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1 Bevezetés

1.1 Az alvas fazisai

Az alvas fazisait alapvetéen, de nem kizardlag, elektro-encephalografias (EEG)
jellemz6ik alapjan kiilonitik el. Az EEG nem az egyes neuronok aktivitasarol, hanem egy
adott teriileten 1év0 neuronok szinkronizacidjardl ad informdaciot, igy a kapott jel
amplitidoja akkor a legnagyobb, ha az elektrod altal érzékelt teriileten 1évé sejtek
szinkron aktivitast mutatnak. Az EEG hullamokat altalaban frekvenciajuk szerint
csoportositjdk. A savhatirok nem egyértelmlien definialtak, igy a kiilonb6zd
munkacsoportok altal hasznalt értékek eltérhetnek, de alapvetden a kdvetkezd tipusokat
kiilonithetjiik el: lasst oszcillacio (0,5-1 Hz), delta (1-4 Hz), theta (5-7, vagy 5-9 Hz),
alfa (8-13, vagy 10-20 Hz), béta (14-30, vagy 20-30 Hz), gamma (30-60 Hz) hullamok.

Az alvast REM alvasra, valamint lassa hullama alvasra (SWS: slow wave sleep)
osztjuk fel. A REM alvas szinonimajaként a paradox alvas (PS: paradoxical sleep) az
SWS szinonimajaként a non-REM (NREM) is hasznalhato. Az elalvaskor el6szor az
SWS fazis jelentkezik, melynek 4allatokndl pedig két stddiumat (SWSI1 és SWS2)

kiilonboztetjiik meg.

1.2 A melanin-koncentralo hormon

Az MCH egy 19 aminosavbdl 4ll6 ciklikus neuropeptid, melyet eldszér a lazac
hipofizisében irtak le, mint a bor vilagosodasat kivaltdé hormont. Mint hamarosan
az allatokban nem befolyasolja. Az MCH tartalmi neuronok emldsben alapvetden a
tuberalis hypothalamus és a zona/subzona incerta tertiletén talalhatoak.

Az MCH-erg neuronok szamos, alvas-ébrenlét és taplalékfelvétel szabalyzasdban
részt vevo agyteriilet felé kiildenek rostokat. Az MCH-val kolokalizaltan tobb peptid,
illetve transzmitter jelenlétét kimutattak, példaul az MCH-erg neuronok tilnyomo része
nesfatint €s GABA-t is tartalmaz, valamint egy hanyaduk esetében CART (cocaine- and
amphetamine-regulated transcript) jelenlétét is kimutattak.

Az MCH-erg rendszer alvas-ébrenlét szabalyozasdban jatszott szerepét szamos

kutatocsoport vizsgalta. Eredményeik egybehangzoan bizonyitjak, hogy az MCH-erg
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neuronok aktivitasuk maximumat REM alvas alatt érik el, valamint ennek a rendszernek
a farmakologiai, immunologiai és genetikai modulalasaval befolyasolhatdo a REM-ben
toltott 1d6. Ezzel szemben az MCH-erg aktivitdis REM-architekturara gyakorolt hatasa
nem ismert. A forrasok mind a REM szakaszok hosszanak, mind a REM szakaszok
darabszamanak valtozasaval osszefiiggésbe hozzak ezt a rendszert, de mindkét paraméter
esetén ezekkel ellentétes eredmények is ismertek.

Az MCHe-erg sejtek CART-immunreaktivitasuk alapjan két alpopulaciora oszthatoak:
a CART-immunoreaktiv (CART-IR), és a CART-ot nem tartalmazd (non-CART-IR)
neuronokra. Ezek a neuron-csoportok projekcios teriileteiket tekintve is eltérnek: A
CART-IR neuronok az agykéreg, a REM alatti hippocampalis theta generaldsaban ismert
moédon részt vevd medialis septalis complex, valamint a hippocampus felé kiildenek
rostokat, de az agytorzs felé, ezen beliil a tectum, a dorsolateralis periaqueductalis
sziirkeallomany és a dorsalis raphe felé induld projekciokat is leirtak. Az MCH/CART
immunopozitiv rostoknak ez az aga a legdenzebben a DPGi teriiletét idegzi be. Ezzel
szemben az MCH-tartalmu sejtek non-CART-IR alcsoportja az alsdé agytorzs és a
gerincveld egyes neuronpopulécidit innervalja. Ismert, hogy a kis porondon torténd
REM-megvonast kovetd visszacsapas alatt az MCH-neuronok mindkét alcsoportja
aktivalodik (a metodika leirasat 1d. az 1.2 fejezetben). Mindazonaltal megjegyzendo,
hogy ez a protokoll egyértelmiien stresszel jar az allatokra nézve ¢s az MCH ismert
modon szerepet jatszik a stresszre adott viselkedési és homérséklet-szabalyozasi
valaszokban, valamint szamos, stresszre adott valasz gatolhat6o MCHR1 (MCH receptor
1) antagonistaval. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az MCH neuronok kis porondos
REM-megvonast kovetd fentebb leirt aktivacidjdban az alvas-visszacsapason tul a

modszerrel jard stressz is szerepet jatszhat.

1.1 Orexinek

Az orexin A-t és B-t (mas néven hypocretin 1-t és 2-t) 1998-ban irta le egymastol
fliggetleniil két kutatocsoport, €s eldszor a taplalékfelvételre gyakorolt hatasukat fedezték
fel. A két orexin ugyanannak a fehérjének, a prepro-orexinnek a hasitasi terméke. Az
orexin-tartalma neuronok elhelyezkedése az MCH-tartalmu neuronok lokalizacidjahoz
hasonlé: sejttestjeik a dorsalis LH (lateralis hypothalamus), a PFA (perifornicalis area) és
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a PH (posterior hypothalamus) teriiletén talalhatoak. Ezek a neuronok projekcidikkal
szinte a teljes kozponti idegrendszert behdlozzak, de termindlisaik legsliribben a
taplalekfelvétellel és autonom szabalyzassal, illetve az alvéas-ébrenlét szabalyzdsaval
Osszefiiggésbe hozhato agyteriileteken mutathatdk ki.

Az orexinerg neuronok alvas alatt nem tiizelnek, ez alol kivételt a REM alatti
végtagrangasok jelentik. Ezzel 6sszhangban az orexinrdl kimutattak, hogy hatékonyan
csOkkenti az alvasban, ezen beliill a REM alvasban toltott 1dot is. Ez utobbi hatasat
elsdsorban a REM szakaszok szamanak csokkentésén keresztiil fejti ki.

Az orexin- és MCH-tartalmu sejtek reciprok monosynapticus kapcsolatban allnak. Az
MCH-tartalmi neuronok orexin 1 receptort expresszalnak, és ezzel Gsszhangban az
orexin A és B is serkenti az MCH-tartalmt idegsejteket. Az orexin-tartalmi neuronok
orexin A-val val6 ingerelhet6sége MCH adasaval gatolhato, és ez a hatas MCHR1 KO

egerekben nem figyelhetd meg.

1.2 A, flower pot” REM-megvondsos technika

A modszer Iényege az, hogy az allatot egy kisméretii, kerek porondra helyezziik, amit
viz vesz korbe. A porond mérete elégséges ahhoz, hogy az éllat rajta meg tudjon allni, de
rafekiidni még Osszegdmbolydodve sem tud, igy amint belép a REM fazisba, az
izomatdnia miatt beleesik a vizbe és felébred. Altalaban két kiilonbozé méretii porondot
hasznalnak egy ilyen kisérletben: a fentebb jellemzett kisebbet, valamint kontrollként egy
nagyobbat. Ez utébbi mar alkalmas arra, hogy az allat 6sszegdmbolyddve aludjon rajta,
igy lehetévé valik a REM alvas, de egyéb koriilmények tekintetében megegyezik a
Kisebbel.

Ismert, hogy mind a Kis-, mind a nagy porondos alvasmegvonas csékkenti az SWS-
ben t6ltott 1d6t, valamint komoly stresszforrast is jelentenek. Ugyanakkor bizonyitast
nyert, hogy a kis és a nagy porondon lév0 4allatok alvdsmintdzataban az alapvetd
kiilonbség a REM alvasban toltott idében mutatkozik, az SWS-ben toltott i1d6
tekintetében a két porond hatasai megegyeznek. Ezen kivill az okozott stressz
tekintetében sem térnek el. Ezek alapjan bar szelektiv REM-megvonasra egyik porond
sem alkalmas, a két porond hatisainak Osszehasonlitdsaval a szelektiv REM-megvonas
altal okozott valtozasok jol tanulmanyozhatoak. Igy a dolgozat tovabbi részeiben a
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szelektiv. REM-megvonas hatdsaként a két porond 0Osszehasonlitdsabol szarmazo

eredményekre fogok hivatkozni.

2 Célkituzések

A flower pot” modszer alvasmintazatra gyakorolt hatasat, valamint az ezzel a
modszerrel végzett ismételt alvdsmegvonas — alvas-visszacsapas hatasait is szamos
kutatocsoport vizsgalta. Ennek ellenére a kis és a nagy (stressz-kontroll) porondon t6ltott
alvashianyos iddszakot kovetd 24 ora alatt a két csoport alvas-mintdzatanak részletes
osszehasonlitasat egyik kutatocsoport sem irta le. Igy nem kiilonitették el a REM-
megvonas hatasait a modszerrel egyiitt jarod stressz hatasaitdl, és az alvas-visszacsapas
idobeli lefutasa sem ismert. A REM-visszacsapas architekturajat vizsgalod kisérletiink
célja ennek az Osszehasonlitdsnak a megtétele, és igy a REM alvas teljes, szelektiv
megvonasa eredményeképp 1étrejovo alvasmintazati valtozasok leirasa volt. Ennek
megtételét kovetden a hypothalamicus MCH-erg és orexinerg neuronok endogén
aktivacioja, valamint a REM-megvonast kovetd visszacsapas architektiraja kozti
kapcsolatot vizsgaltuk, valamint annak tisztazasat is célul tlztiik ki, hogy az MCH sejtek
CART-immunreaktivitas alapjan elkiilonitett alpopulacioi egyenld, vagy eltérd
mértékben hozhatok kapcsolatba a REM alvés architektarajaval.

A két kisérlet céljai 6sszefoglalva:

o Az elsé kisérlet (1) a szelektiv REM-megvonas kovetkeztében kialakul6 REM-
visszacsapas architekturdjanak, valamint (2) az alvas-visszacsapas iddbeli
lefutasanak leirasat célozta (Kitka és mtsai, 2009).

e A masodik kisérletben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy (3) az MCH-
tartalmu sejtek két ismert (CART-ot tartalmazo és CART-ot nem tartalmazo)
alcsoportja kozil melyik allhat idegélettani kapcsolatban a szelektiv REM-
megvonast kovetd REM-visszacsapassal (Kitka és mtsai, 2011).

e Ezen kivill (4) azt vizsgaltuk, hogy az MCH-t, illetve orexint tartalmazo
neuronok aktivitasa parhuzamosan valtozik-e a REM alvas szerkezetében
megfigyelhetd, a szelektivn REM-megvonast kovetd valtozasokkal. Mas

szavakkal: feltételezhetd-e, hogy a szelektivne REM megvonast kdvetd
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visszacsapas architektirajanak kialakitasdban ezen neuroncsoportok vesznek

részt?

3 Anyagok és médszerek

3.1 Kisérleti elrendezés

Mindkét kisérlet soran him Wistar patkanyokat hasznaltunk, melyeket frontoparietalis

EEG ¢és nyaki EMG elektrodakkal lattunk el. A motoros aktivitast az EEG és EMG

jeleket kozvetitd drot mozgasabol regisztraltuk. A miitétbdl valo felépiilést kovetden az

allatokat habitualtuk a mérési koriilményekhez, majd a kdvetkezd csoportokba osztottuk:

HC (home cage, sajat ketrecben tartott) csoport: az alvasmegvonas ideje alatt
sajat ketreciikben tartott allatok

SP (small platform, kis porondon tartott) csoport (csak a masodik kisérletben):
72 6rat toltottek a kis porondon

LP (large platform, nagy porondon tartott) csoport (csak a masodik
kisérletben): 72 orat toltottek a nagy porondon

SPR (small platform, sleep rebound, Kkis porondon tartott, alvas-
visszacsapas0s) csoport: 72 orat toltottek a kis porondon, majd a csoport
tagjairol az alvas-visszacsapas alatt a poliszomnografias felvételt készitettiink
LPR (large platform, sleep rebound, nagy porondon tartott, alvas-
visszacsapas0S) csoport: 72 orat toltdttek a nagy porondon, majd a csoport

tagjairol az alvas-visszacsapas alatt a poliszomnografias felvételt készitettiink

A kis porond atmérdje 6,5 cm, a nagy porondé 13 cm volt. Az alvdsmegvonds utan az

elsé kisérletben 23, a masodikban 3 0Oras alvasvizsgélatot alkalmaztunk. A masodik

kisérletben az alvasmegvonds végén (HC, SP, LP), illetve a poliszomnografids felvételt

kovetéen (SPR, LPR) az Aallatokat perfundaltuk. Az alvasmegvonds, illetve a

poliszomnografids felvételek kezdetét a fény felkapcsolasdhoz iddzitettiik. A viz és a tap

az allatok szamara mindkét kisérlet folyaman végig korlatlanul elérhetd volt.



3.2 A felvételek kiértékelése

A vigilancia-allapotokat SleepSign for Animal alvaskiértékelé program (Kissei

Komtec America, Inc, USA) segitségével kiilonitettiik el. A felvétel kiértékeléséhez 4

masodperces epoch-hosszt hasznaltunk. Az egyes vigilancia-allapotokat az alabbi

jellemzok alapjan definidltuk:

AW (active wake, aktiv ébrenlét): az EEG jelet alacsony amplitudoja alfa- (8-13
Hz) és beta- (14-30 Hz) frekvenciak jellemzik, valamint magas az EMG- és a
motoros aktivitas

PW (passive wake, passziv ébrenlét): az EEG jelet alacsony amplitadoju alfa- (8-
13 Hz) és beta- (14-30 Hz) frekvenciak jellemzik, az EMG-aktivitas magas, de
motoros aktivitds nem lathato

SWS1 (light slow wave sleep, felszines lassu hullamu alvas): nagy amplitadéju,
lassu EEG hullamok (0,5-4 Hz), melyeket alacsony fesziiltségli, gyors alvasi orsok
szakitanak meg (6-15 Hz), az EMG aktivitas alacsony

SWS2 (deep slow wave sleep, mély lassu hullamt alvas): folyamatos, nagy
amplitaddju, lassu EEG hullamok (0,5-4 Hz), az EMG aktivitas alacsony

IS (intermediate stage, atmeneti szakasz, egy rovid, atmeneti allapot kozvetleniil a
REM fazis el6tt, ill. néha utana): 12-13 Hz koriili frekvencidju orsék €s alacsony
REM (rapid eye movement, gyors szemmozgasos) alvas: szabalyos theta ritmusok
(5-9 Hz) jellemzik, EMG ¢és motoros aktivitds nincs, kivéve az idonkénti

rangasokat

Az automata értékelést kovetden az eredményeket vizudlisan ellendriztiik. A nyers

eredményekbdl a REM-visszacsapds architektardjat vizsgald kisérletben a kovetkezd

adatokat szamoltuk minden allat esetében kiilon, 6ras bontasban:

Az egyes alvasfazisokban toltott 1d6
TSWS (total slow wave sleep, 6sszes lassu hullamu alvas): SWS1+SWS2
SWS2%: SWS2-ben toltott idé a TSWS szazalékaban (a lassi hullama alvas
atlagos mélységét mutatja)
TW (total wake, 0sszes ébrenlét): AW+PW
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e REM szakaszok atlagos hossza

e REM szakaszok darabszama

A REM-visszacsapas neurobioldgiai hatterét vizsgald kisérletben csak a REM alvas
mintazatat értékeltiik ki (REM-ben toltott id6, REM szakaszok atlagos hossza, REM
szakaszok darabszama). A REM alvas mintazatanak kiértékelésekor az tin. sRa-kat (short
REM attempts, rovid REM ,,probalkozasok™) nem tekintettiik valdodi, kiilonallo REM
szakaszoknak, vagyis egy Osszefiiggdé REM szakasznak azt az id6szakot definialtuk, ami
legalabb 16 masodpercig tart, és nem szakitja meg 16 masodperces, vagy annal hosszabb

egyeb vigilancia-fazis.

3.3 Immunhisztokémia

Immunhisztokémiai vizsgalatot csak a REM-visszacsapas neurobiologiai hatterét
vizsgald kisérletben végeztiink. Az allatokat mély altatasban transzkardialisan
perfundaltuk, majd az agyakat eltavolitottuk, és a hypothalamusokbdl 4 parhuzamos
sorozat 50 um vastag metszetet készitettiink.

Az immunhisztokémia soran az elsddleges antitestek minden esetben nyulbol
szarmaztak, kivéve az MCH/CART/cFos harmas festést, ahol kecske anti-MCH-t
hasznaltunk. Az antitest-keresztrekcidé megakadalyozasahoz és a HRP (horse radish
peroxidase, tormaperoxidaz) enzim blokkoldsahoz mikrohullamu kezelést alkalmaztunk.
A Kett6s festés soran a cFos-tartalmu idegelemeket nikkel-diaminobenzidinnel, az MCH-
€s orexin-tartalmu neuronokat pedig diaminobenzidinnel vizualizaltuk. A harmas
immunhisztokémia el6hivasahoz FITC-Tyramide-ot (cFos), Alexa 594-et (CART), illetve
Streptavidin-Pacific Blue-t (MCH) hasznaltunk.

A kett6s festés soran az MCH-immunoreaktiv (MCH-IR) sejteket a zona incerta (ZI),
lateralis hypothalamus (LH), paraventricularis area és perifornicalis area (PFA); az
orexin-immunreaktiv neuronokat perig az LH, PFA, dorsomedialis és posterior
hypothalamus teriiletén szamoltuk Ossze. Ehhez Reichert vizopan mikroszkopot
hasznaltunk.

A harmas immunhisztokémia soran a neuronokat a ZI, PFA ¢és LH teriiletén

szamoltuk meg Nikon Eclipse E 8000 konfokalis mikroszkoppal.



3.4 Statisztikai kiértékelés

A REM-visszacsapas architektarajat vizsgald kisérletben az elére definiélt
id6intervallumokra vonatkozo statisztikai vizsgalathoz ismétléses variancia-analizist
(ANOVA: analysis of variance) végeztiink egy nem ismétléses és egy ismétléses
faktorral. (Nem ismétléses faktor: kezelési csoport, ismétléses faktor: idd.) A vizsgalt
iddintervallumok: 2-24 6ra, 2-6 6ra, 7-12 6ra, 2-12 6ra, valamint 13-24 o6ra voltak. Ezen
kiviil minden egyes ora eredményeit kiilon-kiilon kiértékeltik egyutas ANOVA-val
(faktor: kezelési csoport). Mindkét tipust ANOVA-t kdvetden (szignifikans kezelés-hatas
esetén) Tukey post hoc tesztet végeztiink egy faktorral (kezelési csoport). Egy szakasz,
ill. vizsgalt ora esetén a szignifikans hatast a post hoc teszt alapjan, p<0,05 esetén
allapitottunk meg.

A napi ritmusok kiértékeléséhez cosinor analizist végeztiink (sinusoid gorbe
illesztése), 24 oras peridodusidovel. Szignifikans eltérésnek azt tekintettiik, ha az adott
paraméter tekintetében (akrofazis: az illesztett gorbe maximum-értékének helye; mezor:
az illesztett gorbe atlagos értéke; amplitiado) a két kezelési csoport 95%-0s konfidencia-
intervallumai nem fedtek at.

A kettés immunohisztokémia esetén a sejtek szamat, valamint a REM alvés
paramétereit a kiillonb6z6 csoportokban egyutas ANOV A-val hasonlitottuk 6ssze (faktor:
csoport). A harmas immunohisztokémia kiértékeléséhez faktoridlis ANOVA-t
hasznaltunk (faktorok: csoport, CART-immunoreaktivitas). Szignifikans csoport-hatas
esetén Tukey post hoc tesztet végeztiink.

Az interindividudlis korreldcidkat linearis regresszioval vizsgaltuk. Mivel a cFos-IR
sejtek aranyanak eloszlasa az orexin-IR sejteken beliil a legtobb Osszehasonlitdsban
exponencialishoz hasonlonak bizonyult, ennek az aranynak a regresszids analiziséhez az
érték 10-es alapt logaritmusat hasznaltuk.

A statisztikai vizsgalatokat STATISTICA 7.0 (Statsoft, Inc, Tulsa, OK, USA), illetve
Time Series Analysis Seriel Cosinor 6.0 Lab View (Expert Soft Technologie)
programokkal végeztiik. Az adatokat az Osszes abran atlag + atlag szoérasa formaban

abrazoltuk.



4 Eredmények

4.1 A REM-visszacsapds 24 ords architektiardjat vizsgalo kisérlet

Ebben a kisérletben a szelektivn. REM-megvonast kovetd alvas-visszacsapas

architektirajat, valamint idobeli lefutasat vizsgaltuk (Kitka és mtsai, 2009).

4.1.1 Alvas-paraméterek

A héarom vizsgalt csoport alvasmintazata kozott szamos kiilonbség volt lathat6 a teljes
mérési nap folyaman. Altalanossagban tekintve az SPR csoport eredményei gyakorlatilag
a teljes vizsgalt nap folyaman eltértek a HC csoport eredményeit6l. Az LPR csoport
adatai a passziv fazisban inkabb SPR csoport adataival, mig az aktiv fazisban inkabb HC
csoport adataival szemben mutattak tobb eltérést. A kisérlet eredményeit (szignifikans
valtozasok) a konnyebb attekinthetdség kedvéért tablazatos formaban tiintetem fel (1.
tablazat). A REM alvas architekturajara vonatkozo eredményeket részletesebben az 1.

abra mutatja.

1. tablazat (kovetkezo oldal). A HC (home cage, sajat ketreces), SPR (small platform sleep rebound,
kis porondos alvas-visszacsapasos) és LPR (large platform sleep rebound, nagy porondos alvas-
visszacsapasos) csoportok kiilonbségei egyes alvas-paraméterek tekintetében. AW: active wake,

aktiv ébrenlét; PW: passive wake, passziv ébrenlét; SWS: slow wave sleep, lasst hullami alvas (1:
felszines, 2: mély); IS: intermediate stage, atmeneti szakasz; REM: rapid eye movement sleep,
gyors szemmozgasos alvas; sRa: short REM attempt, rovid REM ,,probalkezas”; TSWS: total slow
wave sleep, 6sszes lassii hullamu alvas; TW: total wake, 6sszes ébrenlét; SWS2%: SWS2 a TSWS
szazalékaban. A vilagos (passziv) periodus a mérés kezdetétol a 12. oraig tartott. Egy jel: p< 0,05,

két jel: p<0,01, harom jel: p<0,001; A: novekedés, ¥ : csokkenés.



SPR csoport eredményei az LPR csoportéhoz képest

2-24 h 2-6h 7-12h 2-12h 13-24 h
AW
PW
SWS1 v
SWS2
IS
REM AA AA AA AA
REM db
REM hossz AA A A AA
REM db (sRa-kkal)
REM hossz (sRa-kkal) A A A AA
TSWS v
T™W v
SWS2%

SPR csoport eredményei a HC csoportéhoz képest

2-24 h 2-6 h 7-12 h 2-12 h 13-24 h
AW v vy
PW
SWS1 AA
SWS2
IS
REM AAA AAA AAA AAA AAA
REM db AAA AA AA AAA AAA
REM hossz AA A AA AA
REM db (sRa-kkal) AAA AA AA AA AA
REM hossz (sRa-kkal) AAA AA AA AA A
TSWS \A A/ v AA
T™W \AA4 vy vVyv
SWS2%

LPR csoport eredményei a HC csoportéhoz képest

2-24 h 2-6h 7-12h 2-12 h 13-24 h
AW v
PW
SWS1 A AA
SWS2 v
IS
REM A A
REM db A A
REM hossz
REM db (sRa-kkal) A A
REM hossz (sRa-kkal)
TSWS
T™W vVyvy vy
SWS2% v
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REM szakaszok atlagos hossza dorankent

* & *% &
*% &&

160 r

140 ¢

120 |

100 ¢

o
o

REM étlaghossz (s)

(o]
o

vilagos

s
o

20 : *%
: ##

—_— . ————— 4 H( csoport

2 345678 9101112131415161718192021222324 §- SPR csoport
"Zeitgeber" id8 (4ra) % LPR csoport

1. abra. REM-ben toltott id6 (A), REM szakaszok darabszama (B) és atlagos hossza (C) a harom

napos alvasmegvonast koveté napon. HC: home cage (sajat ketreces), SPR: small platform sleep

rebound (kis porondos, alvas-visszacsapasos csoport), LPR: large platform, sleep rebound (nagy

porondos, alvas-visszacsapasos csoport). *: Kiilonbség a HC és SPR, #: kiilonbség a HC és LPR, &:
kiilonbség az SPR és LPR csoportok kozott; egy jel: p<0,05, két jel: p<0,01, harom jel: p<0,001.

4.1.2 Napi ritmusok vizsgalata

Az akrofazis (az illesztett gorbe maximumhelye) tekintetében semmilyen alvas-
paraméter esetén sem taldltunk eltérést a csoportok kozott, vagyis sziginifikans
faziseltolast nem lattunk. fgy a tovabbiakban az illesztett gorbe amplitaddja és a mezor
(az illesztett gorbe atlagos értéke) valtozasainak bemutatkozasara szoritkozom (2.

tablazat).
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2. tablazat. A cosinor-analizis eredményei. HC: home cage, sajat ketreces csoport; SPR: small
platform sleep rebound, Kis porondos alvas-visszacsapasos csoport; LPR: large platform sleep
rebound, nagy porondos alvas-visszacsapasos csoport; AW: active wake, aktiv ébrenlét; PW:
passive wake, passziv ébrenlét; SWS1: slow wave sleep 1, felszines lassii hullami alvas; SWS2: slow
wave sleep 2, mély lassi hullaimu alvas; IS: intermediate stage, &tmeneti szakasz; REM: rapid eye
movement sleep, gyors szemmozgasos alvas; sRa: short REM attempt, rovid REM ,,probalkozas”;
TSWS: total slow wave sleep, osszes lassii hullami alvas; TW: total wake, 6sszes ébrenlét; SWS2%:
SWS2 a TSWS szazalékaban. *: kiilonbség a HC és SPR, #: kiilonbség a HC és LPR, &: kiilonbség
az SPR és LPR csoportok kozott (p<0,05)

amplitudo mezor
csoport p(HO) ~ - - -
atlag Cl min Cl max atlag Cl min Cl max
HC 0 995 860 1130 1130 1030 1230
AW (s) SPR 0] 595* 475 716 820 * 733 907
LPR 0| 640# 496 784 861 # 757 964
HC 0,0127 118 40,3 197 730 674 785
PW (s) SPR 0 192 137 247 540*& 500 579
LPR 0,0007 210 104 317 696 620 773
HC 0 329 253 405 646 591 701
SWS1 (s) SPR 0,4346] 50,6 * -26,6 128 775 *& 722 829
LPR 0,0038 200 84,1 316 1020 # 935 1100
HC 0 555 456 653 699 629 768
SWS2 (s) SPR 0] 300* 220 318 582 & 525 639
LPR Ol 347# 243 451 362 # 288 436
HC 0 96,3 79,5 113 112 99,9 124
IS (s) SPR 0 92,6 71,3 114 161 *& 145 176
LPR 0 131 91,1 170 205 # 176 234
HC 0 250 215 256 283 257 308
REM (s) SPR 0] 442*& 373 511 723 *& 673 772
LPR 0 231 163 299 457 # 408 507
HC 0 2,67 2,22 3,12 3,33 3 3,65
REM db SPR 0 2,52 1,79 3,25 5,49 * 4,97 6,02
LPR 0 2,19 1,39 2,99 5,62 # 4,69 5,84
HC ol 3,32 2,78 3,87 4,32 3,93 4,7
REM db (sRa-kkal) [SPR 0 3,5 2,68 4,32 7,88 *& 7,29 8,47
LPR 0 2,64 1,76 3,53 6,45 # 5,81 7,08
HC 0 770 659 881 1340 1270 1420
TSWS (s) SPR 0] 260 *& 172 348 1360 1290 1420
LPR 0| 496# 391 600 1380 1310 1460
HC 0 1110 972 1250 1860 1760 1960
TW (s) SPR o] 788* 653 923 1360 * 1260 1460
LPR 0 844 692 996 1560 # 1450 1670
HC 0 18,4 13 23,7 45,8 42 49,5
SWS2% SPR 0 13,8 8,79 18,8 40,5 & 36,9 44
LPR ol 13,7 7,47 20 22,9 # 18,5 27,3

13



4.2 A REM-visszacsapds neurobiologiai hatterét vizsgadlo kisérlet

Az eldz0 kisérlethez hasonldan a 72 6ras REM-megvondst kovetd alvas-visszacsapas
soran az SPR csoport allatai tobb 1ddt toltottek REM alvasban, mint az LPR csoportéi
(p=0,011). Emellett a REM szakaszok atlagos hossza is nagyobbnak bizonyult (p=0,017),

mig a REM szakaszok darabszama tekintetében a két csoport kozott nem volt

szignifikans kiilonbség

4.2.1 Morfologiai adatok

Az orexin-cFos és MCH-cFos kettos jelolt sejtek szazalékos aranyat a 2. abra, mig a

cFos immunoreaktiv sejtek aranyat az MCH-tartalmt neuronok CART-IR ¢és non-CART-

IR alpopulécidin beliil a 3. abra szemlélteti.
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2. abra. A cFos immunopozitiv sejtek aranya az MCH- (melanin-koncetralé hormon-)
immunoreaktiv (A) és orexin-immunoreaktiv (B) neuronok kozott az dsszes vizsgalt agyteriileten a
72 oras alvas-megvonast kovet6é 3 oras visszacsapas utan. HC (home cage, sajat ketreces), SP (small
platform sleep deprived, Kkis porondos alvas-megvonasos), SPR (small platform sleep rebound, Kis

porondos alvas-visszacsapasos), LP (large platform sleep deprived, nagy porondos alvas-
megvonasos) és LPR (large platform sleep rebound, nagy porondos alvas-visszacsapasos) csoport;
#: kiilonbség a HC csoporthoz képest, &: kiilonbség a megfelelé6 nem alvas-visszacsapasos
csoporthoz képest, *: kiillonbség az SPR és LPR csoportok kozott; egy jel:p<0,05, két jel: p<0,01,
harom jel: p<0,001

100

*k%k

cFos%

=

‘ , Kl CART+
SPR LPR [o] CART-
csoport
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3. abra (el6z6 oldal) A cFos immunoreaktiv sejtek aranya a melanin-koncentraléo hormon-tartalmu
neuronok CART-IR és non-CART-IR alpopulacidin beliil a 72 éras alvas-megvonast koveté 3 oras
visszacsapas utan. SPR: small platform sleep rebound, kis porondos alvas-visszacsapasos csoport;
LPR: large platform sleep rebound, nagy porondos alvas-visszacsapasos csoport, CART-IR:
cocaine- and amphetamine regulated transcript-immunreaktiv. ***: p<0,001 az SPR non-CART-IR
sejtcsoporthoz, ##: p<0,01 az LPR CART-IR sejtcsoporthoz képest.

4.2.2 Interindividualis korrelaciok

A REM mintazata és az MCH-, illetve orexin-tartalmi neuronok aktivacioja kozotti
kapcsolat felderitéséhez linedris regressziot végeztiink az SPR csoport 4llatainak adatain.
Szamos korrelaciot talaltunk, melyeket a 4. dbra szemléltet. A REM szakaszok atlagos
hosszaval semmilyen mért immunhisztokémiai mutat6é sem korreldlt.
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4. abra. Az SPR (small platform sleep rebound, kis porondos alvas-visszacsapasos) csoporton beliili
korrelaciok. Az immunhisztokémiai adatok az 6sszes vizsgalt agyteriiletre vonatkoznak. A: A 3
oras visszacsapas alatt REM alvasban toltott idé és az MCH- (melanin-koncentralé hormon)
tartalmu sejtek kozott a cFos-immunopozitivak aranya; B: A 3 éras visszacsapas alatt REM
alvasban toltott idé és az orexin-tartalmu sejtek kozott a cFos-immunopozitivak aranya; C: A 3
oras visszacsapas alatt a REM epizédok szama és az MCH-tartalmu sejtek kozott a cFos-
immunopozitivak aranya; D: A 3 6ras visszacsapas alatt a REM epizédok szama és az orexin-
tartalmu sejtek kozott a cFos-immunopozitivak aranya; E: az MCH- és orexin-tartalmu sejtek

kozott a cFos-immunopozitivak aranya

5 Kovetkeztetések és a Célkitizések részben felvetett kérdések
megvalaszolasa

1. Bar mind a kis- mind a nagy- (stressz-kontroll-) porondon végzett alvismegvonast
kovetd visszacsapds a REM szakaszok szdmanak novekedésével jart, a két alvés-
visszacsapdsos csoport kozott ebben a tulajdonsdgukban nem taldltunk szignifikdns
eltérést. Ezzel szemben a REM szakaszok atlagosan hosszabbak voltak a kis, mint a nagy
porondos alvasmegvonast kovetden. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a szelektiv
REM-megvonas kovetkeztében kialakul6 REM-visszacsapds jellemzdje a REM
szakaszok atlagos hosszanak novekedése; a REM szakaszok szamanak novekedése pedig
a ,,flower pot” mddszerbdl fakadé stressz () kornyezet, nedvesség, immobilizacio, stb.),

esetleg az altalanos alvashiany kovetkezménye.
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2. A REM alvéasban toltott id6 szelektivn. REM-megvonas miatti ndvekedése
leginkabb a megvonds utan rogton kovetkezd passziv fazisra jellemzd. Ezzel szemben a
felszines lassu hullamu alvasban toltott 1d0 novekedése az ezt kovetd aktiv fazis alatt
figyelhetd meg, ahol az LPR (stressz-kontroll) csoport esetében a lassu hullamu alvas
felszinesedése is megjelenik.

3. Eredményeink szerint a kis porondos alvdsmegvonast kovetd visszacsapas
hatasara az MCH-erg neuronok CART-ot nem tartalmaz6 alpopulacidja hasonlo
mértékben aktivalodik, mint a nagy porond esetén. Ezzel szemben a CART-ot tartalmazd
alpopulécid aktivitasa a kis porondos alvasmegvonds utani visszacsapas hatasara nagyobb
lesz, mint a nagy porond esetében, vagyis feltehetden ennek a neuroncsoportnak az
aktivitasa 4llhat kapcsolatban a szelektivn REM-megvonas indukilta REM-
visszacsapassal.

4. Annak ellenére, hogy eredményeink alapjan a szelektiv REM-megvonas miatti
visszacsapas soran a REM-szakaszok atlagos hossza novekszik, és ugyanakkor az MCH-
tartalmu i1degsejtek aktivitasanak fokozodasa is megallapithato, a két jelenség kozt nem
talaltunk interindividualis korrelaciot. Ezzel szemben a REM-szakaszok darabszama és
az MCH-, illetve orexin-tartalmu neuronok aktivitdsa kozott szignifikans korrelaciot
talaltunk, mely a REM-re val6 ismert hatasukkal 6sszhangban az MCH esetén pozitiv, az
orexin esetén negativ irdnyu volt. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy nem az MCH-erg
neuronok REM-visszacsapas alatti aktivacioja alakitja ki az erre az id6szakra jellemzo
REM-mintazatot, vagyis a REM szakaszok 4tlagos hosszanak novekedését. Igy
megallapithatjuk, hogy ennek a jelenségnek a neurobioldgiai hattere tovabbra sem ismert,

¢s ennek feltérképezése is tovabbi vizsgalatokat igényel.
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