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BEVEZETES

A naponta képzodo 1-1,5 liter nyal fontos szerepet jatszik a taplalkozasban, beszédben
¢s a szajireg védelmében. A nyalmirigyekben a végkamra (acinus) az elektrolit- viz- és
fehérje szekréci6 fo szintere. A duktusz sejtek ezzel szemben inkabb abszorptiv szerepet
latnak el és vizzel szemben relative atjarhatatlanok. Egyes autoimmun betegségek, mint
példaul a Sjogren szindroma, illetve a fej-nyaki daganatok sugarkezelése a nyadlmirigyek
acinus allomanyat permanensen karositjak. Ez a nyaltermelés nagymértékii csokkenéséhez,
szajszarazsaghoz vezet, mely az életmindséget jelentdsen rontja. A paciensek leggyakoribb
panaszai a nehezitett ragas, nyelés, beszéd; ezen kiviil fokozodhat a fogszuvasodasra és
fogagybetegségre vald hajlam és ndvekszik az oralis infekcidk veszélye is. A szédjszarazsag
tartos, oki kezelése nem megoldott. Az utdbbi években igéretes terapias eljarasok jelentek
meg, melyek célja a karosodott acindris tulajdonsdgok helyreallitdsa. Ilyen példaul a
regeneracid Ossejtek segitségével, a karosodasokra kevésbé érzékeny duktusz sejtek
atalakitasa génterapiaval, 0j farmakologiai eljarasok kifejlesztése illetve a szdvetépités, a
,mesterséges nyalmirigy” létrehozasa. Ezen kutatasok soran a szekrécios mikodés in vitro
modellezése nagy segitséget nytjthat. Jelenleg acinaris karakterti, modellezésre alkalmas
emberi nyalmirigy sejttenyészetek nem allnak rendelkezésre. A HSG human nyalmirigy
sejtvonal nem képes szoros sejtkapcsold strukturakat (tight junction) kialakitani, mely az
epitelialis szekrécio alapja, illetve nem képes szabalyozott viztranszportra sem. Az emberi
nyalmirigyb6l izolalt primer sejtek, a PTHSG és a huSMG az irodalmi adatok alapjan duktalis

crer

nem kerilt sor.



CELKITUZESEK

1.

2.

3.

4.

Primer  sejttenyészet, majd polarizalt monolayerek  létrehozdsa  human
szubmandibuléris nyalmirigyb6l, valamint az izolalasi és tenyésztési koriilmények

optimalizalasa sejtkultura kialakuldsa soran.

Annak vizsgélata, hogy az acinaris fenotipust jelzd marker fehérjék (NKCC1, AQPS,
amilaz) expresszioja illetve az amildz termelés fennmarad-e az izoldlas és a

monolayerek kialakulasa soran.

Annak vizsgalata, hogy a SMIE, a Par-C10 és az HPAF sejtvonalak
alkalmasak-e zart monolayer kialakitasara és transzepitelialis transzport folyamatok
funkcionalis vizsgalatara. A sejtvonalakon végzett eldkisérletek célja a funkcionalis

vizsgalatok megalapozasa, az optimalis koriilmények beallitasa a primer sejtek vizsgalatdhoz.

A huSMG ¢és a PTHSG sejtekbdl 1étrehozott monolayerek transzepitelidlis ion

transzportjanak vizsgalata soran a kdvetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

a. Meérhet6-e a sejtekben transzepitelialis anion szekrécio?

b. Stimulalhato-¢ a transzepitelialis ionaram az intracellularis Ca** vagy CAMP
kozvetitette jelatviteli utvonalakon?

c. A bazolaterdlis oldalon milyen transzporterek vesznek részt az anionok

utanpotlasaban?



MODSZEREK

Izoldlas és sejttenyésztés. Mindegyik sejttipus tenyésztése standard koriilmények kozott

tortént, vagyis 37°C-on, parasitott, 5% CO,-dal dusitott levegdt tartalmazd
tenyésztészekrényben. A Par-C10 (patkany parotisz eredeti acinaris) sejteket DMEM-F-12
tapoldatban tenyésztettilk, melyet retinsavval, trijodtironinnal, ¢és hidrokortizonnal
egészitettiink ki. Az HPAF (human hasnyalmirigy eredetii duktalis) sejtek tenyésztéshez MEM
tapoldatot hasznaltunk, kiegészitve nem esszencidlis aminosavakkal és Na'-piruvattal.
A SMIE (patkany szubmandibularis nyalmirigy eredetii) sejtvonalat DMEM tapoldatban
tenyésztettiik. A PTHSG ¢és a huSMG primer sejteket nyaki disszekcid6 miitéten atesett
paciensektdl szarmaz6 Szubmandibularis nyalmirigy mintakbol izolaltuk (etikai engedély
szama: 67/2005) Tran és mtsai (huSMG), valamint Szlavik és mtsai (PTHSG) altal leirt
protokollok modositasaval. A vizsgalatba bevont paciensek (49 f6, életkor: 40-86 ¢év)
elézetesen sem radio- sem kemoterapiaban nem részesiiltek, nyalmirigyiikben daganatot nem
talaltak ¢és nem szenvedtek semmilyen nyalmirigy betegségben, rendellenességben.
A nyalmirigy darabok mechanikai tisztitds utan szekvencidlis enzimatikus emésztési
folyamaton mentek at. A kész sejtszuszpenzidt Hepato-STIM tépoldatban egy éjszakan at
inkubaltuk. Masnap a feliiliszot atontottiik egy masik talkaba. A lassabban letapadod epitelialis
jellegli sejtek alkotjak a huSMG sejtkulturat, a PTHSG sejtkultaraban pedig gyorsan letapado
fibroblasztszeri és nem letapadd sejtek egyarant megtalalhatok. A sejttenyésztés soran
Osszehasonlitottuk két tapoldat, a Hepato-STIM és MEM hatasat a sejtek ndvekedésére és a
monolayerek kialakulasara. A tapoldatokat hetente haromszor csak részlegesen cseréltiik
azért, hogy a sejtek altal termelt autokrin és parakrin faktorokat megdrizziik. A sejteket
80%-os konfluencia elérésekor (5-6 nap utan) passzaltuk. A funkcionalis vizsgalatokhoz az

1-3. szdmu passzazsbol szarmazo sejteket hasznaltuk. Polarizalt, konfluens monolayer
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létrehozasa céljabol mindegyik sejttipust Transwell Clear poliészter membranra iltettiik ki.

A transzepitelialis rezisztenciat (TER) EVOM késziilékkel naponta ellendriztiik.

Génexpresszio vizsgalata. Az acinaris marker NKCC1, AMY1A (amilaz), AQP5 és duktalis

marker ENaC, valamint a CLDN1 (claudin-1) mRNS expressziojat RT-PCR-rel vizsgaltuk a
nativ nyalmirigy mintaban, valamint a plasztik Petri tenyésztéedényben és a Transwell
membranon ndvl sejtekben. Az RNS izolalashoz TRI Reagent-et hasznaltunk.
A sejtkultarabol a teljes RNS-t a NucleoSpin RNA 11 kit segitségével vontuk ki a gyarto
utasitasa szerint. Az RNS koncentracido mérését NanoDrop spektrofotométerrel végeztiik, az
RNS mindségét gélelektroforézissel ellendriztiik. Ezutan egy pg-ot a legjobb mindségii RNS
mintakbol kivettiink és a High-Capacity RNA-to-cDNAMasterMix segitségével cDNS-sé
alakitottuk a kvantitativ vizsgalatokhoz. Az RT-qPCR ampifikacidhoz az ABI StepOne
késziiléket ¢s a TagMan probat hasznaltunk. A vizsgalatokban a RPLP0O housekeeping gén

szerepelt, a génexpresszid szamitasdhoz a AACT modszert hasznaltuk.

Amiliz termelés mérése. A PTHSG és a huSMG sejteket a plasztik tenyésztéedénybe, illetve
a Transwell membranra valo kiiiltetés utan 72 o6ran keresztiil Hepato-STIM tapoldatban
inkubaltuk, majd mintat vettiink a tdpoldatbol — a Transwell membranra iiltetett sejtek esetén
kiilon a bazolateralis és kiilon az apikélis folyadék kompartmentbdl is. A mintdkban az amilaz
aktivitast Phadebas Amylase Test hasznalataval mértik. Az adatok 1 m® monolayerre lettek

normalizalva, mértékegysége U/l 1 ora alatt.

Rovidzarlati aram mérése. A transzepitelialis transzportfolyamatokat rovidzarlati aram (ls)

mérésével vizsgaltuk. A Transwell membranon létrejott konfluens monolayereket egy

modositott Ussing kamraba helyeztiik. A monolayerek bazolateralis és apikalis oldalat
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folyamatosan perfundaltattunk a kivalasztott sszetételli pufferoldattal, 2 ml/perc sebességgel.
A transzepitelialis potencialkiilonbséget (V) Ag/AgCl elektrodokon és agaroz-KCl hidakon
keresztiil mértiik. Az | mérése soran a transzepitelidlis potencidlkiilonbséget 0 mV-ra
allitottuk be (fesziiltségzar, voltage clamp). Az ehhez sziikséges aram mennyisége a
rovidzarlati aram. A fesziiltségzarat kozvetleniil a pufferoldatokba meritett Ag/AgCl
elektrodokkal hoztuk 1étre, az eclektrodok egy epitelidlis voltage clamp erdsit6hoz
kapcsolodtak. A rovidzarlati aram mérés soran a pozitiv I jelenthet a bazolateralistol az
apikalis oldal felé iranyuld anion dramlast vagy forditott iranyt (apikalistol bazolateralis fel¢)
kation aramlast is. Az agonistdk hatasat a rovidzarlati &ramra kiilonbség értékként abrazoltuk

(Alg), mely az agonista adasa utan mért csucs és az alapvonal k6zotti kiilonbséggel egyenld.

Statisztika. Az adatok formatuma: atlag + SEM. Az adatok normal eloszlasat
Kolmogorov—Smirnov teszttel vizsgaltuk. Az adatok Osszehasonlitasat varianciaanalizissel
kezdtiik, majd vagy Tukey post hoc tesztet vagy ha csak két csoportot kellett 6sszehasonlitani,
akkor Student-féle t-probat hasznaltunk. Ahol az adatok nem mutattak normalis eloszlast, ott
nem parametrikus teszteket hasznaltunk.

Szignifikancia szintek: *p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005.



EREDMENYEK

A felhasznalt sejtek és primer tenyészetek jellemzése, molekularis vizsgalata

A PTHSG ¢és a huSMG sejtkultura Hepato-STIM tépoldatban tenyésztve
mikroszkoposan a Par-C10 sejtekhez hasonlo, epitél jellegli sejtszigeteket hozott létre,
melyeket fibroblasztszeri vékony savok valasztottak el egymastol. A huSMG sejteknél a
kiiiltetést kovetd napokban a PTHSG-hez képest Iényegesen tobb nem, vagy csak részlegesen
letapadt sejtet, sejtaggregatumot figyeltiink meg, melyek a passzalasok soran fokozatosan
eltintek. A MEM tapoldatban tenyésztett sejteknél kezdetektdl tobb fibroblaszt jellegii sejtet
lattunk, melyek jelenléte fokozatosan dominanssa valt a tenyészetekben. A 4. passzalas utan
(3-4 hét elteltével) a fibroblaszt sejtek Hepato-STIM tapoldatban is fokozatosan tulnétték az
epitélsejteket.

A szoros kapcsolatok (tight junction) kialakulasaval 1étrejott zart, polarizalt monolayer a
normalis epitelidlis folyadék- és elektrolitszekrécid alapja. A transzepitelidlis rezisztencia
nemcsak a sejttenyészet folytonossagardl, hanem a paracellularis permeabilitasrél is képet ad,
mivel a kialakuld sejtkapcsolatok gatoljak az extracellularis ionmozgast. A Hepato-STIM
médiumban tenyésztett sejtek a membranra vald kiiiltetés utan 6-7 nappal érték el a TER
maximumat (PTHSG: 595493 Qcmz, n=55; huSMG: 622+117 Qcmz, n=45). Ez a novekedési
{item nagyon hasonl6 a Par-C10 (TER=2500-3000 Qcm2) és az HPAF (TER=500-700 Qcm?)
sejtekéhez. Ezzel szemben a MEM tapoldatban tenyésztett PTHSG ¢és huSMG sejtek
ellenallasa 200 Qcm’ alatt maradt. Ehhez hasonloan alacsony TER értékeket produkélt a
SMIE sejtvonal is (TER=150-180 Qcm?). A primer sejteknél a kondicionalt Hepato-STIM

médium hasznalata gyorsabb ndvekedést és magasabb TER értékeket eredményezett.



Az altalunk kivalasztott 6t kiilonboz6 marker fehérje mRNS expresszidjanak
valtozasat a sejtkultura kialakuldsa sordn qRT-PCR-rel vizsgaltuk. Az acinaris fenotipus
jellemz6é markerei, az AMY1A, az AQP5 és az NKCC1 (SLC12A2) a nativ nyalmirigy
szovetben valamint a PTHSG és a huSMG sejtkulturaban egyarant kimutathatd volt. A primer
sejttenyészetekben a teljes nyalmirigyhez képest az AMY1A ¢és az AQPS expresszidja ezred
részére csokkent, az NKCC1 mennyisége, bar nem ilyen kifejezetten, de szintén
szignifikdnsan lecsokkent. Ezzel szemben a sejtkultirdkban a duktalis markerként hasznalt
CLDN1 mennyisége szignifikinsan, a ENaC (SLC12A2) mennyisége pedig, bar nem
szignifikdnsan, de mérhetden nétt. A Transwell membranon tenyésztett sejtekben az AMY1A
expresszidja szignifikansan nétt, mig a CLDN1 expresszidja szignifikansan csokkent. Amilaz
aktivitds mind a plasztikon, mind a Transwell membrénon tenyésztett PTHSG és huSMG
sejttenyészeteknél kimutathatd volt. A Transwell membranra kiiiltetett sejteknél a plasztikhoz
képest a szekretalt amildz mennyisége €és az amilaz génjének expresszioja is szignifikansan
magasabb volt. A Transwell membranra iiltetett, polarizalt monolayerek esetén az amildz csak
az apikalis oldalon 1év6 folyadék kompartmentben volt detektalhatod, a bazolateralis folyadék
kompartmentben nem. Ez megerdsiti azt, hogy a Transwell membranon kialakult a polarizalt
sejtszerkezet. (huSMG: 742+214 U/l plasztikon ¢és 5022+£1682 U/l Transwell membran
apikalis oldalan; PTHSG: 568+193 U/I plasztikon, 3043+882 U/l Transwell membran apikalis
oldalén). Osszefoglalva tehat ezek az adatok arra utalnak, hogy az acinaris fenotipus, bar a
nativ nyalmirigyhez képest csokkent mértékben, de fennmaradt mind a PTHSG, mind a

huSMG sejteknél. A polarizacio soran a sejtek acinaris fenotipusa kismértékben erésodott.

Funkcionalis vizsgalatok

A SMIE sejtek nem képesek zart monolayer szerkezet kialakitdsara, mely az Ussing

kamréaban val6 vizsgalat alapvetd feltétele. A Par-C10 és az HPAF sejteknél a bikarbonat és



klorid jelenlétében, stimulacié nélkiil mért rovidzarlati &ram értéke meglehetdsen alacsony
volt (Par-C10: 1=1,01+0,27 pA/cm?, n=12; HPAF: 15:=0,84+0,28 pnA/cm® n=6). Apikalisan
adott 50 uM ATP hatasara (purinerg stimulacid) az ls kétfazisos emelkedést mutatott

(Par-C10 Al=2,3120,31 pA/cm? n=12; HPAF Al=3,35+0,85 pA/cm?, n=6).

A PTHSG ¢és a huSMG sejtkultiraban bikarbonatot és kloridot is tartalmazo6 pufferben,
stimulacid nélkil jelentds bazalis ionmozgast mérheté (lsc—=6 uA/cmZ). A klorid és a
bikarbonat elvonasa a bazalis aramot jelentdsen csokkenti, de teljesen nem sziinteti meg.
Azt feltételeztiik, hogy a fennmaradé ionaram a duktalis Na* reabszorpcié eredménye, mely a
duktusz sejtek apikalis oldalan talalhaté epitelialis natrium csatornan (ENaC) keresztiil megy
gatlas mellett a bazalis I 40-60%-kal csokkent, amikor ezzel egyidoben a HCO3 -0t ¢és a
Cl*-ot is elvontuk az oldatbol, az ionaram majdnem teljesen megsziint. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a bazalis ionaram részben a HCO3 ¢s a CI szekréciojabol, részben pedig a
Na® reabszorpciojabol tevodik Ossze, vagyis mind az acinaris, mind a duktalis transzport
mechanizmusok jelen vannak. A szekrécio stimulalasara harom agonistat vizsgaltunk: a
carbacholt, az ATP-t és a forskolint. A carbachol (CCh) a bazolateralisan elhelyezkedd
muszkarin receptoron keresztiil aktivalja az IP3/DAG jelatviteli Gtvonalat és intracellularis
kalcium szint ([Ca®*];) emelkedéshez vezet. Az ATP szintén az [Ca®*]i.t emeli, de az apikalis
oldalon 1évd purinerg receptorokon keresztiil. A forskolin pedig kozvetleniil aktivalja az
adenilat-ciklazt és igy a cAMP szintjét noveli a sejtekben. Vizsgalatainkban mind a 100 uM
bazolateralisan adott carbachol, mind az 50 uM apikalisan adott ATP szignifikansan novelte
szignifikansan nem valtoztatta meg. A legnagyobb stimulalo hatast az ATP eredményezte.

A beadast kdvetden 2 percen beliil az I egy csucsértéket ért el (kdzel 5 pA/cm?-es ndvekedés
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a bazalis aramhoz képest), majd lassanként visszatért a bazilis iondram mértékére az
ATP folyamatos applikacidja ellenére. A HCO;3; elvondsa Onmagidban nem, mig a
HCO; ¢és a CI egylittes megvonasa szignifikansan csokkentette az ATP hatdsat
(PTHSG: Als=2,8+0,8 uA/cmZ, n=5; huSMG: Al=1,6+0,7 uA/cmz, p<0,05, n=8). A kisérleteket
megismételtik az  ENaC  gatlasdval egyiitt is, az amilorid adasa az
ATP stimuldld hatasat szignifikdnsan csokkentette (PTHSG: Alg=34+0,6 pA/cn?, n=9;
huSMG: Alg=2,4+0,3 pA/em? p<0,05, n=5). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a purinerg
stimulacié mind az anion szekréciot, mind a natrium reabszorpciot fokozza. Egyedi Transwell
preparatumokon vizsgaltuk az ATP stimuldciora adott valasz mértéke és a membran
kozvetleniil a rovidzarlati aram mérés kezdete elétt mért TER értéke kozotti kapcsolatot. A
két érték csak gyenge kapcsolatban all egymassal, melynek oka az, hogy a TER érték a sejtek
kozotti sejtkapcsolo strukturak allapotardl €s igy a paracellularis permeabilitasrol ad képet,
ami kozvetleniil a transzcellularis aktiv transzport folyamatokat nem befolyésolja.

A bazolateralis oldal transzportereit a PTHSG kultaran vizsgaltuk. A kisérletek alapjat
munkatarsam, Bori Erzsébet altal végzett szemikvantitativ RT-PCR vizsgéalatok adtak.
Eredményei szerint az ENaC, az NKCCI1, az NBCI1, az NHEI1 ¢és az AE2 transzporterek
kimutathatok a nativ nyalmirigy szovethomogenizatumban, illetve a plasztik
tenyésztéedényben vagy Transwell membranon tenyészett PTHSG sejtekben is (a részletes
eredmények Bori Erzsébet , A zomancképzédés ¢és a nyalszekrécid epitelialis
transzportfolyamatainak jellemzése” cimii Ph. D. értekezésében olvashatdk). A bazolateralis
kloridion felvétel f& utjat, az Na'-K'-2CI" kotranszporter NKCC1-et szelektiven gatoltuk
100 uM bumetaniddal. Ha a puffer oldat HCO3-okat tartalmazott, akkor a bumetanid kezelés
sem a bazalis, sem az ATP altal stimulalt rovidzarlati &ramban nem okozott szignifikans
valtozast. Bikarbonationok hianyaban azonban a bumetanid kdzel 60 %-0S ls. csokkenést

eredményezett. Ezek az adatok arra utalnak, hogy az ATP-stimulacio eredményeként Iétrejott



iondram egy szamottevd része az NKCC1 miikodésétol fiiggetlen, viszont HCOj3™-fliggd
mechanizmussal keletkezik. A kisérletet megismételtilk 10 pM amilorid apikalis applikacidja
mellett is, hogy a mért Iy valtozasban az ENaC 4ltal medialt Na reabszorpcio ne jelenjen
meg. A bumetanid eldkezelés amilorid addsa mellett HCOs hidnyaban szignifikdnsan
csokkentette az ATP-re adott valaszt. Ez bumetanidra nem érzékeny, HCO3'-fliggd anion
szekrécié jelenlétére utal, mely jelenthet HCO3™ szekréciot vagy HCOj3™ fliggd Cl szekréciot
is.

A nyalmirigy acinusok bazolateralis oldalan van egy masodlagos kloridfelvételi ut is a
CITHCO; kicseréld (AE2), a Na'/H" kicseréld6 (NHE1) és a Na'/ HCOs kotranszpoter
(NBC1) részvételével. Ez a transzporter rendszer része lehet az eldzdekben emlitett
bikarbonatfliggd klorid szekrécids utvonalnak és egyben a bikarbonat bazolateralis felvételét
is biztosithatja. A kovetkezd kisérlet sorozattal azt vizsgaltuk, hogy van-e bikarbonat
szekrécid a PTHSG sejtekben, ezért a kisérleteket kloridmentes kozegben végeztiik. El6szor
szelektiv gatloszerekkel gatoltuk az NBCl-et (500 uM H,;DIDS) ¢és az NHEI-et
(30 uM EIPA), mely a bazalis Isc-t kb 20 %-kal csokkentette. Az ENaC gatlasa tovabbi I
csokkenést eredményezett, de az ionaram teljesen nem sziint meg. A kloridionok elvondsa
onmagaban az ATP hatésat szignifikdnsan nem csokkentette (Als=5,35+0,71; n=9
Cl'-tartalmt pufferben és Als=4,66+0,40; n=12 CI-mentes pufferben). Az EIPA és a H,DIDS
egyiittes addsa azonban az ATP altal létrehozott Alg-t kozel 50 %-kal csokkentette
kloridmentes oldatban. A bazolateralis gatloszerek és az apikalisan adott amilorid egyiittes
adasa gyakorlatilag teljesen megsziintette az ATP stimulacio hatasat. Ez arra utal, hogy az
ATP hatésara 1étrejovo aram jelentds része HCOj3™ szekrécid eredménye €s ez az utvonal a

kloridionok jelenlététol figgetleniil mikodik.
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KOVETKEZTETESEK

1.

2.

3.

4.

A PTHSG és a huSMG primer nyalmirigy kultarak csak Hepato-STIM tapoldatban
tenyésztve voltak képesek Transwell Clear membranon zart, polarizalt monolayert
létrehozni. A konvencionalis 0sszetételi MEM tapoldat sem a sejtkultura epitelialis
fenotipusdnak megtartdsdhoz, sem a zart monolayerek kialakulasahoz nem biztositott
megfeleld kornyezetet. A Hepato-STIM tdpoldatban tenyészett PTHSG és huSMG
sejtkultirak epitél jellegli sejtpopulacioja hasonlo tulajdonsagokkal rendelkezett. A
PTHSG sejtkultirdban a gyorsan letapadd mezenchimalis sejtek jelenléte ellenére is
képesek voltak epitelidlis fenotipust megjeleniteni. Ez arra utal, hogy a Hepato-STIM
tapoldat a tenyésztés sordn epitelidlis szelekciés faktorként —mikodott.
A tapoldat részleges cseréje és a kiméletesebb, szekvencialis emésztési protokoll tobb

¢letképes sejtet €s gyorsabb ndvekedést eredményezett.

Az alkalmazott izolalasi-tenyésztési metddus kovetkeztében a PTHSG és a huSMG
sejtkultura acinaris és duktalis tulajdonsagokat is mutatott. Az acinaris fenotipust
igazoldo markerek (AQPS5, AMY1A, NKCC1) expresszidja a nativ szovethez képest
szignifikansan alacsonyabb szinten, de az izolalt sejtkultaraban is kimutathatd volt. Az
izolalt sejtek képesek voltak amilaz szekréciora, ami szintén az acinaris jelleget
igazolja. A polarizalt monolayer szerkezet kialakulasa utdn mind az amilaz
génexpresszidja, mind az amilaz termelés fokozodott. A Transwell membranon
tenyésztett sejtek amildzt csak az apikalis folyadéktérbe szekretaltak, ami alatdmasztja

a polarizalt szerkezet 1étrejottét.

A SMIE sejtek nem voltak képesek zart, polarizalt monolayerek létrehozasara. Ezzel
szemben a Par-C10 és az HPAF sejtek Transwell membranra kiiiltetve konfluens,
polarizalt monolayert hoztak létre. Igy Ussing kamrdban vizsgalhato volt a sejtek

vektorialis elektrolitszekrécioja.

A Hepato-STIMben tenyésztett PTHSG és huSMG monolayerek képesek voltak

vektorialis elektrolittranszportra.
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a. A teljes transzepitelialis ionmozgast a bazolateralistol apikalis iranyba mutatd
HCOj3 és CI transzport és az apikalistol bazolaterélis irdnyba mutato Na*-aram
egyiittesen hozta létre.

b. A transzepitelidlis ionaram purinerg (ATP) és kolinerg (CCh) agonistak
hatdséra szignifikdnsan ndtt, ezzel szemben az intracellularis cAMP szintet
noveld forskolin addsa mérhetd Is: valtozast nem eredményezett.

c. A PTHSG sejtekben az ATP stimulalt anion transzport HCO3; mentes
kozegben csokkenthetd volt bazolateralisan adott bumetaniddal, CI" mentes
kozegben EIPA és HoDIDS egyiittes, bazolateralis applikaciojaval. Ez arra
utal, hogy a PTHSG sejtek bazolateralis membranjaban NKCCI1, NHE1 és
NBCI1 transzporterek mitkddnek.

Osszegezve a human szubmandibularis nyalmirigybdl izolalt PTHSG és huSMG

sejtkulturakbol 1étrehozott monolayerek képesek szabalyozott, vektorialis ionszekréciora, igy

alkalmasak a nyalmirigy miitkodés kétdimenzios modellezésére
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