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Par-C10 sejtek a parotis széveti szervezodésének modellezésére
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A nyalmirigy hipofunkcié, amely felléphet fej-nyaki daganatok terapias besugarzasat kdvetéen vagy Sjogren-szindréma
kovetkeztében, drasztikusan rontja a beteg életmindségét. A konvencionalis terapiak nem nyujtanak kielégité megol-
dast a problémara, ezért teljesen Uj szemléletli kezelési stratégiak kidolgozasa valik egyre slirgetébbé. Elssorban az
acinusok funkciojanak helyredllitasa jelent kihivast, ez mar régota a fogorvostudomanyi kutatasok egyik kézponti kérdé-
se. Szamos bioldgiai alapu beavatkozast vizsgaltak, igy a tulélé ductusok génterapias ,atprogramozasat” vagy a nyal-
mirigyben talalhaté progenitor sejtek regeneraciés potencialjat. A kutatocsoport is dolgozott szamos modellel, amelyek
segitségével bizonyitast nyert, hogy megfelel§ extracellularis fehérjéket tartalmazé hordozdk (pl. bazélis membran ext-
raktum, BME) segitségével acinaris iranyu differencialodas érhet6 el. Az in vitro nyalmirigy modellek jelentds része azon-
ban submandibularis mirigy eredet(i, ami azonban fejl6désében és funkcidjaban eltér a parotistol. A kutatécsoport célul
tlzte ki, hogy patkany parotis eredet(i sejtvonalon (Par-C10) modellezze a nyalmirigy hipofunkcié potencialis kezelési
lehet8ségeit: a hordozdk és bioaktiv molekulak iranyitotta differenciaciot, valamint a génterapia nyujtotta lehetéségeket.
Kisérleteik soran a sejtek morfoldgiai valtozdsait tanulmanyoztak permedbilis poliészter membranokon, valamint harom-
dimenziés kultdrdban, kilénbdz8 koncentracioju BME-t alkalmazva. Emellett rekombinans adenovirus vektor felhaszna-
lasaval tesztelték, alkalmasak lehetnek-e génterapias modelinek. Eredményeik azt mutatjak, hogy a Par-C10 sejtek al-
kalmasak a parotis széveti szervez6désének modellezésére, emellett génterapias modellrendszerként is szolgalhatnak.
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Bevezetés

Nyalunk meghatérozé szerepet t6lt be szajiregink me-
chanikai, kémiai, mikrobioldgiai védelmében, és segit
emésztbrendszerlnk felsé traktusanak integritasat
fenntartani. Hianya szembe6tl§ mindazokban az ese-
tekben, amikor a nyalmirigyek nem képesek ellatni fel-
adatukat [18]. Ez bekdvetkezhet a fej-nyaki daganatok
sugarterapiajat kdvetéen, amikor a folyadék- és elektro-
litszekrécioért felel6s acinusok elpusztulnak, Sjégren-
szindromaban, de akar gyogyszeres kezelés mellékha-
tédsakeént is felléphet hiposalivatio [3, 13]. A nyalmirigy
hipofunkcié kévetkeztében a ragas, nyelés nehezitett,
gondot okozhat a beszéd, a paciensek xerostomiara
panaszkodnak, gyakoribba valnak a szajluregi fert6zé-
sek [12]. Kezelésként acetilkolin agonistak jéhetnek
szOba, ezek azonban csak az ép acinus sejtekben ké-
pesek serkenteni a nyalelvalasztast. A tlinetek enyhité-
sére m(inyalat alkalmazhatunk, azonban ez nem képes
jelent6s mértékben ellensulyozni a betegek életmindsé-
gének drasztikus romlasat [31]. Az acinusok nagyobb
mértékl vagy teljes pusztuldsa pedig olyan kihivast je-
lent, mellyel csak teljesen Uj szdvetregeneracios/szo-
vetépitési stratégiak alkalmazasaval nézhetiink szem-
be [5].

A fogorvostudomanyi kutatadsok mar jo ideje foglalkoz-
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nak a nyalmirigyek regeneraciojaval. Szamos lehetfség
latott napvilagot, amelyek a ductalis-acinaris transzdif-
ferenciacioban, génterapidban vagy mesterséges nyal-
mirigy létrehozasaban latjdk a megoldast [2, 7, 8, 37].
A szamos lehet8ségben kdzds, hogy az acinaris m(iké-
dés helyredllitasa a siker kulcsa, a kevésbé érzékeny
ductusok miikbédése altalaban kisebb mértékben érin-
tett [14]. Az egyik legkézenfekv8bb megoldast az jelent-
hetné, ha a pacienst sajat sejtjeivel kezelhetnénk pél-
daul radioterapiat kdvetben [7]. Az eltavolitott szévetbdl
képzett sejtkultura acinaris tulajdonséagait, differencialt
allapotat fenntartani/visszaallitani azonban csak akkor
lehetséges, ha részleteiben ismerjuk a nyalmirigyek fej-
|I6désének mozzanatait.

A nyalmirigyek fejl6désében, elagazddasi folyamatai-
ban fontos szerepet t6lt be a mesenchyma altal termelt
extracellularis matrix, valamint annak szelektiv degra-
dacidja. A differencialddasi kisérletekhez ezért gyakran
hasznalnak magas extracellularis fehérje tartalmu un.
bazélis membran extraktumokat (pl. BME, Matrigel).
Ezek egyik legfontosabb bioaktiv komponense a lami-
nin, emellett pedig nagy mennyiségben tartalmaznak
kollagén IV-et és heparan-szulfatot, valamint valtozé
mennyiségben névekedési faktorokat [21].

A nyalmirigyek differencidlédasanak szamos in vitro
modellje ismert. Egy ilyen viszonylag j6l karakterizalt,
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elfogadott modell a HSG sejtvonal, amely irradialt sub-
mandibularis nyalmirigy ductusabdl szarmazik [34]. Egy
masik altalunk alkalmazott modell a PTHSG (vagyis
Primary Total Human Submandibular Gland) primer
sejtkultdra, amely a mirigy enzimes emésztését kdve-
t6éen nyert vegyes mesenchymalis-epithelialis kultura,
ennélfogva kivaléan alkalmas a kétféle sejttipus inter-
akcidinak modellezésére is [35]. A két emlitett sejtvo-
csoportunk kordbban mar vizsgalta [35, 36].

A submandibularis eredetli modellek vizsgalata azon-
ban nem elegend§, hiszen a parotis a t6bbi miriggyel
szemben ectodermalis eredet(, fejl6édése bizonyos pon-
tokon eltérhet azokétol. Ezért is szeretnénk laboratérium-
unkban differencialddasi modellként bevezetni a Par-C10
patkany parotis eredetl sejtvonalat, mellyel epithelialis
transzportfolyamatok modellezése soran mar szerez-
tink tapasztalatokat [11]. Ez a sejtvonal nagyrészt aci-
naris tulajdonsagokat mutat: muszkarinos és adrenerg
receptorokat expresszal, aktiv aniontranszporttal ren-
delkezik, és szamos transzporter aktivitasa mérhetd
a sejteken, amelyek érintettek az acinusok elektrolit-transz-
portjaban (Nhe1, Nbc1, Nkcc1, Ae2) [11, 38]. Hasznos
lehet tehat annak tisztazasara, hogy mi térténik az aci-
nusokkal in vitro kérnyezetben, hogyan térténik dediffe-
rencidlédasuk és hogyan tarthaté fenn differencialt al-
lapotuk.

Vizsgalati anyag és modszerek

Sejttenyésztés

A Par-C10 patkany parotis sejtvonal Dr. David Quissel
(School of Dentistry, University of Colorado Health Sci-
ences Center, Denver) adomanya volt. A sejteket Dul-
becco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture Ham
F-12 (DMEM/F-12) 1:1 aranyu keverék tapfolyadékban
(Gibco, 31330) tenyésztettlik, amelyet 10% foetalis bor-
juszérummal (FBS) (Lonza, BW14-502F), 0,1 uM retin-
savval (Sigma, R2625), 2 nM trijodtironinnal (Sigma,
T6397), 0,4 pg/ml hidrokortizonnal (Sigma, H0888), és
100 IU/ml penicillinnel, 1 pg/ml streptomycinnel (Sigma,
P4333) egészitettlink ki. A tapfolyadékot hetente ha-
romszor cseréltik és 80-90% konfluencia elérésekor
1:50 aranyban passzaltuk. A passzalas soran a sejte-
ket 0,25%-0s tripszin-EDTA (TE) (Gibco, 25200) oldat-
tal szedtik fel a tenyészedény aljardl. A sejtvonal tenyész-
tése minden esetben 37 °C-os, parasitott, 5% CO,-vel
dusitott levegén, tenyésztészekrényben tértént. Kisérle-
tekhez 3-15 passzazszam kdzotti tenyészeteket hasz-
naltunk.

Kiiiltetés Tranwell-Clear membranra

A sejteket poliészter membran (Costar 3460, Transwell-
CLEAR; pérusméret: 0,4 um, atméré: 12 mm, felllet:
1,12 cm?) feliiletére ultettilk, 5x10° sejtszammal. A plasz-
tikon hasznalt tapfolyadékukban, steril kérilmények ko-
z6tt inkubaltuk 6ket. A tapfolyadékot kétnaponta cse-
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réltiik. A konfluens monolayer létrej6ttét a transepithel-
resistentia (TER) rendszeres mérésével minden masnap
ellendriztik. A TER értékeket a Precision Instruments erre
a célra kifejlesztett epithelialis volt-ohm meter (EVOM)
készlilékével mértik.

Kitiltetés BME feliiletére

A ParC-10 sejteket kulénb6z8 koncentracioju (6 mg/ml,
9 mg/ml, 13,2 mg/ml) csdkkentett névekedési faktor tar-
talmu BME-vel (Basement Membrane Extract, RD-3433-
005-01) kezelt feluletre Ultettlk ki. A kiilbnb6z6 koncent-
raciéju BME-vel bevont aljzatokat BME és DMEM/F-12
tapfolyadék keverésével allitottuk el mindvégig jégen
tartva, hitoétt pipettaheggyel adagolva. A Par-C10 sej-
teket a tenyésztedény fellletére dermedt BME réte-
gére Ultettlk ki. A 96 lyuku tenyésztétalcan 5 parhuza-
mosban 10° sejtszammal kililtetett sejteket vizsgaltuk,
kllénbdz8 passzazs szamu fagyasztasi felvételbél. Kont-
rollként mindig nem kezelt tenyésztGedény fellletére Ul-
tettlik a sejteket.

A morfoldgiai valtozasokat faziskontraszt mikrosz-
kdppal (Nikon Eclips E600) kovettik, a megfigyelést
24 Oran at végeztik, a sejteket a killtetéskor és a kitlte-
tést kdvetben 3, 6, 18, 24 draval fényképeztik (Retiga
2000R Q Imaging Fast 1394). A fényképezések kdzott
a megszokott tenyésztési kériilményeket tartottuk.

Virus vektor alkalmazasa

A sarga fluoreszcens proteint (EYFP-Enhanced Yellow
Fluorescent Protein) kddold adenovirust (AJEYFP) a ko-
rabban leirtaknak megfelel6en készitettiik [29]. Rdviden,
a fluoreszcens fehérjét kddolé génszakaszt CMV pro-
moétert és SV40 poliA szignalt tartalmazé pACCMVpLpA
plazmidba klénoztunk, amelyet HEK 293 sejtekbe ko-
transzfektaltunk pJM17 5-6s szerotipusu adenovirus se-
gédplazmiddal. A HEK sejtekben a két plazmid rekom-
binaciodjaval jdnnek Iétre az AAEYFP virusok. A Par-C10
sejtek transzdukcidjahoz egy éjszakan at inkubaltuk
a tenyészetet a virusokat tartalmazo tapoldattal 37 °C-on.

Eredmények

Polarizalt monolayer Iétrehozdsa

A Par-C10 parotis eredeti sejtvonal jellegzetes epithel
morfolégiat mutat, plasztik aljzaton tenyésztve szigetek-
ben egysejtrétegként né.

A Par-C10 sejtek permeabilis poliészter membranra
Ultetve polarizalt konfluens monolayert alkotnak (1. abra).
A konfluens tenyészet Iétrejéttét a transepithel ellenal-
las folyamatos mérésével ellendriztik. A transzepithel
ellenallas értéke aranyos nem csak a tenyészet kon-
fluencigjaval, de a sejtek k6zotti kapcsolatok zartsaga-
val is: hiszen a sejtek k6z6tti szoros kapcsolatok (tight
junction) kialakulasa korlatozza az extracellularis ion-
mozgast. A mért értékeket a membran sejtmentes el-
lenallasahoz hasonlitottuk (135+9 Qcm?), TER értékek
a maximumot (2500-3000 Qcm?) a 6-9. nap kdzott ér-
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1. dbra: Plasztik ajzaton el6kezelés nélkil a Par-C10 sejtek
egysejtrétegl epithelialis mez8s elrendezést mutattak,
macskaké-szerlien rendez6dtek (A). Az inverz faziskontraszt kép
mutatja, hogy membranra Ultetve konfluensen,
szintén egysejtrétegben néttek (B).

A transzepithelidlis ellenéllas (TER) mérési értékek mutatjak,
hogy 6 nap elteltével zart, polarizalt, nagy ellenallasu sejtréteg
jon létre, mely utana napokon at megmarad. A Par-C10 sejteknél
a TER-értéke magas, platé-értéke 2500-3000 Qcm? (C).

ték el, majd ezt kbvetben az ellenallas érték jelentésen
csokkent (az 1. abra nem mutatja). Mivel Par-C10 sej-
tek képesek membranon tenyésztve polarizalt epitheliu-
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mot képezni, ezért alkalmasak a transzport folyamatok
tanulmanyozasara.

Par-C10 sejtek szervezédése és migrdcidjanak
vizsgdlata

Par-C10 sejtek szervezédését 6; 9; 13,2 mg/ml 6sszfe-
hérje koncentracioju, csékkentett névekedési faktor tar-
talmu bazélis membran extraktumon vizsgaltuk. A ki-
16nb6z8 koncentracioju BME fellletére Ultetett sejteknél
inverz faziskontraszt mikroszképpal kdvettiik id6ben
a morfoldgiai valtozasokat (2. abra). A killtetést kdvetéen
3 draval mar minden altalunk alkalmazott koncentracio-
ban reticularis struktura alakult ki. A szervez6dés 6 6ra
elteltével sem klldnbdzott szignifikdnsan a harom BME
koncentracional. Mig az alkalmazott nagy koncentra-
cioju BME (13,2 mg/ml) esetében 24 o6ra elteltével is
2D reticularis strukturat, addig a kdzepes (9 mg/ml)
koncentraciot alkalmazva ekkor mar inkabb acino-tubu-
laris strukturéakat lathattunk. S6t, alacsony (6 mg/ml)
koncentracioju BME alkalmazasa esetén a 18. éra-
ban mar megjelennek az acino-tubularis strukturdk és
a kiultetést kdvetben 24 o6ra elteltével 3D acino-tubula-
ris, illetve diszkrét acinus-szer( strukturak is megje-
lennek.

Par-C10 sejtek transzdukalhatésaga

A Par-C10 sejtek nagyrésze (80%) fluoreszcensen vi-
lagit az AJEYFP virusfert6zés hatasara, igy ez a la-
boratériumunkban létrehozott adenovirus, amelybe
sarga fluoreszcens fehérjét (EYFP) csomagoltunk, al-
kalmas riportere a géntranszfernek mind in vitro, mind
in vivo kisérletek esetében (3. dbra). A mérce 100 ym-t
jelol.

6 mg/ml

9 mg/ml

13,2 mg/mll ‘

2. abra: A Par-C10 sejtek a killltetés pillanataban (0 id6pontban) még lekerekedettek a kilénb6zd koncentraciéju BME aljzaton (A, E, J).
A faziskontraszt mikroszképos felvételek, mar 3 dra elteltével mutatjak, hogy a BME fontos szerepet jatszik a térbeli szerkezet kialakitasaban,
hiszen mind alacsony, mind magas koncentraciéju BME alkalmazasakor retikularis strukturak alakulnak ki (B, F, K). Hat 6ra elteltével
hasonlé a kép, bar a sejtek egyre inkabb gocpontokban helyezkednek el (C, G, L). A kiultetést kdvetéen 18-24 draval alacsony (6mg/ml)
koncentracioju BME fellleten a sejtek mar egyre inkabb 3D acino-tubilaris vagy diszkrét acinus-szer( strukturat mutatnak (E, 1),
mig nagy koncentracio (13,2 mg/ml) esetén a strukturalédas megreked a 2D retikularis forma kialakulasanal (K, L). A mérce 100 ym-t jeldl.
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3. dbra: A Par-C10 sejteket egy éjszakan at inkubaltuk
AdEYFP rekombinans adenovirus vektorral.
A fluoreszcens mikroszkdpos felvételen jol lathato,
hogy a sejtek legalabb 80%-a kifejezi a transzgént.

Megbeszélés

A nyalmirigy hipofunkcié igen drasztikusan csdkkenti
a betegek életmindségét, a jelenleg elérhetd kezelések-
kel pedig kizardlag a tiinetek csillapithatéak. Kilénbo-
z6 bioldgiai terapiak bevezetése hozhat attérést ezen
a tertileten. Szamos in vitro modell l1étezik, amelyek se-
gitségével ezek a beavatkozasok modellezhetSek: ilyen
példaul a regeneracios kisérletekben gyakran alkalma-
zott HSG sejtvonal, vagy a PTHSG primer submandi-
bularis nyalmirigy tenyészet [25]. Mivel azonban a pa-
rotis és a submandibularis mirigy mind fejlédésében,
mind funkcidjaban kulénbdzik, ezért kutatdcsoportunk
olyan parotisbdl szarmazé sejtes modellt hasznalt, ame-
lyen a nyalmirigy-funkcio visszaallitasat célzé techno-
|6giak tesztelhet6ek. llyen potencialis modell a Par-C10
sejtvonal.

A nyalmirigy szekrécidhoz nélkllézhetetlen, hogy a sej-
tek kozott szoros kapcsolatok alakuljanak ki, enélkil ugyan-
is nem valdsulhat meg az iranyitott elektrolit-, és fo-
lyadéktranszport [1]. A Par-C10 sejtek Transwell Clear
poliészter membranra Ultetve tipikus epithel morfoldgiat
mutatnak és polarizalt monolayert formalnak. A sejtek
kdz6tti szoros kapcsolatok kialakuldsanak bizonyitéka
a magas transzepithel ellenallds. Ugyanez nem mond-
haté el szamos mas nyalmirigy szekrécio/szervez6dés
modellezésére hasznalt sejtvonalrdl: legtébbjik nem
vagy csak mérsékelt ellendllas elérésére képes, igy pél-
daul a gyakran alkalmazott HSG sejtek nem képeznek
szoros kapcsolatokat, a SMIE sejtek (Submandibular
Immortalized Epithelial cell line, submandibularis nyal-
mirigy ductusbdl létrehozott immortalizalt sejtvonal) pe-
dig nagyrészt ateresztd, un. ,leaky” epitheliumot alkot-
nak [1, 15]. A hasznalatban |1év6 sejtvonalak kdzl
Dr. David Quissel laboratériumabdl szarmazik a legtébb
magas transzepithel ellendllast mutato klon, ezek a sub-
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mandibularis eredetii SMG-C6 és SMG-C10, valamint
a parotis eredetl Par-C5 és Par-C10, ezek kozul is
a legmagasabb TER értéket a Par-C10 mutatja [27, 28].
Az utébbi években az is kezd vilagossa valni, hogy az
extracellularis anyagaramlast befolyasolni tudjuk, a sej-
tek k6zo6tti kapcsolatok atereszt6 képessége modo-
sithaté: mind a haromdimenzidés matrix struktura se-
githeti a sejtek differencialédasat, mind transzfekcid
révén a szoros kapcsolatok 6sszetételének valtozta-
tasaval elérhet§ a kivant permeabilitas [21, 24]. Mivel
a Par-C10 sejtek kdnnyen tenyészthetfek polarizalt
epitheliumként, ezért igen jol hasznélhatéak modell-
ként, gyakran hasznaljak 6ket a nyalmirigyek elektro-
littranszportjanak vizsgalatara is [11, 38].

A nyalmirigyek regeneracidjanak egyik legkézenfek-
v8bb mddja sajat progenitor sejtjeinek aktivalasa. Ezek
a sejtek megfeleld szignalok hataséara ujraalkothatjak
a karosodott mirigyet. Ez képezheti alapjat egy mester-
séges nyalmirigy modell kidolgozasanak is. A szignalok
valészinlileg megegyeznek azokkal, amelyek a nyalmi-
rigyek embrionalis fejlédése soran iranyitjak a prolifera-
ciot, a szervezddést és az apoptoézist [9]. A nyalmirigy
fejlédésben fontos szerepe van a bazalis membrannak,
amely elvélasztja a kdlcsénhatasban Iévé epitheliumot
és mesenchymat [17]. Ezért is hasznalnak bazalis memb-
ran extraktumot a szdveti szervezddés és differencia-
l6dés vizsgalatdéhoz. A BME egy Engelbreth-Holm-Swarm
nev( tumorsejt terméke, szolubilis formaban tartalmaz-
za a bazalis membranok fontos alkotoéit. Kulénféle sz6-
vetek differencialddasanak vizsgalatara hasznaljak, pél-
daul csont-, pankreas-, prosztata-, maj-, porc sejtvonalak
és primer sejtkulturak differencialédasat vizsgaltak mar
ebben a matrix kérnyezetben. A BME pontos hatasme-
chanizmusa nem ismert, valdszin(ileg tdbb mechaniz-
mus egyuttes jelenlétérél van sz6 és mind az extracel-
lularis matrix fehérjék haromdimenzids fizikai jelenléte,
mind a névekedési faktorok lokalis koncentracidja je-
lentds szerepet jatszik a sejtek differencialédasanak
elésegitésében és a differencialt allapot fenntartasa-
ban [19]. A BME komponensei kézll a laminin hatasa-
rél all rendelkezésiinkre a legtébb irodalmi adat. Errél
az extracellularis matrix fehérjérdl kimutattak, hogy sze-
repet jatszik a sejtadhézid, a migracio, a differenciacio,
a proliferacié, az idegnyulvany-névekedés és a tumor-
genezis folyamataiban [16, 20]. Egér submandibularis
nyalmirigy morfogenesisében a laminin a5 szerepét mu-
tattak ki, amely B1 integrin receptoron keresztil az fib-
roblaszt névekedési faktor receptor (FGFR) expresz-
szidjat szabalyozza [32]. A laminin mellett a BME masik
nagy mennyiségben eléforduld komponense a heparan-
szulfat, amely a nyalmirigy fejlédésben fontos szerepet
betdlt6 FGF-10 aktivitasat szabalyozza, a sejtfelszinen
koreceptorként az FGF-FGFR koétés affinitasat valtoz-
tatja meg [26]. A BME szamos ndvekedési faktort is tar-
talmaz, azonban ezek mennyisége/6sszetétele a pre-
paratumtdl fiiggéen eltérd lehet. Eppen ezért fontos
lehet a késébbiekben meghatarozni, hogy nyalmirigyek
esetében a bazalis membran extraktum mely kompo-



nensei esszencidlisak a differencialédashoz. A kilén-
b6z8 6sszfehérje (6; 9; 13,2 mg/ml) koncentraciéju
BME fellleteken tenyésztett Par-C10 sejtekkel kapott
eredményeink 6sszhangban az irodalmi adatokkal azt
mutattak, hogy mig az alacsonyabb fehérje koncentra-
Ci6 a diszkrét acinus-szer( strukturék kialakulasanak
kedvez, addig a magasabb dsszfehérje koncentracio in-
kabb az acino-tubularis, a legmagasabb pedig reticu-
laris halézat szervez6dését segiti. Hasonld acinus-
szer(i strukturak kialakuldsat és differencialédasat
korabban mar vizsgaltdk munkatarsaink, a HSG sejteket
4,55 mg/ml fehérje koncentracioéju Matrigelen tenyészt-
ve amilaz expressziot, lumen formalddast is tapasztal-
tunk, bar a differencialt allapot nem volt hosszu tavon
fenntarthaté [36, 39]. Maria és mtsai [21] szintén a HSG
sejtvonalat alkalmaztak, vizsgélataik soran 2 mg/mi
fehérje koncentracidju bazalis membran extraktumot
hasznaltak és szintén a sejtek acinaris iranyu differen-
cialédasat irtak le. Par-C10 sejtekbdl is képeztek mar
acinusokra emlékeztet szférakat, amelyek szamos
acinaris fehérje expresszidjat (szoros kapcsolati fehér-
jék, vizcsatornak, transzporterek), valamint feltételez-
hetéen klorid aramot mutattak [4], de BME &sszfehérje
koncentracié fuggvényében térténd struktura kialaku-
last nem vizsgaltak. Magasabb fehérje koncentracioju
BME hasznalatat jéval kevesebb kézleményben alkal-
maztak. A HSG sejtvonal hasonldéan a Par-C10 sej-
tekhez képes acino-tubularis és reticularis halézatot is
kialakitani névekvé fehérje koncentraciéju BME matrix-
ban tenyésztve, azonban a Par-C10 sejtek feltételez-
het6en érzékenyebbek az dsszfehérje tartalomra: mar
joval alacsonyabb, 13,2 mg/ml BME koncentracio eléré-
sekor is halézatot alkotnak, szemben a HSG sejtekkel,
amelyek csak 17,1 mg/ml koncentracio esetén [30, 39].
Szintén tébbféle 6sszfehérje tartalmu bazalis membran
készitményt alkalmaztak Szldvik és mtsai primer sub-
mandibularis nyalmirigy eredetl sejtkultura differenci-
altatasara. Tapasztalataik szerint a heterogén, valészi-
ndsithet6en progenitorokat is tartalmazd sejttenyészet
kevésbé volt érzékeny a koncentraciora 9-17,1 mg/ml
tartomanyban, sokkal inkabb a donor paciens életkora be-
folyasolta a differencialédasi képességet. A sejtek itt aci-
no-tubularis strukturat vettek fel és amilazt expresszaltak
az acinus-szer(i részeken [35]. Szintén emberi nyalmirigy
sejtek differencialédasat érték el Maria és mtsai [22].

A BME csak mint extracellularis matrix modell hasz-
nalhaté fel, a human alkalmazasa biztonsagi problé-
makat vet fel, ezért probalkozasok folynak kivaltasa-
ra, azonban az optimalis matrix megtalalasa még varat
magara. Neutralizalt kollagén matrix hasznalata csak
akkor vezetett acinaris és ductalis strukturak kialaku-
lasdhoz, ha 40%-ban Matrigelt is tartalmazott. Nove-
kedési faktorokkal egyutt polimerizaltatott fibrin gélben
differencialt amilazt expresszald, haromdimenzids szer-
vezB8désli nyalmirigy sejtek tarthatéak fenn [23].
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A sejtterdpiaknal és a teljes szbévetregeneracional
egyszerilbb alternativat kinalhat, ha a daganatos
beteg besugarzasat kdvetéen maradnak ductusok,
amelyek funkcidja genetikai szinten atprogramozha-
t6. A ductusok génterapias atalakitasa vizateresztd
epitheliumma részben poétolhatja az elpusztult acinusok
funkciojat, hiszen a ductusokban végbemend kisebb
mértéka elektrolit szekrécié elegendd hajtéerét biztosit
a viz mozgasahoz [10]. A ductusokba a vizcsatornakat
aquaporin 1 gént kédold rekombinans adenovirus se-
gitségével épitik be. A mdédszert ma mar fazis | klinikai
vizsgalat keretében alkalmazzék az Amerikai Egyesult
Allamokban és bar az alkalmazott génterapias vektor
pusztan tranziens hatas elérésére alkalmas, az els6
eredmények alapjan a koncepcio helyesnek bizonyult [6].
A Par-C10 sejtek transzdukcidja sarga fluoreszcens
proteint kodolé AJEYFP adenovirussal sikeres volt.
A sejtek igen nagy hanyada kifejezte a transzgént, iga-
zolva hogy kulénb6z§ genetikai mdédositasok modell-
jeként is szolgalhatnak. Mint koradbban kézéltik a sej-
tek human AQP1 génnel is transzdukélhatéak voltak,
igy kdzvetlenul felhasznalhatjuk modelltinket folyadék-
szekrécids vizsgalatokhoz, ezen kivul tovabbi gene-
tikai médositasok hatasat is tanulmanyozhatjuk [40].
Mivel a ductalis-acinaris fenotipust szamos transz-
kripciés faktor befolyasolja, ezeket transzdukalva
a sejtekbe a fenotipus tovabbi modositasat érhetjik
el. llyen transzkripcids faktorok a homeobox vagy
a bazikus hélix-loop-hélix csaladba tartozé Hmx3 és
Sgn1 (Mash3), amelyek a ductalis fenotipus kialakita-
sdban vesznek részt, mig a Mist1 az acinusokra jel-
lemz§ [33, 41].

A nyalmirigyek szdveti szervez6désének és az aci-
naris és ductalis differencidlédas vizsgalatanak jelent6s
szerepe van regeneracios eljarasok kidolgozasaban. Ki-
16nb6z8 hordozdk, bioaktiv molekulak és szilkség ese-
tén genetikai moédositasok allnak rendelkezésiinkre
a fejlédési folyamat modellezésére, befolyasolasara.
A Par-C10 sejtek idealis modelljei lehetnek a nyalmirigy
szOvet (Ujra)szervez6désének, hiszen mind polarizalt
egysejtréteg, mind kildnbdz6 haromdimenzids acinaris,
acinotubularis és reticularis szerkezetek kialakitasara
alkalmasak. Parotis eredetiiek, a legtébb ma elérhet6
modellel ellentétben, igy segithetnek ravilagitani az apré
kilénbségekre a submandibularis és fultémirigy fejl6-
dése, regeneracidja kdzott. Genetikailag kdnnyen mo-
dosithatdk, igy mind génterapias beavatkozasok, mind
az acinaris-ductalis differencialédas optimalis kérilmé-
nyeinek modellezésére szolgalhatnak.
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Bori E, RAcz GZ, BurgHARDT B, DEMETER |, HEGYESI O, VARGA G, FOLDES A.
ParC-10 cells for modelling parotid gland tissue reorganization

Salivary gland hypofunction, which may occur in head and neck cancers following therapeutic irradiation or in Sjogren‘s
syndrome, drastically impair the patient's quality of life. Conventional treatments do not provide a satisfactory solution
to the problem, therefore it is becoming increasingly urgent to develop completely new management approaches in par-
ticular, the challenge of restoring the function of acini. Many biologically based interventions studied, thus ,reprogram-
ming” with gene therapy of survivor ducts or regeneration potential of progenitor cells in the salivary gland. Our research
group has been working on several models, which have shown that by using appropriate media containing extracellular
proteins (e.g. BME, basal membrane extract) can be achieved acinar differentiation. A significant proportion of in vitro
models of salivary gland are submandibular of origin, which however is different from the development and function of
parotid. Our research group aimed to model the potential treatment options for salivary gland hypofunction, the carrier
or bioactive molecules directed differentiation, as well as the potential of gene therapy on rat parotid-derived cell line
(Par-C10). In our experiments, we have studied the morphological changes of Par-C10 cells cultured on permeable poly-
ester membrane, or in three-dimensional cultures, using varying concentrations of BME. In addition, we have tested the
use of recombinant adenovirus vectors that could modify Par-C10 cells and make them useful in gene therapy models.
Our data suggest that Par-C10 cell line is suitable for modelling parotid gland tissue organization and may also serve as
a useful gene therapy model system.

Key words: tissue regeneration, gene therapy, salivary hypofunction, parotid, basement membrane extract, BME




