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A pH-ciklizalas jelentésége az amelogenesisben
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A zomancérés folyamatai hisztomorfoldgiai szinten jol ismertek, de a kristalyképz6dés szabélyozésa, a hattérben allé
molekularis mechanizmusok még jorészt ismeretlenek. A szajlregi hambdl szarmaz6 ameloblast sejtek iranyitjdk a zo-
manceérést. A matrixfehérjék szekrécidjan és a zomancalkotd asvanyi anyagok transzportjan kivil a pH-szabalyozas-
nak kézponti jelentésége van a zomancérésben, ugyanis a kristalyképz&dés nagy mennyiségl H* felszabadulasaval jar,
melynek soran a szoros sejtkapcsolatok atrendez&dése is megfigyelhetd. A transzport- és szabalyozé folyamatok geneti-
kai vagy kdrnyezeti sérilése (pl. dentalis fluordzis) a zomanc hipomineralizacidjahoz vezet. Ezen folyamatok felderitése
céljabdl létrehoztunk egy funkcionalis in vitro modellt. Ennek kdzponti eleme, hogy permedbilis membranra Ultetett, diffe-
rencidltatott ameloblast eredet( sejtek az ameloblastokra jellemzé fehérjemarkereket expresszaljak, szoros kapcsolatokat
alakitanak ki, funkcionalis szempontbdl polarizaltak, és vektorialis HCO,~ szekréciora képesek. Sajat kisérletes munkank
eredményei hozzajarulnak az ameloblast sejtek pH-ciklizalast el6segit6 molekularis mechanizmusanak megértéséhez.

Kulcsszavak: zomancfejl6dés, pH-szabalyozas, ameloblast, bikarbonat,

Bevezetés
— A zomancképzdidés folyamatanak fébb lépései

A zomancfejl6dés sok tényez8 6sszehangolt mikddése
altal szigoruian szabalyozott folyamat. Ennek eredmé-
nyeként az emberi szervezet legjobban mineralizalt, leg-
nagyobb szervetlen allomannyal rendelkez6 (95-96%)
szovete alakul ki. Harom {6 fazisat kilonithetjik el, ezek
A zomancképzésben az epithelialis eredet(i ameloblas-
tok vesznek részt, amelyek a teljes fejlédési folyamat
soran a funkciojukkal szoros 6sszefliggésben, egymast
valtva, kiilénbdz6 morfoldgiai alakokban jelennek meg.

A preszekretoros fazisban az ameloblastok a fog-
csira zomancszervének ektodermalis eredeti belsé
zomancham sejtjeibdl differencialédnak. Kézben pola-
rizaltta valnak az egyes sejteket egymashoz kapcsold,
un. junkcionalis komplexek és a fehérjéket szintetizald
sejtalkotok megjelenésével [31].

A szekretoros ameloblastok magas, oszlopos sejtek,
asszimetrikus szerkezettel. A sejtmag és az energia-
szolgaltaté mitokondriumok a bazalis péluson helyez-
kednek el, mig a fehérjeszintézisben szerepet jatszo
endoplazmas retikulum és a Golgi-apparatus az apika-
lis, vagy mas néven szekretoros pdéluson talalhaté meg.
Ezenkivll az apikalis pdéluson a sejt specialis nyulva-
nya, a Tomes-nyulvany jelenik meg [28], amely fontos
szerepet jatszik a zomanckristalyok — a zomancprizmak
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és az interprizmatikus allomany — kialakulasaban [31].
A szekretoros fazisban a zomanc teljes vastagsaga ki-
alakul, de az alapallomany még csak kis mértékben
mineralizalodott (kb. 30%), a kristalycsikok kdzotti te-
ret egy kés6bb lebomlé fehérje, az amelogenin t6lti ki.

A maturacids, vagy mas néven érési fazis megindu-
lasakor az ameloblastok morfoldgigja megvaltozik: ma-
gassaguk, fehérjeszintetizal6 sejtorganellumaik szama
csokken, és a Tomes-nyulvany is eltlinik [31]. Az érési
fazisban a maturacios ameloblastok két formaja egy-
masba tébbszor is atalakul [11, 27]. Ezek a fodros fel-
szind (ruffle-ended) és a sima felszinl (smooth-ended)
formak [55]. (1. kép) A fodros felszinl ameloblastok ké-
z6tt a szoros sejtkapcsold strukturak (tight junction) az
apikalis polusnal vannak jelen, elésegitve a jelent6s
endocitotikus aktivitast. (1. A kép) Ezzel szemben
a sima felszinli ameloblastokban kisebb az endocitoti-
kus aktivitas, az apikdlis szoros zarédas pedig bazalis
iranyba épll at. (1. B kép) Az érési fazisban egy adott
id6ben a fodros felszini sejtalakok teszik ki az amelo-
blastok kbzel 70%-at, mig a sima felszind formak mint-
egy 20%-ot [31]. A maturaciés szakaszban az orga-
nikus allomany szinte teljes felszivodasa megtérténik,
és a kétféle sejtalak valtakozé megjelenésével, az as-
vanyi alkotok intenziv transzportja és beépiilése mel-
lett a zomanckristalyok vastagsagbeli névekedésével
a zomanc eléri végleges kristalyosodasi (mineraliza-
cios) fokat.
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pH-valtozas
az amelogenesis soran
a mineralizacios térben

A kristalyképz6dés folyaman minden egységnyi hid-
roxiapatit molekula képz&dése nyolc egység hidrogén-
ion felszabadulassal jar egy(tt, ami jelentésen csdkkenti
az extracellularis pH-t [56]. A kémiai folyamat a ko-
vetkez6:

10 Ca2* + 6 HPO, 2 +
2 H,0 <> Ca,,(PO,)s(OH), + 8 H* [30]

Az ilyen médon savassa vald kérnyezet a kristalykép-
z8dés gatlasahoz vezetne [27, 31, 36, 56, 66], ezért
szlikség van egy megfeleld pH-semlegesité mechaniz-
musra. Szamos munkacsoport vizsgalta a pH szaba-
lyozas jelent8ségét [9, 24, 27, 57]. A szekretoros fazis-
ban a mineralizacios térben a pH kb. 7,2. A maturacios
fazisban az extracellularis pH nagyobb valtozatossa-
got mutat, a semlegest6l a gyengén savas pH kézott
(6,2—7,2) valtozik [11]. (2. kép) Az érési fazis befeje-
zéséhez kdzeledve a pH-érték emelkedése figyelhetd
meg [58]. A semleges, enyhén alkalikus extracellula-
ris pH a sima felszinl ameloblastok fazisara jellem-
z6. Az ameloblastok nagyon pontosan kontrollaljak az
extracellularis pH-t annak érdekében, hogy a tovabbi
Ca?* és PO, ionok beéplilése zavartalan legyen [31],
de a szabalyozas molekularis mechanizmusa még nem
teljes mértékben ismert.

Az ameloblast sejtek
transzportfolyamatai

A zomanceérés soran a legfontosabb asvanyok és mat-
rixfehérjék az ameloblastokon keresztil jutnak a zo-
manctérbe: membrancsatornék és transzporter fehérjék
kozvetitésével, illetve a matrix-proteinek szekrécidja és
lebontasa, visszavétele az endoszomalis/lizoszomalis
utvonalon keresztil térténik.

Sok mas szekrécidés hamszévethez hasonldan a pa-
racellularis utaknak is fontos élettani szerepe lehet az
amelogenesis soran. A paracelluléris transzport meg-
hatarozo strukturai a szoros sejtkapcsolatok. Ezek azok
a strukturak a tébbi sejt-sejt kapcsolattipus kdzul, ame-
lyek a legszorosabb kapcsoldodast biztositjak a sejtek
szamara; mintegy ,0vszerlen” kdrbeveszik a sejteket,
elzarva az egyrétegli zomancham epithelium apika-
lis és bazolateralis oldalat egymastdl. Ez a ,gatrend-
szer” egyes ionok, molekulak koncentracié gradiens
szerinti diffuzidjat megengedi, masokét ugyanakkor
nem. (1. A kép) Egyre t6bb bizonyiték tamasztja ala azt
az elképzelést, miszerint ezek nem csupan passziv po-
rusok, hanem dinamikusan szabalyozhatd strukturak,
egyfajta csatornaként mikdédhetnek [60], igy fontos
0sszetevdi lehetnek a transzportfolyamatok szabalyo-
zasanak.
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1. kép: Egyszer(sitett modell a bikarbonat és elektrolit szekréciordl
a fodros felszind és a sima felszinl ameloblastokban

2. kép: pH ciklizalas az ameloblastokban
a zomancképzés érési fazisaban

Kalcium-transzport

A zomanc szervetlen szaraz tdmegének tébbségét al-
kotd kalcium- és foszfationok mineralizacios térbe juta-
sa, azaz a papillaris sejtek altal kérbevett vérerek feldl
torténd, az ameloblast sejtréteg altal végrehajtott transz-
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cellularis transzport modja a mai napig nem teljesen is-
mert. A zomancérés soran a sejteknek képesnek kell
lenniiik nagy mennyiségi Ca?* és PO,%" ion szallitasa-
ra, oly modon, hogy kdézben a Ca?* koncentracidja nem
névekedhet meg jelentésen a sejt belsejében. A Ca?*
megkotésére a citoszolban kelat-képz6 molekulak szol-
galnak. llyenek a calmodulin, parvalbumin, calretinin,
calcineurin és kétfajta calbindin (9kDa, 28kDa) fe-
hérje [43]. Az utdbbi évek eredményei emellett az
intracellularis raktarak (endoplazmatikus retikulum —
ER, mitokondrium) kitlintetett szerepét latszanak iga-
zolni. Lacruz és mtsai kutatasai [41, 42, 44] meger6-
sitették, hogy az un. ,store-operated calcium entry”
(SOCE) a f6 Ca?* felvételi mechanizmusa az érési fa-
zisu ameloblast sejteknek (ebben a fazisban a legna-
gyobb mértékii a Ca?* transzport és a mineralizacio).

A kézelmultban felmertlt egy tovabbi, kinaz funkcidval
rendelkez6 divalens csatorna, a tranziens receptor po-
tencial melasztatin-7 kation csatorna (TRPM7) szerepe
is a Ca2* felvételében. Allatkisérletes modellben leirtak,
hogy a csatorna nem megfelel6 miikédése egerekben
sulyosan hipomineralizalt zomanc és csontdefektusok
kialakulasahoz vezet, alacsonyabb foku Ca®* és ma-
gasabb Mg?* tartalommal [39]. A TRPM7 csatorna zo-
manceérésben jatszott pontos szerepe még tisztazatlan.

A Ca?* leadasat szolgalé f6 transzportmechanizmus
az NCKX4 kalium-figgd natrium/kalcium cseréld (anti-
porter) fehérje lehet a zomanctér felé [20]. Ezen kivdl
a kalium-flggetlen natrium/kalcium-cserél6 fehérjék
(NCX1-3) és a plazmamembran Ca%* ATPaz (PMCA)
szerepét is valészinlsitik ezekben a sejtekben a zo-
manceérés kilénbdz6 stadiumaiban [45, 72], bar még
pontos sejten bellli lokalizacidjuk nem tisztazott [64],
és szereplk, jelent6ségiik is vita targya.

A bikarbonat mint puffer szerepe a szajiiregben

Az él6 szervezetekben a legfontosabb puffer rendszer
a szénsav/bikarbonat-ion (azaz a H,CO,/HCO,") rend-
szer. A savk6zOmbosité szerepén tul, a bikarbonat
részt vesz a mucin-molekulak szekrécidjanak és ,kicso-
magolasanak” szabalyozasaban [50], valamint a szolu-
bilis adenilat-ciklaz (sAC) aktivitasanak szabalyozasa-
ban is [53], amely az intracellularis ciklikus-AMP szint
(cAMP) regulacidjan keresztll kulcsfontossagu szere-
pet jatszik a kllénb6z6 sejtfunkciok szabalyozasaban.
A bikarbonat altal szabdalyozott sAC fehérjét a sejtek
egyik (indirekt) pH-szenzor molekulajanak tartjak, amely
érzékeny a bikarbonat/CO,-koncentracio lokalis valto-
zasaira [67]. Végull érdemes megemliteni a bikarbonat
antimikrobidlis tulajdonsagait [19]. Egyes tlid6betegsé-
gekben a léguti hamfelszin baktériumold képessége
NaHCO, beadasaval javithato, ami arra utal, hogy a bi-
karbonat helyreallitia a pH-t és ennek kévetkeztében az
antimikrobidlis peptidek, mint a laktoferrin és a lizozim,
aktivitasat [49]. A bikarbonat kdzvetlen antimikrobialis
aktivitasat is medfigyelték mar [15, 17].

A bikarbonat-transzport
és a pH-szabalyozas szerepe
a zomanceérés soran

A sav/bazis egyensuly és annak szabalyozasa kitlin-
tetett szerepet jatszik a zomanc hidroxiapatit képzé-
désében. A kristalyndvekedés nagymértékben fligg az
extracellularis folyadék iondsszetételétél és pH-jatdl, il-
letve ezek finoman 6sszehangolt szabalyozasatol [63].
Az ameloblast sejteknek tehat képesnek kell lennilik
mind a mineralizacids térben, mind intracellularisan
a sav/bazis egyensuly, a pH szigoru szabalyozasara.
A hidroxiapatit molekula képz8dése soran minden mdl
hidroxiapatit képz6dése nyolc mdl proton felszabadu-
lasat eredményezi. Az amelogenezis érési szakasza-
ban ezért a hidroxiapatit képz6dése soran nagy meny-
nyiségi proton szabadul fel, ami rendkivili mértékben
savasitja a kozeget. Ezért, megfelel6 pH-szabalyozas
hianyaban, a helyi savas kérilmények egyértelm(ien
megakadalyoznak a kalcium és foszfat tovabbi precipi-
taciojat, amelynek kdvetkeztében a mineralizacids fo-
lyamat ledlina. igy a kristalynévekedés fenntartasa
érdekében ezeket a protonokat folyamatosan semle-
gesiteni kell, bikarbonat zomanctérbe térténd kivalasz-
tasaval [27, 31, 36, 56, 66]. (1. B kép)

A 1égz6- és az emésztérendszer minden szakaszan
talalhatok pH-szabalyozast és/vagy bikarbonat-szek-
réciot ellaté epithelialis eredet(i sejtek. Ezek jol meg-
hatarozott, altalaban az Sic4, Slc12, Slc26, és ABC
transzporter fehérjecsaladokbdl kikeriild ioncsatorna-
kat és transzporter membranfehérjéket mikddtetnek
a H* és HCO,™ ionok iranyitott ,mozgatasara”. Az utdb-
bi évtizedben tébb ilyen, a pH- szabalyozasban poten-
cialisan szerepet jatszo transzporter fehérjét mutattak
ki ameloblast sejtekben is [30, 65].

A pH-szabalyozas zomancfejlédésben jatszott szere-
pének fontossagat mutatja, hogy szamos esetben mu-
tatték ki bizonyos zomancfejl6dési zavarok hatterében
egy-egy pH-szabalyozasban érintett transzportfehérje
mutaciojat [16, 68]. Emellett szamos ilyen transzportfe-
hérje jelent6sége nyert igazolast génkilitéses egér-mo-
dellek immunhisztoldgiai vizsgalatai soran. igy a CFTR
klorid-csatorna [1, 3, 61, 69, 70], az anion-cserél§-2
(AE2) [36], az elektrogén Na*-HCO,~ kotranszporter-1
(NBCe1) [32], a Na*/H* cserél6-1 (NHE1), a szénsav-
anhidraz 2 és 6 (CA2, CAB), a pendrin (SLC26A4),
DRA (SLC26A3) és a Pat1 (SLC26A6) transzporter fe-
hérjék [26, 71] jelenlétét mind kimutattak az ameloblast
sejtek szekrécios és/vagy érési stadiumaiban. (1. kép)
Ezen transzportfehérjék miikddési zavarai bizonyitot-
tan karositjak a sima és fodros felszini ameloblast egy-
masba alakulasat, és befolyasoljak a normalis zomanc-
érést [11, 27, 33, 34]. Ez a megfigyelés arra utal, hogy
a mineralizacios térben a pH-nak kiemelkedd szerepe
van az ameloblast mikoddés iranyitdsaban, amelynek
soran a sima felszin(l sejtek fodros felszin( sejtekké
alakulnak az érési szakaszban. Az ameloblast funkcidk
sér(lt, hibas szabalyozasa késleltetheti a mineralizacids



folyamat végbemenetelét, és a fog el6torése utan séri-
Iékeny, hipomineralizalt zomancot eredményezhet.

A zomancképz&dés soran a sav/bazis szabalyozas-
ra vonatkozo adatok még ellentmondasosak [6, 11, 29].
Nyilvanvalé azonban, hogy az ameloblastoknak meg-
felelé molekularis apparatussal kell rendelkezniiik a bi-
karbonat-ionok szekrécidjahoz a zomanctérbe, hogy
semlegesiteni tudjak a hidroxiapatit-képz&dés soran
felszabadult protonokat [65].

A pH-szabalyozasban
potencialisan fontos szerepet bet6it6
iontranszport mechanizmusok

Az AE2 és CFTR mellett az ameloblastok az extracel-
lularis és intracellularis pH valtozasait az elektrogén
Na*-HCO," kotranszporter-1 (NBCe1), a Na*/H* cse-
rél6-1 (NHE1), a szénsav-anhidraz 2 és 6 (CA2, CA8),
a pendrin (SLC26A4), DRA (SLC26A3) és Pat1 (SLC26A6)
transzporter fehérjék altal is szabalyozzak [11, 26, 27,
31, 33, 34]. (1. kép)

A natrium-bikarbonat kotranszporter (SLC4A4/NBCe1)
a natrium- és bikarbonat-ionok egyidejl, egyiranyu, elek-
trogén, azaz toltésvaltozassal is jard transzportjat valo-
sitia meg, igy szamos szerv epithel sejtjeiben (pl. has-
nyalmirigy duktusz vagy nyalmirigy acinus és duktusz
sejtekben) ellatja a bikarbonat keringési oldalrdl torté-
né felvételét. Az NBCe1 transzporter fehérjének fon-
tos szerepe van a zomancérés soran is. Defektusa
a zomancfejlédés épségét sulyosan érinti mind egérben,
mind emberben [21, 24, 32]. Paine és mtsai szekréci-
0s ameloblastok basolateralis membranjaban mutat-
tak ki egerekben [46]. Lacruz és mtsai megfigyelték az
NBCe1 transzporter expresszidjanak névekedését ére-
si ameloblast sejtekben is [32]. (1. B kép)

Az anion-cserél6k elengedhetetlen szerepére is van-
nak bizonyitékaink. Kéztiik a legtdbb adat a klorid-bikar-
bonat cserél6 SLC4A2/AE2 transzporterrdl all rendelke-
zésre. Ezek a klorid- és bikarbonat-ionok ellentétes iranyu
transzportjat végzik, és a legtébb epithelsejt véroldali,
azaz bazolateralis membranjaban kifejez6dnek. Az AE2
transzporter defektusa sulyos zomancszerkezeti és fog-
fejlédési rendellenességeket okoz, ahogy azt kiilénb6zé
génkiltéses egérmodellekben megfigyelték [10, 36]. Leg-
nagyobb mértékben az érési ameloblastok bazolateralis
membranjaban jelenik meg [10, 27]. (1. B kép)

Az utébbi években egy masik anion-cseréld fehérje-
csalad tagjainak zomancérésben jatszott lehetséges
szerepérdl is felbukkantak adatok. Az SLC26A csa-
ladba tartozo pendrin/SLC26A4, PAT1/SLC26A6 és
SUT2/SLC26A7 transzporterek szintén a klorid- és bi-
karbonat-ionok cseréjét teszik lehetévé. (1. B kép) Eze-
ket is elsGsorban érési fazisu ameloblastokban mutat-
tak ki [71], de jelent6ségik még nem vilagos, ugyanis
az egyes transzporterek génkititéses modelljei nem
okoztak jelentds fenotipus-valtozast a zomancban [5,
26, 71]. Ennek oka az lehet, hogy ezek az anion-cse-
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rélék kiegészitik egymast, képesek a masik funkcioki-
esését kompenzalni [26]. Az SLC26A1 és SLC26A7
hianyaban az SLC26A9 és mas transzporterek, ioncsa-
tornak (CFTR, CA2, NBCe1) kifejez6dése megnd [71].
Az SLC26A6 és SLC26A7 anion-cserél6k hianya alla-
tokban a sav-bazis egyensuly sulyos szabalyozasi za-
varat okozza [71]. Hasonl6 apikalis eloszlast mutatnak,
mint a CFTR, azaz a CI~ és HCO," transzportra egy-
arant képes anion-csatorna. Ameloblastokban is valo-
szinlleg a sejtek apikalis polusan vesznek részt a bikar-
bonat leadasaban, szekréciojaban, a CFTR csatornaval
egylttmiikodve [5, 71].

A CFTR (cisztas fibrozis transzmembran konduktan-
cia reguldtor) egy ABC-transzporterek (ATP-k6t6 ka-
zetta transzporterek) csaladjaba tartozo, ciklikus-AMP
(cAMP) altal regulalt klorid-csatorna. Az emberi szerve-
zetben széleskdrlien expresszalédik szekrécios epithel
sejtek (pl. kildnbdz6 mirigyham sejtek) apikalis memb-
ranjaban. Mutacidi a folyadék-transzport zavarahoz ve-
zetnek, komoly betegséget okozva a tiidében, a has-
nyalmirigyben és més szervekben (cisztas fibrozis).
A CFTR-csatorna immunhisztokémiai modszerrel ki-
mutathato érési fazisu ameloblastok apikalis membran-
jaban [3], és a késdi érési fazisban jelentésen emelke-
dett az expresszidja a szekrécios fazishoz képest [34].
(1. B kép)

CFTR génkiltott (CF) egerekben a késéi szekrécios,
illetve a korai érési fazisu ameloblastok morfoldgiaja
megvaltozik [69, 70]. A zomanc normalis vastagsagu,
de porézusabb és kevésbé mineralizalt, tovabba a fog-
zomanc Cl-tartalma alacsonyabb [1, 69]. A CFTR az
ameloblastokban az apikalis, azaz a mineralizacios ol-
dalon fejez6dik ki, a névekvé zomanckristalyok kézvet-
len kdzelében. Valdszin(ileg a klorid-ionok leadasa a fel-
adata [3], minden bizonnyal kézvetlenil vagy kézvetve
bikarbonat-transzporttal kapcsoltan [23].

Funkcionalis in vitro vizsgalatok
a transzporterek szerepének igazolasara

Az elmult években munkacsoportunk létrehozott az epi-
thelialis transzportfolyamatok molekularis szintd vizs-
galatat lehet6vé tévé kétdimenzids in vitro modellt.
Ennek kézponti eleme a permeabilis membranra (lte-
tett, differencialtatott HAT-7 sejtek, amely egy patkany-
metsz6fogbol izolalt preameloblast eredeti sejtvonal.
A Transwell membran a tapfolyadék ion és fehérje al-
kotoit atengedi, de a sejteket nem. A membranon né-
vesztett HAT-7 sejtekbdl szoros kapcsolatokkal zart
sejtréteget tudtunk Iétrehozni. A sejtréteg két oldalan
igy két elktlonilt (apikalis és bazolateralis) térfél alakul
ki, amely térfelek kdz6tt az ionok szamara csak a sejt-
rétegen keresztil lehetséges ,atjaras”, és ionmozgas
csak a fehérjék altal szabalyozottan tud megvalésulni.
A sejteket egy pH-érzékeny fluorescens festékkel fel-
toltve (BCECF), majd a kllénb6zd térfeleken kilénb6zé
Osszetételli oldatokat aramoltatva egy specialis mikro-
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szoppal, mikrofluorimetridas médszerrel valds id6ben ko-
vethet6ek az intracellularis pH-valtozasok, azaz a H* és
HCO," ionok transzportja. 2016-ban publikalt tanulma-
nyunk f6 megallapitasa az volt, hogy a Transwell mem-
branokon egy rétegben novesztett HAT-7 sejtek képe-
sek az apikalis-bazolateralis HCO,~ szekréciora [2].
A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy ebben a folyamat-
ban milyen fehérjék jatszanak szerepet. A bikarbonat
szekréciojahoz sziikség van el6zetesen a HCO,™ sejten
bellili felhalmozasara kiilénbdz6 transzportmechaniz-
musok utjan. Az ebben feltehetden kulcsszerepet jat-
sz6 bazolateralis oldali sav/bazis transzporterek azo-
nositasa céljabdl el6szér megvizsgaltuk a sejtekben az
intracellularis pH (pH,) helyreallasi képességét savas
terhelés utan, HCO,™-t és CO,-t nem tartalmaz¢ kor-
nyezetben.

A sejtek az intracellularis pH-t szigoru keretek kdzott
szabalyozzak, allandé értéken tartjak, ezért a pH-sza-
balyozasért felel6s transzporterek vizsgalatahoz a pH-
egyenslulyt drasztikusan megzavaro kils6é beavatkozaso-
kat kell végeznunk. A leggyakoribb mddszerek a jelentSs
intracellularis savasodast/alkalizaciét (,savas terhelést”)
okozo reagensek alkalmazasa (pl. az ammonium-pul-
zus technika), és valamely, a transzportfolyamatok szem-
pontjabdl fontos, meghatarozo ion (pl. Na*, CI~, HCO,")
extracellularis megvondasa. Ez az érintett transzporterek
mikddését megakadalyozza, és az iontranszport iranyat
megvaltoztatja.

Eredményeink szerint a savas terhelésre bekdvetkez6
kompenzacios pH-emelkedés a basolateralis Na*-tdl fugg.
Igy ezt nagy mértékben blokkoltak a bazolateralisan
adott Na*/H* cserél6ket specifikusan gatlé szerek [51].
Ez 6sszhangban all azzal a megfigyeléssel, hogy a gyo-
mor-bél traktus kiilénféle hamsejtjeinek szinte egyete-
mes tulajdonsaga egy bazolateralisan megjelené Na*/H*
cserél6, az NHE1. (1. A és B kép)

A HAT-7 sejtes vizsgalatainkban a bazolateralis
Na*-HCO, -kotranszporter jelenlétét HCO,/CO, jelen-
Iétében végzett savas terheléses kisérletekben mutattuk
ki [51]. A Na*/H* csereél6 és a Na*/HCO,~ kotranszpor-
ter gatldszereinek, egyidejl alkalmazasa szignifikan-
san nagyobb gatlast eredményezett, mint a Na*/H* cse-
rélé gatlészere 6nmagaban alkalmazva. Ez arra utal,
hogy egy bazolateralis natrium-bikarbonat-kotransz-
porter is hozzajarul az intracellularis HCO,~ utanpotlas-
hoz [51]. (1. B kép)

Amikor az NHE aktivitast HCO,-mentes kézegben
mertlk, a pH-visszatérés sebessége az acidozisbol és
annak NHE-inhibitorral val6 gatlasa Iényegesen alacso-
nyabb volt, mint a HCO,-tartalmu kbzegben mért visz-
szatérés és gatlasa, Ujra jelezve egy NHE-fliggetlen me-
chanizmus létezését [51].

A natrium-kalium-klorid kotranszporter (NKCC) aktivi-
tas is kimutathatoé mikrofluorometriaval, NH,Cl tartalmu
oldat alkalmazasaval. A natrium-kalium-klorid kotransz-
porter a K* helyett NH,*-ionokat is képes bejuttatni
a sejtbe [48]. A gyengén savas NH,* ionok mozgasa pH-
valtozast okoz, mivel a sejtbe jutva proton donorként

viselkedik, s ez pH-cstkkenést okoz a sejtben. Kisér-
leteink soran a polarizalt HAT-7 sejtek NH,Cl expozici-
Oja alatt egy szignifikans bazolateralis, az NKCC gatlo-
szerére érzekeny pH, csokkenést figyeltink meg [51].
(1. B kép)

Cl~ ion szubsztitucios kisérleteink szerint a HAT-7
sejtek bazolateralis membranjaban funkcionalis Cl-/
HCO, -cserél6 aktivitas detektalhato [51]. Ez az ion-
cseréld valdszinlileg az AE2 transzporter, amelynek
expressziojat polarizalt HAT-7 sejtjeinkben immunoci-
tokémiaval is kimutattuk [2]. Ez a transzporter a leg-
tébb epithelialis sejt bazolateralis membranjaban is je-
len van [54]. (1. A kép)

Az ameloblastok pH-szabalyozasaban
szerepet jatszé 6 iontranszport-folyamatok
feltételezett rendszere

A CO,/HCO, egyensuly fenntartasaért felelGs transz-
portfehérjéknek kézponti szerepe van az ameloblast sej-
tek egy nagyon fontos funkcidjaban: nevezetesen abban,
hogy az extracellularis pH-t a mineralizacios térben
megfeleléen szabalyozzak [9, 31, 33, 34]. Fiziologias ko-
rilmenyek kozott, HCO,™ és CO, jelenlétében, az NHE1
transzporter hozzajarul a bikarbonat felhalmozédasa-
hoz a sejtekben, mivel elmozditja a szénsav-anhidra-
zok altal katalizalt reakciot a HCO,™-ionok képzédese
felé azaltal, hogy a H*-ionokat eltavolitja a sejtbél [51].
A H* leadas mechanizmusa mellett a Na*-HCO,™-ko-
transzporterek (NBC-k) szintén hozzajarulnak a HCO,~
sejten bellli felnalmozddasahoz a HCO,~ kbzvetlen fel-
vételével. (1. kép) Ezt tamasztjak ala a HAT-7 sejtekben
végzett RT-PCR-vizsgalataink eredményei az NBCe1
expresszidjara vonatkozoéan [2] és a szakirodalomban
megjelent, az érési fazisu ameloblast sejtekre vonat-
kozé immunhisztokémiai adatok is [26]. Az NBCe1 ba-
zolateralis lokalizacidja ezekben az ameloblast sejtekben
hasonl6 a patkany [73] és tengerimalac hasnyalmirigy-
duktusz sejtekben [22], valamint patkany [18] és tenge-
rimalac nyalmirigyek szekrécios hamsejtjeiben leirtak-
hoz [35]. (1. B kép)

Szekrécios hamokban a HCO,~ transzport folyama-
tok végrehajtasahoz altalaban a klorid-ionok megfelel§
transzportjara is szikség van [12]. Ezek a zomanckeép-
z8dés soran is hasonldan fontos szerepet jatszanak;
minden jel szerint nélkulézhetetlenek a pH-szabalyoza-
saban is [4]. Allatkisérletekben erés, pozitiv korrelaciot
figyeltek meg a zomanc alapallomanyanak kalcium- és
a klorid-tartalom valtozasai k6z6tt, a zomancérés és az
érési ameloblastok két formajanak ciklikus egymasba
alakulasa soran. A normal értéknél alacsonyabb CI- tar-
talom hipomineralizacidohoz vezetett [8]. Az a megfigye-
Iés is sokatmondd, hogy a CFTR-hianyos és az AE2-
hianyos egerek fogainak zomancszerkezetében jelentds
hipomineralizacios elvaltozasok figyelheték meg [8, 61].

Lényeges korilmény, hogy a Cl- ionoknak el8szér in-
tracellularisan kell felhalmozodniuk a sejtekben, annak



érdekében, hogy az apikalis membranon keresztiil szek-
retalédhassanak. A CI- ionok felvételét biztositani képes
transzportfehérjék a natrium-kalium-klorid kotranszpor-
terek (NKCC-k). Az NKCC-k olyan egyiranyu transz-
porterek, amelyek a Na*, K* és CI- ionokat egyidejlileg
a sejtbe juttatjak szekunder aktiv transzport Utjan. (1. B kép)
Ezért az NKCC1 transzporter feltehet6en fontos szere-
pet jatszik az ameloblast sejtek bazolateralis oldali CI~
felvételében, hasonldéan szamos mas szekrécios epithe-
liumban leirtakhoz is [12, 62], [13], ahol a Cl~-szekrécio
nagyban fligg a bazolateralis NKCC1 aktivitastol [38, 47].
Mi szolgaltattuk az elsé funkcionalis bizonyitékot arra,
hogy az NKCC1 szerepet jatszhat az ameloblastok CI~
akkumulacidjaban. Ez azzal az Uj immunhisztokémiai
megfigyeléssel is 6sszecseng, mely szerint az amelo-
blastok m(ikddését kbzvetleniil tamogatd papillaris sej-
tekben is kifejez6dik az NKCC1 az amelogenezis so-
ran [25].

A bikarbonat transzporterek masik f6 csoportja az
anion-cserélék (AE). Az Sic4 fehérjecsalad Na*-fugget-
len anion-cseréld tagjai a Cl~- és HCO,™ ionok cseréjét
valdsitjak meg a sejt belseje és extracellularis tér ko-
z6tt. (1. A kép) A nyalmirigy acinus sejtekben példaul
a bazolateralis CI"/HCO," kicsereél6 az iontranszport-
mechanizmusok egy Iényeges eleme, amely egy fon-
tos utvonalat biztosit a CI~ ionok gradienssel szemben
torténd intracellularis felhalmozédasahoz [13, 38]. Az
AE transzporterek bazolateralis elhelyezkedése az ame-
loblast eredetl HAT-7 sejtekben 6sszhangban all a ko-
rabbi irodalmi adatokkal is, amelyek immunhisztokémiai
vizsgalatokkal kimutattak az AE2 bazolateralis jelenlétét
érési ameloblast sejtiekben [36, 37].

Fentiekre alapozva és sajat funkcionalis eredménye-
inkre is tamaszkodva feltételezziik, hogy az érési ame-
loblastok ciklizalasa soran a kdvetkez6 folyamatok zaj-
lanak le:

A fodros felszin(i ameloblast sejtek szekretaljak a Ca®*
és foszfat ionokat a zomanctérbe. A sejt Ca?* felvétele
a bazolateralis oldalon térténik, a store operated calcium
felvételi Utvonalon (SOCE) keresztiil, majd a Ca®* az api-
kalis felszinen a kalium-fliggé natrium/kalcium cserél6é
(NCKX4) és natrium/kalcium cserélé (NCX, transzpor-
terek) segitségével Urdl ki. A foszfatszallitas valdszin(-
leg a Na+*-fliggd foszfattranszporteren keresztil torténik.
Ekdzben a mineralizacio fokozédasaval parhuzamosan,
a mineralizacios térben a pH lassu csokkenése figyelhe-
t6 meg, mivel a hidroxiapatit kristalyok képz6dése kdz-
ben nagy mennyiség(i proton szabadul fel (1 mdl kris-
talyképz6dés soran 8 mél proton felszabadulas térténik),
amelyhez feltételezhet6en egy aktiv folyamat is hozzaja-
rul, amelyben a V-H*-ATPaz (V tipusu, vagy vakuolaris
ATPaz) jatszik szerepet az apikalis oldalon [52]. (1. A kép)

A sima felszin( érési ameloblastok a bazolateralis ol-
dalra épitik at a szoros kapcsolatokat. (1. B kép) Az intra-
cellularis bikarbonat felhalmozddasat a bazolateralisan
zajlé Na*/HCO™ kotranszport és a Na*/H* cserélén ke-
resztll megvaldsuld, szénsav-anhidrazzal tAmogatott
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proton-kivalasztas idézi el6 [52]. (1. B kép) A Na* jelen-
[ététdl figgd natrium-proton cserél6k a protonok bazo-
lateralis oldali leadasaval a bikarbonat intracellularis
akkumulécidjat biztosithatjak. (1. B kép) A natrium-bi-
karbonat kotranszporter bazolateralis aktivitdsa a bikar-
bonat-ionok kdzvetlen transzportjahoz jarulhat hozza.
A bazolateralis anion-cserél§ aktivitas pedig fontos
eleme lehet az ameloblast sejtek pH-szabalyozasanak
mind a sejten belll, mind a mineralizacios térben.

Az intracellularis ClI~ felhalmozddast valészin(ileg
a natrium-kalium-klorid kotranszporter végzi, amelynek
f6 mozgatdja a Na*/K+* ATPaz generélta Na* gradiens.
(1. B kép) Apikalisan a klorid és kisebb mennyiségben
a bikarbonat a cAMP-aktivalta CFTR és a Ca®*-aktivalt
klorid csatornakon keresztiil hagyja el az ameloblast
sejteket. (1. B kép) A bikarbonat apikdlisan az ezt meg-
el6zéen szekretalt kloridionnal cserél6dik ki az SLC26A
anioncserél6 segitségével [52]. (1. B kép)

A ciklikus atalakulas a fodros felszin(ib6l a sima fel-
szin( sejtalakba és a pH-szabalyozas képessége a mi-
neralizacios térben egylttesen lehetévé teszik a folya-
matos hidroxiapatit kristalynévekedést, amig az eléri
a legvégsd, 95% feletti mineralizaltsagu szintet [52]. (2. kép)

Natrium-fluorid hatasa
a bikarbonat-szekréciora

A fenti iontranszport-vizsgalatokhoz kapcsoldédnak a flu-
orid zomancképzédést befolyasolé mechanizmusaval
kapcsolatos megfigyeléseink. Jol ismert jelenség, hogy
a nagy dozisu fluorid-expozicio a fogfejlédés soran ga-
tolja a zomancképz6dést, és hipomineralizalt zoméanc
kialakulasahoz vezet [7, 14, 59]. A pontos mechaniz-
mus nagyrészt még ismeretlen, valdszindleg a dézistol
és az ameloblastok érési stadiumatol fliggéen egyszer-
re tdbb tényez6 is hozzajarulhat a jelenség kialakulasa-
hoz. igy a fluorid befolyasolhatja az ameloblast sejtek
ionszekréciojat, de az ameloblastok kilénb6z6 fejlédési
és funkcionalis allapotait is, amelyek nincsenek kézvet-
len 6sszefliggésben az ionszekrécioval. Emellett a flu-
orid kdézvetlenll is hatassal lehet a mineralizacio egyes
fizikai torténéseire.

Sajat kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a fluorid-
expozicio befolyasolja-e a HAT-7 sejtek transzcellularis
HCO,~ szekréciojat. Korabbi kbzleménylnkben [2] ki-
mutattuk, hogy a HAT-7 sejtek képesek HCO,™ ionokat
felvenni a bazolateralis membranon keresztil, majd ez-
utan apikalisan szekretalni. Vizsgalati adataink egyértel-
mien azt mutatjak, hogy a fluorid akut expozicidja egy
széles koncentracio-tartomanyban nem okoz valtozast
a HAT-7 sejtek HCO,™ felvétel blokkolasaval kivaltott
acidifikacidjanak sebességében, ugyanakkor NaF ada-
sa lassitja a sejtek polarizaciéjahoz szikséges szo-
ros kapcsolatok kialakulasat, mindezt olyan dézisok-
ban, amelyek nem citotoxikusak az ameloblast eredet(
HAT-7 sejtekre [51, 65].
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Kovetkeztetés

A pH-szabalyozas fontos az ameloblastok zomanckeép-
z6 miikddése soran, ez 6sszhangban all sajat vizsga-
lati eredményeinkkel is. Az amelogenezis érési szaka-
szaban a hidroxiapatit képz6dése nagy mennyiség(
proton felszabadulasaval jar egylitt, ezért a megfelelé
pH-szabalyozas hianyaban az igy savassa valé kérnye-
zet megakadalyozza a kalcium és foszfat ionok tovabbi
lerakédasat, ezzel a mineralizacios folyamat leallasat
okozza. Kdvetkezésképp a kristalynévekedés fenntar-
tasa érdekében ezeket a protonokat semlegesiteni kell
bazikus ionok, elsGsorban bikarbonat mineralizacios
térbe torténd kivalasztasaval. Ennek megfeleléen az
ameloblastok befolydsolni tudjak az extracellularis és
intracellularis pH-valtozasait a Na*-HCO,~ kotranszpor-
ter-1 (NBCe1), a Na*/H* cserél6-1 (NHE1), az anion cse-
rél6-2 (AE2), a CFTR, a szénsav-anhidraz 2 és 6 (CA2,
CAB), a pendrin (SLC26A4), DRA (SLC26A3) és Pat1
(SLC26A6) transzporter fehérjék expresszidjan és mi-
kddésén keresztll.
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RAcz R, Stewarp CM, DenBEsTEN P, Varca G, KEremi B

Significance of pH cyclization in amelogenesis

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. Ameloblast cells derived from the oral epithelium
regulate 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 neu-
tralized by the secretion of HCO3-. During the maturation phase, the phenomenon of pH cycling is of paramount impor-
tance, during which a rearrangement of tight-junctions can also be observed. Genetic or environmental impairment of
transport and regulatory processes (e.g. dental fluorosis) leads to the development of enamel defects. To explore these
processes, we have developed an in vitro model suitable for functional studies. Central elements of this model are that
differentiated ameloblast-derived cells cultured on a permeable membrane express ameloblast-specific protein markers,
form tight junctions, become functionally polarized, and are capable of vectorial HCO3~ secretion. The results of our own
experimental work contribute to a better understanding of the molecular mechanism of pH cycling of ameloblast cells.
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