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1.Bevezetés

Jelen tanulmany a gerinces kozponti idegrendszer azon vékony rétegére koncentral,
amelyet ventrikularis és szubventrikularis zona néven emlit a szakirodalom. Az errdl a
né¢hdny sejtsornyi vastagsagu teriiletrdl rendelkezésre alld6 informdcid robbanasszeriien
nétt meg az utdbbi évtized alatt, amely leginkabb a neurogenezisben bet6ltott

szerepének tulajdonithato.

A legujabb vizsgalatok szerint sokkal gazdagabb laminin tartalmu rendszer 1étezik
az emlés agyban, mint ahogyan korabban feltételezték (Mercier és mtsai 2000, 2002).
Ez a szerteagazd laminin-halézat (amely a perivaszkularis lamina basalis-szal fligg
0ssze) kommunikécios utként szolgdlhat a citokinek és ndvekedési faktorok szamaéra,

amelyek a neurogenezis ¢s a funkcionalis plaszticitas szabalyozoi.

A lamina basalis ¢€s sejtek kozotti kapcsolat kialakitdsaban, és ezzel egyiitt szamos
sejtélettani folyamat szabalyozasaban, jelentOs szerepet jatszik a disztrofin-glikoprotein
komplex (DGK). A molekulacsoporton beliil a B-disztroglikan a kdzponti elem, amely
tobbek kozott az akvaporinokat is tartalmazd sejtmembranrészletet az extracellularis
matrix (ECM) lamininjéhez horgonyozza ki, és igy szerepet tulajdonitanak az
akvaporin-4 closzlasaban. Kisérleteink soran ezt a kapcsolatot vizsgaltuk a
kamrarendszer mentén, és ezen belill néhany specializalt régidban, Ugymint a

cirkumventrikularis szervek (CVO) teriiletén.

A neurogliat atszovO és az érrendszerrel kapcsolatot teremté ECM patoldgias
koriilményekben (im. agytraumat kovetd agyoedema, stroke) illetve ezek elharitasaban
is kiemelkedd fontossdggal birhat. Ebbdl az okbol kifolydlag kutatasaink soran
leginkabb a lamina basalis-halozat és a neuroglia kapcsolatara koncentraltunk az

agyszovet ventrikularis- és szubventrikularis zondjaban.
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2. Irodalmi hattér

2.1. Az ependima

Az emlds agyra jellemzd ependima itt kdvetkezd leirasa elsésorban Mitro és
Palkovits: A patkanyagy kamrarendszerének és ependimajanak morfologiaja, valamint
periventrikularis struktarai (1981) ciml konyvén, Rao és Jacobsson Developmental
neurobiology (2005) cimi munkdjan, Huszti és Kalman: Glia (2008) valamint

Kettenmann és Ransom: Neuroglia (1995) cimii kézikonyvén alapszik.

Az ependima a kamrarendszert (beleértve a gerincvel$ canalis centralis-at is)
ependima sz6 a gordg epi és endyma (ruha, kontos) szavak 6sszevonasabol jott 1étre, és
elsd emlitése Soemmering: A human anatomia kézikonyve (1841) cimli munkajaban
lelheté fel (Mitro és Palkovits 1981). Az ismeretek fejlédése az elmult masfél
évszazadban jol kovethetd az alabbi szerz6k munkai nyoman - a teljesség igénye nélkiil:
Kolliker (1889), Horstmann (1954), Fleischauer (1957), Westergaard (1970), Vigh
(1971) és Scott és mtsai (1972).

Az ,ependima” kifejezést a szakirodalom altalaban tagabb értelemben hasznélja,
amely magaban foglalja a kamrat béleld rétegben az ependimasejtek kozott talalhato
idegrostokat és idegsejteket is (Leonhardt 1969). Disszertaciomban az ,,ependimat”
hasonloképppen, a hatarold sejtréteg leirdsara haszndlom, az ebben taldlhato

sejttipusokat pedig, amikor sziikséges, kiilon nevezem meg.

2.1.1. Az ependimat alkoté sejttipusok

1. Ependimocitak

Az ependima leggyakoribb sejtjei, amelyek azonban valtozatos megjelenésiliek a
kamrarendszer kiilonb6z6 részein. Az oldalkamra teriiletén Westergaard (1970) leirasa

szerint harom f6 csoportot kiilonboztethetiink meg: hengerszerti, kobos ¢€s lapszeri
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sejteket. A harmadik kamra dorzalis része, az aquaeductus cerebri és a negyedik kamra
legnagyobb része kobos jellegii ependimocitakkal fedett, amelyek csillokkal
(kinocilium, 9x2+2 mikrotubulusrendszer), az apikalis sejtmembran alatt bazalis testtel
¢s mikrovillusokkal rendelkeznek, de ezen kiviil szdmos helyi altipus kiilonbdztethetd
meg {pl. csillotlan kobds ependimocita-recessus pinealis, suprapinealis; csillos lapos
ependimocita- a negyedik kamra rosztralis és lateralis részében; a tovabbi tipusok
leirasaért lasd Mitro és Palkovits (1981)}. Az ependimocitak bazélis nyulvannyal is
rendelkezhetnek, amelyek a legkifejezettebbek a canalis centralis teriiletén (ahol

egyébként az ependimocitak jellemzden hengeres megjelenéstiek).

Az ependimocitdk immuntipizalasdhoz hasznalatos tobbek kozott a bazalis testek
ellen termeltetett y-tubulin antitest (Mirzadeh és mtsai 2008), valamint a CD24
sejtfelszini glikoprotein ellen termeltetett antitest (Calaora és mtsai 1996). Egyes
terlileteken (CVO) kiilonleges, mddosult szerkezetli ependimocitak helyezkednek el,

amelyekrdl késobb esik szo.
2. A plexus chorioideus hamja

Egyrétegli kobham, amely a plexus chorioideus kapillarisait boritja. A sejtek
apikalis felszinén mikrobolyhok taldlhatok, de nem rendelkeznek csillokkal.
Intercellularisan zonula occludens-ek helyezkednek el, amelyek szerepet jatszanak a
vér-liquor gat kialakitasaban-a sejtek szelektiv aktiv transzportot folytatnak. A plexus
chorioideus hamja felel6s a liquor cerebrospinalis termeléséért, amelyben nagy szerepet

kap az apikélis membranban elhelyezkedé Na*-K*-pumpa.
3. Tanicitak

A tanicitdk hasonlitanak azokra a sejtekre, amelyek a torzsfejlédés soran, mint
,ependimoglia” vannak jelen (legtobb gerincesben), emldsben csak néhany teriileten
talalhat6. A tanicita kifejezés a gordg *tovvewv-nytjtozni’ igébdl ered, amit Horstmann
1954-es tanulmanyaban hasznalt eldszor a cépa hosszi nyulvanyokkal rendelkezd
ependimoglialis sejttipusanak leirasakor. Emlésben és madarban leginkabb a harmadik
kamra ventralis részén taldlhatéak, nytlvanyaikkal kapcsolatot teremtenek a pialis
felszinnel, az eminentia mediana és a hypothalamus bazalis részének kapillarisaival.
Elhelyezkedésiik transzportfunkciora enged kdvetkeztetni a kamrarendszer €s agyi erek
kozott. Citoplazmajuk sok mikrotubulust, hosszii mitokondriumokat és elszortan

riboszémakat tartalmaz. A tanicitdk apikalis felszinén mikrovillusok talalhatok, csillok
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nincsenek. A tanicitak bazalis nyalvanyaban jol fejlett mikrotubulus- és intermedier
filamentum-rendszer helyezkedik el. Ezek a nyulvanyok kuapszeri végtalpakban
végzOdnek.. A cirkumventrikularis szervek teriiletén aktiv szekréciés miikddésti

tanicita-szert sejtek helyezkednek el (1asd késobb).
4. A Bl-sejtek

Olyan asztrocita-szerii sejtek, amelyeknek sejttestei leginkabb az oldalkamra
szubventrikularis zonajaban (lasd kés6bb) helyezkednek el és hossza bazalis
nyulvanyukkal érhez rogziilnek, apikalis nyulvanyuk azonban ependimocitak kozé
¢kelve a ventrikularis zénaban (VZ) taldlhato. A Bl sejtek citoplazmajaban GFAP
talalhato, a sejtek apikalis részén pedig egyetlen, rovid cilium helyezkedik el (Mirzadeh
¢s mtsai 2008). Ennek a sejttipusnak nagy jelentdséget tulajdonitanak a felnéttkori

neurogenezisben, mint multipotens progenitor (Doetsch és mtsai 1999).

5. Idegelemek

crer

talalhatok az ependimocitdk kozott (Leonhardt 1969, Ito 1965, Lorez és mtsai 1975,
Ternaux és mtsai 1977). Az idegrostokra mitokondriumok és 200-250 nm atméréji
neurotubulusok  jelenléte a  jellemz6. Az  idegvégzddések  hodlyagszerii
kiszélesedésekként jelennek meg leginkdbb szupraependimalisan, amelyekben szdmos
90-110nm atmérdji denz-vezikulum és 40-60nm atmérdjii tiszta-vezikulum talalhato.
Fluoreszcens és elektronmikroszkopos tanulmanyok szerint ezek a szupraependimalis
idegvégzddések szerotoninergek (Lorez €s Richards 1975, Westergaard 1972). A
neuronok perikaryonjai szubependimalisan helyezkednek el, és koziilik szdmos sejt
kozvetlen kapcsolatban all az emlitett idegvégzddéseken keresztiil a liquorral. Ezeket a
sejteket a szakirodalom liquorkontakt neuronoknak nevezi (Vigh és Vigh-Teichmann
1973).

2.1.2. Az ependima a torzsfejlodés soran

A torzsfejlodés attekintése (Abott 1995, Reichenbach 1995 ¢és Kalman 2008)
munkai alapjan torténik. A halozatos idegrendszerii csalanozoknal még nincs adat glia
jelenlétére (Bullock és Horridge 1976, Roots 1986, Abbott 1992). A gliasejtek ott
jelennek meg, ahol kialakulnak a ducok és az érzékham-mezok. Az ependima csak a

kamrarendszerrel (vO. cséidegrendszer) rendelkezé tijszajuakban van jelen. A legésibb
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ependimat az elégerinchirosok (pl. zsakallatok, Tunicata) larvajaban talaljuk, ahol egy
kobhammal bélelt vékony cs6 sejtjei kozott huzddnak az idegsejtek. A csdidegrendszer
falanak vastagodasaval a csO lregét béleld sejttesteket hosszu, vékony nyulvany koti
Ossze az Tlreggel atellenes meningealis felszinnel, amelyen széles végtalpakban
végzddnek. Ezt a gliatipust nevezziik szorosabb értelemben ependimoglidnak, amely igy
két részbdl tevodik Ossze: a veldcsd hambélésébdl és a miikodd agyszovetet atérd
nyulvanyrendszerb6l. A landzsahalnal (fejgerinchtrosok, Cephalochordata) azonban
még sok neuron kozvetleniil érintkezik a kamra iiregével. A legtobb gerincesben az
ilyen ependimoglia alkotja a gliarendszert. Az ependimoglia képes a teljes élet soran
neuronok képzésére, ezeknek az allatoknak a kozponti idegrendszere (KIR) jo

regeneracios jelenségeket mutat (Zupanc 2001).

Az ependimoglia eleinte tobb hamszer( jellegel bir. Intermedier filamentuma a
korszajtiakban (Cyclostomata) még részben Keratin és kapcsoloelemei tobbek kozott a
dezmoszomak. A torzsfejlodés sordn a dezmoszoémak eltlinnek €s a citokeratin helyett a
GFAP valik wuralkodéva. Az ependimoglia nyulvanyaival egymaga ellatja a

perivaszkularis-, periszinaptikus-, s6t eleinte az oligodendrocita-funkciot is.

Magasabbrendli gerincesekben (emldsok, madarak) ez az ependimogliaszinte
teljesen eltlinik, helyette a kamrat hatarol6d, hdmjellegli ependimaréteg alakul ki, az
ependimoglia radialis nytlvanyainak funkcioit (perivaszkularis, periszinaptikus
burkolas) pedig az asztrocitak veszik at. Ezaltal a korabbi radialis orientacio atalakul a
tér minden iranyaba egyenld elrendez6déssé (Reichenbach és mtsai 1992, izomorf,
fraktalszerli nytlvanyrendszer). Ehhez hasonl6 gliaszerkezetet ezen kiviil csak a rajaagy

prosencephalonjaban és mesencephalonjaban taldlunk (Horstmann 1954).

A torzsfejlodés ilyen tendenciai nyomon kovethetok az emldsagy glidjanak

hisztogenezise soran, mellyel a kdvetkezo fejezet foglalkozik.

2.1.3. Az ependima és a szubventrikularis zona az egvedfejlodés soran

A SVZ szerkezetét késObb ismertetjiik, azonban fejlodésének megértéséhez
sziikséges, hogy ezt az ependimafejlddéssel egyiitt targyaljuk, beépitve az altalanos

neurohisztogenezist is.

10
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Ezen a téren a f6bb felismerések a kovetkezok voltak: His-1889 spongioblaszt
tedria: a neuronok és a glia-sejtek kiilonb6z6 6ssejtektdl szarmaznak, ti. a neuronok a
kerek neuroblasztokbol és a gliasejtek a hosszukas és egymassal dsszefonddva haldzatot
alkoto spongioblasztokboél alakulnak ki; Ramon y Cajal 1911 -radialis glia (RG); Sauer
1935-interkinetikus mitdzis; Rakic és munkatirsai 1972 -neuronvandorlas és RG-

asztrocitaatalakulas.

Az interkinetikus mit6zis 1ényege, hogy az éppen 0sztddo sejtek a kamra kozelében
helyezkednek el, majd az osztdédas utan a veldcsd kifelé esé oldala felé huzodnak
(ilyenkor torténik a DNS-szintézis). Ebben az életkorban a veldcsd iliregének bélése

szinte kizarolag a RG végtalpaibdl all (1. abra).

1. dbra A radidlis glia sejttestének véandorlasa a VZ-ban a sejtciklus kiilonb6zo

fazisaiban

koloszoveti felszin

" radidlis
glia
veégtalpai

neuroepitehalisf
nem-0s216do sejtek  0s26do sejtek

1. abra A: A radidlis glia sejttestjeinek vandorlasa az interkinetikus mitozis kozben. B: A fejlédo

gerincveld félvékony metszete. C: A kamrakozeli réteg kinagyitott képe.

Huszti és Kalman Glia (2008)

11
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Az 1990-es végeéig a kdvetkezd nézet volt az uralkodo. Az interkinetikus mitdzissal
valé sejtszaporodas utan elkiiloniilnek hosszi, a velOcsd vastagsagat atéré sejtek,
amelyekbdl a radialis gliasejtek alakulnak ki, valamint dssejtek, amelyek neuronokat és
gliasejteket képesek kialakitani (Cameron és Rakic 1991). A RG-nak csupan a felfelé
iranyul6 migracidban tulajdonitottak szerepet. Elsonek Alvarez-Buylla madaragyon tett
megfigyelései vetették fel, hogy az ott néhol megmaradt radialis glia 4j neuronokat hoz
létre (Alvarez-Buylla és mtsai 1990). A neuronvandorlas lezarulasaval pedig a RG

atalakul asztrocitava.

Egészen a legutobbi idokig tehat szembeallitottdk egymaéassal a neuroepitelialis
eredetli sejtvonal két szarmazékat a RG-t, valamint a neuronokat és a gliasejteket képzo
Ossejteket. A leguijabb eredmények szerint a neuroepitélium Ossejtjei maguk a RG
sejtek, melyek neuronokat képeznek in vitro (Malatesta és mtsai 2000, Hartfuss és mtsai
2001) és in vivo kisérletben is (Noctor és mtsai 2001, Miyata és mtsai 2001, Tamamaki
¢s mtsai 2001). A korai szakaszban szimmetrikus osztodassal szaporitjak a radialis glia
populaciot (egérben E9-11 kozott, az Gn. ,,prekurzor pool”-t, Gtz 2003), és késobb
aszimmetrikus osztodassal egyszerre szolgalnak Ossejtként és vezetd tamaszként a

neuron szamara.

A VZ-bol kikertil6 sejtek nem mindegyike vandorol azonnal tovabb, és igy a sejtek
egy része itt feltorlodik, kialakitva a SVZ-t. Az itt elhelyezkedd sejtek proliferacidja két
meghataroz6 médon kiilonbozik a VZ-ban taldlhatoktol. A SVZ proliferacios sejtjeinek
magjai nem mozognak a sejtciklus soran, és ezen kiviil a SVZ sejtjeinek nincsenek
hosszu, a teljes falvastagsagot atérd radialis iranyultsdgu nytlvanyai, hanem csak rovid,
a SVZ-ra korlatozodo nytlvanyaik vannak (Rakic és mtsai 1974). A fejlédés soran a
SVZ proliferativ sejtjei egyiitt vannak jelen a VZ-bdl kidramlé posztmitotikus

neuronokkal.

A SVZ mind a neuronok, mind a gliasejtek kiakitdsdban részt vesz, de a kiilonb6zd
sejttipusok helyileg és iddben is eltérnek. Az SVZ rosztralis része példaul a bulbus
olfactorius GABA ¢és glutamaterg interneuronjait alakitja ki a prenatalis és posztnatalis
periodusban, valamint felndttkorban is (Lois és Alvarez-Buylla 1993, Brill és mtsai
2008), a medialis gangliondomb SVZ-ja pedig a neocortex GABAerg interneuronjait
hozza létre, amelyek tangencialis migracioval érik el végleges helyiiket (Kriegstein
2005). A perinatalis iddszakban a SVZ a glia-sejtvonalak képzéséhez is hozzajarul,

amelynek leszarmazottai kozott kiilonbozd tipust oligodendrocitdk (mielinhiivelyt
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képz6- és nem képz0) és asztrocitak is vannak (Brazel és mtsai 2003). A dorzolateralis
SVZ éltal képzett gliasejtek pedig képesek a corpus callosum mentén az ellenkezd oldali

agyféltekébe vandorolni (Kakita és mtsai 2003).

A neurogliogenezis lezarulasat kiilonbozoképpen képzelik el. A radialis glia
terminalis osztodassal két utddsejtet hoz 1étre, melyek neuronna fejlédnek (Qian és
mtsai 1998), vagy asztrocitava alakulnak (Schmeckel és Rakic 1979, Marin-Padilla
1995, Misson ¢és mtsai 1991), és ekként a SVZ-ban megoérizhetik proliferacios
képességiiket felndttkorban is (Doetsch és mtsai 1999). Ezek felelhetnek meg az
embrionalis RG feln6ttkori maradvanyanak, amelyek az elébb emlitett Bl-sejtek
lehetnek, amelyet szamos  kozds  tulajdonsaguk  tamaszt ala  (9x2+0

mikrotubulusszerkezetii csillok, proliferacios képesség, Mirzadeh és mtsai 2008).

Az ependimocitak radidlis glia-eredete is bizonyitottnak latszik. Spassky és mtsai
(2005) kisérlete nyoman BrdU és S100p kettds jelzéssel megallapitottak, hogy egérben
az ependimocitak DNS allomanya az E12 naptol, de talnyomo részben E14-16 kozott
alakul ki ¢és tart a posztnatalis 2. napig (P2). Mindez az id6 el6rehaladtaval kaudo-
rosztralis iranyban zajlik. Az oldalkamra teriiletén acetilalt a-tubulin ellenes antitesttel
vizsgalva ezen sejteket PO napig nem talaltak az érett ependimocitara jellemz6 csillokat,
a csillok P2 és P4 kozott jelentek meg kaudo-rosztralis és ventro-dorzalis iranyban.
Tehat az ependimocita DNS anyaganak szintézise (E14-16) joval megeldzi a csillok
kialakulasat. Annak a kérdésnek az eldontésére, hogy vajon milyen sejtek bélelik a
kamrat E18 és P4 kozott, egyszerre alkalmaztak a radialis gliara és az érett
ependimocitara jellemz6é markereket (radialis glia: GLAST, érett ependimocita: S1008,
CD24). Eredményként a posztnatalis 2. napon ezek a sejtek mind a radialis glia-, mind
az ependimamarkereket tartalmaztak, csak P6-ra valtak ,tisztan” ependimamarkereket
kifejezokké. Még érdekesebb volt elektronmikroszkoppal vizsgalni ezeket a sejteket,
ugyanis P4-ig 9x2+0 mikrotubulus-szerkezetli ciliumot talaltak (a radialis gliara
jellemzg). P6-ra ezek eltiintek és kialakultak az ependimocitakra jellemz6 9x2+2

szerkezetu csillok.

Az irodalomban egymasnak ellentmondd vélemények jelentek meg az
ependimocitak osztdodasi képességével kapcsolatban, ellene (Smart 1961, Imamoto és
mtasi 1978, Altman 1963, Kerns és Hinsman 1973) és mellette: (Kraus-Ruppert és
mtsai 1975, Korr 1978, Johansson ¢és mtsai 1999). A legljabb, gondos

immuntipizaldson alapuld kutatdsi eredmények szerint az ependimocitdk nem
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osztodnak, viszont potlodhatnak a kozéjiik be¢kelt B1 sejtek mitdzisaval (Luo és mtsai

2008).

2.2. A cirkumventrikularis szervek

2.2.1.A cirkumventrikularis szervek altalanos leirasa

A cirkumventrikularis szervek meghatarozasdhoz és altalanos leirdsahoz lasd Vigh
¢s mtsai (2004) munkajat. A kamrarendszer felszine nem egységes, specialis glia- és
érszerkezetli teriiletek talalhatok, amelyek neuronokkal is kapcsolatban allnak. A
cirkumventrikularis szervek szamosabbak és kiterjedtebbek ‘“‘alacsonyabbrendi”
gerincesekben (foleg halakban), mint emldsdkben, ezek nagy szama nem teszi lehet6vé
teljeskorti bemutatasukat, az osszefoglalasért lasd Vigh és mtsai (1971) tanulmanyat. A
cirkumventrikularis szervek sejtjei kozeli kapcsolatban allnak mind a bels, mind a
kiilsé cerebrospinalis folyadéktérrel, ezért valoszinli ezen sejtek részvétele a
liquorhomeosztazis fenntartdsdban. Az ezeken a teriileteken elhelyezkedd neuronok
dendritterminélisai  pedig kemoreceptor (PVO), fotoreceptor (LSO) vagy
mechanoreceptor (SCO) funkcidval birnak. A legtobb cirkumventrikuléris szervben a
vér-agy-gat hianyzik és az ependima zonula occludensek segitségével formal gatat a
cerebrospinalis folyadék felé (Knigge és Scott 1970; Krisch és mtsai 1978a, Krisch
1986; Lechan 1996, Mack és mtsai 1987; Mugnaini 1986, Palkovits 1986; Petrov és
mtsai 1994; Rodriguez és Bouchaud 1996; Smith és Shine 1992), példaul az OVLT,
SFO, az eminentia mediana tanicitai €s az area postrema esetében. Mindemellett zonula
occludensek fordulnak elé az SCO-ban is, ahol egyébként a vér-agy-gat megvan (Gotow

¢s Haschimoto 1982; Mugnaini 1986; Mack és mtsai 1987).

2.2.2. A cirkumventrikularis szervek osztalyozasa

A cirkumventrikuldris szervek harom csoportba sorolhatok um.: ependimalis,

hipendimalis és choroid szervek.
1) Ependimalis szervek

Az agykamridk egyes terliletein az ependima megnyult, hengerhdmszeri sejteket
tartalmaz {vastag, tobbmagsoros ependimaboritas (Rohlich és Vigh 1967, Vigh 1971,
Palkovits 1986, Vigh és mtsai 2004)}. Ezek a sejtek részben magassaguk, részben az
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alattuk fekvo erdsen kapillarizalt idegszévet miatt bedomborodnak a kamra tiregébe, az
un. ependima-szerveket hozva létre (SCO, PVO). A megnyult sejtek felszinén
mikrobolyhok talalhatok, de nincsenek csillok, a sejtek kdzotti rést zonula occludens-ek

zérjéak le (szelektiv anyagtranszport), a vér-agy gat viszont zart.
2) Hipendimalis szervek

A neurovaszkularis teriiletek, ti. amelyeknek vékony ependimaboritisuk van és laza
gliakornyezetbe vannak beagyazva, szamitanak hipendimalis szerveknek (eminentia
mediana, area postrema: D’Amelio és mtsai 1985; Krisch 1986; SFO: Dellmann 1985;
Nielsen és mtsai 1997; OVLT: Yamaguchi és mtsai 1993).

3) Choroid szervek

Emldsokben csak a plexus chorioideus a képviseldje a harmadik csoportnak, az un.
choroid-szerveknek, de csontoshalakban olyan szervek tartoznak ide példaul, mint a

sacculus vasculosus és sacculus dorsalis.

Kisérleteinkben a SCO-t és PVO-t mint tipikus ependimalis szerveket, az eminentia

medianat pedig mint specialis, tanicitakat tartalmazo6 teriiletet vizsgaltuk meg.

2.2.3. Az eminentia mediana

Az eminentia mediana a harmadik kamra ventralis részén a hipofizistdl rosztralisan
elhelyezkedd vékony régid, cirkumventrikuldris szerv. Harom zoénara oszthatd, Gm.
belsé ependimalis, kozépsO rostos €s kiilsé paliszad-szerli teriilet (RShlich és mtsai
1965, Rinne és mtsai 1966). Az itt levé tanicitak kozvetlen kapcsolatban vannak a
mélyebben fekvd kapillaris-gomolyaggal ¢és a pidlis felszinnel. Az érkontakt
végtalpakban megfigyelt exocitotikus vezikulumok a kapillarisokba {iriilnek
(Wittkowski 1972). Szubependimalisan szamos neuroglialis kapcsolat talalhaté az
idegrostok és a tanicitak ér felé iranyuld nyulvanya kozott. Dopamin intraventrikularis
1974), amely felveti a lehetdségét egy, a cerebrospindlis folyadék altal kozvetitett, a
hipotalamusz és az hipofizis eliilsé lebenye kozott levé neuroendokrin szabalyozasi

utvonal 1étezésének (Knowles 1972).
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2.2.4. Ependimalis szervek: SCO, PVO

A legintenzivebben tanulméanyozott cirkumventrikuldris szerv, amely a
diencephalon ¢és mesencephalon hataran helyezkedik el, az aquaeductus cerebri
bejaratdnal a commissura posteriortdl kaudalisan. A SCO megtaldlhatd az Osszes
gerincesnél a fejlodés korai stadiumaban, a legtobb emlésben felnéttkorban is,
emberben 3-5 hoénapos foetusban jelen van (Rodriguez és Yulis 2001), egyes
vélemények szerint fotalis allapotahoz képest regressziot mutat (Oksche 1964). A
szervet ependimalisan tobbrétegli hengerham (hossz nyulvanyu, tanicita-szerli sejtek)
alkotja, amely alatt gliasejtek és kapillarisok, valamint neuronok és idegrostok
helyezkednek el. A tanicita-szeri sejtek ultrastruktaraja igen aktiv szekrécios funkciora
enged kovetkeztetni: sok mitokondrium, elagazodo endoplazmatikus retikulum-rendszer
¢s szekrécios vakuolumok talalhatok a citoplazméaban. A f6 termék glikoprotein, amely
a kamraba keriilve 0sszetomoriil és az un. Reissner-rostot alkotja. Ez a rost 50 pum
atmérdjii és akdr 1 m hosszl lehet, minthogy elér a gerincveld termindlis részéig.
Szamos adat erdsitette meg a Reissner-rost szerepét a hydrocephalus patogenezisében ¢€s
a liquorkontakt mechanoszenzitiv neuronok receptorfunkcidjaban (Cifuentes és mtsai
1994). A SCO afferens idegrostokat kap a commissura posteriorbol és habenularumbol,
valamint a raphe-magokbol. Az itt elhelyezked6 szinapszisokban tobbek kozott GABA,
dopamin, noradrenalin, vazopresszin és P-anyag fordul el6. Mindemellett val6szind,
hogy a cerebrospinalis liquorban 1évé neurotranszmitterek kdzvetleniil befolyasoljak a
SCO miikodését (Jimenez és mtsai 2001). A fenti leiras els6sorban az emlés SCO

szerkezetét tiikrozi, a madarakban talalhaté SCO ettdl lényegesen nem tér el.

A PVO szintén magas sejtekbdl all. Emlésokben csak embriondlisan fordul eld,
mas gerincesekben-igy madarakban- azonban felnéttkorban is, mint a hipotalamusz

sekély, hosszanti barazdaja.

2.3. A szubventrikularis zona

Mint ahogyan a fejlédés leirasandl bemutattuk a SVZ egy néhany sejtsornyi széles
réteg, tulajdonképpen egy masodlagos germinativ zona (legujabb attekintéséért lasd
Bystron és mtsai 2008, 2. abra), amely legfeltiindbb az oldalkamra dorzolateralis

szogletében, de megtalalhatdé a diencephalon teriiletén (a hypothalamus kivételével,
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Rakic 1977), ugyanakkor az agytorzs nagy részébdl és a gerincvel6b6l hianyzik
(Nowakowski és Hayes 2005).

2. bra

A human SVZ és agykéreg fejlodése kiilonb6zo embrionalis (E)
stadiumokban

VZ-ventrikuldris zona
PP-elolemez (preplate)
SVZ- szubventrikularis zona
IZ-intermedier zona
SP-allemez (subplate)
CP-kérgilemez (cortical plate)
MZ- marginalis zona

SG-szubpiilis granularis réteg

N

1 I

E30 E5

Bystron és mtsai 2008, Nature Reviews Neuroscience 9, 110-122

vz

Minthogy kisérleteink soran a SVZ-val foglalkoztunk, a kovetkezd fejezetben a

szubventrikularis zona szerkezetére részletesen kitérek.

2.3.1. A szubventrikularis zona szerkezete

A SVZ szerkezetének feltdrasaban uttord szerep jutott Alvarez-Buyllanak és
munkatarsainak. Immunoldgiai és ultrastrukturalis jellegzetességek alapjan négyféle,
részben vagy teljesen az ependima alatt elhelyezkedo sejttipust kiilonitettek el. Az egyes
sejttipusok és jellemz6 tulajdonsaguk listaja Doetsch és mtsai (1997) munkaja alapjan,

modositva az 1. tablazatban talalhato.
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1.tablazat A SVZ-ban taldlhato sejttipusok jellemz6 tulajdonsagai

A-sejt Bl B2 C-sejt D-sejt E-sejt
migralo asztrocita | asztrocita | proliferalo | tanicita | ependimocita
neuroblaszt progenitor
Kontir elnyult szabalytalan | szabalytalan | sima, lateralis interdigitalo
elliptikus kitiirem-
kedések
citoplazma SOtét vilagos vilagos kozepesen sOtét nagyon vilagos
sOtét
mag elnyult szabalytalan | szabalytalan | koralaka szabalyta | koralaka
lan
kromatin laza nem-rogos rogos laza, kevés sotét, nem rogos
rog aggregalt
intermedier | nincs van van nincs van van
filamentum
mikrotubu- | ++++ + + ++ + +
lus
csilld, nincs 1db nincs nincs microvil- | mindkettd
mikrovillus lus

A SVZ-ban GFAP-ip asztrocitak talalhatok (B1 és B2 sejt), amelyek kerek
atmetszetll “gliacsoveket” formalnak. A B2 tipusi sejt a SVZ mély rétegében
helyezkedik el, mig a B1-sejt apikalis nytlvanyaval az ependimocitak kozé tiiremkedve
eléri a kamrafelszint. Kamrakontakt nyulvanya egy rovid csillot tartalmaz, amelynek
szerkezete (9x2+0 mikrotubulus) hasonlit a neuroepitéliumban talalhatdé embrionalis
Ossejtek csilloszerkezetére (Doetsch és mtsai 2003). Az oldalkamra meghatarozott
teriiletein ezek a Bl-sejtek akar az ependimaban elhelyezkedd sejtek 30%-at is adhatjak
(Mirzadeh ¢és mtsai 2008). A Bl-sejtek a feln6ttkorban is megérzik osztodasi
képességeiket és képesek a neurogenezisre (Doetsch és mtsai 1999). A Bl-sejtekbdl
kialakul6 nagyobb sejtek a C-sejtek, amelyek gyorsan o0sztédd prekurzorai a
neuroblasztoknak. A C-sejtek a “gliacsovek” széli részén helyezkednek el, és
mitdzisukkal képezik az A-sejteket (migrald neuroblasztok), amelyek a fent emitett
“gliacsovekben”  tangencidlis iranyban migralnak. Ennek a  migracionak
legrészletesebben kutatott utvonala, a ragcsalokban talalhato “rostral migratory stream”,
ami a bulbus olfactoriusha vezet. Az egyes sejttipusok kiilonbségeit szemlélteti az alabb

talalhato elektronmikroszkopos felvétel (3. abra).

18




DOI:10.14753/SE.2012.1717

3. abra A szubventrikularis zondban talalhato sejttipusok elektronmikroszkopos képe

Doetsch és mtsai 1997 Journal of Neuroscience

Jelenlegi ismereteink szerint a B-sejtek tobbféle intermedierfilamentum fehérjét
expresszalnak-um. GFAP, vimentin és nestin. A C-sejt GFAP-immunonegativ és DIx2-
ip. A migral6 neuroblasztok (A-sejt) GFAP-in, DIx-2-ip és PSA-NCAM-ip-ak (Mudo és
mtsai 2009).

Az utobbi évtized eredményei alapjan a SVZ-ban a parenchymasejtek mellett egy
rendkiviil finomszovésii extraparenchymalis rendszer helyezkedik el (Mercier és mtsai
2000), amely a SVZ kortili kapillarisoktdl az ependima irdnyaba huzédik. Az 1 pm-nél
vékonyabb laminin-ip agakat-a fraktalrendszerhez vald hasonldsag miatt- ,,frakton”-nak
irtdak le (Mercier és mtsai 2003). Ez a kotdszoveti rendszer kozvetlen kapcsolatot
biztosit az érrendszer és a neurogenetikus ,,fészkek” kozott, fontos jelatviteli

csatornaként szolgalva ezzel a fent emlitett sejteknek.
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A SVZ térbeli szerkezetének megértését segitik elé az aldbb taldlhatdé sémas

keresztmetszeti és tangencialis metszetek (4. abra).

4. abra A szubventrikularis zona szerkezete, keresztmetszeti-(bal oldal) és tangencialis
nézet (jobb oldal)

lamina basalls/'

El-sejt: sokcsillés ependimocita, E2-sejt- kétcsillés ependimocita, B1-sejt- kamrakontakt, egycsillos
asztrocita, B2-sejt- csillotlan asztrocita, C-sejt- proliferalo prekurzor, A-sejt- migrald neuroblaszt. A
tangencialis nézetli abran a SVZ sejtjei mogé belevetiil az ependimocitak (E) felszinen elhelyezkedd

rétege.

Doetsch és mtsai 2003 és 1997 alapjan készitett, modositott abra

2.3.2. A szubventrikularis zéna regionalis Kiilonbségei

A SVZ nem egységes, a rosztrokaudalis tengely mentén tobb kiilonbozo alrégiora
oszthato fel-um. eliilsé SVZ, dorzolateralis SVZ, gangliondomb SVZ, neokortikalis
SVZ, szeptalis SVZ (Brazel és mtsai 2003). Az egyes alrégiokban elhelyezkedd sejtek
specialis génexpresszidos mintazattal rendelkeznek (pl. Pax, DIX, Sox) és egymastol
eltéré sejtvonalakat alakitanak ki (Brill és mtsai 2008, Hack és mtsai 2005, tovabba
2.1.3. fejezet).
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2.3.3. A szubventrikularis zona jelentosége sériilések soran

A legujabb kutatdsi irdnyvonal célja, hogy a sériilések illetve neurodegenerativ
betegségek (mint példaul Huntington-kor, iszkémias stroke) altal elpusztult sejteket a
fokozasaval és megfeleld iranyba terelésével potolja (Nakaguchi és mtsai 2011). Ennek
elérés¢hez eldszor az endogén szabalyozd mechanizmusokat kell megérteni, hiszen a
neurogenezis legfébb korlatozd tényezdje nem az Gssejtek hianya, hanem az ezt
elésegité helyi mikrokdrnyezet (ndvekedési faktorok, stb) hidnya (Emsley és mtsai
2005).

Kiilonboz6 patologias allapotot vizsgald kisérletekben (mechanikai sériilés,
iszkémia, kemotoxicitas) szamos eredmény utalt arra, hogy a SVZ neurogenezisével
hozzéjarul a szoveti viszonyok helyreéllitasahoz, mind az ependimaban ¢s a mélyebb
rétegekben. A regeneraciés modellek csoportositasa a sériilések és lokalis faktorok

tipusa szerint a 2. tablazatban talalhato.

2.tablazat

sériilés tipusa lokali,

regeneralodo kozlemény

regeneraciot sejttipus(ok)

facilitalo faktor

traumas agysériilés

bFGF

asztrocita, neuron

Sun és mtsai 2009

traumas agysériilés

aktivalt protein C

neuroblasztok
migracidja a sériilés

helyére

Petraglia és mitsai
2010

Huntington-koér

modell

Y-neuropeptid

novekvd proliferacios

aktivitas

Decressac  és mtsai
2010

kisérletes autoimmun

encephalomyelitis

minocyclin-

mikroglia-gatlas

noévekvo

oligodendrocita

Rasmussen és mtsai
2011

produkcio
egyoldali carotis- hiperbarikus novekvé neuron- és Yang és mtsai 2008
lekotés oxigénterapia oligodendrocita

produkcio
permanens fokalis VEGF migral6 neuroblasztok Wang és mtsai 2007

21




DOI:10.14753/SE.2012.1717

cerebralis iszkémia

és 0j kortikalis
neuronok

kortikalis 1ézi6

gliasejtek

Goings és mtsai 2004

traumas agysériilés

migral6 neuroblasztok

(striatum és kortex)

Kernie és Parent 2010

intraventrikularis
neuraminidaz

kemotoxicitas

ependimocita

Luo és mtsai 2008

2.4. A disztrofin-glikoprotein komplex (DGK)

Mint ahogyan a SVZ szerkezeténél lattuk, a laminin (amely a lamina basalis 6
adhézios komponense) fontos szerepet tolt be a frakton-rendszer alkotasaban. A laminin
egy kereszt alak heterotrimer glikoprotein, amely sejtfelszini laminin- receptorain
keresztiil rogziil a kiilonboz6 sejtekhez. A laminin-receptorokon beliil harom csaladot
kiilonboztet meg a szakirodalom: a disztrofin-glikoprotein komplexet (DGK), az
integrineket és az immunglobulin-szupercsaladba tartozd  Luther-vércsoport

glikoproteint (Hallmann és mtsai 2005, 5. abra).

5. abra A kiilonboz6 csaladba tartozd lamininreceptorok szerkezete

integrinek DGR Luther-vércsoport
glikoprotein
w2 !
4 %
v
ulml:v;l-kin .((:
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Hallmann és mtsai 2005

Kutatasaink soran az els6ként emlitett receptorcsaladra koncentraltunk, ezért a

kovetkezd alfejezet a DGK tagjainak részletes bemutatasaval foglalkozik.

22




DOI:10.14753/SE.2012.1717

2.4.1. A disztrofin-glikoprotein komplex tagjai

A DGK véazat a sejtmembranban elhelyezkedd B-disztroglikdn és a hozza
extracellularisan kapcsolodo a-disztroglikan alkotja (Michele és Campbell 2003). A
disztroglikan az ECM specialis laminintartalmua helyeihez horgonyozza ki a DGK-t. A
transzmembran B-disztroglikanhoz kozvetleniil vagy kozvetett modon mintegy 6

molekula kapcsolodik a citoplazma fel6li oldalon (6. abra).

6. abra A DGK szerkezete és kapcsolatainak lehetséges vazlata

. s
s laminin ~
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lamina basalis NG
szarkoglikin- disztroglikin-
komplex komplex extracelluliris tér

szarkoszpin intracelluliris tér

disztrofin akvaporin-4
. N , ] B
5‘ v .l"” szintrofinok
N <0 v ';;i'n‘ .
"k . o : , :
.\g‘ aktin 57 <, disztrobrevin

Sweeney és Barton 2000 alapjan

Az egyes molekulatipusoknak tovabbi szamos izoformdja létezik, amelyek mas-
mas szovetben fordulnak el6. Ezaltal rendkiviili heterogenitas jellemzi a DGK-t, szinte
minden egyes szovettipus sajat, csak ra jellemzé DGK-készlettel rendelkezik
(3.tablazat, Culligan és Ohlendieck 2002, Gonneke és mtsai 2010).
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DGK tag izoforma eléfordulas
disztrofin Dp427 harantcsikos izom (1), Purkinje-
sejt, retina (R)
Dp260 R
Dpl40 fejlédé  szovetek, vese (V),
KIR, R
Dpl16 Schwann-sejt
Dp71 testszerte, de legkifejezettebb
az asztrocitdkban, R, maj (M)
utrofin a-utrofin I, R, asztrocitak, V,
neuromuszkularis junkcid
(NMJ)
b-utrofin endotélsejtek
g-utrofin érzéduc, agy (A)

disztrobrevin

a-disztrobrevin

LR, sziv, tiidé (T), NMJ

B-disztrobrevin

R

szarkoglikan a- B- y- 8-szarkoglikan |
g-szarkoglikan I, sziv, T, V,M, A, R
{-szarkoglikan A, V, Iép, pancreas (P)
szarkoszpan szarkoszpan IR
szintrofin al- B1-szintrofin A I, NMJ

B2-szintrofin

AR, T,V,M,P, here

y1- y2-szintrofin

agy

Gonneke és mtsai 2010 alapjan médositva
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A DGK a citoplazmédban olyan molekulakkal teremti meg a kapcsolatot, mint a
citoszkeletalis aktin-filamentumrendszer, a sejtmembranban elhelyezkedé akvaporin-4
csatorna, novekedési faktor-receptor Grb2 és a parakrin hatasa NO-t termelé NO-
szintetaz (Di Stasio és mtsai 1999, Sweeney és Barton 2000). A disztroglikannak, mint
a lamina basalis komponensei (perlekan, agrin) receptoranak éppen az a feladata, hogy
az elobb emlitett receptorokat és csatornakat a sejtmembran lamina basalis-szal
szomszédos oldalan horgonyozza le (Guadagno és Moukhles 2004) Ezaltal a DGK

direkt kapcsolatban all a sejtmozgassal, vizhaztartas- és véraramlasszabalyozassal.

2.4.2. A disztroglikan szerkezete és elofordulasa

A disztroglikdnt eldszor harantcsikolt izomszdvetben azonositottdk, mint DGK-
Osszetevd (Ervasti és mtsai 1990). Az ezt kovetd kutatdsok kimutattdk izomszoveten
Moukhles és mtsai 2000), beleértve az agyszovetet is (Tian és mtsai 1997). Jelenlegi
ismereteink szerint az emlds KIR-ben a disztroglikdn szdmos agyteriilet neuronjaban
megtalalhaté (Belkin és Smalheiser 1996, Lidov és mtsai 1990), beleértve a Purkinje-
sejteket is (Smalheiser és Kim 1995, Tian és mtsai 1997), bizonyos szinapszisokban
(Mummery és mtsai 1996) és az ercket koriilolelé vagy pialis glia limitanst képez6

asztrocitavégtalpakban (Uchino és mtsai 1996, Zaccaria és mtsai 2001).

A disztroglikan (proteoglikan) két alegységbdl tevodik ossze, amelyek a ko6zos
prekurzor polipeptidlanc hasitasaval alakulnak ki (Smalheiser €és Kim 1995, Zaccaria és

mtsai 2001, 7. abra).

7. abra A disztroglikan kozos prekurzor polipeptidlancanak szerkezete

a hasadisi hely P

r LLE L}

mucin-szeru
régio

8L
M= Al I @%-F—ikcC
PaPANVAN

N-terminalis C-terminalis
régio régio
30-315 485651

Zaccaria és mtsai 1995
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Az a-alegységet (a-disztroglikan, megkozelitdleg 110kDa), amely a sejtmembran
extracellularis oldalan helyezkedik el és nagymértékben glikozilalt (Chiba és mtsai
1997, Ervasti és Campbell 1993). Hidként szolgal a B-disztroglikan és a lamina basalis
molekuldi kozott, um. laminin, agrin, perlecan és neurexin (Gee ¢és mtsai 1993,
Gesemann és mtsai 1996, Peng és mtsai 1998, Sugita és mtsai 2001, Talts és mtsai
1999). A pB-alegység (B-disztroglikan, 43kDa) transzmembran protein, amelynek
(Jung és mtsai 1995, Rybakova és mtsai 1996, Tommasi és mtsai 2000) és ezen
keresztiil az aktinfilamentumokkal all 6sszekottetésben (Hemmings és mtsai 1992, Way
¢s mtsai 1992).

2.4.3. A DGK patologias koriilmények kozott

A DGK szerepére eldszor a Duchenne-izomdisztrofia (DMD) kapcesan deriilt fény
(Hoffman és mtsai 1987, Koenig és mtsai 1988) amelyben a disztrofin a hibas
Osszetevd. A mai napig szamos patologias allapot keriilt leirdsra, amelyeket a kiilonb6z6
DGK-komponensek hibas termelddése jellemez, ilyen példaul a Fukuyama-kongenitalis
izomdisztrofia (FCMD), izom-szem-agy betegség (Muscle-Eye Brain disease, MEB),
megaloencephalids leukoencephalopathia szubkortikalis cisztakkal (MLC) és masok (a
részletes leiras megtalalhato Cohn és Campbell 2000 cikkében). Ahogyan az utobbi két
betegség neve is jelzi, a KIR szintén érintett ezekben a korallapotokban: kognitiv
visszamaradas (ti. a DMD-ben: Dubowitz ¢s Crome 1969, Emery 1988, Ogasawara
1989, az MLC-ben Boor és mtsai 2005) és mentalis retardacio (ti. FCMD-ben:
Fukuyama és mtsai 1981, Yoshioka és mtsai 1990 és MEB-ben: Haltia és mtsai 1997)

fordul elo.

Jelen tanulmany tobbek kozott a disztroglikan és egyéb DGK 6sszetevok (utrofin,
disztrobrevin) Ujszerli ependimalis eléfordulasat mutatja be az agyszovetben, amelyhez

specialis funkci6 tarsulhat.

2.5. Az akvaporinok

Az akvaporinok az allat- és novényvilagban egyarant eléforduld, sejtmembranban
elhelyezkedd vizcsatorna-fehérje csalad, ,,small channel forming protein superfamily”,
tagjai (Engel és mtsai 2000, Venero és mtsai 2001, Agre és mtsai 2002). Az akvaporin-

csatorndk szabadon atjarhatok a viz szamadara, azonban ionok és egyéb toltéssel
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rendelkez6 molekulak szamara nem (Agre és mtsai 1998). Ezen vizcsatornafehérjéknek
szamos kozos szerkezetbeli tulajdonsdguk van, mint példaul az egyes monomereket
felépitd 6 darab transzmembran a-hélix polipeptid és az egymassal 90 fokos szdget
bezar6 monomerekbdl kialakul6 tetramerek (Jung €s mtsai 1994, Huang és mtsai 2006,
Engel és mtsai 2000). Funkciojukbol és eléfordulasi helyiikbél kovetkezik, hogy
rendkiviil fontos szerepet jatszanak a homeosztazis fenntartdsaban és kiilonbozo
patologias események szabalyozasaban, mint példaul az agyddéma, a nefrogén diabetes
insipidus vagy a kongenitalis katarakta (Manley és mtsai 2000, Vajda és mtsai 2002,
Agre és Kozono 2003, Amiry-Moghaddam és mtsai 2003).

Ez a fejezet torténeti attekintést ad az akvaporin csatornak felfedezésérdl, emlés
szervezetben vald el6fordulasardl és kiilonbozé é€lettani- és korallapotokban betoltott

szerepérol.

2.5.1. Az akvaporin csalad tagjai és jellemzése

A csaladon beliil két alcsalad létezik, a szoros értelemben vett akvaporinok,
amelyek csak vizet engednek at és az aquagliceroporinok (Ap3, 7, 9, 10), amelyek
glicerolt, ureat és egyéb kismolekulasulyt anyagokat szallitanak a vizen kiviil (Gorelick
¢s mtsai 2006, Borgnia és mtsai 1999). Az akvaporin 6 kivételes vizcsatorna, mivel ez

anionok szallitasara is alkalmas (Yasui és mtsai 1999).

Az akvaporin-1 volt az elsének a vorosvértestben kimutatott vizcsatorna-fehérje
(Preston és Agre 1991). Ezt kdvetéen szamos eltéré akvaporin-tipust irtak le kiilonb6z6
szervekben, mint példaul a vese, nyalmirigyek, szemlencse és tiidé (Jung és mtsai 1994,
Agre és mtsai 2002). Jelenleg az Ap-csalad 13 altipusbol all, amelyek az irodalomban
ApO0-tol Apl2-ig terjedd szdmozast kaptak (Hatekayama és mtsai 2001, Agre és mtsai
2002, Gorelick és mtsai 2006, 4. tablazat).

4.tablazat A kiilonboz6 akvaporin-csatornak el6fordulasa emlés szovetekben

akvaporin tipus Molekulasuly (kDa) el6fordulas

Ap0 26 lencseham

Apl 28 vese (V), vordsvértest, cornea
(C), plexus chorioideus
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Ap2 29 \%

Ap3 31 V, colon, KIR

Ap4 M1:32, M23:34 KIR, izom, tiid6, V

Ap5 29 tiid6, nyalmirigyek, trachea, C,
konnymirigy, KIR

Apb 28-30 \%

Ap7 26 zsirszovet, V

Ap8 27 here, m4j, pancreas, KIR

Ap9 32 maj, here, KIR

Apl0 28 vékonybél

Apll 30 KIR, vékonybél, maj, C

Apl2 28 pancreas

Amiry-Moghaddam és Ottersen 2003 és Gorelick és mtsai 2006 alapjan

2.5.2. Az akvaporinok eléfordulasa agyszovetben

Az agyban az Apl csak a plexus chorioideus epitéliumaban fordul el6 (Nielsen és
mtsai 1993), a dominans Ap-izotipus a plexus chorioideus kivételével az Ap4
(Hasegawa és mtsai 1994, Jung és mtsai 1994, Frigeri és mtsai 1995, Agre és mtsai
2002).

Az Ap4 miikddése soran az ozmotikus viszonyoknak megfeleléen mind a két
iranyban képes vizet atengedni, azonban anionok és glicerol szaméra atjarhatatlan. A
csatorna  alapjat  transzmembran  a-hélix  polipeptid  alkotja,  amelynek
intracitoplazmatikus C-terminalisahoz a DGK a-szintrofinja kapcsolodik (az un.
proteink6td PDZ-motivumon Kkeresztiil, Agre és mtsai 2002, 8. abra). A csatorna
vizszelektivitasat két Osszefekvd a-helix hatarozza meg, igen konzervativ aszparagin-
prolin-alanin (NPA) szekvenciajukkal. Az egyes csatornak a tobbi akvaporinhoz
hasonl6an homotetramereket formalnak. A fehérjének két izoforméja 1étezik: az M1-

Ap4 (34kDa) ¢és az M23 (32kDa) tipus. Egy sejten beliill mind a két izoforma
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eléfordulhat akar keveredve is, azonban az M1 forma jelenlétében nem alakulnak ki

akkora vizcsatorna-mezoék, mint az M23 esetében (Furman és mtsai 2003).

8. abra Az akvaporin-4 szerkezete és kapcsolata a DGK-szel

lamina basalis

extracellularis tér

disztrofin Dp71 ;

Hi]H

Jarius és mtsai 2008 alapjin

Az Ap4 closzlasat az agyban in situ hibridizacioval Jung és mtsai (1994),
immunperoxiddz moédszerrel pedig Frigeri és mtsai (1995) vizsgaltak. Osszefoglalé in
situ hibridizéacios tanulmany pedig Venero és mtsai (1999, 2001) tollabodl sziiletett. Az
Ap4 leginkabb a perivaszkuldris asztrocitdkban, glia limitansban és ependimédban
fordult el6. Nielsen és mtsai (1997) immunarany moédszerrel bizonyitotta, hogy az Ap4
az ependima és az asztrocitdk membranjaban talalhato (leginkabb a perivaszkularis

nyulvanyok teriiletén), neuronokban nem fordul eld.

Az Ap4-rél bebizonyosodott, hogy azonos az OAP-vel (a rovidités az angol
,orthogonal arrayed particles”-bdl ered, Wolburg 1995), amit elektronmikroszkopos
vizsgalatokkal mar évtizedekkel korabban felfedeztek (Anders és Brightman 1979).

Ezek az OAP-k gyakoriak az ,,kozonséges” ventrikularis ependimaban (Privat 1977,
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Mack és mtsai 1987), de nem jellemzbek a plexus chorioideus epitéliumara (Dermietzel
1975; Dermietzel és mtsai 1977). Korabbi kutatasok szerint az OAP-ok el6fordulasa
forditottan ardnyos a zonula occludens-ekével (Hatton és Ellisman 1982; Mack és mtsai
1987). Ez az Osszefliggés bizonyitott a ventrikularis ependima (Brightman és Reese
1969; Mugnaini 1986; Petrov és mtsai 1994; Rodriguez és Bouchaud 1996; Rasch és
mtsai 1998; Nico és mtsai 2004) és a plexus chorioideus esetében (Dermietzel és mtsai
1977; Mack és mtsai 1987; Smith és Shine 1992; Petrov és mtsai 1994). A canalis
spinalis ependimdja Ovszerii zonula occludenseket tartalmaz (Smith ¢és Shine 1992;

Rasch és mtsai 1998), amely jol korrelal Ap4-immunonegativitasaval.

Az Ap4 lehetséges funkcionalis jelentdségét Wells és mtsai 1998, Venero és mtsai
2001 és Amiry-Moghaddam ¢és Ottersen 2003 cikkei targyaljak. Legjelentdsebbnek
latszik a periszinaptikus és perineurondlis térbdl a kapillarisok, illetve a
szubarachnoidalis tér felé iranyuld viztranszport (amely a K'-transzportot koveti,

Amiry-Moghaddam és mtsai 2004, 9. abra).

9. abra Az akvaporin-4 élettani funkcidja az agyszovet vizhaztartasaban

pia mater
lamina basalis
SRR s
=) szubpiilis
asztrocitavégtalp

szinapszis

perivaszkularis
. asztrocitavégtalp
)

lamina basalis

kapilliris

endotélium

Amiry-Moghaddam és mtsai 2004 alapjan
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Nico és mtsai (2001, 2003) ugy talaltak, hogy az Ap4 a vér-agy gat kialakulasanak és

érésének a markere.

Egyéb vizcsatorna-altipusokat (Ap3, 5, 8) szintén leirtak asztrocita sejtkulturakban
(Yamamoto és mtsai 2001, 2002) és az Ap9-et az agyszovetben (Elkjaer és mtsai 2000,
Nicchia és mtsai 2001, Badaut és mtsai 2004). Elkjaer és mtsai (2000) szerint ennek
eloszlasa hasonl6 az Ap4 eloszlasahoz, azzal a kiilonbséggel, hogy az Ap4 leginkabb az

asztrocitak végtalpain, az Ap9 pedig a sejtnylalvanyok és a sejttest teriiletén van jelen.

2.5.3.Az akvaporinok szerepe patologias allapotokban

Az akvaporinok mind az emberben, mind egyéb emlésokben is szamos ¢€lettani és
korélettani folyamatban szerepet jatszanak. Az Ap0 hibaja kongenitalis kataraktat okoz,
az ApS hibas expresszidja pedig Sjogren-szindromahoz vezethet (Agre és mtsai 2002).
Az Ap3 a cisztas fibrozis, az Ap2-problémdja pedig a nefrogén diabetes insipidus

patogenezisében jatszhat szerepet.

Az agy egyes patologids allapotaiban kiilondsen az Ap4-nek tulajdonitanak
jelentdséget. Az agyszovet korélettani valtozasai soran regiondlis 6déma keletkezhet,
amelyet két részre oszthatunk: a vazogén és a citotoxikus 6démara (Badaut és mtsai
2002). Az elobbi a vér-agy-gat megnyilasanak és a plazma az extracelluléris térbe valod
kilépésének a kovetkezménye. Az utdbbi eredete még tisztazatlan, szerepe lehet a
majelégtelenség soran fellépd ammoniametabolitoknak (Chavarria és mtsai 2010), vagy
az iszkémids allapotok altal okozott metabolikus valtozasoknak (Unterberg és mtsai
1997), mindenesetre ezt az allapotot az asztrocitdk megduzzadasa jellemzi. Az agyi
vérelégtelenséget kovetden az asztrocitak nagymennyiségti Na*, K, CI” iont vesznek fel
az extracellularis térbdl, amelyet viz intracellularis bearamlasa kovet (Kimelberg 1995).
Traumas agysériilést kovetden 24 oraval az Ap-immunpozitivitds csokkenése volt
tapasztalhatdé azokon a teriileteken, ahol a vér-agy-gat megsériilt, és 3 nappal késobb
novekedés volt tapasztalhatd a sz€li terlileteken (Ke €s mtsai 2001). Ezek az ellentétes
hatdsok egyrészt az atmeneti vazogén Odémaval masrészt az elhuzddo cititoxikus
o6démaval magyarazhatok. Az Ap4 csokkenése a vazogén 6déma kivédését szolgalhatja,
mig az emelkedés a citotoxikus komponens elharitasaban segithet (Ke és mtsai 2001).
Az Ap4 delécidja ,knockout” egerekben csokkentette az agydodémat akut

vizintoxikaciot kdvetden €s az arteria cerebri media lekotése utan is (Manley és mtsai
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2000). Nem szabad azonban elfelejteni, hogy egyéb vizcsatornatipusok (Ap9, Ap5,
Ap3, Ap8) expresszidja is megvaltozhat agyi torténés soran (Yamamoto és mtsai 2001),

amelyek esetleg képesek az Ap4 hianyat potolni.

3. Célkitiizések

A disszertaci6 6 célkitlizései kozott a kovetkezd jelenségek vizsgalatai szerepeltek:
1) A B-disztroglikan szerepe a Mercier altal leirt fraktonrendszer kapcsolataban.

2) Hogyan valtozik ez a kamrarendszer specializalt teriiletein, mint példaul a

cirkumventrikuléris szervek?

3) Hogyan fiigg Ossze a [-disztroglikdn expresszidja az Ap4 immunpozitivitds

valtozasaival?

Az adatok alapvetéen kifejlett patkanybdl szarmaznak, de igyekeztiink kiterjeszteni

kutatasainkat fejlodo allatokra és egyéb gerincesekre is.

4. Modszerek

4.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinket 20 darab felndtt patkanyon (Wistar, 250-300g, him és ndstény), 3
felndtt csirkén (Hunnia broiler), 3 feln6tt mongol futbegéren (gerbil, Meriones
unguiculatus), 3 nytlon (Oryctolagus cuniculus domestica), egéren és 1 tiiskés rajan
(Dasyatis akajei) végeztiik. Fejlodéstani kisérleteinkhez patkanyembriokat (14, 16, 18,
20 naposakat), korai posztnatdlis allatokat (Gjsziilott, 2, 4, 7, 9 naposakat) és fiatal
patkanyokat (15, 19, 20, 21, 30 naposakat) hasznéltunk. Az allatkisérletek végrehajtasa
soran az Europai Taniacs 86/609/EEC hatdrozata volt az irdnyadd (engedélyszam:
22.1/3453/003/2009). A patkanyok paroztatasa utan a terhesség bekovetkeztét
rendszeres kenetvétellel hataroztuk meg. A spermapozitiv kenet napjat tekintettiik EO-

nak, a sziiletés napjat PO-nak.
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4.2. Fixalas és metszés

A kifejlett allatok egy részét éterrel, mas részét ketamin-xilazin (20 és 80mg/ttkg,
im.) keverékével elaltattuk ¢és intrakardidlisan perfundaltuk 100 ml fiziologias
sooldattal, majd 300 ml 4%-os paraformaldehiddel (0,1M-os foszfat-pufferben,
pH=7,4). A perfuziot kovetden az agyakat eltavolitottuk, majd az elézével azonos
fixalooldatba helyeztiik 3 napra (4°C-on). Az embridkat csaszarmetszéssel emeltiik ki az
anyabol (ketamin-xilazin narkozist kovetden, 20 és 80 mg/ttkg, i.m.). Az embriok
koponyédjat megnyitva az agyakat immerzidsan fixdltuk a mar emlitett 4%-0S
paraformaldehidoldattal. A korai posztnatalis allatok agyait éternarkédzist kovetGen
hasonlé modon fixaltuk. A fiatal patkdnyok fixaldsa megegyezett a felndtt allatoknal

leirtakkal.

A sorozatmetszeteket (vastagsag: 50-100pum) vibraciés mikrotommal készitettiik
(Leica VT 1000S) a koronalis, szagittalis és horizontalis sikban, sziikség esetén agarba
agyazas utan. A patkdny- és csirkeagyakbdl szarmaz6 metszeteket atlasz segitségével
(Paxinos és Watson 1998, Puelles és mtsai 2007) azonositottuk. A metszeteket PBS-ben
(foszfat-puffer-so, 0.01M-os foszfat-puffer 0,9%-os NaCl oldatban, pH=7.4) taroltuk 4

°C-on.

4.3. Primer antitestek

A kisérletek soran felhasznalt primer antitestek az 5. tablazatban talalhatok.

5.tablazat

antitest faj gyarto cég higitas
anti-p- egér * Novocastra 1:100
disztroglikan

anti- nyul ** Sigma 1:200
akvaporin-4

anti-o- kecske ** Santa Cruz 1:100
disztrobrevin
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anti-p- kecske ** Santa Cruz 1:100
disztrobrevin

anti-utrofin egér * Novocastra 1:10
anti-al- nyul ** Sigma 1:100
szintrofin

anti-GFAP nyul ** DAKO 1:100

* monoklonalis, ** poliklonalis

4.4. Immunhisztokémia

A metszeteket 20%-os normal loszérummal  kezeltik (90  percig
szobahdmérsékleten), a nemspecifikus antigénkotés blokkolasara. Ezutdn és minden
immunhisztokémiai 1épést kovetéen mosast alkalmaztunk PBS-ben, 30 percig. A primer
antitesteket 0,5% Triton X-100-at és 0,01% Na-azidot tartalmazé PBS-ben higitottuk,
majd metszeteinket 40 6raig, 4°C-on inkubaltuk. A kovetkezd fluoreszcens festékkel
jelolt szekunder antitesteket hasznaltuk kisérleteink soran: fluoreszcein-izotiocianattal
(FITC) konjugalt anti-nyal antitest, FITC-konjugalt anti-kecske antitest és Cy3-
konjugalt anti-egér antitest (mindharom a Jackson ImmunoResearch-t6l, 1:200,
szobahdn 3 oraig). Az elkésziilt metszeteket glicerol és desztillalt viz 1:1 aranyu

keverékében targylemezre huiztuk fel.

Néhany metszetet az avidin-biotinilalt-peroxidaz (ABC) mddszer szerint kezeltiink.
Ebben az esetben az endogén peroxidaz-aktivitast 3%-0s H,O,-vel (PBS-ben, szobahdn,
5 percig) inaktivaltuk. A normal 16szérummal és primer antitesttel vald inkubacid
megegyezett az elobb leirtakkal. Ezt kdvetden biotinilalt anti-egér antitestet (Vector,
1:100) és ABC komplexet (Vector, USA) alkalmaztunk 90 percig, szobahdmérsékleten.
Az immunhisztokémiai reakcidé lathatova tételére 0,05%-os 3,3’ diaminobenzidin-
tetrahidrokloridot (DAB) hasznaltunk és 3%-0s H,O,-t Tris-HCI pufferben oldva
(0,05M, pH=7.4, szobahOmérsékleten). A peroxidaz-reakciot szemkontroll mellett
végeztik és a DAB PBS-re vald lecserélésével fliggesztettiik fel. A metszeteket

targylemezre huztuk fel és DePeX-szel (EMS, USA) fedtiik le.
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4.5. Konfokalis 1ézer szkenning mikroszkopia és digitalis fényképezés

Az ABC-modszer szerint feldolgozott metszeteket Olympus BX-51 tipusa
(Olympus Optical, Japan), DP50 digitalis kameraval felszerelt mikroszkoppal
fényképeztiik. A fluoreszcens metszetek nagy részét Radiance-2100 (BioRad, USA)
konfokalis rendszerii lézer szkenning mikroszkoppal vizsgaltuk. Az antitestek
kolokalizacidjanak megerdsitésére egymasra 90°-ban merdleges sikokban is késziiltek
felvételek. A primer antitest elhagyasa mellett készitett metszeteken struktara-specifikus

fluoreszcencia nem volt megfigyelheto.

4.6. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

Két kiilonb6z6 modszer szerint hajtottuk végre kisérleteinket um. a) pre-embedding
immunhisztokémiai reakcié  B-disztroglikdn ellen, b) elektronmikroszkdpos
megfigyelések immunhisztokémiai reakcid nélkiil. Mindkét esetben ultravékony
metszeteinket a harmadik kamra dorzolaterdlis teriiletérdl készitettiik. A fent emlitett
immunhisztokémiai protokollt kdvetve azonban a vizsgalt agyszovet ultrastrukturaja
rendkiviili mértékben karosodott, ezért az alkalmazott modszert a kovetkezd
valtoztatasokkal hajtottuk végre: 0,5% glutaraldehidet adtunk a perfiizioés oldathoz és a
Triton X-100 mennyiségét 0,1%-ra csokkentettik a primer antitestet tartalmazo
oldatban. A szovetdarabkakat 30 percig 1%-0s ozmium-tetroxid oldatba meritettiik,
majd mosast kovetéen (foszfat-puffer, 0,1M, pH=7,4) egyre felszallo alkoholsoron
keresztiil vive dehidraltuk ezeket. Propilén-oxidos immerziét kovetéen a
szovetdarabkakat epoxi-gyantdba agyaztuk (Durcupan, Fluka). Félvékony metszeteken
kijeloltiik a vizsgalando tertiletet és ultravékony metszeteket készitettiink ugyanazon az
ultramikrotomon (Reichert Ultracut S). Végiil ultravékony metszeteinket gridre vettiik
fel.

Azokat a mintakat, amelyeken nem végeztiink immunhisztokémiai reakciot uranil-
acetattal ¢és  Olom-citrattal kezeltik. A  felvételek JEOL 100B tipusu

elektronmikroszkopon késziiltek Sys Morada digitalis kameraval.
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5.Eredmények

5.1. Vizsgalatok kifejlett patkanvban

5.1.1. Altalanos észrevételek

Patkanyban az Ap4-immunopozitivitas kijelolte a pidlis lamina limitans gliae-t és
az agyi ereket (10/A). A neuronok Ap4-in-ak voltak, koriildttikk pedig glianyalvanyok
homogénnek tiind Ap4-ip szévedéke volt megfigyelheté (10/A.). Altalaban az ependima
Ap4-jelolodése erdsebb volt, mint a kdrnyezd neuropilé. Ez a kiilonbség a harmadik
kamra és az aqueductus cerebri teriiletén volt a legszembetiinébb (10/B,C). A
nagyfelbontasu képeken egyértelmii volt, hogy az Ap4-jelolddés az ependimocitak
bazolateralis felszinére korlatozodott. A szubventrikularis asztrocitdk szintén feltiing
Ap4-immunpozitivitdst mutattak. A canalis centralis teriiletén az ependima Ap4-in volt,
mas gliaelemek azonban, mint példaul a szubependimalis asztrocitak, perivaszkularis

végtalpak és a dorzalis gliaszeptum Ap4-immunpozitivnak bizonyultak (10/D,E).

A B-Dg immunhisztokémiai reakcidja mindenekelStt az agyi ereket és a pialis
felszint abrazolta. (11/A). Ehhez hasonlo eloszlast mutatott az a-disztrobrevin is, a
meningealis felszin és a teljes agyi érhalozat jelolodott (11/D). Az utrofin a pidlis
felszinre és az agyba belépd erek kezdeti szegmensére volt jellemzd (11/B). Az al-
szintrofint csak neuronokban és néhany (felszin kozeli és mélyebb pozicidban levd)

agyi érben detektaltuk (11/C).

36



DOI:10.14753/SE.2012.1717

10. abra A: Az Ap4 immunfestése agyszovetben. Az erek Ap4-ip-ak voltak (nyil). A neuronok Ap4-in-
nak bizonyultak (nyilhegy), koriilottiik pedig a glianytlvanyok Ap4-ip szovedéke volt megfigyelhetd
(lasd a nagyobb felbontast inset képen). Skala 30 um. B-E: Az Ap4 immunfestése patkany
ependimajaban. B: Az aqueductus cerebri ependimédja intenziven Ap4-ip (nyilhegy). A szubventrikularis

asztrocitak szintén jeloldtek (nyil). C: Az Ap4-ip ependima (nyilhegy) a harmadik kamraban. Az Ap4-
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immunpozitivitds az ependimocitdk bazolateralis membranjara korlatozédott. A szubventrikularis
asztrocitak szintén Ap4-ip-ak voltak (nyil). D: Az ependimocitakrol készitett tangencialis metszeten jol
lathato, hogy az Ap4 a sejtek membranjahoz lokalizalodik (nyilhegy). E: A canalis centralis ependimaja
Ap4-in (nyilhegy), a szubventrikularis asztrocitik viszont Ap4-ip-ak voltak (nyil). A kettds nyil jelol6dott
érre mutat, a kett6s nyilhegyek pedig a dorzalis gliasdvényt jelzik. Skalak: B: 60 um, C: 30 um, D: 15
pum, E:60 um

11. abra

11. abra A DGK kiilé6nb6z6 tagjainak immunfestése agyszoveten. A: B-disztroglikannal a teljes agyi

érhaldzat és a meningealis felszin (m) is immunpozitiv volt. B: Az utrofin immunfestése a meningealis
felszint (m) és csak az agyi erek kezdeti szegmensét (nyil) jelolte ki. C: Az al-szintrofin csak néhany
érben (nyil) és neuronokban (nyilhegy) volt detektalhato. Kett6s nyil-jeldletlen ér. D: Az a-disztrobrevin

a teljes agyi érhaldzatban és a meninxben (m) volt jelen. Skalak: A-D: 30 um
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5.1.2. A kamrafal vizsgalata - a globulusok

5.1.2.1. A B-Da-ip globulusok szerkezete

A kamrarendszer mentén kerek, B-Dg-ip képletek sorakoztak a ventrikularis felszin
mentén (12/A). Atméréjiik 1 és 2 um kozott volt és szigoran ugyanabban a rétegben
helyezkedtek el, 6-8 pum-re a kamrafelszint6l és egymastél 3-5 um tavolsagra. A
kapillarisok atmetszetével szemben ezek tomor, iireg nélkiili képleteknek bizonyultak.
Haromdimenziés szerkezetiik és eloszlasuk meghatdrozadsahoz koronalis, szagittalis és
horizontalis metszetek késziiltek. Mindegyik sikban hasonld tomor, gombolyl
megjelenésiik volt, ezért kaptak a ,,globulus” kifejezést. Hasonlo globulusok voltak
jelen mind a fluoreszcens, mind a DAB-modszerrel kezelt metszeteken (12/B). A primer

szérum elhagyasakor globulusok nem voltak megfigyelhetdk.

5.1.2.2. Az Ap4 és a DGK tovabbi tagjai a globulusokban

A B-Dg-ip globulusok teriilete egyben Ap4-ip is volt, a kolokalizacidt egymasra
merdleges sikokban készitett kettds jelzéses képek bizonyitjak (13/A,B).

A B-Dg-hoz hasonléan az utrofin és az a-disztrobrevin szintén megtalalhat6 volt a
globulusokban a kamrarendszer mentén (14/A-E). A B-disztrobrevin neuronokban is
jelen volt (nincs kép), azonban erekben és az ependimaban nem. Az al-szintrofin nem
volt megtalalhaté a globulusokban, hanem az ependimocitdk membranhoz kozeli

részein helyezkedett el (14/F).

Ketts jelzéses kisérlet bizonyitotta az a-disztrobrevin és B-disztroglikan (15/A-C),
valamint utrofin és a-disztrobrevin kolokalizaciojat (15/D-F). Emellett kettés jelzéses

kisérlet bizonyitotta a B-disztroglikan és a.1-szintrofin kiillonb6z6 eloszlasat (15/G-1).
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12. abra

12. 4bra A B-disztroglikan immunhisztokémia reakciéja a kamrarendszer mentén. A: Ureg nélkiili B-Dg-

ip globulusok (nyil) sorakoztak az oldalkamra (LV) teriiletén. Lumeniik altal a legkisebb kapillarisok
(kett6s nyilhegy) is tisztan megkiilonboztethetéek voltak. CPu-nucleus caudatus-putamen komplex Se-
septum. Skala: 20 pym. B: A B-Dg-ip globulusok (nyil) az ABC-mddszerrel. A lumennel rendelkez6
kapillaris (kett6s nyilhegy) elkiiloniil ezektdl. E-ependima. Skala: 5 um. C: A B-Dg-ip globulusok a
harmadik kamra (3V) teriiletén a P1800-as magassagnak megfeleléen (Bregma-1.80 Paxinos és Watson,
1998 szerint). A f-Dg-ip globulusok (nyil) mind a ventralis, mind a dorzalis részen jelen voltak. Kettds

nyilhegy-kapillaris. Skala: 40 um. Inset (I) kinagyitott kép, E-ependima. Skéala: Sum. D: A harmadik
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kamra (3V) a P2100 magassagnak megfeleléen (a C-hez képest kaudalisan késziilt). Itt a B-Dg-ip
globulusok (nyil) csak a dorzalis részen voltak megtalalhatok, és a kozéprésznek megfelelden hirtelen
megszintek (kettés nyil). Skala: 40 um. E: A recessus inframamillaris (mr) a P4200-nak megfel6en. -
Dg-ip globulusokat (nyil) csak a dorzalis részen taldltunk. A globulus-mentes ventralis teriilet éles

hatarral kezd6dik (kettds nyil), kettés nyilhegy-kapillaris. Skala: 40 um.

13. 4bra

13. abra A: A B-Dg-ip (piros) globulusok Ap4-ip-ak (z6ld) is voltak (nyilhegy). A nyilak a
keresztmetszeti kép (B kép) magassagat jelzik. E-ependimocita. B: A Keresztmetszeti képen igazolodott a

B-Dg és Ap4 egyiittes el6fordulasa a globulusokban (nyil). Skalak: 5 pm.
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14. abra

14.abra A DGK kiilonb6z6 tagjainak immunfestése. A-B: A B-disztroglikan (A kép) és utrofin (B kép)

eloszlasa a harmadik kamra mentén (3V). A globulusok (nyil) hasonld ,,gyongysor”-szerii eloszlas
figyelheté meg mindkét esetben. Kettds nyilhegy-kapillaris, csillag- nagyér, ChO-chiasma opticum.
Skala: 100 um. C-D: Az a-disztrobrevin eloszlasa az oldalkamra (VL) teriiletén. A globulusok (nyil) és az
erek (kett6s nyilhegy) bizonyultak immunpozitivnak. CC-corpus callosum, Se- septum. Skalak: 100 pm,
10 pm. E: A harmadik kamra (3V) teriiletének kinagyitott részlete utrofin immunfestésével. A globulusok

és az erek utrofin-ip-ak. Skala: 10 pm. F: al-szintrofin immunhisztokémiai reakcidja az ependimocitak
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(nyilhegy) konturjait dbrdzolta. Globulusok nem voltak megfigyelheték. 3V-harmadik kamra. Skala: 10

pm.

15. ébra
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15. abra. A DGK tagjainak kettds jelzéses vizsgdlatai. A: o-disztrobrevin, B: B-disztroglikan, C:
egymasravetitett kép (A+B); D: a-disztrobrevin, E: utrofin, F: egymasravetitett kép (D+E); G: al-
szintrofin, H: B-disztroglikan, I: egymasrevetitett kép (G+H). A sarga szin kolokalizaciot jelez. Nyilak:
globulusok, nyilhegyek: az ependimasejtek nem fest6dott magjainak helye (al-szintrofin esetén), kettds

nyilhegyek: erek, kettds nyilak: az ependima ventrikularis felszine, V: kamra. Skalak: 15 um

Az egyes DGK 0OsszetevOk agyszoveten beliili eloszlasarol az 5. tablazat tajékoztat.

5.tdblazat Az egyes DGK tagok agyszoveten beliili eloszlasa

globulus ér ependima neuron
B-disztroglikan ++ ++ - -
a-disztrobrevin ++ ++ - -
B-disztrobrevin - - - +
utrofin ++ +/- - -
al-szintrofin - +/- ++ +
akvaporin-4 ++ ++ ++ -
++: erésen ip +:értékelhetdéen ip  -: immunnegativ

5.1.2.3.. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

A B-Dg ultrastrukturdlis eloszldsanak vizsgéalatakor a diaminobenzidin-precipitacid
az ependimocitak bazalis részén volt megtalalhato, az itt elhelyezkedd
membranbetiiremkedésekben, ciszterndkban, vagy labirintusszerti
membranrendszerekben (16/A-C). Ennek a labirintusrendszernek a mérete megegyezett
a fluoreszcens metszeteken talalt globulusokéval. A szerkezet komplexitdsa azonban
véltozatos volt. Néhany esetben lathatd volt Osszekottetésiik vékony, intercellularis
hasadékok mentén az extraependimalis tér felé. Abban az esetben, amikor a metszeteket
immunhisztokémiai reakcid nélkiill vizsgaltuk, de uranil-acetatos ¢€s o6lom-citratos
elékezelést hasznaltunk az ultravékony szeleteken, a labirintusrendszert vékonyan
enyhén elektrondenz anyag toltotte ki (16/D). Ahogyan a 16/D abra is szemlélteti, a
globulusok tobb ependimocita talalkozasi pontjanal alakulnak ki. Ezt tdmasztja ala az
ependimocitakrol megkozelitdleg tangencidlisan készitett metszet Apd és Dg kettds
immunfluoreszcens jelzésével (17. abra). A B-Dg-ip globulusok az ependimocitak
talalkozasi szogleteinél helyezkedtek el (ti. ott, ahol legalabb 3 ependimocita érintkezett
egymassal). Egy ependimocita keriilete mentén akar 5-6 ilyen B-Dg-ip globulus is

megtalalhato volt.
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16. abra

16. é&bra Elektronmikroszkopos felvételek. A-B: labirintus-szerii struktirak &brazolodtak az

ependimocitak bazalis részén, amelyekben az B-Dg immunprecipitatum helyezkedett el (nyil). N-nucleus,
cb-sejthatar, ci-cilia, m-mitokondrium, V-agykamra. C: hasonld, de az el6z6nél egyszeriibb struktura.
Figyeljiik meg az immunoprecipitatum (nyil) mellett elhelyezkedd extracellularis teret (kettds nyil). D:
Immunhisztokémiai reakcié nélkiil, uranil-acetatos és Olom-citratos kezelést kovetben lathatova tett
labirintus-szer(i struktarat elektrondenz anyag t6ltotte ki (nyil). A labirintus harom ependimocita

talalkozasi pontjanal helyezkedett el. Skalak: A: 1 um, B: 300 nm, C: 500 nm, D: 400 nm.
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17. abra

17. abra Az ependimocitakrol (E) készitett tangencialis metszet a B-Dg (piros) és az Ap4 (z6ld)
immunfestésével. Figyeljiik meg, hogy a globulusok altaldban 3 ependimocita talalkozasi szdgletében

fordulnak el (nyil). VL-oldalkamra. Skala: 10 um

5.1.3. A globulusok eloszlasa a kamrarendszer mentén

A B-Dg-ip globulusok a teljes kamrarendszer mentén eléfordultak az aquaeductus
cerebri ¢€s a canalis centralis teriiletét is beleértve. Eléfordulasuk nem fliggott az
ependimocitdk magassagatol, akar lapos, kobos vagy hengeres sejtek voltak. Az
egyetlen kivétel a harmadik kamra ventralis része volt, ahonnan teljesen hidnyoztak
(12/C,D). Ennek a teriiletnek a pontos hatarai:elolrdl az area retrochiasmatis és a
nucleus arcuatus kozott P2100 pum-nél (a P jelentése: a Bregma mdgott), hatulrél a
recessus inframamillaris kaudalis része (P4500 um), ventralisan magéba foglalja a teljes
eminentia medianat és beterjed a recessus inframamillarisba (12/E). Mitro és Palkovits
(1981) morfometriai adatait alapul véve, az a teriilet, ahonnan a B-Dg-ip globulusok
hianyoznak, a harmadik kamra 16,4%-at jelenti, ami a teljes kamrarendszer felszinének

4,4%-4t jelenti.

5.1.3.1 A globulusok elhelyezkedése az ependimahoz és az asztrocitakhoz

viszonyitva

A B-Dg-ip globulusok az ependimocitak bazalis felszinén helyezkednek el
(18/A,B). A GFAP-ip asztrocitanytlvanyok 0Osszefiiggd ,kordont” formaltak a
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kamrafelszinnel parhuzamosan a B-Dg-ip globulusok kontraependimalis oldalan. A
nyulvanyok egy része 0sszekottetésben allt a globulusokkal (18/A inset). A ,kordon”-
tol ependimalisan erek nem voltak fellelhetdk. Ez az elrendez6dés hasonld volt a

negyedik kamra esetében és a canalis centralis teriiletén is (18/E,F).

A harmadik kamra ventralis részén, az eminentia mediana teriiletén tanicitak
talalhatok, amelyek hosszii bazilis nyulvanyukkal a pidlis felszinnel teremtenek
kapcsolatot. A tanicitak és ependimocitak kozotti atmenet éles vonalként jelentkezik, és
ett6l a vonaltol ventralisan globulusok nem voltak taldlhatok (18/C,D). Ennek
megfeleléen a fent emlitett globulus-mentes teriilet megfelelt a tanicitak altal hatarolt
harmadik kamranak. Itt a kamrafelszinnel parhuzamos GFAP-ip asztrocitanyulvanyok is

hianyoztak.

5.1.3.2. A cirkumventrikularis szervek: az eminentia mediana

Az eminentia mediana teriiletén Ap4-ip plexus abrazolodott (19/A,B). GFAP-
jelzéssel hasonld festddést tapasztaltunk (19/D). A plexus feletti kamrakontakt réteg
azonban Ap4-in teriilet volt. Ates§ fényben készitett és Ap4-jelzéses felvételek
egymasravetitése bizonyitotta ezt a feltevést (19/B,C). Az Ap4-ip plexus a kamrafal
vastagsadganak kozépso részén helyezkedett el, emellett helyenként penetralta a kiilsé
réteget €s elérte a pidlis felszint is. Tanicita jellegii sejtek Ap4-immunfestésével itt nem
rajzolodtak ki. Az ett6l dorzalisan elhelyezked$ tanicitak Ap4-ip-nak bizonyultak
(19/A).

B-disztroglikan és Ap4 kettos jelolésével - korabbi eredményeinkkel 6sszhangban -
az eminentia mediana teriiletén nem voltak globulusok megfigyelhetdk (20/A), a B-Dg-
ip globulusok csak ott voltak jelen, ahol ependimocitak hataroltak a kamrafelszint
(20/B, C,D). Az itt elhelyezkedd tanicitdkbol allo6 ependima Ap4-in volt (20/D), mig a

dorzolateralisan elhelyezkedd ependima tanicitai Ap4-immunpozitivak voltak (20/C).
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18. abra

18. abra B-Dg (piros) és GFAP (z6ld) kettds immunjelzése a kamrarendszer mentén. A: A B-Dg-ip
globulusok (nyil) jelen voltak az oldalkamra mentén (VL). A GFAP-ip asztrocitakordon (nyilhegy)
valasztotta el ezeket a B-Dg-ip erektdl (kettds nyilhegy). CPu- nucleus caudatus-putamen komplex, Se-
septum. Skala: 25 pm. Inset (I): a septum kinagyitott részlete. A B-Dg-ip globulusok (nyil) az ependimocitak
(E) bazisanal helyezkedtek el és ezekben lumen nem volt megfigyelhetd, mint az erek (kettés nyilhegy)
esetében. Skala: 10 pm. B: A harmadik kamra (3V) ependimocitdk (E) altal bélelt fala. A jelolések
megegyeznek az A képen talalhatokkal. Skala: 5 pym. C: A harmadik kamra (3V) fala a hatarvonal mentén
(csillag), ahol az ependimocitak (E) felvaltodnak tanicitdkkal (T). Kettds nyil-tanicitak nyulvanyai. A B-Dg-
ip globulusok (nyil) az ependimocitdk alatt voltak jelen, a tanicitdkkal hatarolt részen nem. Kettds nyilhegy-
erek, nyilhegy- asztrocitanytlvanyok. Skala: 10 um. D: A harmadik kamra (3V) ventralis részén tanicitak (T)
voltak talalhatok, de B-Dg-ip globulusok és GFAP-ip asztrocitakordon nem. Kett6s nyilhegy: erek, kett6s
nyil- tanicitanyalvanyok. Skala: 10 um. E: A negyedik kamra (4V) fala. A jelolés megegyezik az A képnél
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leirtakkal. Skala: 10 pm. F: A canalis centralis teriilete, a jelolés megegyezik az A képen leirtakkal. Skala: 10

pm.

19. ébra

19. dbra Az eminentia mediana teriilete Ap4 és GFAP immunjelzésével. A-B: Az eminentia mediana

teriiletének kozépso és felszin felé es6 része Ap4-ip volt (nyil). Ez ett6l dorzalisan elhelyezked6 tanicitak
Ap4-ip-ak voltak (kettés nyil). Az Ap4-ip tanicitanyalvanyok (nyilhegy) elérték a pialis felszint. C: Atesé
fényben készitett kép és a B kép Osszevetése bizonyitja, hogy az eminentia mediana legbelso rétege Ap4-
in (kett6s nyilhegy). D: GFAP immunfestése az Ap4-hez hasonld eredményt mutatott. Skalak: A: 150 pm,
B-C: 50 pum.

5.1.3.3. A cirkumventrikularis szervek: a SCO

Annak ellenére, hogy a harmadik kamra ependimédja intenziv Ap-4
immunpozitivitast mutatott, a SCO teriilete Ap-4-in volt (21/A). Emellett a GFAP is
hianyzott a sejtekbdl (nincs kép), megegyezve a laboratoriumunk korabbi
eredményeivel (Kalman és Hajos 1989). B-disztroglikan és Ap4 kettds jelzésével a
szubkomisszuralis szerv teriiletérdl, akarcsak mint az eminentia medianabdl, hidnyoztak

a globulusok (21/B).
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20. abra

20. abra Az eminentia mediana teriilete Ap4 (z61d) és B-Dg (piros) immunfestésével patkanyban. A: Az

eminentia mediana (EM) teriiletén az ependima Ap4-in (nyil) volt. Az ettdl dorzalisan elhelyezkedd

tanicitdk Ap4-immunpozitivitast mutattak (ketts nyil). B-Dg-immunpozitiv globulusok (nyilhegy) csak a
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harmadik kamra (3V) dorzalis részén voltak megtalalhatok, ahol ependimocitak (E) alkottdk a felszini
réteget. Skala: 60 um. B: A harmadik kamra (3V) dorzalis része kinagyitva. C: A harmadik kamra (3V)
k6zéps6 részének kinagyitasa. Nyil- Ap4-ip tanicita. D: A harmadik kamra ventralis részének nagyitott
képe. Kettds nyilhegy:- erek. Skalak B-D: 25 pm.

21. abra

!.
B
’
|
3
-

- 4

|

21. abra Patkany SCO B-Dg (piros) és Ap4 (z6ld) immunhisztokémiai reakciojaval. A-B: A SCO teriilete
(csillag) Ap4-in volt és B-Dg-ip globulusok sem abrazolodtak, csak B-Dg-ip erek (nyilhegy) voltak itt
megfigyelhetok. A SCO-t6l ventralisan megtalalhatok voltak a B-Dg-ip globulusok (nyil), amelyek az
Ap4-ip ependimocitak (kett6s nyilhegy) bazalis részén helyezkedtek el. 3V-harmadik kamra. Skala: A: 40
pm, B: 20 pm.
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5.2 Fajok kozti 6sszehasonlito és fejlodéstani tanulmanyok

5.2.1 A globulusok el6fordulasa kiilonb6z6 fajokban

Csirkeagyban tett megfigyeléseink altalaban nem kiilonboztek azoktol, amiket a f3-
Dg ¢s az Ap-4 tekintetében patkanyagyon tettiink. Erds Ap4-immunpozitivitas
abrazolodott a perivaszkularis agyallomanyban és a pialis glia limitans teriiletén (nincs
kép). Az ependimalis réteg az Ap4-immunreakcioval a kornyezé agyallomanynal
intenzivebben jel6l6dott az oldalkamra (22/A), harmadik kamra (22/B) és a negyedik

kamra teriiletén, viszont a canalis centralis esetében Ap4-immunnegativ volt (22/C).

22. abra
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22. abra Csirkeagy Ap4 (zold) és B-Dg (piros) immunfestése. A: Az oldalkamra teriiletén
megfigyelhetéek voltak a f-Dg-ip globulusok (nyil), és az ependimocitak (E) bazolateralis membranjanak
Ap4-immunpozitivitisa. Nyilhegy-erek, V-oldalkamra. B: A harmadik kamra teriiletén szintén
megtalalhatéak voltak a B-Dg-ip globulusok (nyil), amelyek Ap4-gyel szintén immunpozitivnak
bizonyultak. Az erekben is mind a két molekula jelen volt (nyilhegy). E-ependimocita, V- harmadik

agykamra. C: A canalis centralis (V) ependiméja (E) Ap4-in volt. Skalak: A: 40 pm, B: 15 um, C: 25 um

A B-Dg-ip globulusok megtalalhatok voltak a tobbi vizsgalt emlsben is [egér,
gerbil (mongol futdéegér, Meriones unguiculatus) (23/A), nyual (Oryctolagus cuniculus
domestica) (23/B)] és ugyancsak el6fordultak tiiskésrdja ependimaval boritott
kamrarendszere mentén (Dasyatis akajei, 23/C). A gerbil harmadik agykamrajanak

crer

abra).

5.2.2. A PB-disztroglikan és akvaporin-4 expresszidoja a csirke egyes

cirkumventrikularis szerveiben

Az eminentia mediana teljes vastagsagdban Ap4-in volt, viszont intenziv festddés
volt tapasztalhaté a hipotalamusz teriiletén (24/A). Az Ap4-immunjelzés kirajzolta a
tanicitdk itt futd hosszil nyalvanyait (24/A). A SCO Ap4-negativ immunfestése ¢€les
kontrasztban allt a harmadik kamra egyébként Ap4-ip boritasaval (24/B,C). A PVO
teriiletén az ependima Ap4-in volt és a B-Dg-ip globulusok is hianyoztak (24/D), a
SCO-hez hasonldan.
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23. abra

23. abra. A B-Dg-ip globulusok eléfordulasa kiilonbozé fajokban. A: Ugroegérben, B: nytlban és C:

tiiskésrajaban megtalalhatok voltak az agykamra (V) mentén elhelyezkedé B-Dg-ip globulusok (nyil).

GFAP (zold) és B-Dg (piros) immunfestésével ugroegérben vizsgalva a harmadik kamra tanicitaval
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(kettés nyil) boritott teriiletét, B-Dg-ip globulusok nem voltak felfedezhet6k. Nyilhegy-erek. Skalak: 30

pm.

24. 4bra

24. abra. A B-Dg (piros) és az Ap4 (zold) immunfestése csirke cirkumventrikularis szerveiben. A: Az

eminentia mediana (EM) tanicitai (nyilhegy) Ap4-in-ak voltak, mig a dorzalisan elhelyezkedé tanicitdk
Apd4-ip-nak bizonyultak. Az Ap4-ip tanicitik hosszi nyualvanyai (nyil) a hipotalamuszban (csillag)
haladtak. Globulusok egyik teriileten sem voltak megfigyelhetok. 3V-harmadik kamra. Skala: 80 um. B-
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C: A SCO tertilete (csillag) Ap4-in volt, a globulusok innen is hianyoztak. A harmadik kamra (3V) SCO-
tol ventralisan elhelyezkedd ependiméjaban (nyil) Ap4-immunpozitivitds volt megfigyelhetd. Skala B:

80 um, C: 40pm. D: A PVO-bol (nyil) is hidnyzott az Ap4 és a B-Dg-ip globulusok. Skala: 40 pm.

5.2.3. Fejlodéstani eredmények

5.2.3.1 Tanulmanyok perinatalis patkinyvokon: a szubkomisszuralis szerv és az

eminentia mediana

Kiilonbozo életkori embridkon végzett kisérletek alapjan az Ap4-immunpozitivitas
nem volt tapasztalhato a 16. intrauterin nap el6tt (25. abra). A késoéi fotalis periddusban
(E18, E20) a szubkomisszuralis szerv Ap4 immunpozitivnak bizonyult, mig a kdrnyez6
ependima Ap4-immunpozitivitasa gyenge volt és nem multa felil a kornyez6
agyszovetét (25/A). Ezzel ellentétben, sziiletéskor a szubkomisszuralis szerv Ap4-in
volt és a kornyezd ependima intenziv Ap4-immunpozitivitdst mutatott (25/B). Az
eminentia mediana esetében hasonld tendencia volt megfigyelhetd: az embrionalisan
Ap4-ip kamrakontakt réteg (25/C) posztnatalisan Ap4-in volt (25/D). A fest6dések a

hetedik posztnatalis napon megegyeztek a felndttben tapasztaltakkal.

5.2.3.2. Tanulmanyok késoi posztnatalis patkanyokon-a globulusok kialakulasa

Patkanyagyban a f-Dg-ip globulusok P19-ig nem voltak megfigyelhetok (26/A,B).
Ezek P20-t6] folyamatosan jelentek meg a kamrarendszer mentén (26/C,D) és P30-ra a
felndttkorra jellemzd eloszlas alakult ki (26/E).
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25. adbra

25. abra. A fejlédé SCO és az eminentia mediana az Ap4 immunfestésével, patkanyban. A: E20-nal a

SCO (nyil) Ap4-ip, a ventralisan elhelyezkedé ependima (nyilhegy) gyenge Ap4 immunpozitivitast
mutatott. B: Ujsziilott patkanyban a SCO (nyil) majdnem teljesen Ap4-in volt, mig az etté] ventralisan
1év6 ependima (nyilhegy) Ap4-ip volt. C: E18-nal az eminentia mediana Ap4-ip-nak bizonyult, mig a
dorzalisan talalhat6 ependima (nyil) Ap4-in volt. D: P4-nél az eminentia mediana (nyilhegy) Ap4-in
szerkezetként tiint fel, az ett6l dorzalisan talalhaté ependima (nyil) Ap4-ip volt. Skalak: 40 pm.
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26. abra

26. abra. A globulusok kialakulasa patkanyban P19 és P30 kozott. A-B: A posztnatalis 19. napon még

nincsenek globulusok a kamrarendszer mentén (itt a harmadik kamra lathat6, ahol a kétoldali
ependimaréteg (E) kozel kozel keriil egymashoz. B-disztroglikan immunfestésével csak az erek jelolodtek
(nyil). C (P20) Az oldalkamra (LV) teriiletén megjelennek a B-Dg-ip globulusok (nyil). D (P21) A B-Dg-
ip globulusok (nyil) egyre kifejezettebbek. E: P30-nal a felnéttre jellemzd eloszlas figyelheté meg és a
globulusok B-Dg (piros) és Ap4 (zold) immunpozitivak (nyil). 3V-harmadik kamra. Skalak: A: 50 pm, B:
20 um, C: 50 um, D-E: 20 pum.
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6. Megbeszélés

6.1. A globulusok és a DGK kapcsolata

Jelenlegi ismereteink szerint ez az elsd leirds az ependimocitdk bazélis részén
elhelyezkedd ,,globulusokrél”, amelyek [-disztroglikdnt és a DGK egyéb tagjait
tartalmazzak. Ezen a teriileten a B-disztroglikan egyiitt fordul el6 az a-disztrobrevinnel
¢s utrofinnal, amelyet kettds jelzéses kisérletek bizonyitanak. Ambrosini és
munkacsoportja (2008) beszamolt a f-disztroglikan és az al-szintrofin eléfordulasarol a
huméan ependimaban. Az al-szintrofin lokalizacidja megegyezik patkdnyban tett
megfigyeléseinkkel, azonban Ambrosini és mtsai (2008) nem tettek emlitést ,,globulus”-
szerii B-Dg-ip strukturdkrdl, az anti-B-Dg antitest képeiken megfestette a teljes
ependimalis réteget. Ez az eltérés megfigyeléseink kozott valdszinlileg @ human post

mortem agyszovet gyenge megorzottségének koszonheto.

Nem talaltunk B-Dg-ip globulusokat a harmadik kamra jol koriilhatarolt részén,
ahol tanicitdk alkotjak az ependimat. A globulusok eléfordulasanak hatara itt egybeesik
a ,,vilagossejtes zona tanicitdkkal” és a ,,vilagossejtes zona tanicitak nélkiil” hataraval

(Mitro és Palkovits 1981).

Meglepdnek hatott az al-szintrofin és a B-Dg kiilonb6z6 lokalizacidja egy sejten
beliil, azonban mas munkacsoport taladlt mar az agyban DGK-t szintrofin nélkiil is
(Moukhles és Carbonetto 2001) valamint izomban szintrofint disztroglikdn nélkiil (Cote
¢és mtsai 2002). Ezen kiviil egyéb szintrofinok jelenléte (B1, B2, y1, y2) szintén nem
zarhat6 ki (Gorecki és mtsai 1997, Piluso és mtsai 2000, Tinsley és mtsai 1994).

A disztrofinokat illetden, amelyek a DGK gyakran el6forduld tagjai, egyes
esetekben az utrofin helyettesitheti ezeket, kapcsolatot teremtve a sejtvaz aktin-
filamentum rendszerével (Knuesel és mtsai 2000, 2001). A disztrofinok eloszlasat
munkacsoportunk korabban mar vizsgalta (Szabo és mtsai 2004). Az agyban a Dp71,
Dpl140 és Dp427 izoformak talalhatok (Lidov 1996). A Dys2 antitest (Novocastra,
Newcastle-upon-Tyne,UK) hasznalataval, amely az izoformak kdzos epitopjaval reagal
(Jancsik és Hajos 1999), nem talaltak ependimalis jelolést. A Dp71f elleni
immunreakcioval, amely a 71kDa disztrofin ,,splicing”-variansa, az ependimocitdk

konturjai rajzolodtak ki, de globulusok nem abrazolddtak (Szabd és mtsai 2004).
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A B-Dg egyéb jelolodése megegyezett a szakirodalomban mar publikalt adatokkal.
Az agyi erek és a meningedlis glia limitans immunpozitivitdsa hasonld Uchino és mtsai
(1996), Zaccaria és mtsai (2001), Moore és mtsai (2002), és legjabban Ambrosini és
mtsai (2008) eredményeivel. Hasonlo jelolédés volt megfigyelheté az a-disztrobrevin
esetében, mig ezzel ellentétben a B-disztrobrevin a neuronokban fordult elé (Blake és
mtsai 1998, 1999, Ueda és mtsai 2000). Az utrofin (Haenggi és mtsai 2004) és az al-
szintrofin érben valo eléfordulasa (Haenggi és mtsai 2004, Ambrosini és mtsai 2008)
szintén leirasra keriilt, mint ahogyan az al-szintrofin expresszidja neuronokban

(Gorecki és mtsai 1997, Piluso és mtsai 2000).

6.2. Az akvaporin-4 eloszlasa és a globulusok kapcsolata

Az Ap4 éaltalanos eloszlasat illetéen eredményeink Osszhangban allnak a korabbi
leirasokkal (Jung ¢s mtsail994, Frigeri és mtsai 1995, Nielsen és mtsai 1997, Venero és
mtsai 2001). Az Ap4 immunreaktivitas legintenzivebben a perivaszkularis és szubpialis

végtalpakat (glia limitans) jeldlte ki.

Az oldalkamra, harmadik kamra, az aqueductus cerebri és a negyedik kamra
ependimocitai tartalmaztak az Ap4-et (Venero és mtsai 1999, Mack és mtsai 1987), a
canalis centralis ependimaja azonban Ap4-immunnegativnak bizonyult. Emellett az
Ap4-immunfestése az ependimocitdk bazolateralis membranjara korlatozodott-
osszhangban Frigeri és mtsai (1995) és Nielsen és mtsai (1997) kozleményével. Uj
eredmény tanulmanyunkban, hogy a fentebb emlitett megfigyelések érvényesek

madaragyra is.

A B-Dg-ip globulusok és az Ap4 altalaban kolokalizalva fordultak eld, de a
gerincveldben B-Dg-ip globulusokat figyeltiink meg Ap4 nélkiil. Kovetkeztetéseink
szerint az Ap4 nem feltétlen kiséréje a f-Dg-nek, hiszen ott is talaltunk Ap4-et, ahol B-

Dg-ip globulusok nem fordultak el6 (példaul az eminentia medianatol dorzolateralisan).

6.3. A globulusok osszefiiggése a membranlabirintusokkal

A globulusok intraecpendimalis lokalizacidja a [B-Dg elleni pre-embedding
elektronmikroszkopos vizsgalatokkal igazolddott. Az elektronmikroszkdpos felbontas
szintjén a globulusok megfeleltek az ependimocitak bazalis felszinén elhelyezkedd

membranlabirintusoknak. Fluoreszcens-mikroszkoppal ezek gombszerti szerkezeteknek
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tlintek. Korabbi elektronmikroszkdopos tanulmanyok mar leirtak dudoros labirintusszeri
kitliremkedéseket (bazalis membran labirintust) az ependimocitadk bazalis részén (Booz
¢s mtsai 1974, Leonhardt 1970), amelyek a perjodsav-biszulfit-aldehidtionin modszerrel
festve fénymikroszkoppal gombszerii vagy szabalytalan foltoknak tiintek és
megfelelhetnek a B-Dg-ip globulusoknak. Ezek a strukturak uranil- és o6lom-festett
ultravékony metszeteinken hasonld labirintusokként &brazolddtak, mint amelyek

Reichenbach és Robinson (1995) felvételein lathatok.

A globulusok megjelenése P19-30 kozott, amelyet B-Dg antitesttel detektaltunk,
szintén jol korrelal Booz és mtsai (1974) fénymikroszkopos megfigyeléseivel a bazalis
membranlabirintus kialakuldsaval kapcsolatban. Mindemellett ebben a korabbi
tanulmanyban a  labirintusok  kezdeményei, mint lamellaris szerkezetek,

elektronmikroszkoppal mar P12-t61 megfigyelhetok voltak (Booz és mtsai 1974).

6.4. A globulusok és a fraktonrendszer kapcsolata

Az ependimocitak bazalis felszinén el6fordulé laminin-receptorok funkcionalis
jelentdségét korabbi adatok vetették fel. Leonhardt (1970) és munkatarsai (Booz és
mtsai 1974) utan Reichenbach és Robinson (1995) ugy interpretalta az ependimocitak
bazalis részén talalhato elektrondenz csikokat, mint az embrionalis érrendszer (ti.
lamina bazalisuk) maradvanyat a szubventrikularis zonaban. Mercier és mtsai (2002,
2003) eredményei alapjan a kamrafelszin alatt talalhatd kapillarisok lamina bazéalisabol
egy rendkiviil finomszovésii lamininhaldzat emelkedik ki. Ez 4thatol a szubependimalis
rétegen és agakat kiild az ependimahoz, meglehetdsen hasonloan a fraktal-rendszerhez.
Ebbdl kifolydlag ezek a perivaszkularis €s szubependimalis teret 0sszekotd csatornak a
»frakton” nevet kaptak. Eredményeink alapjan ugy véljiik, hogy a globulusok (ti. bazalis
membranlabirintus) B-disztroglikanja kihorgonyozza a laminintartalmu fraktonokat az

ependimahoz (27. abra).
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27.4bra A szubventrikularis dssejtfészkek szerkezete a globulusokkal kiegészitve

r lamina basalis

A 27. abra megegyezik a 4. abra bal oldali részével, a sarga korok jelképezik a kamrakontakt sejtek

bazalis részén elhelyezkedd globulusokat
Doetsch és mtsai 2003 alapjan készitett, modositott dbra

Felvet6dik a kérdés, vajon miért nem talalhatok globulusok a harmadik kamra
tanicitak altal hatarolt részén. Ennek magyarazatdhoz vissza kell térniink a fejlodés
korabbi stddiumara, amikor radidlis glia alkotja a ventrikularis zonat. A radialis glia
hosszll nyllvanyaival kozvetlen kapcsolatot 1étesit a pidlis felszin lamina bazalisaval.
Késoébb a radialis gliat ependima valtja fel a ventrikularis zonaban. Az ependimocitak,
amelyeknek nincsenek a pidlis felszinnel kozvetlen kapcsolatot biztositd hosszl
nyulvanyaik, mégis megdrzik a pia materrel vald dsszekottetésiiket. Ez az 6sszekottetés
a laminin-tartalmu fraktonokbol és az erek perivaszkularis terébdl tevodik 6ssze. Ebbol
kifolydlag a laminin-receptor B-disztroglikdn az ependimocitdk bazalis felszinén levd
membranlabirintusban tomoriil, amely fénymikroszkopos vizsgalattal globulusokként
jelent meg az immunhisztokémiai feldolgozas utdn. A tanicitdk megdrzik pialis
felszinnel kapcsolatot teremtd hosszu nyalvanyukat, éppen ezért nincs sziikség ezeken a

tertileteken a laminin-ko6td globulusokra.

6.5. A globulusok a torzsfejlodésben

Kiilonb6z6 fajokban végzett vizsgalataink sordn globulusokat azokon az
agyteriileteken taldltunk, ahol ependimocitdk helyezkedtek el. Rajan kapott

eredményeink nem mondanak ennek ellent, mivel a tobbi ,,alsobbrendli” gerincest6l
y g
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eltéréen a telencephalonban asztrocitas gliaszerkezetiik van (6. tablazat). Felvetodik a
kérdés, hogy a filogenetikailag tavol 1évo fajokban (ti. patkany és raja) megfigyelt kozos
szekezeti vonas (ti. globulusok) konvergencia vagy 6si, k6zos tulajdonsag-e. Az a
megfigyelés, hogy az eml6sok és madarak tanicitiinak megfeleléen, amelyek
hasonlitanak az ,,alsobbrendii” gerincesek ependimogliajara, nincs globulus, arra enged
kovetkeztetni, hogy a globulusok megjelenése rdjaban, emldsben ¢és madarban
valoszinlileg konvergencia eredménye, ti. ezek az ependimoglia asztrocitaval valo

felvaltasa soran jelentek meg.

6. tablazat A magzatburkosak gliaszerkezetének 6sszehasonlitasa

Tekn6sok Gyikok, Krokodilfélék Madarak Eml6sok
Testudiniform. kigyok Crocodilia Aves Mammalia
Squamata
ependimo- dominans dominans dominans nagyobbrészt szinte
glia eltlinik, teljesen
telencephalon- eltlinik
ban
asztrocita nincs egyes sokfelé, a dominans csaknem
helyeken radialis  glia kizarolagos
kozt
Kalman 2008 alapjan

6.6. A cirkumventrikularis szervek

A vizsgalt cirkumventrikularis szervek ependimajaban sem az Ap4, sem a B-Dg-ip

globulusok nem voltak megtalalhatok. Az Ap4 immunnegativitasarol a
szubkomisszuralis szerv €s az eminentia mediana teriiletén rendelkezésre 4llt kozvetett
irodalmi adat (lasd az OAP-k eloszlasar6l Mack ¢és mtsai 1987). Kisérleteink
Osszhangban allnak azzal az allasponttal, hogy az Ap4 expresszidja forditott
Osszefiiggésben all a zonula occludensek el6fordulasaval (Mack és mtsai 1987). Az
eminentia medianaban talalt Ap4-ip ,,plexus” megfelel a ,,belsd zona” asztrocitainak

(lasd Krisch és mtsai 1978b, Redecker 1990).

A patkanyagy fejlddése soran kapott eredmények azt bizonyitjak, hogy az Ap4-
immunnegativitds mind az SCO, mind az eminentia mediana esetében mdasodlagos

jelenség: a késo6i fotalis periodusban mind a két szerv intenziv immunpozitivitast
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mutatott. Ez roviddel a sziiletés utan eltiint (az eminentia mediana esetében csak az
szamolt be, amely E19-t6l P3-ig volt megfigyelhet6. Habar az SCO funkcional éretlen
agyszovetben is a Reissner-rostot szecernalva (a legutobbi eredményeket lasd Gobron és
mtsai 2000; Vigh és mtsai 2004), a perinatalis Ap4-immunpozitivitas eltiinése esetleg a
végleges szerkezet kialakulasidnak a jele. Az eminentia medianat illetden a zonula
occludensek a késo6i fotalis és korai posztnatalis életkorra jellemzdek mind a lateralis €s
ventralis ependima teriiletén, a kifejlett szervben azonban csak a ventralis részre
(Monroe ¢és Holmes 1982). Mindezen tanulmanyok mégsem magyardzzak az Ap4-
immunpozitivitds ideiglenes megjelenését ezekben a szervekben, azonban

hangsulyozzak a perinatalis életkor jelentdségét fejlodésiik soran.

6.7. Tanicitakkal kapcsolatban tett megfigyeléseink

Tanulmanyunkban kettd, az Ap4-et eltéréen kifejezd tanicitapopuldciot irtunk le,
amelyek a harmadik kamrdban az eminentia mediana szintjében taldlhatoak. A
ventralisan elhelyezkedd tanicitdk Ap4-immunnegativak, mig a dorzolateralisan 1évok
Ap4-immunpozitivak. A patkdnyagyon végzett megfigyelések megegyeznek a
csirkeagyban talaltakkal.

A tanicitdk altal hatarolt szubventrikularis régioban az egyébként altaldnosan
eléfordulo GFAP-ip  asztrocitakordon (ti. a  kamraval  parhuzamos
asztrocitanyulvanyrendszer) (Ludwin és mtsai 1976, Merker 1970, Quinines-Hinojosa

¢s mtsai 2006) is hianyzott.
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7. Az uj kisérletes eredménvek és kovetkeztetések

7.1. Az uj kisérletes eredmények 6sszegzése

1) Leirtuk patkdnyagyban az ependima ¢és a szubventrikuléris zona kozott elhelyezkedd

B-Dg-ip globulusokat és feltérképeztiik el6fordulasukat a kamrarendszer mentén.

2) Megvizsgaltuk az akvaporin-4 és a DGK tagjainak kifejez0dését a globulusokban
(pozitiv: a-disztrobrevin és utrofin esetében; negativ: B-disztrobrevin és az al-szintrofin

esetében). A globulusok a gerincvel6 kivételével akvaporin-4 immunpozitivak voltak.

3) Bizonyitottuk a globulusok Osszefiiggését a korabban leirt membranlabirintusokkal
(Leonhardt 1970).

4) Leirtuk a B-Dg-ip globulusokat tobb fajban a gerincesek torzsén beliil [um. egér,
gerbil (mongol futéegér), nyul, csirke, tiiskésraja)].

5) A vizsgalt cirkumventrikularis szervek ependimalis teriilete (eminentia mediana,
SCO, PVO) mind globulus és akvaporin-4 mentes régionak bizonyult, patkanyban és

csirkében egyarant.

6) A kifejlett eminentia mediana és a SCO esetében az akvaporin-4 immunnegativitas
masodlagos jelenség, embrionalisan (E18-20) mind a két teriilet akvaporin-4

immunpozitiv.

7) A B-Dg-ip globulusok a 20. posztnatalis nap koriil jelennek meg az ependimocitak
bazalis membranjan és tobb (altaldban harom) ependimocita talalkozasi szogleténél

helyezkednek el.

8) Az akvaporin-4 expresszi6 tekintetében két kiilonb6z6 tanicitapopulaciot irtunk le, a
harmadik kamra ventralis részén elhelyezkedd akvaporin-4 immunnegativ, a dorzalis
teriileten 1évé viszont akvaporin-4 immunpozitiv. Megfigyeléseink csirkében és

patkanyban azonosak voltak.
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7.2. Kovetkeztetések

Leirasra kertilt az ependima és a SVZ hataranak uj jellegzetes tulajdonséaga.. Ez az
észrevétel egyben két, korabban leirt struktira (membranlabirintus-Leonhardt 1970,
fraktonrendszer- Mercier és mtsai 2000) kozti kapcsolatot teremti meg. Ennek eloszlasa
(ti. hianya a tanicitas teriileteken) kovetkeztetést enged az ependima és a SVZ egyed- és
torzsfejlodésének iranyara. Feltételezéslink szerint, amig a kamrat béleld sejt hosszu
nyulvanyaval kozvetlen kapcsolatban all az erek koril 1évé vagy pialis ECM-szal
(példaul az ependimoglia, tanicita és radialis glia esetében) addig nincsen ,,sziikség” a
globulusokra. Amikor ez a kdzvetlen kapcsolat megsziinik (az ependimocitak esetében),
akkor a fraktonok kihorgonyzéasaval a globulusok biztositjdk az Osszekottetést a

perivaszkularis ECM-szal.

A disszertacio eredményeibdl a kovetkezd irdnyvonalak meriilnek fel a tovabbi

kutatasokkal kapcsolatban:
a) a globulus és a fraktonrendszer kozti kapcsolat direkt kimutatasa
b) a globulusok és az E1, E2, B1 sejtek térbeli viszonyanak meghatarozasa

¢) novekedési faktorok jelenlétének vizsgélata a globulusokban
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8. Osszefoglalas

Jelen tanulmény a p-disztroglikin ujszerti el6fordulasaval foglalkozik a
kamrarendszer mentén. Az altalunk leirt B-disztroglikan-immunpozitiv globulusok az
ependima ¢és a szubventrikularis zona hataran helyezkednek el azokon a teriileteken,
amelyeket ependimocitdk boritanak. Bemutattuk az akvaporin-4 és a disztrofin-
glikoprotein komplex tagjainak a meglétét (utrofin, a-disztrobrevin) illetve hidnyat (al-
szintrofin) a globulusokban. A tanicitaval rendelkezé teriiletek és a cirkumventrikularis

crer

(SCO) és paraventrikularis szerv (PVO), a globulusok nem voltak jelen.

A harmadik kamra terliletén leirasra keriilt két 1j, elkiiloniilt akvaporin-4
immunnegativ és immunpozitiv tanicitapopulacio. A csirke cirkumventrikularis
szerveinek ependimalis teriileteire (eminentia mediana, SCO, PVO) vonatkozo
észrevételeink mind a B-disztroglikdn-immunpozitiv globulusok és az akvaporin-4

hianyaval kapcsolatban tjszeriiek.

A vizsgalt kifejlett cirkumventrikularis szervek akvaporin-4 immunnegativitasa
masodlagos jelenség, a fejlédés késdi embrionalis szakaban (E 18-20) mind az
eminentia mediana, mind a SCO akvaporin-4 immunpozitiv. A globulusok posztnatalis
20. nap koriil torténd kialakulasa jol korreldl a kordbbi, a membranlabirintusok

kialakulasat targyal6 tanulmanyokkal (Booz és mtsai 1974).

A kiilonb6z6 megvizsgalt gerinces fajokban a globulusok eléfordulasa arra enged
kovetkeztetni, hogy a gliaszerkezet azon fokdn, amikor a radialis glia illetve az
ependimoglia szerepét ependimocitak és asztrocitdk veszik at, az agyfelszin lamina
basalisaval valo eredetileg kozvetlen, az ependimoglia nyulvanyai altal biztositott

Osszekottetést az ependimocitik esetében a globulusok tartjak fenn.

Az eredmény jelentéségét az adja, hogy a globulusoknak bizonyara szerepiik van a
szubventrikularis zonat atjar6 lamina-basalis rendszer, az n. frakton-rendszernek a
lehorgonyzaséaban, és ezaltal szerepiik lehet a szubventrikuldris zéna szerkezetének
kialakitasaban, sejtproliferacioban (Doetsch 2003, Mercier és mtsai 2002, 2003),
jelatviteli csatornat valamint migracios Osvényt biztosithatnak az ujonnan keletkezett
sejteknek. A B-disztroglikan-immunpozitiv globulusok ezért fontosak tiinnek a
szubventrikularis zona  szerkezetének  kialakitasiban és a  neuronmigracio

fenntartasaban.
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9. Summary

Present study demonstrates the novel localization of B-dystroglycan along the
ventricular system. The described p-dystroglycan-immunopositive globules were
situated between the ependyma and subventricular zone where the ependyma were
composed of ependymocytes. The aquaporin-4 and other members of the dystrophin-
glycoprotein complex, such as utrophin and o-dystrobrevin were also found in the
globules, whereas al-syntrophin were missing. In the region of the circumventricular
organs (e.g. eminentia mediana, subcommissural organ and paraventricular organ) and

where tanycytes lined the ventricular surface globules were not present.

Current study describes two tanycyte-population according to their aquaporin-4
immunopositivity along the third ventricle. Our observations on the missing aquaporin-
4 immunopositivity and the p-dystroglycan-ip globules in the region of chicken
circumventricular organs (eminentia mediana, subcommissural organ and

paraventricular organ) are novel in the literature.

The aquaporin-4 immunonegativity of the mature eminentia mediana and
subcommissural organ is a secondary phenomenon due to their aquaporin-4
immunopositive appearance during the late fetal period (E 18-20). The presence of the
globules along the ventricles were observed from the 20th postnatal day that correlates
with earlier studies describing the formation of basal membrane-labyrinths (Booz et al.
1974).

The distribution patterns of the globules in the examined vertebrate species suggest
that the connection with the meningeal basal lamina is originally maintained by the long
processes of ependymoglia and later when the glial structure is changed (i.e.the role of
radial glia and ependymoglia is took over by ependymocytes and astrocytes) it is

provided by the globules.

The importance of these results evolves from the structural role of globules
tethering the basal lamina of the subventricular zone (the so-called fracton-system) to
the ependymocytes and their possibble effects on cell proliferation (Doetsch 2003,
Mercier et al. 2002, 2003); maintaining communicating pathways and migrating routes
of the newly generated cells. B-dystroglycan immunopositive globules therefore seem
to be important maintaining the structure of the subventricular zone, its integrity can be

crucial in neuronal migration.
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