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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACh
ADP
AE
AE2
Ag
AMY1A
AP
AQP
AQP1
AQP3
AQP5
AQPS
ATCC

ATP
ATP1A, B
Ad5
AdhAQP1

AAV2
BME

BL
CA
Ca2+
cCAMP
CaCC
CCh
cDNS

acetil-kolin

adenozin-difoszfat

anion exchanger; anion kicseréld

anion exchanger; anion kicseréld, 2-es altipus

ezust

amildz 1A altipus génjének neve

apikalis oldal

aquaporin, vizcsatorna

aquaporin, vizcsatorna, 1-es altipus

aquaporin, vizcsatorna, 3-as altipus

aquaporin, vizcsatorna, 5-0s altipus

aquaporin, vizcsatorna, 8-as altipus

American Type Culture Collection; Amerikai Tipusu Sejtkultara
Gyljtemény

adenozin-triszfoszfat

natrium-kalium ATP-azt kodolé gén neve

rekombinans adenovirus, 5-0s altipus

a human aquaporin 1 tipust vizcsatornat szallité virusvektor neve
génterapias eljarasnal

adeno-asszocialt virus, 2-es altipus

basement  membrane  extract;  extracellularis  matrix
komponenseket tartalmaz6 készitmény

bazolateralis oldal

karbo-anhidraz

kalcium ion

ciklikus adenozil-monofoszfat

kalciumion aktivalta kloridion csatorna

carbachol

komplementer DNS
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cisztikus fibrozis transzmembran konduktancia regulator
kalcitonin gén relacids fehérje

Klorid ion

claudin, 1-es altipus génjének neve

claudin, 4-es altipus génjének neve

szén-dioxid

komputer tomograf

diacil-glicerol

durva felszinli endoplazmas retikulum

sejttenyésztd tapoldat; Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
sejttenyészté  tapoldat;  Dulbecco’s  Modified  Eagle’s
Medium/Nutrient Mixture Ham F12 1:1 aranyu keveréke
dezoxi-ribonukleinsav

extracellularis

extracellularis matrix

etilén-diamin-tetraecetsav

epidermalis novekedési faktor

Engelbreth-Holm-Swarm szarkoma
5-(N-etil-N-izopropil) amilorid

epitelidlis natrium ioncsatorna

fotalis borjuszérum

fibroblaszt ndvekedési faktor

agglutinin masik neve

hidrogénion

human 1-es tipusu vizcsatorna
4,4’-diizotiocianatodihidrostilbén- 2,2’-diszulfonsav
bikarbonation

sejttenyésztd tapoldat; feldusitott Williams’ E tapoldat
4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav

egy emberi hasnyalmirigy adenokarcindmabdl izolalt sejtvonal neve
emberi nyalmirigy eredetii laktoperoxidaz

emberi nyalmirigy tumorbol 1étrehozott sejtvonal neve
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heparan-szulfat proteoglikan 2

emberi nyalmirigybdl izolalt primer sejttenyészet neve

human submandibular salivary gland; emberi szubmandibularis
nyalmirigybdl izolalt primer sejttenyészet neve

»A” szerotipusti immunglobulin

az SK4 kozepes konduktanciaji kalciumion aktivalta kalium
ioncsatorna

intensity-modulated radiation therapy; daganat sugarterapias eljaras
inozitol-triszfoszfat

rovidzarlati &rammennyiség

junctional adhesion molecule; a sejtkapcsold strukturakat felépitd
egyik fehérjecsalad

junctional adhesion molecule, A altipus

kalium ion

a maxi K (SLO) nagy konduktanciaju kalciumion aktivalta
kalium ioncsatornat kdédold gén neve

az IK1 (SK4) kozepes konduktanciaju kalciumion aktivalta
kalium ioncsatornat kodold gén neve

nagy konduktanciaju kalciumion aktivalta kalium ioncsatorna
sejttenyésztd tapoldat; Minimal Essential Medium
mieloperoxidaz

magneses magrezonancia képalkotés

hirvivé (messenger) RNS

mucin, 5B altipus

mucin, 7-es altipus

natrium ion

natrium-bikarbonat kotranszporter, 1-es altipus

ammonium ion

natrium-hidrogén kicserél6 (exchanger), 1-es altipus
natrium-hidrogén kicseréld (exchanger), 2-es altipus
natrium-hidrogén kicseréld (exchanger), 3-as altipus

natrium-kalium-2 klorid kotranszporter
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NKCC1 - natrium-kalium-2 klorid kotranszporter, 1-es altipus
NMDG* - N-metil-D-glukamin ion

Par-C10 — egy patkany parotisz acindris eredetli sejtvonal neve
PCR — polimeraz lancreakcio

PIP2 - foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat

PindlV - heparan-szulfat proteoglikan 2 IV. doménje

P1 — 1-es tipusu purinerg receptor

P2X — 2-es tipusu purinerg receptor, X altipus

P2Y — 2-es tipusu purinerg receptor, Y altipus

PGA - poliglikolsav

PGA/PLLA - poli-L-tejsavval bevont poliglikolsav

PKA - protein-kinaz, ,,A” tipus

PLLA - poli-L-tejsav

PTHSG - primary total human salivary gland; emberi szubmandibularis

nyalmirigybdl izolalt primer sejttenyészet neve

gRT-PCR — kvantitativ reverz-transzkriptaz polimerdz lancreakcio

RNS - ribonukleinsav

RPMI-1640 - sejttenyésztd tapoldat; Roswell Park Memorial Institut 1640

RT-PCR — reverz-transzkriptaz polimeraz lancreakcio

SCNN1A - az ENaC epitelialis natriumion csatornat kédold gén neve

SEM - standard error of the mean, az atlag szérasa

SGT — szubmandibuldris nyalmirigy transzfer

SK4 — az IK1 kozepes konduktancidju kalciumion aktivalta kalium
ioncsatorna

SLO — a maxi K nagy konduktanciaju kalciumion aktivalta kalium
ioncsatorna

SLC4A2 — anion kicser¢ld 2-es altipus (AE2)

SLC4A4 — natrium-bikarbonat kotranszporter, 1-es altipus

SLC9Al — natrium-hidrogén kicseréld, 1-es altipus

SLC9A2 — natrium-hidrogén kicseréld, 2-es altipus

SLC9A3 — natrium-hidrogén kicseréld, 3-as altipus

SLC12A2 — natrium-kalium-2 klorid kotranszporter, 1-es altipus
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egy anion kicseré¢lé génjének neve

patkany szubmandibularis nyalmirigy eredeti sejtvonal nev
Sjogren-szindroma

transzepitelialis ellenallas

kalciumion aktivalta kloridion csatorna

tight junction, sejtkapcsold struktira

uridin-triszfoszfat

uridin-difoszfat

vazoaktiv intesztinalis fehérje

transzepitelialis potencialkiilonbség

zonula occludinek; a sejtkapcsold struktirakat felépitd egyik
fehérjecsalad

zonula occludin 1-es altipus
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2. BEVEZETES

2.1 AZ EMBERI NYALMIRIGYEK SZERKEZETE

A nyalmirigyekben naponta kézel 1-1,5 liter nyal termelddik. Ennek tobb mint
90%-at a harom par nagy nyalmirigy termeli: a glandula sublingualis, a glandula
submandibularis és a glandula parotis (1. dbra). A fennmaraddé mennyiségért a
szajiregi nyalkahartyaban elhelyezkedd tobbszaz kisnyalmirigy felelés: a glandulae
labiales az ajkakban, a glandulae buccales a pofakban, a glandulae palatinae a
szajpadon illetve a nyelvben talalhaté Nuhn-Blandin, von Ebner és Weber mirigyek
[1-3].

i Parotis
¥4 kivezetdcsod

Parotis
(fultdmirigy)

Gl. sublingualis
nyelvalatti mirigy

Gl. submandibularis
allkapocs alatti mirigy

1. abra A nagy nyalmirigyek elhelyezkedése

(kép forrasa: http://www.tankonyvtar.hu, let6ltés ideje: 2016.04.23.)
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A nyalmirigyeket kotdszovetes tok veszi koriil és a mirigy allomanya
kotészoveti szeptumokkal elvalasztott lebenyekre tagolodik [2]. A nyalelvalasztas
alapegysége az acinus vagy végkamra, melynek két tipusat kiilonitjiik el a termelt
szekrétum szerint, a mucindzus és a szerézus acinusokat. A mucindézus acinusok
szekrétuma kis mennyiségii, stirii, a Szerozus acinusok ezzel szemben nagy mennyiségi
hig nyalat termelnek. A gl. parotis szerézus acinusokbol all, a szubmandibularis
nyalmirigyben az acinusok tobbsége (kétharmada) tisztan szerdzus, némelyiknél viszont
a kivezetdcso felé esd rész mucindzus szerkezetli, a félgdmbszerli vég pedig szerdzus.
Ez utobbi rész metszetben félhold alaku, ezek a Gianuzzi-félholdak. A gl. sublingualis
szintén kevert mirigy, kétharmad részben mucinozus végkamrakkal. A termelt nyal
fadgszeri halozatot alkotd kivezetd csdrendszeren, a duktuszokon keresztiil jut a
szajliregbe [2]. Az acinusokat acinus sejtek, a duktuszok falat pedig duktusz sejtek
alkotjak. Az acinusokat ¢és a duktuszok kezdeti szakaszat (ductus intercalaris) mioepitél
sejtek veszik kortl (2. abra). Ezek 6sszehuzodasa segiti a nyal iirtilését a végkamrakbol.
A duktusz rendszer késobbi szakaszai (ductus striatus, ductus excretoricus) nem csak az

elvezetésben vesznek részt, hanem modositjak is a nyal osszetételét [3, 4].

Acinus i Ductus i Ductus striatus
intercalaris

Mioepitél
sejtek

2. abra A nyalmirigy végkamra és a kivezet6é csérendszer kezdeti szakasza

(az eredeti, angol nyelvii kép forrasa: www.parotidmd.com, let6ltve: 2016.03.24)
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2.2 AZ EPITELIUM SZERKEZETE

Az epitélium egy vékony hamréteg, mely az emberi szervezetben szamos helyen
megtalalhatd. Epitélium hatarolja el a testnedveket a kiils6é kornyezettdl
(pl.: gasztrointesztinalis traktus) és a kiilonbozé folyadéktereket egymastol (pl.: vese
kivalasztd milkodése). Az epitélsejtek a vékony (30-70 nm vastagsagi) membrana
basalishoz rogziilnek, melynek f6 alkotdi a IV. tipusu kollagén, a fibronektin és a
laminin. A membrana basalis valasztja el a hamréteget az alatta 1év6 kotdszovettol.
A sejtek bazalmembran felé esé oldalat bazolateralis (BL), lumen felé es6t pedig
apikalis (AP) oldalnak hivjuk. A bazolateralis és az apikalis plazmamembranban a
membrandsszetevok, a transzporterek €s az enzimek kiillonbozoképpen oszlanak el
(Id. a 2.3.1. fejezetben) [5].

Az epitélium feladata megakadalyozni, hogy 1étfontossagl ionok, metabolitok és
viz vesszen el a szervezetbdl vagy karos anyagok, mikroorganizmusok juthassanak be
oda, ezt barrier funkcionak nevezziik. Ugyanakkor a szervezet miikddése szempontjabol
alapvetd, hogy szelektiv transzportfolyamatok altal a karos anyagok kijussanak, a
tapanyagok pedig bekeriiljenck a keringésbe, ez szintén az epitélium feladata.
A transzport megvalosulhat a sejteken at (transzcellularis transzport) €s a sejtek kozotti
sejtkapcsold strukturan, a junkcionalis komplexen keresztiil (paracellularis transzport)
[5]. A junkcionalis komplex (3. dbra) f6 alkotdelemei a fokalis adhéziok, a gap
junction, az intermediate junction (zonula adherens), a dezmoszdéma (macula adherens)
és a szoros kapcsolat (tight junction vagy zonula occludens) [6]. A fokalis adhézidkat
alkotd integrin fehérjék az extracellularis matrix (ECM) és a sejt kozott teremtenek
kapcsolatot, ezzel nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a jelatviteli folyamatokban [7],
a génexpresszid szabalyozasaban ¢és igy a sejtadhézid, migracié és a sejtdifferencidcio
soran is [8]. A gap junctiont alkotd connexin fehérjék egy kb. 2 nm atmérdjii csatornat
(connexont) hoznak létre a szomszédos sejtek citoszolja kozott. A gap junction szerepe
az excitabilis sejtekben (pl. neuronok, sziv- és simaizom sejtek) alapvetd fontossagu.
Az intercellularis csatorndk nemcsak a szinaptikus transzmisszidt gyorsitjak, hanem
kisebb sejtcsoportok Osszehangolt miikddését is lehetdvé teszik a csatorndkon
keresztiili, gyors ionaramlds révén. A gap junction jelenléte a tobbi szdvetben is

elengedhetetlen. A citoszol kapcsolat segitségével a szomszédos sejtek képesek
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kompenzalni egy kisebb teriiletet érinté atmeneti tdpanyag hianyt vagy akér egy olyan
szomatikus mutaciot is, melynek kdvetkeztében egy érintett sejtbdl valamelyik fontos
metabolizkus enzim hianyzik [9]. A gap junction jelenléte a normal nyaltermeléshez is

elengedhetetlen, de ennek molekularis részletei még nem ismertek [10].

3. dbra A junkcionalis komplex [11]

(az eredeti, angol nyelvii dbra forrasa: www.nature.com, letltve 2016.03.24)

A zonula adherens ovszerien fut korbe a sejten az apikalis oldalhoz kozel, a
dezmoszoma pedig foltszertien helyezkedik el [5]. Elsédleges feladatuk a sejtek
mechanikai rogzitése egymashoz, de a zonula adherens alkotbelemei, a cadherinek
fontos szerepet jatszanak a nyalmirigy morfogenezisében is [12].
A tight junction (TJ) szintén az apikalis harmadban talalhato, vékony 6vként veszi
korbe a sejteket. A korkoros rogzitésen til a tight junction tébb fontos feladatot lat el:
- megakadalyozza a sejtmembranban a membranfehérjék oldalirdnyt mozgésat,
igy elsédleges szerepe van a polarizalt sejtfelépités megtartasaban [11, 13],
- meghatarozza az epitélium ateresztoképességét, a paracellularis permeabilitast.
Ez alapjan elkiilonitjiik a szorosan zard, ,tight” epitéliumot és a szivargo,

,leaky” epitéliumot [5],
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- a paracellularis barrier szerepe révén fenntartja a szelektiv transzepitelialis ion
gradienst, ami elengedhetetlen az epitelialis transzport folyamatokhoz [14].

A tight junction felépitésében tobb transzmembran fehérjecsalad vesz részt, a claudinok,
occludinok és a JAM-ek (junctional adhesion molecules). A human nyalmirigyekben a
claudin-1, -2, -3, -4, -5, -7, -11, -16, az occludin és a JAM-A jelenlétét mutattak ki [6].
Bar a tight junction az utobbi években intenziv kutatas targya, az egyes alkotoelemek
szerepérdl ma még foként allati eredetii sejtvonalakon végzett kisérletekbdl szarmaznak
adatok. A nyalmirigyekben eléfordulo TJ fehérjék lokalizaciojat és feltételezett szerepét
az 1. tablazat foglalja Ossze. A tablazat Baker 2010-es attekintd cikke [6] alapjan
késziilt, kiegészitve az Gjabb kutatasi eredményekkel.
A claudin-1 (CLDN1) szerepe kritikus a TJ felépitésében. Egy tanulmany szerint a
claudin-1 hianyaban a kisérleti allatok (CLDN1 knock out egerek) 1 napos korukban
elpusztultak [15]. A CLDN1-et el6szor csak a duktusz sejtekben tudtak kimutatni mind
patkany nyalmirigyben [16], mind human kisnyalmirigyekben [17], az acinusokban és a
nagy nyalmirigyek duktuszaiban nem. Késdbbi vizsgalatok mar detektaltdk emberi nagy
nyalmirigyek duktusz sejtjeiben, sot, szerdézus acinusaiban is [18]. A TJ a sejt
citoszkeletonjaval is 6sszekottetésben van egy fehérjecsalad, a zonula occludinek (ZOs)
tagjai révén. A human nagy nyalmirigyekben a ZO-1 kimutathaté az acinusokban,
duktuszokban és az endothel sejtekben is [18]. A ZO-1 citoplazmatikus fehérje, mely
kapcsolatban all a TJ fehérjékkel (occludin, claudin-16, JAM-A) és az aktin
citoszkeletonnal is [19, 20]. A ZO-1-et jelenleg a nyalmirigy differenciacio egyik

legfontosabb markereként tartjak szamon [21].
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1. tablazat A tight junction felépitésében részt vevo fehérjék
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Eléforduldsa humadn

nagy nydlmirigyekben

Eléforduldsa human kis

nydlmirigyekben

Feltételezett szerepe

CLAUDIN-1

CLAUDIN-2

CLAUDIN-3

CLAUDIN-4

CLAUDIN-5

CLAUDIN-6
CLAUDIN-7

CLAUDIN-11

CLAUDIN-16

OCCLUDIN

JAM

szerdzus acinus [18],

duktusz [16]

acinus, duktusz

acinus, duktusz

acinus, duktusz

acinusok és duktuszok

korili endotél sejtek

duktusz [17]

acinus, duktusz

acinus, duktusz

sejtpolaritas megé6rzése,
»zar”: paracellularis
permeabilitas n6

»nyit”: paracellularis
permeabilitas csokken
sejttipustol fligg
paracellularis barrier
funkcié szabalyozasa [22,
23]

tdpanyagok transzportja a

vér és a nyalmirigy kozott

csak magzati korban van jelen, feln6tt szovetben nem kimutathaté
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2.3 ANYALELVALASZTAS MECHANIZMUSA

A nyéalmirigyekben az elektrolit- viz- és fehérje szekrécid {6 szintere az acinus.
A szekrécid két fazist: az acinus sejtek altal termelt primer, izozmotikus szekrétum a

duktusz rendszerben athaladva modosul, igy alakul ki a végsd, hipozmotikus nyal [25].

2.3.1 ELEKTROLIT- ES VIZTRANSZPORT

Az acinusokban a viz két utvonalon at jut a lumenbe: paracellularisan a
junkciondlis  komplexen ¢és transzcellularisan az  epitélsejteken  keresztiil.
A viztranszport - akdr paracelluldris, akar transzcellularis - passziv folyamat.
A nyalszekrécio soran a lumenbe szekretdlodott elektrolitok ozmotikus gradienst
alakitanak ki a lumen ¢és az intersticium kozott, a viz mozgédsanak ez a gradiens a
hajtoereje [26]. A transzcellularis transzport Gtvonal meghatarozo elemei az aquaporin
vizcsatornak [27]. Az aquaporinoknak (AQP) a nyalmirigyben tobb tipusa mutathat6 Ki:
az AQP1 az endothel sejtekben, az AQP3 az acinaris sejtek bazolateralis
membranjaban, AQPS az acindris sejtek luminalis membranjaban lokalizalodik, mig az
AQP8 a mioepitél sejtekben talalhaté [27-29]. A nyalszekrécido szempontjabol
kiemelkedé fontossagii az AQPS5 vizcsatorna [29]. AQP5 hianyaban egereknél a
nyaltermelés drasztikus, akar 60%-0s csokkenését figyelték meg [30, 31]. A duktuszok
fala a viz szempontjabdl atjarhatatlan [13].

Az elektrolit szekrécid6 ezzel szemben aktiv, energiaigényes folyamat.
Az acinussejt bazolateralis membranjaban 1évé Na'/K* ATPaz az ATP bontasabol
szarmaz6 energia felhasznaldsaval 3 natriumiont pumpal ki a sejtbdl és cserébe
2 kaliumiont visz be. A kloridionok az igy kialakult relativ magas extracellularis
Na* koncentraciot kihaszndlva a bazolateralis membranban 1évé elektroneutralis
Na*/K*/2Cl- kotranszporteren (NKCC1) keresztiil Iépnek be a sejtbe [32, 33].
A kalium ionok a bazolaterdlis membranban lokalizalédd6 magas konduktanciaja
maxi K vagy SLO1 valamint a kozepes konduktanciaju 1K1 vagy SK4 csatornan
keresztiil recirkulalnak az intersticiumba. Az SK4 Ca?*-aktivalta, a maxi K pedig Ca?*

és fesziiltségfiiggd uton is nyilik. Knock-out egereken végzett vizsgalatok szerint a
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nyalszekrécio csak a két csatorna egyiittes hidnyaban csokken le, mely arra utal, hogy a
mikodésiik egymastdl fiiggetleniil is képes biztositani a K* kidramlasat a sejtbol
[34, 35]. Létezik egy masik bazolateralis kloridfelvételi ut is, mely két anitporter, a
Na*/H* kicserélo (NHE1) és a CI/HCOz3 Kkicserélé (AE2) koordinalt mikodésével
valosul meg [4, 32, 33, 36]. Az ioncseréhez sziikséges H" és a HCOs™ ionok forrasa
egyrészt az intersticiumbol bediffundalé COz, melyet a karboanhidraz enzim (CA) viz
segitségével szénsavva alakit. A szénsav ezutan spontan disszocial H" és a HCOs
ionokra [37]. Allatkisérletes modellek szerint a bikarbonat ionok a bazolateralis
membranban lokalizalodo Na*/HCOs kotranszporter (NBC1) utjan is bejuthatnak a
sejtbe [38-43]. Az NBC1 miikddése human szévetekben még nem tisztazott [33, 44].
Az NKCC1 knock-out egereken végzett kisérletek azt mutatjak, hogy a kloridfelvétel
70%-aért az NKCC, mig 30%-aért a bikarbonatfiiggd itvonal a felelés [45]. Az apikalis
oldalon a kloridionok egy Ca?* aktivalta klorid ioncsatornan (CaCC) keresztiil 1épnek a
lumenbe. A csatornait a TMEM16A gén kodolja [46-48]. A K* bazolateralis és a CI°
apikalis tdvozasa kovetkeztében a lumen az intersticiumhoz képest erésen negativ
toltésiivé valik. Ez a hajtoereje a Na* ionok passziv, paracellularis transzportjanak

[4, 44]. (4. abra).

BAZOLATERALIS OLDAL
Co, K* Na* Na*K*Cl  HCO; Na* Na* cr
4 ]lzfg | NBC1 NHE1 AE2 M g o
ATP ADP+P

H* HCO5 K*
N / ’/

CO+H,0 = H,C0; = H++HCOs

Cl- HCO5 ? cr
HCO5™
— & g z
M 5 3 AQP5

APIKALIS OLDAL o

4. abra Az nyalmirigy acinus transzporterei (sajat abra) NKCC1: 1. tipust Na*-K*-2CI- kotranszporter,
NBCI1: 1. tipusa Na*-HCOs kotranszporter, NHEL1: 1. tipusi Na*-H*-kicserél6, AE2: 2. tipust anion
Kicseréld, SK4 és SLO: Ca?* aktivalta K* csatorna, AQP3, 5: 3. és 5. tipusu vizcsatorna, CFTR: cisztikus

fibrdzis transzmembran konduktancia regulator, CaCC: Ca?* aktivélta Cl csatorna
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A primer szekrétum a duktusz rendszerben modosul: a Na* és a Cl” visszaszivasa
és a K* ionok szekrécidja kovetkeztében a végsd nyal hipozmotikus, kalium tartalma a
plazmaénal magasabb [32]. A pontos iondsszetétel a nyal aramlasi sebességétol fiigg:
nem simulalt allapotban a reabszorpcid tokéletesebb, a végsd nyal hipozmotikusabb

lesz, mig a stimuldlt nyal (pl. étkezésekkor) Osszetétele jobban hasonlit a primer

szekrétuméra [4].

BAZOLATERALIS OLDAL

K+ Na+* I Na*
| ed)

YA ) N[
ATP ADP+P ,J,,\_/, o o
Na+

H* HCO; K+ K* HCO; K*

§ }/(Hl%f g PAT1 9 —
o (o] @
Na:  Na* a o i

APIKALIS OLDAL

5. abra A nyalmirigy duktusz transzporterei (sajat abra) NHEL, 2, 3: 1., 2., 3. tipusu Na*-H*-kicserél6,
ENaC: epitelialis natriumion csatorna, CFTR: cisztikus fibrézis transzmembran konduktancia regulator,

PAT1: CI/HCOs kicseréld; SLO: Ca?* aktivalta K* csatorna

A duktuszsejtek bazolateralis oldalan 1évé Na*/K* ATPaz a natrium ionok
eltdvolitasat végzi a sejtbdl, egyben biztositja az alacsony intracelluldris natrium
koncentraciot, mely az apikalis oldalon 1évé transzporterek miikodéséhez sziikséges [4].
Egér és patkany nyalmirigyhez hasonléan az emberi nyalmirigyben a duktusz sejtek
apikalis oldalan kimutathato az NHE2/NHE3 Na/H" kicserélok és epitelialis natrium
ioncsatorna, az ENaC; mig a bazolateralis oldalon kimutathaté az NHEL
Na'/H* kicserél6 jelenléte. [33, 42]. Egereken végzett knock-out vizsgalatok azonban
azt mutatjak, hogy a Na* reabszorpcié az ENaC csatornan keresztiil valosul meg, a
Na*/H* kicserélék szerepe egyel6re nem tisztazott [49]. A kloridionok visszavétele a

CFTR (cisztikus fibrozis transzmembran konduktancia regulator) csatorna és egy
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CI/HCOz kicserélé, a PATL (Putative Anion Transporter, melyet az SLC26A6 gén
kodol) 6sszehangolt mukodésével jon létre. A CFTR-nek ezen tilmenden Osszetett
szabalyoz6 szerepe is van [49-51]. Az apikalis oldalon harom kalium transzporter is
kimutathato: egy K*/H* kicseréld, egy K*- HCO3™ kotranszporter és a SLO csatorna.
Bar a kalium szekrécio részleteiben nem ismert, a jelenlegi adatok szerint az SLO
csatornanak kiemelt szerepe van a szekrécioban [52] (5. dbra).

Szinte mindegyik transzporternek tobb elnevezése ismert. Az egységes
nomenklatura a fehérjét kodold gén neve alapjan alakult ki, de sok esetben inkabb a
mechanizmusra utal6 név (pl. kotranszporter, kicseréld, stb) a hasznalatos. A 2. tablazat
transzporterek kiilonbozo elnevezéseit, lokalizaciojat és feltételezett szerepét foglalja

0ssze.

erer

Roviditések a ,,Lokalizacié” oszlopban: A=acinus, D= duktusz, BL=bazolateralis membran, AP= apikalis

membréan
GEN NEVE EGYEB NEV FUNKCIO LOKALIZACIO
ATP1A, B Na*/K* ATPaz A:BL; D: BL
CFTR CFTR Osszetett, lasd a D:AP
szOvegben
KCNN4 IK1, SK4 kalium csatorna A: BL
KCNMA1 SLO1, maxi K kélium csatorna A: BL; D: AP
SCNN1A ENaC D: AP
SLC4A2 AE2 anion kicserélo A:BL
SLC4A4 NBC1, NBCel Na*-HCOskotranszporter A: BL
SLC9A1 NHE1 Na*/H* kicseréld A: BL
SLC9A2 NHE2 Na*/H* kicseréld D:BL
SLC9A3 NHE3 Na*/H* kicseréld D: AP
SLC12A2 NKCC1 Na*-K*-2CI A: BL
kotranszporter
SLC26A6 PAT1 CI/HCOs" kicseréld D: AP; A?
TMEMI16A Ca?* akt. Cl-csatorna A: AP
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2.3.2 PROTEIN SZEKRECIO

A nyaélban lévoé fehérjék (amildz, lizozim, IgA, mucin, stb) nagyrészt a
nyalmirigyekbdl szarmaznak. Legnagyobb mennyiségét az a-amilaz teszi ki, ennek
70%-at a parotisz szerozus végkamrai termelik. A szerézus acinusokban termelddik az
antimikrobalis védelemben szerepet jatszo6 fehérjék, enzimek legnagyobb része, a
mucinézus végkamrak f6 terméke pedig a mucin (a fehérjék élettani szerepérél az 2.4.
fejezetben lesz sz0). A nyalmirigy sejtekben a fehérjék termelése folyamatos és a sejten
beliil vektorilis transzporttal jutnak a termelés helyétdl, a durva felszinli endoplazmas
retikulumbol (DER) a lumenig. A DER-bdl a Golgi-komplexbe keriilnek, ahol szamos
poszttranszlacids modositason mennek keresztiil. Ezutdn a szekrécios granulomokban
(zimogén szemcsék) tarolodnak, mig a megfeleld idegi stimulacié hatdsara exocitozissal

tiriilnek az apikalis oldalon a lumenbe [4, 44].

2.3.3 ANYALSZEKRECIO SZABALYOZASA

A kis nyalmirigyek folyamatosan, az idegi szabalyozéastol Ilényegében
fiiggetleniil szekretalnak. A nagy nyalmirigyek viszont paraszimpatikus és szimpatikus
beidegzéssel is rendelkeznek [4].

A paraszimpatikus stimulacid nagy mennyiségii, hig nyal termeléséhez vezet. Az
acetil-kolin (ACh) az acinus sejtek bazolateralis oldalan muszkarin receptorokhoz kot.
A muszkarin receptor G-fehérjékhez kotott, a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP2)
hidrolizisével masodlagos hirvivd molekuldkat, inozitol-1,4,5-triszfoszfatot (IP3) és
diacil-glicerolt (DAG) hoz 1étre. Az IP3 kalciumot szabadit fel az endoplazmas
retikulumbol, a megemelkedett intracellularis Ca®" szint hatisira pedig nyilnak a
bazolateralis oldalon a Ca?' aktivalta K* csatorndk és az apikalis oldalon a
Ca?* aktivalta CI” csatorna. A bazolaterdlis K* kidramlas hatdsara a sejt belseje negativ
toltéstivé valik. Ez gyorsitja az apikalis oldalon az anionok leadasat a lumenbe, ami
bazolateralisan 1év6 CI/HCOs és Na*/H" antiporterpar és a Na*™-K*-2Cl" kotranszporter

mikodését [53, 54] és meginditja az AQPS5 aquaporinok beépiilését az apikalis
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plazmamembranba [55]. Ugy tiinik, a muszkarinerg stimulacié a paracellularis
transzport folyamatokat is szabalyozza. A muszkarinerg agonista carbachol hatdsara
csokken a claudin-4 (CLDN4) mennyisége a membranban ¢és csokken a CLDN-4
expresszidja is. Ennek eredményeképpen pedig fokozodik a paracellularis permeabilitas
[22, 23].

A szimpatikus stimulacié kovetkeztében kis mennyiségli, de magas fehérje
tartalmul, viszkozus nyal termelddik. Ez B-adrenerg receptorokon keresztiil valosul meg,
mely fokozott adenilat-ciklaz aktivitashoz és igy a sejten beliil a ciklikus adenozin-
monofoszfat (CAMP) szint ndvekedéséhez vezet. A cAMP szint novekedése aktivalja a
protein-kinaz A-t (PKA), ez pedig egy foszforilacios utvonalon fokozza a szekrétoros
granulumok exocitozisat és igy a fehérje szekréciot. A cAMP szint ndvekedésével
hatnak mas neuropeptidek is, igy példaul a VIP (vazoaktiv intesztinalis fehérje) vagy a
CGRP (kalcitonin gén relacios peptid) is. [26] A kétféle stimulacido nem fliggetlen
egymastol. A szimpatikus stimulus hatasara is szekretdlodik folyadék és a
paraszimpatikus hatds is kivalt valamennyi fehérje termelést [4]. Allatkisérletes
modellekben fény deriilt arra, hogy a PKA foszforilalja az IP3 receptorat €s ezzel ndveli
az érzékenységét, a megemelkedett kdlcium szint pedig Ca®*-érzékeny adenilat-ciklaz
(adenilat-ciklaz 8) utjan ndveli a cAMP-szintet [26].

Az extracellularis adenozin vegyliletek esetleges szabalyozd szerepét
Szent-Gyorgyi Albert és munkatarsai mar 1929-ben leirtak [56]. Azéta fény deriilt arra,
hogy a purinerg szabalyozis fontos szerepet tolt be a példaul a vesében,
légzdrendszerben, a gasztorintesztinalis traktusban, a majban, a hasnyalmirigyben ¢és az
nyalmirigyekben is [57-59]. Az ATP extracellularis térbe valo kilépése vezikularis és
nem vezikularis transzporttal is megvaldsulhat. A vezikuldris transzport folyamatat
el6észor idegsejteken irtak le, de nem excitabilis sejteken is megfigyelheté [60].
A neuronokban az ATP szekrécids vezikulakban tarolodik igen magas, 100 mM-0s
koncentracioban. Megfelel6 idegi vagy agonista stimulus hatdsara ezekbdl a
vezikulakbol (mdas neurotranszmitterekkel, pl acetilkolin, noradrenalin, VIP egyiitt)
exocitozissal {irlil szinapszisokba [60, 61]. A nem vezikularis transzport alapja, hogy a
sejtek citoszoljadban az ATP 3-10 mM-os koncentracidban van jelen, mig extracelluléris
koncentracidja a nanomolos tartoméanyba esik. Ez a kiilonbség olyan kémiai gradienst

teremt, ami lehetévé teszi az ATP kiaramlasat nagy ateresztd képességli csatornakon
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keresztiil [62]. Bar az ATP leadas és a CFTR mikodése kozott nagyon szoros az
Osszefliggés, jelenleg ugy tlinik, hogy nem a CFTR miikédik ATP-csatornaként, hanem
a CFTR szabalyozé molekulaként van jelen és stimulalja mas csatornak miikodését [63,
64], illetve ABC (ATP binding cassette) fehérje révén maga is képes lehet ATP
transzportra, nem konduktiv modon [58, 65]. Az ATP leadasban részt vevo
transzporterek molekularis azonositasat neheziti, hogy gy tinik, sejttipusonként mas és
mas mechanizmus dominal az ATP leadasaban [58]. A vezikularis transzport gyorsabb,
intenzivebb valaszt eredményez, fOként, hogy a vezikuldk maguk is tartalmazhatnak
ATP-csatornakat, igy a két mechanizmus kombinalodhat [66]. Az ATP az intercellularis
kommunikécioban is részt vesz a connexinek altal létrehozott csatorndkon keresztiil
[67].

A purinerg receptorok két fo tipusra oszthatok: az adenozin vegyiiletek altal
aktivalt P1 receptorokra (adenozin receptorok) és a P2 receptorokra, melyeket
elsésorban az ATP, ADP, UTP és az UDP aktival. A P1 receptorok négy altipusa van,
az Al, A2A, A2B ¢és A3, melyek G-fehérjéhez kotott jelatviteli utakon keresztiil hatnak.
A P2 receptorok két tovabbi altipusra oszthatok: a P2X és a P2Y receptorcsaladra. A
P2X receptoroknak 7 altipusa ismert (P2X1-7), a P2Y-nak pedig emberi szovetekben 8
altipusa mutathato ki a P2Y1, 2, 4, 6, 11-14 [68]. A P2X Iényegében egy nem szelektiv
kation csatorna, melyet az extracellularis ATP aktival. Képes kozvetleniil, Ca®*
csatornaként mitkddve névelni az intracellularis Ca?* szintet, a kationok bearamlasat
kovetd depolarizacio pedig nyitja a fesziiltségfiiggd csatornakat. A P2Y receptorok
pedig nagyrészt G-fehérjéken keresztiil, a PLC-IP3-DAG jelatviteli utvonalon at, az
intracellularis Ca?" szint novelése Utjan hatnak [58]. A P2Y1 altipus azonban
kozvetleniil aktivalja az adenilat-ciklazt [69].

Patkany és emberi parotisz sejteken végzett vizsgalatok alapjan ugy tinik, a
nyalmirigyekben az ATP 4ltal kivaltott [Ca*]i szint novekedés elsésorban P2X

receptorokon keresztiil valosul meg [70].
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2.4 ANYAL ELETTANI SZEREPE

A nyal elengedhetetlen szerepet jatszik a taplalkozasban és az egész szdjiireg
védelmében. A nyal a taplalkozas soran eldsegiti a falat képzddését és nedvesen tartasat,
a ragast és az izlelést, a benne 1évé emésztéenzimek (amildz, lipaz) révén megkezdi a
taplalék emésztését [71].

A nyal legnagyobb részét (98%-at) viz alkotja. Ennek moso-tisztitd hatdsa a
szajliregi védelemben fontos szerepet tolt be. A nyélban oldott ionok egy részének o
feladata a viztranszport biztositasa (klorid, natrium, kalium), mig a bikarbonat ionok a
nyal elsédleges puffer rendszerét biztositjak. Ez a puffer rendszer képes a kiviilrdl (étel,
ital) vagy beliilr6l (reflux) érkezd savas hatdsok ko6zombositésére, a fogak
szempontjabol otpimalis pH (pH=5,6) visszaallitasara. A fogzomanc ennél savasabb
kozegben demineralizalodik, vagyis kalcium és foszfat oldodik ki beldle, mig a
helyreallt pH tartomanyban a remineralizacios folyamatok keriilnek talsulyba [4].

A nyalmirigyek altal termelt glikoproteinek, a mucin és az agglutinin kettés feladatot
latnak el. A mucinok egyik tipusa, a MUCS5B erés vizmegkoto képességili, nagyméretii
glikoprotein, ez a fo Osszetevoje a szajliregi nyalkahartya epitéliumat borité viszkozus
anyagnak, mely védi az epitéliumot a mechanikai sériilésektdl, savas hatdsoktol és a
virusok, baktériumok vagy gombak direkt karositd hatasaitol is [72]. Az MUC7 mucin
viszont kisebb és masképp vesz részt az antimikrobalis védelemben [73]. Az MUC?7 és
az agglutinin (mas néven Gp-340) tobbféle Streptococcus faj felszinéhez képes kotddni
(pl. S. mutans, S. salivarius, S. sanguis), igy gatoljak a kolonizaciot és elésegitik a
baktériumok fagocitozisat [71]. A szajiiregi védelemben az immunoglobulinok koziil az
IgA tipus jatssza a legfobb szerepet. A nyéalban az IgA dimer formaban van jelen,
amelyet szekrétoros IgA-nak (s-IgA) hivnak. A s-IgA képes komplexet képezni az
agglutininnel, igy egymas hatasat erdsitik a korokozok eltavolitasaban [4].

A cisztein proteindz inhibitorok (cisztatinok), szerin protedz és metalloprotedz
inhibitorok a mikroorganizmusok altal termelt vagy a szervezet immunvalasza soran
termelddott proteolitikus enzimek hatdsat kozombositik, ezen kiviil kozvetlen
antiviralis, antimikrobialis hatassal is birnak. A szerin-proteazok segitik a sebgyodgyulast

is. A kitindz egyes gombafajok sejtfalat bontja, a lizozim pedig nemcsak a baktériumok
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sejtfalat képes megbontani, de a baktériumokban 1évé autolizineket is aktivalja. A
laktoperoxidaz forrasa lehet a nyalmirigy (ez a HS-LPO, human salivary
lactoperoxidase) €s a szdjliregi polimorfonukledris sejtek is (MPO, myeloperoxidaz).
Ez az enzim a tiocianat oxidéaldsaval hypotiocianatot, egy rendkiviil erds antibakterialis
anyagot hoz létre. A laktoferrin megkoti a vasat, igy gatolja a baktériumok és gombak
novekedését. Ezen kiviil aktivalja a leukocitakat €s ezaltal fokozza a citokin termelést.
A hisztatinok gombak elleni hatasa kiemelkedd (kiilonosen a Candida fajok ellen), de
egyes tipusai proteinaz inhibitorként is miikodnek, mig masok a citokin termelést

gatoljak [4, 71].

2.5 ANYALELVALASZTAS CSOKKENESE, HYPOSALIVATIO ES XEROSTOMIA

A szajszarazsagtol (xerostomia) szenvedd paciensek leggyakoribb panaszai a

kovetkezok:

- evési, izérzékelési zavarok (dysgeuisa),

- nyelési nehézségek (dysphagia),

- beszéd nehezedik, nyelv a szajpadlashoz tapad,

- gyakori — féként éjszakai — vizivas,

- kivehet6 fogpotlasok viselése kényelmetlenné, fajdalmassa valik,

- erds szajszag (halitosis),

- anyelv fajdalma (glossodynia),

- ég0 érzés, gyulladas a szajnyalkahartyan (mucositis),

- akjak gyulladésa, berepedése (cheilitis),

- anyalmirigyek megnagyobbodasa, fajdalma, gyulladasa (sialadenitis),

- gyakori szdj- és garatfertdzések (kiilonosen Candida infekciok),

- nb a fogszuvasodas és a fogagybetegségek gyakorisaga .

A xerostomia szubjektiv tiinetegyiittes, mely nem mindig jar egyiitt a
nyaltermelés csokkenésével (hyposalivatio). A nyalmirigy miik6désétol fiiggetlen okok

lehetnek példaul neurologiai vagy szenzoros diszfunkcidk, a szdjlégzés vagy a
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kiszaradas is. Gyogyszerek mellékhatasaként is jelentkezhet szdjszarazsag érzés a
nyaltermelés csokkenése nélkiil. Tényleges hyposalivatiot okoznak tobbek kozott
bizonyos gyogyszerek, autoimmun betegségek, foként a Sjogren-szindroma, és a fej-
nyaki daganatok sugarkezelése.

A gyb6gyszer okozta formak (pl. H1 antihisztaminok, triciklikus
antidepresszansok, alfa- ¢és béta blokkold vérnyomascsokkentdk), bar gyakoriak,
altalaban reverzibilisek és a gyogyszerelés megvaltoztatasaval meg is sziinnek. [75, 76].

A Sjogren-szindromaban (SS) az elsddleges tiinet a nyal- és a konnytermelés
nagy mértéki csokkenése. Az SS-nek két tipusa ismert: az elsddleges SS csak a nyal- és
a konnymirigyeket érinti, mig a masodlagos forma mas autoimmun korképekkel egyiitt
jelenik meg, mint példaul a rheumatoid arthritis vagy a szisztémas lupus erythematosus
[77]. Az SS jellegzetessége a fokalis limfocitas infiltracio és a gyulladas. A gyulladasos
mediatorok emelkedett szintje karositja a sejtek kozotti kapcsolatok integritasat [78,
79], a limfocitak pedig auto-antitesteket termelnek, amelyek permanensen pusztitjak az
acinus sejteket [80]. Ennek kovetkeztében az érintett mirigyekben a miikodoképes
acinusok szama lecsdkken és erdteljes fibrozis figyelheté meg [77].

A sugarkezelés utani jellegzetes szovettani kép az SS-hez hasonldan
degeneraciot, atrofiat, erételjes fibrozist mutat. Itt is az acinusok karosodnak elsésorban,
mig a duktusz rendszer Iényegében intakt marad [77, 81]. A sugarkezelés kovetkeztében
a hyposalivatio két fazisban jelentkezik. Az akut hyposalivatio a sugarkezelést kdvetd
3.-8. héten jelentkezik. Ez a sugarzas okozta gyulladasos folyamat kovetkezménye, a
nagy nyalmirigyek nyaltermelése akar 80 %-kal is csokkenhet. A késdi xerostomia a
besugarzast kovetd egy éven beliil alakul ki, mértéke a nyalmirigyek karosodasatol
fiigg, de a tumor helyétdl és igy a besugarzott teriilett6l fliggden a karosodas akar az
Osszes nagy- és kisnyalmirigyet érintheti [75, 82].

A sugarkezelés karos mellékhatasainak kivédésére szolgal a kemoprevenciod
pilocarpinnal [83] és a szubmandibularis nyalmirigy transzfer (SGT) is. Az SGT egy
viszonylag egyszerl,, olcsd és biztonsagos sebészi eljards, melynek soran az egyik
szubmandibularis nyalmirigyet a szubmentélis teriiletre iiltetik. Ezt a teriiletet a
sugarkezelés soran learnyékoljak a rontgensugaraktol [84]. Bar az eljaras a

kemoprevencional hatékonyabbnak bizonyult, azoknal a pacienseknél nem hasznalhato,
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akiknek a primer daganat a szajiiregben van illetve akiknek a szubmandibularis-
szubmentalis nyirokcsomokba adott attétet a daganat [85].

A sugarterhelés csokkentésére szolgal az IMRT technika (intensity-modulated
radiation therapy). Ennek 1ényege, hogy a besugarzando daganat a lehetd legnagyobb,
mig a kornyezd teriiletek a lehetd legkisebb sugardozist kapjak. Ehhez sziikséges a
daganat ¢és a kornyezd szervek pontos térfogat meghatarozasa CT felvételek
segitségével (gyakran MRI-vel és PET-tel kiegészitve) és a pontos dozistervezés, vagyis
a besugarzando teriiletekre iranyul6 sugardozis és a kornyezo egészséges teriileteket érd
maximalis sugarterhelés megadadsa egy szdmitogépes szoftverben. A sugarzast végzo

eszkOzt ezen adatok alapjan a szamitogép vezérli [86].

A hyposalivatio kezelésére jelenleg korlatozottak a lehetdségek. A szajiiregi
diszkomfort tiinetek enyhitésére kiilonbozo ,,miinyal” készitmények, szajoblitok, spray-
k, gélek allnak rendelkezésre. A megmaradt nyalmirigy miikodés serkentésére
cukormentes ragdgumik is forgalomban vannak. Mindezek a klinikai vizsgalatok szerint
csak enyhe javulast hoznak. Ezeknél hatékonyabb nyaltermelés fokozd a muszkarin
agonista pilocarpin és a cevimeline. Azonban szamos szisztémas mellékhatasuk van,
példaul fokozott izzadés, rhinitis, emésztérendszeri panaszok; de a 1égzd- és a
kardiovaszkuléris rendszerben olyan komoly mellékhatasokat is okozhatnak, hogy
bizonyos szisztémas betegségek esetén a hasznalatuk kontraindikalt [75, 76, 82, 87].

A valddi, oki terdpiara, vagyis a nyaltermelés helyreéllitasara alkalmas lehet:
e anyalmirigy regeneracio Ossejtek segitségével,
e anyalmirigy miikodésének helyreallitasa génterapiaval és a

e _mesterséges nyalmirigy” létrehozésa

2.5.1 NYALMIRIGY REGENERACIO OSSEJTEK SEGITSEGEVEL

A regeneracidé soran a szervezet a karosodott szoveti strukturakat tgy allitja
helyre, hogy az ujonnan keletkezett szovet az eredetivel teljesen megegyezik [88]. A
regeneracios képesség szovetenként eltérd, a maj példaul kdzismerten kiemelkedden jol

regeneralodik, ezzel szemben a koOzponti idegrendszer regeneracidos képessége
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meglehetdésen limitalt. A regenerativ orvoslas a szervezet természetesen is meglévo
regeneraciés folyamatait segiti eld ugy, hogy biztositja a szovetépitéshez sziikséges
helyet az adott terlileten ¢és a regenerdciot sejtek és/vagy nodvekedési faktorok
hozzaadasaval is segiti [89]. A sejttranszplantacié nem csak Ossejtek révén torténhet,
biztatd eredményeket értek el példaul diabetes mellitus kezelésében szigetsejtek
atliltetésével [90] vagy patkany nyalmirigy esetében in vitro tenyésztett,
differencialodott epitélsejtek beiiltetésével is [91]. A nyalmirigyek esetében tobb
vizsgalat tamasztja ala, hogy a karosodott szovetbe iiltetett Gssejtek képesek eldsegiteni
pedig azt mutatjak, hogy nem maguk az 6ssejtek, hanem az altaluk kifejtett parakrin

hatas az, ami a regeneraciot eldsegiti [94].

2.5.2 ANYALMIRIGY MUKODESENEK HELYREALLITASA GENTERAPIAVAL

A nyalmirigy karosodas soran elsédlegesen az acinaris sejtek sériilnek, a duktusz
rendszer meglehetésen sokaig ép marad. A duktusz sejtek acinusok hianyaban is
képesek egy lumen felé iranyulé ozmotikus gradienst kialakitani (K™ és HCOs
szekrécio), de mivel a duktusz sejtek luminalis membranjaban nincs vizcsatorna, igy a
viz nem tudja kovetni a gradienst. A génterdpids eljards soran a human aquaporin 1
(hAQP1) cDNS-¢ épiil be a karosodott nyalmirigy duktusz sejtjeibe, atjarhatova téve
ezzel a duktuszokat a viz szamara [95]. In vivo allatkisérletek soran az AdhAQPI
bevitele a nyaltermelést a normalisnak kézel 80%-ara tudta visszaallitani (patkany [96],
torpe disznd [97]). Az eljaras human alkalmazasa is igéretes, hiszen a nyalmirigyeket
kiilondsen alkalmassé teszi a génbevitelre az, hogy:

- aszdjliregbdl kivezetdcsovon keresztiil konnyen kantilalhato,

tokkal koriilhatarolt szerv, ami gatolja a vektor szorddasat a szervezetbe,

jol differencialt, stabil szovetek alkotjék,

az ¢letben maradashoz nem nélkiilozhetetlen szerv, tehat komoly komplikacio
esetén eltavolithato [98].

Az aquaporin-1 beviteléhez vektorként a virus vektorok, a rekombinans
adenovirus 5 (AdS) és az adeno-asszocialt virus 2 (AAV2) Iényegesen hatékonyabbnak

bizonyultak a nem virus vektoroknal, bar hasznalatuk biztonsagi kockazatot jelent.
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Az AdS5 vektorral végzett génterapids eljaras allatkisérletes biztonsagossagi
vizsgalatokat [99-101] kovetéen human klinikai fazisban jutott. A 2006-2016-ig tartd
vizsgalatsorozat lezarult, az eredményeket eddig még nem publikaltak . A 2011-ig

sziiletett részeredmények azonban biztatéak a human alkalmazast illetéen [103].

2.5.3 ,,MESTERSEGES NYALMIRIGY” LETREHOZASA

A harmadik megkozelitési Gt a ,szovetépités” (tissue engineering). A
mesterséges nyalmirigy koncepcidjat Bruce J. Baum ¢és munkatdrsai publikaltdk
1999-ben [104]. A nyaltermel$ ,,szerkezet” egy egyik végén zart csé, amelyet a
sz4jiiregi nyalkahartya ald iiltetnek, a nyitott végét a szajliregbe szajaztatva.
Szerkezetileg harom része van (6. dbra):

1. egy porozus, biologiailag elbomlo vaz,
2. bevonva extracelluldris matrix (ECM) proteinekkel, ehhez

3. egy polarizalt epitélsejt réteg tapad, mely a szekréciot végzi [105].

NaCl, H,0 Pordzus vaz
<fJ

elelelelell— szekretild

NaCl, sejtréteg
H,0
faa
e (o Mitrix
U
NaCl, H,0 komponensek

6. abra A "mesterséges nyalmirigy" kezdeti modellje [104]

(az eredeti, angol nyelvii abra forrasa: www.researchgate.net, letdltve 2016.03.24.)

A fibronektinnel bevont poli-L-tejsav (PLLA) és a poli-L-tejsav poliglikolsav
kopolimer (PGA/PLLA) alkalmasnak tlint a hordoz6 réteg szerepére [106, 107]. Ezek

biokompatibilis anyagok, rdadasul a fibronektin vérplazmabdl konnyen kivonhatd, igy
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lehetéség lenne minden paciensnél sajat, autolog anyag hasznalatara [106]. Az utobbi
évek kutatasai ravilagitottak arra, hogy a megfeleld hordozd réteg az egyszeri
,»sejtrogzitésen” til a sejtek szekrécios tulajdonsagait is javithatja. (1d. 2.6 fejezet)

A szekretald sejtréteg kialakitasara a legidedlisabb megoldas az autolog primer
sejtek hasznalata lenne. A sugarkezelést megel6zéen eltavolitananak a paciens
egészséges nyalmirigyszovetébdl valamennyit, amit késébb a hordozo rétegre
novesztve, mesterséges nyalmirigyként kapna vissza a paciens [108]. Amennyiben ez
nem lehetséges (mar eltavolitott vagy sulyosan karosodott nyalmirigyek esetén) donor

sejtekre van sziikség [105, 109].

2.6 IN VITRO NYALMIRIGY MODELLEK

Az in vitro nyalmirigy modellek elengedhetetleniil fontosak a nyalmirigy
muikodésének megértésében, biztonsdgos génmanipulacids és farmakoldgiai eljarasok
kidolgozasaban €s a mesterséges nyalmirigy felépitésében is [110]. A modellezésre tobb
emberi €s allati eredet sejtvonal all rendelkezésre, de nyalmirigybdl primer sejtkulturat
is létre lehet hozni.

Az tugynevezett ,kétdimenzids” modellek porézus membranon létrehozott, zart,
polarizalt egysejtréteget (monolayert) jelentenek. Jelenleg ez a legalkalmasabb forma
transzepitelialis transzportfolyamatok karakterizalasara [39-41, 111].

A ,hiromdimenziés” formak gél allagi hordozdéanyagon alakulnak ki, mely lehetévé
teszik a térbeli szoveti szervezddést €és igy acinaris vagy akar acinotubularis strukturak
kialakulasat is [21, 112-118].

A korabban ismertetett ,,mesterséges nyalmirigy” felépitésében jelenleg a
szekretalo sejtréteg kialakitasa jelenti a legnagyobb kihivast. A sejteknek szamos
kovetelmeénynek kell megfelelniiik:

e A szekrécios epitélium funkcioképességének alapja, hogy a sejteknek polarizalt
szerkezetli, zart egysejtsoros réteget alkossanak megfeleld paracellularis
barrierként miik6do junkcionalis komplexekkel [77, 105, 107].

e Mivel a nyalmirigyekben a fehérje-, elektrolit- és vizszekrécio o szintere az

acinus, acinaris fenotipusu sejtekre van sziikség [4, 32, 44].
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e Mivel ¢l6 emberi szervezetbe keriilnek, sem a sejtek sem a tenyésztés soran
hasznalt anyagok nem tartalmazhatnak allati eredetli, allergizal6, ismeretlen
Osszetételii osszetevot vagy daganatos sejtbdl, szovetbdl szarmazo anyagot [105,
119-121].

A tovabbiakban ezen szempontok szerint vizsgalom a jelenleg rendelkezésre allo

sejteket és modellrendszereket.

Az immortalizalt vagy tumorbol szarmazd sejtvonalak kivalo kiindulasi alapot
biztositanak a modellezésre [110]. Elényiik, hogy konnyen hozzaférheték, gyorsan
nonek, meglehetdsen sokaig eltarhatdak: sokszoros passzalas utdn is megorzik a
tulajdonsagaikat, de fagyasztva is tarolhatok. A sejtek uniformizalt tulajdonsagai miatt
pedig a kisérletek konnyen standardizalhatok. Ugyanakkor a sejtvonalakon végzett
kisérletek eredményei a sejtek neoplasztikus jellege miatt nem mindig értelmezheték
egyértelmiien a nativ szovetre [116, 117, 122, 123].

Az allati eredetli sejtvonalak kozott tobb jol differencidlt, acinaris karakterti
sejttipust talalunk, melyeket szdmos tanulmdny soran segitették a normal nyalmirigy
miikodés vagy éppen egyes betegségek patofiziologidjanak megértését. Ilyen példaul a
Par-C5 és Par-C10 patkany parotisz sejtvonalak [41, 79, 124-126] vagy az SMG-C6
és SMG-C10 patkany szubmandibularis nyalmirigy eredetii sejtvonalak [127-129].

Human eredetli, acinaris karakteri sejtvonal azonban jelenleg nem all
rendelkezésre [110]. A HSG (human slivary gland) sejtvonal besugarzott emberi
nyalmirigybdl szarmazik és interkalaris duktusz sejtek épitik fel [130]. Mikroszkdposan
jol lathaté dezmoszomakat alkot, tight junction rendszere viszont fejletlen, szervezetlen
[131], amit alatamaszt az is, hogy a HSG sejtek nem expresszaljak a ZO-1, occludin,
claudin-1 és claudin-2 fehérjéket. Ennek kdvetkeztében a HSG sejtek nem képesek zart
egysejtréteg (monolayer) kialakitasdra és hianyzik a paracellularis barrier funkcid is
[132]. Ezen talmenden a HSG nem expresszalja az aquaporin 1 és 5 fehérjéket sem, igy
nem képes szabalyozott viztranszportra [133]. A HSG funkcionalis tulajdonsagai tobb
uton is javithatok. Génterapiaval sikeresen vitték be a hianyzo fehérjék génjeit, igy
példaul a claudin-1, claudin-2 [132] vagy az aquaporinok génjét [95]. A késObbiekben
ismertetett Matrigelen tenyésztett HSG sejtek pedig képesek zart monolayer szerkezetet
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¢s mukodoképes tight junction rendszert létrehozni, expresszaljadk az alap HSG
sejtvonalbol hidnyz6 CLDN-1, -2, -3, -4 fehérjéket, ezen kiviil az occludint, a JAM-A-t
¢s a ZO-1-et, valamint az acinéris fenotipusra jellemzd a-amilazt és az AQP5-6t is
[119]. Az clobbickben ismertetett biztonsagi okok miatt azonban a ,,mesterséges
nyalmirigy” részeként immortalizalt és tumor eredetii sejtvonalak nem alkalmazhatdk
[119] még ugy sem, hogy az apoptdzis indukalasiara és igy a kontrollalatlan

sejtnovekedés megakadalyozasara van lehetdség [134].

A primer sejtkultirdk létrehozéasa és fenntartdsa a sejtvonalakhoz képest tobb
technikai nehézséggel jar. JellemzOen korlatozott mennyiségli nativ szdvet all
rendelkezésre, féleg humén szdvetek esetén. Rdadasul a sejtkultira csak rovid ideig, 3-4
hétig tarthatd fenn, azutdn megindul a tenyészet dedifferenciacioja [116, 122]. A
hosszabb ideig fenntartott primer epitelialis tenyészeteknél [135, 136] a polarizalt,
epitelialis jelleg megtartottsagat kérdéses [137], bar egy nemrégiben megjelent
tanulmany eredményei arra utalnak, hogy a tenyésztési koriilmények optimalizalasaval a
tenyészet élettartama jelentésen javithato [138].

Tran és mtsai 2005-ben publikaltak a a huSMG (human submandibular gland)
szubmandibularis nyalmirigyb6l létrehozott, primer sejtkultira protokolljat (részletes
leirasa a 4.2.2 fejezetben talalhatd) [137]. A késobbi tanulmanyokban a sejtkultara
1étrehozasdhoz parotisz és szubmandibularis nyalmirigy szoveteket egyiittesen
hasznaltak fel, emiatt a neve huSG-re valtozott [120, 139]. A huSMG sejtek zart,
polarizalt monolayert alkottak a sejtek kozott mitkoddképes junkcionalis komplexekkel.
Expresszaltak a ZO-1 és a claudin-1 tight junction fehérjéket és a Na*/K*-ATP-4zt is,
ugyanakkor a vizzel szemben relative atjarhatatlan epitélium képét mutattak. Mindezek
alapjan ugy tiinik, a huSMG duktalis karakter@i sejtkultura [137] csakigy, mint a szintén
emberi szubmandibularis nyalmirigyb6l 1étrehozott PTHSG sejtkulttira [116].

A nyalmirigy fejlédése soran az epitélium és a mezenchima folyamatos interakcidoban
van [77, 140, 141] A végkamras szerkezet kialakulasat, az elagazodasok képzését és a
sejtek differencialodasat is a mezenchima kontrollalja [141]. A nyalmirigy optimalis
szoveti szervezddése és a sejtdifferencidcid sordn az extracellularis matrix (ECM)
komponensek, a parakrin novekedési faktorok (pl. EGF, FGF) és a sejt-sejt kapcsolatok
egyarant szabalyozo szerepet toltenck be [140]. Ezen alapul a komplex dsszetételit ECM
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készitmények, a bazalmembran kivonatok (BME, basement membrane extract), mint
példaul a Matrigel hasznalata a sejttenyésztés soran [123]. Hasznalatuk elésegitette a
sejtvonalak [112, 117, 119, 142] esetén. A Matrigelen tenyésztett huSG sejtek
haromdimenzids, acinus jellegli képzédményeket hoznak létre, melyek expresszaljak a
CLDN-1, -2, -3 -4, a JAM-A ¢s a ZO-1 fehérjéket, az occludint (TJ felépitése), az a-
amilazt, az AQP5-6t és a mucint (acinaris fenotipus) [120]. A Matrigel és a BME allati
eredetli, Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) szarkomabol kivont, nem pontosan definialt
Osszetételll anyagok, vagyis a ,mesterséges nyalmirigy” részeként ezek sem
hasznalhatok [121]. A perlecan (heparan-szulfat proteoglikan 2, HSPG2) az
extracellularis matrix egyik, tobb domén rendelkezd proteoglikanja. Ennek 1V.
doménje, a PInDIV (perlecan IV. domén) egy olyan peptid, amely eldsegiti a
sejtadhéziot, migraciot és fontos szerepe van a sejtek szoveti szervezddésének
kialakitasaban [143]. Mivel a PInDIV szintetizalhaté allati eredeti Osszetevék
hasznalata nélkiil, igy igéretes lehet6ség a komplex ECM készitmények kivaltasara

[121] csakugy, mint a szintetikus poliakrilamid gélek [113].
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3. CELKITUZESEK

Az emberi nyalmirigybdl izolalt huSMG és PTHSG sejtek az irodalmi adatok

alapjan duktalis fenotipustiak. Azonban a sejtek részletes, funkcionalis karakterizalasara

eddig nem keriilt sor. A tanulmany célja tehat:

1.

2.

3.

4.

Primer sejttenyészet, majd polarizadlt monolayerek létrehozdsa human
szubmandibuldris nyalmirigybdl, valamint az izolaldsi ¢és tenyésztési

koriilmények optimalizalasa sejtkultura kialakuldsa soran.

Annak vizsgalata, hogy az acindris fenotipust jelz6 marker fehérjék (NKCCI,
AQPS5, amilaz) expresszidja illetve az amilaz termelés fennmarad-e az izolalas

¢s 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 elokisérletek célja
a funkcionalis vizsgalatok megalapozasa, az optimalis koriilmények beéllitasa a

primer sejtek vizsgalatdhoz.

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

transzportjanak vizsgalata soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

a. Meérhet6-e a sejtekben transzepitelialis anion szekrécio?

b. Stimuldlhaté-e a transzepitelialis iondram az intracellularis Ca* vagy CAMP
kozvetitette jelatviteli utvonalakon?

c. A bazolaterdlis oldalon milyen transzporterek vesznek részt az anionok

utanpotlasaban?
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4. MODSZEREK

4.1 ANYAGOK A SEJTTENYESZTESHEZ

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma-Aldrich), DMEM és Nutrient
Mixture Ham F12 1:1 aranyt keveréke (DMEM-F12; Gibco); fotalis borji savo (FBS;
Gibco); Hepato-STIM (BD Biosciences); Minimal Essential Medium (MEM; Sigma
Aldrich); Roswell Park Memorial Institut 1640 tapoldat (RPMI-1640, Sigma-Aldrich);
antimikrobalis oldat (100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 2,5 mg/ml
amphotericin-B; Sigma-Aldrich);  tripszin (Gibco); kollagenaz (Sigma-Aldrich);
Dnase | (Roche Diagnostic Corporation); tripszin és etilén-diamin-tetraccetsav keveréke
(tripszin-EDTA,; Gibco); retinsav (Gibco); nem-esszencialis aminosavak (NEAA,

Gibco); trijodtironin, hidrokortizon, natrium-piruvat (Sigma-Aldrich);

4.2 SEJTTENYESZTES ES A SEJTEK ELOKESZITESE A TOVABBI

VIZSGALATOKHOZ

Mindegyik sejttipus tenyésztése standard koriilmények kozott tortént, vagyis 37°C-on,

parasitott, 5% CO2-dal dusitott levegdt tartalmazo tenyésztoszekrényben.

4.2.1 PAR-C10, HPAF £S SMIE SEJTVONALAK TENYESZTESE

A Par-C10 ¢és az HPAF sejteket kontrollként hasznaltuk a monolayer képzddés
€s a rovidzarlati aram mérések soran. Az HPAF és a Par-C10 sejtek képesek zart,
polarizalt monolayert 1étrehozni, raadasul jol karakterizaltak az epitelidlis transzport
szempontjabol is (Par-C10 [41, 124, 125]; HPAF [40, 111, 144]). A SMIE pedig
negativ kontrollként szerepel, hiszen ez a sejtvonal az alacsony claudin-3 expresszio

miatt ateresztd, ,,leaky” epitéliumot hoz létre [52, 145].
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A Par-C10 patkany parotisz sejtekbdl szarmazé sejtvonal dr. David Quissel (School of
Dentistry, University of Colorado Health Sciences Center, Denver, USA) ajandéka volt.
A sejteket DMEM-F-12 tapoldatban tenyésztettiik, melyhez 10% FBS-t, 0,1 puM
retinsavat, 2 nM trijodtironint, 0,4 pg/ml hidrokortizont, és 50 U/ml penicillint és
50 pg/ml streptomycint adtunk. A sejteket hetente 1:50 aranyban passzaltuk, a 3-15.
passzazsbol szarmazo sejteket hasznaltuk a funkcionalis vizsgélatokhoz.

Az HPAF egy emberi hasnyalmirigy adenokarcinomabol Iétrehozott, duktalis sejtvonal,
mely az ATCC-t6l (American Type Culture Collection) szarmazott. A tenyésztéshez
MEM tapoldatot hasznaltunk, kiegészitve nem esszencialis aminosavakkal (NEAA),
natrium-piruvattal, 10% FBS-sel, 50 U/ml penicillinnel és 50 pg/ml streptomycinnel.
Hetente 1:10 ardnyban passzaltuk a sejteket és a tovabbi kisérletekhez a 12.-23.
passzazs szamu sejteket hasznaltuk.

A SMIE egy patkdny nyalmirigy eredetii acinaris sejtvonal. DMEM, 10% FBS,
100 U/ml penicillin és 100 pg/ml streptomycin tartalmu tapoldatban tenyésztettiik.

A tovabbi vizsgélatokhoz az 1-8. passszazsbol szarmaz6 sejteket hasznaltuk fel.

4.2.2 PRIMER SEJTTENYESZET IZOLALASA EMBERI NYALMIRIGYBOL

A munkank kiindulasi alapja a huSMG [137] és a PTHSG [116] protokollja volt.

Az emberi nyalmirigy mintak olyan paciensekt6l szarmaztak, akiknél fej-nyaki teriileten
1év6 (elsésorban orr-, szajiireg és garat) daganat és attétei miatt nyaki disszekciod
mitétre volt sziikség. A vizsgalat sorozatot a Semmelweis Egyetem Regonalis,
Intézményi Tudoméanyos ¢és Kutatdsetikai Bizottsaga engedélyével végeztik,
engedélyszam: 67/2005. A miitétet a Semmelweis Egyetem Arc- Allcsont-
Szajsebészeti és Fogaszati Klinika orvosai végezték. Osszesen 49 pacienstdl vettiink
mintat, az ¢életkoruk 40 és 86 év kozott volt. A vizsgalatba azokat a pacienseket vontuk
be:

- akik eldzetesen sem radio- sem kemoterapiaban nem részesiiltek,

- akiknek a nyalmirigyében daganatot nem talaltak,

- akik nem szenvedtek semmilyen nyalmirigy betegségben, rendellenességben.
A nyalmirigy mintdk szoOvettanilag normalis szubmandibuldris nyalmirigy képét
mutattak. Az 1-2 g sulyu nyalmirigy darabokat jégbe hiitve, egy szallitdo tapoldatban
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széllitottuk a Szajsebészeti Klinikatol a laborig. A szdllito oldat Osszetétele:
RPMI-1640, 5% FBS, antimikrobalis oldat. Ezutan a szdvet egy mosdoldatba keriilt,
mely DMEM-F12 és az antimikrobalis oldat elegye. A mosast a mechanikai tisztitas és
darabolés alatt tobbszor megismételtiik. Végiil a ,,szovet pép” a disszocialo oldatba
kerilt és 37°C-os vizfirdoben inkubaltuk 1 oOran Kkeresztiil, vortexelve minden
20. percben. A disszocialo oldat 6sszetétele: DMEM-F12, 0,04% tripszin, 0,15 mg/ml
kollagenaz. Az eredeti protokoll soran ez az inkubalasi fazis kozel 4-5 6ran 4t tartott, 30
percenkénti vortexeléssel [137]. Mi a protokollt megvaltoztattuk és egy ora elteltével a
feliiliszot, mely a mar disszocialt sejteket tartalmazta, attettiik egy 20 ml DMEM-F12
tapoldatot tartalmaz6 Falcon csébe. A maradék szovetre 20 ml friss disszociald oldat
keriilt és igy folytattuk tovabb az inkubdaciét az elébb leirt médon. A mar disszocialt
sejteket minden Ujabb ora végén kivettiik, igy oranként egy-egy disszocialt frakciot
kaptunk. A teljes disszociacio kb. 2,5 orat vett igénybe, melynek végén az Osszes
frakciot egy edénybe ontottiik. Az inkubacid végén a sejtszuszpenziohoz 1 ml 10 mg/ml
sejtek kiilonvalasat. Ezutan a sejtszuszpenzidt centrifugaltuk (230 g, 5 perc), a
feliiliszot leontottik és az iiledéket 20 ml hideg DMEM-et valamint 10 % FBS-t
tartalmazé tapoldatba reszuszpendaltuk. Egy jabb centrifugalasi ciklus (230g, 5 perc)
végén a feliiliszot ledntottik és az iiledéket 10 ml Hepato-STIM tdpoldatba (Hepato-
STIM, 10% FBS, 1% glutamin, antimikrobalis oldat) szuszpendaltuk fol. A
szuszpenziot 70 mm-es sejtsziirén sztrtiik at, majd a sejteket FBS-sel el6kezelt 60 mm-
es Primaria sejttenyészté edénybe (BD Biosciences) iiltettilk ki és egy éjszakan at
inkubaltuk standard koriilmények kozott. Masnap a feliiliszot atontottik egy masik
talkaba. Ennek a 1épésnek az a célja, hogy szétvalassza a feliilethez gyorsan tapadd
fibroblasztszer(i sejteket a lassabban letapadd epitelialis jellegli sejtektdl. A huSMG
tenyészet igy csak az 1 nap utan még sz6, nem letapadoé sejteket tartalmazza [137], mig
a PTHSG sejttenyészetben gyorsan letapadd ¢és nem letapadd sejtek egyarant
megtalalhatok [116]. A sejttenyésztés soran dsszehasonlitottuk a Hepato-STIM tapoldat
¢s a MEM tapoldat hatasat a sejtek ndvekedési litemére és a monolayer kialakulasara. A
tapoldatok Osszetétele:
1. Hepato-STIM, 10% FBS, 1% glutamin, antimikrobalis oldat
2. MEM, 10% FBS, antimikrobalis oldat
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A MEM egy konvencionalis, széles korben alkalmazott tdpoldat, mely dsvanyi
anyagokat (magnézium, kalcium, kalium, natrium, stb) €és esszencialis aminosavakat
tartalmaz . A Hepato-STIM tapoldat eredetileg hepatocytak tenyésztéséhez lett
kifejlesztve, de sikeresen alkalmaztak human nyalmirigybd6l [116, 120, 137, 139] és
nyal konnymirigyb6l [147] szarmazo primer sejttenyészetek izolalasa soran is. A
Hepato-STIM alapja a Williams® E tapoldat, mely az asvanyi anyagokon ¢és
aminosavakon kiviil kiilonb6z6 vitaminokat és gliikézt is tartalmaz . A Hepato-
STIMben ez a tapoldat fel van duasitva dexamethazonnal, inzulinnal, transzferrinnel,
szelénnel, EGF-fel és 1,8 mM kalciummal. Ezek a komponensek mind az epitelidlis
fenotipus fenntartasat segitik el [116, 121, 135, 137, 148]. A tapoldatokat hetente
haromszor részlegesen cseréltiik: a régi oldatnak koriilbeliil egyharmadat a sejteken
hagytuk és ezt higitottuk fel a friss tapoldattal. Ez az eljaras a sejtek altal termelt értékes
novekedési faktorok megérzését célozta [149]. A sejteket 80%-0s konfluencia
elérésekor passzaltuk 0,25% tripszin-EDTA segitségével. A funkcionalis vizsgalatokhoz

az 1-3. szamu passzazsbol szarmazo sejteket hasznaltuk.

4.2.3 A SEJTEK ELOKESZITESE FUNKCIONALIS VIZSGALATOKHOZ

A polarizalt, konfluens monolayer létrehozasara a sejteket 12 mm atmérdé;ji, 1,12
cm? teriileti, 0,4 pm pérusméretii permedbilis Transwell Clear poliészter membranra
(Corning Costar) tltettiik ki (7. dbra). A membranokat a PTHSG és a huSMG sejtek
kiiiltetése el6tt elokezeltik FBS-sel (15 perces inkubalas 37°C-on), a sejtvonalaknal
elékezelést nem hasznaltunk.

A tight junction rendszer kialakuldsit a transzepitelidlis rezisztencia (TER)
mérésével kovettik. A TER-t EVOM epitelialis volt-ohm méterrel (World Precision
Instruments) naponta ellendriztik. A TER mérések értékét a sejtmentes membran

ellenallasahoz (135+9 Qcm?) viszonyitottuk.
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4.3 GENEXPRESSZIO VIZSGALATA

A PTHSG és a huSMG sejtkultiraban acinaris és duktalis markerek mMRNS
expressziojat vizsgaltuk kvantitativ reverz-transzkriptdz polimeraz lancreakciéval (RT-
PCR). Acinaris markerként az NKCC1, az AQP5 ¢és az AMY1A (amilaz), duktalis
markerként pedig az ENaC ¢s claudin-1 szerepelt. Az RNS-t izolalashoz mintat vettiink
a nativ nyalmirigy szovetbdl, a plasztik Petri tenyésztdedényben 1évo sejtekbdl és a
Transwell membranra kiiiltetett sejtekbdl iS. A nyalmirigy mintakat Potter
homogenizatorral (Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet) homogenizaltuk, az RNS
izolalashoz TRI Reagent-et (Life Technologies) hasznaltunk. A sejtkulturabél a teljes
RNS-t a NucleoSpin RNA 11 kit (Macherey-Nagel) segitségével vontuk ki a gyartd
utasitdsa szerint. Az RNS koncentracid6 mérését NanoDrop spektrofotométerrel
végeztik, az RNS mindségét gélelektroforézissel ellendriztiik. Ezutan egy
mikrogrammot a legjobb mindségli RNS mintakbol kivettiink és a High-Capacity RNA-
to-cDNAMasterMix (Life Technologies) segitségével cDNS-s¢ alakitottuk a kvantitativ
vizsgalatokhoz. Az RT-qPCR ampifikaciohoz az ABI StepOne Systemet (Applied
Biosystems) és a TagMan Universal Master Mixet (Applied Biosystems) hasznaltunk, a
primerek, melyek az Applied Biosystems-t6l szarmaztak, a 3. tablazatban lathatok. A
vizsgalatokban kontrollként a RPLP0O housekeeping gén szerepelt [116], a

génexpresszio szamitasahoz a AACT modszert hasznaltuk [150].
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Gén Azonositoszam Termék hossza
ENaC/SCNN1A Hs00168906_m1 63 bp
NKCC1/SLC12A2 Hs00169032_m1 97 bp

AQP5 Hs00387048_m1 68 bp
CLAUDIN1/CLDN1 Hs00221623_m1 82 bp

AMY1A Hs00420710 g1 120 bp

RPLPO Hs99999902_m1 105 bp

4.4 FUNKCIONALIS VIZSGALATOK

4.4.1 OLDATOK A FUNKCIONALIS VIZSGALATOKHOZ

A HCOs -tartalmu puffer tartalma: 116 mM NaCl, 25 mM NaHCOs, 5 mM KClI,
1 mM CaClz, 1 mM MgClz, 10 mM D-glukéz, 5 mM HEPES. Az oldatot 95% O2-5%
COz tartalmt gazzal buborékoltattuk at. A HCOs -mentes oldat Osszetétele: 137 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1 mM CaClz, 1 mM MgClz, 10 mM D-glukéz, 10 mM HEPES; ezt az
oldatot 100% oxigénnel buborékoltattuk at. A CI” mentes oldatokban glukonat ionnal
helyettesitettiik a kloridot, a Na*-mentes oldatok pedig a natrium helyett ekvimolaris
mennyiségli N-metil-D-glukamin iont (NMDG™) tartalmaztak. Az oldatok pH-jat 7,4-re
allitottuk be és a vizsgalatok soran 37 °C-ra melegitve hasznaltuk azokat. Az

Osszetevoket a Sigma-Aldrich cégtdl vasaroltuk.
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4.4.2 ROVIDZARLATI ARAM MERESE

A rovidzérlati aram az aktiv transzportfolyamatokrdl ad képet. Méréséhez az
Ussing kamrat hasznaltuk, melynek alapelve a kovetkez6: a vizsgalando preparatum két
oldalan ismert, azonos Osszetételli oldat van. A két oldal kozotti potencialkiilonbség
mérhetd fesziiltségelektrodok segitségével és ki is egyenlithetd a preparatumon
atvezetett megfeleld nagysadgii arammal. Ez az arammennyiség a rovidzarlati aram
(short circuit current, lsc). Mivel a preparatum két oldalan azonos Osszetételii oldatunk
van, nem jon létre elektrokémiai potencidlkiilonbség, vagyis ilyen koriilmények kozott
az lsc valtozasa az aktiv transzport eredményeként 1étrejott ionmozgast mutatja [5].

A Transwell membranra kiiiltetett €s ott konfluenssé valt monolayereket egy
modositott Ussing kamraba helyeztik. A monolayerek bazolateralis ¢és apikalis
oldaldhoz kiilon-kiilon folyadékkompartmentek tartoznak, melyeket folyamatosan
perfundaltattunk a kivalasztott Osszetételti pufferoldattal, 2 ml/perc sebességgel. A
transzepitelialis potencialkiilonbséget (Vm) Ag/AgCl elektrodokon ¢és agardz-KCl
hidakon keresztiil mértiik. Az Isc mérése soran a transzepitelialis potencialkiilonbséget 0
mV-ra Aallitottuk be (fesziiltségzar, voltage clamp). Az ehhez sziikséges aram
mennyisége a rovidzarlati aram. A fesziiltségzarat kozvetlenill a pufferoldatokba
meritett Ag/AgCl elektrodokkal hoztuk 1étre, az elektrodok egy epitelialis voltage clamp
er6sitéhoz kapcsolodtak (EC-825, Warner Instrument Co). A sejtvonalakon végzett
elokisérletek soran kétféle regisztralasi modot haszndltunk. Az egyik, tgynevezett
»TIMER” allasban az lsc-t 30 masodperces intervallumokban mértiik, melynek soran a
voltage clamp periddus 5 masodpercig tartott. Ennél a beallitasnal a regisztratumon az
Isc kis csucsokként latszik (11/4 dabra). A masik beallitas soran a fesziiltségzar
folyamatos, igy a regisztratumon is folyamatos vonal jelzi az Is-t (11/B dbra). A
rovidzarlati aram mérés soran a pozitiv Isc jelenthet a bazolateralistol az apikalis oldal
felé iranyul6 anion aramlast vagy forditott iranyu (apikalistol bazolateralis fel¢) kation
aramlést is. Az agonistdk hatdsat a rovidzarlati d&ramra kiilonbség értékként abrazoltuk
(Alsc), a Alsc egyenld az agonista adasa utan mért cstics és az alapvonal kozotti

kiilonbséggel.
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4.5 AMILAZ TERMELES MERESE

A PTHSG ¢és a huSMG sejteket a plasztik tenyésztéedénybe, illetve a Transwell
membranra val6 kitiltetés utan 72 6ran keresztiil Hepato-STIM tapoldatban inkubaltuk,
majd mintat vettiink a tdpoldatbdl — a Transwell membranra iiltetett sejtek esetén kiilon
a bazolateralis ¢és kiilon az apikalis folyadék kompartmentbdl is. A mintakban az amilaz
aktivitast Phadebas Amylase Test hasznalatdval mértiik. Az adatok 1 m? monolayerre

lettek normalizalva, mértékegysége U/l 1 6ra alatt.

4.6 STATISZTIKA

Az adatok formatuma: atlag + SEM (standard error of the mean). A statisztikai
elemzés soran 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 Osszehasonlitani, akkor Student-féle t-probat
hasznaltunk. Ahol az adatok nem mutattak normalis eloszlast (pl. bikarbonatmentes
pufferben mért adatok a 15/F dbrdan), ott nem parametrikus teszteket hasznaltunk.

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

5.1 AFELHASZNALT SEJTEK ES PRIMER SEJTKULTURAK JELLEMZESE

A PTHSG és a huSMG sejtkultiira mikroszkopos képén (8/A; 8/B dbra) a Par-
C10 sejtekhez (8/E; 8/F abra) hasonlo, epitél jellegl sejtek alkotta szigetek lathatok,
melyeket fibroblasztszerii vékony savok valasztanak el egymastol. A huSMG sejteknél
a kitiltetést koveté napokban a PTHSG-hez képest Iényegesen tobb nem, vagy csak
részlegesen letapadt sejt, sejtaggregatum figyelheté meg, melyek a passzalasok soran
fokozatosan eltlintek. A tenyészetek a tenyésztéedényben egysejtrétegként néttek és 5-6
nappal a kitiltetést kovetden 80%-os konfluenciat értek el.

A MEM tapoldatban tenyésztett sejteknél mar kezdetektél tobb fibroblaszt
jellegli sejtet lattunk (8/C és 8/D dbra), melyek fokozatosan dominanssa valtak a
tenyészetben. Par nap elteltével mar csak néhany epitél jellegli sejtsziget maradt meg.
Ezzel szemben a Hepato-STIMben tenyésztett sejteknél az epitelialis teriiletek voltak az
uralkodok és ez 3.-4. passzalasig fenn is maradt. A 4. passzalas utan (kb. 3-4 hét
elteltével) viszont még Hepato-STIM tapoldatban is a fibroblast sejtek fokozatosan
tulnétték az epitélsejteket, igy ezeket a tenyészeteket a tovabbiakban nem hasznaltuk.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a Hepato-STIM epitelialis szelekcios faktorként
miikodik a tenyésztés soran. A tapoldat részleges cseréjével létrehozott kondicionalt
médium hasznalataval az elékisérleteinkhez képest mind a PTHSG, mind a huSMG
sejtek gyorsabban nétték be a felilletet és Transwell membranon magasabb

transzepitelialis ellenallas értékeket értek el.
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8. dbra A sejttenyészt6 tapoldat szerepe az epitelialis differenciacioban Faziskontraszt mikroszkopos képek a PTHSG és
ahuSMG sejtkultirardl Hepato-STIM tapoldatban (A, B), illetve MEM tipoldatban (C, D) tenyésztve. Kontrollként a Par-
C10 sejtek lathatok: a faziskontraszt kép a plasztik aljzaton kialakulo epitelialis szigeteket (E), az inverz faziskontraszt kép
(F) pedig a membranra iiltetett Par-C10 sejtek altal Iétrehozott konfluens egysejtréteget mutatja. Osszevont abra a [151, 152]
szamu cikkekbol.
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A tight junction rendszer kialakulasaval 1étrejott zart, polarizalt monolayer a normalis
epitelidlis folyadék- ¢és elektrolitszekrécid alapja. A transzepitelidlis rezisztencia nemcsak a
sejttenyészet folytonossagardl, hanem a paracelluléaris permeabilitasrdl is képet ad, mivel a kialakuld
sejtkapcsolatok gatoljak az extracellularis ionmozgast. A Hepato-STIM médiumban tenyésztett
primer nyalmirigy sejtek a membranra vald kitiltetés utan kb. egy héttel érték el a TER maximumat
(PTHSG: 595+93 Qcm?, n=55; huSMG: 622+117, n=45) ezt kovetden az ellenallas elkezdett
csokkenni. Ez a ndvekedési iitem nagyon hasonlé a Par-C10 (TER=2500-3000 Qcm?) és az
HPAF (TER=500-700 Qcm?) sejtekéhez. Ezzel szemben a MEM tapoldatban tenyésztett PTHSG
és huSMG sejtek ellenalldsa 200 Qcm? alatt maradt (9. dbra). Ehhez hasonléan alacsony TER
értékeket produkalt a SMIE sejtvonal is (TER=150-180 Qcm?).
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9. dbra A transzepitelidlis rezisztencia (TER) valtozisa a monolayer kialakulasa soran A Transwell membranra iiltetett
PTHSG ¢és huSMG sejtek transzepitelidlis ellenallasanak id6beli valtozasa Hepato-STIM és MEM tapoldatban (A),
valamint a Transwell membranra tiltetett Par-C10 sejtek transzepitelialis ellenallasanak idSbeli véltozasa (B). APTHSG és a
huSMG sejteknél az adatok 3-62 egyedi mérésbél szarmaznak, formatumuk atlag+SEM  ** p<0,01 *** p<0,005 az elsé
naphoz képest. A Par-C10 sejtek grafikonja 6 db Par-C10 monolayer TER adatain keresztiil a TER id6beli valtozasanak
jellegzetes iitemét mutatja. Osszevont bra a [151, 152] szami cikkekbdl.
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5.2 Az ACINARIS FENOTIPUS MEGJELENESENEK ES FENNMARADASANAK IGAZOLASA

APTHSG ES A HUSMG SEJTKULTURAKBAN MOLEKULARIS VIZSGALATOKKAL

Az altalunk kivalasztott 6t kiilonboz marker fehérje mRNS expresszidjanak valtozasat a
sejtkultra kialakulasa sordn qRT-PCR-rel vizsgaltuk. Az acinaris fenotipus jellemz6 markerei, az
AMY1A, az AQP5 és az NKCCL1 (SLC12A2) a nativ nyalmirigy szovetben valamint a PTHSG és a
huSMG sejtkultiraban  egyarant kimutathatd volt. A primer sejttenyészetekben a teljes
nyalmirigyhez képest az AMY1A ¢és az AQPS expresszioja ezred részére csokkent, az NKCC1
mennyisége, bar nem ilyen kifejezetten, de szintén szignifikdnsan lecsokkent. Ezzel szemben a
sejtkultirakban a duktalis markerként hasznalt CLDN1 mennyisége szignifikinsan, a ENaC
(SLC12A2) mennyisége pedig, bar nem szignifikansan, de mérhetden nétt. A Transwell membranon
tenyésztett sejtekben az AMY1A expresszidja szignifikansan nétt, mig a CLDN1 expresszioja
szignifikansan csokkent (70. dbra).

2 * ok k%

loglORQ

Nyalmirigy
B PTHSG plasztik
@M PTHSG membran
0 huSMG plasztik
B huSMG membran

Kok ok K

AQPS CLDN1 NKCC1 ENaC
(SLC12A2) (SCNN1A)

10. 4bra Acinaris és duktalis sejt markerek expresszioja Az AMY1A, AQP5 és NKCC1 (SLC12A2), mint acindris
markerek, a CLDN1 és az ENaC (SLC12A2) mint duktalis markerek mRNS expressziojanak vizsgalata reverz-
transzkriptaz polimeraz lancreakcioval (RT-PCR) emberi szubmandibularis nyalmirigy szovetben, valamint a plasztikon és
Transwell membranon, Hepato-STIM tipoldatban tenyészett PTHSG és a huSMG sejtkultiraban. Az adatok 5 kiilonbozd
mintabdl szarmaznak, formatumuk atlagtSEM  *p<0,05 a nativ szubmandibularis nyalmirigy szévet homogenizatumhoz
képest, +p<0,05 a plasztik tenyésztéedényben 1év6 sejtekben mért értékhez képest. AMY1A: amilaz, AQP5: aguaporin
vizcsatorna 5-0s tipus, NKCCL/SLC12A2: natrium-kalium-2-klorid kotranszporter, ENaC/SLC12A2: epitelialis natrium
ioncsatormna [152]
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Amildz aktivitds mind a plasztikon, mind a Transwell membranon tenyésztett
PTHSG ¢és huSMG sejttenyészeteknél kimutathaté volt. A Transwell membranra
kitiltetett sejteknél a plasztikhoz képest a szekretalt amilaz mennyisége ¢és az amiléz
génjének expresszidja is szignifikdnsan magasabb volt. A Transwell membranra
iiltetett, polarizalt monolayerek esetén az amilaz csak az apikélis oldalon 1évo
folyadék  kompartmentben volt detektdlhatd, a  bazolaterdlis 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/l plasztikon, 3043+882

U/l Transwell membran apikalis oldalan).

5.3 FUNKCIONALIS VIZSGALATOK

A SMIE sejtek nem képesek zart monolayer szerkezet kialakitdsara, mely az
Ussing kamréban val vizsgélat alapveté feltétele. Igy az elékisérletekhez a Par-C10 és
az HPAF sejteket hasznaltuk. A Par-C10 és az HPAF sejteknél a bikarbonat és klorid
jelenlétében, stimulacio nélkiil mért rovidzarlati aram értéke meglehetdsen alacsony volt
(Par-C10: lse=1,01+0,27 pA/cm?, n=12; HPAF: 15c=0,84+0,28 nA/cm?, n=6). Apikalisan
adott 50 uM ATP hataséara (purinerg stimulacid) az Isc kétfazisos emelkedést mutatott
(Par-C10: Alsc=2,31£0,31 pA/cm? n=12; HPAF: Alsx=3,35+0,85 pA/cm? n=6).
A 11 dbran egy-egy jellegzetes, egyedi regisztratum lathat6. Az elOkisérletek
tapasztalatai alapjan a primer sejteknél csak a 4.4.2. fejezetben leirt, ,,TIMER” beallitast
hasznaltuk az Isc mérésénél, mivel tapasztalataink szerint az esetleges perfuzios

problémak ennél a tipust regisztratumnal hamarabb észrevehetdek.

45



DOI:10.14753/SE.2017.1949

. HPAF
N ATP
{
| REREN H H H H H ] Jhinnng
146 (min)
B
», Par-C10
‘<§;6

21 2 23
1d6 (min)

11. dbra Az ATP stimulaciét koveté rovidzarlati aram (Ic) valtozasok HPAF és Par-C10 sejtvonalakon Az apikalis
membranhoz adott 50 uM-0s ATP (adenozin-triszfoszfat) hatasa az Ix-te HCOj3 jelenlétében HPAF (A), illetve Par-C10
(B) sejtmonolayereken. A regisztratumok formai eltérését az Ussing kamra eltér§ bedllitisa okozza. Az (A) &bran a
monolayereket periodikusan, 5 masodperces idStartamokra fesziiltségzar ala helyeztik (voltage clamp-eltiik), az ilyenkor
mért kis cstcsértékek reprezentaljak az I-t, mig a (B) abra esetében a folyamatos fesziiltségzar kovetkeztében az I

folyamatos vonalként jelenik meg.

A PTHSG ¢és a huSMG sejtkulturdban bikarbonatot és kloridot is tartalmazd pufferben,
stimuldci6  nélkiill  jelentds  bazdlis  ionmozgast mérhetd  (Is=6  pA/cmd).
A klorid ¢és a bikarbonat elvonasa (mind az apikalis, mind a bazolateralis oldalon) ezt a bazalis
aramot jelentdsen csokkentette. Az oldat cseréje egy atmeneti Isc novekedést okozott, majd az I
bedllt egy alacsonyabb szintre. Azt feltételeztiik, hogy a fennmaradd iondram a duktalis Na*
reabszorpcio eredménye. Ez az ENaC csatornan keresztiil megy végbe, ami szelektiven gatolhato
kis koncentracidji (10 pM) amiloriddal. Az el6z6 kisérleteket megismételtiik ugy, hogy
folyamatosan 10 pM amiloridot juttattunk a sejtek apikalis felszinére. Amilorid gatlas mellett a
bazalis Isc 40-60%-kal csokkent, amikor ezzel egyidében a HCOs™-ot és a CI-ot is elvontuk az
oldatbol, az ionaram majdnem teljesen megsziint. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a bazalis
ionaram részben a HCOs™ és a CI szekréciojabol, részben pedig a Na* reabszorpeidjabol tevédik

0ssze, vagyis mind az acinaris, mind a duktalis transzport mechanizmusok jelen vannak (12.dbra).
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12. dbra Az anion szubsztiticio és az ENaC gatlas hatisa a nem stimulalt PTHSG é huSMG monolayerek altal
létrehozott bazalis rovidzarlati aramra (Is) A PTHSG sejtek altal létrehozott bazalis I valtozasa kétoldali Cl és HCOs'
szubsztittcio utan és ezt kovetden apikalisan adott 10 QM amilorid (Ami) hatasara. (A) A monolayereket periodikusan, 5
masodperces id6tartamokra fesziiltségzar ala helyeztiik (voltage clamp-eltiik), az ilyenkor mért kis cstcsértékek
reprezentaljak az Ig-t. (B) Az anion szubsztiticio és az apikalis amilorid gatlas PTHSG és huSMG sejteken mért bazalis Iy~
re gyakorolt hatasanak Gsszefoglalasa. Az adatok 7-51 egyedi mérésbél szarmaznak, formatumuk atlagtSEM *p<0,05 **
p<0,01 *** p<0,005 a bikarbont és klorid tartalmi1 oldatban, amilorid gatlas nélkiil mért lx-hez képest. [152]

A szekrécid 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 utvonalat és intracelluldris kalcium szint
([Ca®']i) emelkedéshez vezet. Az ATP szintén az [Ca?*]i-t emeli, de az apikalis oldalon
1évé purinerg receptorokon keresztiil. A forskolin pedig kozvetleniil aktivédlja 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

s

adasa az Isc értékét szignifikansan nem valtoztatta meg. (13. dbra).
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13. dbra A PTHSG és a huSMG monolayerek altal létrehozott rovidzarlati aram csicsértékének valtozasa (Alx)
ATP, carbachol és forskolin stimulacio hatasara. A monolayereket az apikalis oldalra adott 50 uM-0s adenozin-
triszfoszfattal (ATP), 10 pM-os forskolinnal (Forsk) és a bazolaterdlis oldalra adott 100 pM-os carbachollal (CCh)
stimulaltuk. Az adatok 5-11 egyedi mérésbdl szarmaznak, formatumuk atlag+SEM ** p<0,01 *** p<0,005 a csticsértekek
a bazalis Iy-hez képest. [152]

A legnagyobb stimulald hatast az ATP eredményezte. A beadast kovetden 2 percen
beliil az Isc egy csticsértéket ért el (kozel 5 pA/cm?-es ndvekedés a bazilis dramhoz
képest), majd lassanként visszatért a bazalis iondram mértékére az ATP folyamatos
applikacioja ellenére. A bikarbonationok elvonasa 6nmagaban nem befolyasolta az ATP
stimulaci6 mértékét, a HCOs™ és a Cl° egyiittes megvonasa azonban szignifikansan
csokkentette az ATP hatasat (PTHSG: Als=2,8+0,8 uA/cmz, n=5; huSMG:
Alse=1,6+0,7 pA/em?, p<0,05, n=8). A kisérleteket megismételtiik az ENaC csatorna
gatlasaval egyiitt is, az amilorid addsa az ATP stimulald hatdsat szignifikdnsan
csokkentette (PTHSG: Alsc=3,4£0,6 pA/cm? n=9; huSMG: Als=2,4+0,3 pA/cm?,
p<0,05, n=5). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a purinerg stimulaci6 mind az anion
szekréciot, mind a natrium reabszorpciot fokozza.

Egyedi Transwell preparatumokon vizsgaltuk az ATP stimulaciora adott valasz mértéke

és a membran kozvetlenil a rovidzarlati aram mérés kezdete el6tt mért TER értéke
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kozotti kapcsolatot. Ahogy a 14. dbran lathatd, a két érték kozott nincs szignifikans
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14. dbra A PTHSG és a huSMG monolayerek altal létrehozott, ATP-stimulalt rovidzarlati aram (Is) és a TER
kapcsolata Transwell membranon tenyésztett monolayerek egyedi Iy és a TER értékeit figyelembe véve, n=20. A linearis
regresszié nem mutat szignifikans sszefliggést ezen értékek kozott. ATP: adenozin-triszfoszfat, TER: transzepitelialis
ellenallas [152]

A korédbbi, Szlavik és mtsai altal végzett tanulmany megallapitotta, hogy a
PTHSG ¢és a huSMG sejtkultiraban az epitél sejt populacio hasonld [116]. Jelen
tanulmany soran a két sejtkultara kozott nem tapasztaltunk szignifikans eltérést sem a
mikroszkopos megjelenésben, sem a molekularis jellemzés vagy az alap funkcionalis
vizsgélatok soran. A huSMG sejtkultara ugyanakkor 1ényegesen érzékenyebb volt a
tenyésztés soran, gyakrabban fordult el a sejtek ,,feluszdsa”, levalasa az aljzatrdl és ezt
kovetd pusztulasa is. Igy a tovabbi funkcionalis vizsgalatokat csak a PTHSG sejteken
végeztiik el.

A kisérletek alapjat munkatarsam, Bori Erzsébet altal végzett szemikvantitativ
RT-PCR vizsgalatok adtdk. Eredményei szerint az ENaC, az NKCCI, az NBCl1, az
NHE1 ¢és az AE2 transzporterek  kimutathatok a nativ  nyalmirigy

szovethomogenizdtumban, illetve a plasztik tenyésztéedényben vagy Transwell
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membranon tenyészett PTHSG sejtekben is (a részletes eredmények Bori Erzsébet
»A zomancképzddés és a nyalszekrécio epitelialis transzportfolyamatainak jellemzése”
ciml Ph. D. értekezésében olvashatok).

A bazolateralis oldal transzportereinek vizsgalatat az NKCCl1-gyel kezdtiik.
Jelenlegi ismereteink szerint ez a transzporter a Cl felvételének 6 ttja a bazolateralis
oldalon. Az NKCCI1 szelektiven gatolhatd bumetaniddal, melyet 100 uM
koncentracioban adtunk a bazolateralis oldalra. Ha a puffer oldat HCOs-okat
tartalmazott, akkor a bumetanid kezelés sem a bazalis, sem az ATP altal stimulalt
rovidzarlati dramban nem okozott szignifikdns valtozast. Bikarbonationok hidnyaban
azonban a bumetanid kozel 60 %-0s lsc csokkenést eredményezett. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy az ATP-stimulaci6 eredményeként 1étrejott ionaram egy szamottevo része
az NKCC1 mikodésétol fiiggetlen, viszont HCOs™-fliggd mechanizmussal keletkezik.
A kisérletet megismételtiik 10 uM amilorid apikalis applikécioja mellett is, hogy a mért
Isc valtozasban az ENaC altal medialt Na* reabszorpcio ne jelenjen meg. A bumetanid
elékezelés amilorid adasa mellett HCOs™ hianyaban szignifikdnsan csokkentette az
ATP-re adott valaszt. Ez bumetanidra nem érzékeny, HCO3™-fiiggd anion szekrécid
jelenlétére utal, mely jelenthet HCO3™ szekréciot vagy HCOs™ fiiggd Cl™ szekréciodt is
(15. dbra).
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15. dbra Az NKCC1 és az ENaC gatlasanak hatasa az ATP stimulaciot koveto rovidzarlati aram (Ix) valtozasokra
bikarbonat jelenlétében és hianyaban a PTHSG sejtkultiraban. Az apikalis membranhoz adott 50 uM-os ATP hatasa
az l¢-re HCOj3 jelenlétében (A) és hianyaban (B); a bumetanid elékezelés (Bum, 100 M, bazolaterlisan) hatasa az ATP-
stmimulalt Ie-re HCO5™ jelenlétében (C) és hianyaban (D). (E) Az lx csticsértékeinek valtozasa (Alg) ATP hatasara
bumetanid és HCOs jelenlétében és hianyaban. (F) A Alg érték valtozasa 10uM amilorid (Ami) apikalis adasa mellett az
eléz6vel megegyez0 kisérletek soran. Az (E) és az (F) adatai 5-14 egyedi mérésbdl szarmaznak, formatumuk atlag+SEM *
p<0,05 ** p<0,01 az ugyanazon oldatban, de bumetanid gatlas nélkiil mért Al értékhez képest. [152]

A nyalmirigy acinusok bazolateralis oldalan van egy masodlagos kloridfelvételi
ut is a CI/HCOs kicserélé (AE2), a Na*/H" kicserél6 (NHE1) és a Na*-HCOz
kotranszpoter (NBC1) részvételével [32]. Ez a transzporter rendszer része lehet az
elédzéekben emlitett bikarbonatfiiggd klorid szekrécidos utvonalnak ¢€s egyben a
bikarbonat bazolateralis felvételét is ez biztosithatja. A kovetkezé kisérlet sorozattal azt
vizsgaltuk, hogy van-e bikarbonat szekrécio a PTHSG sejtekben, ezért a kisérleteket
kloridmentes kozegben végeztiik. E16szor szelektiv gatloszerekkel gatoltuk az NBC1-et
(500 uM H2DIDS) és az NHE1-et (30 uM EIPA), mely a bazalis Isc-t kb 20 %-kal
csokkentette. Az ENaC gatlasa (10 uM amilorid apikalisan) tovabbi Isc csokkenést

eredményezett, de az ionaram teljesen nem sziint meg.
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A Kkloridionok elvonasa Onmagaban az ATP hatasat szignifikansan nem
csokkentette (Alsc=5,35+0,71; n=9 CI'-tartalmu pufferben és Alsc=4,66+0,40; n=12 CI"-
mentes pufferben). Az EIPA és a H2DIDS egyiittes addsa azonban az ATP altal
létrehozott Alsc-t kozel 50 %-kal csokkentette Cl-mentes oldatban. A bazolateralis
gatloszerek és az apikdlisan adott amilorid egyiittes adasa gyakorlatilag teljesen
megszintette az ATP stimulacié hatasat. Ez arra utal, hogy az ATP hatasara 1étrejovo
aram jelentds része HCOs™ szekrécid eredménye és ez az utvonal a kloridionok
jelenlététol fiiggetleniil miikodik. Ez egyben magyarazatot adhat a korabbiakban

ismertetett, bumetanid gatlas mellett is fennmarad6 ionaram jelenlétére. (16. abra)
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16. dbra Az NHEI1, az NBC1 és az ENaC gatlas hatisa a bazalis és az ATP-stimulalt rovidzarlati aram (Ix)
valtozasokra PTHSG monolayereken, kloridmentes kozegben. A bazilis Iy értékek (A) és az ATP-stimulaci6 okozta I
valtozasok (Alg, B) bazolateralisan adott 30pM EIPA és 500uM HoDIDS és apikalisan adott 10 uM amilorid jelenlétében
és hianyaban. Az adatok 5-43 egyedi mérésbdl szarmaznak, formatumuk atlagtSEM * p<0,05 *** p<0,005 a gatlas nélkiili
I -hez és Alg-hez képest. [152]
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6. MEGBESZELES

Egy olyan in vitro human nyalmirigy modell, amely szabalyozott, vektorialis
szekréciora képes, nemcsak a mesterséges nyalmirigy 1étrehozésa, de a farmakologiai €s
génterapias kutatasok szempontjabdl is fontos elérelépés lehet [110]. Jelen tanulmany
legfontosabb megallapitasa az, hogy lehetséges human nyalmirigy sejtekbdl olyan
epitelialis monolayert 1étrehozni, amely képes a bazolateralistol az apikalis oldal felé
ionokat transzportalni. Sikeresen hoztunk létre polarizalt nyalmirigy epitél sejteket,
melyek nemcsak szoros sejtkapcsolatokat (tight junction) hoztak 1étre, hanem

vektoridlis elektrolit transzportra is képesek voltak.

A sejtkulttra 1étrehozasa soran maga az izolalasi és sejttenyésztési protokoll is
szelekcios faktorként miikddhet, biztositva ezzel az optimalis epitelidlis differenciaciot
[153]. A primer sejtek izolalasara jelenleg két modszer hasznalatos. Az altalunk is
hasznalt protokoll soran a nyalmirigy darabok mechanikai tisztitds és darabolas utan egy
enzimatikus emésztési folyamaton mennek at, az igy keletkezett sejtszuszpenzio a
sejtkultara kiindulési alapja. A masik izolalasi modszernél a szovetet apro, 1 mm-es
darabokra vagjak és a darabokat tenyésztdedényekbe helyezik. Ennél a modszernél
nincs enzimatikus emésztés, a sejtek a kis szovetdarabokbol kiindulva novik be a
feliiletet [154]. Ez utobbi modszer szélesebb korben alkalmazott, mint az enzimatikus
emésztéses eljaras [21, 135, 138, 148, 155]. Elonye, hogy az enzimatikus emésztés
nélkiil gyorsabb az izolalas ¢és elkeriilheté az esetleges ,talemésztés”, ami
lecsokkentheti a traumatikus hatdsokra legérzékenyebb acinaris sejtek szamat [121].
Ugyanakkor a huSMG protokollnal az epitelidlis jellegli sejtszigetek mar 2-7 nap mulva
megjelennek, szemben az emésztés nélkiili technikaval, ahol ez az id6 7-14 nap [137].
A vizsgalataink szerint a kiméletesebb, szekvencidlis emésztési protokoll tobb €16 sejt
kinyeréséhez vezet és csokkenti az enzimatikus karosodas veszélyét. Egyes vizsgalatok
azt is kimutattak, hogy a szekvencialis emésztési modszer kovetkeztében tobb ép

acinaris sejt marad a sejtkultiraban [115, 121].

A huSMG protokoll egyik meghatarozo 1épése a gyorsan letapadd, fibroblaszt

jellegli sejtek elvalasztasa az epitelidlis, lassabban letapadd sejtektdl. Ez a 1épés a
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PTHSG sejtkultara izolaldsa soran kimarad, igy a PTHSG sejtkultira tartalmazza a
gyorsan letapadd, fibroblaszt szeri sejteket is [116, 137]. A Hepato-STIM-ben
tenyésztett PTHSG és huSMG sejtkultira nagyon hasonlé morfologiat és RNS
expresszidés mintdzatot mutatott és nem tapasztaltunk szignifikdns eltérést sem a
monolayerek kialakulasa, sem az alap funkciondlis vizsgalatok (rovidzarlati aram
mérés) soran. Ugyanakkor a huSMG sejtkultiraval kapcsolatban mar korabban is
szamos nehézség meriilt fel: lassan n6, kevés az €letképes sejt [116, 119, 139]. Emellett
mi a huSMG sejtkultirandl joval gyakrabban tapasztaltunk megmagyarazhatatlan
sejthalalt, alacsony TER értékeket, mint a PTHSG-nél. Ezek a megfigyelések arra
utalnak, hogy a gyorsabban és lassabban letapad6 sejtpopulacio kiilon valasztasa az
izolalas sordn nem jarul hozza az epitelidlis jelleg erdsitéséhez, viszont a sejtkultira
¢letképessége szempontjabol hatranyos 1épés is lehet. Ezt tdmasztja ala az a tanulmany
is, melyben melyben mezenchimalis Ossejteket (mesenchymal stem cells, MSCs)
nyalmirigy epitél sejtekkel tenyésztettek egytitt. A kokultivacid sordn a kétféle sejttipus
nem keriilt kdzvetlen kapcsolatba, de a tenyésztd tapoldaton keresztiil kémiailag tudtak
egymassal kommunikalni. A kialakult mikrokdrnyezet eldsegitette az dssejtek epitelialis
ugy tlinik, hogy optimalizalt koriilmények kozott a mezenchimadlis és epitelidlis jellegii
sejtek interakcidja segiti az epitelidlis differenciaciot és az epitélium kialakuldsat. A
sejtek altal 1étrehozott mikrokdrnyezet fontossagat mutatja az is, hogy a kondicionalt
médium (részleges tdpoldat csere) hasznalataval a PTHSG ¢és a huSMG sejtek
gyorsabban nétték be a membrant és magasabb TER értékeket értek el.

Vizsgéalataink szerint a primer sejtkultira fenntartasara a Hepato-STIM és egy
altalanos tapoldat, a MEM is alkalmas. Azonban a MEM-ben tartott kultiraban a
fibroblasztszerli sejtek rovid idé alatt domindnsséd valtak és talnétték az epitelidlis
sejteket. A Hepato-STIM tapoldatban tenyésztett PTHSG és huSMG sejtkultarak
morfologiailag nagyon hasonldo képet mutattak a Par-C10 sejtkultiraval, melyet
epitelialisan jol differencialt, acinaris fenotipust sejtek alkotnak [124]. Transwell
membranra iiltetve a Hepato-STIM tapoldatban novesztett sejtek magas TER értékeket
értek el, szemben a MEM-ben tenyésztett sejtekkel, melyek TER értéke a SMIE-hez

hasonl6an alacsony maradt. A TER értéke a tight junction rendszer kialakulasarol ad
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képet, igy megallapithato, hogy csak a Hepato-STIM tapoldat volt képes a PTHSG ¢és a
huSMG sejteket segiteni abban, hogy epitéliumszerii, zart, polarizalt monolyaert
hozzanak létre. Ez a kialakult zart epitél struktira a Par-C10 és az HPAF sejtekhez
hasonl6an alkalmassa teszi a huSMG és a PTHSG sejteket az Ussing kamraban valo
iontranszport vizsgalatokra. A Hepato-STIM tartalmaz inzulint, hidrokortizont és EGF-
et, transzferrint és kalciumot, melyek az epitelidlis fenotipus fenntartdsaban fontos
szerepet jatszanak [137, 138]. A tapoldat kalcium tartalma kiemelkedd jelentdségii a
differenciaci6 szempontjabol [148]. Egy nemrégiben megjelent tanulmany kimutatta,
hogy az alacsonyabb kalcium tartalom a sejtek novekedését, passzalhatosagat, a
tenyészet fenntartdsat segiti eld, mig a magasabb kalciumszint az acindris
differenciacionak kedvez [138]. Mindez arra utal, hogy jelen tenyésztési technikai soran
a Hepato-STIM tapoldat epitelidlis szelekcios faktorként milkodik. A tapoldat
Osszetételének tovabbi optimalizalasa pedig hozzdjarulhat a primer sejttenyészet

hosszutavu fenntartasahoz, funkcioképességének megtartasahoz [116, 135, 137].

A Transwell preparatumok TER értéke és az altaluk produkalt aktiv transzport
folyamatok kozott szoros Osszefliggés nem mutathaté ki. Ennek az az oka, hogy a TER
érték a tight junction rendszer allapotardl és igy a paracellularis permeabilitasrél ad
képet, ami kozvetleniil a transzcellularis aktiv transzport folyamatokat nem
befolyasolja. Ezt aldtdmasztjdk az HPAF és Par-C10 sejtvonalakon végzett rovidzarlati
dram  mérések, melyekben az HPAF (TER~5-600 Qcm?) és a Par-C10
(TER=2500 Qcm?), egyarant kozel 1 pA/cm? bazalis rovidzarlati aramot hozott létre.

A szabalyozott folyadék- €és viztranszport a nyalmirigyekben az acinus sejtekre
jellemz6 tulajdonsag. A huSMG sejtkultira azonban az elsé morfologiai (transzmisszios
elektron mikroszkopos vizsgalat) és funkciondlis (viztranszport) vizsgalatok alapjan
duktalis karaktertinek mutatkozott [137]. A PTHSG az eddigi vizsgalatok alapjan
alapvetéen szintén duktalis fenotipust, bar mutat valamennyi acinaris jelleget is [116].
Jelen tanulmany bemutatta, hogy az acinaris fenotipus jellemzé markerei, az AMY1A
(amilaz), az AQP5 és az NKCC1l (SLC12A2) fennmaradnak az izolalas és a
sejttenyésztés soran mind a PTHSG ¢és a huSMG sejtkultiraban. Ugyanakkor az acinaris

markerek expresszidja a nativ szovethez képest erbteljesen csokkent, vagyis a
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sejtkultira kialakulasa kdzben némi dedifferenciacio ment végbe. Ez a jelenség mas
primer sejtkultrak tenyésztése soran is megfigyelhetd volt [156]. A Transwell
membranra vald kiiiltetést kovetéen a claudin-1 génexpresszioja csokkent, az amilaz
génexpresszioja nott, és a sejtek szignifikansan tobb amilazt termeltek, mint a tenyésztd
flaskaban 1évok. 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. Bar a polarizacidé és a monolayer képzés még nem vezetett
automatikusan acindris differencidciohoz, mégis mind a PTHSG, mind a huSMG
karaktere kismértékben acinaris iranyba tolddott el. A polarizalt felépités kialakulasat
bizonyitja, hogy a Transwell membranon 1évé sejtek csak az apikalis folyadéktérbe
valasztottak ki amilazt, a bazolateralis oldalon 1évObe nem. A claudin-1 ezen
vizsgalatok soran duktalis markerként szerepelt. Ugyanakkor a claudin-1 kvalitativ
vizsgalatok szerint nem csak a duktuszokban, hanem a szer6zus acinusok egy részében
is kimutathato [18, 137]. A claudin-1 elengedhetetlen a normal epitelialis barrier
funkcié kialakulasahoz [15], jelenléte markere a miikodoképes tight junction
rendszernek [79]. Azonban a kvantitativ vizsgalatok azt mutatjak, hogy a claudin-1
mennyisége a duktuszokban lényegesen magasabb, mint az acinusokban [6, 16, 17].
fgy a claudin-1 kvantitativ markernek tekinthet, a mennyisége alapjan lehet

elkiiloniteni az acindris és duktalis fenotipust.

A transzepitelialis elektrolit szekrécidt rovidzarlati dram mérésével vizsgaltuk.
A sejtvonalak eldnye a primer sejtkultiirakkal szemben, hogy hosszu ideig tarolhatok és
sok (a Par-C10 esetében akar 50-80 [124]) passzalas utan is vizsgalhatok Ussing
kamraban. Ezzel szemben a PTHSG ¢és huSMG sejtkultira a mi vizsgalatainkban a
3. passzalasig volt hasznalhat6 funkciondlis vizsgdlatokra, masok szintén a 3. vagy
maximum a 6. passzalasig hasznaltak a sejteket [116, 137]. A Par-C10 és az HPAF
sejteken végzett eldkisérletek soran a modositott Ussing kamrat a lehetd legpontosabban
be tudtuk allitani. Ez lehetdvé tette, hogy az eleve korlatozott mennyiségben
rendelkezésiinkre allé6 mintdkbol minél kevesebbet veszitsiink el technikai hibak miatt.
Az HPAF hasnyalmirigy eredetii, duktalis sejtvonal. A hasnyalmirigyben a duktuszok a
folyadék- és elektrolitszekrécido f6 szinterei, mig az acinusok felelések a protein

szekrécioért. A nyal- ¢és hasnyalmirigyben végbemend elektrolitszekrécid a
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részt vevO transzporterek €s molekularis mechanizmusok szempontjabol nagyon
hasonlé [157-161] és a két szervet érinté patologias allapotok kozott is sok hasonldsag
figyelhet6 meg [77]. Ez indokolja egy hasnyalmirigy eredetii sejtvonal kontrollként valo

hasznalatat a nyalmirigy szekrécios vizsgalata sordn.

A human sejteken végzett rovidzarlati aram mérések alatamasztjdk azt, hogy a
PTHSG és a huSMG sejtek kevert, duktalis/acinaris karakteriiek. A legnagyobb mértékii
duktalis ionmozgasért felelés csatornat, az ENaC-et szelektiven blokkoltuk Kkis
lehet6ség nyilt a monolayerek acinaris mikodésének karakterizalasara [49, 162].
Megfigyeléseink alapjan az elektrolit szekrécio ClI° és HCOs-fliggd, ez utdbbi
komponensre a bumetanid kezelés nincs hatassal. Ezek az adatok arra utalnak, hogy
ezekben a sejtekben jelen van a bazolateralis oldalon az NKCC1 mellett egy
masodlagos kloridion felvételi ut is, melyet az NHE1 ¢és az AE2 egyiittes mitkodése hoz
Iétre [26, 36, 44, 163, 164]. Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a nyalmirigy acinus
sejtjeinek bazolaterdlis membranjaban jelen van az NBC1 Na*-HCOs™ kotranszporter
[42, 43, 165]. Arra azonban, hogy az igy felvett bikarbonationok recirkulalnak a
bazolateralis oldalon az AE2 transzporteren keresztiil vagy ez az ttvonal biztositja a
bikarbonat utdnpo6tlast a a transzepitelidlis bikarbonat szekréciohoz, ezek a tanulmanyok
nem adtak valaszt. Kisérleteinkben a kloridionok elvonasa (és ily modon a Cl-felvétel
és szekrécid gatlasa) mellett is szamottevd anion szekrécidot mértiink, ez az anion
szekrécio szignifikdnsan csokkent az NBC1 szelektiv gatlasat (H2DIDS) kovetden.
Mindezek az adatok arra utalnak, hogy a PTHSG ¢és a huSMG sejtekben a
transzepitelialis iondram harom f6 komponensbdl tevédik ossze. Koriilbeliill 50%-ért
felel a HCOs™ és Cl" mozgasa bazolateralistol apikalis iranyba, a masik 50%-ot pedig a

duktuszokra jellemz6, apikalistol bazolateralis iranyba mutaté Na*-aram hozza létre.

A bazalis ionaram kloridmentes kornyezetben, az NBC1, az NHEI1 és az ENaC
gatldsa utan sem szlint meg teljesen. A fennmaradd aram eredete nem tisztazott, hiszen
minden ismert Na" és HCOs felvételi utat blokkoltunk, a CI* fiiggd transzport
utvonalakat pedig a Cl” hianya gatolta. Nakamoto és mtsai hasonld jelenséget irtak le

human parotisz sejteken végzett kisérletek soran [33]. Feltételezésiik szerint a
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fennmarado ion transzport hatterében az all, hogy az AE2 mellett jelen lehet egy masik
anion kicseréld is, melyet az SLC26 géncsalad valamelyik tagja kodol. zt alatamasztja,
hogy az emberi parotiszban kimutathatdé az SLC26 géncsalad néhany tagja, az
SLC26A1, 2, 4, 8 ¢és 10-es altipus. Az SLC26A1 és az SLC26A4 anion kicseréldk,
melyek feltételezhetden képesek HCO3™ szallitasara ¢és nem érzékenyek sem DIDS-re,
sem EIPA-ra [166, 167]. Ennek a kérdésnek a tisztazasa tovabbi, az SLC26 jelenlétét és

miikodését célzo vizsgalatokat igényel.

Jelenlegi ismereteink szerint, bar az intracellularis Ca?*- és cAMP medialta
jelatviteli utvonal nem fiiggetlen egymastol [70], a nyalmirigyekben az intracellularis
emelkedése inkabb a protein szekréciot fokozza [4, 26, 160, 168]. A munkank soran azt
tapasztaltuk, hogy a Ca?*-medialta utvonalon hato ATP és carbachol fokozta a
transzepitelialis ion szekréciot, mig a forskolin, mely az intracellularis CAMP szintet
noveli, nem okoz mérhetd Isc valtozast. A paraszimpatikus stimulacié M3 muszkarinerg
receptorhoz kotott [4, 160, 168, 169]. Ez magyarazza a kolinerg agonista carbachol
hatasat. A purinerg jelatvitel jelenlétérdl, vagyis az ATP transzepitelidlis szekréciot
fokozo hatasarol szamos korabbi, sejtvonalakon végzett tanulmany is beszamolt
[170-172]. A méréseink szerint az ATP stimulacié eredményezte a legnagyobb Isc
novekedést. Az, hogy a purinerg stimulacio a [Ca?']i szint novelése szempontjabol
hatékonyabb a muszkarinerg stimulacional, az irodalombdl nem ismeretlen, de a
mechanizmusa nem tisztazott [70, 173]. Kisérleteink soran az ENaC csatorna gatlasa
csokkentette az ATP kivaltotta Isc ndvekedést. Ez arra utal, hogy az ATP az ENaC
mitkodését is fokozza. Ezzel szemben az irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a purinerg
stimulacié az ENaC miikodését gatolja [57, 174, 175]. Wildman és mtsai megfigyelései
alapjan a vesében alacsony (50 mM) luminalis Na* koncentracié esetén a purinerg
stimulacié az ENaC-et stimulalja. Azonban ez a tanulmany is kiemeli, hogy az altalunk
is hasznalt, 140 mM koriili apikalis Na* koncentracional a gatlo hatas érvényesiil [57].
fgy az altalunk tapasztalt jelenség magyarazata tovabbi vizsgalatokat igényel.

A nyalmirigy szerkécios miikodésének jelenlegi modellje kiilonb6zd
laboratoriumi allatokon (egereken, patkanyokon, nyulakon) végzett molekularis és

funkcionalis vizsgalaton alapul [32, 44]. Az utobbi években a sejtvonalakbol és
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sejtkultarakbol tenyésztett monolayereken végzett vizsgalatok fokozatosan kiszoritottak
a duktusz izolalési technikat. Azonban polarizalt monolayert alkoté human nyalmirigy
sejtek eddig nem alltak rendelkezésre a szekrécid vizsgalatara [132, 176].

Jelen tanulmany igazolja, hogy a PTHSG ¢és a huSMG sejtkultirdk a
zart, polarizalt monolayerek kialakitasara képesek, hanem szabélyozott, transzepitelidlis

anion szekréciora is.
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7. KOVETKEZTETESEK

1. A PTHSG ¢és a huSMG primer nyalmirigy kultardk csak Hepato-STIM
tapoldatban tenyésztve voltak képesek Transwell Clear membranon zart,
polarizalt monolayert Iétrehozni. A konvencionalis Osszetételii MEM tapoldat
sem a sejtkultara epitelidlis fenotipusanak megtartdsdhoz, sem a zart
monolayerek  kialakuldsdhoz nem  biztositott megfelelé kornyezetet.
A Hepato-STIM tapoldatban tenyészett PTHSG és huSMG sejtkulturak epitél
jellegli sejtpopulacidja hasonld tulajdonsagokkal rendelkezett. A PTHSG
sejtkultiraban a gyorsan letapadd mezenchimalis sejtek jelenléte ellenére is
képesek voltak epitelialis fenotipust megjeleniteni. Ez arra utal, hogy a Hepato-
STIM tapoldat a tenyésztés soran epitelidlis szelekcios faktorként miikodott.
A tapoldat részleges cseréje €s a kiméletesebb, szekvencialis emésztési protokoll

tobb életképes sejtet s gyorsabb novekedést eredményezett.

2. Az alkalmazott izolalasi-tenyésztési metddus kovetkeztében a PTHSG és a
huSMG sejtkultara acinaris és duktalis tulajdonsagokat is mutatott. Az acinaris
fenotipust igazold6 markerek (AQPS5, AMY1A, NKCCI1) expresszidja a nativ
szovethez képest szignifikansan alacsonyabb szinten, de az izolalt sejtkultiraban
is kimutathatd volt. Az izolalt sejtek képesek voltak amilaz szekréciora, ami
szintén az acinaris jelleget igazolja. A polarizalt monolayer szerkezet kialakulasa
utan mind az amildz génexpresszidja, mind az amildz termelés fokozodott.
A Transwell membranon tenyésztett sejtek amilazt csak az apikalis

folyadéktérbe szekretaltak, ami alatdmasztja a polarizalt szerkezet 1étrejottét.

3. 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 kamraban vizsgalhatd

volt a sejtek vektorialis elektrolitszekrécioja.
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4. A Hepato-STIMben tenyésztett PTHSG és huSMG monolayerek képesek voltak

vektorialis elektrolittranszportra.

a.

b.

C.

A teljes transzepitelidlis ionmozgést a bazolateralistol apikalis iranyba
mutatdé HCOs™ és CI transzport és az apikalistol bazolateralis iranyba
mutaté Na™-aram egyiittesen hozta 1étre.

A transzepitelialis ionaram purinerg (ATP) ¢és kolinerg (CCh) agonistak
hatasara szignifikdnsan nétt, ezzel szemben az intracellularis cAMP
szintet noveld forskolin addsa mérhetd Isc valtozast nem eredményezett.
A PTHSG sejtekben az ATP stimulalt anion transzport HCOs™ mentes
kozegben csokkenthetd volt bazolateralisan adott bumetaniddal, CI
mentes kozegben EIPA ¢és H2DIDS egyiittes, bazolateralis
applikacidjaval. Ez arra utal, hogy a PTHSG sejtek bazolateralis
membranjdban NKCC1, NHE1 és NBCl1 transzporterek miikddnek.

Osszegezve a human szubmandibularis nyalmirigybdl izoldlt PTHSG és huSMG

sejtkultirakbol  1étrehozott  monolayerek  képesek  szabalyozott,  vektorialis

ionszekréciora, igy alkalmasak a nyalmirigy miikodés kétdimenzids modellezésére.
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8. OSSZEFOGLALAS

A huSMG ¢és a PTHSG primer emberi szubmandibularis nyalmirigy sejtkultarak
az irodalmi adatok alapjan duktalis fenotipusuak. Azonban részletes funkcionalis
vizsgalatot ezeken a sejteken nem végeztek. A tanulmany célja a PTHSG és a huSMG
monolayer képzési adottsagait és a sejtek acinaris jellegének megtartottsagat vizsgalni
molekularis biologiai €s ion transzport vizsgalatokkal. A metodika megalapozéasara és
kontrollként sejtvonalakat hasznaltunk (SMIE patkdny szubmandibuléaris és Par-C10
patkany parotisz eredetii acinaris sejtvonalak; HPAF human hasnyalmirigy eredetii
duktalis sejtvonal). A huSMG és a PTHSG sejtek Transwell Clear poliészter membranon,
Hepato-STIM téapoldatban képesek konfluens, polarizalt monolayer létrehozésara, mig
MEM tapoldatban nem. A sejtekben kimutathatdo az acinaris markerként hasznalt
NKCCI1, AQPS5 ¢s amilaz, valamint a duktalis markerként hasznalatos ENaC és CLDNI1
génexpresszidja. A sejtek amildz termelésére képesek €s ez a Transwell membranra
tiltetve fokozodik. A monolayerek bazalis rovidzarlati aram (Is) mennyisége a Cl és
HCOs elvonasa vagy az epitelidlis Na* csatornat (ENaC) gatlo kis koncentracioji
amilorid adasa utan szignifikansan csokken. ClI" és HCOs™ mentes kozegben az amilorid
hatasara az Isc majdnem teljesen megsziinik. Az Isc ndvelheté az [Ca®']i szint ndvelésével
purinerg (ATP) és kolinerg (carbachol) stimulacioval, mig a cAMP szint novelésével
(forskolin) nem. A PTHSG sejtekben az ATP hatasa HCOs-mentes kozegben
csokkenthetd bumetaniddal, mely a bazolaterdlisan elhelyezked6 Na'-K*-2CI
kotranszportert (NKCC1) gatolja. Cl-mentes kozegben a Na*™-HCOs  kotranszporter
(NBC1) inhibitor H2DIDS és a Na*/H* kicseréld (NHE1) inhibitor EIPA egyiittes adasa
az ATP stimulacié hatasat majdnem teljesen megsziinteti. A bazalis Isc-t a Cl™ elvonasa, a
H2DIDS ¢és az EIPA egyiittesen sem tudta teljesen megsziintetni. A huSMG és a PTHSG
sejtekbdl Transwell membranon 1étrehozott monolayerek képesek aktiv, transzepitelialis
ionszekréciora. A transzepitelidlis ionaram a CI° és HCOs szekréciobol és Na*
reabszorpciobol egyiittesen jon létre. A PTHSG sejtek bazolateralis oldalan a Par-C10-
hez és az HPAF-hoz hasonléan NBC1, NHE1, AE2 és NKCCI transzporter miikodik.
Jelen tanulmany bemutatta, hogy sikeresen létrehoztunk egy, bar duktalis és acinaris
karaktert egyarant megjelenitd, de vektorialis elektrolit szekrécidra képes kétdimenzids

emberi nyalmirigy szekrécios modellt.
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9. SUMMARY

The huSMG and PTHSG human submandibular primary cell cultures are known
to be of ductal phenotype. However, these cells have never been functionally
characterized. The purpose of this study was to investigate whether these cells can
maintain any acinar function during cell culturing and monolayer formation on
Transwell Clear polyester membranes. To set experimental conditions for functional
preliminary experiments, and also as control, we used two acinar rat salivary cell lines
(SMIE from a submandibular gland and Par-C10 from parotis) and a human pancreatic
ductal cell line (HPAF). The huSMG and PTHSG cells are capable of forming
confluent, polarized monolayers on Transwell Clear membranes when culturing in
Hepato-STIM medium, but not in MEM medium. The cells express acinar markers
(NKCC1, AQP5 and AMY1A) and ductal markers (ENaC and CLDN1) as well. Cells
are capable of amylase secretion; the amount of amylase in the medium is higher when
the cells are grown on Transwell membranes. Transepithelial ion transport was
estimated by short-circuit current (Isc) measurements. The Isc was substantially reduced
by either CI" and HCOs withdrawal or by the blockade of apical epithelial natrium
channel (ENaC) by amiloride. An almost complete inhibition was observed following a
simultaneous ENaC block and the withdrawal of the two anions. Isc was enhanced by
Ca?*-activated regulatory pathways (purinerg stimulation by ATP and cholinerg
stimulation by carbachol), but not by cAMP elevating forskolin. In PTHSG cells the
inhibition of basolateral Na*™-K*-2ClI" cotransporter NKCC1 by bumetanide reduced the
response to ATP in the absence of HCOs. In the absence of CI, the application of
H2DIDS and EIPA (inhibitors of Na*-HCOs™ cotransporter NBC1 and Na*/H* exchanger
NHEL, respectively) almost completely abolished the Isc changes evoked by ATP but
could only partially reduce basal Isc. PTHSG and huSMG monolayers grown on
Transwell membranes are capable of achieving transepithelial ion transport, which has
two major components: a basolateral-to-apical anion secretion and an apical-to-
basolateral Na* flux. The NBC1, NHE1, AE2 and NKCC1 are presented in the
basolateral membrane of PTHSG cells. In summary, we successfully created a human
salivary secretion model, although in some parameters it shows a mixed acinar/ductal

phenotype.
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