvételek igazoltak, hogy a fogelétorést kovetden a zomanc szinte azonnal
eltlint a metszdk felszinérdl, mig az 6rlékon jelentdsen elvékonyodott. Mind a metszdk,
mind az 6rldk esetében jelentésen csokkent a zomanc Ca’" és PO43' tartalma, a zomanc
jellegzetes prizmas szerkezete teljesen eltlint génkiiitott allatok esetén, ehelyett amorf
struktara alakult ki [196]. A génkilités jelentésen befolyasolta az érési fazisu
ameloblasztokat, valamint a mellettiik elhelyezkedd stratum intermedium és papillaris
réteget is, a sejtek rendezettsége megbomlott, a fejlddé zomancban szerves matrix €s

sejtfragmentumok maradtak vissza [196, 204]. Ezzel szemben a preszekrécids- €S
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szekrécios ameloblasztokat latszolag nem befolyasolta az Ae2a és Ae2b izoformak
kititése [196].

NBCel: Az NBCel szamos epitélium HCOs transzportjanak fontos szerepldje,
megjelenik tobbek kozott hasnyalmirigy duktuszokban és a parotisz acinusokban is [4,
207, 208], expressziojat ameloblasztokban is tanulmanyoztdk, mely ezidaig
ellentmondasos eredményeket hozott. Abban egyetértés van, hogy az NBCel hianya
drasztikus valtozasokat idéz el a zomanc szerkezetében [209, 210]. Egy tanulmany
szerint az NBCel ameloblasztokban nem, csupan a zomancszerv tobbi sejttipusaban
expresszalodott, a papillaris réteg sejtjei az érési fazis soran intenziv festédést mutattak
[140]. Paine és munkatarsai eredményei azt mutattak, hogy NBCel detektalhatd az
egerek metsz6- ¢és Orléfogaiban, szekrécidos fazisi ameloblasztok bazolateralis
membranjaban. LS-8 ameloblaszt sejtvonalban a kotranszporter expresszidja pH fliggést
mutatott, savasabb pH értékek upregulaciot idéztek el [197]. Feltételezésiik szerint az
ameloblasztok bazolateralis HCOj3; felvételért az NBCel felelds, ezzel késdbb masok is
egyetértettek [175, 197]. Szintén preszekrécios ¢és szekrécidos ameloblasztok
bazolateralis membranjaban mutattak ki az Nbcel gén expressziojat in situ
hibridizacidéval és magat a fehérjét immunhisztokémiaval Zheng és munkatarsai 18-22
hetes abortalt embriok fejlodé 6rléfogaiban [211]. Egerek metszéfogaban pedig mar a
cervikalis hurok epitéliuma is pozitivnak bizonyult, és az Nbcel kifejezddése az
ameloblaszt differencidcid Osszes fadzisdban megmaradt, s6t qPCR eredmények alapjan
az érési fazisi sejtekben az expresszié novekedett [211]. A legujabb vizsgalatok azt
mutattdk, hogy az NBCel jelenléte fligg az amelogenezis fazisadtdol mind egérben,
horcsogben ¢€s patkanyban, szekrécidos ameloblasztokban intracelluldrisan, gyakran a
Tomes nyulvany tovénél egy diszkrét savban festhetd, majd az érési fazisba torténd
atmenet soran eltlinik [209]. A korai érési fazisban a papillaris réteg sejtjei mutatnak
immunpozitivitast, mig az ameloblasztok szinte teljesen negativak [209]. Az érési fazis
kozepétol i1smét megjelenik az NBCel expresszidja az ameloblasztokban
intracelluldrisan és a bazolateralis plazma membranban és egyre intenzivebbé valik az
érés eldrehaladtaval, bar egyes sejtcsoportok nem vagy csak kevéssé jelolddnek [209].
A papillaris réteg az érési fazis soran is pozitiv marad NBCel-re, de a festddés

intenzitasa csokken [209].
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Ugy tiinik, hogy az AE2 hianya stlyosabb fenotipusos valtozast idéz elé egerekben,
mint az NBCel hianya. Az Nbcel” egerek metszéfoganak zomanca krétafehér, vékony
és torékeny, szerkezete jelentésen veszit rendezettségébdl [209, 212-214]. Az Nbcel™
allatok zomancanak relativ asvanyi anyag tartalma joval Kisebb, mint a vad tipusa
egereké, a Ca®* tartalma mintegy 46%-kal, PO, tartalma 40%-kal, Na* tartalma 21%-
kal volt alacsonyabb, a CI tartalom csokkent a legdramaibb mértékben, nagyjabol 90%-
kal [192]. Az ameloblasztok elveszitetik polarizalt alakjukat és megrovidiilnek [209].
Emberben az NBCel mutacidja szintén zomanc rendellenességekhez vezet, krétafehér
foltokat eredményez a fogzomancon [214].

CFTR: A HCOj3 szekrécioban jelentds szerepe lehet a CFTR Cl csatornanak is, mely
egyfeldl anion cserélokkel egylittmitkodésben a sejtek apikalis felszinén utat biztosit a
HCOs tavozasahoz, ezt valosziniisitik azok a tanulményok is, melyek ameloblasztokban

vizsgaltak szerepét [192, 197, 215]. Ezt a CI' csatornat megtalaltak érési fazisu

crer

crer

kovetkeztében alakul ki - hatdssal van a fogakra [216, 217], azonban a betegség
kezelésére hasznalt tetraciklin szintén befolysasolja a zomanc éllapotat, igy a pontos
etiologia vizsgalata nehéz [218, 219]. Beszamoltak azonban asvanyi anyag eltérésekrol
olyan cisztas fibrozisos gyerekek fogaiban is, akik tetraciklint nem kaptak [220]. A
CFTR funkcidja génkiiitott egér modellekben vizsgalhatd [221, 222]. llyen CF
egerekben mutattdk ki, hogy mig a korai érési fazisi ameloblasztok kinézete normalis, a
sejtek polarizaltak, addig a késbéi szekrécios / korai érési fazisi ameloblasztok
morfoldgidja megvaltozik, a sejtek inkabb kobdsek, semmint megnytltak és ideje koran
alakulnak at a kés6i laphamnak megfeleld alakka [219], a metszéfogak krétafehérek
[218, 219]. A zomanc ennek ellenére normalis vastagsagunak €s prizmas szerkezetiinek
tinik, de pordzusabb, mint vad tipusi egerekben [218, 219]. A CF egerek
fogzoméancanak CI tartalma alacsonyabb, Ca®/PO,* aranya csokkent a vad tipusa
egerekéhez képest és amelogenin mutathato ki benne [218, 219, 223]. A Cftr” egérben
a metsz6fogakat pH indikatorral festve az érési fazis jellemzO neutralis zonai eltiinnek

[224]. Cftr-AF508 mutans malacok tejfoganak [225] és marado foganak zomanca
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szintén hipomineralizaciot mutatott, a kristdlyszerkezet rendezettsége megbomlott
[192].

Slc26a _csalad _anion_cseréléi: Szintén megtalaltak ameloblasztokban az Slc26a

géncsaladba tartozo anioncseréloket, melyek CFTR-rel egyiittmikodve vehetnek részt a
HCOj3™ szekrécioban a sejtek apikalis felszinén [4, 195]. Pendrin (SLC26A4) jelenlétét
horcsdgben €s patkdnyban mar preszekréciés ameloblasztok felszinén is kimutattak, az
immunreakcid a szekrécids €s érési fazisii ameloblasztokban egyre intenzivebbé valt és
egyértelmii apikalis lokalizciot mutatott [195]. Az Slc26a4” egerek fogzomanca nem
kiilonbozott a vad tipustél [195]. Szintén kimutathaté volt az SLC26A3 (DRA),
valamint az SLC26A6 (PATI1), els6sorban az érési fazisi ameloblasztokban, a
génkiiitott egerek fenotipusa azonban ebben az esetben sem tért el a vad tipusétol, mely
valésziniileg annak eredménye, hogy ezek az anion cserélék egymas hatdsat
kompenzalni tudjak [226].

V-tipusi H'-ATPaz: Az ameloblasztok pH szabalyozisaban a legellentmondasosabb

megitélése a H'-ATPazok szerepének van. Ezek jelenlétét is tobb szerzd is igazolta
ameloblasztokon [140, 190, 227]. Josephsen és munkatarsai V-tipusi H'-ATPaz al
alegységének ciklikus expresszigjat talaltak az érési fazis alatt, a legerdsebb
immunreakciot a fodros felszinli ameloblasztok apikalis membranja mutatta, azonban a
sima felszinli ameloblasztok disztalis felszine is jel616dott [140]. Sarkar és munkatarsai
tobb alegység vizsgalataval szintén apikalis lokalizaciot mutattak ki [227]. Mivel az
gyakran parhuzamot vonnak az oszteoklasztok és ameloblasztok kozott [140, 185],
azonban ugy tlinik, hogy az oszteoklasztok proton pumpdinak nélkiilozhetetlen
alegysége, a Tcirgl mégsem fejezédik ki benniik és TCirgl'/' génkilitott allatokban sem
taldltak zomanc rendellenességet [228]. Mas H'-ATPaz alegységek esetén azonban
jelentds expresszio novekedés figyelhetd meg az €rési fazis soran az ameloblasztokban
[227]. Egyes elméletek szerint a H'-ATPazok jelenléte lizoszomdkhoz és
endoszomakhoz kothetd, ez azonban nem magyarazza immunreaktivitasukat az apikalis
membranon [227], mig masok szerint a HCOj3™ transzport mellett az ameloblasztok
iddszakosan H'-okot is szekretalnak, mely elSsegiti a proteolitikus enzimek miikodését,
¢és gatolja a kristalykdtegek kozotti terek 1d6 eldtti lezarodasat, még mieldtt a teljes érés

befejezédne [140, 185, 190]. Ez az elmélet ellentmond az altalanosan elfogadott
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crcr

azonban dsszhangban van a patkany metszofogon indikator festékekkel kimutathaté pH
fluktuacioval, mely alapjan a fodros felszinii ameloblasztok felett alacsonyabb pH érték
mérheté [185]. Josephsen és munkatarsai ebbdl a gondolatmenetbdl kiindulva
javasoltak egy alternativ pH szabalyozasrol sz6lo elméletet, mely szerint a savas pH
alakulnak ki, a neutralis savok kialakuldsaért pedig a sima felszinli ameloblasztok
kialakulasakor a disztalisr6l a proximalis oldalra athelyez6dd szoros kapcsolatok
felel6sek [140]. A sima felszini ameloblasztok esetében ugyanis az intercellularis tér
nincs elzarva a fejlédé zomanctol, igy a sejtek kozott az anioncserélék miikddése
kovetkeztében felhalmozott HCO3™ ionok a mineralizascios térbe juthatnak, a pH gyors
emelkedését eredményezve [140]. A HCOj3 transzport elméletekhez hasonldan eddig az
ameloblasztok H* szekréciojat sem sikeriilt megerdsiteni, mert H'-ATP4z inhibitorral
(FR167356) kezelt patkanyok metsz6fogan a savas savok nem tiintek el, azokat a
gatloszer szamottevéen nem befolyasolta [185].

emlitett immunhisztokémiai, festési, expresszids ¢€s génkiiitéses vizsgalatokon
alapulnak, ezek klasszikus fiziologiai modszerekkel torténd megerdsitése hianyzik, ezért
is lenne igen fontos egy olyan kisérleti modell, melyben ezek a vizsgalatok

elvégezhetdk.

2.7. Az ameloblasztok vizsgalatanak korlatai, kisérleti modellek

Az ameloblasztok tanulmanyozasanak legfobb gatja nehéz hozzaférhetdségiik. Az
exokrin mirigyekkel ellentétben ezek in vivo vagy ex vivo vizsgalata komoly akadalyba
iitkozik, mivel egyetlen sejtsort alkotnak a fejlodé zomanc felszinén [196]. A
mineralizacios térb6l sem lehet mintat venni [185], olyan egyszerlien, mint a
nyalmirigyek vagy a hasnyalmirigy altal elvalasztott szekrétumbodl. Réaadasul az
ameloblasztok a fogak el6torése utan a nem folyamatosan ndvekvd fogak esetén
eltinnek, ami human vizsgalatoknal embrionalis fogcsirdk felhasznalasat teszi
sziikségessé, mely etikai problémakat vet fel. Mindezekbdl kovetkezik, hogy leginkabb

hisztoldgiai, fehérje- és génexpresszidos modszerek alkalmazhatoak, ezek is elsdsorban
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ragesalok folyamatosan novekvd metszéfogainak tanulmanyozasara, melyeknél az
ameloblasztok egyes alakjai egyidoben megtaldlhatoak a fejlédd fog feliiletének
kiilonb6z6 szakaszain. Ezért is fontos olyan in vitro modellek megalkotasa, melyek bar
szintén korlatozott értékiiek, de lehetdve teszik funkciondlis mérések elvégzését.

Az altalunk haszndlt HAT-7 sejtvonal patkany metszéfog cervikalis hurok (cervical
loop) régidjabol szarmazik, 2002-ben alapitottak [229]. Errdl a régiordl ugy tartjak,
hogy progenitor sejtek forrasa a folyamatosan névekvé metszéfogakban [130-132]. A
sejtvonal kezdeti immuncitokémiai karakterizdlasa azt mutatta, hogy tenyészetben
spontan ameloblaszt iranyba differencidlodik, expresszalja az ameloblasztok két
jellegzetes fehérjéjét az amelogenint és az ameloblasztint [229]. Kés6bb mas markerek,
amelotin ¢és kallikrein-4 jelenlétét is leirtak HAT-7 sejtekben [230-233], azonban

mindezek a vizsgélatok a sejtek expresszios profiljanak tanulmanyozéasara fokuszaltak.
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3. Célkituzések

A nyéalmirigy hipofunkcid kezelését célzod biologiai terapidk kutatdsdnak fobb
iranyvonalai az acinusokra jellemzd tulajdonsagok megdrzése/helyredllitasa, valamint a
duktuszsejtek miikodésének atalakitasa génterapia segitségével. Ehhez kapcsoloddan

célul thiztiik ki, hogy

1. primer humén szubmandibuldris nyalmirigy kultardkat hozzunk létre
frakcionalt emésztés ¢és kondicionalt médium segitségével ¢€s ezeken
vizsgaljuk a nyalmirigyek iontranszportjdban kulcsszerepet betdltd
iontranszporterek/csatornak  expressziojat, valaszt keresve arra, hogy
megorizhetéek-e az acinaris tulajdonsagok in vitro koriilmények kozott

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

nyalmirigy génterapia modellezésére

Az ameloblasztok HCOj3; transzportjaval kapcsolatos ismereteink elsGsorban
hisztoldgiai ¢és génexpresszidos vizsgalatok eredményein alapulnak, klasszikus
sejtfiziologiai mérések elvégzésére a megfeleld modellek hianyaban eddig nem volt
lehet6ség, ezért célul tlztik ki egy olyan in vitro modell létrehozasat, amelyben az
ameloblasztok epitelidlis HCOj3 transzportja tanulmédnyozhat6. Ennek érdekében

vizsgaltuk, hogy

3. expresszalnak-e a HAT-7 patkany dentdlis epitélium eredeti sejtek
ameloblasztokra jellemzd markereket Transwell memranokra iiltetve, DMEM-
F12 alapu kontrol, illetve differencidldé médiumokban vagy HepatoSTIM
tapoldatban

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

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

6. képesek-e a HAT-7 sejtek ténylegesen HCOj3™ transzportra a 3. pontban leirt

koriilmények valamelyikében, igy alkalmas modelljei lehetnek-e az

crcr
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4, Modszerek

4.1. Sejttenyésztés

Az aldbb bemutatott sejtkultirdk mindegyikével steril koriilmények kozott dolgoztunk,
azokat minden esetben 37 °C-on, 5% CO, jelenlétében, parasitott kdrnyezetben
tenyésztettiik. A fertdzések megeldzése érdekében a tapoldatok 100 U/mL of penicillint
¢és 10 pg/mL streptomicint (Sigma-Aldrich) tartalmaztak, valamint a primer human
nyalmirigy kultarakkal valé6 munka soran 2.5 mg/ml amfotericin-B-t (Sigma-Aldrich) is
hasznaltunk, melyet a sejtvonalak esetében elhagytunk. A passzalasokat 0,25% tripszin-
EDTA oldat (Gibco) segitségével végeztik 80-90% konfluencia szint elérésekor. A
funkcionalis mérésekhez, valamint az immuncitokémiai és génexpresszios vizsgalatok
egy részéhez a sejteket (mind a primer kultarikat, mind a sejtvonalakat) 1,12 cm?
feliileti, 0,4 um porusatmérdjii permeabilis Transwell Clear membranokra (Corning
Costar) tltettiik. Ezek el6segitették, hogy az epitél sejtek apikalis és bazolateralis oldala
elkiilonithetéen vizsgalhato legyen az iontranszport és folyadékszekrécios vizsgalatok

soran. A kiilonboz0 kulturak eltérd tenyésztési igényeit az alabbi alfejezetek ismertetik.

4.1.1. Primer human nyalmirigy kulturak létrehozasa és fenntartasa

Osszesen 49 nyalmirigy minta keriilt feldolgozasra, melyeket a Semmelweis Egyetem
Arc- Allcsont Szajsebészeti és Fogaszati Klinikaja bocsatott rendelkezésiinkre (az etikai
engedélyt a Semmelweis Egyetem Regondlis, Intézményi Tudomanyos és Kutatasetikai
Bizottsadga adta ki, engedélyszam: 67/2005). A mintak 40 és 86 év kozotti betegektdl
szarmaztak, akik korabban besugarzasban nem részesiiltek és olyan fej-nyaki miitéten
estek at, mely soran szubmandibularis nyalmirigyiik eltavolitasra keriilt és a kimetszett
nyalmirigy normal szdvettani képet mutatott.

A primer nyalmirigy tenyészetek 1étrehozéasa €s fenntartdsa kordbban leirt modszertan
(PTHSG: [107], HUSMG: [96]) alapjan tortént kisebb valtoztatasokkal. Roviden: Az 1-2
g nedves tomegl nyalmirigy mintakat 5% fotalis borjuszérummal (Invitrogen)
kiegészitett RPMI-1640 tapoldatban (Sigma-Aldrich) a lehetd legrovidebb idd alatt,

jégen szallitottuk a laborba. A szdvetet mechanikusan tisztitottuk €s apritottuk, ez alatt
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tobbszor mostuk DMEM-F12 (Gibco) oldattal. Annak érdekében, hogy noveljiik az
¢letképes sejtek aranyat, valamint megelézziik az érzékenyebb acinus sejtek
karosodasat, frakcionalt emésztést alkalmaztunk. Az apritott szovetet enzimesen (0,04%
tripszin (Gibco) és 0,15 mg/ml kollagenaz (Sigma-Aldrich)) emésztettik DMEM-F12
médiumban 37 °C-on és 20 percenként alaposan vortexelve. A mar disszocialt sejteket
tartalmaz6 feliiluszot ordnként eltavolitottuk, a reakciot ledllitottuk, mig a maradék
szovetet friss disszociald oldattal tovabb emésztettiik. Az emésztési folyamat igy
nagyjabol 2,5 orat vett igénybe. Az 6sszegyljtott frakcidkat DNaz I (Roche Diagnostic
Corporation) enzimmel kezeltiik és 2 percig triturdltuk, majd a sejteket haromszor
mostuk, centrifugaltuk (230 g, 5 perc) és Gjraszuszpendaltuk, elész6r DMEM oldatban
(Gibco), majd az utols6 centrifugalast kovetéen a szuszpendalast elémelegitett, 1%
glutamint és 10% FCS-t tartalmazé HepatoSTIM médiumban (BD Biosciences)
végeztiik, melyet késObb a tenyésztéshez is hasznaltunk. Az dsszetapadt sejteket 70 pm-
es szliron (BD Biosciences) at elvalasztva FCS-sel eldkezelt 6 darab 6 cm atméréja
petricsészére liltettiik és 37 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk.

A kovetkezd nap a tenyészetek feliiluszdjanak nagy részét 5 darab 6 cm atmérdji
petricsészébe vittiik at. Ez az epitél sejtek dusitasat szolgalta, ugyanis mig a gyorsan
letapadd fibroblaszt jellegli sejtek jelentds része az elsé eldkezelt sejttenyésztd
edényben maradt, addig az atvitt feliilisz6 az egy ¢jszaka utdn még lebegd epitél
sejtekben volt gazdagabb. Igy kétféle tenyészet keletkezett: az elsé edényben egy joval
kevertebb, mezenchimalis-epitelialis kultira, az in. PTHSG (Primary Total Human
Salivary Gland), amely mind a gyorsan letapadd fibroblaszt jellegii, mind a lassabban
letapadd epitél sejtekben gazdag, mig a masodik edényben az egy éjszaka utan még
lebegd sejtaggregatumokbol alakult ki a lassabban letapado epitél sejtekben dusabb
tenyészet, az in. huSMG (human Submandibular Gland). A sejtfenntartdshoz a mar leirt
Osszetételiit HepatoSTIM oldatot hasznaltuk. A médiumot hetente harom alkalommal
cseréltiik, azonban kozel egyharmad részét a tenyészeteken hagytuk, ezt higitottuk friss
tapoldattal, hogy kondicionalt médiumot nyerjlink, azaz megdrizziik a sejtek altal
termelt autokrin/parakrin novekedési faktorokat. A kisérletekhez a sejteket az emlitett
Transwell membranokra iiltettiik, melyeket a kiiiltetést megelézéen fotalis

borjiszérummal inkubaltunk 15 percig 37 °C-on. Tapoldatként itt is HepatoSTIM
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médiumot hasznaltunk. Kizardlag 1-3 kozotti  passzdzsszamu  tenyészetekkel

dolgoztunk.

4.1.2. Par-C10 sejtek tenyésztése

A Par-C10 sejteket Dr. David Quissel (School of Dentistry, University of Colorado
Health Sciences Center, Denver, CO, USA) ajandékozta az Oralbioldgiai Tanszék
részére. A sejteket 75 cm? feliiletli standard sejttenyészté flaskaban szaporitottuk és heti
1-2 alkalommal passzaltuk 1:50 aranyban. A Transwell Clear membranok feliiletére
5x10° sejtszamban iiltettiink ki. Mind az alaptenyészet, mind a membranra iiltetett
kisérleti mintdk fenntartdsdhoz DMEM-F12 (Gibco) tapot hasznaltunk a kovetkezd
kiegészitokkel: 10 % FCS (Lonza), 0,1 uM retinsav (Sigma-Aldrich), 2 nM trijédtironin
(Sigma-Aldrich) és 0,4 pg/ml hidrokortizon (Sigma-Aldrich) és 3-15 kozotti

passzazsszamu tenyészetekkel dolgoztunk [234].

4.1.3. HAT-7 sejtek tenyésztése

A HAT-7 sejtek Dr. Hidemitsu Harada laboratoriumabol szarmaztak. Fenntartasuk 75
cm?  feliiletéi  standard sejttenyésztd flaskaban tortént 10% HyClone fotalis
borjuszérummal (Thermo Scientific) kiegészitett DMEM-F12 (Sigma-Aldrich)
médiumban (tovabbiakban: kontrol médium (K)[229]). Passzalasra heti kétszer kertilt
sor. A génexpresszids, immuncitokémiai és funkcionalis vizsgalatokhoz a sejteket
Transwell membranokra iiltettiik 2,5x10° sejtszamban, a méréseket 3-5 nappal a
kitiltetést kovetden végeztilk. A differencidlodas eldsegitésére a membranra {iltetett
sejtek esetében a kontrol médiumot 2,1 mM kalcium végkoncentraciéig CaCly-dal,
valamint 10 mM végkoncentraciéig dexametazonnal (Sigma-Aldrich) egészitettiink ki
(tovabbiakban: differencialdo médium (D), [235]) vagy a primer human nyalmirigy
kultaraknal felhasznalt HepatoSTIM oldatot (H) alkalmaztuk[107].

4.1.4. HEK 293 microbix sejtek tenyésztése

A HEK 293 microbix (Microbix Biosystems) sejteket a rekombinans virusok

készitéséhez, szaporitasdhoz hasznaltuk (a replikacid deficiens adenovirusok csak
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ezekben a sejtekben képesek szaporodni, mivel ezek a HEK sejtek a virusvektorbol
hianyz6 E1 gént hordozzék). 10% fotalis borji szérumot (Gibco) és 2mM glutaminsavat
(Sigma-Aldrich) tartalmaz6 MEM tapoldatban (Sigma-Aldrich) tartottuk fenn Oket.

Passzalasuk tripszin-EDTA alkalmazésa nélkiil, erdteljesebb pipettazassal tortént.

4.2. Rekombinans adenovirus vektorok készitése és Par-C10 sejtek

transzdukcioja

A Par-C10 sejtek génterapias célozhatosagat sarga fluoreszcens proteint kodolo
rekombinans adenovirusok (AdEYFP) segitségével igazoltuk, mig a sejtek
folyadékszekrécios képességének modositdsdhoz human aquaporin 1 vizcsatornat
kodolo virusvektort (AdAQP1) hasznaltunk. Az AdAQP1 vektor Bruce J. Baum
ajandéka volt, melyet csak szaporitani kellett, mig az AAEYFP virust a kordbban leirt
modszer [236, 237] alapjan készitettiik.

Részletesen: A fluoreszcens fehérjét kodold génszakaszt CMV promotert és SV40
poliA szignalt tartalmazé pACCMV-pLpA plazmidba klénoztuk EcoRI és Xbal
restrikcios enzimek felhasznalasaval (Fermentas), a ligalast Rapid DNA Ligation Kittel
(Fermentas) végeztilk a gyartd utasitasai alapjan. Az igy létrejott pACCMVEYFP
plazmidot kompetens sejtekbe (NovaBlue Singles Competent Cells, Novagen)
transzformaltuk, majd a sejteket taptalajon szélesztettiik (LB Agar Amp, Fermentas) és
egy ¢jszakan at inkubaltuk 37 C-on. A keletkezett telepek koziil 5-10 telepet kivalasztva
1-1 ml starter kultarat alapitottunk, melyet 5 o6ran at razattunk 37°C-on, Terrific Broth
(Lonza) tapoldatban. Ezekbdl a kultarakbol Nucleospin Plazmid Mini kittel (Macherey
Nagel) plazmidot izolaltunk és tobbféle restrikcids emésztéssel igazoltuk, hogy a
plazmid valdban tartalmazza az EYFP gént. Az ellen6rzés soran megfelelt starter
kultarat azutan tovabb szaporitottuk 100 ml LB Ampicillin taplevesben egy €jszakan at,
majd a tenyészetbdl ismét plazmidot izolaltunk a NucleoBond Xtra Midi kit (Macherey
Nagel) segitségével, melyet késobb a viruskészités soran hasznaltunk fel.

A rekombinans virusvektorok létrehozasahoz a transzgént hordoz6 pACCMVEYFP
plazmidot és a pJM17 5-0s szerotipusi adenovirus segédplazmidot 10 centiméter
atmér6ji talkakban tenyésztett 80-90%-ban konfluens HEK 293 microbix sejtekbe

kotranszfektaltunk kalcium-foszfatos precipitacié segitségével. Talkanként 500 pl, 10-

44



10 pg-nyi pACCMVEYFP-t és pJMl17-et tartalmazo 0,25 M CaCl, oldatot
csepegtettiink 500 pl buborékoltatott 2x HEPES pufferbe. Az igy létrejott elegyben
kalcium-foszfat csapadék keletkezik, amely a DNS-sel komplexet képez. 20 perc utan a
keletkezett komplexet (talkanként 1 ml-t) a HEK293 sejtekre mértiik. A HEK sejtekben
a két plazmid rekombinacigjaval jottek 1étre az AJEYFP replikacio deficiens virusok,
melyek jelenlétére utald citopatogén hatds mintegy két hét elteltével jelent meg, ezt
pedig a sejtek lizise kovette.

A virusokat ezutan felszaporitottuk, 10 darab 15 centiméter atmér6jii Petri csészében
konfluens HEK 293 sejteket fertdztiink virustartalmt sejtlizitummal. A virusok
szaporodasat faziskontraszt mikroszkoppal kovettik nyomon: az eldrehaladott
citopatogén hatdst mutatd, de még nem lizal6do sejteket Gsszesen 7 ml végtérfogatban
felvettiik, majd a sejteket feltartuk otszor ismételt fagyasztas-felolvasztas segitségével.
A fagyasztashoz folyékony nitrogént, mig a felolvasztishoz 37 °C-os vizfiird6t vettiink
igénybe. Az egyes ciklusok kozott a szuszpenzidt fél percig vortexeltiik. A feltaras utan
nyert CVL-t (tisztitatlan virustartalm® sejtlizatum) Falcon 2059 csében 9000 g-vel
centrifugaltuk 4 °C-on, 7 percen at, majd a feliiluszobol a virusokat kétszeri
ultracentrifugalassal és dializissel tisztitottuk.

A két 1épcsés ultracentrifugalas soran CsCl gradienst alkalmaztunk. Ultra-Clear
ultracentrifuga-csében (Beckman) elkészitettik az elsé CsCl gradienst: 2,5 ml 1,25
g/cmS stiriségi CsCl oldat ala 2,5 ml 1,40 g/cm3 stirliségti CsCl oldatot rétegeztiink. A
virusos feliiluszot a gradiens tetejére mértilk. A mintakat a kovetkezé beallitasokkal
centrifugaltuk: 35 000 rpm, vakuum, 20 °C, 1 6ra, leallasnal fék: 800 rpm-ig. Egy 6ra
elteltével az ultracentrifuga csében a két fazis hatdran jelent meg a fehér szinii
virustartalma gytr(i, melyet eltavolitottunkl ml-es inzulinos fecskendére erdsitett 21 G-
s tlivel beleszlrva a megtisztogatott csé oldalaba. A virusokat ezutan 8 ml 1,33 glcm®
stiriségli CsCl oldatra rétegeztiik egy ijabb ultracentrifuga csOben, a centrifugaléast az
elézbéekben leirtak szerint megismételtiik, ezattal azonban 18 oran at centrifugaltunk. A
megjelend virustartalmu gylirlit ismét leszivtuk, majd glicerint adtunk hozza 10 v/v%
végsd koncentracidig és Slide-A-Lyzer dializalé kazettdba (Pierce) fecskendeztiik. A
dializist 4 °C-on, kevertetve végeztilk kétszer fél oran keresztiil, fél liter dializis
pufferben, majd haromszor egy oran at, egy liter dializis pufferben. A dializis

végeztével a virusokat eltavolitottuk a kazettabol, felhasznalasig —80 °C-on taroltuk.
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A viruspartikulumok szdmat kvantitativ valosidejii polimerdz lancreakciéval (qPCR)
hataroztuk meg ABI StepOne késziilék (Applied Biosystems) és SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) segitségével a kovetkezo reakciokoriilmények kozott:
eléinkubalas 95 °C-on 10 percig, majd amplifikacio 40 cikluson keresztiil 95 °C 15
masodperc és 60 °C 1 perc valtogatasaval. Primerként a CMV promoéterre specifikus
szekvenciakat hasznaltunk: 5'-CAT CTA CGT ATT AGT CAT CGC TAT TAC-3' ¢és
5'-TGG AAA TCC CCG TGA GTC A-3'. A standard higitasi sort pACCMV-pLpA
plazmidbdl készitettiik. Minden kisérleti minta és a standard higitasi sor elemeinek
kopiaszamat harom parhuzamos mérés eredményei adtak.

A Par-C10 tenyészetek transzdukciojat elokisérleteink soran elvégeztiik a sejtszdmhoz
képest 0, 1, 10 és 100-szoros virusrészecskével, a sejteket a rekombinans virusokkal egy
¢jszakan at inkubdltuk 37 °C-on. Az el6kisérletek alapjan 3 virusrészecske/sejt aranyt
alkalmaztunk a génbevitelhez. A folyadékszekrécios kisérletek soran a Transwell Clear

membranon konfluens sejtréteg fertézése 1,5 millid virusrészecskével tortént.
4.2.1. A viruskészités és tisztitas soran felhasznalt oldatok osszetétele

Kotranszfekcio: A felhasznalt 2x HEPES puffer oOsszetétele mM-ban megadva a
kovetkezd: 280 NacCl, 1,5 Na,HPO,, 50 HEPES. Az oldat pH értéke 7,05 volt.

CsCl gradiens ultracentrifugalas: Az 1,25, az 1,33 és az 1,40 g/cm3 strliségti CsCl
oldatokhoz rendre 27 g-ot, 33,33 g-ot, illetve 38,83 g-ot mértiink be a CsClI porbol . Ezt
100 g-ra egészitettiink ki 1xTD pufferrel, melyet az alabbi 0sszetételiit 10xTD pufferbol
higitottunk: 80 g/l NaCl, 3,8 g/l KCI, 30 g/l Tris, 1 g/l Na;,HPO,4. A kész oldatokat
sterilre sziirtiik.

Dializis: A dializispuffer az alabbi 0sszetevOket tartalmazta: 3,556l steril desztillalt viz,

40 ml 1 M Tris (pH 7,4), 4 ml 1 M MgCl,, 400 ml glicerin.

4.3. Génexpresszios vizsgalatok

Génexpresszids vizsgalatokat végeztink a Par-C10 sejtek transzdukcidjanak
ellendrzésére, valamint a primer human nyalmirigy kulturak és a HAT-7 sejtek

kulcsfontossagu iontranszportereinek és szoros kapcsolatainak feltérképezésére reverz
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transzkripcidés polimeraz lancreakciéval (RT-PCR). A Par-C10 patkany eredetii
sejtekbol huméan AQP1 expresszidjat mutattuk ki, az expressziot kizarolag kvalitativan
értékeltiik. Szemikvantitativ vizsgalattal vetettiilk 6ssze a Hepat-STIMben tenyésztett
PT-HSG ¢és huSMG kultarakban kifejez6d6 transzportereket, ioncsatornakat (ENaC,
NHE1, AE2, NBC1, NKCC1, referencia gén: p-aktin), valamint a tenyésztési
koriilmények (plasztik (P) ¢és permeabilis membran felszin (M)) hatasat ezek
expresszidjara. Szintén szemikvantitativ modszert valasztottunk a HAT-7 sejtek
jellemzésére, ekkor a tenyésztés soran alkalmazott feliilet, valamint az alkalmazott
tapoldat génexpressziora gyakorolt hatasat vizsgaltuk (plasztik felszin és kontrol
médium (P), permedabilis membran felszin és kontrol médium (K) vagy differencialo
médium (D) vagy HepatoSTIM médium (H)). A vizsgalt gének kozott szerepeltek a
HCO3  szekrécidoban érintett transzportereket, csatornat, enzimet (Car2, Nhel, Ae2,
Nbcl, Cftr, Pendrin, referencia gén: p-aktin), valamint a szoros kapcsolatok
felépitésében résztvevo egyes fehérjéket (Zol, Zo2, Occl, Cldn/,4, 7 és 8, referencia
gén: p-aktin) kodold gének.

Az RT-PCR elsé lépéseként a sejtekbdl teljes RNS-t izolaltunk és tisztitottunk
anioncseréld oszlopot alkalmazé modszerek segitségével a gyartd utasitasa alapjan. Az
RNS mennyiségét mértiik, mindségét gélelektroforézis soran 1% TAE gélben
ellendriztiik. Pozitiv kontrollként human nyalmirigy szovetet €s patkany vesét, valamint
belet homogenizaltunk Ultra Turrax homogenizator segitségével, majd ezekbdl is RNS-t
izolaltunk guanidin-izotiocianat/fenol/kloroformos extrakcioval. Masodik [épésként
reverz transzkripcioval cDNS-t nyertiink, melyet templatként alkalmaztunk a folyamat
utolso Iépéseként végrehajtott PCR reakcidk sordn. A primerek tervezése Primer3
programmal, ellenérzésiik pedig az NCBI Blast programjaval RefSeq mRNA adatbazis
segitségével tortént. A primerek szekvencidit és a PCR reakcidk meghatarozé
paramétereit az 1. tablazat tartalmazza. A HAT-7 sejtek esetén a PCR termékeket

szekvenalassal is ellen6riztik.
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4.3.1. A génexpresszios vizsgalatok soran alkalmazott anyagok, késziilékek

RNS izolalas: RNeasy Plus Mini (Quiagen, Par-C10 sejtek), NucleoSpin RNA |1 kit
(Machery-Nagel, PT-HSG, huSMG primer nyalmirigy kultarak, HAT-7 sejtek), TRI
Reagent (Sigma-Aldrich, szovet homogenizatumok)

RNS koncentraciomérés: NanoDrop spektrofotométer (Thermo Scientific, PT-HSG és
huSMG primer nyalmirigy kultarak és HAT-7 sejtek), Qubit fluorométer és Quant-iT
RNA Assay kit (Invitrogen, Par-C10 sejtek)

RNS atirasa c¢cDNS-sé: High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems, Par-C10 sejtek), High-Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Life
Technologies, PT-HSG, huSMG primer nyalmirigy kultarak), Maxima First Strand
cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo Scientific, HAT-7 sejtek)

PCR reakcio: Diamond Mix (Bioline, Par-C10 sejtek, PT-HSG, huSMG primer
nyalmirigy kulturak), Maxima Hot Start Green PCR Master Mixet (Thermo Scientific,
HAT-7 sejtek)
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1. tablazat: A génexpresszios vizsgdlatokhoz felhaszndlt primerek

- . . termékméret T,
Név Jobb (forward) primer Bal (reverse) primer (bp) ©C)
Par-C10
AQPI 5'-GTC TTC ATC AGC ATC GGT TC -3' 5'- GTC GGC ATC CAG GTC ATA CT -3' 701 53
PT-HSG, huSMG
ENaC 5'- GTG GAG ACC TCC ATC AGC A -3 5'- GTT GAC TTT GGC CAC TCC AT -3 458 35
NKCC1/SLC12A2 | 5'- TAG GGC CTT TGG ATT CTT TG -3 5'- GCA AGC AGA TAT GAG GGA TG -3 266 53
NHE1/SLC9A1 5'- GCT GTA TCC TCT GGG AGC TG -3' 5'- GGA CTC ACC CAC CAT GTC TC -3' 305 33
AE2/SLC4A2 5'-TTC ATG AGG TCT AGG TCG GC -3' 5'- CCT CGG TGC AGT TCT TTC TC -3 373 55
NBC1/SLC4A4 5'- ACC TCG GTT TGG ACT TGT TG -3 5'- ACA CCT CTT CCA TGG CTC TG -3 191 33
B-Actin (humén) 5'- AGC ACT GTG TTG GCG TAC AG -3’ 5'- GGA CTT CGA GCA AGA GAT GG -3 234 55
HAT-7
B-Actin (patkany) 5'- CCC TGA AGT ACC CCA TTG AA-3' 5'- CCC TCA TAG ATG GGC ACA GT -3' 307 55
Zo-1/Tjpl 5'- CAA AGA GAT GAG CGG GCT AC -3' 5'- AAA TCC ACA TCT GGC TGT CC -3' 416 50
Cldnl 5'- AGG TCT GGC GAC ATT AGT GG -3 5'- CGT GGT GTT GGG TAA GAG GT -3 204 55
Cldn4 5'- TGT GGG CTA CTG ACT GCT TG -3 5'- GTA ACG TGG AGG CGA GAG AG -3 325 50
Cldn8 5'- TAT GAC TCC CTG CTG GCT CT -3' 5'- AAG ATG ATT CCA GCC GTC AG -3 179 50
Nhel/Slc9al 5'- GCA ACT GGA GCA GAA GAT CAC -3' | 5- CTG AGG CAG CGT TGT ATT CTC -3 369 55
Ae2/Slcda2 5'- AAC TCT GGT GGA GGA GAT GGT -3' | 5'- CTG TCC TCT GCT TTG ATC TGG -3' 657 55
Nbcl/Slcdad 5'- ACT CCC TTC ATT GCC TTT GTT -3' 5'- CGT CGC CAG ATA GAT GAA GAG -3 552 55
Pendrin/Slc26a4 5'-TGT TCC TCG TCT GTG GAA GC -3' 5'- AGT CTA CGC ATG GCC TCA TC -3' 933 51
Cfir 5'- TTA TGA CAT TCA CAC CCA GCT C-3" | 5'- TGT TAA GAA TCC CAC CTG CTT T-3 609 55
Car2 5'- GAG CAA CGG ACC AGAGAACT-¥ 5'- CCA CCA TGC TAC CAC CAC AT -3 950 51

49



4.4, Immuncitokémia

A HAT-7 sejtek jellemzése soran a bikarbonat transzportban érintett transzporterek €s a
szoros kapcsolatok alkotoelemeinek génexpresszidos vizsgalata mellett a fehérjék
jelenlétét is Kimutattuk. Az ameloblaszt markerek esetében elsésorban a fehérjék
jelenlétének bizonyitasa volt a cél. A sejtek eldkészitése Budapesten, mig maga az
immuncitokémiai kimutatds Amszterdamban, holland egyiittmiikddé partneriink
laboratoriumaban tortént. Elsdsorban differencialé tapoldatban tenyésztett sejteket
hasznaltunk fel, a mikrofluorometridas mérések tapasztalataival Osszhangban (lasd
késdbb). A Transwell membranon tenyésztett sejteket 4% pufferelt paraformaldehid
oldattal fixaltuk. A mintakat ezutan Amszterdamba kiildtiikk, ahol a membrant
eltavolitottdk a mianyag tartoszerkezetébdl, majd csikokra vagtak. Ezek egy részérdl
keresztmetszeti képek késziiltek, melyhez a memrancsikot paraffinba agyaztak, majd
metszették, a deparrafinalast kovetéen pedig elébb nyulban termeltetett elsddleges
antitestekkel, majd kecskében termeltetett peroxidaz-konjugalt anti-nytl masodlagos
antitesttel inkubaltak (Envision Kit, Dakopatt). A peroxidaz el6hivasa DAB-bal tortént,
emellett a metszeteket hematoxilinnel festették. A mintdk masik részérdl feliilnézeti
képek késziiltek. Ezeket a membrancsikokat 48-lyuka lemezen, 2% Triton X-100
tartalmt foszfat pufferelt sooldattal mostak, majd el6szor nytlban termeltetett
elsédleges antitestekkel, végiil vagy Alexa-488 festékkel fluoreszcensen jelolt (1:200,
Invitrogen), vagy peroxidaz-konjugalt kecskében termeltetett anti-nyul (1:500, Thermo
Scientific) masodlagos antitestekkel reagaltattak. Az Alexa-488 jelolésli mintdknal 1
pg/ml propidium jodid magfestést is alkalmaztak, majd {iveglemezen Vectashield
(Vector Laboratories) médiummal ¢és feddlemezzel fedték. A képek Leica
mikroszkoppal atvilagitva késziiltek.

A kovetkezé nyulban termeltetett elsddleges antitestek keriiltek felhasznalasra: anti-
zonula occludens 1 (1:200, Zymed Laboratories), anti-KLK4 (1:200, Dr. J. Simmer
ajandéka, Protein G mini oszlopon tisztitva), anti-amelotin (1:100-1:200; Dr. B. Ganss
ajandéka, affinitas kromatografiaval tisztitva), anti-szénsav anhidraz 2 (1:800-1:1000;
Santa Cruz Biotechnology, [238]), anti-NBCel szérum (1:600, Dr. W. Boron ajandéka,
protein G mini oszlopon tisztitva, [209]), anti-AE2 (1:50-1:100, Dr S. Kellokumpu
ajandéka, affinitas kromatografiaval tisztitva, [204]), anti-pendrin (1:100, Santa Cruz
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Biotechnology, [195]), anti-CFTR (1:200, Alomone Labs), valamint negativ
kontrollként normal, nem immunizalt nyul IgG (DakoPatt)

4.5. Transzepitél ellenallas (TER) mérése

Az epitél sejtek egyik fO0 feladata a szabalyozott, irdnyitott szekrécio. Ennek
megfelelden in vitro a funkcionalis epitél monolayerek egyik fontos tulajdonsaga, hogy
a sejtek kozott szoros kapcsolatok (tight junction) alakulnak ki, melyek limitaljak a
sejtek kozotti ion- és vizaramlast. E tulajdonsag jellemzésére hasznaljak a transzepitél
ellenallast (TER). A konfluencia kialakulasaig a TER érték nd, ezt kdveten elsdsorban
a sejtek paracellularis permeabilitasat jellemz6 platd fazist ér el, mely kis mértékben
eltérhet a legmagasabb mért értéktol.

Eldszor a Transwell Clear membranokon harom kiilonb6zé médiumban (K, D, H)
kialakul6  HAT-7 monolayerek transzepitél ellenallasat mértilk hét egymast kovetd
napon EVOM (epithelial volt-ohm meter, World Precision Instruments) késziilékkel,
hogy a konfluencia és a szoros kapcsolatok kialakulasanak idejét nyomon kovessiik és
meghatarozzuk a tovabbi vizsgalatok optimalis idépontjat és a kiilonb6z6 médiumok
hat4sat. Késobb a TER értékét minden mikrofluorometrias mérést és immuncitokémiai
fixalast megel6zden rogzitettiik. Ugyanigy mértik a TER értéket minden human
nyalmirigy kultiraval vagy Par-C10 tenyészettel végzett vizsgalat eldtt is. Maga a
késziilek STX2 elektrodja két elektrodparral rendelkezik, melyek koziil az egyik fix
nagysagu aramot bocsat 4t a membranon, illetve a rajta 1évé monolayeren, mig a masik

par méri a sejtréteg két oldala kozotti fesziiltség kiilonbséget.

4.6. Mikrofluorometria

A HAT-7 sejtek bikarbonat transzportjat fluoreszcens spektroszkopidn alapulod
modszerrel, 0.n. mikrofluorometriaval mértiik a korabban leirtaknak megfeleléen [239].
Roviden: Az é16 sejteket BCECF fluoreszcens festékkel toltottiik fel, mely érzékeny az
intracellularis pH véltozasaira, ezaltal segitségével indirekt médon mérhetd a H' és
HCOj3 ionok membranon keresztiili aramlasa. A kiilsé kornyezet valtoztatasaval — pl.
bizonyos ionok megvonasa, transzporter inhibitorok, savterhelés — a bikarbonat

transzport egyes elemei elkiilonithetdek.
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A mérésekhez Transwell membranon tenyésztett sejteket hasznaltunk, kezdetben
mindharom médiumban tenyésztett sejteken (K, D, H) elvégeztiik a vizsgalatokat, majd
az eredmények alapjan a D mintakkal folytattunk a részletes méréseket. A membranokat
Nikon Eclipse TE200 inverz fluoreszcens mikroszkép targyasztalara, egy a célnak
megfelelden kialakitott kamraba helyeztiik és 3 ml/perc sebességgel folyamatosan
mindkét oldalrol perfundaltuk. Kétféle gerjesztd hullamhosszt alkalmaztunk: 490 és 440
nm-t egy-egy masodpercig, a gerjesztés alatt az emissziot 530 nm-en mértiik (Fagp és
Faso emisszios értékek). A ciklust 6t masodpercenként ismételtiik. A detektalas
fotoelektronsokszorozo és erdsitd (Cairn Research), az adatgyiijtés DASYLab szoftver
(Measurement Computing) segitségével tortént. A mérések végén az autofluoreszcencia
meghatarozasa érdekében a sejteket 0,5% Triton X tartalm® oldattal mostuk, hogy a
sejtmembrant megbontva a BCECF eltavozhasson. Az adatfeldolgozas soran az Fagg és
Fa40 emisszios értékeket az autofluoreszcenciaval korrigaltuk, majd a kétféle emisszids
értékbdl hanyadost képeztiink, igy a bejutott festék koncentracidjatol fiiggetlen,
ellenben az intracellularis pH-tol fiiggd valtozot nyertiink (9. és 11. abra).

Fluoreszcens emisszio

400 450 500 550
Gerjesztd hullamhossz (nm)

9. dabra: A BCECF fluoreszcens emisszioja 535 nm-en mérve a pH és gerjesito
hullamhossz fiiggvényében. A festéknek 440 nm gerjeszto hullamhossznal izobesztikus
pontja van, az emisszidja ekkor pH fiiggetlen (lasd 10x nagyitdst is). Invitrogen
Manuals and Protocols/BCECF.

4.6.1. Kalibracio

A kalibraciohoz nigericint (Sigma-Aldrich) alkalmaztuk, a korabban leirt modszertan

szerint [240]. A technika lényege, hogy a sejten belili és a sejten kiviili pH
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kiegyenlithetd a H'/K' antiporterként viselkedd nigericin és a kiilsé K* szint
bedllitasanak segitségével. Mivel az antiporterek mindig a transzportalt ionok
gradiensének megfelelden miikddnek, ezért a sejten beliili és kiviili K koncentracio
egyezése esetén a H' gradiens szabja meg a transzport iranyat, mely az intra- és
extracellularis pH kiegyenlitédésekor all le. Kiilonbozé pH-ju mérdoldatokat hasznalva
az egyes pH értékekhez Figo/Faqo fluorszcencia intenzitasokbol képzett hanyados

rendelhetd. Az 10. dbra egy jellemz6 kalibracids gorbét, valamint a kalibracids egyenest

mutatja.
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10. abra: Kalibracio. A) Egy jellemzo mérési gérbe. Az abran nyil jeloli a nigericin
adagolas kezdetét. Az alkalmazott kalibrdlo oldatok tényleges (mért) pH értékeit a
meéresi gorbe alatt és felett tiintettiik fel. B) Az A) méréshez tartozo kalibrdcios egyenes.
Sajat abra.

4.6.2. Pufferkapacitas mérése

Ahhoz, hogy a mért pH valtozasi sebességet atszdmolhassuk ionfluxussa, mérniink
kellett a HAT-7 sejtek pufferkapacitasat is a korabban leirtaknak megfeleléen [239]. Az
intracellularis pH kiindulasi értéke (nyugalmi pH vagy valamilyen kezelés inditasat
megel6z6 érték) kis mértékben valtozhat a sejtek metabolikus allapotatol és egyéb
aktualis vagy elokezelési feltételektdl fiiggden. Ilyen valtozdsokat idézhetnek eld
példaul kisebb eltérések a tapoldat pH-jaban vagy homérsékletében. Ezek a Kis
kiilonbségek azonban a pH logaritmikus skéldja miatt exponencidlis hibat okoznak a

tényleges iontranszport értékének megallapitasaban. Példaul a pH csdkkenése 7-16l 6,9-
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re tizszer tobb proton mozgasaval jar, mint a pH valtozasa 8-r6l 7,9-re. Ezeket a mérési
hibakat kiiszobolhetjiikk ki, ha a pH valtozas sebessége helyett minden esetben a
tényleges bazisfluxust (a ténylegesen membranon keresztiili mozgd ionmennyiséget)
szamoljuk ki. Ez kiilondsen fontos nagy pH valtozasok esetén, igymint a savterhelés
mennyisége azonban nem csak a kiindulasi ¢és végsé pH-t6l fligg, hanem a sejtek
pufferkapacitasatol is az adott kiindulasi pH-n. A mikrofluorometriaval nyert nyers

adatok feldolgozasanak folyamatat az 11. dbra mutatja.

Mért emisszios értékek Hanyados (festék pH valtozasi Bazisfluxus (kezdd pH
koncentracidtélfuggetlen) sebesség eltereseitdl fuggetlen)
Fago (PH, Crester), Fago, auto 3 Faso korr (pH) N ApH 3 ]
F440 (Cfesték): F440, auto 440, korr At B

I I T

Korrekcié az autofluoreszcenciaval,
hényadosképzés

Kalibracid Pufferkapacitas mérése

11. dabra: A mikrofluorometriaval nyert adatok feldolgozdsa. A nyers emisszios
értékeket az autofluoreszcenciaval korrigaltuk, majd hanyadost képettiink, hogy a
festekkel valo feltoltodés kiilonbségeit kikiiszoboljiik. A hanyados értékekhez pH
ertékeket rendeltiink a kalibrdacios egyenes segitségével. Meghataroztuk a vizsgalt
valtozdshoz tartozo mérési gorbeszakasz meredekséget, végiil a pH valtozasi sebességet
bazisfluxussa konvertaltuk, igy a kezdo pH eltéréseinek hatdsatol is fiiggetlen, a valos
iontranszportot jellemzd adatokat nyertiink. Sajat abra.

A pufferkapacitas definicid szerint az a sav/bazis mennyiség, ami a pH egy egységnyi
valtozasahoz sziikséges. A teljes pufferkapacitas (Br) két komponensbdl tevddik Ossze,
az egyik a sejten beliili fehérjék és egyéb sejtalkotok puffereld hatdsa, ezt belsd
(intrinsic) pufferkapacitasnak nevezziik (i), mig a masik a HCO3/CO, puffer rendszer
(Bcoz) hatasa. Mindkét komponens fiigg az intracellularis pH aktualis értékétél. Az
utébbi komponens szamitisa a Henderson-Hasselbach egyenlet, a CO, parcialis
nyomasa és oldhatosaga (37°C-on) alapjan torténik. Mig az els6 komponens mérhet6
HCO3/CO,-mentes kériilmények kozott (HEPES alapoldatban) a  kiilsé NHj"
koncentracid  1€pcsOzetes  valtoztatasaval, mikézben a sejt kompenzécios
mechanizmusait folyamatos Na* megvonassal blokkoljuk (Na* gradiens 4ltal iranyitott

masodlagosan aktiv transzportfolyamatok gatladsa). A belsé pufferkapacitas egy tipikus
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mérési gorbéjét az 12. abra mutatja. A mérés alapja, hogy NH4" ionok NH; gazzal
tartanak egyensulyt, mely a sejtmembranon keresztiil szabadon diffundal, ezért
feltételezhetd, hogy a sejten beliili és sejten kiviili NH3 koncentracié megegyezik, mig
az NH4" ionok mozgésa a sejtmembranon keresztiil elhanyagolhatd. A sejten beliil aztan
a bejutott NH3 ismét igyekszik egyensulyt kialakitani, ami egyfeldl az intracellularis pH
véltozasaval jar (a bejuto NHs egy része H felvételével NH, -mad alakul), masfelél az
egyenstly kialakulasat kovetden a pH mar nem valtozik, igy a sejten beliili NH4"
mennyisége a Henderson-Hasselbach egyenlet és az egyensulyi pH figyelembe
vételével szamolhatd. A kiilsé NH," koncentraciot Iépcsbzetesen valtoztatva minden
1épcs6 kezdeti és végpontjanal BCECF segitségével az intracellularis pH mérheto, és
minden 1épcsd kezdeti és végpontjahoz tartozod sejten beliilli NH; koncentracié
szamolhato az adott ponthoz tartozo kiilsé pH (allando 7,4), kiilsé NH," koncentracié
(az alkalmazott mérdoldat NH4" koncentracioja) és az intracellularis pH értékének
(mért) ismeretében. Mivel minden mas sav/bazismozgast blokkoltunk, a belsd (intrinsic)
pufferkapacités a lépcsd kezdd €s végpontja kozotti intracellularis pH valtozasbdl és az
intracellularis NH;" koncentracidvaltozasbol képzett hanyados, melyet az adott 1épcsé
pH kozépértékéhez rendeliink. A teljes pufferkapacitas adott pH-n a két komponens
0sszege:

Bt = Pi + Pcoz

A belsd (intrinsic) és teljes pufferkapacitas értékeit a pH fiiggvényében abrazoltuk (lasd
12. abra). A bels6é pufferkapacitds értéke a funkciondlis mérések pH tartoméanyéaban
(6,5-7,5) koriilbeliil 40 mM-nak adodott. A teljes pufferkapacitas értékeire trendvonalat
illesztettlink nem linearis regresszioval, a tovabbi funkcionalis mérésekhez ennek
segitségével hataroztuk meg az alkalmazandé pufferkapacitas értéket. A bazisfluxust a
pufferkapacitas és a pH valtozas sebességének szorzata adta:

Js = ApH/At x Bt
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12. dabra: A HAT-7 sejtek pufferkapacitisanak mérése. A sejteket HEPES oldattal
perfundaltuk, majd savterhelést idéztiink eld ammonium pulzus technikdaval (ld. késébb),
ezt kévetéen pedig megvontuk a Na*-ot a méréoldatbdl. A belsé pufferkapacitdst ebben
a Na* mentes kozegben a kiilsé NH4" koncentrdcié lépcsézetes valtoztatdsaval (5-20
mM) meértiik (4). A teljes (B, sziirke vonal) és a belsé pufferkapacitas (Bi, sziirke vonal)
értékeket az intracellularis pH (pHi) fiiggvényében dabrazoltuk. Az adatokat datlag +
szords formajaban dbrazoltuk. A teljes pufferkapacitds értékekre nem linearis
regresszioval trendvonalat illesztettiink. AP: apikalis oldali perfuzio, BL: bazolateralis
oldali perfiizio. Sajat dbra [241].

4.6.3. Ammonium pulzus technika

Az ammoénium pulzus technikdt bazis, majd ezt kovetd savterhelés létrehozasara
hasznaltuk. Elve azonos a bels6 (intrinsic) pufferkapacitas mérésénél leirtakkal, ebben
az esetben azonban rovid ideig allando kiilsé NH4" koncentracioju oldattal kezeltiik a
sejteket (ugras zavarast alkalmaztunk). Kezdetben a bejutdé NHjz gaz bazisterhelést
eredményez, melynek hatdsara az intracellularis pH né (Id. 4.6.3. NHz-NH,;" egyensuly),
melyet egy kismértékii kompenzacidval jaro szakasz kovet, ennek soran a sejt igyekszik
belsé pH-jat csokkenteni. A zavaras megsziintetésével a sejten beliil felhalmozott NH4"
ionok NH3 formdjaban tdvoznak hatrahagyva a H'-okat, mely savasodést eredményez,
ami rdadasul az els6 kompenzacios szakasz kovetkeztében a kiindulésinal alacsonyabb
intracellularis pH-hoz vezet. Ekkor Gijabb kompenzacios szakasz kovetkezik, mely soran

aNa'/H" cseréldk és a Na'/HCOj3 kotranszporterek szerepe vizsgalhato.
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4.6.4. A mikroluorometrias mérés soran felhasznalt oldatok osszetétele és az

alkalmazott farmakolégiai agensek

A kalibral6 oldat 6sszetétele mM-ban megadva a kdvetkezd volt: 140 KCI, 1 CaCly, 1
MgSQO4, 20 HEPES. Az elkészitett oldatot négy részre osztottuk, ezek pH-jat 6,8-ra, 7,2-
re, 7,6-ra és 8-ra allitottuk be KOH segitségével.

A tovabbi mérések soran két alapoldatot hasznaltunk. Az egyik a HCOj3™ és CO,-mentes
HEPES pufferelt oldat (tovabbiakban HEPES oldat) mely a kovetkezd komponenseket
tartalmazta mM-ban megadva: 137 NaCl, 5 KClI, 1 CaCl,, 1 MgCl,, 10 D-gliikoz és 10
4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanesulfonsav (HEPES). Ezt 100% O,-nel
buborékoltattunk a mérések alatt. A masik alapoldat egy standard HCOj3 pufferelt oldat
(tovabbiakban BIKARBONAT oldat) volt a kdvetkezd osszetétellel (szintén mM-ban
megadva): 116 NaCl, 25 NaHCO;, 5 KCI, 1 CaCl,, 1 MgCl,, 10 D-glikéz and 5
HEPES. Az oldat 5% CO, és 95% O, tartalmi gaztérrel tartott egyensulyt a mérések
alatt.

A nétrium megvonasos kisérletekben a Na'-ot ugyanolyan mennyiségii N-metil-D-
gliikamin (NMDG") helyettesitette, mig ha NH4Cl alkalmazasara volt sziikség
bazis/savterhelés elérése érdekében az izoozmolaritds fenntartdséhoz a NaCl
mennyiségét csokkentettiik az alkalmazott NH4Cl mennyiségének megfeleld mértékben.
Minden oldat pH-jat 7,4-re allitottuk 37 °C-on. A vegyszerek a Sigma-Aldrich cégtdl
szarmaztak.

A Na'/H" cserélok gatlasara 300 uM amiloridot (Sigma-Aldrich), a Na'/HCO3z
kotranszport gatldsira 500 pM H,DIDS-et (Molecular Probes), mig a szénsav-
anhidrazok gatlasdra 100 uM acetazolamidot (Sigma-Aldrich) hasznaltunk. A
transzportfolyamatok serkentése soran 50 uM ATP-t (Sigma-Aldrich) hasznaltunk az
intracellularis Ca®" szint emeléséhez, valamint 10 pM forskolint (Sigma-Aldrich) és 500

uM IBMX-szel (Sigma-Aldrich) kombinalva a cAMP jelatviteli t aktivalasara.
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4.7. Gravimetria

s

napig Transwell membranokon tenyésztettiik, majd fertéztiik a virusvektorral (lasd
4.2.). Masnap a membran felsd, apikalis oldalarol a médiumot leszivtuk, és 200 ul izo-
vagy hiperozmotikus (0,1 M szachar6z tartalmi) médiumot pipettaztuk a helyére. Két
ora inkubdcidés 1d6 elteltével az apikélis oldalrol a folyadékot maradéktalanul
eltavolitottuk, majd 0,1 mg pontossaggal, analitikai mérlegen megmértiik a tomegét,
végiil kiszamoltuk, mennyivel tobb folyadékot tudtunk leszivni, mint amennyit ratettiink
a membranra. A szamitasokhoz a tapfolyadék stirtiségét 1 g/cmg-nek tekintettiik. Az igy
képezett kiilonbség adta a transzportalt folyadék mennyiségét, melyet pl pontossaggal

adtunk meg.

4.8. Statisztikai analizis

Az adatok atlag + atlag szorasa (SEM) formaban keriiltek megadasra. Az analizis soran
egy szempotu vagy ismételt méréses ANOVA-t hasznaltunk, melyet Tukey-Kramer
vagy Dunnett post hoc teszt kdvetett. Amikor csupan két csoport dsszehasonlitasa volt
sziikséges, egyutas t probat valasztottunk. A transzepitél ellenallas mérések esetében a
kiilonb6zd csoportokban a SEM értékek jelentds kiilonbséget mutattak, ami kizarta a
paraméteres tesztek alkalmazésanak lehetdségét. Ekkor nem-paraméteres Kruskal-

Wallis tesztet és Dunn post hoc tesztet alkalmaztunk.
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5. Eredmények

5.1. A primer human nyalmirigy kulturak altal expresszalt

iontranszporterek

Szemikvantitativ PCR reakcio segitségével vizsgaltuk a nyalmirigyek fontos acinaris,
illetve duktalis iontranszportereinek expressziojat az altalunk létrehozott primer
sejttenyészeteken. Pozitiv kontrollként a kiinduldsi nyalmirigy mintak kis darabjabol
izolalt RNS-t, referenciaként human vese RNS-t hasznaltuk. Az irodalomban leirtaknak
megfeleléen, a nativ nyalmirigy szovetbdl az 0Osszes fontos transzporter (ENaC,
NKCC1/SLC12A2, NBCel/SLC4A4, NHE1/SLC9A1l és AE2/SLC4A2) expresszidja
kimutathaté volt gén szinten. Az 13. abran PT-HSG sejtek génexpressziojat
hasonlitottuk 0ssze a nativ nyalmirigy szdvet altal mutatott képpel. Nem tapasztaltunk
érdemi valtozast az ENaC, NHE1 ¢és AEZ2 szintjében, ellenben jelentds csokkenés
mutatkozott az NKCC1 ¢s NBCel expressziojaban mind plasztik, mind membran
felilleten. A PT-HSG ¢és huSMG tenyészetek expresszidos mintazatadban gyakorlatilag
nem taldltunk kiilonbséget.

M P Ny K 13. dbra: Nydlmirigyek  fontosabb
— ENaC iontranszportereinek expresszidja PT-HSG
" sejtekben és nativ nydlmirigy szévetben. Az

NKCC1 abran Petri csészében (P) ¢s Transwell
- NBC1 membranon (M)  tenyésztett  PT-HSG
— e — o NHE1 sejtekbol, valamint nyalmirigy szévetbdl (Ny)
—_— - —  AE2 kimutatott RT-PCR termékek (ENaC, NKCCl,
A A s 3-actin NBCI, NHEI, AE2) lathatok. Humdan vese

MRNS (K) szolgalt pozitiv kontrollként. A
referencia gen: f-aktin [242].

5.2. Génterapia modellezése Par-C10 sejtekben

A Par-C10 immortalizalt patkany parotisz eredetli sejtvonal transzdukalhat6sagat sarga
fluoreszcens fehérjét kodold rekombindns adenovirussal bizonyitottuk. A 14. dbran jol
lathatd, hogy mar relativ kis (3 viruspartikulum/sejt) virusdozist alkalmazva, egy
¢jszakas inkubacids 1dOt kdvetden a sejtek jelentds része (min. 80%-a) expresszalja az

emlitett fluoreszcens fehérjét.
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14. abra: EYFP-t kifejezo Par-C10
sejtek. A sejteket 3
viruspartikulum/sejt aranyban
transzdukaltuk, majd egy éjszakan
at inkubaltuk AAEYFP rekombindns
adenovirus vektorral. A mérce 100
um-t jelol [243].

Célunk annak bizonyitasa volt, hogy a nyalmirigy funkcié géntranszfer segitségével
modosithatd az altalunk alkalmazott modell sejtekben. Ennek érdekében a patkany
eredetli Par-C10 sejtekbe human aquaporin 1 vizcsatornat épitettiink be. A transzdukcid
hatékonysaganak ellenérzése ¢érdekében a sejteket eldszor 0, 1, 10 és 100
virusrészecske/sejt aranyban fertdztik AdAQP1 vektorral és RT-PCR segitségével
vizsgaltuk a kialakult AQP1 génexpressziot a kdovetkezd napon. Azokban a sejtekben,
melyek transzdukcion nem estek 4t a human AQP1 mRNS nem volt kimutathato.
Amennyiben expresszaltak is valamilyen vizcsatornat kis mennyiségben, az nem adott
keresztreakciot a human génre tervezett primerekkel. Az 6sszes tobbi alkalmazott virus
dozis esetén a génexpresszid kimutathatd volt (15. A 4bra), a tovabbi vizsgélataink
soran ezért a 3 virusrészecske/sejt aranyt valasztottunk.

A vizcsatornak funkcionalis vizsgalatakor az AJAQP1 vektorral kezelt, illetve nem
kezelt Transwell membran feliileten tenyésztett monolayerek apikalis oldalarol
eltavolitottuk a tapfolyadékot és helyére 200 ul izo- vagy hiperozmotikus folyadékot
helyeztiink. A bazolateralis-apikalis iranyu folyadékmozgast gravimetridval hataroztuk
meg. A varakozasoknak megfeleléen az AQP1 géntranszfer novelte a Par-C10
monolayerek vizpermeabilitasat. A transzdukcion at nem esett sejtek esetében 0,4 + 4,5
ul vizmozgas volt mérhetd izoozmotikus médiumban 2 o6ra alatt, mig apikalisan 100
mM szachar6zt tartalmaz6 (igy ozmotikus gradienst biztositd) médium esetében a
vizmozgads 14,0 + 5,7 pl-re noétt. Az AdAQP1 vektorral kezelt sejtek
folyadéktranszportja 1,6 = 2,3 pl-nek adddott izoozmotikus koriilmények kozott, mig
31,2 + 3,2 pl-nek bizonyult hiperozmotikus hajtéerd biztositasa esetén. Igy elmondhato,

hogy ugyan izoozmotikus koriilmények kozott nem volt statisztikailag jelentds eltérés
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az AdAQP1 vektorral kezelt és nem kezelt Par-C10 sejtek viztranszportjaban, azonban

az AQP1 transzdukcion atesett sejtek szignifikansan tobb folyadékot mozgattak

ozmotikus hajtéerd biztositasa esetén a bazolateralisrol az apikalis oldalra, mint az

AdAQP1 vektorral nem kezelt sejtek (15. B ébra).

virus partikulum / sejt:
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— — — « 700 bp
< 500 bp
A
*%k%*

50 - [
2 ns
0 40 1 [ fo)
(%]
~e * k%
faoi 8
£ 20 o
§ o F*kk
210 °
] o o
no i
g0y 8 §
=z (o)

-10

izo I hiper izo | hiper
+
AdAQP1

B

15. dbra: Par-C10 sejtek
transzdukcidja AdAQPI
rekombindns adenovirussal.
A) AQPI expresszio in vitro
adenoviralis gentranszfert
kovetéen. A Par-C10 sejteket
0, 1, 10 és 100

viruspartikulum/sejt
ardnyban kezeltiik AdAQPI
vektorral. A humdn AQPI

kimutatasa RT-PCR
segitségeével  tortént,  Vdrt
termékhossz: 701 bp. Az
expresszio  minden  olyan

minta esetén kimutathato volt,
amely AdAQPI transzdukcion
ténylegesen atesett. B) Az
AdAQPI transzdukcio novelte
a Par-C10 sejtek
vizpermeabilitasat in vitro. A
sejteket 3 viruspartikulum/sejt
aranyan fertoztiik (+) vagy
nem  fertoztiik  (-) a
rekombindans  adenovirussal.
A kovetkezé nap a sejteket
apikalis  oldalrol 200 ul
izoozmotikus  (izo)  vagy
hiperozmotikus (hiper)

médiumnak tettiik ki, majd 2 ora elteltével meértiik az apikalis oldali folyadék
mennyiségenek valtozasat. Az egyes korok egyedi Transwell membranokon mért netto
folyadékszekréciot jeldlnek. Az atlagot vizszintes vonal mutatja. Statisztikai analizis:
egyszempontu ANOVA Tukey-Kramer post hoc teszttel. **: p<0,01; ***: p<0,001 [244]
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5.3. A HAT-7 sejtek jellemzése és bikarbonat transzportjanak vizsgalata

Célunk volt egy olyan in vitro modell 1étrehozasa, amely alkalmas az ameloblasztok
HCOj3 transzportjanak vizsgélatara. A modell megalkotdsa sordn négy f6 kérdésre
kerestiik a valaszt. Expresszalnak-e valamilyen jellemz6 ameloblaszt markert a HAT-7
sejtek az altalunk beallitott tenyésztési koriilmények kozott? Képesek-e funkcionalis
epitéliumot létrehozni Transwell membranokon, kialakulnak-e kozottik szoros
kapcsolatok? Gén, illetve fehérje szinten kifejez6dnek-e benniikk a korabban
immunhisztokémiaval  és/vagy = PCR  segitségével  fogcesirakbol  kimutatott

iontranszporterek? Mérheté-e HCO3' transzportjuk mikrofluorometriaval?
5.3.1. A HAT-7 sejtek morfologiaja, ameloblaszt markerek kimutatasa

A HAT-7 sejtek 2-3 nap alatt elérték a konfluenciat a Transwell membran feliiletén
fiiggetleniil az alkalmazott médiumtol. Faziskontraszt mikroszkopos kép alapjan
mindegyik minta tipikus ,.kockaké” epitél morfologiaval jellemezhet6 (16. A és B abra).
Az immuncitokémiai metszetek alapjan jellemzden egy réteget hoztak 1étre, nyomokban
két vagy tobb sejtsor is felfedezhetd volt, megjelenésiik lapham, illetve kobham jellegii
volt, mintardl mintara valtozott (16. és 18. abra). A HAT-7 sejtekben megjelentek az
érési fazis jellemz06 fehérjéi, expresszaltak mind a matrix proteaz KLK4-et (16. C abra),
mind az ujabban felfedezett érési markert, az amelotint (AMTN, 16. E abra). Az

alkalmazott tapoldat nem befolyasolta jelentGsen a kapott eredményeket.

16. dbra: HAT-7 sejtek
faziskontraszt  mikroszkopos
képe és az dltaluk expresszalt
ameloblaszt markerek.
A) HAT-7 sejtek morfologidja
standard sejttenyészto
flaskaban és B) Transwell
membran  feliileten Hepato-
STIM médiumban.
Differencialo tapoldatban
tenyésztett sejtek dltal
expresszalt ameloblaszt
Y5 "3 markerek: C) KLK4 és E)
amelottn (AMTN) 1mmuncztokemlaval kimutatva D) normal IgG kontrollal szemben. A
csillag a Transwell membran elhelyezkedését mutatja. Eredeti nagyitas: A) és B) 100x,
C)-E) 400x [241].
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5.3.2. A szoros kapcsolatok és a transzepitél ellenallas vizsgalata

A szelektiv barrier funkcié kialakuldsa kulcsfontossagi az iranyitott iontranszport
miikddéséhez. Ennek egy jelzOszdma a transzepitél ellenallas (TER). A kiilonboz6
médiumokban tenyésztett HAT-7 mintdk TER értékei kozott igen jelentds kiilonbségek
mutatkoztak (17. A abra). A TER érték a kontroll médiumban tenyésztett sejtek esetén
volt a legalacsonyabb, mig a HepatoSTIM oldatban tenyésztett sejtek esetén a
legmagasabb. Az ellendllds gorbék tipikusan az 6todik napon maximumot értek el,
ekkor a TER értékek kontrol, differencialé és HepatoSTIM tapoldatok alkalmazasa
esetén rendre a kovetkezdek voltak:187+23 Qcm?, 567+170 Qcm?, 16064277 Qcm?,
majd egy alacsonyabb platofazisba mentek at a hetedik napra (17. A abra). A maximum
érték a szoros kapcsolatok formalddasanak végét mutatja, mig a platdfazis az egységnyi
felilletre es6 szoros kapcsolatok szamanak novekedésével fiigg Ossze, ahogyan a
korabban elteriild sejtek a sejtszam novekedésével sszehuzodnak/megnytilnak.

A szoros kapcsolatok molekularis vizsgalata szdmos szoroskapcsolati fehérje génszintii
expresszidjat mutatta. RT-PCR segitségével zonula occludens 1 (Zol/Tjpl) és 2
(202/Tjp2), occludin (Occl), valamint szamos claudin (Cldn 1, 4, 7 és 8) MRNS-ét
mutattuk ki (17. B abra). Az expresszio szintjét normalizaltuk a B-aktin kifejez6dését
véve referenciaként, a szemikvantitativ eredmények alapjan a Cldn 1, 4 és 8 szintjében
talaltunk jelentdsebb kiilonbséget a mintdk kozott. Mindharom claudin esetén
elmondhat6, hogy a membranon tenyésztett sejtek nagyobb mennyiségben
expresszaltdk, mint a standard tenyésztOflaskaban fenntartottak. Ezen kiviil az
expresszid szintje a membran mintdk kozott is eltért kisebb-nagyobb mértékben. A
legszembetindbb kiilonbség a Cldn 8 kifejez6désében mutatkozott, a kontroll
médiumban tenyésztett sejtek esetén volt a legalacsonyabb, mig a Hepato-STIM mintak
esetében a legmagasabb Osszhangban a transzepitél ellenallas mérések eredményeivel
(17. B ébra). A zonula occludens 1 expresszigjat fehérje szinten is kimutattuk

immuncitokémiaval (abran nem mutatom).
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17.dbra: Szoros kapcsolatok kialakulisa HAT-7 sejtekben. 4) Transwell membranon
tenyésztett sejtek transzepitél ellendllasa (TER) hét egymast kéveto napon mérve. A
sejteket kontrol (K), differencialé (D) vagy HepatoSTIM (H) médiumban tenyésztettiik.
Az elemszam minden csoportban n = 6. Statisztika: Kruskal-Wallis analizis Dunn post
hoc teszttel. A szignifikans valtozasokat adott csoporton beliil a nulladik naphoz
(kitiltetés) viszonyitva csillaggal jeloltiik: *p < 0.05, **p < 0.01. 4 kiilonb6z6 mintak
ugyanazon a napon mért TER értékei kozotti szignifikans kiilonbségeket pedig
kettoskereszt mutatja: #p < 0.05, ##p < 0.01; ###p < 0.005. B) Konvencionalis RT-PCR
eredmények, melyek szoros kapcsolati fehérjék, Zol, Zo2, Occl, Cldn 1, 4, 7 és § MRNS
szintli expressziojat mutatjak standard tenyésztoflaskaban, kontrol médiumban
fenntartott (P: plasztik), valamint Transwell membranokon kontrol (K), differencialo
(D) és HepatoSTIM tapoldatban tenyésztett HAT-7 mintakban. Pozitiv kontrollként (+)
patkany vesét hasznaltunk fel [241].

5.3.3. A HAT-7 sejtek altal expresszalt transzporterek

A HCOj3 szekrécioban érintett Osszes kulcsfontossagli elektroli transzporter, valamint
csatorna, ugymint Nhel/Slc9al, Ae2/Slc4a2, Nbcel/Slc4ad, Pendrin/Slc26a4 és Cftr
mRNS szintli expresszidja kimutathato a HAT-7 sejtekben fiiggetleniil a tenyésztési
koriilményektoél (18. A abra), kiilonbség ezek mennyiségében mutathatdé ki az egyes
mintak kozott. Szintén kimutathatd az érési fazisi ameloblasztokra jellemzd,
citoplazmaban el6forduld szénsav-anhidraz izoforma, a Car2 jelenléte (18. A ébra).
Differencialé és HepatoSTIM médiumban, Transwell membranon tenyésztett sejtek
felhasznalasaval fehérje szintli kimutatast is végeztiink, mely soran az NBCel/SLC4A4,
AE2/SLC4A2, Pendrin/SLC26A4, PAT1/SLC26A6, CFTR ¢és CAR2 pozitivan
festddott (18. B abra). Mennyiségi €s expresszios mintazatbeli kiilonbséget nem
tapasztaltunk a differencialé és HepatoSTIM oldatban tenyésztett sejtek kozott (dbran

nem mutatom).
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18 dbra: A HCO3 szekrécioban érintett molekulik expresszioja HAT-T sejtekben
mRNS és fehérje szinten. A) Nhel/Slc9al, Ae2/Slc4da2, Nbcel/Slcda4,
Pendrin/Slc26a4, Cftr és Car2 mRNS szintii expresszidja RT-PCR-rel kimutatva
standard tenyésztoflaskaban, kontrol médiumban fenntartott (P: plasztik), valamint
Transwell membranokon kontrol (K), differencialo (D) és HepatoSTIM tapoldatban
tenyésztett HAT-7 mintdkban. Pozitiv kontrollként (+) patkany vesét, valamint a Cftr
esetén patkany belet hasznaltunk fel. B-L) A HCOgs transzportban résztvevé fehérjék
immuncitokémiai lokalizacioja: B) normadl IgG kontrol; C) SLC4A4/NBCel; D)
SLCAA2/AE2 feliilnézeti és E) keresztmetszeti elrendezésben,; F) CFTR keresztmetszeti
és G) feliilnézeti elrendezésben, H) normal IgG kontrol, a nyilak laphdm jellegii sejteket
jelolnek; 1) CAR2; J) SLC26A4/Pendrin, az 1) és J) dbran a nyilak az apikalis oldal
erdsebb festédését jelzik; K) SLC26A6/PATL, a nyilak az apikdlis oldal festédését
mutatjak, megfigyelheto, hogy a festodeés folytonos a bal, mig szakadozott a jobb
oldalon; L) SLC26A6/PAT1, a K) abra bal oldaldn lathaté bekeretezett teriilet nagyobb
Nagyitasban. Zold szin mutatja a kivant immunfluorszcens festodeést, mig a narancs a
sejtmagokat jeloli az E és F), valamint K és L) dbran. A B-D) és G-J) peroxidaz jelolt
mintaknal barna szin mutatja a pozitiv immunreakciot, mig kék a sejtmagokat. A
Transwell membran elhelyezkedését csillag jeloli. A B-D), valamint 1) és J) dabran
HepatoSTIM médiumban, mig a G) és H), valamint K) és L) abran differencialo
médiumban tenyésztett sejtek lathatok. Eredeti nagyitdas: 400x, kivéve K) abra, ahol
200x [241].
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5.4.4. A bikarbonat transzport funkcionalis vizsgalata mikrofluorometriaval

A korabbi expresszios €s TER vizsgalatok soran tapasztalt eltérések ellenére mindharom
tapoldatban tenyésztett sejteket alkalmasnak taldltuk a funkcionalis HCOj3™ transzport
vizsgalatokra. A mikrofluorometrias mérések soran azonban a HepatoSTIM tapoldatban
tartott tenyészetek eredményei kevésbé reprodukalhatonak bizonyultak, mint a kontrol
¢s differencial6d oldatban tenyésztett sejtek eredményei, ezért ezeket részletesebben nem
vizsgaltuk. A kontrol és differencialo tapoldatban tenyésztett sejtek viselkedése nagyban
hasonlitott, koziilik a magasabb transzepitél ellendllasu differencidldé mintat
valasztottuk ki részletes jellemzésre.

Mikrofluorometrids méréseink soran elsdként a HAT-7 sejtek membranjanak bikarbonat
és CO, permeabilitasat vizsgaltuk. A sejteket kezdetben mindkét oldalrél HCO3/CO,
mentes HEPES mérboldattal, majd atmenetileg apikalis vagy bazolateralis oldalukat
HCO3/CO, pufferelt oldattal perfundaltuk. Amikor a HEPES-BIKARBONAT
oldatvaltas apikalisan tortént az intracellularis pH gyors csokkenése volt megfigyelhetd,
ami a sejtbe bearamldé CO, hatasanak tudhatéd be. Ezt kovetden uj egyensuly allt be, a
pH stabilizalodott és egészen addig ezen a savasabb értéken maradt, mig az apikalis
oldalon visszavaltottuk a perfuziét HEPES oldatra. Ekkor a CO, kiaramlott a sejtbdl, az
intracellularis pH pedig gyorsan visszatért a kiindulasi értékre (19. A abra). Ugyanez az
oldatvaltas a bazolateralis oldalon csupan igen kis pH csokkenést eredményezett, melyet
az intracellularis pH gyors emelkedése kovetett. Ez a CO; ¢s HCO3z bedramlas
ereddjének tudhatdé be. A lugosabb egyensulyi pH Kkisebb mértékii bazolateralis CO,
permeabilitasra és jelentds mértékit HCOj3 felvételre utal (19. A-D abra).

A bazolateralis HCOj3 felvételt tovabb vizsgalva a HEPES-BIKARBONAT oldatvaltst
megismételtiik HoDIDS jelenlétében, valamint annak hidnyaban is. Az aniontranszport
inhibitor hianyaban a masodik oldatvaltast kovetd intracellularis pH valtozas dinamikaja
megegyezett az elsé valtas soran tapasztalttal (19. B, E abra). H,DIDS jelenlétében
azonban a mért lagosodas lassabban ment végbe és a valtast kovetden bedllt Uj
egyensulyi pH is alacsonyabb volt, mint a kontrollnal tapasztalt (19. C, E abra), ami
megerdsiti, hogy a pH emelkedése HCOj3" transzport kovetkezménye, az ebben érintett
transzporter pedig a legnagyobb valosziniiség szerint az Nbcel/Slc4a4. A szénsav
anhidrazok Na'/H" cserélékkel egyiittmiikddve szintén szerepet jatszhatnak a HCO3z

ionok felhalmozasdban. Szerepliket membranpermedbilis gatloszeriik, acetazolamid (az
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abran ATZ) segitségével vizsgaltuk. Az acetazolamid jelenlétében a HEPES-
BIKARBONAT viltast koveté lagosodas gatolt, ami bizonyitja a szénsav-anhidrazok
aktivitasat a HAT-7 sejtekben (19. D, E abra).
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19. dbra: A HAT-7 sejtek funkciondlis polarizalodisa és HCO3 felvétele.
A) Differencialo médiumban Transwell membranon tenyésztett HAT-T sejteket
kezdetben HCO3/CO, mentes HEPES oldattal perfundaltunk, majd apikalis (AP) és
bazolaterdlis (BL) oldalukat kiilon-kiilon HCO3ICO, pufferelt oldatnak tettiik ki 5
percre. Az abran a kezelés hatdsara bekovetkezo intracellularis pH valtozas lathato. B)
¢és C) Az intracellularis pH valtozasa bazolateralis HEPES-HCOg3™ oldatvaltast kévetden
H.DIDS (500 uM) hianydban és jelenlétében. D) Acetazolamid (ATZ, 100 uM) hatasa
az intracellularis pH emelkedésére bazolateralis HCO3/CO, expoziciot kovetden. E) A
bazolaterdlis HCO3/CO; expoziciot kovetd kezdeti pH valtozas sebességébdl szamitott
bazisfluxus inhibitorok hianyaban, illetve jelenlétében. Adatok: atlag + SEM, elemszam
az egyes oszlopokon megjelenitve (7-40). Statisztika: ismételt méréses ANOVA Dunnett
post hoc teszttel. *: p < 0,05 a kontrollhoz viszonyitva [241].
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A HCOgs ionok bazolateralis felvétele fundamentalis szerepet tolt be azok vektorialis
képezi. A pH szabalyozas masik fontos eleme a H" ionok leadasa, mely minden sejtben
miik6dé mechanizmus. A HAT-7 sejtek pH szabdlyozasanak felderitése érdekében
NH," pulzus technikat alkalmaztunk. A mérést standard BIKARBONAT méréoldattal
kezdtiik, majd a sejteket hdrom percig mindkét oldalrol 20 mM NH, -ot is tartalmazo
oldattal kezeltik. Ezt ismét standard BIKARBONAT oldatos perfuzio kovette. Az
ammoénium  pulzus haszndlata a varakozasoknak megfeleléen el6szor atmeneti
alkalozist, majd ezt kovetd jelentds acidozist eredményezett (20. A, B abra). A HCO3
¢s CO; pufferelt oldatban az acidozist a sejtek néhany perc alatt kompenzaljak (abran
nem mutatom), ebben szerepet jatszhatnak proton pumpak és/vagy Na'/H" cserélok a
H'-ok leadasa révén, valamint Na'-HCOs kotranszporerek, melyek a HCOs ionok
felvételéért felelések. Amikor az ammonium pulzust kovetéen olyan BIKARBONAT
mérdoldattal perfundaltuk a sejteket, melyben a Na'-ot a membranon atjutni képtelen
kationra, NMDG"-re cseréltik az acidézis kompenzicioja gyakorlatilag teljesen
elmaradt (20. A, B 4bra). A Na' megvonis megsziinését kovetden azonban az
intracelluldris pH gyorsan helyredllt, jelezve a transzport mechanizmusok Na* fiiggését,
valamint hogy a HAT-7 sejtek pH szabalyozasaban proton pumpak nem vesznek részt.
Korabbi ameloblasztok pH szabdlyozd szerepével foglalkozd  vizsgalatok
eredményeibol valosziniisithetd volt, hogy a transzport elsésorban Nhel/Slc9al és
Nbcel/Slc4a4 molekuldk altal megy végbe. Hogy teszteljiik ezt a hipotézist, a
kompenzacié gatlasara ezek inhibitorait hasznaltuk kozvetleniil a Na® megvonds
megsziinését kovetéen (20. B, C 4bra). A HEPES-BIKARBONAT valtison alapuld
kisérleteink megallapitasainak megfeleléen feltételeztiik, hogy HCOg3 felvétel kizarolag
a HAT-7 sejtek bazolaterdlis membranjan keresztiil valésul meg, igy bazolateralisan
500 uM H,DIDS-et (bikarbonat felvétel gatlasa) alkalmaztunk. Ugyanezek a kisérletek
a Na'/H" cserélok miikodésére, elhelyezkedésére vonatkozéan nem szolgaltattak
informaciot, igy a H' leadds gatldsdra mindkét oldalrél 300 pM amiloridot

alkalmaztunk. Az emlitett inhibitorok jelenlétében az intracellularis pH
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20 abra: Az intracellularis pH valtozds kompenzdciojaért felelos mechanizmusok
vizsgalata HAT-7 sejtekben savterhelést kiovetden HCO3/CO, jelenlétében.
Differencialo médiumban Transwell membrdanon tenyésztett HAT-T sejteket tettiink ki
mindkét oldalrél 20 mM NH, " -ot tartalmazé HCOs™ oldatnak. Az NH4" pulzust kétoldali
Na* megvonds kovette. A) Az intracelluldris pH kompenzacié a kétoldali Na*™ megvonds
megsziinését kovetden. B) A kétoldali Na*© megvonds megsziinését koveté kompenzacio
gatlasa bazolateralis (BL) H,DIDS (500 uM) és amilorid (AMI, 300 uM) jelenlétében.
Az esetleges apikalis NHE gatlasa érdekében amiloridot tartalmazott az apikalis (AP)
perfuzios oldat is. C) A pH valtozas kezdeti sebességébdl szamitott bazisfluxus értékek
inhibitorok hianyaban és jelenlétében. Az adatok megadasa atlag + SEM formaban
tortént, elemszam (az egyes oszlopokon megjelenitve): 8-10. Satisztika: egyutas t proba.
*: p < 0,05 a kontrollhoz viszonyitva [241].
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A bazolateralis HCOj3™ felvételi utak és a H" leaddson alapulé pH szabalyozas gatlasa
lehetévé teszi az apikalis HCO3 szekrécio mértékének meghatarozasat. Az apikalis
szekrécid ugyanis egy ideig a bazolaterdlis felvétel gatlasa mellett is folytatddik, ez
viszont az intracellularis pH cs6kkenésével jar. A savasodas kezdeti sebessége igy az
apikalis HCO3 szekrecié mértékét jelzi. A HAT-7 sejtek nyugalmi HCOj3™ szekrecidjat
serkentészerek alkalmazasa nélkil mértik BIKARBONAT méréoldatban az NH,
pulzus Kkisérletekben hatékonynak bizonyult bazolateralis H,DIDS (500 uM) és
kétoldali amilorid (300 uM) gatlas mellett (21. A, B éabra). Ezt kovetden pedig a
szekrécio stimulaldsara kiilonbozé serkentSket, ugymint az intracellularis Ca®
mobilizaciot el6idézé6 ATP-t (50 uM) (21. A, C, E, F abra) és/vagy az intracellularis
cAMP szintet ndveld0 membranpermeabilis forskolin (10 uM) és IBMX (500 uM)
kombinaciot (21. A, D, F abra) alkalmaztunk. Stimulacié hianyaban a bazisfluxus igen
alacsony (21. A abra), ami alapjan a nyugalmi HCOj3 szekrécid elenyész6. A purinerg
receptorokon keresztiil hato ATP apikalis alkalmazésa nem eredményezett szignifikans
valtozast (21. A, C abra), ellenben bazolateralisan adagolva a szekrécié kismértéki, de
mar statisztikailag jelentds novekedését tapasztaltuk (21. A, E abra). Az ATP-vel
ellentétben a forkolin ¢s az IBMX nem receptoron keresztiil fejti ki hatdsat, hanem atjut
a sejtmembranon. Ezek igy nem kellett mindkét oldalon alkalmazni. Adagolasukra az
apikalis oldalt valasztottuk, mivel itt a mérdoldat kozvetleniil érintkezik a sejtekkel,
nem csak a Transwell membran porusain keresztiil, mint a bazolateralis oldalon. Az
apikalis forskolin és IBMX kezelés ugyan valamelyest novelte a HAT-7 sejtek HCO3
mértekll szekrécidos valaszt a bazolateralis ATP és apikalis forskolin és IBMX
stimulacié egylittese valtotta ki (21. A, F abra), mutatva egyfeldl a Ca®" és cAMP
medialta jelatviteli utak kozotti szinergizmust, masfeldl egyértelmiien bizonyitva, hogy

a HAT-7 sejtek képesek bazolateralis-apikalis iranya HCO3™ szekréciora.
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21. abra: A HAT-7 sejtek HCOs3 szekrécios képességének vizsgalata ATP és/vagy
forskolin stimuldcio mellett vagy anélkiil alkalmazott bazolaterdlis HCO3 felvétel
gatlas segitségével. A differencialo médiumban Transwell membranon tenyésztett
HAT-7 sejtek HCOg' felvételének gatlasat 500 uM HyDIDS és 300 uM amiloride (AMI)
egyiittes bazolateralis (BL) alkalmazadsadval értiik el. Az esetleges apikalis NHE gatlasa
érdekében amiloridot tartalmazott az apikalis (AP) perfizios oldat is. A) A
bazolaterdlisan adagolt H,DIDS és amilorid hatasara bekovetkezé pH valtozas kezdeti
sebességebol szamitott bazisfluxus értékek ATP és/vagy forskolin és IBMX (FORK)
stimuldcio hianyaban és jelenlétében. Adatok: datlag + SEM formdban tortént, elemszam
az egyes oszlopokon megjelenitve (6-12). Statisztika: egyszempontii ANOVA Dunnett
post hoc teszttel. *: p < 0,05 a kontrollhoz viszonyitva. B-F) Az intracellularis pH
valtozdasat mutato reprezentativ mérési gorbék. B) Kontrol koériilmények kozott,
stimuldcio hianyaban, C) apikalis ATP (50 uM), D) apikalis forskolin (10 uM) és IBMX
(500 uM), E) bazolateralis ATP (50 uM) és F) apikalis forskolin (10 uM) és IBMX,
valamint bazolateralis ATP (50 uM) egyiittes hatasara fellépo savasodas. G) Sematikus
rajz a HAT-7 sejtek HCOg3 transzportjianak feltételezett mechanizmusarol, melyen a
folyamatban érintett fobb transzporterek és csatorndk is feltiintetésre keriiltek [241].
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6. Megbeszélés

6.1. Vegyes acinaris-duktalis tulajdonsagok primer human nyalmirigy

kultarakban

A szajszarazsag szamos beteg életét keseriti meg nap, mint nap, ezért a terapias
lehetéségek kutatdsa igen nagy jelentdséggel bir. Az acinusok teljes pusztuldsa esetén
megoldast jelenthet egy mesterséges nydlmirigy megalkotasa, melynek legfontosabb
eleme az ion- és folyadékszekréciora képes epitélium [13, 94, 245]. Ehhez olyan graft
sejtek sziikségesek, amelyek a nyalmirigy acinussejtekhez hasonld tulajdonsagokat
mutatnak, azonban az eddig tanulmanyozott tenyészetek leginkabb duktalis
tulajdonsagokkal rendelkeznek [94, 98, 119, 246, 247]. A HuSMG sejtek eredeti leirasa
soran  transzmisszids  elektronmikroszképos ~ morfologiai  vizsgalatok  és
folyadékszekrécios mérések eredményeibdl Tran és munkatarsai is azt a kdvetkeztetést
vontak le, hogy a sejtek duktalis jelleglick [96]. A PT-HSG sejtek is relative kevéssé
hasonlitottak acinusokra, leginkabb duktalis fenotipussal voltak jellemezhetéek [107].

Jelen munkankban bizonyitottuk, hogy bar csak részben, az izoldlasi és tenye€sztési
koriilmények megvaltoztatasaval mind a HuSMG, mind a PT-HSG kultirak képesek az
acinaris tulajdonsagok megorzésére. A sejtekben kimutathaté az acinusok jellemz6
transzportere az NKCC1 [4, 18, 19], de ugyanakkor ENaC duktalis Na* csatornék [4,
20] is kifejezdtek benniik (13. abra). Az acinusokban miikodé alternativ CI™ felvételi
ut, az NHE1 és AE2 kapcsolt miikodése révén valosul meg [4, 18, 19], ezeket az
ioncseréloket szintén sikeriilt kimutatnunk mind PT-HSG (13. ébra), mind huSMG
sejtekben. A primer human sejtkultirakban expresszalodd NBCel (13. abra)
nyalszekrécioban betoltott szerepérdl kevesebbet tudunk. Patkany, egér, tengerimalac és
ember parotiszaban, illetve parotisz eredeti sejtvonalakon az acinusok bazolateralis
membranjaban [76, 207, 208, 234, 248, 249], illetve tengerimalacban a duktuszok
luminalis membranjaban mutattak ki [248]. Ezzel szemben szubmandibularis mirigyben
jelenlétét a duktuszok apikalis [250, 251] és bazolateralis felszinén [248, 250] irtak le. A
génexpresszio tovabbi kvantitativ vizsgalata az altalunk 1étrehozott HuSMG és PT-HSG
sejteken jelentds dedifferencialodast mutatott in vitro korilmények kozott, melyet a

duktalis markerek (ENaC, Claudin-1) mennyiségének novekedése, mig az acinaris
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markerek (AQPS5, NKCCI1, amildz) csokkenése jelzett, ennek ellenére a sejtek
megorizték az acinusokra jellemzd szekrécios képességiiket [242]. Rovidzarlati aram
mérésekkel a Na* reabszorpcid mellett bazolateralis-apikélis irany( anion szekrécio is
kimutathato volt, emellett az iontranszport a Ca®* medialta jelatviteli Gt aktivalasaval

novekedett és az NKCC1 aktivitasa is igazolodott [242].

6.2. Transzgén expresszio és folyadékszekrécio Par-C10 sejtekben

A nyalmirigy génterapia alapotlete Dr. Bruce Baum és kutatdcsoportja nevéhez fiizodik.
Hipotézisiik szerint az acinaris szekrécid hidnyadban a duktuszok képesek lehetnek
bazolateralis-apikalis iranya KHCO3; ozmotikus gradiens létrehozasara, mely elégséges
hajtoerét szolgaltat a viztranszporthoz, ha a duktuszsejteket vizcsatorndk beépitésével
atjarhatova teszik [95, 116]. Bar a KHCOj3 gradiens 1étrejottét még nem bizonyitottak,
az AQP1 génbevitel hatékonynak bizonyult mind in vitro, mind in vivo kis és nagy
A géntranszfer eredményességét eldszor sejtvonalakon (két vese-: HEK 293, MDCK ¢és
egy nyalmirigy eredetli: SMIE) igazoltdk, mindharom tipust sejtben kifejez6dott a
human AQP1 fehérje 5-0s szerotipusu adenovirus vektorral torténd transzdukciot
kovetden [116], raadasul MDCK sejtekben az expresszid mind az apikalis, mind a
bazolateralis membranban megjelent, ami a teljes transzcellularis atjarhatosag feltétele
[116, 252]. Eredményeink alapjan a Par-C10 sejtekben szintén konnyen kimutathatd
volt a human AQP1 jelenléte mRNS szinten 1, 10 és 100 viruspartikulum/sejt aranyt
transzdukciot kovetden (15. A abra), ezen kiviil egy masik virusvektor felhasznalasaval,
az AJEYFP segitségével i1s igazolhatd volt, hogy a bevitt transzgént a sejtek jelentOs
hanyada kifejezi (14. 4bra).

Delporte és munkatarsai kiviilrél biztositott ozmotikus gradiens (apikalis oldal 300
mosm, bazalis oldal 400 mosm tapfolyadék) hatasara Otszordsre emelkedett netto
vizmozgast mutattak ki AdhAQP1 virussal kezelt MDCK sejteken keresztiil, mig a nem
transzdukalt sejtekben minimalis folyadékmozgast mértek, mely nem kiilonbozott a
kontroll virussal kezelt sejtekétél [116]. SMIE sejtvonalat 5 MOI (multiplicity of
infection, 5 bizonyitottan fertéz6képes viruspartikulum/ sejt) ardnyban transzdukélva az

apikalis oldalon a folyadékmennyiség 15-30 percig linearisan emelkedett, 30 perc utan a
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transzdukalt sejtekben nagyjabél 60 pl/cm?-nek adodott a netté vizmozgas szemben a
nem transzdukalt sejtekben mért 5 pul/cm?-rel [253]. A folyadékmozgas ezen kiviil dozis
fliggést is mutatott, 0,1-1 MOI kozott meredeken ndtt 15 perces inkubacids idot
alkalmazva, ennél nagyobb virusdozisok alkalmazasa esetén platofazis elérése volt
megfigyelheté [253]. Hasonloé eredményre jutottunk mi is, mar 3 viruspartikulum/sejt
arany alkalmazasa is elegendonek bizonyult a folyadékmozgas szignifikans
novekedéséhez a kezeletlen Par-C10 sejtekhez viszonyitva, bar ezeken a sejteken
vizsgalva 2 ora inkubacids id6t alkalmazva is csak 30 ul koriilinek bizonyult a folyadék
mennyiségének névekedése az apikalis oldalon kb. 1 cm? feliileti membranokat
felhasznalva (15. B abra). Ennek egyik lehetséges oka, hogy a Par-C10 sejtek a SMIE
sejtvonalhoz képest nagysagrendekkel zartabb epitéliumot alakitanak ki (Par-C10: kb.
2000 Qcm?, SMIE: < 100 Qem?) [234, 254].

Természetesen az adenovirusok alkalmazdsa szamos kockazattal jar, rdadasul csak
tranziens génexpresszid eldidézésére alkalmasak, ezért kiemelt jelentosége van a
génterapids vektorok kutatdsanak, ezen beliil is a biztonsdgosabb virusvektorok (ilyenek
példaul a természetiiknél fogva replikacio deficiens adeno-asszocialt virusok (AAV)),
valamint nem virus eredetli, fizikai/kémiai elven miikodd vektorok (példaul az ultrahang
segitségével elért géntranszfer (szonoporacid)) vizsgalatanak [255-259]. Ezen kiviil, a
vizcsatornak beépitése mellett, a génterapia szamos mas lehetOséget is tartogat, igy
példaul a mirigyek radioprotekcioja is elképzelhetd génbevitel alkalmazasaval [260-
265] vagy a szajszarazsag kezelésétol elvonatkoztatva a nyalmirigyek génterapias
célszervként felhasznalhatoak lehetnek szamos endokrin és exokrin faktor

termeltetésére is [99].

6.3. In vitro ameloblaszt transzport modell jellemzése

6.3.1. Ameloblaszt markerek expresszioja

Az ameloblasztok transzportfolyamatairdl igen keveset tudunk, ezen belil is HCOjz
szekréciojukat klasszikus sejtfiziologiai modszerekkel kordbban nem vizsgaltdk, a leirt
mechanizmusok elsGsorban expresszios vizsgalatokon alapulnak. Munkank soran olyan

in vitro modell 1étrehozasa volt a célunk, mely alkalmas az ameloblasztok HCOj3
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transzportjanak vizsgalatara. A cervikalis hurok epitéliumabol 1étrehozott HAT-7
sejtvonal [229] igéretes modellnek bizonyult abban az értelemben, hogy ameloblaszt
specifikus markerek expresszidjat szamos alkalommal vizsgaltdk rajta sikerrel. A
sejtkultira megalapitasakor immuncitokémidaval a szekrécios fazisra jellemzo
amelogenint és ameloblasztint mutattak ki a sejtekben [229]. Ugy tiinik azonban, hogy a
sejtek részben megorizték plaszticitasukat, bar elsdsorban ameloblaszt fenotipust
mutatnak, mely a Notch1 jelatviteli itvonal aktivitasanak kszonhetd, viszont a Jaggedl
jelatviteli utvonal aktivalasdval a sejtek stratum intermedium irdnyba is
differencialtathatok, melyet az alkalikus-foszfatdiz (ALP) pozitiv sejtek aranyanak
novekedése jelez [229, 230]. A sejtek markerexpresszidjat szamos faktor befolyasolja,
igy novekedési faktorok, oOragének, de maga az amelogenin jelenléte is. Xu és
munkatarsai ugy talaltak, hogy a HAT-7 sejtek képesek egér rekombindns amelogenin
felvételére, mely az endogén amelogenin mRNS mennyiségét novelte a tenyészetben
annak stabilizalasaval [266]. A fogfejlédés iranyitasaban jelent0s szerepe van az
epitelidlis-mezenchymalis kolcsonhatdsoknak, szamos novekedési faktor vesz részt a
folyamatban [121, 122]. A HAT-7 sejteken szamos novekedési faktor hatasat
vizsgaltak, melyek koziil a BMP-2 novelte az amelogenin expresszidjat, de enyhén
csokkentette a Hes1 stratum intermedium marker kifejezodését [267]. Idegi ndovekedési
faktorok (NGF, BDNF ¢s NT-4) szintén novelték az ameloblasztin és enamelin
mennyiségét, ezen belil az NT-4 az amelogenin expresszidjat is megemelte [232],
ellenben a fibroblaszt novekedési faktor FGF10 az ameloblaszt markerek (amelogenin,
szamontartott amelogenin és enamelin RNS expresszids szintje csokkent Runx2 és
novekedett DIX3 tultermeltetés hatasara [269]. Viszont az érési fazisra jellemzé KLK4
upregulacioja kovetkezett be mind DIx3, mind Runx2 jelenlétében [269]. A HAT-7
sejteket mezenchimalis eredetli pulpa Ossejtekkel (DPSC) vagy dentalis follikulus
eredetii sejtvonallal (BCPb8) kokultaraban tenyésztve szintén az ameloblaszt markerek
(els6sorban ameloblasztin) kifejezodésének novekedését figyelhetjiik meg [231, 270].
Az ameloblasztok strukturalis-funkcionalis atalakulasai idében szorosan szabalyozott
mechanizmust feltételeznek, igy oOragének <érintettsége is felvetddott a folyamat

szabalyozasaban. Ugy tiinik, hogy a HAT-7 sejtek valoban expresszalnak oéragéneket,
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raadasul az egyes markerek (amelogenin, enamelin, KLK4, MMP20) ezek iranyitasa
alatt allnak [233, 269].

Ahogy a fentiekbdl is lathato, a HAT-7 sejtek tenyésztési koriilményektdl fliggben az
ameloblaszt markerek széles tarhazat képesek produkalni, ezért tobbféle ameloblaszt
tipus modelljeként szolgalhatnak. A markerek vizsgalata igy azért is fontos, hogy a
kiilonb6z6é ameloblaszt allapotokat elkiilonitsiik €s megjosoljuk, hogy a sejtek leginkabb
melyik amelobblaszt funkcio(k) modellezésére alkalmasak. Munkank soran a HAT-7
sejteket permeabilis poliészter membranokon tenyésztettiik harom kiilonféle tapoldatot
(kontrol (K), differencialo (D), HepatoSTIM (H)) alkalmazva. Az altalunk alkalmazott
tenyésztési koriilmények kozott a HAT-7 monolayerek, bar morfologiajuk eltért (16. és
18. abra) a szekrécios és érési fazisu ameloblasztok hisztologiai képétol [126],
expresszaltak két igen fontos markert, a KLK4-et, mely az érési fazis jellemzd protedza
[160] és az amelotint (16. abra), melyet szintén az érési fazisra jellemz6é fehérjének
tartanak, bar expresszigjat kimutattak a fogel6torést kovetéen a junkcionalis
epitéliumban is [143]. Az expressziot az alkalmazott tapoldat nem befolyasolta. Mivel a
kristalyképzOodés az érési fazisban a legnagyobb mértéki, ekkor a legfontosabb a pH
szabalyozas is [156], igy a markerexpresszido alapjan a HAT-7 sejtvonal valoban
alkalmas modellje lehet az ameloblasztok HCO3' transzportjanak.

6.3.2. A vektorialis transzport sziikséges feltétele — szoros kapcsolatok

A vektrorialis transzport 1étrejottének eldfeltétele a szoros kapcsolatok kialakulasa az
epitél sejtek kozott, melyek limitaljadk a sejtek kozotti szabad diffiziot, azonban
bizonyos ionok mozgasat lehetové teszik [15, 18, 58]. A HAT-7 sejtek kozotti szoros
kapcsolatok kialakulasat jelzi, hogy a sejtek képesek transzepitél ellenallas kialakitasara
(17. A abra).

Az ameloblasztokban kimutatott szoros kapcsolati fehérjék kozil [167-173] szamos
expresszalodik HAT-7 sejtekben is. Modelliink jellemzése soran Occl, Zo-1, Zo-2,
Cldn1, Cldn4, Cldn7 és Cldn8 expresszidjat mutattuk ki mRNS szinten (17. B abra),
melyek kozil az els6 harom széles korben (igy ameloblasztokban is) expresszalodo
strukturalis elem [167, 168, 170, 171, 271], mig a claudinok jelentOs variabilitast

mutatnak az egyes szovetek kozott, fontos szerepet tulajdonitanak nekik a paracellularis
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permeabilitas szabalyozasaban [271, 272]. A Cldn2 és Cldn10 nem volt kimutathat6 a
sejtekben, ellentétben a korabbi eredményekkel [169, 174], munkank soran a Cldn6 és
Cldn9 expresszidjat nem vizsgaltuk.

A HAT-7 sejtekben expresszalddo claudinok elsGsorban a paracellularis permeabilitas
csokkentésének iranyaba hatnak, és az irodalmi adatok alapjan mindegyiket megtalaltak
ragesalok érési fazisu ameloblasztjainak Sszoros kapcsolataiban [169, 170, 172]. A
CLDN1 barrier funkcioja viszonylag jol ismert, Cldnl deficiens egerek orakkal
sziiletésiiket kovetden elpusztulnak a nagymértékli transzdermalis folyadékveszteség
kovetkeztében [273]. Cldn4 taltermelése MDCK 1l sejtekben a paracellularis Na*
permeabilitas csokkenését eredményezte [274], hasonld eredményt hozott az exogén
Cldn8 bevitele is [275], s6t a CLDN8 az MDCK I sejtek kozotti sav-bazis (igy H,
HCO5 és NHy") permeabilitast is csokkentette [276]. A CLDN4 és CLDN8 egymassal
kolcsonhatasban is allhat, interakciojukat vesében irtak le, ahol a Cldn8 kiiitése esetén a
CLDN4 is hianyzott a szoros kapcsolatbol [277]. MDCK |1 sejtekben a Cldn4 és Cldn7
csendesitése siRNS segitségével csokkentette a sejtek transzepitél ellenallasat és novelte
azok paracelluldris Na* permeabilitdsat, mig a CI" permeabilitas valtozatlan maradt
[278]. LLC-PK1 sejtekben azt is igazoltak, hogy a CLDN4 és CLDN7 paracellularis CI°
csatornaként is funkciondlhat, anion permeabilitasra gyakorolt hatasuk fligg a szoros
kapcsolat tobbi alkotojatol [278].

A HAT-7 sejtek claudin expressziojat a tenyésztési koriilmények is befolyasoltak, az
mRNS mennyiségének novekedése volt kimutathatd a permedbilis membranon
tenyésztett mintdk esetében a standard plasztik tenyésztdedényben tartott sejtekhez
viszonyitva (17. B ébra). Az alkalmazott tapoldat is befolyasolta az expressziot,
legszembetlinbbb  kiilonbség a Cldn8 kifejez6désében mutatkozott, a kontroll
médiumban tenyésztett sejtek esetén volt a legalacsonyabb, mig a HepatoSTIM mintak
esetében a legmagasabb (kozel négy-6tszordse a kontrol médiumban tenyésztett sejtek
expresszidjanak). A transzepitél ellenallas mérések eredményei is tiikrozik a Clau8
kifejez6désében tapasztalhatd kiilonbségeket (17. A abra), dsszhangban az irodalmi
adatok alapjan vart hatassal [275]. Talan éppen a tul magas transzepitél ellenallas és a
paracellularis Na® transzport talzott limitacidja eredményezte a H mintdk kevéssé
reprodukalhatd viselkedését ¢és kevésbé jo eredményeit a mikrofluorometrids

vizsgélatok sordn, hiszen szamos Cl” és HCOjs szekréciét mutatd epitéliumban, igy
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nyalmirigy acinusokban [16-18] és hasnyalmirigy duktuszokban [58] az anionokkal
parhuzamosan mozg6 kationok paracelluldrisan tdvoznak. Azonban a masik véglet, a tul
alacsony TER értékekkel jellemezhetd modellek hasznalata sem célravezetd, sajat nem
publikalt méréseink alapjan az LS-8 sejtek TER értéke a vak mintatdl gyakorlatilag nem
kiilonbozott és a sejtek a funkcionalis mérések soran sem teljesitettek jol. Amennyiben
az ameloblasztokban is paracellularis Na® 4dram koveti a HCOjs;  szekréciot,
feltételezhetjiik relative ateresztd (,,leaky”), de még a szabad diffuzidot limitalo szoros
kapcsolatok jelenlétét a sejteken. Ezért is valasztottuk ki részletes jellemzésre a néhany
100 Qcm? transzepitél ellenallasu D mintékat (17. A 4abra), melyek TER értékei hasonld
nagysagrendiick voltak, mint a mérheté aniontranszporttal rendelkezé primer human

nyalmirigy kultaraknal tapasztalt értékek [242].
6.3.3. HCO3 transzportban és pH szabalyozasban résztvevo fehérjék kifejezodése

Ameloblasztokon szamos transzporter, csatorna és szénsav-anhidraz expresszidjat
vizsgaltak, illetve az egyes transzporterekre nézve deficiens allatmodellek segitségével
igazoltak ezek szerepét az amelogenezisben [140, 192, 195-197, 204, 209, 210, 215,
226]. Arrdl azonban a mai napig vitak folynak, hogy pontosan milyen transzporterek
fejez6dnek ki az amelogenezis egyes szakaszaiban és ezek az ameloblasztok melyik
oldalén talalhatoak.

A legfrissebb Osszefoglalo kozlemények alapjan ameloblasztokon CAR2, NHEL, AE2,
NBCel és CFTR jelenlétét tartjak altalanosan elfogadottnak [139, 175, 279], HAT-7
sejteken ezek a kulcsmolekuldk szintén kifejezédnek, raadasul nem csak mRNS (18. A
abra), de fehérje szinten is (18. B-I abra). A HAT-7 sejtek az alkalmazott tenyésztési
koriilmények kozott érési fazisi markereket expresszalnak (16. abra), igy a modelliink
azokat a vizsgalatokat latszik aldtdmasztani, melyek ezeket a fontos pH szabalyozo
szintjének novekedését irtak le az érési fazis soran [140, 192, 196, 204, 209, 211, 215].
A fentieken kiviil két Slc26a csaladba tartozé anioncserélé (SLC26A4 és SLC26A6) is
megtalalhatd volt az altalunk modellként hasznalt sejtvonalon (18. abra A, J-L),
melyeket szintén azonositottak ameloblasztokon [195, 226], az SLC26A6 esetén az

irodalmi adatokkal 6sszhangban [226] az apikalis membran lokalizacio is kimutathato
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volt (18. K, L abra). Ugy tiinik azonban, hogy a fehérjék megjelenése a HAT-7
sejtekben nem homogén, azok egyes sejtcsoportokhoz kothetéek (18. abra D, G), ami
masfel6l viszont nem befolyasolta a transzport méréseket. A HepatoSTIM oldatban
tenyésztett sejtek kivételével reprodukalhatdé eredményeket kaptunk, melyek az
elokisérletek alapjan a kontrol és differenciald tdpoldazban tenyésztett sejtek kozott sem
mutattak jelentds kiilonbséget. Az altalunk alkalmazott immuncitokémiai festéssel a
legtobb esetben a transzporterek membranlokalizacioja sem volt elkiilonitheto (18. abra
C, E, F). Ugyanakkor a korabbi vizsgalatokban ezek polarizalt expressziot irtak le
ameloblasztokon [140, 192, 195-197, 204, 209, 211, 215], illetve sajat transzport
méréseink soran egyértelmii funkcionalis kiilonbség mutatkozott az apikalis és a
bazolaterdlis membran kozott (19. A abra). Lehetséges, hogy a festési eljards és

mintakezelés finomitasaval a transzporterek membranlokalizacidja is lathatéva teheto.

6.3.4. Funkcionalis polarizacié és mérheté HCO3 szekrécio

Jelen munkank egyik legfontosabb eredménye, hogy sikeriilt HAT-7 sejtekbdl polarizalt
monolayereket 1étrehoznunk, melyet egyfeldl a szoros kapcsolatok jelenléte (17. A, B
abra), masfeldl a sejtek funkcionalis viselkedése is jelez (19. A éabra). A sejtek apikalis
membranja jelentés CO, permeabilitassal jellemzhetd, azonban HCOj3 felvételére nem
képes, mig bazolateralis oldalukon kisebb a CO, permeabilitds, azonban HCOj3  felvétel
mérhetd (19. A, B abra). Ameloblasztokon korabban ilyen jellegli méréseket nem
végeztek, azonban hasonld jelenséget tapasztaltak mas jelentés HCOjs transzportot
folytatd epitéliumok esetén, igy tengerimalac hasnyalmirigy duktuszok [280] €s emberi
hasnyalmirigy duktusz eredeti sejtvonal, CFPAC vizsgalata soran is [281]. A
megfigyelés ugyancsak alatamasztja azt a hipotézist, mely szerint az ameloblasztok
rendelkeznek a HCOj3 transzporthoz sziikséges molekularis hattérrel és képesek
semlegesiteni a hidroxi-apatit felszabadulasa soran keletkezd H*-okat [133, 156, 175,
209].

A  HCOj3; felvétel legnagyobb valoszinliséggel két 1ton valdésulhat meg

crcr

atalakulasat H és HCOj3 ionokka szénsav-anhidrazok katalizaljak [175, 197, 209]. A mi
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kisérleti koriilményeink kozott a HAT-7 sejtek HCO3™ felvétele HoDIDS segitségével
jelentés mértékben gatolhatd volt (19. C, E és 20. B abra), rdadasul a savterheléses
kisérletekben a pH kompenzacio Na* fiiggének bizonyult (20. A-C 4bra), arra utalva,
hogy a HCOj3 felvétel jelentds részéért valoban az NBCel/SLC4A4 felelds. Ez ismét
parhuzamba allithat6 a hasnyalmirigy duktuszok miikodésével, melyekben szintén az
NBCel a felelds legnagyobbrészt a HCO3 sejtbe juttatasaért [282]. A membran
permeabilis szénsav-anhidraz gatldo acetazolamid alkalmazasa szintén csokkentette a
bazolateralis bazisfluxust HEPES-BIKARBONAT oldatvéltast kovetden HAT-7
sejtekben (19. D, E abra), ez arra utal, hogy a HCO3 felvétel szénsav-anhidrazok és
Na'/H" cserélék egyiittmilkodése révén, alternativ tuton is megvalosulhat. Az
ameloblasztokban a t6bb szénsav-anhidraz izoformat is talaltak [189, 190, 193, 238],
melyek koziill mi a CAR2 expresszidjat szintén kimutattuk a HAT-7 sejtekben (18. A, |
abra).

Ammonium pulzus technikaval savterhelést eldidézve vizsgaltuk, hogy a HAT-7 sejtek
milyen mechanizmusok révén képesek intracellularis pH-juk helyreéllitasara ¢és
igazoltuk, hogy natrium megvonassal a pH kompenzacid teljesen teljes egészében
meggatolhatd (20. A abra), mas HCOj3 szekréciot mutatd epitéliumokhoz (parotisz
acinus sejtek, hasnyalmirigy duktuszok) hasonléan [234, 239, 282]. Ez egytttal azt is
mutatta, hogy a HAT-7 sejtek plazmamembranjardl az ameloblasztokban kimutatott
H*-ATPazok [140, 190, 227] minden bizonnyal hidnyoznak, ugyanis ezek képesek
lettek volna a savterhelést extracelluldris Na™ hidnyaban is kompenzalni. Eddigi in vitro
méréseink igy inkdbb az ameloblasztok HCOj3 szekréciojarol szold hipotéziseket
erdsitik [133, 156, 175], semmint H* szekréciot leird elméleteket [140, 185].

A savterheléses kisérletek soran, 300 uM amiloridot és 500 pM H;DIDS-et hasznalva az
NHE1/SLC9A1 és NBCel/SLC4A4 gatlasara [4, 234, 282] a pH kompenzacié mintegy
85%-o0s csokkenését értiik el (20. A-C) abra), mely tovabbi bizonyitéka annak, hogy az
NHEL/SLC9A1 és NBCel/SLC4A4 egyiittesen felelés HCOg3 felvétel/pH szabalyozas
legnagyobb részéért.

Miutan sikeresen blokkoni tudtuk a bazolaterdlis HCOj3 felvétel tilnyomo tobbségét
amilorid és HyDIDS segitségével, lehetéségiink nyilt a HCO3™ szekrécid vizsgalatara
egy relativ egyszerli modszer segitségével. A HCO3™ ionokat szekretald epitéliumokban

a HCOj3 bazolateralis felvételét annak apikalis leadasa koveti, igy a bazolateralis
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felvételi utak gatlasaval, de folytatodo apikalis szekrécid mellett az intracellularis pH
csokkenése kovetkezik be [234, 239, 282]. A pH csokkenés kezdeti sebessége igy a
HCO3 szekrécio mértékére utal. Egyiittes amilorid és H,DIDS gatlast alkalmazva
nyugalmi allapotd (stimuldloszerrel nem kezelt) sejteken kismértéki, lasst acidozist
figyeltink meg, mely fokozhato volt serkentdszerek alkalmazasaval (21. B-F), ezzel
elészor igazoltuk egy in vitro ameloblaszt modellben, hogy sejtek képesek aktiv
transzcellularis HCOs3™ szekréciora. Az extracellularis ATP, mely purinerg receptorokon
keresztiil hatd, intracellularis Ca®* szintet ndvelé molekula [283], stimulalta a HCO3
transzportot a bazolateralis oldalrél adagolva, azonban hatastalan volt az apikalis
oldalon (21. C, E abra). Mas epitéliumokban szintén az ATP eltéré hatasat figyelték
meg az alkalmazas helyétdl fiiggéen [234, 239, 283, 284]. Eredményeink felvetik annak
a lehetdségét, hogy az extracellularis ATP az ameloblasztok transzportfolyamataiban
fontos szabalyozo szerepet tolt be, talan éppen a nemrégiben azonositottak érési fazist
ameloblasztokon azonositott Ca®* aktivalta CI” csatornak miikddésére hatva [285]. Bar a
forskolinnak, mely a cCAMP/PKA f1tvonalra hat és ismerten az ameloblasztokon is
kimutatott CFTR aktivatora 6nmagaban nem volt szignifikans hatasa [215], jelentdsen
potencialta az ATP hatasat, mely a két jelatviteli ut kolcsonhatasat mutatja hasonloan

mas epitéliumokban tapasztaltakhoz [6].

6.3.5. A modell korlatai

Jelen munkank legnagyobb érdeme, hogy elsoként igazoltuk egy sejtvonalrol, hogy
alkalmas modellje lehet az ameloblasztok HCOj3 transzportjanak, mivel a HAT-7 sejtek
expresszaltdk mind az érési fazisi ameloblasztok markereit, mind azok fontos
transzportereit, emellett képesek voltak szoros kapcsolatok kialakitasara, apikalis és
bazolateralis oldaluk elkiiloniilt és vektorialis HCO3™ szekrécidt mutattak. Mindemellett
azonban kell néhany szét ejtenem a modell korlatairdl is. Egyfeldl a HAT-7 sejtvonal a
cervikalis hurok epitéliumdbdl szarmazik és ismert, hogy tobb irdnyba is képes
differencialodni [229, 230]. Raadasul az ameloblaszt specifikus fehérjék koziil is képes
a tenyésztési koriilményektdl fliggden mas ¢és mas fazisra jellemzé markereket
expresszalni [232, 233, 267], ezért nagyon fontos lenne a differencialédas fontos

faktorainak jobb megismerése, hogy pontosabban behatarolhaté legyen a sejtek allapota.
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Az is ismert, hogy kiilonbdz6 funkciot tulajdonitanak a sima és fodros felszinii
ameloblasztoknak [156], igy fontos lenne tudni, hogy ezek az alakok megjelennek-e a
HAT-7 monolayereken beliil, illetve hogyan lehet befolydsolni atalakulasaikat.
Harmadszor, ugy tlinik, hogy az érési fazis soran az ameloblasztok egy egységként
miikddnek a veliik gap junctionnel kapcsolodo papillaris sejtekkel [140], ezért sziikség
lehet ezeknek az interakcioknak a modellezésére is. A felvetett kérdések egy részére
megoldast kindlhat a sejttenyésztési modszerek finomitasa, példaul megfeleld

novekedési faktorok [232, 267, 269] és/vagy kokultarak alkalmazasa [231, 270].
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7. Kovetkeztetések

Az elvégzett kisérletek ¢és az irodalom attekintése utdn az alabbi kovetkeztetéseket

vontuk le:

1. Frakcionalt emésztést ¢és kondiciondlt médiumot alkalmazva sikeresen
l1étrehozhatoak/fenntarthatdak olyan primer human szubmandibularis nyalmirigy
eredetli tenyészetek, melyekben a sejtek részben megérzik az acinaris sajatsagokat,

igy expresszaljak példaul az acinusok karakterisztikus transzporterét az NKCC1-et

2. A Par-C10 sejtvonal adenovirdlis géntranszfer kisérletekre alkalmas, a bevitt
transzgént a sejtek nagy hanyada expresszalja, AAAQP1 transzdukciot kdvetden a

sejtek vizpermeabilitasa kimutathatdéan megnd

3. A HAT-7 sejtek érési fazisti ameloblasztokra jellemzd markereket (KLK4-et és
amelotint) expresszalnak Transwell membranon DMEM-F12 alapt ¢és HepatoSTIM

médiumokban

4. A HAT-7 sejtek képesek szoros kapcsolatok kialakitasara, melyet transzepitél
ellenallés kialakulésa jelez. Szoros kapcsolataik permeabilitasa eltérd az alkalmazott
tenyésztési koriilményektdl fliggden, HepatoSTIM tapoldatban a paracelluléris
permeabilitas jelent6sen csokken, melyért elsGsorban a Cldn8 megndvekedett

expresszioja felelds

5. A HAT-7 sejtek expresszaljak az Osszes fontos enzimet, transzportert és csatornat
(CAR2, NHE1, AE2, NBC1, Pendrin, PAT-1, CFTR), melyeket ameloblasztokban

is leirtak és melyeknek szerepe lehet az ameloblasztok HCO3™ transzportjaban

6. DMEM-F12 alapu, CaCl,-dal és dexametazonnal kiegészitett tipoldatban tenyésztve

a HAT-7 sejtek alkalmasak transzport mérések elvégzésére

a) a mikrofluorometrids mérések alapjan a sejtek funkcionalis értelemben is
polarizaltak, apikdlis membranjuk jelentds CO; permeabilitassal

jellemezhetd, mig bazolateralis oldalukon HCOj3™ felvételre képesek
b) HCOj3 szekrécidjuk mérhetd és stimulaciora reagal

A fentiek alapjan elmondhato, hogy elséként hoztunk 1étre olyan in vitro modellt, mely

alkalmas az ameloblasztok HCOg3™ transzportjanak funkcionalis vizsgalatara.
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8. Osszefoglalas

Az szajliregi egészség megteremtésében €s fenntartdsaban kiemelt szerepe van az epitél
folyadék- ¢és elektrolitszekrécionak. Bar maga a végsé szekrétum igen kiilonbozdé —
gondoljunk a hipotonias Osszetételi nyalra vagy a fogzomancra — bizonyos
mechanizmusok ugyantgy miikddnek minden epitéliumban. Amig azonban a
nyalelvalasztds folyamata ¢és oralis egészségre gyakorolt hatisa mar gazdag
szakirodalommal rendelkezik és a kutatasok egyre inkabb a gyakorlati alkalmazas
iranyaba tolodnak, addig az ameloblasztok transzportfolyamatai alig ismertek.

A fej-nyaki tumorok terapias besugarzasa vagy Sjogren szindroma kovetkeztében
fellépd acinussejt-pusztulas és kovetkezményes nyalmirigy hipofunkcid jelentdsen
rontja a betegek életmindségét. Jelenleg hatékony gyogyszeres kezelés nem ismert,
azonban a szOvetregeneracio és a génterdpia Uj lehetdséget jelenthet. Munkank soran
igazoltuk, hogy frakcionalt emésztést és kondicionalt médiumot alkalmazva primer
szerepet betdltdé NKCC1 expresszidja mutathatd ki, jelezve, hogy a sejtek részben
képesek megorizni az acinaris sajatsagokat in vitro, igy potencialisan felhasznalhatoak
szovetépitéshez. Bizonyitottuk tovabba, hogy a Par-C10 sejtvonal a nyalmirigy
génterapia modelljeként alkalmazhato.

A fogzomanc mineralizdcidjaban fontos szerepe van a pH szabdlyozasnak, mivel a
hidroxi-apatit keletkezése nagy mennyiségii H' felszabadulasaval jar. Pufferelés
hianyadban ez hipomineralizalt, torékeny zomancot eredményezhet. Gén- és fehérje
expresszios vizsgalatok arra utalnak, hogy az ameloblasztok felelések a pH
szabalyozasért, ezt azonban funkcionalis transzport mérésekkel még nem tamasztottak
ala. HAT-7 patkany dentalis epitélium eredetii sejtvonalbol kialakitott monolayerek
vizsgélata sordn igazoltuk, hogy ezek a sejtek az ameloblasztok jellemzd markereit és
transzportereit expresszaljak, szoros kapcsolatokat alakitanak ki, funkcionalis
szempontbol polarizaltak, mig apikéalis membranjuk nagyfokii CO; permeabilitassal
jellemezhet6, addig bazolateralisan HCO3; felvételre képesek, valamint stimulacid
hatasara vektoridlis HCO3 szekréciot mutatnak. A fentiek alapjan elsdként hoztunk
létre olyan in vitro modellt, amely alkalmas az ameloblasztok HCO3™ transzportjanak

funkcionalis vizsgalatara.
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9. Summary

Epithelial fluid and electrolyte secretion has particular importance in the development
and maintenance of oral health. Although the final product may show great differences
— see e.g. the example of hypotonic saliva and dental enamel — some mechanisms are
shared in different epithelia. While saliva secretion and its effect on oral health is well-
studied in the scientific literature and research is moving towards practical applications
of the accumulated knowledge, the transport processes of ameloblasts are barely known.
The destruction of salivary acini caused by Sjogren syndrome or the therapeutic
irradiation in case of head and neck cancers and the consequent salivary hypofunction
considerably decreases the patient’s quality of life. Currently, an effective
pharmacological therapy is not available but tissue regeneration or gene therapy may
offer new possibilities to cure xerostomia. We have demonstrated that by applying
fractioned digestion for isolation and conditioned medium for cell culture, the
expression of NKCC1, the key electrolyte transporter of salivary acini is detectable in
primary human submandibular gland cell cultures, suggesting a possibility that these
cells partially retain the acinar characteristics in vitro thereby constituting a potential
cell source for salivary gland tissue engineering. We also provided evidence that the
Par-C10 cell line is a suitable model for salivary gland gene therapy.

pH regulation plays an important role in enamel mineralization as the growth of
hydroxyapatite crystals releases a large amount of H*. Without buffering this could
result in the formation of hypomineralized, fragile enamel. Gene and protein expression
studies indicate that ameloblasts may be involved in the pH regulation process however
this hypothesis was not confirmed by functional transport measurements. We have
demonstrated that rat dental epithelial HAT-7 cells are able to express the characteristic
marker proteins and transporters of ameloblasts and are capable to form tight junctions
on Transwell membranes. The cells are also functionally polarized: their apical
membranes show great CO, permeability, while HCO3  uptake occurs through the
basolateral membrane. Following stimulation, the cells are able to secrete HCO3 in
basolateral to apical direction. Therefore, we established an in vitro model for the first
time that is suitable to study the HCOj3; transport of ameloblasts by functional

measurements.
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