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BEVEZETES

A fogzomanc az emberi test legkeményebb strukturaja, kozel 97%
mineralizacios fokkal, amely f6 szervetlen alkotdja a kalcium-
foszfat (hidroxiapatit). Egy tobblépcsds folyamatban alakul ki a
fogfejlddés soran epithelialis és ecto-mesenchymalis sejtcsoportok
reciprok interakcidinak hatdsara. A zomdancérés folyamatai
morfologiai, hisztologiai  szinten jol ismertek, de a
kristalyképzddés szabalyozasa, a hattérben alld6 pontos molekularis
mechanizmusok még jorészt ismeretlenek.

A belsd zomanchambo6l szarmazd, magasan specializalt
ameloblaszt sejtek irdnyitjdk a zomancérést. FO feladatuk a
matrixfehérjék szekrécidja és a zomancalkotd asvanyi anyagok
transzportja, koztik is kiemelten a kalcium transzcellularis
transzportja. Az amelogenezist két f6 funkcionalis szakaszra
bonthatjuk. A szekrécios szakaszban egy kevésbé mineralizalt,
proteinekben gazdag matrixallomannyal a zomanc teljes
magassagaban kialakul. Az érési szakaszban a szerves allomany
szinte teljesen felszivodik, az asvanyi alkotok intenziv transzportja
¢és mineralizdcidja, a zomanckristdlyok vastagsdgbani novekedése
torténik.

A kalcium- ¢és foszfat-transzporton kiviil a pH szabalyozasnak is

kozponti jelentdsége van a zomancérés soran, ugyanis a



hidroxiapatit kristalyok képzodése nagy mennyiségii proton
felszabadulasaval jar, amely semlegesitéséhez bikarbonat-ionok
szekrécioja sziikséges (Racz et al, 2018). A pH szabalyozasban
érintett egyes transzporterek fontos szerepét bizonyitja az is, hogy
bizonyos knock-out (KO) egér modellek jelentds zomancfejlodési
defektust mutatnak. Tovabba az érési fazis alatt kiemelt fontossagu
a pH modulacié jelensége. Ennek soran kétféle érési stadiumu
ameloblaszt sejtalak, a sima ¢és fodros felszinli formak
meghatarozott periodussal valtjak egymast, egymasba atalakulnak,
¢s ennek megfelelden valtakozd neutralis és savas zomanc zonakat
eredményeznek. A ciklus sordan nagyon fontos a kétféle sejtforma
kozott a szoros kapcsolati (TJ - tight junction) struktirak
atrendez0dése a proximadlis elhelyezkedésbdl disztalisba, majd
vissza (Varga et al, 2018). A szoros sejtkapcsolatok nem
hermetikusan zarjak le az intercellularis teret, rajtuk bizonyos
ionok passziv, de szelektiv aramlasa lehetséges (paracellularis
transzport). Az utobbi évtized felismerései szerint ez nem egy
statikus képzédmény, inkabb egyfajta dinamikus ioncsatornaként
miikodik, amely az ionok toltése és mérete szerinti szelektivitast
tesz lehetdvé. Ezt elsOsorban a klaudin fehérjék Osszetétele
hatarozza meg, de a paracellularis transzportrél ameloblasztokban

még csak nagyon kevés informacioval rendelkeziink.



Az amelogenezis szekrécids folyamatainak szabalyozasarol még
szintén nagyon keveset tudunk. Egy-egy kozlemény utal a szteroid
hormon (pl. androgén és Osztrogén) receptorok, az extracellularis
ATP (purinerg receptorok), a kalciumérzékeld receptor, illetve
bizonyos G-fehérje kapcsolt receptorok (pl. CCK, GRP, PACAP
receptorai) fontossagara (Varga et al, 2018), de tényleges szerepiik
felderitéséhez funkcionalis vizsgalatokra lenne sziikség.

Az amelogenezis genetikai (amelogenesis imperfecta) ¢és
kornyezeti zavarai nemcsak fontos informaciokat szolgaltatnak a
zomancképzddésben nélkiilozhetetlen transzporterek, ioncsatornak
¢s szabalyozd molekuldk szerepérdl, de a folyamatok pontosabb
megismerése a kiilonféle zomanc hipomineralizaciés zavar (pl.
dentalis fluorézis) elleni védekezésben is 0j utakat nyithatnak.
Ezeknek a transzport- és szabalyoz6 folyamatoknak a felderitése
céljabol hoztunk Ilétre az elmult években a tanszéken egy
funkcionalis vizsgalatokra alkalmas 2D in vitro modellt. Ennek
kozponti eleme a permedbilis poliészter membranra (Transwell)
iltetett és differencialtatott un. HAT-7 sejtek. A HAT-7 sejtek egy
dentalis epithelialis sejtvonal, amit 6 napos patkany metszéfog
cervikalis hurok (,,cervical loop”) régi6jabol, az ameloblaszt sejtek
Ossejt rezervoarjabol izolaltak, és hoztak 1étre spontan

immortalizacidval Dr. Hidemitsu Harada és munkatarsai. A modell



megfelel azoknak a feltételeknek, amelyeket egy epithelialis
transzportfolyamatokat vizsgalé modellnek teljesitenie kell: a
szorosan zart sejtréteg kialakuldsa és a szoros sejtkapcsolatok
kiépiilése, amelyek lehetdvé teszik a paracellularis és iranyitott
transzcellularis transzportfolyamatok megvaldsuldsat, ugyanis
megakadalyozzdk az apikalis (AP) ¢és bazolaterdlis (BL)

membrandomének keveredését.

Modelliink funkcionalis polarizaltsagat munkacsoportunk egy
2016-0s kozleményében Dbizonyitotta (Bori et al, 2016).
Immunocitokémiai és PCR vizsgéalatokkal kimutattuk, hogy a
HAT-7 sejtek szdmos ameloblaszt jellegzetességet mutatnak,
példaul az amelogenin, ameloblasztin fehérjék és a kallikrein-4
(Kl1k4) és amelotin érési ameloblaszt markerek, valamint jellemz6
ion transzporterek és szoros kapcsolati fehérjék expresszidjat. A
permedbilis membranokon novesztett HAT-7 sejtréteg magas
transzepitél rezisztenciat ér el, és a vektoridlis (BL-AP iranyu)

HCOg transzport kialakulasat teszi lehetové (Bori et al, 2016).



CELKITUZESEK

A HAT-7 patkdny ameloblaszt sejtvonal felhasznalasaval
létrehoztunk egy in vitro modellt, hogy tanulmanyozhassuk az
amelogenezishez kapcsolédo iontranszport folyamatokat (Bori et
al, 2016). Korabbi vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a sejtek a
jellemzd ameloblaszt markereket expresszaljak, membranra iiltetve
szoros kapcsolatokat alakitanak ki és funkcionalis szempontbol
polarizaltak, tovabba vektorialis HCO3™ szekréciora képesek (Bori
et al, 2016). A tovabbiakban szerettiik volna megvizsgalni, hogy
az ameloblaszt sejtek milyen molekularis mechanizmussal
rendelkeznek a pH szabdlyozdas és a HCO;z transzportjdnak

végrehajtasara.

1) Ezért célul tliztiik ki a HAT-7 sejtekben az intracellularis pH-

szabalyozast  befolyasolo bazolateralis transzporterek
funkcionalis azonositasat:

a) van-e a sejtekben a bikarbonat intracellularis

b) detektalhato-e a bikarbonat kozvetlen transzportjat ellatni

képes elektrogén natrium-bikarbonit kotranszporter

aktivitasa



c) van-e a sejteckben a bikarbonat transzportjahoz
nélkiilozhetetlen klorid-ion utdnpotlasat biztositd natrium-
kalium-klorid kotranszporter aktivitas

d) kimutathaté-e a sejtekben a bikarbonat- és klorid-ionok

elektroneutralis cseréjét végzd anion-cseréld aktivitas

A HAT-7 sejtes in vitro modell alkalmas lehet a fluor6zishoz
kothetd néhdny mechanizmus  vizsgéalatdhoz: a  fluorid
sejtpusztulast okozd kozvetlen citotoxikus hatasai, hatasa a zart
barrier  kialakuldsdhoz  sziikséges szoros  sejtkapcsolatok
kialakulasara, és a fluorid kozvetlen gatlo hatdsa a vektorialis
kalcium- és/vagy bikarbonat-transzportra. Ezért célul tlztik ki

annak felderitését, hogy

2) az akut fluorid expozicid6 zavarja-e a transzporterek
bazolateralis-apikalis iranya HCOs-transzportot lehetdvé tevo
képességét, €s

3) hogy megvizsgaljuk a fluorid hatasat a HAT-7 sejtek
életképességére, tovabba

4) hogy van-e valamilyen hatasa a fluoridnak a polarizalt sejtek
transzepitelialis rezisztenciajara, a szoros sejtkapcsolatok

kialakulasara és a szoros sejtkapcsolati fehérjék génexpressziojara.



MODSZEREK

Sejttenyésztés és a polarizalt sejtmodell eloallitasa

A HAT-7 sejteket 10% foetalis borjuszériummal (FBS) ¢és
penicillin/streptomicin  mixxel kiegészitett DMEM/F12-Ham
médiumban tenyésztettiik 5% CO, ¢és fenntartott paratartalom
mellett, 37°C-on, inkubatorban. A sejtek differencialtatdsahoz,
Transwell membranokon val6 tenyésztéséhez ezt az alap tapoldatot
egészitettiik ki CaClp-dal (2,1 mM végkoncentracioban), és 107
mM dexametazonnal (differencialo tap).

A sejteket Transwell membranra iltetve, ¢és differenciald
tapoldatban novesztve egy zart monolayert hoztunk létre, ilyen
médon a membran két oldaldn az AP és BL térfél kiilon

perfundalhato, vizsgalhato.

A transzepitél elektromos rezisztencia kovetése

A szoros sejtkapcsolatok kialakulasat, a sejt monolayer zartsagat a
sejtréteg  transzepitél elektromos rezisztencidjanak (TER)
mérésével ellendriztiik. A Transwell membranon novesztett HAT-
7 sejtek TER értékeit az epitelhialis volt-ohm méter késziilékkel
(EVOM) kovettiikk, naponta mérve, 5 napon keresztil a
mikrofluorometrias mérések elott, illetve a natrium-fluoridos

(NaF) kezelesek alatt.



A TER értékek iddbeli kovetése végsd soron a sejtréteg toltéssel
rendelkezd molekulakkal, elektrolitokkal szembeni paracelluléris
permeabilitasarol, és az ezzel kozvetlen Osszefiiggésben 1évo
szoros kapcsolatok kialakulasarol ad informdaciot, amely
sejtkapcsolatok a szekréciés és abszorpcios feladatokat ellato
epitélsejtek kulcsfontossagl strukturdja.

A tobbnapos fluorid expozicios kisérletekben a sejtkiiiltetés utan
24 o6raval a Transwell membranokon a médiumot lecseréltiink O

(kontroll); 0,3; 0,6; illetve ImM NaF-tartalmt médiumra.

Mikrofluorometria

A valés iddben torténd intracellularis pH (pH;) valtozéasokat
mikrofluorometriaval a pH-érzékeny fluoreszcens indikator
BCECF-AM segitségével monitoroztuk. A festéket a mérésekhez
ratiometrikus modon hasznaltuk, azaz két kiilonb6zé (490nm és
440nm hulldmhosszl) gerjesztési fényre adott, 530nm-en detektalt,
pH-fiiggd (F490) ¢és pH-fiiggetlen (F440) fluoreszcencia
intenzitdsokat  vizsgaltuk. A F490/F440  hanyadossal
kikiiszobolhetjiik az eltérd toltddésbol, festék koncentraciokbol,
tiriilésbol és a "photobleaching"-bol eredd hibakat. A hanyadosbol
az Un. nigericin/magas-kalium  moddszerrel, kalibracioval

hataroztuk meg a tényleges pH; értékeket. A mérOkamrdban a



membranra iltetett sejtréteg két oldalan kiilonb6zdé oldatokat
aramoltattunk, ¢és a transzporterek aktivitasat a kiilsé oldatok
megfeleldé  Osszetételével €és  specifikus  inhibitorokkal
tanulmanyoztuk.

A pH szabalyozasért felelds transzporterek vizsgalatdhoz az un.
ammoOnium-pulzus technika soran 20mM NH4Cl tartalmt kiilsé
oldat segitségével jelentds intracellularis savasodast/alkalizaciot
idéztiink el (,,acid/base loading”), hogy a pH; helyreallitisara
iranyuld, beindulé kompenzéciés mechanizmusok, transzporter
aktivitasok részvételét tanulmanyozhassuk.

A transzportfolyamatok  szempontjabol fontos, gradienst
meghatérozo ionok (Na® és CI') extracelluldris megvonasaval is
tanulmanyoztuk az egyes, pH kompenzacioban részt vevo
transzporterek szerepét.

Az anion cserélék blokkolasdhoz 100uM DIDS-et (4,4’-
diizotiocianatostilbén- 2,2’-diszulfonsav), a Na'/H® cserélok
gatlasahoz 300uM amiloridot, a Na*- HCO®  kotranszporter
gatlasdhoz 500uM H,DIDS-et, és az NKCC gatlasdhoz 100uM
bumetanidot hasznaltunk. A bikarbonat szekrécios
transzportfolyamatok  stimulalasa érdekében 50uM  ATP-t

hasznaltunk az intracellularis kalcium-szint emelésére, mig 10uM



forskolint és 500uM IBMX-et (3-isobutyl-1-methylxanthine) az
intracellularis cAMP-szint emelésére.

Sejtéletképesség teszt

A fluoridos kezeléseket 24 oraval a sejtkiiiltetés utan kezdtiik meg,
majd 48 és 96 ora kezelés utan a sejtek metabolikus aktivitasat az
AlamarBlue esszé (Thermo Scientific) segitségével hataroztuk

meg az 590nm-en mért fluoreszcencia intenzitasok mérésével.

Kvantitativ RT-PCR vizsgalat

A szoros kapcsolati fehérjék expresszidjanak vizsgalatat
kvantitativ real-time PCR modszerrel végeztikk. A kontroll és
fluorid tartalmi médiumokban novesztett sejtekbdl teljes sejt
RNS-t izolaltunk, ennek 1-2ug-jabél cDNS-t irtunk, amely
amplifikacigjat az ABI  StepOne  késziilekkel  végeztiik
eléregyartott primerekkel (AppliedBiosystems). Bels6 kontrollként

az Un. acidic ribosomal protein PO-t (Rplpo) hasznaltuk.

Statisztikai analizis

Két csoport Osszehasonlitasdhoz kétmintas t-probat hasznaltunk,
tobb csoporthoz egyszempontos variancia-analizist illetve ismételt
méréses variancia-analizist, Dunnett post-hoc teszttel. A TER
értékek Osszehasonlitasahoz nem-parametrikus Kruskal-Wallis

tesztet hasznaltunk Dunn post-hoc teszttel.
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EREDMENYEK

A HAT-7 sejtek intracellularis pH szabalyozasaban szerepet
jatszo fo bazolateralis transzporterek

2016-os kozleményiinkben bizonyitékkal szolgaltunk arra, hogy a
Transwell membranon differencialt HAT-7 ameloblaszt sejtek
polarizalt, zart sejtréteget alkotnak, és vektoridlis, bazolateralis-
apikalis irdnyu bikarbonat transzportra képesek (Bori et al., 2016),
de a pH szabalyozasért felelds egyes transzporterek lokalizalt
aktivitasat nem vizsgaltuk.

a) Natrium-proton cserélé aktivitas a bazolateralis oldalon

Az ammonium-pulzus technika, azaz 20mM NHCI tartalma
mérdoldat rovid ideig tartd perfuzioja segitségével jelentds
intracellularis acidifikaciot érhetiink el a HAT-7 sejtekben, igy a
pH; savterhelésbol vald helyreallasanak sebességét
mikrofluorimetridas modszerrel mérve vizsgalhatjuk a pH
kompenzacidban szerepet Jjatszo transzportereket.
HCO3 /CO,-mentes HEPES oldatban vizsgalva, a kiilsé Na* ionok
mindkét oldali megvondsa az ammoénium pulzus utin teljes
mértékben blokkolta a sejtek pH; helyredllitasi képességét, ami
arra utal, hogy Na*-fiiggd transzporterek feleldsek az acidifikacio

utani pH emelkedésért. A Na* visszaadasa a bazolateralis oldalon a
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pH; gyors emelkedését, helyredllasait okozta, ami 300uM
amiloriddal nagymértékben gatolhatd volt (p<0,05 vs. kontroll),
bazolateralis natrium-proton cseréld aktivitasra utalva. Az NHE1
izotipus jelenlétét erdsiti, hogy egy erre az izotipusra nagyobb
specifitassal rendelkez6 inhibitor, a kariporid hasznalataval szintén
szignifikans gatlast tudtunk kimutatni (a Transwell membranon
novesztett HAT-7 sejtek savterhelés utani pH kompenzacids
képességében).

b)  Natrium-bikarbonat  kotranszporter  aktivitas a
bazolateralis oldalon

Az ammoénium-pulzus technikat HCO3; /CO, tartalmi HEPES
oldatban alkalmazva, az ammonium-pulzus utani Na® kétoldali
hogy a pH szabalyozéasban résztvevd bikarbonat transzporterek
Na’-fiiggdek. A bazolateralis oldali Na* visszaadasara gyors pH;
emelkedés tortént, ami részlegesen gatolhatdo volt 300uM
amiloriddal  (p<0,05 vs. kontroll). A natrium-bikarbonat
kotranszporter inhibitor H,DIDS (500uM) a kompenzacié tovabbi
szignifikans gatlasat eredményezte (p<0,05 vs. amilorid egyediil),
tehat HAT-7 sejtekben a pH kiegyenlité mechanizmusokban mind
az NBCel altal kozvetitett bikarbonat felvételnek, mind az NHEI

altal kozvetitett H' leadasnak szerepe lehet.
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¢) Natrium-kalium-klorid  kotranszporter aktivitas a
bazolateralis oldalon

A szakirodalomban ismert, hogy a natrium-kalium-klorid
kotranszporter (NKCC1) a K* helyén képes NH," transzportjéra is,
tovabba az NHj; szabadon atjut a sejtmembranon, ezért az
ammonium-pulzus technika alkalinizaciés szakasza alkalmas az
NKCC1 vizsgalatara. A 20 mM NH4Cl-dal valé expozicio alatt
megindul a sejtekben egy pH kompenzaciés mechanizmus, amely
acidifikaciés folyamatért részlegesen az NH," felvétele lehet
felelés. HCO3 /CO; tartalmu HEPES oldatban HAT-7 sejtekben
az NKKC inhibitor bumetanid (100uM) bazolateralis alkalmazasa,
szignifikansan csokkentette az ammonium expozicid alatti lassu
acidifikacid sebességét (p<0,05 vs. kontroll). Ez a NKCCI
jelenlétére utal HAT-7 sejtekben, ami konzisztens korabbi RT-
PCR adatainkkal (Bori et al., 2016).

d) Anion-cserélé aktivitas a bazolateralis oldalon

A Dbazolateralis CI' megvonas HCO3; /CO, tartalmi HEPES
oldatban egy szignifikdns pH; emelkedést okozott a HAT-7
sejtekben a megfordult gradiens kovetkeztében HCO3 bearamlas
eredményeként. Ez az emelkedés szignifikansan gatolhatonak

bizonyult az anion cseréld inhibitor DIDS (100uM)
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alkalmazasaval (p<0.05 vs. kontroll), ami egy anion cseréld
(valoszinlileg az AE2) bazolaterdlis jelenlétére utal a HAT-7

ameloblaszt sejtekben.

Az akut fluorid expoziciéo hatasa a HAT-7 sejtek bikarbonat
szekrécidjara

A sejtek szekréciojahoz elengedhetetlenek a  bikarbonat
intracellularis akkumuléciojat eredményezd folyamatok. Ezt
alapvetden két fontos mechanizmus lathatja el: a bazolateralis
membranon keresztiili direkt bikarbonat felvétel (az NBCel altal
megvalositott szimport folyamaton keresztiil), illetve a CO2
difftizigja a sejtekbe majd a szénsavanhidrdzok katalizalta szénsav
extrazidja (elsédlegesen a natrium-proton cseréldé NHE1 4ltal
megvalodsitott antiport folyamaton keresztiil), amely szintén a
bikarbonat ionok intracellularis ndvekedését okozza.

2016-o0s kozleménylinkben leirtuk, hogy ha a HCO3 bazolateralis
¢s NHEI1 transzporterek inhibitoraival a Transwell membranon
novesztett HAT-7 sejtekben, a folytatodd apikalis HCO3  efflux

egy lassu intracelluléris acidifikacio form4jaban

mikrofluorometriaval detektalhato, és hogy ez az alap szekrécid
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jelent6sen fokozhaté Ca**- és cAMP-mobilizalé stimulatorokkal
(Bori et al., 2016).

Ezt a stimulalt HCO3 szekréciot jellemzo kezdeti acidifikacios
ratat hasznaltuk annak tesztelésére, hogy vajon az akut fluorid
expozicid kozvetve vagy kozvetleniil hatassal van-e a vektorialis
bikarbonat transzportra HAT-7 sejtekben. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a fluorid, a 0,03—1 mM koncentracié tartoményban
akut modon adva nem volt hatdssal az 50uM ATP, 10uM
forskolin, és 500uM IBMX egyiittes adasaval stimulalt bikarbonat

szekréciora.

A fluorid hatiasa a HAT-7 sejtek életképességére, transzepitél
rezisztenciajara és a szoros Kkapcsolati fehérjék gén-
kifejez6désére

A natrium-fluorid citotoxikus hatdsait az AlamarBlue ¢€letképesség
teszttel vizsgalva azt kaptuk, hogy a fluorid a HAT-7 sejtek
metabolikus aktivitdsat nem zavarta 0,6 mM koncentracioig, mig 1
mM fluorid kezelés kis mértékben csokkentette, de nem bizonyult
citotoxikusnak, azaz a sejtek 1 mM fluoridkoncentracié mellett is
bendtték a membranok feliiletét. Ezzel szemben 3 mM fluorid

toxikusnak bizonyult, mar 48 o6ra utan elpusztitva a sejteket.
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A szoros kapcsolatok (TJ-k) kialakulasat és a sejtek polarizaciojat
folyamatosan kovettiik 5 napon at, naponta mérve a Transwell
membranon tenyésztett HAT-7 sejtek transzepitél elektromos
fluorid tartalmi médiumokban differenciéltattuk éket. 3-5 nap utan
a sejtek konfluens moédon a membrénok teljes feliiletét bendtték
mind a kontroll, mind a néatrium-fluoriddal kezelt sejtek esetében 1
mM fluorid koncentricioig. Ez alatt a TER értékek elkezdtek
emelkedni a TJ-k kialakulasanak koszonhetéen. Az 5 napos
iddszak alatt a TER novekedését nem befolyasolta szignifikdnsan a
0,3-0,6 mM natrium-fluoridos kezelés a kontrollhoz viszonyitva,
mig 1 mM hatdsdra a TER fejlddése jelentdsen gatlodott (p<<0,05
vs. fluoridmentes kontroll).

A szoros kapcsolati fehérjék expresszidjat kvantitativ PCR
modszerrel vizsgélva, kis meglepetésre, a fluorid expozicid6 nem
csokkentette a TJ-komplex legfontosabb tagjainak (a Tjpl, Cldnl,
Cldn4, Cldn8, Cldnl6 és Cldnl9 fehérjék) génkifejezddesét, sot

egy kismértékii, de szignifikdns ndvekedés volt tapasztalhato.
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KOVETKEZTETESEK

1)

a)

b)

A Transwell membranon polarizalt modon, egysejt-rétegben
novesztett, ameloblaszt-jellegi  HAT-7  sejtekben az
intracellularis pH-szabdlyozast befolyasold, funkcionalisan
aktiv bazolateralis transzporterek azonosithatoak.
A sejtek bazolateralis oldalan Na'-tol fiiggé natrium-proton
cseréld aktivitds mutathatd ki. A transzporter a protonok
bazolateralis oldali leaddsaval a bikarbonat intracelluléris
aktivitds az izotipus-specifikus, szelektivebb kariporid
gatloszerre is érzékeny, ami az NHE-1 izotipus funkcionélis
jelenlétére utal.
Kiils6 bikarbonat jelenléte mellett, az elektrogén natrium-
bikarbonat kotranszporter bazolateralis aktivitasa is
detektalhatd, amely mechanizmus a bikarbonat-ionok
kozvetlen transzportjdhoz jarulhat hozza az ameloblaszt
sejtekben.
A sejtek bazolateralis oldalan a natrium-kalium-klorid
kotranszporter aktivitdsa is kimutathat6, amely a klorid-

ionok utanpotlasat biztosithatja az ameloblasztokban.
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d) Szignifikans bazolateralis anion-cseréld aktivitdsa van a

2)

3)

4)

sejteknek, amely mechanizmus fontos eleme lehet az

ameloblaszt sejtek pH szabalyozasanak.

A Transwell membranon névesztett HAT-7 sejtekben a fluorid
akut expozicidja (egy széles koncentracio tartomanyban) nem
befolyasolja szignifikdnsan a sejtek stimulalt bazolateralis-
szekréciora feltehetden kdzvetlen nincs hatésa.

A fluorid a mikromolaris tartomanyban (egészen 1 mM-ig)
nincs szubsztancialis hatassal a HAT-7 sejtek életképességére,
de 3 mM koncentraciéban mar toxikusnak bizonyul.

A még nem toxikus 1 mM fluorid koncentracio szignifikdnsan
késlelteti a Transwell membranon differencialt HAT-7 sejtek
magas  transzepitelidlis  elektromos  rezisztencidjanak
kialakuldsat. Ez a szoros sejtkapcsolatok kialakulasanak fluorid
altali gatlodasat jelzi. Ezzel ellentétben az 1 mM fluorid nem
csokkenti (inkabb kicsit noveli) a Tjpl, Cldnl, Cldn4, CldnS,
Cldnl6 és Cldnl9 szoros  sejtkapcsolati  fehérjék
génexpressziojat HAT-7 sejtekben. Ezek a megfigyelések arra
utalnak, hogy fehérjekifejez0dés helyett a  fluorid

Osszeszerelddésiikben és/vagy membranba valo
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kihelyezddéstikben akadalyozhatja a szoros sejtkapcsolatok
kialakuldsat, igy munkank tovabbi érdekes vizsgalati irdnyokat

nyit a zomanc fluordzissal kapcsolatos kutatasokban.

Adataink nem csokkentik a dentalis fluor6zis kialakuldsaban eddig
feltételezett mechanizmusok fontossagat, és bizonyos mértékig e
mechanizmusok koziil tobb is hozzajarulhat a
hypomineralizdcidhoz a fluorid tényleges helyi koncentraciéitol
fiiggden. Mindazonaltal a fluorid szoros sejtkapcsolatok
kialakulasanak késleltetésében feltételezett szerepe is nagy
jelentdséggel birhat, ha figyelembe vessziikk az ameloblasztok
szerkezeti ¢és funkciondlis valtozdsainak ciklusait a zomancérés
soran (az ameloblaszt formak, TJ atrendezddés és pH modulécio

patkanyokban koriilbeliil 8 6ras ciklusat).
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