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1. Roviditések jegyzéke
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ATP
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BL
BMP-2
BPA
CA
CaCC
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CAMP
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CaR

CA

CCK
C-di-GMP
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az Slc4 csaladba tartozé anion-cseréld transzporter fehérje (2-es
izotipus)

amelogenesis imperfecta

alkalikus foszfataz

amelogenint kodold gén az X, ill. Y kromoszéman
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anoctamin-1 kalcium-aktivalt klorid-csatorna
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adenozin-trifoszfat

acetazolamid szénsav-anhidraz inhibitor
2',7'-bisz-(2-karboxietil)-5-(¢s-6)-karboxifluoreszcein
(szarmazéka)

bazolateralis

bone morphogenic protein-2 névekedési faktor
biszfenol A

szénsav-anhidraz

kalcium-aktivalt klorid-csatorna

human kolorektalis adenokarcinoma eredetii sejtvonal
ciklikus adenozin-monofoszfat
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sejtvonal
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CFTR

CGRP
CL
CLDN
CNNM4
CRAC
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EDTA
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ER
ERK
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FGF10
FORSK
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GRP
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cisztas fibrdzis transzmembran konduktancia regulator klorid-
csatorna

kalcitonin génhez kapcsolodo peptid

a fogcsira cervikalis hurok régidja (cervical loop)

Klaudin fehérjecsaladba tartozo protein

Cyclin-M4 magnézium transzporter fehérje
kalcium-felszabadulas altal aktivalt kalcium-csatornakomplex
4,4’-diizotiocianatostilbén- 2,2’-diszulfonsav (anion-cserél6k
gatloszere)

dentalis follikulus (fogzacsko)

Distal-Less Homeobox 3 transzkripcios faktor
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Down-Regulated in Adenoma membranfehérje, az Slc26
csaladba tartozo anion-cseréld

etilén-diamin-tetraecetsav

epithelialis natrium csatorna

endoplazmatikus retikulum

extracellularis szignal-regulalt kindz (mitogen-aktivalt protein
kinaz 1 és 3)

Malassez-féle sejtek (epithelial rest of Malassez)

440 nm gerjesztd fényt kovetden 530 nm-en mért fluoreszcencia
intenzitas

490 nm gerjesztd fényt kdvetden 530 nm-en mért fluoreszcencia
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foetalis borju szérum (fetal calf serum)

fibroblaszt ndvekedési faktor-10

forskolin
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PCR
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4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav (puffer)
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human hasnyalmirigy duktusz adenocarcinoma eredetli
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matrix metalloprotedz-20

az Slc4 csaladba tartozoé elektrogén natrium-bikarbonat
kotranszporter (1-es izotipus)

kalium-fliggd natrium/kalcium-cseréld transzporter fehérje (4-es
1zotipus)

kalium-fiiggetlen natrium/kalcium-cseréld fehérje (1-3
izotipusok)

az Slc9 csaladba tartozo natrium/proton-cserélé membranfehérje
(1-es izotipus)

az Slc12 csaladba tartozo natrium-kalium-klorid kotranszporter
fehérje (1-es izotipus)

N-metil-D-glitkamin

neuropeptid-Y

occludin

kiils6 zoméanchdm (outer enamel epithelium)

Osztrogén receptor

kalcium-felszabadulas altal aktivalt kalcium-csatorna
immortalizalt ameloblaszt-jellegli sejtvonalban
hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid

patkany parotisz eredetli sejtvonal

az Slc26 csaladba tartozo6 anion-cseréld
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PI3SK/AKT

foszfatidil-inozitol 3 kinaz /protein kinaz B jelatviteli Gitvonal

PKC protein kinaz C

PL papillaris réteg sejtjei (papillary layer)

PMCA plazmamembran kalcium ATPaz fehérjekomplex

PT-HSG human szubmandibularis mirigy eredeti primer sejtkultira

PYY szomatosztatin, a peptid tirozin tirozin

gPCR kvantitativ (real time) polimeraz lancreakcio

gPCR kvantitativ polimeraz lancreakcio

QS kvorum-érzékelés (quorum sensing)

RA ruffle-ended ameloblaszt/fodros felszinli ameloblaszt

RNS ribonukleinsav

Rplpo savas riboszomalis protein PO

RT-PCR reverz transzkripcids polimeraz lancreakcio

RT-qPCR kvantitativ reverz-transzkripcids polimeraz lancreakcid

Runx2 Runt-related transcription factor 2, transzkripcios faktor

SA smooth ended ameloblaszt/sima felszinii ameloblaszt

SAC szolubilis adenilat-ciklaz

SEM atlag standard hibgja

SEM standard error of mean/atlag szorasa

Sl stratum intermedium

SIRNS small interfering RNS/Kis interferal6 RNS

SLC a ,,solute carrier" molekulacsalddba tartozo transzporter fehérje

SLC26A4 pendrin, az Slc26 csaladba tartozo elektroneutralis anion-cseréld

SOCE intracellularis raktarak altal vezérelt (,,store-operated") kalcium
bearamlas

SR stellate reticulum/reticulum stellata

STIM kalcium szenzor sztrémalis interakciés molekula

Tcirgl vakuolaris H+ ATP-4z alegység (T cell immune regulator 1)
protein

TER, TEER transzepitél elektromos rezisztencia (ellenallas)

TJ szoros sejtkapcsolat/zonula occludens (tight junction)

TRPM7 tranziens receptor potencial melasztatin-7 kation csatorna



V-ATPaz
VDR
VIP
WDR72
Z0, Tjpl

vakuolaris H" ATP-4az fehérjekomplex
D-vitamin receptor

vazoaktiv intesztinalis peptid

WD repeat-containing protein 72

zonula occludens fehérje



2. Bevezetés
2.1 A fogfejlodés

A gerincesek csontjai €s fogai, bar sok hasonldésagot mutatdé keményszoveti strukturak,
de sok tekintetben kiillonb6z6 mechanizmusokon keresztiil, eltéré embrionalis fejlodési
utakon alakulnak ki, és mai tudasunk alapjan evolucidsan is két kiilon fejlodési
utvonalon jottek létre (Lacruz 2017). A fog egy igen Osszetett szovet/szerv, tobbfajta
csiralemez sejtjeinek differencialodasabol alakul ki, amely rdadasul a régzitéséhez
szolgald szovetekkel (az alveoldris csontszovettel, a cementummal és a periodontalis

ligamentummal) egyiitt, azokkal §sszhangban, szorosan szabalyozott modon fejlodik.

A fogak kialakuldsdnak harom f6 szakasza van. A Kkezdeti vagy inicialis szakaszban a
stomodeum (sz4jobol) teriiletén az embriondlis feji ektoderma megvastagodd
sejtcsoportja 1étrehozza a foglécet (lamina dentalis) és invaginacidval betiiremkedik az
alatta levd mesenchymaba, 1étrejon a dentalis placod (Jernvall és Thesleff 2012, Nanci
2018). Ennek szomszédsagaban, a késébbi dentalis papilla teriiletén az ideglemezbdl
kivandorldé neuroektodermadlis ducléc sejtek egyik csoportja mezodermalis
transzdifferenciacioval l1étrehoznak egy ecto-mesenchymalis sejtcsoportot (Miletich és
Sharpe 2004). Az alaki vagy morfodifferenciacios szakaszban ezen ektodermalis és
ecto-mesenchymalis sejtféleségek osztodasanak eredményeként jon létre a fogcsira,
amelybdl a bimbo (riigy), sapka, majd harang alaku stadiumokon keresztiil (1.abra)
kialakul a zomancszerv, az alatta 1évéd kezdetben még differencialatlan sejteket
tartalmazo dentalis papilla, és az ezeket kiviilr6l nagyrészt befedd fogzacskd szintén

ecto-mesenchymalis eredetii sejtcsoportjai (Nanci 2018, Tompkins 2006).

A zomancszerv ektodermalis sejtjei a sapka és korai harang stddiumban elkezdenek
differencialodni kialakitva a belsé és kiilsé zomanchamot (2.abra), illetve a két sejtréteg
kozott megjelend reticulum stellata allomanyat, amely réteg csillag alakt sejtjei
képesek ellatni a kornyezd sejtek taplalasat, energia-utanpotlasat. Késdbb a belsod
zomanchdm ¢€s a reticulum stellata k6zott megjelenik egy (atmeneti) sejtréteg a belsd

zomanchamot kozvetleniil taplalé stratum intermedium sejtjei (3.abra) (Nanci 2018).
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1.abra: A fogfejlodés fobb stadiumai

Jelmagyarazat: ep - epitélium, mes - mezenchima, sr - reticulum stellata,
dm - dentdlis mesenchyma, dp - dentdlis papilla, df - dentdlis folliculus,
ek - szignalizacios sejtcsomé  (enamel knot), erm - Malassez-féle sejtek,

hers - Hertwig-féle hambhiively (Thesleff és Tummers 2008)
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2.abra: A cervikalis loop régio kifejlodése, és a HERS
Jelmagyarazat: am - ameloblasztok, iee - belsé zomdnchdam, oee - kiilsé zomdancham,

sr - reticulum stellata, ERM - Malassez-féle sejtek, HERS - Hertwig-féle hamhiively
(Tummers és Thesleff 2008)



A zomancszerv apikalis részén, a kiilsé és belsd zomancham taldlkozasanal kialakul az
un. cervikalis hurok régio (cervical loop - gyokérnyaki athajlas vagy kanyar) (2. €s
3.abra), amely még nem differencialodott sejteket (6ssejteket) tartalmaz, igy biztositja
(ragcsalok folyamatosan novekvo metszofogai esetében életiik végéig megmaradva) a

novekvo fog sejt-utanpotlasat (Nanci 2018).

BENeLliCL |~

incisor molars / " 4 J | IaCL\__
dentin /\\ 4 w odontoblasts
o] S | » dentin

enamel —— g

3.abra: A patkany metszofog cervikalis loop régidjanak elhelyezkedése
Jelmagyarazat: IEE - bels6 zomancham, OEE - kiilso zomdncham, SI - stratum
intermedium, SR - reticulum stellata, liCL, laCL — lingalis és labialis cervikalis loop,

T-A - tranziens ameloblasztok (Chavez és mtsai 2014)

A harmadik, szoveti vagy hisztodifferenciacios szakasz soran differencialodnak az
egymassal valo reciprok kolcsonhatasok (epithelialis-ectomesenchymalis interakciok) és
felszabaduld novekedési faktorok €s szignalmolekuldk hatdsara a belsé zomanchambol
szarmaz6 ameloblaszt sejtek rétege és az ectomesenchymalis sejtekbdl differencialdodo
odontoblasztok sejtsora, és megkezdik a fogkorona keményszoveteinek mineralizaciojat
(Jussila és Thesleff 2012, Nanci 2018, Tompkins 2006). Ez a két sejtréteg kezdetben
kozvetleniil egymashoz simul, csak egy bazalis membran vélasztja el dket. Ezek a sejtek
alakitjak ki a késébbiekben a zomancot €és a dentint a két sejtréteg kozé esd, egyre
vastagodd mineralizacids térrészben, illetve a dentin-pulpa komplexét a fog belsejében.

Ez a folyamat a korona kialakulasaig tart.

A foggyokér novekedésének meginduldsakor a cervikalis hurok régié megsziinik (a nem
folyamatosan novekvd fogak esetén), a kozépsd sejtcsoportok eltlinnek, €s a kiilsé és
belsé zomancham 0Gsszesimul és kialakitja a Hertwig-féle hamhiivelyt (HERS)
(2.abra). A HERS-nek fontos funkcioja van a foggyokér ndovekedésében, mivel bels6d
sejtjei indukaljak a mellettiik fekvd dentdlis papilla sejtjeinek odontoblasztokka valo

differencialodasat, amelyek azutan kialakitjdk a gyokér dentint. A HERS
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fragmentalodasa utdan a  dentalis  folliculus  ecto-mesenchymalis  sejtjei
cementoblasztokka differencialédnak és kialakitjak a gyokér cementrétegét. A kialakuld
foggyokér felszinén halozatosan elhelyezkedé, a HERS fragmentalédasa utan

visszamarado epithelialis sejteket Malassez-f¢le sejteknek nevezziik (Nanci 2018).

Osszefoglalva, a fogfejlédés egy molekularis szinten szigoruan szabalyozott folyamat,
¢s a fog egy igen Osszetett szerv, ami egy morfogének, transzkripcids faktorok és
szignalmolekulak ezrei ¢és kiilonbozo eredetli sejtcsoportok Osszetett kdlcsonhatasai altal
meghatarozott fejlédési folyamat eredményeképpen jon Ilétre. A zomancot az
ektodermalis eredetli zomancszerv és ameloblaszt sejtek hozzak létre, a dentint és pulpat
a dentalis papilla ectomesenchymalis eredetli sejtjeibdl differencialodd odontoblasztok
alakitjak ki, mig a dentalis follikulus (fogzacskd) ecto-mesenchymalis eredetli sejtjei a
cementum (cementoblasztok), a periodontalis ligamentum (fibroblasztok) ¢és az
alveolaris csont (oszteoblasztok) kialakulasaért felelosek. Ezek koziil, a jelen dolgozat
fokuszaban allo6 zomancot tekintve, ki kell emelniink, hogy a zomancfejlodésben a fent
emlitett tényezdk és faktorok mellett nem kevésbé fontos szerepet jatszanak az
ameloblaszt sejtek altal megvaldsitott transzport folyamatok, amelyek a
zomancallomany kialakitasaban nélkiilozhetetlen asvanyi anyagok és zomancfehérjék

,»c€lbajutasat” biztositjak.

2.2 A zomancérés és fazisai

A zomanc az emberi test legkeményebb strukturdja. A csontszovethez hasonloan ez a
szovet is matrix kozvetitette mineralizacioval jon 1étre, de a csontnal sokkal magasabb
fokti mineralizaciot (96-97%) ér el, kollagént nem tartalmaz, és a mesenchymalis
eredeti oszteoblasztokkal ellentétben ektodermalis eredetli epithelialis sejtek, az
ameloblasztok hozzédk létre. A zomancérés két fo funkcionalis szakaszra oszthatd: elsé
1épésben (szekrécids szakasz) egy kevésbé mineralizalt, proteinekben gazdag
matrixallomany jon 1étre, ahol a zomadanckristalyok elérik teljes hosszusagukat. A
kovetkezd 1épésben (érési szakasz) az organikus allomany szinte teljes felszivodasa
torténik, amely mellett az 4svanyi alkotdk intenziv transzportja és mineralizacidja folyik
a zomanckristalyok vastagsagbani novekedését eredményezve (Nanci 2018, Smith

1998). A zomanc létrejottét elsdsorban a kiilonb6zé differenciacids stadiumokon atesd
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ameloblaszt sejtek szekrécids és szabalyozo tevékenysége teszi lehetové, de emellett
sziikség van mas tipusu (az ecto-mesenchymalis vagy példaul a papilléris) sejtek
kozremiikodésére is. Az ameloblaszt fejlodési alakok idérendben: a morfogenikus,
induktiv, korai szekrécids, késoi szekrécios, atmeneti, fodros és sima felszini érési,
végiil protektiv ameloblasztok (4.abra). Az egyes ameloblaszt alakok nemcsak
morfologiailag eltéréek, hanem funkcionalisan is kiilonbozé feladatok ellatasat

szolgaljak az adott zomancérési fazis soran.

4.abra: Az ameloblaszt sejtek fobb differencidacios stadiumai

(A) 1. morfogenetikus, 2. induktiv, 3. korai szekrécios, 4. késdi szekrécios, 5. fodros
felszinii érési, 6. sima felszinii érési, 7. protektiv ameloblaszt sejt alakok
(B) a fodros és sima felszinii érési ameloblaszt formak moduldcidja

Jelmagyarazat: End — endoplazmatikus retikulum, G — Golgi-appardtus, M -

mitokondrium, Tj - szoros sejtkapcsolat (Varga és mtsai 2015)

A Dbelsé zomancham sejtjeinek differencidlodasa pre-ameloblaszt sejtekké a
morfogenikus fazisban kezdédik meg. Ezeket a kobos hamsejteket még bazalis
membran valasztja el az alatta levd mesenchymatdl. A pre-ameloblasztok fontos
funkciodja, hogy az altaluk szekretalt szignal molekuldk fogjdk indukalni a szomszédos
dentalis papilla ecto-mesenchymalis sejtjeit, hogy odontoblasztokka
differencidlodjanak. A kovetkezd pre-szekrécios fazisban a sejtek megnyulnak,
sejtalkotoik atrendezddnek, és felkésziilnek a fehérjeszintézisre. Az ameloblasztok
kozott junkcionalis komplexek alakulnak ki mind a proximalis (a stratum intermedium
felé néz6), mind a disztalis (a zomanc felé nézd) oldalon (Nanci 2018). A szekrécios
fazisban az ameloblasztok hosszl, oszlopos sejtekké alakulnak, mitokondriumokban

gazdag citoplazmaval, kiterjedt endoplazmas retikulummal és Golgi apparatussal, mivel
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aktiv fehérjeszintézist folytatnak. A sejtek apikdlis végén jellegzetes Tomes nyulvany
talalhato, mely az intenziv transzport-folyamatok szamara biztosit kiterjedt feliiletet. A
sejtek emellett a kristalyosodashoz sziikséges Ca®*" ¢és PO,* ionokat szekretaljak a
mineralizacios térbe. A kristalyképzddeés az itt termelt matrixfehérjéken indul meg. Ezek
koziil a legnagyobb mennyiségben az amelogenin szekretalddik, tovabbi fontos, de még
kevésbé ismert szerepli matrix fehérjék az ameloblasztin és az enamelin (Nanci 2018,
Smith 1998). A szekrécios fazis végére kialakul a zomanc teljes szélességében, de
csupan 30%-os mineralizaltsaggal: a hosszl, keskeny parallel hidroxiapatit kristalyok
kozt a teret még matrixfehérjék (elsésorban az amelogenin) toltik ki. Ebben a fazisban
indul meg a matrixfehérjék hasitasaért felelés matrix metalloproteaz-20 (MMP20)

termelése is, amely aktivitas a folyamatos kristalyképzddést segiti.

A szekrécids-érési fazis kozotti atmeneti szakaszban indul meg a kovetkezd, az érési
fazis egyik fontos markere, az amelotin expresszidja, ami még a redukalt
zomanchamban is fennmarad. A fehérje valdszinlileg fontos szerepet tolt be az
amelogenezisben (tiltermelése elvékonyodott zomdéncot eredményez), de pontos

funkciojat még nem ismerjiik (Somogyi-Ganss és mtsai 2012).

Az amelogenezis érési fazisaban kezdddik meg a zomanc atépiilése, intenziv
mineralizicioja, amelyet kétféle morfologiat mutatod érési ameloblaszt forma alakit ki: a
fodros felszinli (RA) és a sima felszinli (SA) ameloblaszt sejtek, melyek ciklikusan
atalakulnak egymasba, valtjadk egymast. Patkanyokban a ciklus hossza nyolc ora,
koriilbeliill négy oras fodros felszinti, két oras sima felszini, és két oras fokozatosan
visszaépiil6 sejtformakkal. A kétféle sejttipus atalakulasakor a szoros sejtkapcsolataik is
atrendezOdnek apikalis elhelyezkedésiibol (fodros felszinli ameloblasztok) bazalis
elhelyezkedéslibe (sima felszinli ameloblasztok). A ciklusnak nagyon fontos szerepe
van a kristalyosodasi folyamat megfeleld kiteljesedésének lehetové tételében. (A ciklus

és a szoros kapcsolatok atrendezddése a késébbi alfejezetekben lesz targyalva).

Az érési fazis matrixfehérje-hasitasért felelds legfontosabb protedza a kallikrein-4

(KLK4), amely nélkiilozhetetlen a normalis zomancéréshez, és a részben mar hasitott

crer

amelogenin szinte teljes lebontasa lehet6vé teszi a hidroxiapatit kristalyok oldaliranya

novekedését, szorosan elhelyezkedd, csaknem atjarhatatlan kristalyszerkezet
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l1étrehozasat, igy az érési fazis végére a zomanc mintegy 96-98%-ban mineralizalt lesz.
A zomancérésben az ameloblasztok mellett, az alattuk elhelyezkedd, a reticulum stellata
¢s stratum intermedium helyén kialakuld papillaris sejteknek is fontos szerepiik van
(Josephsen és mtsai 2010, Kallenbach 1978, Robinson 2014, Zhu és mtsai 2014). Ezek a
sejtek egymassal és az ameloblaszt sejtekkel ,,gap junction” tipusu kapcsolatokon
(réskapcsolatok, porusszerii csatornak) keresztiil tudnak kommunikélni (Inai és mtsai

1997, Josephsen és mtsai 2010), de pontos funkcidik még csak kevéssé ismertek.

A zomancérés befejeztével az ameloblasztok (és papillaris sejtek) morfologiailag és
funkcionalisan is redukaldodnak egy protektiv funkcidju szimpla hamréteggé, amely
megvédi a zomancot a kozben megindulé cementogenezis folyamataitél. A fog

elétorésekor az ameloblaszt sejtek végleg eltlinnek (Nanci 2018).

2.3 Az ameloblaszt sejtek transzport folyamatai

2.3.1 Paracellularis transzport és a szoros kapcsolatok, a szoros sejtkapcsolatok

jelentosége ameloblasztokban

A szekrécios epitélsejtek a szervezet barmely részében olyan barriert (véddgatat)
alkotnak, amelyek amellett, hogy elvalasztanak két folyadékteret és igy biztositjak a
folyadékterek egyedi Osszetételét, megakadalyozzak keveredésiiket, amellett iranyitott
transzportfolyamatokat 1is valdsitanak meg, azaz biztositjak a folyadékterek
Osszetételének folyamatos fenntartdsat, szabalyozéasat. Ezek a transzportfolyamatok
torténhetnek a sejtek kozott, intercellularisan (paracellularis transzport) vagy a sejteken,
sejtmembranokon keresztiil (transzcellularisan). A zomancérés sordn a legfontosabb
inorganikus asvanyok ¢€s matrixfehérjék transzcellularis uton jutnak a zomanctérbe:
membrancsatornak és transzporter fehérjék kozvetitésével, illetve a matrix-proteinek

szekrécioja és lebontésa, visszavétele az endo/lizoszoémalis utvonalon keresztiil torténik.

Sok maés szekrécios hamszovethez hasonloan a paracellularis utaknak is fontos €lettani
szerepe lehet az amelogenezis soran. A paracelluléris transzport meghatarozé strukturai
a szoros sejtkapcsolatok (tight junctions — TJ). Ezek azok a strukturak a tobbi sejt-sejt
kapcsolat-tipus koziil, amelyek a legszorosabb kapcsolodast biztositjak a sejtek

szdmara; mintegy ,,0vszeriien” korbeveszik a sejteket, lezarva az intercellularis teret az
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extracellularis kiilvilagtol. Sok esetben ez a ,,gatrendszer” kisebb-nagyobb ionok,
bizonyiték gyllt 6ssze, ami aldtdmasztja azt az elképzelést, miszerint ezek nem csupan
passziv porusok, hanem dinamikusan szabalyozhat6 strukturak, egyfajta csatornaként
mikodhetnek (Steed ¢és mtsai 2010), igy fontos Osszetevéi lehetnek a
transzportfolyamatok szabalyozasdnak. Egy masik nagyon fontos, az epitél-polarizacio
fenntartdsa szempontjabol esszencialis szerepiik a szoros sejtkapcsolatoknak az apikalis
¢s bazolaterdlis membrandomének elvalasztdsa, azaz hogy megakaddlyozzdk a

kiilonboz6 Osszetételli domének, a membrancsatornak, transzporter és receptor fehérjék

« ey

JAMs

Claudins

Occludin G

5. dbra: A szoros sejtkapcsolatok (TJ) kialakitasaban részt vevo fobb molekulak

interakcioinak sematikus szemléltetése (Chiba és mtsai 2008)

Az un. apikalis junctionalis komplex része a szoros sejtkapcsolat (5.abra), amely
molekularis komponensei a transzmembran fehérjék (okkludin, klaudinok ¢és a
JAM/junctionalis adhéziés molekuldk), ezekhez asszocialt "scaffold" fehérjék (ZO-1,
Z0-2, Z0O-3/zonula occludens fehérjék), amik kihorgonyozzék a struktirat az aktin
citoszkeletonhoz, tovabba polaritas proteinek (pl. PAR-3). Az evoluciésan konzervalt
CRB-PALS1-PATJ és Par6-aPKC-Par3 komplexek kritikus jelentOségiiek a szoros
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kapcsolatok kialakulasaban polarizalt sejtekben (Bazzoun ¢s mtsai 2013, Rodriguez-
Boulan és Macara 2014).

A paracellularis transzport szempontjabol meghatarozo komponensek a klaudin fehérjék
komplexe, amelyek Osszetétele meghatarozza a struktara kapu (,,gate”) funkcigjat,
vagyis hogy egyfajta, az ionok t6ltése €s mérete szerinti szelektivitast tesz lehetové
kiilonb6z6 permeabilitassal rendelkezd ,,csatorndkat™ alakitva ki (Gn. ,,pore” és ,,leaky”
tipusa TJ-k) (Gunzel és Yu 2013). Mig ameloblaszt sejtekben a paracellularis
transzportrol még csak nagyon kevés informacioval rendelkeziink, addig mas tipust
sejtekben, pl. kiillonboz6 vesetubulus sejtekben a szoros sejtkapcsolatok, klaudinok ¢és a
paracellularis transzport kozti 6sszefliggésekrdl mar sokkal tobbet tudunk (Prot-Bertoye
¢s Houillier 2020). A klaudin fehérjecsaladnak emlésokben legaldbb 27 tagja van, és
ameloblaszt sejtekben is leirtdk mar szdmos tipusat fajtol és fejlédési stadiumtol
figgéen. A klaudin-1 (CLDNL1) expresszidjat mind ragcsalok metszéfogaban mind
emberben kimutattak (Bello és mtsai 2007) jellemzden a szekrécidos ameloblasztokban
membranjaban is (Hata és mtsai 2010, Nishikawa és Abe 2010). A klaudin-4 (CLDN4)
patkany metszofogban szintén a fodros felszinli ameloblasztokban jelent meg
elsésorban, a sima felszinii formak csak gyenge festddést mutattak (Inai és mtsai 2008),
ahogy az emberi ameloblasztok szintén egy gyengébb pozitivitast mutattak (Bello és
mtsai 2007). A klaudin-7 (CLDN7) human fogcsiraban ¢s egér metsz6fogak érési fazist
ameloblasztjaiban is erds festddést mutattak, mind a sima, mind a fodros felszinii
ameloblasztokban kimutattdk jelenlétét (Bello és mtsai 2007, Hata és mtsai 2010). Egér
metsz6fogakban mindkét érési fazist ameloblasztokban kimutattdk még a klaudin-8
(CLDNBS) ¢s klaudin-9 (CLDN9) jelenlétét mig a klaudin-6 (CLDN®6) és a klaudin-10
(CLDN10) expressziojat csak az érési fazisban detektaltak (Hata és mtsai 2010),
tovabba egér molaris fogcsirakban csak a klaudin-2 (CLDN2) expresszidjat tudtak
kimutatni (Inai és mtsai 2008, Ohazama és Sharpe 2007).

Tumorokban gyakran diszregulalodik a klaudinok expresszidja: ameloblasztomdkban a
megvaltozott klaudin expresszio kiillonbozoképpen befolyasolhatja a tumor viselkedését
¢és a betegség prognozisat, példaul a klaudin-1 elvesztése hozzajarulhat lokalisan invaziv

természetli ameloblasztoma kialakulasahoz (Phattarataratip és Sappayatosok 2020).
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2.3.2 Kalcium transzport

A zomaénc inorganikus széraz tomegének tobbségét alkotd kalcium és foszfat ionok
mineralizacios térbe jutasa, azaz a papillaris sejtek altal korbevett vérerek feldl torténd,
az ameloblaszt sejtréteg altal végrehajtott transzcellularis transzport modja mind a mai
napig nem teljesen ismert. A passziv (paracellularis) transzport régi elképzeléseivel
szemben ma mar bizonyosnak latszik, hogy aktiv transzcellularis mechanizmusoknak
kell ellatniuk ezt a funkcidét az ameloblasztokban. Mint jol ismert, a bivalens Ca*
ionoknak szdmos alapvetd funkcidja van, elengedhetetlen a sejtek differencidlodasahoz
és taléléséhez, mint masodlagos hirvivé a jelatviteli, génexpresszids ¢és mas
szabalyozasi folyamatok kitiintetett szerepl6je. Igy nagyon fontos a Ca®" intracellularis
valamilyen médon elvalaszthatoak legyenek a zoménctér felé iranyulé folyamatos Ca?*
transzporttdl. A zomancérés soran a sejteknek képesnek kell lennilik nagy mennyiségii
Ca*" és PO4> ion szallitasara, ¢és a Ca® magas, potencidlisan toxikus citoszolikus
szintjének kivédésére. Erre a szerepre tobbfajta potencidlisan megfelelé kelator,
,Hpuffer” molekulat irtak le ameloblaszt sejtekben, mint példdul a calmodulin,
parvalbumin, calretinin, calcineurin €s kétfajta calbindin (9kDa, 28kDa) fehérjek
expresszidjat (Nurbaeva és mtsai 2017). Az utdbbi évek eredményei mégis inkabb az
intracellularis raktarak (endoplazmatikus retikulum - ER, mitokondrium) Kkitiintetett
szerepét latszanak igazolni (6.dabra). Lacruz és mtsai kutatdsai (Nurbaeva és mtsai
2015a, Nurbaeva és mtsai 2018, Nurbaeva és mtsai 2015b) megerdsitették, hogy az un.
,»store-operated calcium entry” (SOCE) a 6 Ca®* felvételi mechanizmusa az érési fazist
ameloblaszt sejteknek (amelyik fazisban a legnagyobb mértékili a Ca?* transzport, a
mineralizacio). Ez a mechanizmus abban all, hogy a (gorog horakrol elnevezett)
plazmamembran csatorna ORAIl és az endoplazmés retikulum STIM1/STIM2 (Ca2+
sensor stromal interaction molecule) fehérjék komplexe 4altal alkotott CRAC
csatornakon (Ca”" release-activated channels) keresztiil a sejtek, érzékelve az ER
kalcium raktarak lemeriilését, felveszik a kalciumot (Nurbaeva és mtsai 2017). A
STIM1 ¢és ORAIl komplex zomancérésben ¢€s kalcium transzportban jatszott
esszencialis szerepére utal az is, hogy ezen gének defektusa alulmineralizalt zomancot,

annak amelogenesis imperfecta-szerti fenotipusat eredményezi mind emberben, mind
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egér modellben (Eckstein és mtsai 2019, Eckstein és mtsai 2017, Lacruz és Feske

2015).

Nucleus
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6. abra: A ameloblaszt sejtek feltételezett kalcium-transzport mechanizmusai (Lacruz
és mtsai 2017)

Egy mind humdén csalddokban, mind knock-out egerekben megfigyelt masik
zomanceérést érintd géndefektus, az SLC24A4 gén defektusa (Eckstein és mtsai 2018,
Parry és mtsai 2013) felhivia a figyelmet egy masik Ca®* transzport mechanizmus
fontossagara: az NCKX4 kalium-fliggd natrium/kalcium cseréld (antiporter) fehérje
lehet az érési ameloblaszt sejtek egyik f6 Ca®" leadasi utja a zomanctér felé¢ (Hu és mtsai
2012). Ezen kiviil a kalium-fiiggetlen natrium/kalcium cserélé fehérjék (NCX1-3) és a
plazmamembran Ca®* ATPaz (PMCA) szerepét is valoszinlisitik ezekben a sejtekben a
zomancérés kiilonbozo stddiumaiban (Okumura és mtsai 2010, Zaki és mtsai 1996), bar
még pontos szubcellularis lokalizaciojuk nem tisztazott (Takano 1995), és szerepiik,

sulyuk vita targya.

A kozelmultban felmeriilt egy kiilonleges, kinaz funkcidval is rendelkezd divalens
csatorna szerepe: a tranziens receptor potencial melasztatin-7 kation csatorna (TRPM7)
heterozigota mutans egérnek sulyosan hipomineralizalt zomanc és csont defektusai

vannak, alacsonyabb Ca** és magasabb Mg?* tartalommal (Nakano és mtsai 2016). Bar
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maga a TRPM7 nem egy SOCE ioncsatorna, érdekes kozelmultbeli bizonyitékok
Osszekapcsoltdk a SOCE-vel, ugyanis a TRPM7 kinaz aktivitdsan keresztiil modulélja a
STIM1-et, ezaltal részt vehet a Ca®" homeosztazisban (Faouzi ¢és mtsai 2017). A
legiijabb megfigyelések szerint, a TRPM7 nem képes Ca®*" bearamlast stimulalni
ameloblasztokban ORALI hianydban, de a CRAC csatorna eldzetes aktivalasat kovetden

pozitivan modulalhatja a SOCE hatasait (Souza Bomfim és mtsai 2020).

2.3.3 A pH szabalyozas és fontossaga az amelogenezisben
2.3.3.1 Pufferelo rendszerek a szervezetben és a bikarbonat altalanos funkcioi

Valamennyi él0 szervezet puffereld rendszerekkel rendelkezik annak céljabol, hogy az
intracellularis és extracellularis folyadéktereket megdvjak a bekeriild savak vagy
bazisok okozta jelentds pH-valtozasoktol. A vér pH-jat szabalyoz6 harom {6
pufferrendszer a bikarbonat, foszfat és fehérje pufferrendszerek. Ezek koziil
kétségteleniil a bikarbonat/CO; a legfontosabb, mert ez az egyetlen puffereld rendszer,
amely a légzdrendszerrel kapcsolodik, rdaddsul minden €16 szervezetben ennek a
legmagasabb a teljes funkciondlis pufferkapacitasa. A szekretalt bikarbonat nagyon
sokfajta szerv esetében lat el fontos semlegesitési funkciokat, igy példdul mind a
hasnyalmirigynek, mind a nyalmirigyeknek bikarbonatban gazdag szekrécids termékiik
van. A két szerv miikodésében jelentds kiilonbségek vannak, de az altaluk végzett ion-
¢s proteinszekrécido mind kétlépéses folyamat (Racz és mtsai 2018). A hasnyalmirigy az
izotonias, de nagy mennyiségli, koncentralt bikarbondtot tartalmaz6 hasnyalmirigy
nedvet juttatja a bélbe, hogy puffereli a gyomor savassagat. A nyalmirigyek termelik a
szervezet legmagasabb viztartalmu, leginkabb hipotonias folyadékat (nyal) a savas
ételek ¢és italok pufferelésére (Racz ¢és mtsai 2018). Ha figyelembe vesszik a
szajiiregben talalhato fiziologiai funkcidinak teljes skaldjat, fel kell ismerniink a
bikarbonat néhany tovabbi tulajdonsagit amellett, hogy egy puffer ion. Ezek kozé
(Quinton 2010), valamint az szolubilis adenilat-ciklaz (sAC) aktivitasanak szabalyozasa
mind az eukariota, mind a prokariota sejtekben (egy Osi, evolucidsan konzervalt

mechanizmust jelezve) (Rahman és mtsai 2013). Az exocitozis elétt a mucinmolekulak
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intracellularis vezikulakban tarolddnak, amelyekben a kalcium- és a protonkoncentracié
szignifikdnsan magasabb, mint a citoszolban. A mucinmolekuldk negativ toltéseinek
védelme érdekében a Ca®* ionok magas szintje (> 200 mM) és a savas kdrnyezet (pH
<6) szilikséges ahhoz, hogy azok becsomagolt allapotban maradjanak. A mucin és Ca*
és H* ionok vezikulakbol valo felszabadulasa utan extracellularsan a bikarbonat a Ca®
ionokhoz és H' ionokhoz kotddik, Ca(HCOs), -t és HyCOsz-ot képezve.
Kovetkezésképpen a mucin negativ toltései szabadon maradnak, és az elektrosztatikus
taszitd er6k kovetkeztében a mucinmolekuldk megnyilnak, a mukocilidris védelmi
rendszer szamara transzportalhatova valnak (Quinton 2010). Az amelogeninek a
vezikularis savas kornyezetben hasonloképpen oldddhatnak, és az ameloblasztok egy
hasonl6 rendszert haszndlhatnak az amelogeninek oldatban tartdsara intracelluldrisan,
hogy azutan extracelluldrisan kiszabadulva olyan hidrofob tulajdonsdgokat alakitsanak
ki a zomancmatrixban (példaul onszervezddd ,,nanoszalagok™ kialakitasaval), amik
kritikusak az amelogenezis szekrécids fazisaban a kristalynovekedés szervezéséhez

(Lacruz és mtsai 2017).

A bikarbonat egy masik felismert fontos szerepe az intracellularis ciklikus-AMP szint
(cAMP) szabalyozasdban van. A ciklikus-AMP egy masodlagos hirvivé molekula,
amely kulcsfontossagl szerepet jatszik a kiilonb6zd sejtfunkciok szabalyozasaban. A
sAC a cAMP egyik forrasa, és kozvetleniil a bikarbonat szabdlyozza, aktivalja két
mechanizmuson keresztiil: (i) a szubsztrat gatlds megsziintetésével, és (ii) az aktiv hely
zaroédasanak megkonnyitésével emeli a szubsztrat turnover-t, a SAC enzim Vmax
értékét (Rahman és mtsai 2013). Valdjaban a bikarbonat altal szabalyozott sAC fehérjét
a sejtek egyik (indirekt) pH-szenzor molekulajanak tartjak, amely a fizioldgias 2-25 mM
tartomanyban érzékeny a bikarbonat/COz-koncentracio lokalis valtozasaira (Wiggins és

mtsai 2018).

Végiil érdemes megemliteni a bikarbonat antimikrobialis tulajdonsagait (Gutierrez-
Huante ¢és mtsai 2015). Példaul cisztas fibrozisban sulyosan csokkent a léguti
hamfelszini folyadék (ASL - airway surface liquid) baktériumolé képessége (Pezzulo és
mtsai 2012). Ezt a defektust NaHCO3 beadasaval korrigalni lehet, ami arra utal, hogy a
bikarbonat helyreallitja az antimikrobialis peptidek, példaul a laktoferrin és a 1izozim
aktivitasat, amint azt egy cisztas fibrozis torpesertés modellben kimutattak (Pezzulo €s

mtsai 2012). A bikarbonat kozvetlen anti-biofilm aktivitasat szamos megfigyeléssel
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alatamasztottdk (Dobay és mtsai 2018, Gawande ¢és mtsai 2008). Az un. kvoérum-
érzékelés (QS - quorum sensing) a baktériumok egy kommunikacios formaja, amelyet a
baktériumok egymassal egyiittmiikodve hasznalnak biofilm kozosségeik épitésére. A
kvorum-érzékeld inhibitorok megzavarjak a biofilm-képzddést €s novelik a biofilmek
érzékenységét az antibiotikumokra (Sun ¢és mtsai 2013). A kozelmult adatai azt
mutatjdk, hogy a bikarbonat megzavarja ezt a kvorum-érzékeld rendszert a 3', 5'-
ciklikus-diguanilsav (c-di-GMP) masodlagos hirvivé szintjének csokkentésével a
baktériumokban, a c-di-GMP bontasat katalizalo foszfodiészteraz aktivitasanak

serkentésével (Koestler és Waters 2014).

2.3.3.2 A bikarbonat transzport és pH szabalyozas szerepe a zomancérés soran

A sav/bazis egyensuly ¢és annak szabalyozasa Kkitiintetett szerepet jatszik a zomanc
hidroxiapatit képzddésében, mivel a kristdlynovekedés nagymértékben fiigg az
extracellularis folyadék iondsszetételétdl és pH-jatol, illetve ezeknek finom sejtes
szabalyozasatol (Takagi €s mtsai 1998). Az ameloblaszt sejteknek tehat képesnek kell
lenniiik mind az extracellularis térben, mind intracellularisan a sav/bazis egyensuly, a
pH szigort, de némiképp mégis rugalmas szabalyozasara (kifejtve 1lasd késdbb). Maga a
hidroxiapatit molekula képzddése soran minden mol hidroxiapatit képzddése nyolc mol
proton felszabaduldsat eredményezi (7.dabra). Az amelogenezis €rési szakaszaban ezért a
hidroxiapatit képzddése nagy mennyiségli protont general, és megfeleld pH szabalyozas
hianyaban a helyi savas koriilmények megakadalyoznak a kalcium és foszfat tovabbi
precipitaciojat, a mineralizacidés folyamat leallasat okozndk. Kovetkezésképp a
kristalynovekedés fenntartasa érdekében ezeket a protonokat semlegesiteni kell
(Josephsen és mtsai 2010, Lacruz és mtsai 2010a, Lyaruu és mtsai 2008, Smith 1998,
Varga és mtsai 2015) neutralizalé bazikus ionok, elsésorban bikarbonat zomanctérbe

val6 kivélasztasaval.
10 CaQ* + 6 HPO.._}Q_ + 2 HQO > Calo(PO4)6(OH)Q + 8H*
7.abra: A hidroxiapatit képzodés sztochiometriai egyenlete (Lacruz és mtsai 2017)

A pH szabalyozas fontossagat a zomancérés soran nagyon szemléletesen demonstralja

az egerek metszofogain végzett zomanc-festéses kisérletek. A ragcsalok folyamatosan
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novo metszofoga kiilondsen idedlis eszkdze az amelogenezis-kutatasnak, ugyanis a
kiilonboz6 érési fazisu ameloblaszt tipusok, illetve zomanc-szakaszok (fejlodési) sorban
¢és egyszerre vannak jelen a noOvekedd-kopd fog teljes hosszaban, és egyiitt

tanulmanyozhatoak (8.abra).

ERESI FAZIS
. j
Q) 2 6 .

&7 3%, Le¥x,
A0

SA z
\\\ e ZOMANC

— SZEKRECIOS
FAZIS

8. dbra: A ragcesadlok folyamatosan novo metszofogain térben elkiiloniilten, de idoben
egyszerre talalhatoak meg, igy egyszerre vizsgalhatoak a kiilonbozo fejlodesi fazisu
ameloblaszt sejtek és a felettiik képzodott fogzomanc.

Jelmagyarazat: Am — ameloblasztok, CL — cervikalis loop, OEE — kiilsé zomdancham,
PL — papillaris sejtek, RA — fodros felszinii, SA — sima felszinii ameloblasztok,
SI — stratum intermedium, SR — stellata reticulum, T — tranziens fazis (Josephsen és
mtsai 2010)

Az egerek metszéfogainak érési stadiumi zomanca kiilonb6zo (kolorimetrias és
fluoreszcens) pH-indikatorokkal megfestve jellegzetes mintazatot (9A-D.abra), széles
savas ¢€s keskeny neutralis savokat mutat (Damkier €s mtsai 2014, Josephsen és mtsai
2010). Ezek a zonak a két morfologiailag is elkiiloniilé ameloblaszt altipusnak
feleltethetdek meg: a semleges régiokhoz a sima felszini, proximadalis elhelyezkedésu
szoros sejtkapcsolatokkal rendelkezd ameloblasztok (SA) kothetdek, mig a savas zonak
a fodros felszinli ameloblaszt sejtekhez (RA) kapcsolodnak disztalis Szoros
sejtkapcsolatokkal (9E.abra). A sima felszinii ameloblasztok ciklikusan fodros felszinii

ameloblasztokka alakulnak, és vissza (Josephsen és mtsai 2010, Smith 1998). Ez a
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modulacids folyamat egyfajta hulldimos mintdzatban megy végbe a maturacidos zéna
kezdetétdl a metsz6fog széléig, a zomanc hosszdban keresztiranyu savokat
eredményezve (9A-D.abra). Ratiometrikus fluorometriaval és kolorimetrias pH-
indikatorok alkalmazasaval kimutattak, hogy a zomancfelszin pH-ja 7,2 és 6,2 kozott
valtakozik (9E.abra) az érés soran a sima felszin, illetve fodros felszinli ameloblasztok
felett (Damkier és mtsai 2014). A ciklus (és igy a pH szabalyozas) kulcsfontossagu az
ember fogfejlédése, zomancérése soran is, de a jelenség pontos funkcioja,

kialakuldsdnak és szabalyozdsanak modja, molekularis mechanizmusa még csak

kevéssé ismert.
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9.abra: A patkdany metszofog kiilonbozo pH-indikdtorokkal megfestve (A) GBHA-
val, (B) metilvérossel, (C) bromkrezol-ibolyaval és (D) a ratiometrikus pH indikator
BCPCF-vel (Damkier és mtsai 2014). (E) A pH moduldcio, az ionszintek, az dsvanyi
anyag tartalom és a transzporterek expressziojanak valtozasa a zomancérés soran
metszofogban a fodros felszinii (RE) és sima felszinii (SE) ameloblaszt sejtekkel.
(Bronckers 2017)

A respiratorikus €s gasztrointesztinalis rendszer minden szakaszan talalhatéak pH
szabalyozast és/vagy bikarbonat-szekréciot ellatd kiilonbozd tipusu epitélsejtek,
amelyek bizonyos jol meghatdrozott, altaldban az Slc4, Slcl2, Slc26, és ABC
transzporter ~ fehérjecsaladokbol  kikeriild  ion-csatorndkat  és  transzporter
membranfehérjéket alkalmaznak a H® és HCOjz ionok iranyitott ,, mozgatisara”. Az
utobbi évtizedben tobb ilyen, a pH szabalyozasban potencialisan szerepet jatszo

transzporter fehérjét mutattak ki ameloblaszt sejtekben is (Lacruz és mtsai 2017).
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Jollehet az 6rokl6dé zomanc-defektusok (amelogenesis imperfecta) talnyomé részét
valamilyen matrix-fehérje génmutacidja okoz (pl. amelogenin, enamelin, MMP-20,
KLK-4), az is jol mutatja a pH szabalyozds zomancfejlodésben jatszott szerepének
fontossagat, hogy szamos esetben azonositottak (altaldban valamely szindromahoz
kapcsoltan) bizonyos zomancfejlédési zavarok hatterében egy pH szabdlyozasban
évtizedben szamos ilyen transzportfehérje jelentésége nyert igazoldst knock-out egér
modellek immunhisztologiai vizsgalatai soran. fgy a CFTR klorid-csatorna (Arquitt és
mtsai 2002, Bronckers és mtsai 2010, Sui és mtsai 2003, Wright és mtsai 1996a, Wright
és mtsai 1996b), az anion-cserél6-2 (AE2) (Lyaruu és mtsai 2008), az elektrogén Na'-
HCO3 kotranszporter-1 (NBCel) (Lacruz és mtsai 2010b), a Na*/H" cserélé-1 (NHEL),
a szénsav-anhidraz 2 és 6 (CA2, CA6), a pendrin (SLC26A4), DRA (SLC26A3) és Patl
(SLC26A6) transzporter fehérjék (Jalali és mtsai 2015, Yin €s mtsai 2015) jelenlétét
mind kimutattdk az ameloblaszt sejtek szekrécios és/vagy érési stddiumaiban, és
ezeknek a transzportfehérjéknek az ,.elrontasa” bizonyitottan karositja az ameloblaszt
modulécié folyamatat, befolyasolja a korrekt zomancérést (Damkier és mtsai 2014,
Josephsen ¢és mtsai 2010, Lacruz és mtsai 2013b, Lacruz ¢és mtsai 2012b). Ez a
megfigyelés arra utal, hogy az extracellularis pH-nak jelentés szerepe van az
ameloblaszt moduléci6 iranyitasaban, a sima felszinli sejtek fodros felszinli sejtekké
alakulasanak folyamataban az érési szakaszban. Az ameloblaszt funkciok sériilt, hibas
modulécioja késleltetheti a mineralizacios folyamat végbemenetelét, és a fog eldtorése

utan kdnnyen erodalodo, hipomineralizalt zomancot eredményezhet (Bronckers 2017).

A rendelkezésre allo adatok még ellentmondésosak a sav/bézis szabalyozas tekintetében
a képz6dd zomancban (Bronckers és mtsai 2012, Damkier és mtsai 2014, Lacruz és
mtsai 2013a). Nyilvanvalé azonban, hogy az ameloblasztoknak elegendd molekularis
neutralizalni tudjak az egy mol hidroxiapatit képzddés soran felszabadult nyolc mol
protont (Varga és mtsai 2018). Az AE2 és CFTR mellett az ameloblasztok
modulalhatjak az extracellularis €s intracellularis pH valtozasait (10. abra) az elektrogén
Na’-HCOs™ kotranszporter-1 (NBCel), a Na'/H" cserélé-1 (NHE1), a szénsav-anhidraz
2 és 6 (CA2, CA6), a pendrin (SLC26A4), DRA (SLC26A3) és Patl (SLC26A6)

transzporter fehérjék expresszidjan keresztiil (Damkier és mtsai 2014, Jalali és mtsai
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2015, Josephsen és mtsai 2010, Lacruz és mtsai 2010a, Lacruz és mtsai 2013b, Lacruz

¢s mtsai 2012b).

H,DIDS DIDS/H,DIDS
/ / \/ / | EC
Na* 3HCO, Na* K+ 2¢ cF 1 ?
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10. abra: A pH szabdlyozasban potencidlisan fontos szerepet bet6lto transzporterek,

ioncsatornadk és gatloszeriik (lasd késobb) sematikus szemléltetése (sajat abra)

A natrium-bikarbonat kotranszporter (SLC4A4/NBCel) a natrium- és bikarbonat-ionok
elektrogén szimportjat valdsitja meg, igy szadmos epitélsejt-féleségben (pl.
hasnyalmirigy duktusz vagy nyalmirigy acinus ¢és duktusz sejtekben) latja el a
bikarbonat bazolateralis felvételét. Az NBCel transzporter fehérjének fontos szerepe
van a zomancérés sordn is. Ezt mutatja, hogy defektusa a zomancfejlédés épségét
sulyosan érinti mind egérben mind emberben (Inatomi és mtsai 2004, Jalali és mtsai
2014, Lacruz ¢és mtsai 2010b). Paine és mtsai szekrécios fazisu ameloblasztok
bazolateralis membranjaban mutattdk ki egerekben (Paine és mtsai 2008). Lacruz és
mtsai megfigyelék az NBCel transzporter expressziojanak ndvekedését érési fazisu egér

ameloblaszt sejtekben is (Lacruz és mtsai 2010b).

Az anion-cserélék elengedhetetlen szerepére is vannak bizonyitékaink. Koztik a
legtobb adat az klorid-bikarbonat cseréld SLC4A2/AE2 transzporterrdl all
rendelkezésre. Ezek a klorid- és bikarbonat-ionok elektroneutralis antiportjat végzik, a
legtobb epitélsejt bazolaterdlis membranjaban kifejezddnek, és stilbén-szarmazékokkal
(pl. DIDS) hatékonyan gatolhatok. Az AE2 transzporter defektusa még kifejezettebb
zomancszerkezeti €s fogfejlodési rendellenességeket okoz, ahogy azt kiilonb6z6 knock-
out egér modellekben megfigyelték (Bronckers és mtsai 2009b, Lyaruu €és mtsai 2008).
Leginkabb az ¢érési fazisi ameloblasztok laterdlis, bazolaterdlis membranjaban

expresszalodik (Bronckers és mtsai 2009b, Josephsen ¢és mtsai 2010), ami azt
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valdsziniisiti, hogy a kloridionok ellenében a bikarbonat intercelluldris térbe vald

leadasaért, ottani feldusitasaért lehet felelGs.

Az utobbi években felbukkantak adatok egy masik anion-cserélé fehérjecsalad tagjainak
zomancérésben jatszott potencialis szerepérdl is. Az SLC26A csaladba tartozo
pendrin/SLC26A4, PAT1/SLC26A6 ¢s SUT2/SLC26A7 transzporterek szintén a klorid-
¢s bikarbonat-ionok elektroneutralis cseréjét teszik lehetové. Ezeket is elsdsorban érési
fazisu ameloblasztokban mutattdk ki (Yin és mtsai 2015), de jelentdségiik még kevésbé
bizonyitott, ugyanis az egyes transzporterek knock-out modelljei nem okoztak
fenotipusos valtozast a zomancban (Bronckers és mtsai 2011, Jalali és mtsai 2015, Yin
¢s mtsai 2015). Ez lehet annak is az eredménye, hogy ezek az anion-cserélok kiegészitik
egymast, képesek egymas hatasat kompenzalni (Jalali és mtsai 2015). Az SLC26A1 ¢és
SLC26A7 hianyaban az SLC26A9 és mas transzporterek, ioncsatornak (CFTR, CA2,
NBCel) expresszidja megnd (Yin és mtsai 2015). Az SLC26A6 és SLC26A7 anion-
mtsai 2015), és ezek hasonlo apikalis eloszlast mutatnak mint a CFTR anion-csatorna.
Ameloblasztokban is valoszinlileg a sejtek apikalis polusan segitenek a bikarbonat

crer

2011, Yin és mtsai 2015).

A CFTR (cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator) egy ABC-
transzporterek (ATP-kot6 kazetta transzporterek) csaladjaba tartozo, ciklikus-AMP
(cAMP) altal regulalt klorid-csatorna. Testszerte széleskoriien expresszalodik szekrécios
epitél tipusu sejtek (pl. kiilonbozé mirigyham sejtek) apikalis membranjédban, ¢€s
okozva a tiidoben, a hasnyalmirigyben ¢és mas szervekben (cisztds fibrozis).
A CFTR-csatorna immunhisztokémiaval detektalhatd érési fazisu ameloblasztok

rrrrr

emelkedett az expresszidja a szekréciods fazishoz képest (Lacruz és mtsai 2012b).

CFTR knock-out (CF) egerekben a késdi szekrécids, ill. korai érési fazist
ameloblasztok morfologidja megvaltozik (Wright és mtsai 1996a, Wright és mtsai
1996b), a zomanc normalis vastagsagu, de porézusabb és kevésbé mineralizalt, tovabba

a fogzomanc CI'-tartalma alacsonyabb (Arquitt és mtsai 2002, Wright és mtsai 1996a).
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Azonkiviil a CFTR knock-out egerek zomancabol hidnyoznak a "neutralis savok", ami a
mutatja (Sui és mtsai 2003). A CFTR ameloblasztokban leggyakrabban az apikalis
oldalon fejezddik ki, a ndvekvo zomanckristalyok kozvetlen kdzelében, €s valdsziniileg
a klorid-ionok leadasa a funkcidja (Bronckers és mtsai 2010), de nem zarhat6 ki hogy a
(kozvelen vagy kozvetett) bikarbonat transzportban is szerepet jatszik (Ishiguro és mtsai
2009).

2.3.3.3 Potencialis pH ,,szenzor” funkciot betolté fehérjék

Még csak kevéssé ismert, hogy az ameloblaszt sejtek milyen modon érzékelik az
extracellularis matrix pH-jdnak valtozasait. Egy ilyen funkcié bizonyosan sziikséges az
ameloblasztok pH szabalyozé mechanizmusainak irdnyitdsdhoz (Varga és mtsai 2018).
Az elmult években szamos fehérje esetében meriilt fel, hogy egyfajta molekularis pH-
érzékeloként viselkednek a sejtben nagyrészt vesefunkcidokkal kapcsolatos
kutatasokban. Ilyen pH szenzor fehérjék a sav/bazis érzékel6 receptorok (GPR4,
GPR65, GPRG68, InsR-RR), kindzok (Pyk2, ErbB1/2), pH-érzékeny ioncsatornak
(ASIC, TASK, ROMK) és a bikarbonat altal stimulalt szolubilis adenilil-ciklaz (sAC)
(Brown és Wagner 2012). Egyes szovetekben léteznek mas savérzékeld mechanizmusok
is, mint példaul az izleldbimbokban 1évé CAII-PDK2L1 rendszer, amelyek
hasonloképpen szerepet jatszhatnak a pH-szabalyozéasban is (Brown és Wagner 2012).
Szamos egyéb membrancsatorna €s transzporter funkcidja is megvaltozhat a sejten
beliili vagy kiviili pH-valtozasok hatdsara, tovabba a celluldris metabolikus enzimek
expresszidja és milkodése szintén modosithatja a sav-bazis szabalyozast (Brown és
Wagner 2012). fgy lehetséges, hogy valdjaban nem létezik egyetlen kozponti pH-
érzékeld, amely az amelogenezis soran szabalyozza a pH-ciklusokat, hanem egy sor
olyan molekuléval rendelkeznek az ameloblasztok, amelyek ,,szkennelni” képesek a sejt
kornyezetét a sav-bazis homeosztazis fenntartdsa, szabalyozédsa érdekében mind a

sejtben mind a kdrnyezetében.

Azonban a legutobbi megfigyelések azt mutatjdk, hogy mégis lehet az ameloblaszt
sejtekben egy kiemelt fontossagu pH-szenzor (Parry €s mtsai 2016). A GPR68 gén egy
G-fehérjéhez kapcsolt proton érzékeld receptort kodol, amely receptor érzékenysége

pont abban a pH tartomanyban van, ami az amelogenezis soran a fejlédé zomancmatrix
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szempontjabol relevans lehet. Ez egy oszteoblasztokban és oszteocitdkban mar ismert
pH-szenzor funkcioval rendelkezd membranfehérje, amely az extracelluldris tér pH-jat
7,8 (teljesen inaktiv) és 6,8 (teljesen aktiv) kozott érzékeli (Ludwig és mtsai 2003).
Aktivalédasa inozitol-triszfoszfat képzOdését és kalcium-ionok felszabadulasat
eredményezi az intracellularis raktarakbol (Ludwig €s mtsai 2003). A zomancképzddés
szempontjabol egy igen fontos megfigyelés, hogy a humidn GPR68 fehérje egyes
homozigoéta allélvariansai amelogenesis imperfecta-t okoztak harom egymastol
fliggetlen csaladban is, funkciondlisan ,,loss of function” fenotipust eredményezve
(Parry ¢és mtsai 2016). Patkdny mandibuldk immunhisztokémiai vizsgalatai
megerdsitették a GPR68 lokalizacidjat a zomancszervben az amelogenezis mindegyik
szakaszdban (Parry és mtsai 2016). Egy masik vizsgalatban, a Caco-2 bélham
sejtvonalban a GPR68 ,overexpresszidja” a koOrnyezet savasoddsara fokozott
barrierképzddéshez vezetett (De Valliere és mtsai 2015), amely funkci6 felveti annak a
lehetdségét, hogy hasonld szerepet tolthet be a receptor a zomancérés alatt az érési
ameloblaszt sejtformak kozotti  ,.cycling” soran, a szoros sejtkapcsolatok
atrendez6désekor (Varga és mtsai 2018). Tovabba leirtak, hogy epithelialis sejtekben a
GPR68 jelatvitel szabalyozni képes a Na*/H" antiporterek és H'-ATP4z transzporterek
expressziojat (Mohebbi €s mtsai 2012).

Ezek az adatok 0Osszességében arra utalnak, hogy a GPR68 protonérzékeldként
miikddhet a zomancképzddésben, de nyilvanvaldan tovabbi funkciondlis vizsgalatokra
van sziikség ameloblasztok és ameloblaszt eredetii sejtek, példaul a HAT-7 sejtvonal
alkalmazasaval a GPR68 jelatvitel és a pH-szabalyozas pontos molekularis

mechanizmusainak megerdsitésé¢hez.

Végiil megemlitendé egy masik potencidlis jelolt, mint pH-szenzor, a fentiekben mar
részben bemutatott SAC. Nemrégiben leirtuk, hogy a cAMP/protein-kinaz A ttvonalat
aktivalo forskolin szignifikansan erésitette az ATP serkent hatasat a HAT-7 sejtek
aktivalodasahoz sziikség van a protein-kinaz A altali foszforilaciojara, ezért a CFTR-
csatornat gyakran cAMP-aktivalt klorid-csatornanak is hivjak (Moran 2017). Tobb
bizonyiték is utal ra, hogy ez a csatorna erGsen expresszalodik érési stadiumu
ameloblasztokban (Bronckers és mtsai 2015, Lacruz és mtsai 2013b). Mint korabban

emlitettem, a SAC a cAMP egyik forrésa, és kdzvetleniil a bikarbonat szabalyozza, azaz
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a bikarbonat/CO; koncentracidé megvaltozasa, és igy a pH befolyasolja aktivitasat,
egyfajta pH-érzékelonek tekintheté (Rahman és mtsai 2013). A SAC-t el6szor a vese
interkalaris sejtjeiben azonositottdk, ahol a vakuolaris tipusu (V-) ATPazzal
nagymértékii kolokalizaciot mutat (Clague és mtsai 1994). Ezekben a sejtekben a
luminélisan vagy bazolateralisan belépd, ¢és intracellularisan akkumulalodo bikarbonat a
cAMP szint ndvekedését okozza. Ez a cAMP jel a V-ATPaznak az interkalaris sejtek
apikalis membranfelszinén valo felhalmoz6dasdhoz vezet, valoszinlileg annak
foszforilacigjaval (Brown és Wagner 2012). A megndvekedett intracellularis bikarbonat
indukalhatja az apikalis V-ATPaz fokozott aktivitasat, mig az intracellulris savasodas

egy ellentétes hatashoz vezethet (Schmid és mtsai 2014).

Az, hogy az ameloblaszt sejtekben létezik-e ilyen pH-szabalyozé mechanizmus,
jelenleg nem ismert, de észszerli felvetés lenne, és érdemes lehet megvizsgalni, hogy
szerepet jatszhat-e egy hasonld mechanizmus az intracellularis és luminalis pH

szabalyozasaban az amelogenezis soran.

2.4 Az amelogenezis szabalyozasaban feltehetden szerepet jatszo bioldgiailag aktiv

molekulak

2.4.1 Szteroid hormon receptorok

Az ameloblasztok miikodését és differencidlodasat irdnyitd6 hormonalis €és neuronalis
szabalyozd tényezdk nagyrészt még ismeretlenek. Az egyetlen kivétel a szteroid
hormon receptorok részvétele. Amikor felndtt patkdnyok zomdancszerveibdl izolalt
ameloblaszt sejtek mMmRNS expresszids mintdzatat vizsgaltdk a differencidlodas
kiilonb6z6 szakaszaiban, az RXR retinoid receptor szintje, a D-vitamin receptorhoz
(VDR) hasonlban a legmagasabb volt, de mas szteroid receptorokat, mint példaul az
androgén receptor (AR), az Osztrogén receptor (OER) és a progeszteron receptor
kifejezddését szintén kimutattdk érési stadiumu ameloblasztokban is (Houari és mtsai
2016). Immunofluoreszcens vizsgalattal megerdsitették a VDR, OER ¢és AR jelenlétét
foként az érési stddiumu ameloblasztokban. Ezek az adatok azt bizonyitjak, hogy az

ameloblasztok a hormonalis receptorok egy specifikus kombinaciojat fejezik ki attol
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fiiggden, hogy milyen fejlodési stddiumukban vannak (Houari és mtsai 2016). Szamos
vizsgalatot végeztek in vivo kisérleti allatokban, és in vitro a HAT-7 sejtvonal
hasznalataval, hogy felmérjék a szteroid tengelyt érintd endokrin rendszert karositd
vegyszerek, példaul a biszfenol A (BPA) hatdsat, ami befolyasolhatja az amelogenezist
(Jedeon és mtsai 2014b). Ez olyan zomanc hipomineralizaciot eredményezett (Babajko
¢s mtsai 2017), amely hasonldé a huméan molaris incizalis hipomineralizaciéhoz (MIH),
egy nem oly régen leirt zomancbetegséghez (Weerheijm 2003, Weerheijm és mtsai
2001, William ¢és mtsai 2006). A napi BPA bevitelnek kitett patkanyok a MIH-hez
hasonl6 zomanc hipomineralizaciét mutattak (Jedeon és mtsai 2014a). Az androgén,
Osztrogén és BPA expozicié in vivo patkanyokban és in vitro HAT-7 sejtekben is
transzporter és a KLK4 szerin-protedz expresszidjat, amelyek mindegyike fontos a
zomancérés szempontjabol (Babajko és mtsai 2017, Jedeon és mtsai 2016, Jedeon és
mtsai 2014b). Nyilvanvalon még szamos megvalaszolatlan kérdés van a szteroid
receptorok zomancképzddésben betdltott szerepérdl. A HAT-7 sejtmodell alkalmazasa
lehetévé teszi ezen faktorok sejt-szintli hatasainak vizsgéalatat. Bar ezek a pilot
vizsgalatok egyértelmiien jelzik a hormondlis szabélyozas jelentdségét az ameloblaszt
differencialodasban és zomancképzddésben, nyilvanvaléan a szteroid hormonok nem
képesek szabalyozni az érési stddiumi ameloblaszt formak rovid i1dotava, kb. 8 oras
ciklusat (Damkier és mtsai 2014, Josephsen és mtsai 2010, Smith 1998), mert hatasuk
inkabb hosszt tavi szabdlyozast tesz lehetdveé; kifejezetten a funkcionalis fehérjék
expressziojat befolydsoljak, nem az aktivitdsukat. Az ilyen szabalyozoi szerepre a
legvaldszinilibb jeloltek a kiilonboz6 G-fehérje-kapcsolt receptorok és pH-érzékeldk,
amelyekrdl ismert, hogy hasonlo funkcidkkal rendelkeznek a kiilonb6z6 szekrécids és

abszorpcids epitheliumokban.

2.4.2 Extracellularis ATP

A potencidlis szabalyozasi utvonalak egyikét az extracellularis ATP, egy bioaktiv
molekula aktivalhatja, amely purinerg receptorokon keresztiil hat az intracellularis Ca?*
szint novelésére (Novak 2011, Schwiebert €s Zsembery 2003). Patkanyban a szekrécios
és érési ameloblaszt sejtek a P2ryl, P2ry2, P2ry4, és P2ry6 ATP-receptorokat mind
expresszaljak, de az érési fazis soran a P2ry2 és P2ry6 szintje szignifikdnsan megnd

(Nurbaeva ¢s mtsai 2018). Az ATP-stimulalta purinerg receptorok (P2X inotrép és P2Y
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metabotrop receptorok) (Burnstock 2018, Koles ¢és mtsai 2008, Mclarnon 2005)
megndvelik a citoszol Ca** koncentraciojat, ami viszont aktivalja a Ca®*-fiiggé klorid-
csatornakat (CaCC). A klorid kidramlasa (Cl-efflux) csokkenti annak intracellularis
/HCOj3 anioncserélon keresztiil (Zsembery és mtsai 2000). Tovabba magas citoszolikus
Ca®* szintek mellett a Ca®*-fiiggé klorid-csatornak permeabilitisa a bikarbonatra
nagymértékben megnd, ami kozvetlen kidramlasi Gtvonalat biztosit a HCO3 szamara
(Jung ¢és mtsai 2013). Ezért feltételezhetd, hogy az extracellularis ATP és a Caz+-ﬁ'jgg6
Klorid-csatornak részt vehetnek a pH érzékelésében és/vagy szabalyozasaban. A HAT-7
sejtekben a kiils6leg adott ATP stimulalta a bikarbonat-transzportot, amikor azt a
bazolaterdlis oldalon alkalmaztuk, am apikéalisan adva nem tortént szignifikdns
stimulacio (Bori és mtsai 2016). Mas szekrécids epitéliumokban az apikalis és a
bazolateralis ATP-nek a bikarbonat szekréciora gyakorolt eltéré hatasai jol ismertek
(Baggaley ¢és mtsai 2007, Demeter és mtsai 2009a, Schwiebert és Zsembery 2003, Szucs
¢s mtsai 2006). A HAT-7 sejtekkel végzett vizsgalataink felvetik annak a lehetdségét,
hogy az ATP az ameloblaszt funkciok egy fontos extracelluldris szabalyozo6ja lehet
kalcium-aktivalt kloridcsatornakon keresztiil fejtve ki hatasat, amely csatornak
expressziojat mar kimutattdk maturaciés ameloblasztokban (Lacruz és mtsai 2012a).
Torténetesen egy hasonld funkcid mar jol ismert més exokrin szervekben, példaul
nyalmirigyekben (Nakamoto €s mtsai 2009, Novak és mtsai 2010) és hasnyalmirigyben
(Kordas és mtsai 2004, Novak 2011, Szucs és mtsai 2006).

2.4.3 Kalciumérzékelo receptor

Az extracellularis kalciumérzékeld receptor (CaR) kulcsszerepet jatszik a kalcium-
homeosztazis fenntartasaban, €s széles korben expresszalodik a kalcium-anyagcserében
részt vevo szovetekben (Riccardi és Valenti 2016). Szamos szdvetben azonositottak,
tobbek kozott a vesében (Riccardi és Valenti 2016, Ward és Riccardi 2002) ¢és a
hasnyalmirigyben (Racz és mtsai 2002). Mivel a kalcium a fogzomanc, a dentin és a
kornyez6 extracellularis matrix meghatdrozé dsszetevoje is, a Ca** valoszinlisithetéen a
CaR receptoron keresztiil is szabalyozhatja a fogképzddést egy hasonloan G-fehérjéhez
kapcsolt receptor aktivalassal (Mathias és mtsai 2001). Valdjaban kimutattdk, hogy a
CaR ténylegesen kifejezddik a fejlodé fogakban, kiilondsen az ameloblasztokban

(Mathias és mtsai 2001). Tovabba egy immortalizalt ameloblaszt-jellegli sejtvonalban
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(PABS0-E) is detektaltak a CaR expressziojat, és annak fokozodasat tapasztaltak a
magas  extracellularis Ca®*-koncentraci6 stimulalt intracellularis Ca®*'-jelszint
emelkedésére. Ezek a vizsgalatok azt sugalljak, hogy a CaR kifejezodik a fejlodo
fogakban ¢és részt vesz az intracellularis jelutak szabdlyozasaban (Mathias és mtsai
2001). Mindazonaltal az intracellularis és transzcellularis ionmozgasokban ennek
hatasara bekovetkez6 valtozasok tisztazasahoz, kiilondsen a Ca®" és a bikarbonat
transzportfolyamatok szabalyozasaban betoltott szerepe felderitéséhez azonban jovdbeli

vizsgalatok sziikségesek.

2.4.4 G-fehérje kapcsolt receptorok

Még kevésbé vannak ismereteink az egyéb G-fehérje kapcsolt receptor (GPCR)
aktivatorok amelogenezisben betoltdtt potencidlis szerepérdl, bar egyes bizonyitékok
alatdmasztani latszanak egy ilyen szerepet a kolecisztokinin (CCK), a gasztrin-
felszabadito peptid (GRP), az hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP), és
a neuropeptid-Y (NPY) esetében. A kolecisztokinin egy fontos szabalyozé peptid mind
a gyomor-bél traktusban, mind az agyban, és Ugy tlinik 1ényeges szerepet tolt be a
zomancérés soran is. A receptor-jelatvitele a Gq fehérje aktivacidjahoz kapcsolodik, ami
foszfolipaz C (béta) aktivacidhoz, a kalcium-jel novekedéséhez vezet, PKC-indukalt
ERK-aktivaciot eredményezve (Racz és mtsai 2006). Ez, szovett6l fliggben szamos
funkcié aktivalédasahoz vezet, példaul a hasnyalmirigy-szekrécid (Szalmay és mtsai
2001) és a bélrendszer motoros funkcidjanak novekedéséhez (Varga és mtsai 2004). A
ragesalok metszofogabol izoldlt ameloblasztok génexpresszids vizsgalataiban a
legnagyobb mértékben kifejez6dott gén-transzkriptum a CCK volt (Lacruz és mtsai
2012a). Ezenkiviil a korai és a késoéi érési ameloblaszt formak kozott a qPCR
vizsgalattal mért CCK-expresszid6 mértéke 20-szoros novekedést mutatott (Lacruz és
mtsai 2011). A gasztrin-felszabadité peptid (GRP) egy fontos gasztrointesztinalis
szabalyozé peptid, és emellett tumorndvekedést eldsegitd novekedési faktorként tartjak
szdmon. A receptora egy G-protein kapcsolt receptor (GPCR). A GRP indukdlja a
kalcium mobilizalasat az intracellularis raktarakbol (Burghardt és mtsai 2001), amellyel
szamos szekrécios és motoros funkciot szabalyoz a bélben (Milusheva és mtsai 1998,
Szalmay és mtsai 2001). Egy nem oly régen végzett vizsgalat egerekben a GRP

metsz6fog-fejlédésben  jatszott  funkcidjanak — azonositasara, ,,gain-of-function”

crer
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capsula fibrosa renis / rostos tok ala kisérletes célbol (ltetett szovet graft)
megnovekedett zomanc- és dentinvastagsagot eredményezett (Lee és mtsai 2015).
Tovéabba GRP ,,overexpresszalt” metszéfog szervkultirdkban morfoldgiai valtozasokat

1s megfigyeltek, de nem végeztek molekularis vagy sejt fizioldgiai vizsgalatokat (Lee és

mtsai 2015).

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid (PACAP) egy széleskortien kifejez6dd
pleiotrép neuropeptid. A fogakhoz kapcsolédo struktirakban is talaltak PACAP-
immunreaktiv rostokat. PACAP-hianyos egerek molaris és metsz6fogaiban mind a
dentinben, mind a zoméncban stlyos szerkezeti elvaltozasokat figyeltek meg (Sandor és
mtsai 2014, Sandor ¢és mtsai 2016), tovabba PACAP-hidnyos egerek molaris
ameloblaszt sejtjeiben emelkedett Notch2 receptor és ligand expresszidt detektaltak
(Fulop és mtsai 2019). Eziddig még nem végeztek funkciondlis vizsgéalatokat a peptid
fogakat érint6 hatdsmechanizmusainak felderitésére. Hasonloképpen egy masik
neuropeptid, a NPY expressziojat is megfigyelték patkdny metszéfogak ameloblaszt
sejtjeiben, és a késéi érési forma csokkent kifejezddését talaltdk a korai formdhoz
képest, &m ennek jelentése, jelentdsége még nem ismert (Lacruz és mtsai 2011). Néhany
mas szabalyozd peptid, mint példdul a szomatosztatin, a peptid tirozin tirozin (PYY), a
galanin, a vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP), a kalcitonin génhez kapcsolodd peptid
(CGRP) és a ,,substance P”, amelyek szintén G-protein-kapcsolt receptorok aktivalasan
keresztiil fejtik ki hatasukat, ugyancsak lehetséges regulatora lehet az amelogenezis
epithelialis differenciacids és transzportfolyamatainak (Monteiro és Batterham 2017),
de ezekr6l még nem allnak rendelkezésre adatok. Kétségtelen, hogy funkcionalis
vizsgalatokra alkalmas in vitro sejtes rendszerek sziikségesek ahhoz, hogy azonositsuk

funkcioikat a megfelelé zomancképzddéshez vezetd iontranszport folyamatokban.

2.5 Az amelogenezis zavarai, genetikai tényezok

Az el6zd alfejezetekben leirtak demonstraljadk, hogy az amelogenezis egy nagyon
specidlis, tobblépcsds, sok tényezOn muld, szigori szabalyozasi folyamatok altal
meghatdrozott érési folyamat, ezért nem meglepd, hogy fejlédési zavarai mogott is
rendkiviil sokféle, sok esetben még ma sem teljesen ismert okok lehetnek. A

zomancérési defektusok hatterében mind genetikai, mind kornyezeti faktorok hatasa
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allhat. Ezidaig kozel 100 olyan 6roklodd genetikai eltérésrdl tudunk, ami a zomancot is
érint6 fenotipusos elvaltozassal jar (Wright és mtsai 2015), és tobbségiikben ismeretes
is, hogy az érintett génlokusz milyen molekularis funkcidt takar. Ezek leggyakrabban
enzimeket, szabalyoz6 fehérjéket, matrix-proteineket, transzkripcidos faktorokat és
transzmembran fehérjéket érintenek, és legtobbszor fenotipusosan zomanc hipopldzia
vagy hipomineralizalt zomanc formdjaban jelentkeznek. Az elsédlegesen a zomancot
érintd, szisztémds elvaltozdsokat nem mutatdé o6roklodé betegségek elnevezése az
amelogenesis imperfecta (Al). Ezeket a kondiciokat klinikai megjelenésiik szerint négy

tipusba (és 14 altipusba) soroljuk (11.abra).

11. dbra: Az amelogenesis imperfecta négy fé klinikai megjelenési formdja.

(A) hypoplasticus, (B) hypomaturatios, (C) hypocalcificatios, és (D) kevert tipusok
(Smith és mtsai 2017)

A hypoplasticus zomancdefektusnal (I.tipus) a matrixadllomany képzddése szenved
zavart, igy csak egy vékony, de kemény és attetszd fogzomanc keletkezik, felszinén

gddrocskékkel, amely hajlamos a kopasra, elszinezddésre.

A hypomaturatios formaban (II. tipus) a zomanc szerves matrixa normalisan képzddik,
a mineralizacio is lezajlik, de a hidroxilapatit kristalyok abnormalisan fejlddnek
rendezetleniil elhelyezkedd, elvékonyodott zomancprizmak alakulnak ki. fgy ez a

zomanc is hajlamos a kopdsra, torésre.
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A hypocalcificatios formaban (IIl. tipus) a zomanc vastagsaga altaldban normalis, de a
kalcifikaci6 defektusa miatt lagyabb és nagyon konnyen torik, konnyen levalhat, a
dentint szabadon hagyva. A fogak szine opak vagy sargas-barnas, mert hajlamos az

elszinezOdésre.

A hypomaturatios-hypoplasticus zomancdefektus taurodontizmussal (IV. tipus) Klinikai
képére az 1. és II. tipusok jellegzetességeinek keveréke jellemzd, amelyek

taurodontizmussal (gyokérképzodési rendellenesség) tarsulnak.

Az Osszes Al tipusra jellemz6 a rossz mindségli zomanc, amely ennélfogva fokozottan
érzékeny a fogszuvasodasra. Az ezek hatterében allo karosodott fehérje altalaban egy
matrixprotein (amelogenin, enamelin, MMP-20, KLK-4), de okozhatja transzkripcios
faktor (DLX3), vezikula transzportot szabalyozé fehérje (WDR72) vagy kalcium-
cserélé transzportfehérje (SLC24A4 ). Klorid-csatorna vagy Klorid-cserélé antiporter
genetikai hibaja szintén jelenkezik zomancot is érintd fenotipussal (CFTR, AE2). (Duan
2014)

Ezenkiviil sok, valamely szindrémaval tarsitott géndefektus megjelend szimptdémai
kozott szerepel stlyos zomancprobléma (Wright és mtsai 2015). Ezek sokszor szintén
valamely fontos transzkripcidos faktorhoz (pl. RUNX2, TP63) vagy novekedési
faktorhoz (pl. FGF3, FGFR3) kapcsolhatoak, illetve lehet példaul kalcium transzportban
érintett fehérje (STIM1), bikarbonat transzporter (SLC4A4), magnézium transzporter
(CNNM4).

2.6 Kornyezeti faktorok, a fluorid kettés szerepe

A Ca**, POs> és OH ionokon kiviil egyéb ionok, nyomelemek is képesek beépiilni a
zomanckristdlyokba, ami befolyasolja annak szerkezetét, stabilitasat. A kisebb
ionradiuszu ionok (példaul a F-) nem novelik meg a racspontok kozotti tavolsagot, a
Kelvin elve). Ennek alapjan megkiilonboztetiink cariogeén (Al, Hg, Cd, Pb, Cu, Se) és
carioprotektiv (F, Sr, Sn, Mo, V) nyomelemeket. Ezenkiviil egyéb, nagyobb méretii
molekuldk, példaul az amelogenezisben kozvetleniil nem résztvevd fehérjék is

bejuthatnak a mineralizaciés térbe, ami zavart okozhat a zomancérésben. Ilyen lehet
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példaul a szérum albumin, amirdl leirtak, hogy bizonyos fizikalis traumak vagy néhany
gyermekkori  megbetegedés  hatdsara  jelentkezd  idiopatids  hypomaturacids
zomancelvaltozas (fehér opak hypoplazia) hatterében allhat (Tarjan €s mtsai 2002).
Ezen betegségekben, sériilésekben a hyperaemids allapot az albumin beszivargasat
okozhatja a zomanctérbe, ami a kristdlynovekedést megzavarhatja (Garnett és Dieppe
1990, Kirkham és mtsai 2000). Egy masik jol ismert példa a gyermekkorban szedett
tetraciklin tipusu antibiotikumok, amelyek a fejlédé fogak permanens sargas-barnas-
sziirkés elszinezddését, horizontalis csikozottsagat okozzédk, és valdsziniileg a csontok,
fogak fejlodését is befolyasoljak (1évén a tetraciklin fémionokkal, pl. a kalciummal

oldhatatlan komplexet képez).

Egy masik, molaris incisalis hipomineralizaci6 (MIH) néven leirt zoméncfejlddési
zavar hatterében szintén a korai ¢életkorban szervezetet ért karositdo kornyezeti faktorok
hatasait feltételezik (Crombie és mtsai 2009, Weerheijm és mtsai 2001, William és
mtsai 2006). Ez a korkép a zomanc fluordzis szisztémas jellegii, diffiz, 6sszes fogat
érintd defektusaval ellentétben csak bizonyos fogakon jelentkezd elvaltozasokat okoz,
rdadasul a rendellenesség nem is szimmetrikus, stlyossaga foganként valtozhat. A MIH
egy olyan kvalitativ zomanceltérés, ami kifejezetten az elsé maradé molaris fogakat és
sokszor a metszOfogakat is érinti. A MIH etiologiaja még nem tisztazott, de
valoszintsitik bizonyos kornyezeti szennyezGanyagok (példaul poliklorozott bifenil
szarmazékok és a dioxin), bizonyos pre- vagy neonatdlis komplikaciok (pl. intubacid
okozta trauma), gyermekkori léguti (pl. asztma) vagy kronikus betegségek (pl.
coeliakia) vagy az ezekre szedett gyogyszerek, antibiotikumok szerepét (Crombie és
mtsai 2009, Tapias-Ledesma és mtsai 2003, Wierink és mtsai 2007, William és mtsai
2006).

Ezzel szemben a fluorid-ion mint karosité faktor bizonyitottan ott all a fluor6zisok
hatterében, a fluorid-ionok zomanckarosodast okozd hatasa jol ismert. Ez, az
elézéekben mar emlitett carioprotektiv hatas fényében kiilonosen érdekes jelenség, és a
kétféle hatds nagyon kis doziskiilonbséggel vald érvényesiilésének kozvetlen okaira
mind a mai napig nincs kielégité magyarazatunk. Jol ismert, hogy a fluorid beépiilhet a
fejlodé zomanckristalyokba, de a mar érett zomancba is a zomancfelszin feldl, igy
carioprotektiv hatdsa pre-eruptiv €s poszteruptiv modokon is jelentkezhet. Mindkét

esetben a védo hatas annak koszonhetd, hogy a keletkezé fluorapatit stabilabb, jobban
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ellendll a savas olddédasnak (Fejerskov 2004, Ferguson és mtsai 1999, Rugg-Gunn és
Banoczy 2013). Ez a tulajdonsdg nagy szerepet jatszik a modern fogaszati
egészségmegoOrzésben (Anusavice 2005, Horowitz 2004). Bar a legtobb ivoviz forrasban
talalhaté valamennyi oldott fluorid-ion, igy beépiil a zoméanckristalyokba fluorapatit
formajaban (a OH- ionok helyére), a fluorid nem esszencialis komponense a
zomancnak, annak hidnyaban is normalisan mineralizalt zomancszerkezet jon 1étre. A
védo hatasunal alig magasabb, illetve joval magasabb dozisoknal kiilonb6zd szisztémas
elvaltozasok jelentkeznek: dentdlis fluordzis és skeletalis fluordzis. A fluordzis egy
er6sen dozis és expozicios-ido fiiggd jelenség (1 tablazat és 12.abra). Az akut fluorid
toxikozissal ellentétben kronikus expozicid esetén mar igen kis koncentraciokban (1-8

ppm) is jelentkeznek ezek az elvaltozasok.
1. tablazat: A kronikus fluorid toxicitas hatdsai: kiilonbozo betegségek formajaban
manifesztalodik a kiilonbozé dozisu és expozicios idejii fluorid-bevitel hatdsa (Ferguson

és mtsai 1999) és (Patil és mtsai 2018) nyomdn.

Fluorid bevitel |Expozicios id6 Elettani hatasok

0,7-1,2 ppm Elethosszig tartod Carioprotektiv hatés

1,5-3 ppm 5-10 év vagy tobb Dentalis fluordzis enyhébb formai

3-8 ppm 15-20 év vagy tobb Sulyos dentalis fluordzis és a
skeletalis fluordzis enyhébb formai

8 ppm folott 5-10 év Stlyos dentalis és skeletalis fluordzis

2.7 A zomanc fluorozis kialakulasanak lehetséges mechanizmusai

A dentélis fluordzis gyermekkorban, a fogfejlodés sordn kronikusan magas fluorid
koncentracionak kitett fogak zomdancfejlédési zavara. A fogzomancon godrok vagy
foltos (opalos) zomdanc, hipermineralizalt réteggel fedett felszin alatti hipomineralizalt,
pordzus 1éziok jonnek létre, melyek iddvel elszinezddnek, és konnyen erodalddnak,

karosodnak (Bronckers ¢s mtsai 2009a). Az elvaltozasok komolysdga az enyhétdl az
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igen sulyosig (l2.abra), dozistol fiiggben igen tag hatdrok kozott valtozik

(besorolasukra szolgal pl. a Thylstrup és Fejerskov-féle fluordzis index).

Kozepes Sulyos
12.abra: A dentdlis fluorozis kiilonbozd sulyossagu megjelenései a fogakon.
forras: CDC (Centers for Disease Control and Prevention, USA) fluorozis

informdcios weboldala (www.cdc.gov/fluoridation/fags/dental_fluorosis/index.htm)

A kiilonbozé tipust elvaltozasok az ameloblasztok (és a zomanc) kiillonbozd érési
stadiumaihoz kothetdek (Bronckers ¢és mtsai 2009a). Mdas-mas mechanizmusok
allhatnak a kiilonbozd tipusok mogott, de annak ellenére, hogy igen régota kutatott
jelenség, még csak kiilonboz6, nem kell6képp bizonyitott hipotézisek allnak
rendelkezésiinkre 2017 (Lacruz és mtsai 2017). Bizonyos megfigyelések alapjan a
szekrécios fazisban a f6 mechanizmus a matrix proteinek (lebontisanak) gatlasa lehet. A
leginkabb érdekes, alacsony dozisu fluorid hatdsdra leginkdbb az amelogenezis érési
fazisaban 1év6 zoménc érzékeny. Mivel a fluordzisos zoméncban nagyobb mennyiségii
matrixfehérje marad vissza (Bronckers és mtsai 2009a), ezért feltételezték, hogy a
zomancproteinaz enzimek (MMP20, KLK4) aktivitasat, funkciojat gatolja (Aoba 1997,
Bronckers és mtsai 2009a, Den Besten 1999). Az Gjabb kutatdsok nem igazoltdk ezt a
feltevést, ugyanis a fluorid-ionok magas koncentracidja sem befolydsolta kozvetleniil
ezen proteazok enzimaktivitasat in vitro (Gerlach és mtsai 2000, Tye és mtsai 2011).
Egy in vivo patkany kisérletben azt talaltak, hogy fluordzis-relevans dozist
fluoridbevitel a TGF-B1 expressziot csokkentette a zomancsejtekben, ami gatolta a
KLK4 expresszidt (Suzuki és mtsai 2014a). Tobb aktudlis kutatds is felveti a magas

fluorid-szintek és az oxidativ, illetve ER stressz utvonalak aktivalodasa kozotti
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Osszefliggést (Kubota és mtsai 2005, Sharma és mtsai 2008, Sierant és Bartlett 2012,
Suzuki és Bartlett 2014), tovabba megfigyelték, hogy az ameloblaszt sejtek €s mas
sejtvonalak mind oxidativ, mind ER stresszre adott valasza a fehérjeszintézis ¢és
szekrécid altalanos csokkenését eredményezte (Hetz 2012, Kubota és mtsai 2005),
ahogy a zomanc-proteinazokét is (Sierant és Bartlett 2012). Ugyanakkor a szekrécios
stddiumii zomancban az amelogenin szekrécidgja nem szenved zavart magas
fluoridbevitel mellett sem (Bronckers és mtsai 2009a). Ezek az adatok arra utalnak,
hogy a fluoritikus zomancban a megndvekedett organikus matrixtartalom az expresszalt
proteindzok kisebb mennyisége miatt maradhat vissza (Den Besten 1986, Denbesten és

Heffernan 1989, Sierant és Bartlett 2012).

A megfigyelések relevancijanak értékelését nagyban neheziti, hogy a leggyakrabban
hasznalt kisérleti allatok ¢és az ember dentdlis fluordzist okozd doézisai igen
kiilonbozoéek. Patkanyok és egerek esetében legalabb 25-30 ppm fluorid (ivovizben)
hossza idejli expozicidja sziikséges a legkisebb elvaltozas detektalhatosagdhoz
(Angmar-Mansson ¢s Whitford 1984, Denbesten és mtsai 1985), mig leggyakrabban
100 ppm-et szoktak hasznalni fluorédzis kivaltasahoz (Bronckers és mtsai 2009a, Suzuki
és mtsai 2014b). Ezzel szemben emberben mar 6 ppm nagysag dozis is sulyos zomanc-

fluordzist okoz.

M¢ég arrdl sem rendelkeziink informaciokkal, hogy pontosan milyen modon juthat at a
fluorid az ameloblasztok rétegén. Baktériumokban, élesztében, néhany ndvényi sejtben
mar irtak le ioncsatorndkat (pl. bizonyos fesziiltség-fiiggd klorid-csatornakat), amelyek
a fluorid-ionok hatékony transzportjara képesek (Ji és mtsai 2014, Last és Miller 2015),

azonban allati sejtekben a hasonlé mechanizmusok még felderitésre varnak.

2.8 Funkcionalis vizsgalatok sziikségessége, a HAT-7 sejtes modell

Az ameloblaszt sejtek a zomanc kifejlddése és a fogak eldtorése utan elpusztulnak, ezért
a zomanc regeneracidja emberben gatolt, az ameloblaszt sejtek izolalasa, vizsgalata
rendkiviil nehéz. Az embridkori, illetve Ujsziildttkori fogcesirdk izolalasa, vizsgalata
stlyos etikai problémakat vet fel. Eppen ezért az allatmodellek fontossdga kiemelkedd a
zomanckutatasok terén, a human fogfejlodéssel nagy hasonldsagot mutaté emlds fog

modellek koziil is kitinnek a ragcsalok moléaris €s metszéfogainak vizsgalata a
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laborallatok konnyti, gyors és olcsd tenyészthetosége, genetikai manipulalhatosaga és az
el6z0 alfejezetekben mar emlitett folytonos ndvekedés (metszéfogak) miatt. A vad
tipusu ¢és knock-out egerek immunhisztokémiai és génexpresszios, ill. ,,microarray”
vizsgalatai rendkiviil sok 0j ismerettel gazdagitottak a zomaéncfejlodés molekularis
mechanizmusaival kapcsolatos tuddsunkat. Mégis, az egyes membranfehérjék, adapter
molekulak, citoszolikus és extracellularis enzimek miikddésének és szabalyozasanak
kozvetlen vizsgéalatahoz funkciondlis modellekre is sziikség lenne (Varga és mtsai
2018). Az ameloblaszt sejtek funkcionalis vizsgalata in vivo nagy nehézségekbe
itkozik, ugyanis azok egyetlen sejtréteget alkotnak (a mikrométeres tartomanyban) a
kemény zomancréteghez tapadva. Ezért célul tliztiik ki egy, az epithelialis transzport-
folyamatokat jol modellez6 in vitro modell 1étrehozasat. A konvencionalis tiveglemezre
vagy szOvettenyésztd plasztik feliiletre iiltetett sejtkultira modellek nem felelnek meg
az iranyitott transzport-folyamatok feltételéiil tdmasztott kovetelményeknek. Ezek a
kovetelmények: a) konfluens egysejt réteg (,,monolayer”) kialakulasa, b) megfeleld
szoros sejtkapcsolatok (,,tight junctions™) kiépiilése a sejtek kozott, ¢) a sejtek polarizalt
volta kiilonboz6 fehérjedsszetételli apikalis és bazolateralis membran doménekkel, és d)
az ekképpen létrejott ,,barrier” két oldala kozott a szabad ionaramlast nem engedd, de
iranyitott iontranszport folyamatokat Ilehetdvé tévd, idedlis esetben tobb napig

fenntarthat6 sejtkultara.

2.8.1 A HAT-7 sejtes modell

Ha a sejteket olyan, Un. Transwell membranok feliiletére {ltetjiik, amelyek a
tapfolyadék oldott ion-és fehérje-alkotoit ateresztd, de a sejteket nem atengedd
porusokat tartalmaznak, akkor a membran, illetve a sejtréteg két oldalan a tap- vagy
mérdoldattal feltdltott (apikalis és bazolateralis) térfél teljesen elkiiloniil, kozottiik csak
a sejtrétegen keresztiil lehetséges ,atjaras” (13.abra). Ha ebben a sejtrétegben
megfelelden kiépiilé szoros kapcsolatokat tudunk létrehozni, akkor megsziinik a térfelek
kozotti  szabad  intercellularis  (paracellularis) iondramlas, ionmozgds mind
paracellularis, mind transzcellularis mdédon csak a fehérjék altal szabalyozottan tud
megvaldsulni. Ez azt is jelenti, hogy a potencidlis iondramlas sebessége lecsokken, a
sejtréteg rezisztenciaja megnd (amely paraméter mérhetd). A modell rendkiviili elénye,

hogy a két térfél iondsszetétele altalunk szabadon megvalaszthato, kiilon-kiilon
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manipulalhato (akdr farmakologiai gatld- és stimulalod szerekkel), igy sokféle vizsgalat

elvégzésére ad lehetdséget.

,hidroxiapatit”
Apikalis oldal
________________ s ™
""""" médium mommmees .- Iranswell” inzert
Mikroporusos mgmbran B
- .
- sejtek
médium :

Bazolateralis oldal jon-transzport

13.abra: A 2D in vitro modell sematikus képe (sajat abra)

A hasnyalmirigy esetében az ilyen sejtes modellek széleskortien rendelkezésre allnak, és
a multban ezek felhasznalasaval meglehetdsen kiterjedt kutatasokat végeztek (Hegyi és
mtsai 2011, Pallagi és mtsai 2015, Steward és mtsai 2005). Kisebb mértékben, de a
nyalmirigyek acinaris és ductalis transzport-folyamatainak modellezésére szintén
szamos ehhez hasonlo6 vizsgalat tortént (Ferreira és Hoffman 2013, Proctor és Carpenter
2014, Varga 2015), mig az amelogenezis molekularis transzport mechanizmusainak
vizsgélatara kordbban gyakorlatilag nem létezett funkciondlis modell. Ez okbdl a
kozelmultban kifejlesztettiink egy 10j, egyrétegli ameloblaszt modellt egy patkany

eredetli sejtvonalat felhasznalva (Bori és mtsai 2016, Racz ¢s mtsai 2017).

Az ameloblaszt modell kialakitdsahoz egy hat napos patkdny metszéfoganak ,,cervikalis
hurok” régiojabol (az ameloblaszt sejtek Ossejt rezervoar-ja) izolalt spontan
immortalizalt sejtvonalat, az un. HAT-7 sejteket hasznaltuk (Kawano és mtsai 2002).
Sok szempontbol tokéletesebb valasztas lenne a primer sejtek alkalmazidsa, de a
vizsgalatokban valé felhasznalhatosdgukat szdmos hatranyuk akadalyozza. Az egyik
nehézség, hogy ezek a sejtek csak korlatozott ideig fenntarthatok, ami a vizsgalatok
idGtartamat nagyon megnyujtja, és reprodukalhatésagat megneheziti (mivel a kivant
mérési elemszamot nem lehet megspordlni). A masik, még nagyobb nehézség, hogy
akar tobb kiilonféle anyagi membrannal, illetve ,,bevonatolassal” is probalkozva, sokkal
nehezebben tapadnak meg a sejtek a membranok feliiletén, és ha meg is tapadnak, csak

kevésbé képesek bendni a teljes feliiletet, elérni a 100%-os konfluenciat.
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Ezzel szemben a HAT-7 sejtek az ion-és fehérje-ateresztd Transwell membranok
feliiletét konnyedén bend6tték, valodi szoros kapesolatokat kialakitva, tobb napig - vagy

megfelel6 médiumban akér hetekig — fenntarthatéan (Bori és mtsai 2016).

A HAT-7 sejtek szdmos ameloblaszt tulajdonsagot mutatnak, mint példaul az
ameloblasztin és amelogenin zomancmatrix fehérjék (Kawano és mtsai 2002), és érési
stadiumtl ameloblaszt markerek, példaul a kallikrein-4 expresszidja (Harada és mtsai
2006, Matsumoto ¢és mtsai 2011, Yoshizaki és mtsai 2008, Zheng és mtsai 2013).
Vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy a HAT-7 sejtek alkalmasak a pH-szabalyozas
¢s a vektorialis ion-transzport mechanizmusok funkcionalis vizsgalatara (Bori és mtsai
2016). A sejtek konfluens, polarizalt egyrétegii sejtréteget képeznek a permeabilis
membranokon, és az id6 fiiggvényében kialakuldé magas transzepitél elektromos

rezisztenciat (TEER vagy TER) mutatnak, miutan szoros sejtkapcsolatokat képeznek.

Ezutan hasonld kisérleti stratégidkat alkalmaztunk, mint azt kordbban a hasnyalmirigy
¢és nyalmirigy bikarbonat- és proton-transzport folyamatait jellemz6 molekularis élettani
vizsgalatainkban leirtunk (Demeter és mtsai 2009a, Demeter és mtsai 2009b, Szucs és
mtsai 2006, Varga 2015). Mikrofluorometriat alkalmaztunk az intracellularis pH-
valtozasok mérésére, monitorozasara, miutan a sejteket elézetesen feltoltottilk a pH-
érzékeny BCECF festékkel (Paulais és Turner 1992b). A sejten beliili pH-valtozasokat
végig kovettik, mikézben kiilonféle moddon valtoztattuk a perfizidos oldatok
komponenseit és kiilonféle ioncsatorna/transzporter gatloszereket alkalmaztunk (a

kovetkezd, ,,Modszerek™ fejezetben részletezett modon).

2.8.2. Az intracellularis pH mérésének lehetoségei sejtekben

Az intracellularis pH (pHi) mérésére szolgaldo legpontosabb technikik a H'
permeabilis mikroelektrodak hasznalata, a noninvaziv magneses magrezonancia (NMR)
analizis (példaul foszfatcsoportok $Ip_.NMR spektroszkopiaja) €s bizonyos fluoreszcens
festekek pH-fliggd emissziojat/excitacigjat kihasznalé modszerek (Kotyk és mtsai 1989,
Wray 1988). A fluoreszcens ion-szenzitiv és ion-szelektiv indikatorok lehetévé teszik
egyrészt tobbféle, a sejtbiologiai folyamatok szempontjabol fontos intracellularis ion

crcr

kvantifikalasat, masrészt mind az egyedi sejtek mikroszkdpos képalkotod technikakkal
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valé megfigyelését (,,cell-imaging”), mind egész populacidk, nagyobb sejtcsoportok

viselkedésének monitorozasat (fluoreszcens spektroszkdpia és fluorimetria).

Az 1970-80-as évek oOta, kdszonhetden tobbek kozott Roger Tsien és munkatarsainak
(Tsien 1981), szamos fluorofér-tartalmi indikator és ezek kiilonboz6 koriilményekre
(pH, gerjesztési hullamhossz, extra v. intracellularis felhasznalds) optimalizalt
modositott valtozata keriilt forgalomba. Példaul az intracellularis pH vizsgalatara, a
fluorofor pKa értékének fliggvényében, kiillonb6zo pH tartomanyokban valé hasznalatra
szant indikatorok léteznek (Loiselle és Casey 2010). A neutralis tartomanyban optimalis
BCECF pH 6,5-7,5 kozott, a citosz6él vizsgalatira, a SNARF pH 6,0-8,0 kozott, a
LysoSensor Green pH 4,5-6,0 kozott, az endoszomak/lizoszomak vizsgalatara

hasznalhato (Molecular Probes kézikonyv).

Intracellularis festésre ezen indikatorok membran-permeabilis, acetoxi-metil észter
(AM) valtozatat hasznaljuk. Az észtercsoport a sejt €szteraz enzimei hatdsara a sejtben
lehasitodik, és a negativ toltési festék (gyenge sav) nem fog tudni kijutni a sejtbol,
bennreked. Rendkiviil hasznos sajatsaguk, hogy ezeknek a pH indikdtoroknak a
tobbsége Un. ratiometrikus fluoreszcens festék, azaz két kiilonbozé gerjesztési
hullamhosszra mésféle ion-érzékenységet mutatd spektrummal emittalnak, és igy a két
fluoreszcencia emisszios értéket elosztva szamos a festék t61t0désébal (pl. eltérd festék
koncentracio, festék friilése — ,leaking”), a fluoreszcencia gyengiilésébol
(,,photobleaching”), illetve a sejtek egyenetlenségeibdl, valtozasaibol (pl. kipukkadasuk)

szarmazo artefaktum kikiiszobolheto.
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3. Célkituzések

A HAT-7 patkany ameloblaszt sejtvonal felhasznalasaval 1étrehoztunk egy in vitro
modellt, hogy tanulményozhassuk az amelogenezishez kapcsolodd iontranszport
folyamatokat (Bori és mtsai 2016). Igazoltuk, hogy a sejtek a jellemzd ameloblaszt
markereket expresszaljak, membranra iltetve szoros kapcsolatokat alakitanak ki és
funkcionalis szempontbol polarizaltak, tovabba vektorialis HCO3™ szekréciora képesek
(Bori ¢és mtsai 2016). A tovabbiakban szerettik volna megvizsgalni, hogy az
ameloblaszt sejtek milyen molekularis mechanizmussal rendelkeznek a pH szabdlyozas

¢s a HCOg3 transzportjanak végrehajtasara.

3.1) Ezért célul tiztik ki a HAT-7 sejtekben az intracellularis pH-szabalyozast
befolyasold bazolateralis transzporterek funkciondlis azonositasat:
e 3) van-e a sejtek bazolateralis oldalan a bikarbonat intracellularis akkumulaciojat
biztositd natrium-proton cseréld aktivitas
e b) detektalhato-e bazolaterdlis oldalon a bikarbonat kozvetlen transzportjat
ellatni képes elektrogén natrium-bikarbonat kotranszporter aktivitasa
e () van-e a sejtekben a bikarbonat transzportjahoz nélkiilozhetetlen klorid-ion
utanpotlasat biztositd natrium-kalium-klorid kotranszporter aktivitas

e 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 néhany
mechanizmus vizsgalatahoz: a fluorid sejtpusztulast okozd kozvetlen citotoxikus
hatdsai, hatds a zart barrier kialakuldsahoz sziikséges szoros sejtkapcsolatok
kialakuldsara, és a fluorid kozvetlen gatld hatdsa a vektorialis kalcium- és/vagy

bikarbonat-transzportra. Ezért célul tliztiik ki annak felderitését, hogy

3.2) az akut fluorid expozicié zavarja-€ a transzporterek bazolateralis-apikalis iranya

HCOj -transzportot lehetové tevo képességét, és
3.3) hogy megvizsgaljuk a fluorid hatasat a HAT-7 sejtek ¢életképességére, tovabba

3.4) hogy van-e valamilyen hatdsa a fluoridnak a polarizalt sejtek transzepitelialis
rezisztenciajara, a szoros sejtkapcsolatok kialakuldsara és a szoros sejtkapcsolati

fehérjék génexpressziojara.
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4. Modszerek

4.1 Sejttenyésztés és a polarizalt sejtmodell eloallitasa

A HAT-7 sejtek egy dentalis epithelialis sejtvonal, amit 6 napos patkany metszéfog
cervikalis hurok (,cervical loop”) régiojabol, az ameloblaszt sejtek - ragcsalok
metsz6foga esetén allanddan fenntartott - Ossejt rezervoarjabol izolaltak, és hoztak 1étre
spontan immortalizaciéval Dr. Harada és munkatarsai (Kawano ¢és mtsai 2002). A
sejteket Antonius Bronckers Professzor laborjabdl kaptuk, az amszterdami ACTA
(Academic Center for Dentistry, University of Amsterdam and VU University

Amsterdam) egyetemrol.

A sejteket standard ,,szovetkultura kezelt” 25 és 75cm?® feliiletii sejttenyésztd flaskakban
(Orange Scientific, Braine-L’Alleud, Belgium) tartottuk fenn tenyészté (Gn. C, azaz
,kontroll”) tépoldatban, azaz 10% HyClone foetalis borjiszérummal (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA), 100 U/ml penicillinnel, 10pg/ml streptomycinnel
(Sigma) kiegészitett DMEM/F12 Ham tapoldatban (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). A sejtek differencialtatasdhoz, Transwell membranokon vald tenyésztéséhez is
ezt az alap tapoldatot egészitettiik ki CaCl,-dal (2,1mM végkoncentracidban), és 107
mM dexametazonnal (Sigma) (differenciald, azaz D-tap). (Arakaki és mtsai 2012,
Woltgens és mtsai 1987) Az emelt kalcium koncentracio gatolja az ameloblaszt sejtek
¢s mtsai 1995), amely hatds kozvetitésében részben a PI3K/AKT jelatviteli utvonal
részvételét valoszinlisitik egy mostanaban megjelent, az ameloblaszt-szerli LS8

sejtekben végzett tanulmanyban (Gao és mtsai 2020).

A sejteket 4 naponta passzaltuk, a kisérleteket a 3-16 kozotti passzazs-szdmu
tenyészetekkel végeztiikk. A mikrofluorimetrids funkciondlis vizsgalatokra is alkalmas
polarizalt egysejt-réteg (monolayer) Ilétrehozasa érdekében a sejteket 4x10*/ml
sejtszdmban 0,4 um porusméretii, 1,12 cm? feliiletii permeabilis poliészter Transwell
membranokra (#3460, Costar, Corning, NY, USA) iiltettiik (13.dbra), és differenciald
(D) tapoldatban tenyésztettiik. A sejteket inkubatorban (NuAire, Plymouth, MN, USA)
5% CO; és fenntartott paratartalom mellett, 37°C-on tartottuk.
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4.2 A transzepitél elektromos rezisztencia kovetése

A szoros sejtkapcsolatok kialakuldsa, a sejt monolayer zartsaga a sejtréteg transzepitél
elektromos rezisztencidjanak (TER) mérésével ellendrizhetd. A Transwell membranon
novesztett (és 12-lyuku lemezekben inkubalt) HAT-7 sejtek TER értékeit az epithelialis
volt-ohm méter késziilékkel (EVOM, World Precision Instruments, Hamden CT, USA)
kovettiik (14.abra), naponta mérve, 5 napon keresztiil a mikrofluorometrids mérések

elott, illetve a natrium-fluoridos (NaF) kezelések alatt.

Aram generalo
elektrodok ——1

Membrén\k‘
Elektrolit \*\‘ I _/‘b
. B -
Rés.__ 7 7

Fesziiltség méro
elektrodok

14.abra: Az EVOM késziilek miikodési elve. A két kiilonbozo folyadéktérbe éro,
mindkét elektrod kétoldalu, dupla funkcioju: egyik feléen aram generalo, masik
oldalan fesziiltsegmeéro elektrodot tartalmaz. Az iizemmodok kozott a késziiléken
talalhato kapcsolo segitségével valthatunk. londramlas csak a membranon il
sejtrétegen  keresztiil lehetséges, igy jellemezhetjiik a sejtréteg zdrtsagat,
elektrolitokkal ~ (elsésorban ~ Na®  ionokkal)  szembeni , dtjarhatésdgat”.

(A kép forrdasa: EVOM haszndlati utmutato)

A TER értékek 1iddébeli kovetése végsd soron a sejtréteg toltéssel rendelkezd
molekuldkkal, elektrolitokkal szembeni paracellularis permeabilitasardl, és az ezzel
kozvetlen Osszefiiggésben 1évo szoros kapcsolatok (tight-junction, TJ) kialakulasarol ad
informaciot, amely sejtkapcsolatok a szekrécids és abszorpcidos feladatokat ellatd

epitélsejtek kulcsfontossagu struktirdja.

A tobbnapos fluorid expozicids kisérletekben a sejtkitiltetés utan 24 6raval a Transwell
membranokon a médiumot lecseréltiink 0 (kontroll); 0,3; 0,6; illetve 1mM NaF-tartalmu
médiumra. A TER értékek mérését a sejtek inkubatorbol vald kivétele utdn minél

gyorsabban, azonos idétartam eltelte utan (tehat azonos hémérsékleten) végeztiik el az
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EVOM késziilék ellendllds mérd iizemmodjaban. A tényleges TER értéket a mért
értékbdl szamitottuk az alabbi képlet alapjan (15.abra).

TER(ﬂCTﬂz) = (Rtntul - Rblaﬂk) X Ams*mbruﬂ

15. abra: A TER szamitdasa: A tényleges TER értek a mért ellenallas (Rital) és a
sejtnélkiili ,,membran” ellenallasanak (Rpiank) kiilonbségébol adodik. Ha az értékeket
kiilonbozo nagysagu membranok hasznalata esetén ossze akarjuk hasonlitani, akkor
az egységnyi teriiletre eso TER(QcmZ) ertéket a képlet alapjan szamithatjuk. A
tényleges (mért) TER forditottan aranyos a membranfeliilet nagysdgdval (Amembran)-
(forrds: EVOM hasznalati utmutato)

A ,kontroll” tapoldatban a 4-5. napon kialakult zart sejtrétegre jellemzé TER értékek a
200-300Q2 (a ,blank” levonasa utan 100-200 Q) tartomanyban voltak, mig a
differencialo tapoldatban tenyésztett sejtréteg TER értékei jellemzdéen a 300-600 Q (a
,blank” levonasa utan 200-500 Q) tartomanyban voltak a 4-5. napon a kiiiltetési

sejtszamtol is fiiggden.

4.3 Mikrofluorometria

A HAT-7 sejtek valdos idOben torténd intracellularis pH (pH;) valtozasait
mikrofluorometrias moddszerrel kovettilk, hasonléan a tanszékiinkon korabban
nyalmirigy epitélsejtek funkcionalis vizsgalata témakorben elvégzett mérésekhez (Szucs
¢s mtsai 2006). Roviden, a sejteket a pH-érzékeny fluoreszcens indikator festék
BCECF (2',7-bis—(2-carboxyethyl)-5-(and-6)—carboxyfluorescein)  acetoxi-metil
(AM) észter formdjaval toltottiik fel (BCECF-AM, Molecular Probes). A festék
tulajdonképpen 3, kicsit kiillonb6zd oldhatésagu forma keveréke, amely forméak pontos
aranya festék batch-enként valtozik, kiilon molstllyal rendelkeznek, ezért a toltési
hatékonysagot, optimalis 1d6t batch-enként ellendrizni sziikséges. A sejtek festékkel

valo toltését szérummentes oldatban végeztiik (észterazok!).
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16.abra: A BCECF pHfiiggé fluoreszcens exciticios spektruma. 490 nm
hullamhossz koriil maximalis a pH-fiiggé emittalt fluoreszcencia intenzitas. Az
un.izoszbesztikus ponton (439 nm hullamhosszon) gerjesztve az emittalt fény
fluoreszcencia intenzitasa nem fiigg a pH-t0l (még a festék 10x koncentraciojanal

sem). (A kép forrasa: a termék haszndlati utmutatoja)

A BCECF festett sejtek fluoreszcencia emisszids intenzitdsa 440nm hullamhossza
gerjesztésre nem fligg a pH-t6l (a spektrum un. izoszbesztikus pontja), 490nm
hulldmhossz gerjesztésre pH-fliggd modon valtozik az emittalt fény fluoreszcencia
intenzitdsa. Mindkét féle megvilagitas utdn 530nm-en detektaltuk az emittalt fény
fluoreszcencia intenzitasat (16.abra). A festék az intracellularis pH mérésén keresztiil
képes a sejtmembranon keresztiili H™ és/vagy HCO3 mozgésok indirekt kimutatasara.
A bikarbonat transzportmechanizmusok egyes elemei azonosithatoak az adott
transzporter mitkodéséhez sziikséges ionok megvonasaval vagy transzporter-specifikus

gatloszerek alkalmazésaval.
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1- Szamitégép (benne van az A/D kartya)
2~ Monitor

3~ Erdsitd (egyben a fotoelektronsokszorozé fesziiltségforrasa)
4~ Xenon lampa kapcsoléja

5~ Hulldmhossz valté tarcsa vezérlGegysége
6- Mikroszkop ldmpa kapcsoldja

7 - Fotoelektron-sokszoroz68 — Xenon lampa
9~ Hullamhossz valté tarcsa

10 - Fluoreszcens mikroszkép

11 - Perisztaltikus pumpa

12 - Kis vizfiirdé

13 - Nagy vizfiirdé

17.abra: A mikrofluorometridas meérorendszer eszkézparkja (Bori Erzsébet fotoja)

A HAT-7 sejteket tartalmaz6 Transwell membrant egy Nikon Eclipse TE200 invertalt
fluoreszcens mikroszkdpra erdsitett, erre a célra késziilt kis mérékamraba helyeztiik és
bilateralisan kiilonb6z6 oldatokkal perfundaltuk 3 ml/perc dramlasi sebességgel (Gilson
Miniplus 3 perisztaltikus pumpa hasznalataval). A nagy intenzitdsu megvilagitashoz
xenon-ivlampat (XBO 100W OFR xenon short arc, Osram Gmbh, Augsburg,
Németorszag) hasznaltunk (17.4bra). A mérés soran valtakozo, 490 nm (pH fliggd) és
440 nm (pH fliggetlen) hullamhosszisagu excitacios gerjesztési megvilagitasokra adott
530 nm-es emisszids fluoreszcencia intenzitdsokat detektaltuk fotoelektron sokszorozo
és erdsitd segitségével (Cairn Integra, Cairn Research, Faversham, Kent, Egyesiilt

Kiralysag).

Az 5 masodpercenként felvett mérési adatparok gyljtését (Measurement Computing

PCI-DAS 1000 analog/digitalis atalakité segitségével) grafikus abrazolasat, és a
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hullamhosszvalto filter (Sutter Instruments Lamda 10-C, Novato, CA, USA) vezérlését

a DASYLab szoftver (Measurement Computing, Norton, MA) segitségével végeztiik.

Az intracellularis pH-t a kétféle fluoreszcens jel hdnyadosabol (F490/F440 ratio)
szamoltuk korrigdlva a mérés végén Triton-X-100 expozicioval megallapitott
autofluoreszcenciaval. A tényleges pH; értékeket kalibracioval hataroztuk meg

(részletesen a kovetkezd alfejezetben).

4.3.1 Intracellularis pH kalibracio6

A tényleges pHi értékeket kalibracioval hataroztuk meg a korrigalt fluoreszcencia
hanyados (F490/F440 ratio) értékeket konvertdlva a nigericin/magas-kalium modszerrel
(Thomas ¢és mtsai 1979) felvett kalibracidos egyenes segitségével. A nigericin egy
ionofor, amely K* és H" ionokra ateresztévé teszi a sejtmembrant (K*/H" antiport
tulajdonsag). Magas kéliumtartalmi kiilsé oldatot hasznalva ( [K™]in = [KJout ) @ pH

kiegyenlitddik az extracellularis és intracellularis tér kozott (pH equilibrium):

[K+]in/ [K+]out: [H+]in/ [H+]0ut

Ilyen moddon, kiilonb6zé pH értékekre beallitott oldatokban mérve a sejtek BCECF
fluoreszcencidjat (F490/F440 hanyados) pH kalibracidos egyenes vehetd fel, amely

segitségével szamolhat6 a tényleges intracellularis pH.

4.3.2 A mérésekhez hasznalt technikai modszerek és oldatok, reagensek

A sejtek az intracellularis pH-t szigora keretek kozott szabalyozzak, allandd értéken
tartjak, ezért a pH szabalyozasért felelds transzporterek vizsgalatdhoz egy, a pH
homeosztazist drasztikusan megzavaré kiilsé beavatkozast kell eszkdzoIniink, hogy igy
jelentds pH; valtozast detektalhassuk, és a homeosztdzis helyreallitasara iranyulo,
beinduldé kompenzéacidés mechanizmusok, transzporter aktivitasok részvételét
tanulméanyozhassuk. A leggyakoribb modszerek a jelentds intracellularis
savasodast/alkalizaciét okozé reagensek alkalmazasa (,acid/base loading”), vagy

valamely, a transzportfolyamatok szempontjabol fontos, gradienst meghatarozé ion
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(pl. Na*, CI" ) extracellularis megvonasa, ami az érintett transzporterek miikodését
megakadalyozza vagy transzport-iranyukat megforditja. Intracelluléris sav/bazis toltésre
legtobbszor valamilyen magas szinti membran permeabilitdst mutatd és vizben jol
oldodo gazt (pl. NHs vagy COs), illetve az ezek vizben oldott és veliik egyenstlyban
levé formait (NH4Cl és NaHCOs3) hasznaljuk (18.abra). Ezek a citoszolba jutva gyenge
savat/bazist képeznek, és kellden magas koncentracioban a citoszol hirtelen pH
esését/emelkedését idézik elé (ammoénium pulzus technika és HEPES/HCOj3™ valtas

vagy prepulzus).

85 1

3 8 1 kompenzicié .
Alla NH~== NH,* :
alkalézis I »~ (pH helyreillis) 5 4 EC
kompenzicié
71 e
acidifikicio

NH; + H,O " NH,* + OH-

IC

sejt

0 2[I]0 4[I]0 6[50

time (sec)
18.abra: Az ammonium-pulzus technika sordn torténé pHi viltozdsok szakaszai:
20mM NH4Cl! tartalmu kiilso oldat hatdsara jelentos intracellularis alkalizacio, majd
ennek megvonadsara savasodas torténik a sejtekben az ammonia sejtmembrdnon
keresztiili diffuziojanak kovetkeztében. Az egyensuly kialakuldsa utan lassu pHi
kompenzacios szakaszok kezdodnek, melyek soran a sejt transzporterei segitségével

megprobalja helyreadllitani kibillent intracellularis pH-jat. (sajat abra)

crer

- standard HEPES-pufferelt oldat (mM): 137 NaCl, 5 KCI, 1 CaCl2, 1 MgCl2,
10 D-glucose, és 10 HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid),
egyensulyba hozva, 100% O; gdzzal buborékoltatva;

- standard HCOgj -tartalma HEPES-pufferelt oldat (mM): 116 NaCl, 25
NaHCOs, 5 KCI, 1 CaCl,, 1 MgCl,, 10 D-glucose, and 5 HEPES, egyensulyba
hozva egyensulyba hozva, 5% CO;/ 95% O, gazkeverékkel buborékoltatva.
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- Na" megvonashoz (5.1.1 és 5.1.2 alfejezetek) Na“-mentes oldatot hasznaltunk, ahol
a megfeleld (bikarbonat-tartalmii vagy mentes) HEPES-pufferelt oldatban a Na*-ot
helyettesitettiik ekvimolaris N-metil-D-glukaminnal (NMDG), amely szerves
kation a sejtmembranra kvazi impermeabilis.

- CI megvonashoz (5.1.4 alfejezet) hasonldan, a C1 -ot helyettesitettiik ekvimolaris
glukonattal (CI -mentes oldat). Az Osszes oldat pH-jat 7,4-re (37°C-on) allitottuk
be.

Az anion cserélék blokkolasahoz 100uM DIDS-et, a Na*/H™ cserélék gatlasahoz 300uM
amiloridot, a Na*- HCO®™ kotranszporter gatlasdhoz 500pM H,DIDS-et, és az NKCC
gatlasahoz 100puM bumetanidot hasznaltunk.

A szekrécios transzportfolyamatok stimulalasa érdekében (5.2 alfejezet) SOuM ATP-
t hasznaltunk az intracellularis kalcium-szint emelésére, mig 10uM forskolint és 500uM

IBMX-et (3-isobutyl-1-methylxanthine) az intracellularis cAMP-szint emelésére.

A reagenseket a Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) cégtdl rendeltiik, kivéve a
H,DIDS-et, a BCECF-AM indikator festéket (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) és

a natrium-fluoridot (Molar Chemicals, Hungary).

4.4 Sejtéletképesség teszt

A sejtek életképességét a metabolikus aktivitaisuk mérésével jellemeztiik, amihez az
alamarBlue reagenst (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) hasznaltuk a gyartod
protokoljat figyelembe véve. A sejteket 96-lyukt (plate) sejttenyészté lemezekre
iiltettik 10* sejt/lyuk (,,well”) sejtszamban, és a fluoridos kezeléseket 24 oraval a
kitiltetés utan kezdtik meg (5.3 alfejezet). Ekkor a médiumot a natrium-fluorid

kiilonb6z6 koncentracidival kiegészitett médiumra cseréltiik.

48 illetve 96 oras fluoridos kezelés utan a sejtek metabolikus aktivitasat az alamarBlue
esszé segitségével teszteltik az (560 nm-es excitidciora adott) 590 nm-en mért
fluoreszcencia intenzitdsok egy Perkin-Elmer LS50B tipusi lumineszcens

spektrométerrel végeztiik el. Mindegyik kezelést 6 paralell mérésben tortént.
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4.5 Kvantitativ RT-PCR vizsgalat

A szoros kapcsolati fehérjék expresszidjanak vizsgalatat kvantitativ real-time PCR
modszerrel végeztiik, hasonldan a kordbbiakban leirtakhoz (Bori és mtsai 2016, Hegyesi
¢s mtsai 2015). Roviden leirva: teljes sejt RNS-t izolaltunk a kiiiltetés utdn 3 napon
keresztiil 0, 0,6, illetve 1 mM natrium-fluorid tartalmi médiumban ndvesztett sejtekbdl
a GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
segitségével, a gyari protokoll szerint. 1-2 ng teljes RNS-bdl reverz transcripcioval
CDNS-t irtunk a Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) felhasznalasaval, a mellékelt protokoll szerint.

A cDNS kvantitativ PCR amplifikaciojat az ABI StepOne késziilékkel végeztiik el a
TagMan Universal Master Mix II (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) és
eléregyartott (predesigned) primer-ek (-) felhasznalasaval.

Bels6 kontrollként az n. acidic ribosomal protein PO-t (Rplpo) hasznaltuk, és a AACt
modszert hasznaltuk a génexpresszid kvantifikdldsara az ABIPrism 2.3 szoftver
segitségével. Mindegyik mintat 3 biologiai replikatum-ban/ parhuzamosban és 3
technikai paralellel/parhuzamosban mértiink le.

2. tablazat: A kvantitativ-PCR kisérlethez haszndlt eloregyartott primer-parok

(forrds: Applied Biosystems, www.thermofisher.com/hu/en/home/life-science/pcr/real-

time-pcr/real-time-pcr-assays.html)

Rovidités Fehérje Katalogusszam
(Applied Biosystems)
Tjpl zonula okkludens-1 Rn02116071
Cldn1 klaudin-1 Rn00581740
Cldn4 klaudin-4 Rn01196224
Cldn8 klaudin-8 Rn01767199
Cldnl6 klaudin-16 Rn00590884
Cldn19 klaudin-19 Rn01416537
Rplpo acidic ribosomal protein PO Rn00821065
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4.6 Statisztikai analizis

A mérési adatokat mindenhol atlag + SEM (az atlag standard hibaja) formaban adtuk
meg. A vizsgalatok szignifikanciaszintjét 5%-ra valasztottuk (o = 0,05). Statisztikai
analizishez egyszempontos varianciaanalizist (one-way ANOVA) vagy ismételt méréses
(Osszetartoz6 mintas) varianciaanalizist hasznaltunk, Dunnett’s post-hoc teszttel. Két
csoport Osszehasonlitdsakor kétmintds t-probat (unpaired) hasznaltunk. Mivel
transzepitél rezisztencia (TER) kisérletek SEM értékeiben nagy kiilonbségek voltak,
paraméteres eljarasok hasznalatat nem tette lehetévé, igy a nem-parametrikus Kruskal-
Wallis tesztet hasznaltuk Dunn’s post-hoc teszttel kiegészitve a TER értékek

o0sszehasonlitasahoz.
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5. Eredmények

5.1 A HAT-7 sejtek intracellularis pH szabalyozasaban szerepet jatszo f6 bazolate-

ralis transzporterek aktivitasa

2016-0s kozleménylinkben bizonyitékkal szolgaltunk arra, hogy a Transwell
membranon differencialt HAT-7 ameloblaszt sejtek polarizalt, zart sejtréteget alkotnak,
¢és vektorialis, bazolateralis-apikalis irany bikarbonat transzportra képesek, de a pH
szabalyozasért felelds egyes transzporterek lokalizalt aktivitasat nem vizsgaltuk (Bori és

mtsai 2016).

5.1.1 Natrium-proton cserélé aktivitas

Az ammonium-pulzus technika (Boron és De Weer 1976), azaz 20mM NH,4CI tartalmu
mérdoldat rovid ideig tartd perfizidja segitségével jelentds intracelluldris acidifikdciot
¢érhetiink el a HAT-7 sejtekben, igy a pH; savterhelésbdl valo helyreallasanak sebességét
mikrofluorimetrids modszerrel mérve vizsgalhatjuk a pH kompenzacioban szerepet
jatszo transzportereket. HCO3 /CO,-mentes HEPES oldatban vizsgalva, a kiilsé Na®
ionok mindkét oldali megvonasa az ammonium pulzus utdn teljes mértékben blokkolta a
sejtek pH; helyreallitasi képességét (19A @bra), ami arra utal, hogy Na-fiiggd
transzporterek feleldsek az acidifikacio utdni pH emelkedésért. A Na® visszaadasa a
bazolateralis oldalon a pH; gyors emelkedését, helyreallasat okozta, ami 300uM
amiloriddal nagymértékben gatolhato volt (19A és 19B abra), bazolateralis natrium-
proton cseréld aktivitdsra utalva (nagy valoszinliséggel a szekrécios epitélsejtek

bazolateralis membranjaban széleskorlien expresszalodo NHE1).
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19. abra A pH; helyredllasa HAT-7 sejtekben intracellularis savterhelés utan HCO3/CO,
hianydaban. (A) A Transwell membrdanon névesztett HAT-7 sejteket bilaterdalisan 20 mM
NH4ClI tartalmii oldattal, majd utina Na*-mentes oldattal perfundaltuk (a Na* kationokat
NMDG vel helyettesitettiik). A kiilsé Na* bazolaterdlis (BL) oldali visszaadasat kévetéen
a pHi teljes mértékii helyredlldsa (a) tapasztalhaté. A kiilsé Na® bazolaterdlis (BL) oldali
visszaadasara a ndtrium-proton cserélok gatloszere, az amilorid (300 uM) mellett a pH;
helyredllisa (b) jelentésen gdtolt marad. (B) Atlag dpH/dt + SEM értékek, amelyek a Na*
visszaadas utani kezdeti pH; emelkedés mértékébol lettek szamolva, az inhibitor hianyaban

és jelenlétében (n = 9-22). *p < 0,05 a kontrollhoz viszonyitva. (Racz és mtsai 2017)

Az amilorid az NHEL nem teljesen specifikus gatloszere, raadasul tobb csatornat is
gatolhat, tobbek kozott az tin. ENaC (epithelialis natrium) csatornat (Masereel és mtsai
2003).

Az NHEI izotipus jelenlétét erdsiti, hogy egy erre az izotipusra nagyobb specifitassal
rendelkezd inhibitor, a kariporid hasznalatdval szintén szignifikans gatlast tudtunk
kimutatni a Transwell membranon novesztett HAT-7 sejtek savterhelés utdni pH

kompenzacios képességében (20.abra).
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20. abra A pH; helyredllasa HAT-7 sejtekben intracelluldris savterhelés utdn kiilsé
HCO3/CO, jelenlétében. A Transwell membrdanon novesztett HAT-T sejteket
bilateralisan 20 mM NH,CI tartalmi oldattal, majd utina Na'-mentes oldattal
perfundaltuk (a Na® kationokat NMDG™-vel helyettesitettiik).  (A) A pH;
helyredllasa a kiilsé Na* bazolaterdlis visszaaddsdra. (B) A kiilsé Na* bazolaterdlis
visszaadasara a pH; helyredllasa jelentdsen gatolt 10 uM kariporid mellett. (C)
Atlag + SEM értékek, amelyek a Na* visszaadds utdini kezdeti pH; emelkedés
mértékebol lettek szamolva, az inhibitor hidanyaban és jelenlétében (n = 5-7).

*n < 0,05 a kontrollhoz viszonyitva. (Bori és mtsai 2016)

5.1.2 Natrium-bikarbonat kotranszporter aktivitas

Az ammonium-pulzus technikat HCO3 /CO, tartalmtt HEPES oldatban alkalmazva, az
ammonium-pulzus (illetve savterhelés) utani Na* kétoldali megvonasa szintén gétolta a
bikarbonat transzporterek Na-fliggdek, a natrium-bikarbonat kotranszporter NBCel. A
bazolateralis oldali Na® visszaadasira gyors pH; emelkedés tortént (az acidozis
kompenzaciodja), ami részlegesen gatolhatd volt 300uM amiloriddal (21B €s 22D abrak,
p < 0,05 vs. kontroll), az NHE1 részvételét valoszinisitve. Mivel a HCO;3; /CO;
tartalmi HEPES oldatban az ammoénium-pulzus utani pHi kompenzicidja ismételt
mérésre szignifikansan kiilonb6zé volt, ezért itt nem volt lehetdség Onkontrollos

kisérletek végzésére (ez a mérés itt nincs feltliintetve). A kisérletek sordn az NHE

57



specifikus gatloszert az apikalis oldalon is (mindkét oldalon) alkalmaztuk annak
céljabol, hogy egy esetlegesen aktivalodo ellenkezd oldali aktivitds ne tudja

kompenzalni a bazolateralis oldali gatlast.
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21. abra A pH; helyredllasa HAT-7 sejtekben intracelluldris savterhelés utdan kiilsé
HCO3/CO, jelenlétében. A Transwell membrdnon névesztett HAT-T sejteket
bilateralisan 20 mM NH,CI tartalmii oldattal, majd utina Na'-mentes oldattal
perfundaltuk (a Na® kationokat NMDG -vel helyettesitettiik).  (A) A pH;
helyredllasa a kiilsé Na* bazolaterdlis (BL) oldali visszaaddsdra. (B) A kiilsé Na®*
bazolateralis (BL) oldali visszaadasara a pH; helyredlldsa jelentésen gatolt 300 uM
amilorid mellett. (Racz és mtsai 2017)

A bazolateralisan adott natrium-bikarbonat kotranszporter inhibitor H,DIDS (500uM) a
kompenzacié tovabbi szignifikdns gatlasat eredményezte (22C és 22D abrak, p < 0,05
vs. amilorid egyediil), tehat HAT-7 sejtekben az intracellularis acidifikaciot kiegyenlitd
pH szabalyozé mechanizmusokban mind az NBCel 4altal kozvetitett bikarbonat

felvételnek, mind az NHEI altal kozvetitett H+ leadasnak szerepe lehet.
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22. abra A pH; helyredllisa HAT-7 sejtekben intracelluldris savterhelés utin kiilsé
HCO3/CO, jelenlétében. A Transwell membrdnon novesztett HAT-T sejteket
bilaterdlisan 20 mM NH;Cl tartalmi oldattal, majd utina Na'-mentes oldattal
perfundaltuk (a Na* kationokat NMDG"-vel helyettesitettiik). (C) A bazolaterdlis (BL)
Na™ visszaaddasdra torténd pHi helyredllas tovabbi gatléddasa, ha az amilorid mellett
ndtrium-bikarbondt kotranszporter gatlé H,DIDS (500 uM) is jelen van. (D) Atlag
dpH/dt = SEM értékek, amelyek a Na+ visszaadas utani kezdeti pH; emelkedés
mértékebdl lettek szamolva, az inhibitor hianydban és jelenlétében (n = 5-7). *p < 0,05
a kontrollhoz viszonyitva, 'p<0,05 a tisztdan amiloridos gdtlashoz viszonyitva. (Racz és

mtsai 2017)

5.1.3 Natrium-kalium-klorid kotranszporter aktivitas

Az ammoénium-pulzus technika alkalinizacios szakasza, azaz a 20 mM NH4Cl-dal valo
expozicio alatt szintén megindul a sejtekben egy pH kompenziciés mechanizmus,
amely pH; helyreallitodasi folyamatért részlegesen az NHy" felvétele, befelé iranyuld
transzportja is potencialisan felelés lehet. Az NH," a sejtbe jutva egy H* ion lead4saval

igy kismértékli pH csokkenéshez vezethet. Korabban leirtak, hogy a natrium-kalium-
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klorid kotranszporter (NKCC1) a K* helyén képes NH4" transzportjara is (Paulais és
Turner 1992b). HCO3; /CO,-mentes HEPES oldatban HAT-7 sejtekben az NKKC
inhibitor bumetanid (100uM) bazolateralis alkalmazasa (Shumaker €s Soleimani 1999),
szignifikansan csokkentette az ammonium expozicio alatti lassu acidifikacido (pH;
kompenzacid) sebességét (p < 0,05, 23A-B abra). Ez a NKCCl jelenlétére utal HAT-7
sejtekben, ami konzisztens korabbi RT-PCR adatainkkal (Bori és mtsai 2016).
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23. abra A pH; viltozas kompenzdcioja HAT-7 sejtekben intracelluldris alkalikus
terhelés alatt HCO3-/CO2 hidnydban. (A) A Transwell membranon névesztett HAT-T
sejteket bilateralisan 20 mM NH,Cl tartalmu oldattal perfundaltuk, aminek hatdsdra
jelentos intracellularis alkalinizacio tortént, majd egy lassu pH-kompenzdcios folyamat (a)
indult be. A pH; kompenzacio gatlodasa (b) figyelheté meg 100 uM bumetanid, az NKCC
kotranszporter szelektiv inhibitora bazolaterdlis (BL) addsa mellett. (B) Atlag dpH/dt +
SEM eértékek, amelyek a NH4Cl expozicio és alkalinizacio utani kezdeti pH; csokkenés
meértékébdl lettek szamolva, az inhibitor hianydban és jelenlétében (n = 8-13) *p < 0,05 a

kontrollhoz viszonyitva. (Racz és mtsai 2017)
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5.1.4 Anion-cserélo aktivitas

A kozelmultban napvilagot latott irodalmi adatok arra utalnak, hogy a zomanc érése
soran fontos szerepe lehet az ameloblaszt sejtekben a bazolateralis oldali C1 / HCO3;~
csere folyamatoknak (Lyaruu és mtsai 2008) feltehetéen a pH szabalyozasban és az
anion szekrécioban betoltott funkcidjuk nyoman. Ennek okan a bazolateralis anion

cseréld aktivitast is vizsgaltuk HAT-7 sejtekben.

Extracellularis Cl1 ionokat helyettesitve egy nem transzportalt anionnal, a glukonattal, a
Cl" ion megvonas okozta pHi valtozas monitorozasaval jelentds emelkedést

tapasztaltunk HAT-7 sejtekben (24A abra).

A CI" ionok megvonasa megforditja a normal fizioldgias koncentracio gradienst a Cl -
ra, igy az C1'/ HCO3 cserélék (antiport) transzport iranya is megfordul (reverz méda
miikodés). Tehat ha anion cseréldk jelen vannak, a megfordult gradiens irdnyaba torténd
Cl efflux egy gyors HCO3 bearamlassal (felvétellel) parosul, ami egy mérheté pHi
emelkedést eredményez. Ennek megfelelden a bazolateralis CI' megvonas HCO3 /CO;
tartalmt HEPES oldatban egy szignifikans pHi emelkedést okozott a HAT-7 sejtekben,
ami szignifikdnsan gatolhatonak bizonyult az anion cseréld inhibitor DIDS (100uM)
(p < 0.05 vs. kontroll) alkalmazasaval (24A-B abra). Ez egy DIDS-érzékeny anion
cseréld transzporter, valosziniileg az AE2 aktivitisara, bazolateralis membranban vald

jelenlétére utal a HAT-7 ameloblaszt sejtekben.
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24. abra pHi emelkedés HAT-T sejtekben Cl ion megvonds folyamdn kiilsé HCO3/CO,
jelenlétében. A Transwell membranon novesztett HAT-7 sejteket bilaterdlisan CI-mentes
HCOg-tartalmi HEPES oldattal perfundaltuk (a CI  anionokat glutamat ~ -tal
helyettesitettiik). (A) A pHi novekedése (a) nagy valosziniiséggel kiilsé HCO3 -
bedaramlasnak készonheté. A kiilsé CI bazolaterdlis (BL) oldali visszaadasdra a pH;
helyreallasa tapasztalhato, azaz a pH; visszatérése az alap szintre. A mdsodszori
bazolateralis (BL) CI visszaadasra torténo pHi emelkedés jelentosen gatolt (b) a klorid-
bikarbondt cseréld gatlészer DIDS (100 uM) jelenlétében. (B) Atlag dpH/dt + SEM
ertékek, amelyek a CI' megvonas utani kezdeti pH; emelkedés mértékebdl lettek szamolva,
az inhibitor hianyaban és jelenlétében (n = 9-11). *p < 0,05 a kontrollhoz viszonyitva.

(Racz és mtsai 2017)
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eredményezé folyamatok. Ezt alapvetden két fontos mechanizmus lathatja el: a
bazolaterdlis membranon keresztiili direkt bikarbonat felvétel (az NBCel altal
megvaldsitott szimporton, mint a Na® gradiens hajtoerejét felhasznaldé masodlagosan
aktiv transzportfolyamaton keresztiil), illetve a CO2 diffuzidja a sejtekbe majd a
szénsavanhidrazok katalizalta szénsav disszociacigja HCO3 ¢és H" ionokra, és ezt
kiséréen a H' ionok extrazidja (elsédlegesen a natrium-proton cseréld NHE1 altal
megvalositott antiport folyamaton keresztiil), amely szintén a bikarbonat ionok

intracellularis novekedését okozza.

A HAT-7 modellt leiré koézleményiinkben (Bori és mtsai 2016) leirtuk, hogy (egy
bazalis bikarbonat szekrécidos folyamat megléte esetén,) ha a HCOjz felvételt a
bazolateralis oldalon gatoljuk az NBCel és NHEI1 transzporterek inhibitoraival a HAT-
7 ameloblaszt sejtekben, a folytatodo apikalis HCO3 efflux egy lassu intracellularis
acidifikaciohoz (H' tobblet) vezet.

Ez az alap szekrécio jelentdsen fokozhato Ca**- és cAMP-mobilizald stimulatorokkal;
ATP, forskolin és IBMX szimultan alkalmazasaval az intracellularis acidifikacio
nagyfoku novekedését tapasztaltuk a Transwell membranon névesztett HAT-7 sejtekben
(Bori és mtsai 2016).

Ezt a stimulalt HCO3; szekréciot jellemz6 kezdeti acidifikacids ratat hasznaltuk annak
tesztelésére, hogy vajon az akut fluorid expozicid kdzvetve vagy kozvetleniil hatdssal

van-e a vektorialis bikarbonat transzportra HAT-7 sejtekben.

Eredményeink azt mutatjék, hogy a fluorid, a 0,03—1 mM koncentracié tartomanyban
akut modon adva nem volt hatdssal az 50uM ATP, 10uM forskolin, és 500uM IBMX

egylittes adasaval stimulalt bikarbonat szekréciora. (25A-D ébra).
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25. abra A fluorid hatasa az ATP- és forskolin-stimulalt HCO3~ szekréciora a HAT-1

sejtes modellben A Transwell membranon novesztett HAT-7 sejtek bazolaterdlis HCO3
felvetelet 500 uM HoDIDS és 300 uM amilorid (Ami) szimultan bazolateralis (BL)

adasaval gatoltuk. Az (esetleges) apikalis NHE aktivitas gatlasara az amilorid inhibitort

apikalisan (AP) is alkalmaztuk. Reprezentativ pH; gorbék (A) nem-stimuldlt kontroll
koriilmények kozott, (B) ATP (50 uM), forskolin (10 uM) és IBMX (500 uM) dltal
stimulalt sejtekben, és (C) 1 mM natrium-fluoriddal eldkezelt ATP-forskolin-IBMX
stimuldlt sejtekben. (D) Atlag dpH/dt + SEM értékek, amelyek a inhibitorok addsa utdni

kezdeti pH; esés mértékébdl lettek szamolva, nem-stimulalt (kontroll) sejtekben, ATP-

crer

sejtekben (n = 4-18). *p < 0,05 a kontrollhoz viszonyitva. (Racz és mtsai 2017)
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5.3 A fluorid hatasa a HAT-7 sejtek életképességére, transzepitél rezisztenciaja és a

szoros kapcsolati fehérjék génkifejezédésére

A natrium-fluorid citotoxikus hatdsait az AlamarBlue életképesség teszttel vizsgaltuk. A
vizsgalatok azt mutattak, hogy a fluorid a HAT-7 sejtek metabolikus aktivitdsat nem
zavarta 0,6 mM koncentracioig (26A abra), mig 1 mM fluorid kezelés kis mértékben
csokkentette, de nem bizonyult citotoxikusnak (nem akadalyozta a sejtek novekedését).
A sejtek 1 mM fluoridkoncentracio mellett is bendtték a membranok feliiletét. Ezzel

szemben 3 mM fluorid toxikusnak bizonyult, mar 48 6ra utan elpusztitva a sejteket.

A szoros sejtkapcsolatok (tight junctions, TJ) megfeleld kialakuldsa elengedhetetlen a
szekrécios epitélsejtek, és ugyanigy az ameloblaszt sejtek polarizacidjadhoz és
differencidlodésahoz is (Bartlett ¢s Smith 2013), ami az apikalis és bazolateralis térfelek
elvalasztasaval egy intercellularis barriert képezve lehetévé teszi a transzepitelialis

iongradiens kialakulasat.

A szoros kapcsolatok kialakuldsat és a sejtek polarizacidjat folyamatosan kovettiik 5
napon at, naponta mérve a Transwell membranon tenyésztett HAT-7 sejtek transzepitél
tartalmi médiumokban differencialtattuk 6ket. 3-5 nap utan a sejtek konfluens modon a
membranok teljes feliiletét ben6tték mind a kontroll, mind a natrium-fluoriddal kezelt

sejtek esetében 1 mM fluorid koncentracioig (faziskontrasztos képek, 26B abra).

Ez alatt a TER értékek elkezdtek emelkedni a TJ-k kialakulasanak koszonhetden. Az 5
napos iddszak alatt a TER ndvekedését nem befolyasolta szignifikdnsan a 0,3-0,6 mM
natrium-fluoridos kezelés a kontrollhoz viszonyitva, mig 1 mM hatdsira a TER

fejlodése jelentosen gatlodott (p < 0,05 vs. fluoridmentes kontroll, 27A abra).

A szoros kapcsolati fehérjék expresszidjat kvantitativ. PCR modszerrel vizsgaltuk.
Meglepetésre, a fluorid expozici6 nem csokkentette a TJ-komplex legfontosabb
tagjainak génkifejezddését, sot egy kismértékli, de szignifikans nodvekedés volt
tapasztalhaté (27B abra). Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a
fluorid nem a szoros kapcsolati fehérjék kifejez0dését gatolja, mint inkabb az

Osszeszerelddésiiket zavarja, vagy kikertilésiiket akadalyozza a sejtmembranba.
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26. abra A fluorid hatisa a polarizalt HAT-7 sejtréteg kialakuldsdra és a sejtek
életképességére. (A) A nadtrium-fluorid koncentrdcio-fiiggé hatasa a HAT-T sejtek
metabolikus aktivitasara 48 oras (folyamatos vonal) és 96 oras (szaggatott vonal) kezelés
utan (n=6 mindegyik NaF koncentracio esetében). (B) Faziskontraszt mikroszképos képek
a Transwell membranon kontroll médiumban névesztett 1 és 5 napos HAT-7 sejtekrol, és
az 1 mM natrium-fluoridot is tartalmazo médiumban névesztett 5 napos HAT-7 sejtekrol.

(Racz és mtsai 2017)
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27. abra A fluorid hatisa a HAT-7 sejtréteg transzepitél rezisztencidjdra és a szoros-
kapcsolati fehérjék kifejezodésére. (A) Az 5 napig Transwell membranon névesztett
sejtek transzepitél elektromos rezisztencidjanak (TER) valtozdsa ndtrium-fluorid
hianyaban (telt fekete), illetve 0,3 mM (telt sziirke), 0,6 mM (sziirke szaggatott), 1 mM
NaF (fekete szaggatott vonal) jelenlétében. Az 5 nap utan 1 mM NaF tartalmu
médiumban tenyésztett sejtek TER értékeiben szignifikans kiilonbség tapasztalhato a
kontrollhoz viszonyitva: *p < 0,05. (B) Kvantitativ RT-PCR mérések a szoros-
kapcsolati (tight-junction) fehérjék Tjpl, Cldnl, Cldn4, CldnS8, Cldnl6 and Cldnl9
génjeinek kifejezodésének vizsgalatara, a mitokondridlis Rplpo gén expressziojara
normalizalva HAT-7 sejtekben, a fentiekben leirt kezelések utan (n = 3 génenként). A
génexpresszios valtozasok 0,6 mM (sziirke) és 1 mM (fekete) NaF kezelés utin a
kontrollhoz (fehér) viszonyitva: *p < 0,05, a hibakorlatok a 95% konfidencia

intervallumokat jelzik. (Racz és mtsai 2017)
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6. Megbeszélés

6.1 A pH szabalyozasaban szerepet jatszo fo bazolateralis transzporterek

A CO,/HCOj3 egyensuly fenntartasaért felelés fehérjéknek kozponti szerepe van az
ameloblaszt sejtek egy nagyon fontos funkciojaban; nevezetesen abban, hogy az
extracellularis pH-t megfelelden szabalyozzak, ami a zomanc mineralizacidja soran egy
kiemelt jelentéséggel bird feladatuk (Bronckers és mtsai 2016, Lacruz és mtsai 2010a,
Lacruz és mtsai 2013b, Lacruz és mtsai 2012b). 2016-ban publikalt tanulmanyunk egyik
f6 megallapitasa az volt, hogy a Transwell membranokon egyrétegben ndvesztett sejtek
képesek az apikalis-bazolateralis HCOj3; szekréciora (Bori és mtsai 2016). A
tovabbiakban szerettiik volna megéllapitani, hogy ehhez a sejtek milyen transzporter

fehérjéket alkalmaznak.

A Dbikarbonat szekrécidjahoz sziikség van eldzetesen a HCOs  citoszolikus
felhalmozasara kiilonb6z6 transzport mechanizmusok utjan. Az ebben feltehetden
kulcsszerepet jatszo bazolateralis oldali sav/bézis transzporterek azonositdsa céljabol
eldszor megvizsgaltuk a sejtekben az intracellularis pH helyredllasi képességét savas

terhelés utan kiils6 HCO3/CO; hianyaban.

Eredményeink szerint (19.4bra) a bazolaterilis kompenzacios pH; emelkedés Na'-t6l
fliggd volt, és szinte teljesen blokkolta a bazolaterdlisan adott amilorid, ami natrium-
proton cseréld jelenlétére utal a bazolateralis membranban. Az NHEI-specifikus
kariporiddal elvégezve a mérést, hasonld6 mértéki gatlast kaptunk (20.abra), ami az
NHEI1 transzporter jelenlétére utal. Ez 6sszhangban all azzal a megfigyeléssel, hogy a
gasztrointesztinalis rendszer (gyomor-bél traktus) kiilonféle hamsejtjeinek szinte
egyetemes tulajdonsiga egy bazolaterdlisan megjelend Na'/H" cserélé (altalaban az
NHEL).

Fiziologias koriilmények kozott (HCOs/ CO; jelenlétében) az NHE1 transzporter
hozzajarul a bikarbonat felhalmozodasahoz a sejtekben, mivel elmozditja a szénsav-
anhidrazok altal katalizalt reakciot a HCO3™ -ionok képzddése felé azaltal, hogy a H'-
ionokat eltavolitja a sejtb6l (19.4bra). Ennek a mechanizmusnak a fontossidga
egyértelmiien felismerhetd mas HCO3™ szekretaldo hamban, példaul a nyalmirigyekben és

a hasnyalmirigyben (Steward és mtsai 2005).
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A H" leadas mechanizmusa mellett a Na'-HCOs-kotranszporterek (NBC-K) szintén
kozvetlen felvételével. HAT-7 sejtes vizsgalatainkban a bazolateralis Na'-HCOj3-
kotranszporter jelenlétét HCO3/ CO; jelenlétében végzett savas terheléses kisérletekben

mutattuk ki (21.és 22.abra).

A pH; helyreallasa savterhelés utdn Na'-tol fiiggé volt, és csak részben gitolta az
amilorid (21.abra). Az amilorid és a Hp;DIDS inhibitorok egyidejii alkalmazasa
szignifikansan nagyobb gatldst eredményezett, ami arra utal, hogy egy bazolateralis

NBC transzporter is hozzajarul az intracellularis HCOj3 utanpotlashoz (22.abra).

Tovabba, amikor az NHE aktivitaist HCOj-mentes (HEPES-pufferelt) kozegben
mértiik, a pHj visszatérés sebessége az acidozisbol (kontroll) és annak NHE-inhibitorral
valo gatlasa lényegesen alacsonyabb volt, mint a HCOj3 -tartalma kdzegben mért

visszatérés ¢s gatlasa, utalva egy NHE-fliggetlen mechanizmus 1étezésére (19. Vs
21.4bra).

Ezek az adatok dsszhangban allnak a HAT-7 sejtekben végzett RT-PCR-vizsgalataink
eredményeivel az NBCel expresszidjdra vonatkozdéan (Bori és mtsai 2016), és a
szakirodalomban megjelent, a kozép stadiumi érési fazisa ameloblaszt sejtekre
vonatkoz6 szovettani adatokkal is (Jalali és mtsai 2015). Az NBCel bazolateralis
lokalizacidja ezekben az ameloblaszt sejtekben hasonld, mint amit patkany (Zhao és
mtsai 1994) és tengerimalac hasnyalmirigy-duktusz sejtekben (Ishiguro és mtsai 2000),
valamint patkany (Gresz ¢és mtsai 2002) és tengerimalac nyalmirigyek szekrécios

hamsejtjeiben leirtak (Li és mtsai 2006).

Szekréciés hamokban a HCOj3 transzport folyamatok végrehajtasahoz altalaban a
klorid-ionok megfelel6 transzportjara, szabalyozasara is sziikség van (Demeter és mtsai
2009a), és ezek nagy valoszinlséggel a zomancképzédés soran is hasonldéan fontos
szerepet jatszanak - minden jel szerint nélkiilozhetetlenek az pH-modulacioban is
(Bronckers 2017). Egy er6s, pozitiv korrelacié6 mutathato ki a zomancmatrix allomany
kalcium- és a klorid-tartalom valtozasai kozott a zomancérés €s az ameloblaszt
modulacié ciklikus folyamatai alatt. A normal értéknél alacsonyabb CI tartalom

hypomineralizacibhoz vezet (Bronckers és mtsai 2015). Az a megfigyelés is
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sokatmondd, hogy a CFTR-null és az AE2-null egerek zoméncszerkezetlikben erdsen

zavart fenotipusokat mutatnak (Bronckers és mtsai 2015, Sui és mtsai 2003).

Igen lényeges kritérium, hogy a Cl ionoknak el6szor intracellularisan kell
felhalmozodniuk a sejtekben, annak érdekében, hogy az apikalis membranon keresztiil
szekretalodhassanak. A Cl ionok felvételét biztositani képes transzportfehérjék egy
csoportja a natrium-kalium-klorid kotranszporterek (NKCC-k).

Az NKCC-k olyan elektroneutralis szimporterek, amelyek a Na, K és Cl ionokat a
sejtbe  juttatjdk  szekunder aktiv  transzport Utjan. Az NKCC aktivitds
mikrofluorometridaval (az ammoénium-pulzus technikéval) kimutathatdo, mivel a
transzporter képes a K* helyett NH, -ionokat bejuttatni a sejtbe (Paulais és Turner
1992b), és a gyengén savas NH,4" ionok mozgasa pH valtozast okoz (proton donor), igy
detektalhat6. Kisérleteink soran a polarizalt HAT-7 sejtek NH4Cl expozicidja alatt egy

szignifikans bazolateralis bumetanid-érzékeny pH; csokkenést figyeltiink meg (23.abra).

Ezért a transzporter (valdsziniileg az NKCC1) feltehetden fontos szerepet jatszik az
ameloblaszt sejtek bazolateralis oldali Cl™ felvételében, hasonldan ahogy szamos mas
szekrécios epitéliumban is leirtdk, példaul a hasnyalmirigy ductalis Capanl és a HPAF
sejtvonalban (Demeter és mtsai 2009a, Szucs és mtsai 2006), valamint nyalmirigy
acinaris sejtvonalban, a ParC10-ben (Demeter és mtsai 2009b), ahol a Cl™ -szekrécio
nagyban fiigg a bazolateralis NKCC1 aktivitastol (Melvin és mtsai 2005, Paulais és
Turner 1992a). Eredményiink az els6é funkcionalis bizonyiték arra, hogy az NKCCI
immunhisztokémiai megfigyeléssel is 0sszecseng, mely szerint a papillaris sejtekben

kifejezddik az NKCC1 az amilogenezis soran (Jalali és mtsai 2017).

A bikarbonat transzporterek masik f6 csoportja az anion-cserélék (AE). Az Sicd
fehérjecsalad Na'-fiiggetlen anion-cserélé tagjai a CI” és HCOjz™ ionok elektroneutralis

cser¢jét valositjak meg a citoszol és extracellularis tér kozott.

Cl" ion szubsztiticios kisérleteink szerint a HAT-7 sejtek bazolateralis membranjaban
funkcionalis C1 /HCOj3 -cseréld aktivitas detektalhatd, amit a DIDS inhibitor gatld
hatasa is megerdsitett (24.4bra). Ez az ioncseréld valosziniileg az AE2 transzporter,

amelynek expressziojat polarizalt HAT-7 sejtjeinkben immunocitokémiaval is
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detektaltuk (Bori és mtsai 2016), és amely transzporter a legtobb epithelialis sejt

bazolaterdlis membranjaban valoban expresszalodik (Romero €s mtsai 2004).

A nyalmirigy acinus sejtekben példaul a bazolateralis Cl /HCOz—cserélé az
iontranszport-mechanizmusok egy lényeges eleme, amely egy fontos kiegészitd

utvonalat biztosit a Cl” ionok elektrokémiai gradienssel szemben torténd intracellularis

cres

Az AE transzporterek ilyen bazolateralis elhelyezkedése a patkény eredeti HAT-7

sejtekben  Osszhangban van  kordbbi irodalmi adatokkal is, melyekben

immunhisztokémiai vizsgalatokkal kimutattdk az AE2 bazolateralis kifejezodését
egerek érési fazisu ameloblaszt sejtjeiben (Lyaruu és mtsai 2008, Lyaruu és mitsai
2014).
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28. dbra: Az eredményeink alapjan feltételezett modell az ameloblaszt sejtek pH

folyamatokrol (magyardzat a szé6vegben). (sajat abra)
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6.2 Akut natrium-fluorid hatasa a bikarbonat szekréciora

Jol ismert jelenség, hogy bizonyos, nagy dozisu fluorid-expozicié a fogfejlédés alatt
gatolja a zomancképzddést, és hipomineralizalt zomanc kialakulasdhoz vezet
(Bronckers ¢és mtsai 2009a, Denbesten és mtsai 1985, Smith és mtsai 1993). A pontos
mechanizmus nagyrészt még ismeretlen, valosziniileg a dozistol €s az ameloblasztok
érési  stadiumatol fliggéen egyszerre tobb tényezO is hozzajarulhat a jelenség
az ameloblasztok olyan kiilonbozd fejlédési és funkciondlis allapotait, amelyek
nincsenek kozvetlen 6sszefiiggésben az ionszekrécioval, tovabba a fluorid kdzvetleniil

is hatassal lehet a mineralizacio egyes fizikai eseményeire/torténéseire.

Az elso lehetdség teszteléséhez azt vizsgaltuk, hogy a fluorid expozicid befolydsolja-€ a
mtsai 2016) kimutattuk, hogy a HAT-7 sejtek képesek HCOj3 ionokat felvenni a
bazolaterdlis membranon  keresztiil, majd ezutdn apikdlisan  szekretélni.
Jelenlegi adataink egyértelmiien azt mutatjak, hogy a fluorid egy széles koncentracio-
tartomanyban valé akut expozicidja nem okoz valtozast a HAT-7 sejteknek a
(25.abra). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a fluoridnak nincsen akut gatld hatasa az
HCO3; szekrécidora, mely folyamat a mineralizdci6 zavartalan teljesiilésében

kulcsfontossagu lehet, annak egyik alapvetd kovetelménye (Varga és mtsai 2018).

6.3 A natrium-fluorid hatasa a HAT-7 sejtek szoros kapcsolatainak kialakulasara

A fluorid ameloblaszt sejtek szorosan =zart egysejt-rétegének kialakuldsara és
funkcidjara gyakorolt hatdsanak vizsgdlata érdekes, nem vart eredményeket hozott. Az
alacsony koncentracioktél 1 mM-ig terjedd mennyiségli fluorid alkalmazisa nem
okozott valtozast vagy csak nagyon kis valtozast eredményezett a HAT-7 sejtek
¢életképességében (26A.abra). 1 mM koncentracidé még nem bizonyult citotoxikusnak,
azaz a sejtek 1 mM fluoridkoncentracid mellett is bendtték a membranok feliiletét
(26B.abra). A fluoridkoncentracid6 3 mM-ra torténd novelése azonban a sejtek szinte
teljes pusztulasat eredményezte (26A.abra), fiiggetleniil az expozicid idejétdl (2-5 nap).

Eredményeink Osszhangban allnak a HAT-7 sejteken (Zhang és mtsai 2016) és egér
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LS8 ameloblaszt sejtvonalakon mas csoportok altal végzett legutobbi megfigyelésekkel

(Kubota és mtsai 2005, Sharma és mtsai 2008, Zhang és mtsai 2006).

Ezek a vizsgéalatok egylittesen arra utalnak, hogy az ameloblasztok tal¢lését a
mikromolaris tartomanyban alkalmazott fluorid nem érinti komolyan egészen a
millimolaris koncentracidig, de a fluoridkoncentraci6 tovabbi ndvelése gyors

sejtpusztulast eredményez mar egy nagyon sziik koncentracios tartomanyban is.

A sejtréteg elektrolitokkal szemben mutatott permeabilitasat vizsgdlva azt az érdekes
eredményt kaptuk, hogy a fluorid a transzepitél rezisztencia kialakulasat késleltette a
polarizalt HAT-7 sejtekben a citotoxikus szint alatti dozisban (27A.abra). Ez a
megfigyelés a szoros sejtkapcsolatok kiépiilésének gatlddasara utal modelliinkben.
Feltételeztiik, hogy a szoros kapcsolatok kialakuldsdnak késése a szoros kapcsolati
fehérjék expresszid valtozasanak kovetkezménye lehet. fgy a Tjpl, Cldnl, Cldn4,
Cldn8 fehérjék génexpresszidos valtozasait is megvizsgaltuk, ugyanis korabban
Kimutattuk, hogy ezeknek a fehérjéknek az expresszids profiljai bizonyos kapcsolatot
mutatnak a TER fejlédésével normal koriilmények kozott a HAT-7 sejtekben (Bori és
mtsai 2016). Megvizsgaltuk a Cldn16 és Cldnl9 fehérjék expresszidjat is, mivel a
kozelmultban kimutattdk ezen fehérjéknek a fontos szerepét az ameloblaszt sejtek
szoros kapcsolatainak kialakulasdban. A Cldnl6 ¢és Cldnl9 fehérjék mutacidja
hypercalciuriaval és nephrocalcinosissal tarsulé familiaris hypomagnesaemiat és
amelogenesis imperfectat okoz (Bardet ¢s mtsai 2016, Yamaguti és mtsai 2017).
Meglepetésiinkre a fluorid expozicido egyaltalan nem gatolta a Tjpl, Cldnl, Cldn4,
Cldn8, Cldnl6 és Cldn19 junctionalis komplex fehérje gének expresszidjat (27B.abra).
Ehelyett mérsékelt, de szinifikans ndvekedést figyeltiink meg kifejezddésiikben. Ezek
az adatok arra utalnak, hogy a fluorid strukturalis szinten (sejtmembranba keriiléstikben,
Osszeszerelddésiikben) akadalyozza a szoros sejtkapcsolatok kialakulasat, nem pedig

fehérje alkotorészeinek expresszidjan keresztiil.

A szoros sejtkapcsolatok kialakuldsanak Osszetett mechanizmusat illetden bizonyos
jelatviteli utvonalak ¢és jelatviteli fehérjék tobb tipusanak fontos szerepét is

valoszinlisitik. A fluorid-érzékeny RhoA-ROCK jelatviteli tvonal példaul
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kulcsszerepet  jatszik az  epithelialis  sejtpolarizacié6 kialakulasaban, annak
szabdlyozasaban az ameloblaszt sejtekben, illetve az ameloblasztok sejtkapcsolati
struktarainak és adhézidjanak kialakulasaban (Otsu és Harada 2016). A RhoA-ROCK
jelpalya kozvetlen szabalyozni képes az E-cadherin expressziot (Xue és mtsai 2013),
amely egy alapvetd eleme a szoros sejtkapcsolatok kialakulasanak (Matter és Balda
2003). A kozeljovo tanulmanyainak kell még tisztaznia, hogy ezek a mechanizmusok
valoban Osszekapcsolodnak-e egymdssal. Ez az irdnyvonal kiilondsen fontos, mivel
jelen dolgozatunk egyik f6 korlatozasa annak pontos tuddsdnak a hidnya, hogy az
altalunk hasznalt polarizalt HAT-7 modell melyik amelogenezis stadiumot irja le
leginkabb. Ennek alaposabb jellemezése, kiilonds tekintettel a szoros sejtkapcsolatok

elhelyezkedésére, 0sszetételére fehérje szinten, feltétlentil sziikséges a jovoben.

A szoros sejtkapcsolatok késleltetett Osszeszerelddésére vonatkozd jelenlegi
megallapitasaink a dentélis fluordzis kialakuldsanak egy alternativ vagy az eddigiek egy
tovabbi kiegészitd magyardzatat adhatjadk. Adataink nem csokkentik az eddig
feltételezett mechanizmusok fontossagat; mint példaul a matrixfehérjék késleltetett
eltavolitasa a fluordzisos €rési fazisu zomancban (Denbesten és mtsai 1985, Smith és
mtsai 1993), az amelogeninek fokozott kotédése a magasabb fluorid-tartalmt
hidroxiapatit kristalyokhoz (Tanimoto és mtsai 2008), az ameloblaszt sejtek csokkent
KLK4 expresszidja (Suzuki és mtsai 2014a), a megnovekedett SATBI1 tartalom és
fokozott Gaq aktivitas (Zhang és mtsai 2014), tovabba az NCKX4 Ca2+-transzporter

csokkent kijutasa az apikalis membranfelszinre (Bronckers és mtsai 2017).

Bizonyos mértékig e mechanizmusok koziil tobb is, vagy akdr mindegyikiik
hozzajarulhat a hypomineralizdcidhoz a fluorid tényleges helyi koncentraciditol
fiiggden. Mindazonaltal a fluorid szoros sejtkapcsolatok kialakuldsdnak késleltetésében
feltételezett szerepe is nagy jelentdséggel birhat, ha figyelembe vessziik az
ameloblasztok szerkezeti és funkciondlis valtozasainak ciklusait a zomancérés soran. A
fodros felszinli ameloblasztok ciklikusan sima végli ameloblasztokkd alakulnak az
amelogenezis érési folyamata soran, és viszont. Patkanyokban ez a ciklus kortilbeliil 8
oraig tart (Lacruz és mtsai 2017), amelynek soran a sejtek kb. 4 6raig a fodros felszinii

allapotban vannak, miutan hirtelen a sima felszinli fenotipusra valtanak (kb. 2 o6ra
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iddtartamra). Ezutdn fokozatosan visszaépiil a zomanctér felé nézo sejtmembran fodros
szegélye, és a szoros sejtkapcsolatok is athelyezdédnek proximalis elhelyezkedésbol

disztalisra, azaz az apikalis membran kozelében Gjra 6sszeszerel0dnek.

Ha a szoros sejtkapcsolatok szétszerelddése és 0sszeszerelddése valoban olyan fontos,
mint azt modelliink sugallja, ,turnoverének” késedelme komoly kdvetkezményekkel
jarhat az amelogenezis folyamatara. Mivel a jelen megfigyeléseket in vitro
sejtmodellben nyertiik, hipotézisiink csak eldzetes, de ugy véljik, hogy a jelenség
tovabbi vizsgalatokra érdemes. Meg kell azonban éllapitanunk, hogy a polarizalt HAT-7
sejtes modell tovabbi jellemezése is sziikséges, és mas sejtmodelleket, koztiik human

ameloblaszt modelleket kell kidolgozni a fenti hipotézis érvényességének tamogatasara.
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7. Kovetkeztetések

1) A Transwell membranon polarizalt modon, egysejt-rétegben ndvesztett,

2)

ameloblaszt-jellegli HAT-7 sejtekben az intracellularis pH-szabalyozast befolyasolo,

funkciondlisan aktiv bazolateralis transzporterek azonosithatoak.

a)

b)

d)

A sejtek bazolateralis oldalan Na'-t6l fiiggd natrium-proton cseréld aktivitas
mutathatdé ki. A transzporter a protonok bazolateralis oldali leadasaval a
Ez az aktivitds az izotipus-specifikus, szelektivebb kariporid gatldszerre is
érzékeny, ami az NHE-1 izotipus funkcionalis jelenlétére utal.

Kiils6 bikarbonat jelenléte mellett, az elektrogén natrium-bikarbonat
kotranszporter bazolateralis aktivitdsa is detektdlhat6, amely mechanizmus a
bikarbonat-ionok koézvetlen transzportjahoz jarulhat hozza az ameloblaszt
sejtekben.

A sejtek bazolateralis oldalan a natrium-kalium-klorid kotranszporter aktivitasa
is  kimutathatd, amely a klorid-ionok utanpoétlasat biztosithatja az
ameloblasztokban.

Szignifikans bazolateralis anion-cseréld aktivitasa van a sejteknek, amely

mechanizmus fontos eleme lehet az ameloblaszt sejtek pH szabalyozéasanak.

A Transwell membranon ndvesztett HAT-7 sejtekben a fluorid akut expozicidja

(egy széles koncentracio tartomanyban) nem befolyéasolja szignifikdnsan a sejtek

crer

szekréciora feltehetoen kozvetlen nincs hatasa.

3) A fluorid a mikromolaris tartomanyban (egészen 1 mM-ig) nincs komoly hatassal a

HAT-7 sejtek ¢letképességére, de 3 mM koncentracioban mar toxikusnak bizonyul.

Ezek az adatok Osszhangban vannak mas tipusi ameloblaszt sejtek irodalmi

adataival.
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4) A még nem toxikus 1 mM fluorid késlelteti a Transwell membranon differencialt
HAT-7 sejtek magas transzepitelidlis elektromos rezisztenciajanak kialakulasat. Ez a
szoros sejtkapcsolatok kialakuldsanak fluorid altali gatlodasat jelzi. Ezzel
ellentétben az 1 mM fluorid nem csokkenti (inkabb kicsit noveli) a Tjpl, Cldnl,
Cldn4, Cldn8, Cldnl6 ¢és Cldnl9 szoros sejtkapcsolati fehérjék génexpresszidjat
HAT-7 sejtekben. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a fehérjekifejezddés
helyett a  fluorid  Osszeszerelddésiikben — €s/vagy  membranba  vald
transzlokacidjukban akadalyozhatja a szoros sejtkapcsolatok kialakulasat, igy
munkank tovabbi érdekes vizsgélati iranyokat nyit a zomanc fluordzissal

kapcsolatos kutatasokban.
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8. Osszefoglalas

A zoméancérés folyamatai hisztomorfologiai szinten jol ismertek, de a kristalyképzddés
szabalyozasa, a hattérben all6 molekularis mechanizmusok még jorészt ismeretlenek. A magasan
zomancalkot6 asvanyi anyagok transzportjan kiviil a pH szabalyozéasnak is kdzponti jelentdsége
van a zomancérés soran, ugyanis a kristalyképzédés nagy mennyiségii H' felszabadulasaval jér,
amely semlegesitéséhez HCO3 szekrécidja sziikséges. Az érési fazis alatt kiemelt fontossagu a
pH moduléci6 jelensége, amely sordn a szoros sejtkapcsolatok atrendezddése figyelhetd meg. A
transzport- és szabalyoz6 folyamatok genetikai vagy komyezeti sériilése (pl. dentdlis fluorézis)
zomancfejlodési defektusok kialakulasahoz vezet. Ezen folyamatok felderitése céljabol hoztunk
létre egy funkciondlis vizsgalatokra alkalmas 2D in vitro modellt. Ennek kozponti eleme a
permeabilis membranra iiltetett, differencialtatott HAT-7 sejtek, egy patkany metsz6fogbol izolalt
sejtvonal. Az elmult években igazoltuk, hogy a sejtek a jellemzé ameloblaszt markereket
expresszaljak, membranra iiltetve szoros kapcsolatokat alakitanak ki, funkcionalis szempontbol
polarizaltak, és vektorialis HCO3 szekréciora képesek. Célul tiiztiik ki annak vizsgalatat, hogy az
ameloblaszt sejtek milyen molekuldris mechanizmussal rendelkeznek a pH szabalyozas és HCOs
transzport végrehajtasara. Célul tiztiik ki a fluordzishoz kéthetd néhany mechanizmus vizsgalatat
is modelliinkben: a fluorid kozvetlen citotoxikus hatasait, hatdsat a szoros sejtkapcsolatok
kialakulasara, és kozvetlen gatlo hatasat a vektorialis HCOj3 transzportra.

pH mikrofluorometridval meghataroztuk a kulcsfontossagll, pH-szabéalyozast befolyasolo, a
vektoridlis HCOs; és CI transzportot biztositd transzporterek aktivitasat ezeken a sejteken. A
natrium-proton cseréld (NHE1), a natrium-bikarbonat kotranszporter (NBCel ), a natrium-kalium-
klorid kotranszporter (NKCC), és az anion-cseréld (AE) bazolateralis aktivitasat mutattuk ki a
polarizalt HAT-7 sejteken. Ezenkiviil bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy akut moédon a sejtek
kapcsolatok kialakuldsat azonban jelentdsen késleltette 1 mM fluorid alkalmazésa, amely
koncentraci6 még nem rendelkezik jelentds citotoxikus hatassal. Ellenben az 1 mM fluorid nem
csOkkenti (inkabb kicsit noveli) a Tjpl, Cldn-1, Cldn4, Cldn8, Cldnl6 és Cldnl9 szoros
sejtkapcsolati fehérjék expressziojat HAT-7 sejtekben, ami arra utal, hogy a fehérjekifejezddés
helyett dsszeszerelddésiikben vagy membranba vald kihelyezddésiikben akadalyozhatja a szoros
sejtkapcsolatok kialakulasat. A fluorid ezen, eddig ismeretlen hatdsa az ameloblasztok egyik

alapvet6 funkciojara fontos tényez0 lehet a dentalis fluorozis kialakulasaban.
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9. Summary

The process of amelogenesis is well understood at the histomorphological level, but the regulation
of crystal formation and the underlying molecular mechanisms are still largely unknown. Highly
specialized ameloblast cells direct enamel maturation. In addition to the secretion of matrix
proteins and the transport of minerals, pH regulation is also essential as the formation of
hydroxyapatite crystals generates large quantities of H" ions, which must be neutralized by the
secretion of HCO3 . During the maturation phase, the phenomenon of pH modulation is of
paramount importance, during which a rearrangement of tight-junctions can be observed. Genetic
or environmental impairment of transport and regulatory processes (e.g. dental fluorosis) leads to
the development of enamel defects such as hypomineralized enamel. To explore these processes,
we have developed a 2D in vitro model suitable for functional studies. Central to this model is the
HAT-7 cell line, isolated from a rat incisor, which can be cultured to confluence on permeable
supports. In recent years, we have demonstrated that HAT-7 cells express characteristic
ameloblast markers, form tight junctions, are functionally polarized when grown on permeable
supports, and are capable of vectorial HCO3 secretion. Our objective has been to use this model
to investigate the molecular mechanisms responsible for pH regulation and HCO3 ™ transport. We
have also investigated some of the mechanisms associated with fluorosis in our model: the direct
cytotoxic effects of fluoride, its effect on the formation of tight junctions, and its direct inhibitory
effect on vectorial HCO; transport. The localized activity of the key transporters mediating pH
regulation and vectorial HCO3; and CI transport were determined in HAT-7 cells by pH
microfluorometry. Basolateral activities of a sodium-proton exchanger (NHE1), a sodium-
bicarbonate cotransporter (NBCel), a sodium-potassium-chloride cotransporter (NKCC1), and an
anion exchanger (AE2) were detected in polarized HAT-7 cells. In addition, we obtained evidence
that stimulated HCO3 secretion is not affected by an acute exposure to fluoride over a wide range
of concentrations. However, the formation of tight junctions was significantly delayed by 1 mM
fluoride, a concentration that does not itself have a cytotoxic effect. In contrast, 1 mM fluoride did
not decrease (rather slightly increased) the expression of the tight-junction protein genes Tjp1,
Cldn1, Cldn4, Cldn8, Cldn16 és Cldn19, suggesting that fluoride may impede the assembly of
tight junctions or their translocation to the membrane rather than their expression. This hitherto
unknown effect of fluoride on one of the essential features of ameloblasts may be an important

factor in the development of dental fluorosis.
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