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Forord

Med denne masteroppgaven gnsker vi a finne ut om det er en eller flere molekyleare
fellesnevnere bak hyposalivasjon ved stralebehandling i hode- og halsomradet, diabetes og
Sjagrens syndrom. Dette vil gi et bedre innblikk i mekanismer bak hyposalivasjon, og vil
videre gi nye behandlingsalternativer pa tvers av tilstander. Ogsa i et gkonomisk perspektiv er

dette gunstig, og pasientenes livskvalitet ville trolig blitt forbedret.

Vi vil takke var veileder Trude M. Haug ved Institutt for Oral Biologi, Det odontologiske
fakultet, for god veiledning. Dine innspill har veert verdifulle for oss gjennom prosessen med

a skrive denne oppgaven.
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Sammendrag

Introduksjon: Saliva er av betydning for mange daglige funksjoner, og viktig for livskvalitet.
Flere tilstander farer til at mengden saliva er patologisk redusert, dette kaller vi
hyposalivasjon. Denne litteraturstudien utforsker om det kan veere en molekyler fellesnevner
bak hyposalivasjon ved stralebehandling i hode- og halsomradet, diabetes og Sjggrens

syndrom.

Materialer og metode: Gjennom litteratursgk i PubMed er det funnet relevante studier.
Studiene som diskuteres i denne oppgaven retter fokus mot ulike molekylare mekanismer ved

de forskjellige tilstandene, og det er spesielt Ca®*-signaleringsmekanismen som utforskes.

Resultater: Det kan se ut til at oksidativt stress og reaktive oksygenderivater (ROS) pavirker
cellene ved alle tre tilstandene. Det samme gjelder redusert uttrykk av aquaporin-5 (AQP5) og
redusert uttrykk og sensitivitet for muskarinerg acetylkolin-reseptor 3 (M3R). Det er
imidlertid ingen direkte evidens for at noe av dette er arsaken til hyposalivasjon. Man kan
ikke utelukke at ogsa andre mekanismer har betydning, blant annet observeres
dysfunksjonelle mitokondrier og redusert inositol-1,4,5-trisfosfat reseptor (IP3R) ved noen av

tilstandene.

Konklusjon: Det er ikke funnet en klar og entydig molekyler fellesnevner bak
hyposalivasjon ved de tre tilstandene, men man kan se noen tendenser. Mer forskning er
ngdvendig for & kunne avdekke hvilke faktorer som pavirker spyttproduksjonen og om

mekanismene er de samme ved alle tre tilstandene.



Liste over forkortelser

ACh: acetylkolin

ADPR: adenosin difosfat ribose

AQP: aquaporin

ATP: adenosin 5-trifosfat

Cch: karbakol

ER: endoplasmatisk retikulum

IP3: inositol-1,4,5-trisfosfat

M3R: muskarinerg acetylkolin-reseptor

Orail: kalsium frigjgrende-aktivert kalsiumkanal protein 1
PGE2: prostaglandin E>

pSS: primart Sjegrens syndrom

ROS: reaktive oksygenderivater

SOCE: store operated calcium entry

STIM: stromal interaksjonsmolekyl

STZ: streptozotocin

TRPC1: forbigdende reseptorpotensial kanonisk 1

TRPM2: forbigdende reseptorpotensial kationkanal



Introduksjon

I munnhulen har vi tre par store spyttkjertler; glandula sublingualis, glandula submandibularis
og glandula parotis. | tillegg til disse finnes mange sma spyttkijertler fordelt i hele munnhulen.
De skiller ut en vannaktig veeske, kalt saliva, som respons pa ulike signaler fra det autonome
nervesystemet. Nar spyttkjertlene mottar dette signalet, dannes det blant annet et intracellulaert
Ca?*-signal som regulerer salivasekresjonen (1). Det er viktig & huske pa at det ogsé er en

basalsekresjon av saliva.

Hyposalivasjon er patologisk redusert salivasekresjon. Det er mange arsaker til
hyposalivasjon, og et stort antall tilstander pavirker spyttkjertlene. For eksempel gir bade
stralebehandling, diabetes og Sjegrens syndrom redusert salivasekresjon (1). Etiologien er
usikker, og mange molekylare mekanismer er foreslatt. Man vet at cellene utsettes for
oksidativt stress ved alle de tre tilstandene, altsa en forstyrrelse mellom frie radikaler fra blant
annet celleanding og antioksidative systemer (2). Spgrsmalet er om oksidativt stress kan
pavirke Ca?*-signaleringsmekanismen i en celle, eller om det er andre faktorer som spiller inn.
Denne oppgaven vil ta for seg om det er en molekyler fellesnevner bak hyposalivasjon ved
stralebehandling i hode- og halsomradet, diabetes og Sjegrens syndrom, med hovedfokus pa

Ca?*-signaleringsmekanismen.

Saliva

Saliva bestar av 99% vann (3). Den resterende 1%, med proteiner og elektrolytter gir saliva
dens viktige funksjoner. Saliva gjer det lettere a svelge, starter fordgyelsen, og renser
munnhulen for matrester, bakterier etc. | tillegg inneholder saliva bufferkomponenter som
ngytraliserer syrer, mucin som beskytter slimhinnen og elektrolytter som gjenoppbygger
tannemalje. Ved normal salivasjon tenker man ikke over hvilken funksjon saliva har. Lav
sekresjon vil derimot kunne gi ugunstige konsekvenser, som blant annet karies og andre
infeksjoner. Normal stimulert salivasekresjon er 1,0-2,0 ml/min, og normal ustimulert
salivasekresjon er 0,2-0,5 ml/min. Salivasjon males ved salivatester, og kriterier for
hyposalivasjon er ustimulert saliva under 0,1 ml/min, og stimulert saliva under 0,7 ml/min (4).

Dette er objektive kriterier, i motsetning til xerostomi, som er en subjektiv fglelse av



munntgrrhet (3). | 2016 mottok 0,62% av personer i Norge over 21 ar refusjon for
hyposalivasjon (5). Det er trolig store mgrketall for hvor mange som plages av
hyposalivasjon, da det kreves mye dokumentasjon for a fa refusjon (4).

Ca?*-signaleringsmekanismen

| den forlengede marg har vi en spyttkjerne som heter nucleus salivatorius (6). Ved ulike
stimuli, som for eksempel smak og lukt av mat og tygging, gar det et afferent signal til
spyttkjernen. Fra kjernen gar et efferent signal ut til spyttkjertlene for & gke salivasekresjonen.
Her finner vi acini og utfgrselsganger. | acini dannes primarsekresjon, og i utfgrselsgangene

skjer en sekundaer modifikasjon av saliva.

Via de parasympatiske nerveendene frigjares nevrotransmitteren acetylkolin (ACh) (7).
Denne binder til og aktiverer M3R. Dette er en G protein-koblet reseptor i plasmamembranen
til de acinaere cellene. Videre aktiveres enzymet fosfolipase C (PLC) som har i oppgave a
spalte fosfatidylinositol 4,5 bisfosfat (PIP2) til inositol-1, 4,5-trisfosfat (IP3) og 1,2-
diacylglycerol (DAG). IP3 binder til den Ca?*-frigjgrende IP3-reseptor i membranen til
endoplasmatisk retikulum (ER), slik at denne kanalen &pnes (1;8). Ca?* forlater ER, og dette
gir gkt konsentrasjon i cytosol. Redusert Ca?* i ER vil aktivere et Ca?*-sensorprotein i
membranen som heter stromal interaksjonsmolekyl 1 (STIML1). Dette vil videre sette i gang en
mekanisme som heter store operated calcium entry (SOCE). SOCE bestar av
kalsiumkanalene Ca?* frigjerende-aktivert kalsiumkanal protein 1 (Orail) og forbigdende
reseptorpotensial kanonisk 1 (TRPC1). Disse befinner seg i plasmamembranen, og vil ved
stimulering via STIM1, fare til gkt innstramning av Ca?" til cytosol. Dette aktiverer andre
ionekanaler slik at man far gkt salivasekresjon. Deretter passerer Ca?* videre inn til ER for &
fylle opp kalsiumlagrene. 1 tillegg finnes et annet Ca?*-sensorprotein i ER, STIM2, som

forbedrer sensitiviteten ved uttemming av Ca?* fra ER. Dette er oppsummert i figur 1.
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Figur 1: Ca?*-signaleringsmekanismen i en acinzr celle i spyttkjertlene. Hentet fra Ambudkar
et al. (2018) med tillatelse fra Elsevier (1).

Ca?* har en sentral rolle ved at det er det primzre signalet for salivasekresjon (7). |
ustimulerte acinere celler er konsentrasjonen av Ca?* lavere enn hva som er ngdvendig for &
stimulere sekresjon av saliva (1). Nar cellene mottar signaler fra nervesystemet, far man en
forbigaende gkning i Ca?*-konsentrasjonen via IP3. For & f& et vedvarende hgyt niva, far man
tilfarsel av ekstracelluleert Ca** via SOCE. Oppgaven til Ca?* er & binde til Ca?*-sensitive
kanaler og transportarer i plasmamembranen i acinare celler, slik at de blir mer aktive (7). |
den basolaterale membranen blir natrium-kalium-klor-kotransportar (NKCC) og K-kanaler
stimulert av Ca?*, mens i den apikale membranen far aquaporin-5 (AQP5), K-kanaler og Cl-
kanaler gkt aktivitet (8). Som fglge av dette vil vann og ioner transporteres over epitelcellen,
fra basolateral til apikal side, og det dannes et primarsekret. Dermed er et vedvarende hgyt
niva av Ca®* i cytosol, via STIM og SOCE, essensielt for & opprettholde en forlenget

salivasekresjon.

Stralebehandling i hode- og halsomradet

Kreft refererer til mange ulike sykdommer, der unormal ondartet cellevekst er en fellesnevner.

Hode- og halskreft utgar fra munnhule, leppe, svelg, nese og bihuler, spyttkijertler eller



strupehode (9). Tall fra kreftregisteret viser at 797 personer ble diagnostisert med disse
kreftformene i Norge i 2019, noe som utgjar omtrent 2,5% av nye krefttilfeller per ar (10;11).
Stralebehandling er et behandlingsalternativ ved kreft. Stralingen vil i mange tilfeller treffe
omliggende vev, slik som spyttkjertlene. Dette kan pavirke de orale funksjonene, og kan gi

hyposalivasjon. Som tannleger kan man mgte disse pasientene bade fer og etter behandling.

En naturlig tanke er at salivasekresjonen reduseres som fglge av at cellene i spyttkjertlene der.
Dette ble ogsa foreslatt av Stephen et al. i 1989 (12). Forskerne paviste stralingsindusert
apoptose i spyttkjertlene til aper, men dette var fgrst og fremst en kvalitativ studie. 10 ar
senere ble det gjennomfart en mer kvantitativ studie fra parotiskjertler hos rotter (13).
Resultater fra forskningen viste at den stralingsinduserte reduksjonen i salivasekresjon
forekommer fgr apoptose. Man matte derfor rette forskningsfokuset mot noe annet.

En falge av stralebehandling er, som tidligere nevnt, gkt dannelse av ROS (14). Dette skjer
gjennom radiolyse av vann som reagerer med oksygen. Dette pavirker mitokondriell
membranpermeabilitet, noe som ogsa stimulerer ROS-produksjon. @kt mengde ROS aktiverer
enzymet poly (ADP-ribose) polymerase (PARP), noe som farer til produksjon av adenosin
difosfat ribose (ADPR) (1). ADPR binder til og aktiverer Ca**-permeabel forbigéende
reseptorpotensial kationkanal 2 (TRPM2). TRPM2 finnes i hele kroppen, inkludert
spyttkjertlene (15). Som falge av at ROS aktiverer TRPMZ2, er det foreslatt at denne kanalen

er en redokssensor.

Diabetes

Diabetes mellitus er en gruppe sykdommer hvor insulin er involvert. Det er flere ulike typer,
der type 1 og 2 er mest utbredt. Type 1 er en autoimmun sykdom som farer til at
bukspyttkjertelen ikke produserer insulin (16). Type 2 er mer sammensatt, og skyldes bade
redusert insulinsekresjon og at insulinet som er tilstede ikke fungerer. Genetikk og livsstil i

form av aktivitet og kosthold er viktige arsaksfaktorer til diabetes type 2 (17).
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| 2020 ble det anslatt at mellom 316 000 og 345 000 nordmenn har diabetes (18). 60 000 av
disse er antatt & ha udiagnostisert diabetes. Dette er et usikkert tall fordi det i stor grad er
basert pa skjgnn. Rundt 90% av diabetikere har diabetes type 2.

Det er mange ulike symptomer pa diabetes, og det varierer ut fra hvilken type man har.
Diabetes type 1 har ofte en raskere utvikling, og utarter seg med mer akutte symptomer (19).
Vanlige akutte symptomer er vektreduksjon, falelse av dehydrering, tretthet og hyppigere
urinering. Ved diabetes type 2 utvikler symptomene seg langsommere (19). De vanligste
symptomene er tretthet og slapphet. Det kan ofte ga mange ar far pasienten oppsgker lege, og
dette er trolig bakgrunnen for det hgye antallet udiagnostiserte diabetespasienter. Andre

symptomer er uklart syn, soppinfeksjon i underlivet og saktegroende sar.

Den radende hypotesen for hvorfor mange diabetikere har hyposalivasjon, er at hyperglykemi
ved uregulert diabetes farer til gkt osmotisk trykk i nyrene grunnet gkt glukoseinnhold i
urinen (20). Dette gir polyuri og redusert blodvolum. Som falge av dette er salivasekresjonen
nedsatt. Nyere forskning viser imidlertid at det kan vere andre molekylaere mekanismer som
forklarer nedsatt salivasekresjon (20-22).

Sjggrens syndrom

Sjegrens syndrom er en kronisk autoimmun sykdom som rammer de eksokrine kjertlene, blant
annet spyttkijertler og tarekjertler (23;24). Kroppen klarer ikke skille mellom hva som er egne
celler, og hva som er fremmede celler. Det finnes to typer av Sjggrens syndrom; primaert og
sekundzrt. Primzrt Sjggrens syndrom (pSS) kalles ogsa sicca syndrom, og affiserer de
eksokrine kjertlene. Sekundeert Sjggrens syndrom har i tillegg til dette ogsa en assosiasjon
med en annen bindevevssykdom, som systemisk lupus erythematosus, revmatoid artritt eller

systemisk sklerose.

Gagransson et al. viste at prevalensen av Sjggrens syndrom er ca. 0,05% (25;26). Dette er
imidlertid en studie i en sveert begrenset norsk befolkning. En internasjonal metaanalyse viste

at gjennomsnittlig prevalens av Sjegrens syndrom er ca. 0,06 % (27). Resultatet baserer seg
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pa totalt 18 studier som er valgt ut fra inklusjonskriterier. Dette gir en bedre innsikt i
forekomsten pa verdensbasis, men ogsa her er tallene farst og fremst hentet fra Europa og
Asia. Forekomsten av Sjggrens syndrom er derfor noe usikker, blant annet fordi det brukes
ulike klassifiseringssystemer for & fa diagnosen. Man vet at flertallet av de som rammes er

kvinner.

For & fa diagnosen primert Sjggrens syndrom ma man oppfylle visse kriterier. Disse varierer
ut fra hvilken klassifisering man tar utgangspunkt i. Klassifiseringskriteriene fra den
amerikansk-europeiske konsensusgruppen fra 2002 brukes mye. Her opereres det med at man
ma oppfylle fire av seks gitte kriterier (24;28;29). Kriterium 5 eller 6 ma veere oppfylt, noe
som vil si at det er behov for en medisinsk objektiv prave, enten i form av biopsi eller

blodprave. Kriteriene er som falger:
1. Tarre gyne
2. Tarr munn
3. Pavist nedsatt tareproduksjon, for eksempel ved Schirmers test.
4. Pavist nedsatt salivasekresjon
5. Leppebiopsi som viser karakteristiske forandringer

6. Antistoffer i blodet (SSA, SSB, RF eller ANA)

Ved sekundzrt Sjagrens syndrom brukes mange av de samme kriteriene. Man ma oppfylle
kriteriet 1 eller 2, og to av kriteriene 3-5 (24). 1 tillegg ma man som tidligere nevnt ha en

annen bindevevssykdom.

American College of Rheumatology (ACR) Board of Directors og European League Against
Rheumatism (EULAR) publiserte i 2017 nye kriterier for pSS (30). Her har man vektet fem
ulike kriterier, og laget et skaringssystem pa bakgrunn av dette (tabell 1).
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Tabell 1: Klassifikasjonskriterier fra 2017. Det kreves skar pd >4 for da oppfylle kriterier for
pSS.

Kriterium Skar
Positiv anti-SSA/Ro 3
Spyttkjertelbiopsi med fokal lymfatisk 3

sialadenitt. Det kreves ett eller flere foci per

4 mm?2.

Minst ett gye med unormal okular fargeskar | 1

> 5. Eventuelt van Bijsterveld skar > 4.

Schirmer’s test < 5 mm/5 min 1

Ustimulert salivasekresjon < 0,1ml/min 1

Symptombildet varierer fra pasient til pasient. Ofte tar det lang tid far diagnosen stilles, fordi
plagene opptrer i perioder (29). I tillegg kan det ta tid far symptomene blir sa karakteristiske
at man kobler dem opp mot Sjggrens syndrom. Det er trolig mange som ikke har noen
diagnose, og forekomsten er antakelig hayere enn det som forespeiles.

De mest klassiske symptomene er tgrrhet i munn, gyne, hud og underliv (24;31). Noen kan
imidlertid oppleve a fa gkt tareproduksjon i starten av sykdomsforlgpet, men dette avtar etter
hvert som sykdommen progredierer. Andre symptomer er leddsmerter og tretthet. Det er ikke
vanlig at leddene skades permanent.

Karakteristisk for Sjagrens syndrom er lymfocyttinfiltrat, og dette vil nesten alltid fare til
betennelse og deretter vevsgdeleggelse (1). Man kunne tenkt seg at det er vevsgdeleggelsen
av spyttkjertlene som star bak hyposalivasjon. Studier viser imidlertid at redusert
salivasekresjon kommer far apenbar betennelse og vevsgdeleggelse, slik at dette ikke kan
veere hele forklaringen (22;32;33). De molekylaere mekanismene som star bak hyposalivasjon

ved Sjagrens syndrom er ikke kjent, men det er flere foreslatte mekanismer.
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Oksidativt stress og ROS

Ved celleanding dannes normalt frie radikaler og ROS (2). Oksidativt stress oppstar nar det
ikke er balanse mellom produksjonen og elimineringen eller ngytraliseringen av disse. Dette
kan skje hvis ROS tilfagres utenfra, som for eksempel ved ioniserende straling. Frie radikaler
og ROS kan blant annet fgre til skade pa proteiner, membraner, RNA og DNA. Kroppen har
flere antioksidant-mekanismer for a regulere mengden av ROS i kroppen. Ved diabetes,
Sjegrens syndrom og pasienter utsatt for stralebehandling av hode- og halsomradet er det
likevel funnet at cellene utsettes for mer oksidativt stress enn hos mennesker uten disse
tilstandene (34-36).
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Materialer og metoder

| denne oppgaven har det veert gjennomfart sgk etter litteratur i databasen PubMed (database
of the U.S. National Library of Medicine) i perioden fra 10.3.2021 til 07.12.2022.

For a finne relevante studier ble det i farste omgang skt etter relevante oversiktsartikler. Her
ble tidsrommet pa forhand satt til «siste 10 ar», og det ble krysset av for «review» og
«systematic review». Eksklusjonskriterium var publikasjoner pa andre sprak enn norsk og
engelsk. Inklusjonskriterium var at journalen oversiktsartikkelen var publisert i, var

fagfellevurdert. Fglgende sgk ble utfart:

e Sgk under «advanced» med sgkeordene «hyposalivation» AND «calcium» AND

«radiation». Totalt 4 resultater.

e Sgk under «advanced» med sgkeordene «hyposalivation» AND «calcium» AND

«sjogren». Totalt 12 resultater.

e Sgk under «advanced» med sgkeordene «diabetes» AND «salivary gland»: Totalt 50

resultater.

Dette ga totalt 66 resultater. Vi var pa jakt etter artikler som omhandlet de molekylere
mekanismene bak hyposalivasjonen ved tilstandene. Basert pa tittel og sammendrag ble det
valgt ut 6 oversiktsartikler som ble lest fullstendig. Vi endte opp med 2 oversiktsartikler som
omhandlet temaene Ca?*-signalering, stralebehandling i hode- og halsregionen, Sjagrens

syndrom, diabetes og hyposalivasjon.

Fra disse 2 oversiktsartiklene ble det hentet ut 10 originalartikler som ble lest grundig for a se
om de var relevante for oppgaven. 4 originalartikler ble funnet relevante, og vi valgte a ta med

disse videre i oppgaven.

Det ble videre bestemt at vi for hver tilstand (stralebehandling i hode- og halsregionen,

Sjagrens syndrom og diabetes) skulle legge frem 3-4 originalartikler. For & finne flere
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relevante studier, ikke minst studier som var for nye til a veere omtalt i oversiktsartiklene, ble
det derfor gjennomfart nye sgk i PubMed. P4 samme mate som for sgket over, var
eksklusjonskriterium publikasjoner pa andre sprak enn norsk og engelsk, og journalen skulle

veere fagfellevurdert. Fglgende sgk ble utfart:

e Sgk under «advanced» med sgkeordene «soce» AND «salivary gland»: Totalt 23

publikasjoner.

e Sgk under «advanced» med sgkeordene «hyposalivation» AND «ROS» AND
«diabetes»: Totalt 4 publikasjoner.

e Sgk under «advanced» med sgkeordene «diabetes» AND «aquaporin» AND «salivary

gland»: Totalt 39 publikasjoner.

e Sgk under «advanced» med sgkeordene «sjogren» AND «aquaporin» AND «saliva:

Totalt 41 publikasjoner.

e Spk under «advanced» med sgkeordene «radiation» AND «caspase» AND «salivary

gland»: Totalt 32 publikasjoner.

e Sgk under «advanced» med sgkeordene «radiation» AND «aquaporin» AND

muscarine»: Totalt 14 publikasjoner.

Dette ga totalt 153 resultater. For & inkludere de nyeste artiklene innen temaene ble
tidsrommet satt til «siste 10 ar». Antall publikasjoner ble da redusert til 96 publikasjoner. For
hvert av resultatene ble studier som ikke svarte pa problemstillingen var ekskludert ut fra
tittelen og sammendrag. Etter dette var det 14 publikasjoner igjen. Disse ble lest i sin helhet,
og studier som likevel ikke var relevant for oppgaven ble ekskludert. Artiklene ble vurdert i

forhold til oppgavens problemstilling. Til slutt var det 6 publikasjoner igjen.

Til sammen er det dermed inkludert 10 studier i resultatdelen av oppgaven.
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Resultater

Stralebehandling i hode- og halsomradet

| et forsgk publisert av Liu et al. i 2017 testet man effekten av straling pA TRPM2-positive og
-negative mus, og en human cellelinje fra gl. submandibularis (37). Begge gruppene fikk en
reduksjon i salivasekresjon, men sekresjonen kom tilbake hos TRPM2-negative mus. Som
folge av aktivert TRPM2 fikk man gkt tilstramning av Ca?* intracellulzert. TRPM2-positive
mus viste starre gkning av intracelluleert Ca?* enn TRPM2-negative mus etter
stralebehandlingen, men dette var forbigaende, og nivaene gikk tilbake til kontroll innen fa
dager. Man ville videre finne ut hvilke mekanismer som gjorde at aktivering av TRPM2 farte
til nedsatt salivasekresjon ved stralingsterapi. Reduksjon av SOCE var den hypotesen som sto
sterkest. Forskerne valgte derfor a se videre pa dette. Man fant at SOCE ble redusert med
rundt 75% 10 dager etter bestraling i TRPM2-positive mus, og det var ingen forbedring etter
30 og 60 dager. Ved Western blotting ble det vist at det var STIM1 som var redusert. Verken
TRPC1 eller Orail, som er andre viktige komponenter i SOCE, var redusert. | TRPM2-
negative mus var ogsa SOCE redusert etter 10 dager, men her var det 75% gjenopprettelse av
spyttproduksjon etter 30 dager. Videre ble det vist at stralingsindusert aktivering av TRPM2
med péfglgende gkt tilstremning av Ca®* intracellulert, farte til gkning i mitokondrielt Ca*
og mitokondrielt ROS. 1 tillegg ble det funnet reduksjon i mitokondrielt membranpotensial,
men det er usikkert om dette var en direkte effekt av stralingsterapien. Reduksjonen i STIM1
ble funnet & korrelere med aktivering av proteinet kaspase-3. Dette s& man bade i humane
celler fra gl. submandibularis og TRPM2-positive mus. TRPM2-positive og -negative mus
hadde lik mengde kaspase-3 fer straling. Etter straling hadde TRPM2-positive mus 10 ganger
mer kaspase-3 etter 3 dager, og 5 ganger mer etter 30 dager. | TRMP2-negative mus var
nivaet av kaspase-3 3 ganger hgyere enn hos kontroll etter 3 dager, men etter 10 dager var
aktiviteten til kaspase-3 lik som far bestraling. Studien fant altsa at aktivert TRPM2 farte til
mer Ca?* i cytosol som ble tatt opp av mitokondriene. Dette ga redusert membranpotensial,
gkt produksjon av mitokondrielt ROS og aktivering av kaspase-3. Kaspase-3 ble funnet a

veere ansvarlig for reduksjon av STIM1, og dette kan forklare nedsatt salivasekresjon.
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| en forskningsartikkel publisert av Ren et al. 2022 presenteres en studie om stralingsindusert
hyposalivasjon, og hvordan det muligens kan forhindres med ROS-scavengeren HL-003 (38).
24 mus ble inkludert i studien, og disse ble fordelt i fire grupper; en kontrollgruppe, en gruppe
der spyttkjertlene ble utsatt for straling (15 Gy), og to grupper som ble utsatt for straling i
tillegg til ulike behandlinger. For a teste om en behandling har effekt, ma man se hvordan
forholdene er uten behandling. Man malte derfor salivasekresjonen hos mus utsatt for straling.
Dette ble gjort ved injeksjon av muskarinerg acetylkolin agonist pilokarpin som stimulerer
salivasekresjon. 3, 7 og 10 dager etter straling var salivasekresjonen signifikant redusert hos
mus eksponert for straling. Ved Western blotting ble det funnet gkt niva av kaspase-3, og
immunhistokjemisk farging viste at nivaet av AQP5 var signifikant redusert i gruppen utsatt
for straling sammenliknet med kontrollgruppen. Aquaporiner er viktig for regulering av
cellevolum, og AQPS5 er som nevnt en vannkanal som er vist & ha stor betydning for
salivasekresjon (39-41). Ved behandling med ROS-scavenger HL-003 sa man at oksidativt
stress ble redusert, og nivaet av AQP5 var likt som i kontrollgruppen (38).
Beskyttelseseffekten HL-003 hadde pa oksidativt stress ved straling ble utforsket videre ved &
se pa ulike markarer. Ved immunhistokjemi malte man nivaene av en biomarkar for
oksidativt stress; 8-OHdg, og et antioksidantenzym; SOD2. Sammenliknet med
kontrollgruppen sa man at det var hgyt niva av 8-OHdG-fargingen i gruppen utsatt for
straling. Gruppen som var utsatt for straling, men behandlet med HL-003, hadde derimot
lavere nivaer av 8-OHdG-fargingen. Antallet SOD2-positive celler var hgyere i
stralingsgruppen behandlet med HL-003, enn i stralingsgruppen som ikke fikk denne
behandlingen. Resultatene i denne studien tyder pa at straling gker oksidativt stress og
reduserer salivasekresjonen, og at HL-003 kan motvirke dette.

En artikkel av Wu et al. fra 2021 presenterer funn angaende stralingsindusert hyposalivasjon,
med fokus pa mulig beskyttende effekt av iskemisk prekondisjonering (42). Dette er en
metode der man utsetter kroppen for forbigaende perioder med iskemi, og dette skal beskytte
celler eller organer for senere iskemi. Til sammen 30 rotter var inkludert i forsgket.
Salivaflow, som ble malt ved hjelp av et rer innsatt i gl. submandibularis, var signifikant
redusert hos rotter utsatt for straling sammenliknet med kontrollgruppen. Etter 1 uke var det
redusert med 28,2%, og etter 12 uker med 42,9%. Iskemisk prekondisjonering ble oppnadd
gjennom tre minutters okklusjon av arteria facialis, etterfulgt av tre minutter med reperfusjon.

Denne sekvensen ble gjentatt tre ganger far bestraling ble utfart. Salivaflow i denne gruppen
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var 19,3% og 16,7% hgyere ved henholdsvis 1 og 12 uker, enn i gruppen som kun var utsatt
for straling. Ved hjelp av immunfluoresens, Western blotting og PCR fant man at mRNA-
nivaet og proteinuttrykket av M3R og AQP5 var redusert i stralingsgruppen sammenliknet
med kontrollgruppen, bade etter 1 og 12 uker. | gruppen utsatt for iskemisk prekondisjonering
etterfulgt av bestraling var mRNA-nivaet og proteinuttrykket av M3R og AQPS5 signifikant
heyere ved 1 og 12 uker, sammenliknet med gruppen kun utsatt for straling. Dataene
presentert i studien til Wu et al. viser at redusert M3R og AQP5 kan vare en molekylar
mekanisme bak hyposalivasjon ved straling, og at iskemisk prekondisjonering ser ut til & ha

en beskyttende effekt av straling pa bade sekresjon, M3R og AQPS5.

Diabetes

Xiang et al. utfarte i 2019 et forsgk der de studerte hvordan diabetes pavirker spyttkjertlene
(21). Fordi tidligere studier har foreslatt at mitokondrier kan ha en viktig rolle ved diabetes,
valgte forskerne & undersgke dette videre. Forskerne brukte db/db mus for & simulere diabetes.
Disse har en mutasjon i diabetes (db) genet som koder for leptinreseptor. Som kontroll ble det
brukt db/m mus. Det ble observert at db/db mus hadde starre kroppsvekt og -stgrrelse enn
kontrollgruppen. Likevel hadde db/db mus signifikant mindre vekt og starrelse pa gl.
submandibularis og parotis sammenliknet med kontrollgruppen. Gl. sublingualis var lik hos
begge grupper. Dette indikerer at stgrrelsen pa gl. submandibularis og parotis pavirkes av
diabetes. I tillegg kunne man se cellulere forandringer. Hos db/db mus ble det i gl.
submandibularis registrert forstarrelse av acini og atrofierte utfgrselsganger. Dette indikerer at
diabetes farer til histologiske forandringer i spyttkjertelen. Tilsvarende funn ble ikke funnet i
de andre spyttkjertlene. For a studere effekten dette hadde pa salivasekresjonen, fikk mus satt
inn et lite kapilleerrgr i gl. submandibularis sin utfgrselsgang. Mus i begge gruppene fikk
injisert pilokarpin, og etter 10 minutter kunne man male stimulert saliva ut fra rgrene.
Stimulert saliva fra gl. submandibularis var signifikant redusert med 67% i db/db mus. Det ble
samtidig funnet gkt ROS hos db/db mus. I tillegg fant man redusert mitokondrie-
membranpotensial og adenosin 5-trifosfat (ATP), noe som gir mitokondriell dysfunksjon. Det
ble ogsa funnet gkt uttrykk av proteinene PTEN-indusert kinase 1 (PINK1) og Parkin, og
redusert ekstracelluleere signalregulerte kinaser 1/2 (ERK1/2). Dette er proteiner som har
innvirkning pa mitofagi. Mitofagi er en prosess der gdelagte mitokondrier fjernes fra cellene
pa en kontrollert mate slik at oksidativt stress reduseres. Studien konkluderte med at gkt
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oksidativt stress kan veere arsaken til mitokondriell dysfunksjon og gkt mitofagi. De
spekulerer videre i at redusert mitokondriekapasitet gir for lite ATP-produksjon til a drive
salivasekresjonen. Studien demonstrerte ulike morfologiske forandringer som skjer i gl.
submandibularis nar man er eksponert for et diabetisk miljg, og at disse kan veere en drivende

faktor for hyposalivasjon hos diabetespasienter.

En studie utfert av Cui et al. fra 2021 sa pa forholdet mellom nedsatt salivasekresjon ved
diabetes og uttrykk av ulike AQP i gl. submandibularis hos rotter (20). Rottene ble delt inn i
tre grupper; kontrollgruppe, diabetesgruppe og insulingruppe. Rottene i diabetes- og
insulingruppen inntok fettrik diett i 2 maneder for & hemme glukosetoleransen og indusere
insulinresistens. Deretter ble -cellene i pankreas gdelagt ved injeksjon av streptozotocin
(STZ). Pa denne maten laget man modeller med diabetes type 2, hvor kun insulingruppen ble
behandlet med insulin. Ved hematoksylin-eosin-farging fant man at acini var noe atrofiert, og
de acinere cellene var organisert i et irregulaert mgnster i diabetesgruppen. Ved
immunhistokjemisk farging sa man redusert niva av AQP1, AQP5 og AQP8 hos
diabetesgruppen, sammenliknet med kontroll- og insulingruppen. Det ble brukt bildeanalyse
pa datamaskin for & se pa verdier for gjennomsnittlig optisk tetthet (MOD-verdier) av AQP1,
AQP5 og AQPS. Jo hayere tall, desto starre uttrykk. Uttrykket av de tre typene aquaporiner
var signifikant redusert i diabetesgruppen sammenliknet med kontroll- og insulingruppen. Det
ble ikke presentert eksakte tall, men vi kan lese ut fra figur 5 i artikkelen at de omtrentlige
MOD-verdiene for AQP1, AQP5 og AQP8 er henholdsvis 0,31, 0,35 og 0,43 hos
kontrollgruppen, og 0,28, 0,30 og 0,37 hos insulingruppen. For diabetesgruppen leses
verdiene til 0,23, 0,25 og 0,31. Studien belyser dermed at AQP1, AQP5 og AQPS8 pavirkes
negativt av diabetes, og at dette kan forklare hyposalivasjon. Insulin kan ha en beskyttende

rolle ved & oppregulere nivaet av de nevnte aquaporiner.

Salivasekresjon og muskarinreseptorer ved diabetes har blitt undersgkt i en studie av
Watanabe et al. (2001) (22). Det ble benyttet rotter hvor man hadde en kontrollgruppe som
fikk injisert saltvann og en STZ-indusert diabetesgruppe. Det ble gjennomfart saliva-
sekresjonstester med og uten vanntilgang til rottene. Ved hver prgvetaking ble det benyttet tre
bomullspellet som ble plassert i munnen til rottene i 10 sekunder av gangen. Disse ble
overfart til en beholder sa raskt som mulig, og ble deretter veid. Forskjellen i vekt far og etter
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prevetaking viste hvor mye saliva som var sekrert. Med fri vanntilgang hadde kontroll- og
diabetesgruppene omtrent lik salivasekresjon uten stimuli (tabell 2). VVed pilokarpin-
stimulering sa man en signifikant gkning fra ustimulert til stimulert saliva hos begge
gruppene. Denne gkningen var signifikant 2-3 ganger stgrre hos kontrollgruppen enn hos
STZ-indusert diabetesgruppe. Uten vanntilgang hadde kontrollgruppen signifikant hayere
ustimulert saliva i forhold til STZ-indusert diabetesgruppen (tabell 3). Ved pilokarpin-
stimulering sa man gkt salivasekresjon hos kontrollgruppen etter 30 og 60 minutter. STZ-
indusert diabetesgruppe hadde en ikke-signifikant minimal gkning i stimulert saliva etter 30
og 60 minutter. Dette indikerer at redusert salivasekresjon kan forverres av polyuri som

diabetikere opplever.

Tabell 2: Salivasekresjonsmalinger hos kontroll- og diabetesgruppen med fri vanntilgang.
“ signifikant forskjell mellom ustimulert og stimulert saliva.

“signifikant forskjell mellom kontroll- og diabetesgruppen.

Ustimulert saliva Stimulert saliva
30 min 60 min
Kontrollgruppe 60 pl/min 112 pl/min” 93 ul/min”
Diabetesgruppe 54 pl/min 70 pl/min® 78 ul/min”

Tabell 3: Salivasekresjonsmalinger hos kontroll- og diabetesgruppen uten vanntilgang.
“ signifikant forskjell mellom ustimulert og stimulert saliva.

“signifikant forskjell mellom kontroll- og diabetesgruppen.

Ustimulert saliva Stimulert saliva
30 min 60 min
Kontrollgruppe 56 pl/min 132 pl/min” 94 ul/min”
Diabetesgruppe 37 ul/min® 39 ul/min® 48 ul/min®

Man ville ogsa undersgke om muskarinreseptoren var pavirket av diabetes (22). Dette ble
undersgkt ved bruk av radioligand-bindingsanalyser, hvor de brukte en radioaktiv antagonist
til muskarinreseptoren. Resultatet var: (i) redusert antall bindingssteder for muskarinreseptor-
antagonisten i parotis-kjertelen, (ii) redusert affinitet av muskarinreseptoren i membranen pa
submandibular-kjertelen, og (iii) redusert legemiddelmottagelighet for muskarinreseptor-
agonister, som pilokarpin, hos diabetesgruppen sammenliknet med kontrollgruppen. Studien
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konkluderte med at nedsatt spyttproduksjon hos STZ-induserte diabetesrotter ikke bare
skyldes polyuri, men ogsa redusert antall muskarinreseptorer i spyttkjertlene og at reseptoren
har nedsatt affinitet for agonistene sine.

Sjegrens syndrom

Teos et al. (2015) undersgkte en hypotese om at defekter i Ca?*-signaliseringen i acinaere
celler er forklaringen pa nedsatt salivasekresjon hos pasienter med pSS, der det enda ikke er
lymfocyttinfiltrasjon eller pavisbar skade histologisk (43). Det ble brukt biopsier fra de sma
spyttkjertlene hos 24 pasienter med pSS og 22 friske frivillige. Ingen av de friske frivillige
hadde subjektive orale symptomer. Forskerne fant hos pSS-pasienter signifikant redusert
salivasekresjon sammenliknet med kontrollgruppen, selv der det var mye gjenvarende intakt
spyttkjertelvev. For & vurdere frigjeringen av intracellulaert Ca?* i acinzre celler, ble det tilfart
karbakol (CCh) som binder og aktiverer ACh-reseptorer. Forandringene ble malt ved hjelp av
Fluo2 fluorescens fra 7 friske og 11 pSS pasienter. Forskerne fant hos pSS-pasientene
signifikant redusert frigjgring av intracellulaert Ca* ved alle konsentrasjoner av CCh
sammenliknet med kontrollgruppen. Det indikerer en redusert CCh-avhengig frigjering av
Ca?*, fremfor en nedsatt sensitivitet til CCh. De fant ogsa at IP3R2 og IP3R3 er redusert i
morfologisk intakte omrader i spyttkjertelbiopsier fra acinare celler hos pasienter med pSS.
IP3R er, som tidligere nevnt, en viktig faktor for frigjering av Ca?* fra ER. Ogsa uttrykket av
AQP5 og STIM 1 ble undersgkt, men her fant man kun reduksjon i omrader med
lymfocyttinfiltrasjon. lla-TG-mus er en modell som viser mange likheter med forlgpet av
Sjggrens syndrom, blant annet tap av salivasekresjon far lymfocyttinfiltrasjon. Teos et al.
undersgkte derfor disse musene. Det de fant bekrefter resultatet fra de humane cellene, nemlig
at den primare mekanismen som forarsaker tap av salivasekresjon er en reduksjon i Ca?*-

signalering som falge av tap av IP3R.

M3R er reseptoren for ACh, og dermed sentral for parasympatisk stimulering av
salivasekresjonen. | en studie av Passafaro et al. (2010) ble det funnet autoantistoffer mot
M3R hos pasienter med Sjagrens syndrom (44). 15 kvinner i alderen 33-55 ar, og som hadde
hatt diagnosen pSS i 7-15 ar, ble inkludert i studien. 18 kvinner i samme aldersgruppe, uten

systemiske sykdommer, ble brukt som kontroll. Det ble tatt biopsi og malt salivasekresjon far
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forsgket ble utfart. IgG fra pasientene ble isolert, og sa ble autoantistoffene mot M3R isolert
fra dette igjen. Autoantistoffer fra pasientene med pSS ble studert pa M3R i gl.
submandibularis hos rotter. Det ble funnet at disse fungerte som en delvis muskarinerg
agonist, og man fant gkt niva at prostaglandin E2 (PGE_), som videre korrelerte med
inhibisjon av Na*/K*-ATPase-aktivitet. Det ble funnet at ionebalansen var endret, og dette kan
pavirke salivasekresjonen negativt. Autoantistoffene ser altsa ut til & ha flere effekter pa
spyttkjertlene. Den gkte produksjonen av PGE2, som er pro-inflammatorisk, kan bade fare til
inflammasjon i kjertelen, og samtidig redusert salivasekresjon pa grunn av den inhiberende
effekten pa Na*/K*-ATPasen.

Aquaporiner er vannkanaler som er viktig for regulering av cellevolum. Enger et al. (2014)
har studert betydningen av AQP5 for salivasekresjon (25). For a undersgke om evnen til
volumregulering er redusert ved pSS, ble acinere celler fra pasienter med pSS utsatt for hypo-
osmotisk stress. | en normal situasjon vil man forvente at volumet farst gker, og man vil fa en
etterfglgende volumreduksjon som kompensasjon, hjulpet av AQP5. Den regulatoriske
volumreduksjonen som kommer etter svellingen, var signifikant redusert hos pSS-cellene
sammenliknet med kontrollceller. Dette tyder pa at de har feerre aquaporiner i membranen.
Dette stottes av et qPCR-forsgk utfart i studien, som viste redusert ekspresjon av AQP5 i pSS-
cellene i forhold til kontrollcellene. Det er imidlertid viktig & huske pa at permeabiliteten for
vann ogsa bestemmes av andre faktorer, som blant annet ionebalansen i og utenfor cellene.
For at AQP5 skal innta sin plass i den apikale plasmamembranen, er man avhengig av et Ca®*-
signal trigget av M3R-aktivering. | studien ble det ogsé funnet at den intracellulare Ca?*-
signaleringen var forstyrret. Tap av M3R kan dermed affisere funksjonen til AQP5. Studien
konkluderte med at plasseringen og uttrykket av aquaporiner rammes hos pSS-pasienter, i
tillegg til at man ser nedsatt evne til regulering av cellevolum og Ca?*-signalering, noe som

kan forklares av det reduserte uttrykket av AQP5.

Dawson et al. (2001) hadde en hypotese om at hyposalivasjon hos pasienter med Sjggrens
syndrom skyldes en forstyrrelse av enten frigjgringen av ACh, den dose-avhengige
frigjeringen av intracellulaer ©%* eller aktiveringen av Ca?*-avhengige K* og Cl-kanaler (45).
Det ble hentet to sma spyttkjertler ved biopsi fra underleppen til fire pasienter med pavist
Sjegrens syndrom og fire friske kontrollpasienter som deltok i forbindelse med fjerning av en
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mucocele. Acinare celler ble skilt fra spyttkjertlene med mikrodisseksjon, og fikk tilfart det
Ca?*-bindende fluoriserende stoffet fura-2 som binder Ca?* i cytosol. Slik kunne man male
aktiviteten av intracellulzer Ca?* ved hjelp av mikrofluorometri. Acinzre celler fra Sjggrens-
og kontrollgruppen responderte likt til maksimumdosen av ACh, men det var signifikant
forskjell i den dose-avhengige responsen. Ved lavere konsentrasjon av ACh, var det nedsatt
mobilisering av intracelluleert Ca?* sammenliknet med kontrollgruppen. For & vurdere

effekten av dette pa Ca*-avhengige K* og Cl-kanalene, ble det brukt elektrofysiologisk

patch-clamp-teknikk. Det var ingen signifikant forskjell i kanalenes hvilestrem hos de to ulike

gruppene. Ved eksponering for ACh kunne man se at Sjagrens-gruppen opplevde mye lavere

aktivering av de Ca?*-avhengige K* og Cl*-kanalene enn kontrollgruppen. Det ble vist at ved

Sjegrens syndrom ma man ha 10 ganger hgyere konsentrasjon av ACh for a kunne frigjare
nok fritt Ca?* i cytosol til & f& samme stimulering av de Ca?*-avhengige K* og Cl*-kanalene

som kontrollgruppen. Studien konkluderte med at pasienter med Sjggrens syndrom har

fungerende Ca?*-avhengige K* og Cl-kanaler, men at hyposalivasjon kan oppsta som fglge av

at cellen har nedsatt sensitivitet for ACh.
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Diskusjon

Artiklene i resultatdelen peker pé ulike faktorer i Ca?*-signaleringsmekanismen som kan
forklare hyposalivasjon ved stralebehandling i hode- og halsregionen, diabetes og Sjggrens

syndrom. Finnes det fellesnevnere?

Oksidativt stress og ROS

ROS vil trolig pavirke spyttkjertelcellene pa flere mater, men man vet at det med stor
sannsynlighet kan sette i gang et kaskadesystem som resulterer i aktivering av TRPM2
(1;15;36;37;46). Abuarab et al. publiserte i 2017 en studie med fokus pa TRPM2 ved diabetes
undersgkt pd humane endotelceller (46). Resultatene viste at gkt Ca?*-innstrgmning gjennom
aktivering av TRMP2 i et hyperglykemisk miljg, ferte til mitokondriell fisjon. Normalt er det
en balanse mellom fusjon og fisjon i mitokondrier, men denne balansen tippes mot fisjon ved
oksidativt stress. Som fglge av dette dannes fragmenterte og dysfunksjonelle mitokondrier. Til
sammenligning fant de ingen mitokondriell fragmentering i celler som manglet TRPM2 eller
celler dyrket i normal glukosekonsentrasjon. Studien peker altsa pa at ROS-produksjon som
falge av hgyt nivé av glukose farer til aktivering av TRPM2, som videre farer til gkt Ca®*-
innstremning, mitokondriell fisjon og dysfunksjonelle mitokondrier. Det er usikkert om dette
kan overfares til spyttkjertelceller. Studien til Xiang et al. viste gkt produksjon av ROS i
spyttkjertlene ved diabetes, og at dette kan fare til mitokondriell dysfunksjon (21). Det ble
ikke studert hvorvidt TRPM2 er involvert, men det kan ikke utelukkes.

Studien til Liu et al. 2017 viste at TRPM2 har en viktig innflytelse pa spyttproduksjonen, og
aktiveres som fglge av gkt ROS-produksjon ved stralingsterapi (37). Tilstedevaerelsen av
kanalen farer til at STIM1 reduseres, trolig som falge av gkt mengde aktivert kaspase-3 som
spalter proteinet. Dette resulterer i en mindre effektiv Ca?*-signaleringsmekanisme, noe som
igjen medfarer redusert salivasekresjon. De fullstendige mekanismene og sammenhengen
mellom TRPM2 og kaspase-3 er ikke kjent. Resultatet fra studien til Ren et al. styrker teorien
om at det er gkt oksidativt stress som er bindeleddet mellom stralebehandling og redusert
salivasjon (38). HL-003 virker som en slags antioksidant ved a fjerne ROS, og dermed
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redusere oksidativt stress. I denne studien fant man at AQP5 beskyttes ved behandling med
HL-003, og dette er et argument for at det er ROS som er grunnen til at AQP5, og dermed
sekresjonen, er redusert. Bade Liu og Ren belyser dermed at ROS-produksjonen er gkt ved
stralebehandling i hode- og halsomradet, og at dette har betydning for salivasjon. Disse peker
pé redusert STIM1 og AQP5 som to ulike komponenter som pévirker Ca?*-
signaleringsmekanismen. Det styrker hypotesen om at ROS kan veare en utlgsende faktor til

hyposalivasjon.

Studier ved to ulike tilstander har dermed rettet fokus mot oksidativt stress og ROS som
mulig forklaring til hyposalivasjon (37;46). Om ogsa Sjegrens syndrom kan kobles opp mot
dette er usikkert. Man vet at flere autoimmune sykdommer farer til dannelse av ROS og
inflammatorisk respons (34), men det er lite litteratur angaende Sjggrens syndrom og
oksidativt stress. Det gjer at man ikke kan utelukke at aktivering av TRPM2 og reduksjon av
ulike komponenter i Ca?*-signaleringsmekanismen kan vare en del av sykdomsbildet ogsa

her.

Ved alle tre tilstandene kan man dermed mistenke en gkt forekomst av oksidativt stress og
ROS, og det er ikke utenkelig at dette spiller en rolle pa spyttproduksjonen. Det er ikke nok
tilgjengelig litteratur for & understreke om dette er en viktig fellesnevner bak hyposalivasjon

ved alle tre tilstandene.

Dysfunksjonelle mitokondrier

Mitokondrier er viktige organeller som sgrger for at cellene far tilstrekkelig energi i form av
blant annet ATP. Dette spiller ogsa en viktig rolle for spyttproduksjonen. Ved salivasekresjon
er det flere ATP-avhengige ionepumper som krever energi for a pumpe ioner mot sin
konsentrasjonsgradient (47;48). En mulig hypotese bak hyposalivasjon ved de tre aktuelle
tilstandene baserer seg pa at mitokondriene er dysfunksjonelle, slik at man far enten redusert
mengde eller kvalitet pa saliva. Det er blitt vist at det er gkt ROS ved diabetes, og at dette
aktiverer TRPM2 slik man féar gkt Ca?*-innstramning (46). Dette gir gkt mitokondriell fisjon,
og mitokondriene blir dysfunksjonelle. Det er blitt observert gkt mitofagi hos
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diabetesinduserte mus for a fjerne de dysfunksjonelle mitokondriene (21). ROS og redusert
membranpotensial er noen av arsakene til at mitokondriene mister sin funksjon. I studiene
fokuseres det ikke pa om noen av disse arsakene virker inn pa spyttproduksjonen pa andre
mater enn via mitokondriene. Man vet likevel at ROS pavirker cellen via flere andre
mekanismer. Teorien om at dysfunksjonelle mitokondrier alene farer til nedsatt
spyttproduksjon hos diabetikere star dermed svakt, men det kan ha en pavirkning. Det kan
spekuleres i at nar flere mitokondrier fjernes, eller at de har redusert funksjon, vil man ha
mindre tilgjengelig ATP til & produsere saliva. Dette kan forklare noe av hyposalivasjonen

hos diabetikere, men det er ikke evidens til & trekke noen konklusjon enda.

En oversiktsartikkel fra Barrera et al. har sett pa betydningen av dysfunksjonelle mitokondrier
ved Sjggrens syndrom (49). Dysfunksjonelle mitokondrier kan frigjere skade- eller
faresignaler (DAMP). Disse kan binde seg til sakalte mgnstergjenkjenningsreseptorer (pattern
recognition receptors), og dette kan indusere inflammasjonsreaksjon som ses ved autoimmune
sykdommer. Andre studier har, som tidligere nevnt, funnet ut at redusert salivasekresjon ses
far apenbar inflammasjon. Det er dermed usikkert hvorvidt dysfunksjonelle mitokondrier

pavirker spyttproduksjonen pa andre mater enn a stimulere til inflammasjon.

Det er ikke funnet lignende studier knyttet opp mot pasienter utsatt for straling mot hode- og
halsregionen, og derfor er det vanskelig & konkludere om dysfunksjonelle mitokondrier er en
fellesnevner mellom de ulike tilstandene. Man kan likevel spekulere i om det vil opptre
dysfunksjonelle mitokondrier i stralebehandlede spyttkjertler, siden vi vet at ROS gker
betraktelig ogsa i dette tilfellet. Ved Sjggrens syndrom og diabetes ser det ut til at
dysfunksjonelle mitokondrier pavirker cellen pa et vis. Det er ikke avklart om dysfunksjonelle
mitokondrier spiller en patologisk rolle rundt hyposalivasjon, men deres tilstedeveerelse er
bekreftet i noen studier som simulerte Sjggrens syndrom og diabetes.

Aquaporiner

Aquaporiner er en gruppe av proteinkanaler som transporterer vann og sma opplgste stoffer

gjennom cellemembranen. Dette reguleres av osmotisk trykk, og spiller blant annet en viktig
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rolle ved salivasekresjonen. Til na er det identifisert 13 aquaporiner hos pattedyr (39;41).
AQPS5 er funnet i gl. parotis, gl. submandibularis, gl. sublingualis og i de sma spyttkjertlene
hos mennesker, rotter og mus. Det finnes ogsa andre aquaporiner i spyttkjertler, men det er

kun AQP5 som er vist & bli regulert i forbindelse med salivasekresjon.

Det er gjort flere studier angaende aquaporiner og diabetes. Cui et al. fant redusert niva av
AQP1, AQP5 og AQPS8 hos rotter med diabetes type 2 (20). | denne studien burde det blitt
malt sekresjonsvolum for & vise at modellen deres faktisk hadde hyposalivasjon, og at det ble
bedre ved insulin. Studien forklarer hyposalivasjon med at det har oppstatt degenerative
endringer i spyttkjertlene, men de underliggende arsakene til det reduserte nivaet av
aquaporiner kunne de ikke si noe om. Ved diabetes type 1 er det divergerende data angaende
AQP5. Noen studier finner redusert niva (50-52), mens andre finner ingen endring (53). Det
er med andre ord behov for ytterligere studier for a vurdere rollen til AQP5 ved diabetes, men

vi kan ikke utelukke at det spiller en rolle ved hyposalivasjon.

Ved immunhistokjemisk farging har man funnet redusert AQP5 hos mus utsatt for straling
mot spyttkjertelregionen (38). Dette ble funnet 3, 7 og 10 dager etter straling. Noe av det
samme er funnet hos rotter, der man ved hjelp av immunfluoresens, Western blotting og PCR
fant at mMRNA-nivaet og proteinuttrykket av AQP5 var redusert (42). Dette ble imidlertid
funnet ved 1 og 12 uker etter straling, noe som kan gi en indikasjon pa at det reduserte nivaet
av AQP5 ikke kun ses i dagene etter straling, men ogsa etter 12 uker. Ogsa ved diabetes type
2 er det hos rotter funnet at mMRNA-nivaet av AQP5 er redusert (54). Wang et al. fant i
motsetning gkt mMRNA-niva av AQP5, men redusert proteinuttrykk i gl.parotis hos rotter med
diabetes type 1, og det foreslas at det er den posttranskripsjonelle dysreguleringen som farer
til redusert niva av AQP5 (51). Bade redusert mRNA-uttrykk og posttranskripsjonell
dysregulering kan forklare redusert AQP5 og dermed en del av patogenesen bak

hyposalivasjon ved diabetes.

Hva sa med Sjegrens syndrom? Enger et al. testet hvordan de acinzre cellene fra pasienter
med og uten pSS responderte pa et hypo-osmotisk miljg (25). Dette er en modell som kan

brukes for & undersgke vannpermeabiliteten til celler. Ideelt sett skulle man ha sett en gkning i
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cellevolum etterfulgt av regulatorisk volumreduksjon. Enger et al. mente at arsaken til
redusert volumkompensasjon ved pSS kunne tilskrives redusert forekomst av AQP5. Det er
imidlertid viktig & huske pa at ogsa andre faktorer kan bidra til defekten i denne
volumreguleringen. Ogsa Teos et al. undersgkte AQP5 ved Sjagrens syndrom, men fant kun
reduksjon i omrader med lymfocyttreduksjon (43). Da er det neerliggende a anta at det er
lymfocyttinfiltrasjonen med pafalgende betennelse og vevsadeleggelse som har forarsaket
redusert niva av AQP5. Flere studier har sett en sammenheng mellom inflammasjon og endret
uttrykk av AQP5 i spyttkjertelceller (55;56). Her kreves det med andre ord mer forskning. Det
er ogsa observert autoantistoffer mot AQP5 hos pasienter med pSS, men det kreves

ytterliggere studier for a undersgke effekten (57;58).

AQP5 er dermed en faktor som nevnes ved bade stralingsindusert hyposalivasjon, diabetes og
Sjegrens syndrom. Man kjenner ikke den bakenforliggende mekanismen, og det er sannsynlig
at det er flere arsaker til hyposalivasjon enn redusert niva av AQP5. For at AQP5 skal innta
sin plass i den apikale plasmamembranen, er man avhengig av Ca?*-signal via M3R. I studien
til Enger ble det funnet at den intracelluleere Ca?*-signaleringen var forstyrret (25). Tap av
M3R kan dermed affisere funksjonen til AQP5.

M3R

M3R i cellene spiller en ngkkelrolle nar det gjelder & starte selve Ca?*-
signaleringsmekanismen som farer til spyttproduksjon, og det er sveert trolig at dets
tilstedeveerelse er ngdvendig. Hos stralingsinduserte rotter var det signifikant redusert mRNA-
og proteinuttrykk av M3R sammenliknet med kontroll (42). Andre studier har fokusert pa det
samme hos diabetesinduserte rotter, og ogsa her var det redusert mMRNA-uttrykk av M3R
sammenliknet med kontroll (54;59). Det kan spekuleres i om dette er arsaken til redusert
antall bindingssteder for muskarinreseptor-antagonisten, slik studien til Watanabe viste (22).
Vi har ikke funnet studier som har sett pA mRNA-nivaet av M3R hos pasienter med Sjggrens
syndrom, men det kan ikke utelukkes at det samme skjer her. En teori bak hyposalivasjon hos
disse tre tilstandene baserer seg derfor pa at et redusert antall M3R vil fare til redusert
aktivering av Ca®*-signaleringsmekanismen. Mekanismene som stimulerer spyttproduksjonen

vil dermed fungere som normalt, bare i redusert mengde. Kanskje er alle gjenvaerende

29



reseptorer mettet med ACh slik at kroppen ikke har kapasitet til & gke spyttproduksjonen mer.
Man mister muligheten til & kontrollere spyttproduksjonen. Det er riktignok ikke funnet noen

arsak til det reduserte uttrykket av M3R, men det er likevel et viktig funn.

En annen teori bak hyposalivasjon hos pasienter med Sjggrens syndrom, diabetes eller som er
stralebehandlet for kreft i hode- og halsomradet, er at M3R er dysfunksjonell og ikke
responderer som den skal. Pilokarpin binder til M3R og aktiverer reseptoren slik at
spyttproduksjonen gker. Den har god effekt pa friske mus, men signifikant redusert effekt hos
mus eksponert for straling (38). Det kan skyldes at man har redusert antall M3R tilgjengelig
hos stralingsinduserte mus, men kan ogsa skyldes nedsatt sensitivitet for muskarinerge
signaler. Dawson et al. viste at man ved Sjggrens syndrom matte ha betydelig hayere
konsentrasjon av ACh for & kunne frigjare nok Ca?" til cytosol, for & videre kunne aktivere de
Ca?*-avhengige K* og Cl-kanalene som er viktige for spyttproduksjonen (45). Denne
konsentrasjonen av ACh er hgyere enn hva kroppen produserer, slik at pasienter med Sjggrens
syndrom ikke far produsert nok saliva. Studien konkluderer med at dette kan skyldes nedsatt
sensitivitet til ACh pa M3R. Man kan likevel ikke utelukke at det kan skyldes redusert antall
reseptorer. Ved Sjggrens syndrom og hos de som er stralebehandlet i hode- og halsomradet er
det dermed studier som viser at M3R ikke responderer som den skal, men arsaken er ikke

fullstendig kjent.

Ingen studier har hittil fastslatt arsaken til at M3R har nedsatt sensitivitet, og det kan veere
gdeleggelser, hindringer eller andre signaler som hemmer for normal respons. Det er vist at
kroppen danner autoantistoffer mot M3R ved Sjggrens syndrom, men det er uvisst om det har
noen betydning (44). Antistoffene kan binde M3R uten a aktivere kanalen slik at det blir ferre
ledige plasser for de aktiverende muskarinerge signalene. Dette kan medfgre nedsatt
spyttproduksjon, men det er ingen andre studier som har undersgkt det samme. Det er heller
ikke blitt funnet noen autoantistoff rettet mot M3R hos pasienter med diabetes eller straling
mot hode- og halsomradet. Det er ikke utforsket om det er andre spesifikke signalmolekyler

som svekker M3R sin sensitivitet pa ACh.
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Med dagens kunnskap om M3R kan det se ut til at det er noen fellestrekk som kan fare til
hyposalivasjon hos pasienter med diabetes, Sjggrens syndrom og de som har mottatt straling
mot hode- og halsomradet. Det er vist at det er redusert mRNA-uttrykk ved straling og
diabetes, og at M3R kan ha nedsatt sensitivitet ved straling og Sjegrens syndrom. Dette er
viktige funn, men ut fra aktuelle studier kan man ikke konkludere med at det er en felles arsak
til dette. Man kjenner heller ikke konsekvensene av den nedsatte sensitiviteten, eller om dette
alene er arsaken til hyposalivasjon.

IP3R

Teos et al. undersgkte redusert salivasekresjon hos Sjggrens-pasienter med lavt niva av
lymfocyttinfiltrasjon, og fant redusert mengde av IP3R (43). Dette stattes av en studie gjort av
Zeng et al., hvor det ble benyttet ikke-overvektige diabetiske mus som utviklet Sjagrens
syndrom (60). De fant at redusert Ca?* frigjaring fra kalsiumlagrene skyldes redusert uttrykk
eller funksjon av IP3R i spyttkjertlene, og at redusert Ca?* innstramming skyldes redusert
uttrykk eller funksjon av Orail. Andre har vist at tap av IP3R hos mus har fert til fullstendig
tap av salivasekresjon (61), og tap av taresekresjon (62). Dette indikerer at IP3R er essensiell
for spyttproduksjonen, men arsakene til reduksjon av reseptoren er enda ukjent. Det kan veere
redusert produksjon og/eller gkt degradering. Kaspaser og proteaser kan degradere IP3R, og

man kan derfor ikke utelukke at det er en av mekanismene som farer til hyposalivasjon (63).

Ingen studier har sett pd det samme knyttet til pasienter som har fétt stralebehandling i hode-
og halsomradet eller har diabetes, men det er noen interessante funn i forbindelse med
diabetes. Dia et al. har brukt mus med hgy-fett og sukrose diett for a studere dysregulering av
Ca?" i mitokondrier i forbindelse med kardiomyopati hos pasienter med diabetes type 2 (64).
Studien fant redusert IP3-stimulert Ca?* overfgring til mitokondrier i hjertet, og dette skyldes
deformering av reseptorkomplekset. Denne studien har fokusert pa én av komplikasjonene
man kan fa pa grunn av diabetes type 2, og ikke pa sykdommen som helhet. Likevel er det et
viktig funn, og dette kan gi grunnlag for at IP3R burde studeres ngyere i spyttkjertlene til
pasienter med diabetes. En annen studie benyttet seg av STZ-rotter for a studere blant annet
IP3R i vaskulere glatte muskelceller ved hyperglykemi hos de med diabetes type 1 (65). De
konkluderte med at hyperglykemi farte til redusert IP3-indusert frigjering av Ca®*, og at dette
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skyldes redusert uttrykk eller funksjon av IP3R. Pa samme mate som ved Sjggrens syndrom
(43;60), fant man ogsa redusert mengde IP3R ved diabetes (65). Man kan se en tendens til
fellestrekk mellom Sjagrens syndrom og diabetes, men det er behov for mer forskning for &
avdekke om funnene ved diabetes kan overfares til spyttkjertlene. Generelt er det behov for
mer forskning for & avdekke om redusert mengde eller funksjon av IP3R er en av
hovedarsakene til hyposalivasjon hos pasienter med diabetes, Sjegrens syndrom eller
pasienter som har fatt stralebehandling i hode- og halsomradet.

Behandlingsmuligheter basert pa funn

Per i dag finnes det ingen spesifikk behandling for hyposalivasjon. Det er trolig flere arsaker
til hyposalivasjon, og én behandling vil med liten sannsynlighet hjelpe alle. @kt ROS,
aktivering av TRPM2, dysfunksjonelle mitokondrier, gkt kaspase-3, autoantistoff mot M3R
0g AQPS5 og redusert AQP5, M3R og IP3R er funn som presenteres ved de ulike tilstandene i
denne oppgaven. Det er sannsynlig at behandling basert pa disse funnene kan forbedre
salivaproduksjonen, og dette er ogsa vist i noen av studiene presentert (38;42). Kanskje man
kan tilfare antioksidanter og/eller aktivere kroppens eget antioksidantsystem for & redusere
ROS? Er blokkering av TRPM2 fer stralebehandling en mulighet? Kan nivaet av AQP5, M3R
eller IP3R gkes med genterapi? Sparsmalene forblir dpne, og vi overlater denne

problemstillingen til andre som eventuelt skal forske videre pa dette emnet.

Hva ma vi forske videre pa?

Nar signaleringsveien for a produsere spytt er sa lang og komplisert som den er, er det rimelig
a tenke at alle ulike komponenter kan pavirkes slik man far mindre saliva. Det kreves mer
forskning for a avdekke om det er andre signalmoleky! eller patologiske prosesser som

pavirkes i starre grad enn de som er nevnt.

Alle studiene inkludert i denne oppgaven er utfart pa celler eller dyr. Flere av cellene er tatt
fra mennesker, og dette er mer verdt enn forsgk pa cellekulturer. Siden det er mye usikkerhet
rundt de molekylaere mekanismene, vil det vaere vanskelig og tidkrevende a utforske alle
elementene hos mennesker ogsa. Det er derfor ngdvendig med flere eksperimentelle studier pa
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bade celler og dyr for & kunne kartlegge mekanismene sa detaljert som mulig far man kan ga
videre pa humane forsgk. Med dagens litteratur er det manglende evidens for at disse funnene
kan overfares direkte til mennesker.

Funnene i denne oppgaven viser at det trolig kan veere en sammenheng knyttet til AQP5 eller
M3R ved de tre tilstandene, og at disse kanskje lar seg pavirke av ROS. Det trengs likevel mer
spesifikk forskning rundt dette teamet for a kunne stadfeste om det er en fellesnevner ved de
tre tilstandene, og adskillig mer forskning for a ta denne kunnskapen i bruk i behandling.

Konklusjon

Forskning rundt de molekylare mekanismene bak hyposalivasjon hos pasienter som har
diabetes, Sjagrens syndrom eller er stralebehandlet mot hode- og halsomradet er svaert
kompleks. Mange av teoriene star sterkere ved en eller to av tilstandene, mens det mangler
evidens for det samme ved den siste sykdomstilstanden. Med dagens tilgjengelige litteratur
kan man ikke konkludere med at det er én molekyler fellesnevner bak hyposalivasjon ved
stralebehandling i hode- og halsomradet, diabetes og Sjegrens syndrom. Det er indikasjoner
for at oksidativt stress, redusert uttrykk av AQP5 og redusert uttrykk og sensitivitet av M3R
bidrar til hyposalivasjon. Trolig kan ogsa flere faktorer bidra, og det er usikkert om
dysfunksjonelle mitokondrier eller redusert mengde IP3R har betydning. Videre forskning er
ngdvendig for & kunne konkludere om det er en eller flere molekylare fellesnevnere ved de

tre tilstandene.
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