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1 Roviditések jegyzéke

12n: a XII. agyideg magva

3v: 3. agykamra

5-HT: 5-hydroxytriptamine (szerotonin)

7n: a VII. agyideg magva

ACTH: adrenocorticotroph hormone

ANOVA: analysis of variance (variancia-analizis)

AQ: aqueductus cerebri

AW: active wake (aktiv ébrenlét)

CART: cocaine- and amphetamine-regulated transcript

cp: cerebral peducle

DAB: diaminobenzidin

dDpMe: dorsal deep mesencephalic reticular nucleus (mély kdzépagyi haldézatos mag
dorsalis része)

DMH: dorsomedialis hypothalamicus area

DMSO: dimetil-szulfoxid

DPGi: dorsal paragigantocellular nucleus

DRN: dorsal raphe nucleus

EEG: elektro-encephalograf, elekro-encephalogram

EMG: elekromiografia, elektromiogram

f: fornix

fMRI: functional magnetic resonance imaging (funkciondlis magneses magrezonancias
képalkotas)

GABA: gamma amino butyric acid (gamma-aminovajsav)

GAD: glutamic acid decarboxylase (glutamat-dekarboxilaz)

Gi: gigantocellularis teriilet

GiA: alpha gigantocellular nucleus

GiV: ventral gigantocellular nucleus

HC: home cage (sajat ketrec)

Hcrtr: hypocretin receptor
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HRP: horse radish peroxidase (tormaperoxidaz)

IR: immunoreaktiv

IS: intermediate stage, &tmeneti stadium

KO: knockout, génkiiitott

LC: locus coeruleus

LDT: laterodorsal tegmental nucleus

LGN: lateral geniculate nucleus

LH: lateral hypothalamus

LP: large platform (nagy porondon tartott)

IPAG: lateral periaqueductal grey (lateralis periaqueductalis sziirkeallomany)
LPR: large platform rebound (nagy porondon tartott, alvas-visszacsapasos)
Mc: magnocellular nucleus

MCH: melanin-concentrating hormone (melanin-koncentralé hormon)
MCHR: MCH-receptor

NiDAB: nikkel-diaminobenzidin

NMDA: N-metil-D-aszpartat

NREM: non-REM

opt: optic tract (latopalya)

OXR: orexin receptor

PET: pozitron-emisszids tomografia

PFA: perifornicalis area

PGO: ponto-geniculo-occipitalis

PH: posterior hypothalamus

PnC: caudal pontine nucleus

PnQO: oral pontine nucleus

PPT: pedunculupontine tegmental nucleus

PS: paradoxical sleep (paradox alvés)

PVA: paraventricularis area

PVC: polyvinyl-chloride

PW: passive wake (passziv ébrenlét)

REM: rapid eye movement sleep (gyors szemmozgasos alvas)

SCN: suprachiasmatic nucleus



DOI:10.14753/SE.2012.1763

scp: superior cerebellar peduncle

siRNS: small interfering ribonukleinsav (rovid interferal6 ribonukleinsav)

SLC-1: somatostatin-like receptor 1
SLD: sublaterodorsalis mag

sm: stria medullaris

sox: decussatio supraopticus

SP: small platform (kis porondon tartott)

SPR: small platform rebound (kis porondon tartott, alvas-visszacsapasos)

sRA: short REM attempts (révid REM ,,probalkozasok™)

SubC: subcoeruleus

SWS: slow wave sleep (lasst hullamu alvés)

SWS2%: az SWS2-ben toltott id6 a TSWS szazalékaban

TMN: tuberomamillary nucleus

TSWS: total SWS (6sszes lassu hullamu alvas)

TW: total wake (0sszes €brenlét)

VIPAG: ventrolateral periaqueductal grey (ventrolateralis
sziirkeallomany)

VLPO: ventrolateral preoptic area

VMH: ventromedialis hypothalamus

ZI1: zona incerta / subzona incerta

periaqueductalis
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2 Bevezetés

Az alvés, valamint annak neurobioldgiai szabalyzéasa régota és igen intenziven
kutatott tudomanyteriilet. A vonatkoz6 szakirodalom Pieron 1917-es kutyakisérletétol
(Piéron, 1917) szamos atmetszéses tanulmanyon keresztiil (Bard és Macht, 1958; Lai és
Siegel, 1988; Lavy és Herishanu, 1972; Lindsley és mtsai, 1949; Siegel és mtsai, 1984;
Siegel és mtsai, 1986; Villablanca és Riobo, 1970) a modern képalkoté (Dresler és
mtsai, 2011) és egysejt-clvezetéses (Hassani ¢s mtsai, 2009) technikakig terjed.

A kiillonbozo alvasfazisok kozil a REM (rapid eye movement, gyors
szemmozgasos) alvas, valamint idegi szabalyozasanak ¢és architektirdjanak
tanulmanyozasa is hossz(i multra tekint vissza. Ezt az érdeklddést a tudomdnyos
kivancsisagon til az is taplalja, hogy szamos betegség (pl. narkolepszia, depresszid)
esetén a REM alvas ismert moédon valtozik, ezért pontosabb megismerése ezen
korképek jobb megismeréséhez, igy gyogyitasahoz is kozelebb vihet. A REM alvasban
toltott id6 befolyasolasdhoz a legkézenfekvobb mddszer ennek megvonasa, majd az ezt
kovetd visszacsapas vizsgalata.

Dolgozatom bevezetdjében az alvas fazisainak altalanos leirasat kovetden ismertetni
fogom a gyors szemmozgasos (REM: rapid eye movement) alvds szabalyzasiban
lényegesebb szerepet jatszo agyteriiletek fobb jellemzoéit. Ezt kovetden a kisérletes
munkdmmal kozvetleniil kapcsolddd irodalmat, vagyis a lateralis hypothalamus REM-
szabalyzasban betoltott szerepét ¢s a REM-megvonas metodikai hatterét tekintem at. Ez

utobbi alfejezetek vezetik fel a megvalaszolni kivant kérdéseket.

2.1 Az alvas fazisai, alapveté jellemzéik

Lényeges pontok:
e az alvas tanulmanyozasanak legelterjedtebb eszkoze az
elektroencephalografia
e az alvas soran lassu hullamu alvas és REM fazisok valtjak egymast
e ezen fazisok élettani és elektro-encephalografias jellemzoik alapjan is jol

elkiilonithetdek
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Az alvas fazisait alapvetden, de nem kizarolag, elektro-encephalografids (EEG)
jellemz6ik alapjan kiilonitik el. Az EEG elektrodok, melyeket ember esetén altaldban a
fejboron, allatoknal a koponyaba épitve helyeznek el oly modon, hogy a kemény
agyhartyat érintsék, jellemzéen a felszinre merdlegesen folyd aramokat érzékelik,
természetesen az elhelyezkedésiik miatt legérzékenyebben a kérgi 4&ramokat.
Amennyiben a kéreg jellemzd neurontipusanak, a piramissejtnek a kéreg felszinére
merdleges apikalis dendritje serkentd bemenetet kap, az extracellularis aram a dendrit
egy¢b teriileteirdl (source, forrds) a serkentd bemenet, vagyis a depolarizacié helye felé
folyik (sink, ,lefoly6”). igy ha az apikélis dendrit felszin felé esd, distalis része
depolarizalodik, akkor annak proximalis része fel6l fog folyni az dram a distalis rész
fel¢, 1étrehozva egy felszin felé negativ, a mélyebb rétegek felé pozitiv elektromos
mezO6t. Mivel egy elektrod rendkiviil sok sejt egyidejii jelét fogja, az EEG
regisztratumon az altala érzékelt sejtek aktivitdsinak szummadcidja (mezdpotencialja)
jelenik meg. Emiatt a kapott jel amplitidoja akkor lesz a legnagyobb, ha az elektrod
altal érzékelt teriileten 1év6 sejtek szinkron aktivitast mutatnak, vagyis az EEG nem az
egyes neuronok aktivitasarol, hanem egy adott teriileten 1évé neuronok
szinkronizaciojarol ad informaciot (Shibasaki, 2008). Az EEG hulldmokat altalaban
frekvenciajuk szerint csoportositjak. A savhatarok nem egyértelmiien definidltak, igy a
kiilonb6z6 munkacsoportok 4ltal hasznalt értékek eltérhetnek, de alapvetben a
kovetkez6 tipusokat kiilonithetjiik el: lassu 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. Ezen kiviil az alvasi orsokat mind frekvenciajuk (6-15, vagy 7-15
Hz), mind jellegzetes formajuk jellemzi (amplitidojuk eldszor nd, majd csokken, igy az
EEG regisztratumon ors6 format vesznek fel) (Kantor és mtsai, 2002; Kantor és mtsai,
2004; Kantor és mtsai, 2005; Steriade, 2006). Az EEG regisztratumra altalanosan
jellemzd, hogy az alacsonyabb frekvenciaji jelek nagyobb foku szinkronicitassal jarnak
¢s a frekvencia novekedésével a jel amplitiddja csokken.

Az alvast REM alvésra, valamint lassti hulldmut alvasra (SWS: slow wave sleep)
osztjuk fel. A REM alvés szinoniméjaként a paradox alvas (PS: paradoxical sleep) az
SWS szinonimdjaként a non-REM (NREM) is hasznalhato. Kiilonb6z6 fajok kozt
komoly eltéréseket talalunk az alvas szerkezetét illetéen: a SWS-REM ciklus hossza

nagy vonalakban forditottan aranyos az adott faj testméretével, ez az érték embernél 90,
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macskanal 22, mig patkanynal 12 perc koriil van (McCarley, 2007). Egy SWS-REM
peridduson beliil a két alvasfazis aranyat tekintve fajok kozott (Siegel, 1995), valamint
egy adott fajon beliil az eltérd ¢€letkortiak kozott is lathatok eltérések. Az alvassal toltott
1d6 elérehaladasaval is n6 a REM/SWS arany (McCarley, 2007; Siegel, 2005). Jelenlegi
tudasunk alapjan a SWS-REM fazisok véltakozasa a szarazfoldi emldsok és a madarak
esetében is altalanosan megfigyelhetd (Siegel, 2008).

Az elalvaskor el6szor az SWS fazis jelentkezik, melynek emberek esetén négy,
allatoknal pedig két, egyre mélyiild stadiumat kiilonboztetjiik meg. A humédn NREM 1
¢s 2 az allatok SWS1-es (felszines lasst hulldmu alvas), a humédn NREM 3 és 4 pedig az
allatok SWS2-es (mély lassti hullamu alvas) stadiumanak feleltethetd meg. A felszines
lasst  hulldma alvast az izomtonus, vérnyomas, légzésritmus ¢és a bor
vezetOképességének csokkenése mellett az EEG hulldmokban az alvasi orsok és a K-
komplexek (bi- vagy polifazikus lassi hullam és az ez erre tevodd alvasi orsd
egylittesének) megjelenése, valamint az EEG frekvencia csokkenése ¢és
allatkisérletekben a stadium nevét (SWS) ado delta-hullamok felbukkanédsa fémjelzi.
Human vizsgalatokban a 8-12 Hz koriili alfa hullamok eltiinése is arulkodo jel, valamint
4-7,5 Hz kozotti theta ritmusok is megfigyelhetoek. Erre az alvasszakaszra a lassu, 01sz6
szemmozgasok jellemzéek (Bodizs, 2000; Gottesmann, 1992; McCarley, 2007). A
kovetkezd stadium a mély lasst hulldmu alvas, mely alatt az EEG jelet mind emberben,
mind éllatban a nagy amplitidoju, lasst delta hullimok dominaljak. Ekkor az izomtonus
tovabb csokken és a lassu, usz6 szemmozgasok is eltlinnek (Bodizs, 2000). A REM
alvas megjelenése elott sok esetben megfigyelhetd az SWS feliiletesebbé valasa (ez a
folyamat az alvds mélyiilésénél gyorsabban megy végbe), valamint kozvetleniil az
SWS-REM viltast megel6zéen esetenként egy rovid, atmeneti szakasz, az IS
(intermediate stage, dtmeneti stddium) is megjelenik. Ez utdbbi alvasfazis néha a REM-
bdl valé kilépéskor is jelen van, jellemzdje a nagy amplitidoji alvasi orsok €s alacsony
frekvenciaju (5-6 Hz) theta hullamok szokatlan egytittese (Gottesmann, 1992; Kantor €s
mtsai, 2004).

A REM alvas alatt izomatonia figyelhetd meg, ez alol az idonként tapasztalhato
végtagrangasok €s a stadium nevét add gyors szemmozgéasok, valamint a kozépfiil
izmainak kontrakcioja és a légzéizmok mikodése jelentenek kivételt. A sziv- €s

légzésritmus  felgyorsuldsa ¢és szabalytalannd valdsa, az agy homérsékletének
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emelkedése, valamint esetenként péniszerekcid szintén jellemzd erre a stddiumra.
Emberekben az alomlatds, ezen beliil a filmszerli, cselekményben gazdag almok
megjelenése is alapvetden ekkorra tehetd. Az EEG regisztratumon emberben ilyenkor
az ¢ébrenlétire emlékeztetd, az SWS-ben tapasztalhatonal nagyobb frekvencidju és
kisebb amplitdddju hullamok jelennek meg, amikre atmenetileg kis fesziiltségli theta-
hullamok rakodhatnak. Ragcsalokban a REM alatti EEG-t egyértelmiien a theta
frekvencia dominalja, és a szemmozgasokkal egyidében PGO (ponto-geniculo-
occipitalis) hullamok is elvezethetéek (Bodizs, 2000; Gottesmann, 1992; Kantor és
mtsai, 2004).

2.2 A REM alvas subtelencephalicus szabalyzasa

2.2.1 Korai atmetszéses vizsgalatok

Lényeges pontok:
e a REM szabdlyozéasaban résztvevd teriiletek legkorabbi identifikalasdhoz
atvagasos technikat hasznaltak
e a REM legtdbb jelét a hid teriiletén elhelyezkedd struktirak inicializaljak, de
ezen ¢lettani folyamatok kialakuldsdhoz természetesen mind a kdzépagy,

mind a nyultveld felé intakt kapcsolatok sziikségesek
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1. abra Az irodalomban leirt atmetszések lokalizaciéja patkiany agytozs saggitalis

metszetén (Siegel, 2009). Az dtmetszési sikok magyarazatit lasd a szévegben.

A REM alvas szabdlyzasiat szdmos moddszerrel igyekeztek felderiteni. Ezeket a
modszereket alapvetéen két tipusra lehet osztani: az idegrendszer miikodését
befolyasolo (atvagasok, lokalizalt 1éziok, stimuldcios és farmakologai hatasok), illetve
detektalo (elektrofizioldgia, mikrodializis, immunhisztokémia, in situ hibridizaci, PET:
pozitron emisszios tomografia és fMRI: functional magnetic resonance imaging, vagyis
funkcionalis magneses rezonancia képalkotas) eljarasokra.

A REM-mel kapcsolatos egyik legkorabbi felfedezés szerint a decrebralt (a
colliculus superiortol rostralisan, koronalis sikban atvagott agyu, 1. dbra ,,A” metszési
sik) allatok kifesziilt végtagjai periodikusan relaxdlnak (Bard és Macht, 1958). Bar a
REM alvas ekkor még nem volt ismert, ez a megfigyelés tekinthetd a REM atonia elsé
detektalasanak. A REM alvds macskakban valo leirdsat (Dement, 1958; Jouvet és
Michel, 1959) kdvetden Jouvet fel is figyelt arra, hogy ez alatt a stadium alatt az izmok
relaxalt allapotban vannak (Jouvet, 1962). Ezutan kezdte el tanulmanyozni ezt az alvas-
stadiumot a kordbban mar kidolgozott dtmetszéses technikak haszndlataval, valamint

parhuzamosan az izomtonust, a szemmozgasokat és az EEG-t is vizsgalta. Az agytorzs

10
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¢s az elbagy elvalasztasat kovetden (1. dbra ,,A” és ,,B” metszési sikok) a REM
jellegzetességeit (pl. a periodikus izomrelaxacidval egyidoben a PGO-szeri hullamokat)
csak az agytorzsben tudta detektalni. Késobb olyan emberek EEG-jének
tanulmanyozasaval, akiknél az agytorzs és a gerincveld kozti kapcsolat megszakadt (1.
abra ,,C” sik), kideritették, hogy az izomatdnia kivételével a REM alvés Osszes jele
megfigyelhetd (Adey és mtsai, 1968). Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a caudalis
nyultveld és a rostralis kozépagy kozti teriiletek felelosek a REM alvas generalasaért. A
caudalis hid és a nytltveld kozti atmetszések (1. abra ,,D” és ,,E” metszési sikok) ennél
Osszetettebb képet eredményeztek: az ilyen allatokban a nyultveld teriiletén REM-szerii
tiizelési mintazatot nem tapasztaltak (Siegel €s mtsai, 1986), és nem volt megfigyelhetd
REM-atonia sem, pedig a medialis nyultveld serkentésével csdkkenteni lehetett az
izomtonust (Lai és Siegel, 1988). Ezzel szemben az atmetszéstdl rostralisan a REM
szamos jele észlelhetd (Siegel és mtsai, 1984). Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy bar a
REM atonidt a nyultvel6 valtja ki, ehhez a hiddal valo intakt kapcsolatok is
sziikségesek. A REM szamos mas tulajdonsagdnak generaldsaért annak ellenére, hogy
ezen tulajdonsagok az eldagyban detektalhatoak, az el6agy és hid kozti kapcsolatok
megléte sziikséges. Ezeket a kovetkeztetéseket az is aldtdmasztja, hogy két atmetszeés
esetén (a kozépagy ¢€s hid, valamint a hid és a nyultveld kozott) PGO-szerli jeleket csak
az izolalt hidbol lehetett elvezetni (Matsuzaki, 1969).

A tovabbiakban az egyes agyteriiletek esetén a REM-on, illetve REM-off
kifejezéseket az irodalomban elfogadott jelentésiiknek megfelelden a REM alatti
aktivitas, illetve inaktivitds jellemzésére fogom hasznalni. A kiilonb6z6é régiokban
talalhatdé neuronok aktivitasdnak REM alvast kivalto, illetve gatlé hatdsat a szovegben
részletezni fogom. A tovabbiakban jellemzett agyteriiletek REM-on, ill. REM-off

hatasait, valamint a koztiik 1évé kapcsolatokat a 2.2.13 fejezetben foglalom 0ssze.
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2.2.2 A subcoeruleus

Lényeges pontok:
e alapvetd fontossagia REM-on tertilet
e glutamaterg neuronjai a nyultveld gigantocellularis teriiletén hatva részt
vesznek a REM alatti izomatdnia kialakuldsédban
e a subcoeruleus REM-on neuronjai kolinerg, GABA-erg, glutamaterg és

noradrenerg szabalyzas alatt allnak

S
‘.

2. abra. A subcoeruleus elhelyezkedése (Paxinos és Watson, 2007 nyoman), saggitalis

metszeti rajz. SubC: subcoeruleus, LC: locus coeruleus, 7n: a VII. agyideg magva

A subcoeruleus (SubC), ahogy nevébdl is lathatd, a locus coeruleus (LC) alatti
tertilet (2. dbra), amely a nucleus pontis oralis / caudalis (PnO / PnC) dorsalis részének
alteriilete (Luppi és mtsai, 2006). Ezt a régiot macskdban perilocus coeruleus alpha,
ragcsaloban pedig sublaterodorsal nucleus (SLD) néven is emlitik. Az itt elhelyezkedd
neuronok irtdsa vagy inaktivacidja igen hatékonyan csokkenti a REM-ben t61tott 1dot
(Carli és Zanchetti, 1965; Lu és mtsai, 2006, Webster és Jones, 1988), valamint az itt
talalhato gamma-aminovajsav- (GABA: gamma amino butyric acid) receptorok gatlasa
eldsegiti a REM alvast (Xi és mtsai, 2004). Szabadon mozg6 macskakban bizonyitottak,
hogy a SubC teriiletén szamos neuron ténusosan tiizel REM alvés alatt (Sakai és mtsai,
2001; Sakai és Koyama, 1996). Ennek a régionak a szerepét a REM szabalyozasaban
szintén alatamasztja az az eredmény, miszerint REM-megvonast kovetd visszacsapas

alatt a hidnak ezen a részén nagy mennyiségben talaltak cFos-pozitiv sejteket, €s
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aranyuk korreldlt a REM-ben toltott idovel (Verret és mtsai, 2005). A cFos nevi,
Limmediate early gene” (szabad forditasban: gyorsan kifejez6dd gén-termék)
kimutatasat széleskorien hasznaljak neurondlis aktivacio vizsgalatara (Kovacs, 2008).
A korabban emlitett PGO hullamok generalasaért is ez a régid felel. Ezek a hullamok a
kolinerg tegmentum ¢és a nucleus geniculatus lateralis érintésével az occipitalis kéreg
fel¢ tartanak (Datta, 1997).

A SubC neuronjait két csoportra lehet osztani. Az elsé csoport tagjainak aktivitasa
muszkarinerg agonistaval (carbachollal) gatolhatdé és a SubC rostrodorsalis részén
helyezkednek el. Ezek az idegsejtek az intralaminaris thalamus, posterior hypothalamus
¢s bazalis eldagy teriiletére kiildenek rostokat. A masodik csoport tagjai carbachollal
serkenthetdek, a teljes SubC teriiletén megtaldlhatdéak, ¢és caudalis iranyba, a
magnocellularis héalézatos mag (Mc), valamint a ventralis és alpha gigantocellularis
(GiV és GiA) magok felé kiildik axonjaikat (Sakai és mtsai, 1979; Sakai és mtsai, 1981,
Sakai és Koyama, 1996), ahol glicinerg neuronokat idegeznek be. Az SubC-be adott
GABA, antagonista (bicuculline) hatdsdra az emlitett projekcids teriileteken
megnovekszik a cFos aktivitas (Boissard és mtsai, 2002).

Feltételezhetd, hogy a felszallo projekciokat ado REM-on neuronok kolinergek, és a
REM alatti kérgi aktivacioban jatszanak szerepet, mig a leszallo projekciokat adok nem
kolinergek és a REM alatti izomatonia generaldsaban vehetnek részt (Luppi €s mtsai,
1988; Sakai és mtsai, 2001; Sakai és Koyama, 1996). Mindenesetre a kolinerg
sejtcsoport REM-ben betoltott szerepét megkérddjelezi, hogy REM-visszacsapast
kovetden ezen a teriileten nem talaltak aktivalt kolinerg (kolin-acetil-transzferaz/cFos
kettds jelolt) sejtet (Luppi €s mtsai, 2011; Verret és mtsai, 2005). Késébb hasonld
metodikaval bizonyitottdk, hogy a SubC REM-on sejtjeinek donté hanyada glutamaterg
(Clement és mtsai, 2011). Ezt tamasztja ald az is, hogy REM alatt a nyultveldi
gigantocellularis terlileten megnd az extracellularis glutamat-szint (Kodama €s mtsai,
1998). Az SubC glutamaterg leszallé projekcioinak (Lu és mtsai, 2006) feltételezett
szerepét a REM-atonia generdlasdban az is megerdsiti, hogy a gigantocellularis
nyultvelobe adott non-NMDA (NMDA: N-metil-D-aszpartat) glutamat-receptor
agonistaval csokkenthetd az izomténus (Lai és Siegel, 1991), mig ennek a teriiletnek
(Holmes ¢és Jones, 1994; Lai és Siegel, 1991) és a ventralis SubC-nek az irtasaval is

csOkkentheté a REM-atonia (Lu és mtsai, 2006).
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Az SubC kolinerg szabalyozasat szamos eredmény tamasztja ald. Erre a kornyékre
adott acetikolin, vagy acetilkolin-receptor agonistak mikroinjekcidoja REM alvast, vagy
izomatoniat valt ki (példaul decerebralt macskaban is). A mikroinjekcidé pontos hatasa,
vagyis az, hogy a REM alvas milyen aspektusait valtja ki (izomatona, PGO-hullamok,
stb.) az injekcio helyétdl fiigg, példaul lateralisabban adva PGO hulldmokat lehet
generalni akar éber allatokon is (Crochet és Sakai, 1999a; Deurveilher és mtsai, 1997;
George ¢és mtsai, 1964; Gnadt és Pegram, 1986; Katayama ¢s mtsai, 1984; Mitler és
Dement, 1974; Shiromani €és Fishbein, 1986; Vanni-Mercier és mtsai, 1989; Velazquez-
Moctezuma és mtsai, 1989).

A SubC teriiletére adott GABAa antagonistaval, glutamat-dekarboxildz (GAD:
glutamic acid decarboxylase, GABA-szintetizalo enzim) antiszenz oligonukleotiddal, és
kisebb mértékben GABAg antagonistaval REM valthato ki (Boissard és mtsai, 2002;
Pollock és Mistlberger, 2003; Sanford ¢és mtsai, 2003; Xi ¢€s mtsai, 1999; Xi és mtsai,
2001b). Ez a valasz muszkarinos antagonistaval (scopolamine) nem védhetd ki (Xi és
mtsai, 2004). Megjegyzendd, hogy ez utobbi kisérletben a carbachol REM-noveld
hatdsa GABAa agonizmussal kivédhetének bizonyult. Ezek az eredmények arra
mutatnak, hogy a SubC aktivitasanak szabalyzasaban a GABA-erg gatlas legalabb
akkora szerepet jatszik, mint a kolinerg bemenetek. Ennek a gatlasnak a forrasa részint a
mély kozépagyi halozatos mag dorsalis részén (dDpMe, dorsal deep mesencephalic
reticular nucleus), részint a PnO teriiletén 1évé neuronok lehetnek (Boissard és mtsai,
2003). Ez utobbi mellett szol, hogy Maloney és munkatarsai kimutattak, hogy a PnO
teriiletén talalhatoak olyan GABA-erg idegsejtek is, amik a REM megvonast kovetd
visszacsapas alatt inaktivalodnak (Maloney és mtsai, 1999).

A kolinerg és GABA-erg szabdlyozds mellett az irodalomban arra is taldlhaté
bizonyiték, hogy a SubC REM-on neuronjainak aktivitasat a glutamat
neurotranszmisszio is befolyasolja. Az ide juttatott kainat REM-et valt ki (Onoe és
Sakai, 1995) és noveli a REM-on sejtek tiizelési frekvenciajat (Boissard és mtsai, 2002).
Ezen kiviil lokalisan adott glutamat receptor antagonistaval (kynurenate) gatolhatd a
bicuculline-indukalt REM-szerti allapot is (Boissard és mtsai, 2002).

A felsorolt transzmittereken tal a noradrenalin szerepét is vizsgaltak. Sakai és
munkatarsai eredményei alapjan a noradrenalin a2 adrenoceptoron hatva gétolja a nem-

kolinerg (feltehetéen glutamaterg) REM-on neuronokat, mig a kolinerg sejtek
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akitivitasat nem befolydsolja. Ugyanebben a cikkben szerotonin adédsaval egyik

sejtcsoport aktivitdsat sem tudtak valtoztatni (Sakai és Koyama, 1996).

2.2.3 A nyultvel6i gigantocellularis teriilet

Lényeges pontok:
e REM alatt aktiv teriilet, a REM-atonia generalasaban jatszik szerepet

e glicinerg neuronokat tartalmaz

3. abra. A gigantocellularis teriilet elhelyezkedése (Paxinos és Watson, 2007 nyoméan),
saggitalis metszeti rajz. Gi: gigantocellularis teriilet, DPGi: dorsal paragigantocellular

nucleus, 12n: a XII. agyideg magva, DRN: dorsal raphe nucleus

Ennek a gigantocellularis teriiletnek (3. é4bra) az irtdsa noveli a REM alatti
izomtonust (Holmes és Jones, 1994; Lai ¢és Siegel, 1991). REM-megvonast kovetd
visszacsapas alatt a hidnak ezen a részén nagy mennyiségben taldltak cFos-pozitiv
sejteket, és aranyuk korrelalt a REM-ben toltott idével (Verret és mtsai, 2005). Késébb
azt is kimutattak, hogy ezek a REM alvas alatt aktiv neuronok GABA-ergek (GAD-
immunoreaktivak) (Sapin és mtsai, 2009). Ezzel Osszhangban a medialis nyultveld
irtasakor az allatok belépnek REM fézisba, de az izomatonia nem alakul ki (Schenkel és
Siegel, 1989). Ilyenkor az allatok kivitelezik az almaikat, vagyis megtamadnak
lathatatlan targyakat, szokatlan affektiv viselkedést és ataxids mozgast produkalnak.

Késoébb kideriilt, hogy a REM aténidért felelds rendszer a medialis nytltvelon tul a
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ventralis k6zépagyat is magaba foglalja (Holmes és mtsai, 1994; Lai és mtsai, 1999; Lai
¢és mtsai, 2008).

A nyultvel6i gigantocellularis terlilet a mar ismertetett, SubC-bol jovO
periaqueductalis sziirkeallomany (VIPAG: ventrolateral periaqueductal grey) teriiletérdl
is (Luppi és mtsai, 1988).

Az itt elhelyezkedd neuronok elektromos serkentése ébrenlét alatt a mérések
tobbségében, alvas alatt minden esetben csokkentette az izomtonust, és a lumbaris
gerincveld ventralis szarvaban glicin-felszabadulassal jart (Lai és mtsai, 2010). Azt,
hogy a gigantocellularis teriilet direkt glicinerg projekcioival gatolja a gerincveldi

motoneuronokat, masok is alatdmasztottak (Chase, 2008)

2.2.4 A dorsalis paragigantocellularis mag

Lényeges pontok:
e REM-on GABA-erg neuronokat tartalmaz
e szamos agyterlletre, példaul a locus coeruleus, dorsalis raphe ¢és a
ventrolateralis periaqueductalis sziirkeadllomany felé projicidlva vesz részt a

REM generalasaban

Lt

4. abra. A dorsalis paragigantocellularis mag elhelyezkedése (Paxinos és Watson, 2007
Nnyoman), saggitalis metszeti rajz. DPGi: dorsal paragigantocellular nucleus, 12n: XII.

agyideg magva, DRN: dorsal raphe nucleus
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A DPGi (dorsal paragigantocellular nucleus, 4. abra) neuronjai a REM-be 1épés elott
koriilbeliil 15 masodperccel kezdenek tiizelni (Goutagny és mtsai, 2008), a REM
megvonast kdvetd visszacsapas utan emelkedett cFos-immunoreaktivitast irtak le roluk
(Verret és mtsai, 2006), és a cFos-immunoreaktiv sejtek aranya korrelalt a REM-ben
toltott idével (Verret és mtsai, 2005).

Ezek a GABA-erg neuronok a REM szabalyzasaban betoltott szerepiiket tobbek
kozott a LC noradrenerg sejtjeinek gatlasan keresztiil valdsitjdk meg. Ismert, hogy a
DPGi alvés-visszacsapas sordn aktivalddo neuronjai beidegzik a LC-t (Verret és mtsai,
2006). Ezzel egybehangzd mddon a DPGi elektromos vagy kémiai ingerlése a LC
neuronjainak gatlasat okozza (Ennis €s Aston-Jones, 1989). Ez a beavatkozas a REM-
ben toltott id6 novekedését eredményezi, ami LC-ba adott GABAa antagonistaval
(picrotoxin) kivédhetd, s6t, LC-ba adott picrotoxint kdvetéen a DPGi ingerlése
csokkenti a REM szakaszok atlagos hosszat (Kaur és mtsai, 2001). A DPGi-LC
kapcsolat szerepét a REM inditasaban még inkabb valdszinisiti az az adat, hogy a DPGi
neuronjai koriilbeliil 15 masodperccel a REM megjelenése elott kezdenek tiizelni és a
LC neuronjai nagyjabol ugyanekkor, 10-20 madasodperccel a REM-be lépés elott
csendesednek el (Aston-Jones és Bloom, 1981; Gervasoni és mtsai, 2000).

Az itt talalhat6 idegsejtek a LC-on til még szamos, alvasszabalyzéasban részt vevo
teriiletet beidegeznek, példaul a SubC, nyultveldi gigantocellularis teriilet, VIPAG,
dDpMe, laterodorsal tegmental nucleus (LDT), pedunculupontine tegmental nucleus
(PPT), dorsal raphe nucleus (DRN) és a zona incerta (ZI) felé is kiildenek efferentaciot
(Goutagny ¢€s mtsai, 2008). Ismert, hogy a REM alatt a DRN szerotonerg neuronjainak
gatlasat GABA-erg mechanizmusok okozzak (Nitz és Siegel, 1997a), igy nem kizarhato
az sem, hogy ebben a folyamatban a DPGi aktivitasa is szerepet jatszik.

A 2.2.8 fejezetben jellemzett vIPAG teriiletén 1évé egyes GABA-erg neuronok
aktivitasa feltehetéen REM-gatlo hatdsu (Boissard és mtsai, 2002; Boissard €s mtsai,
2003), ezt irtdsos €s farmakoldgiai modszerekkel is alatdmasztottdk (Lu €s mtsai, 2006;
Sastre és mitsai, 1996). Ezek alapjan a DPGi a vIPAG-ba kiildott GABA-erg

projekcidjan keresztiil szintén segitheti a REM kialakulédsat.
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2.2.5 A kolinerg tegmentum

Lényeges pontok:
e laterodorsalis és pedunculopontine tegmentum: REM-on teriiletek
e noradrenalin €s szerotonin gatolja

e REM alatt, illetve REM és ébrenlét alatt is aktiv neuronok talalhatoak itt

S

SubC
n

B~ @

scp

QA

5. abra. A laterodorsalis (A) és pedunculupontine (B) tegmentum elhelyezkedése (Paxinos
és Watson, 2007 nyoman), saggitalis metszeti rajzok. Az elébbi medialisabban, az utébbi
lateralisabban talalhaté. LDT: laterodorsal tegmental nucleus, scp: superior cerebellar
peduncle, SubC: subcoeruleus, 7n: a VII. agyideg magva, PPT: pedunculopontine

tegmental nucleus, cp: cerebral peducle

A tegmentélis LDT ¢és PPT az irodalom 4altal széleskortien elismert REM-on régiok,

elhelyezkedésiiket az 5. abra mutatja. Ezek a kolinerg teriiletek ébrenlét és REM alatt is
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mutatnak aktivitast (Steriade és mtsai, 1990a). Ismert ugyanakkor, hogy a két REM-
g4tlo hatasti monoamin neurotranszmitter, a noradrenalin és a szerotonin gatolja az LDT
¢s PPT neuronjait (Koyama és Kayama, 1993; Leonard és Llinas, 1994; Luebke és
mtsai, 1992). Kémiai 1€zios (Brooks és mtsai, 1972; Jacobs és mtsai, 1972), ¢s DRN-hid
kozti atmetszéses vizsgalatokkal (Simon és mtsai, 1973) is bizonyitottak, hogy a DRN
szerotonerg neuronjainak aktivitdsa gatolja a PGO hullamok kialakuldsat (Sanford és
mtsai, 1996). Bar ismert, hogy a szerotonin a tegmentalis kolinerg neuronokat 5-HT1
receptorokon keresztiil gatolja (Luebke és mtsai, 1992), de a PPT-be adott 5-HT1A (5-
HT: 5-hydroxytriptamine, szerotonin) agonista nem volt hatassal a PGO hullamokra
(Sanford és mtsai, 1996), aminek tobb magyarazata is elképzelhetd: (1) a szerotonin
PGO-gatlo hatasat az LDT-n keresztiil valtja ki, amit az is valosziniisit, hogy ott erésebb
a szerotonerg innervacié (Sanford és mtsai, 1996); (2) bar a szerotonin és a kolinerg
tegmentum is hatast gyakorol a PGO hullamok keletkezésére, és a szerotonin gatolja a
kolinerg neuronokat, de a szerotonin hatasat a PGO hullamokra fizioldgias viszonyok
kozt elsésorban nem a kolinerg tegmentum medidlja; illetve (3) ez a hatds nem 5-HT1A,
hanem egyéb, pl. 5-HT 1B receptorokon keresztiil valosul meg.

Azon tal, hogy a hid teriiletére juttatott kolinerg agonistakkal kivalthato a REM
alvas, azt is kimérték, hogy a dorsalis tegmentumban ¢és az LGN (lateral geniculate
nucleus, oldalso térdestest) teriiletén a normal alvas-ébrenlét ciklus soran REM alatt
mérhetd a legmagasabb extracellularis acetilkolin szint (Kodama ¢és mtsai, 1990;
Kodama és Honda, 1996).

Az LDT és PPT kolinerg sejtjei két csoportra oszthatéak: REM alatt aktiv (REM-
on), valamint REM ¢és ébrenlét alatt egyarant aktiv (REM-and-wake-on) neuronokra
(Steriade ¢és mtsai, 1990a). Feltételezhetéen ezek kozil a REM-on neuronok
projicialnak a SubC teriiletére (Greene és mtsai, 1989). Az LDT ¢és PPT kolinerg
sejtjeirdl azt is kimutattdk, hogy kozvetleniil a PGO-hullamok el6tt figyelheté meg
,ourst’-aktivitasuk (Datta és Siwek, 2002; Steriade €s mtsai, 1990b). Ebrenlét alatt ezek
a neuronok feltehetden szerotonerg gatlds alatt allnak (Brooks és Gershon, 1972;
Kodama ¢és Honda, 1996; Nunez és mtsai, 1998; Strecker és mtsai, 1999; Wu ¢és Siegel,
1990).

Ezen kiviil megemlitendd, hogy bar a REM megvonast kovetd visszacsapas hatasara

az LDT és PPT kolinerg sejtjein beliil a cFos-immunoreaktivak (cFos-IR) szama megnd
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(Maloney ¢s mtsai, 1999), de az Osszes cFos-IR sejten beliil a kolinergek csupan a
neuronok egy kis hanyadat képviselik (Verret és mtsai, 2005). Rdadéasul ennek a két
teriiletnek a szerepét a REM szabalyozasaban megkérddjelezi az az eredmény, miszerint
az LDT irtasa nem valtoztatja, a PPT irtdsa pedig noveli a REM-ben t6ltott idét. Ebben
a kisérletben REM csokkenést csak a SubC 1ézigjaval értek el (Lu €s mtsai, 2006), de
megjegyzendd, hogy masok a PPT irtasaval is csokkenteni tudtdk a REM-ben toltott
1d6t (Shouse ¢és Siegel, 1992).

2.2.6 Locus coeruleus

Lényeges pontok
e noradrenerg neuronjai ébrenlét alatt érik el aktivitdsuk maximumat
e Kkolinerg, GABA-erg, glicinerg és glutamaterg beidegzést is kap
o REM-gatl6 hatasat feltehetéen a SubC, a GiV, LDT és PPT teriiletén fejti ki
e mutatnak eredmények arra is, hogy nem vesz részt a REM szabalyzéasaban, a
REM noradrenerg gatlasat inkabb egyes nyultveldi teriiletek aktivitasa

okozza

scp '

n

6. abra. A locus coeruleus elhelyezkedése (Paxinos és Watson, 2007 nyoman), saggitalis
metszeti rajz. LC: locus coeruleus, scp: superior cerebellar pedincle, 7n: a VII. agyideg

magva

Az alvas-ébrenlét szabalyozasédban fontos szerepet jatsz6 LC (6. dbra) noradrenerg

neuronjai aktivitdsuk maximumat ébrenlét alatt érik el, REM alatt pedig inaktivak
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(Aghajanian ¢és Vandermaelen, 1982; Aston-Jones és Bloom, 1981; Fenik és mitsai,
2002; Hobson ¢és mtsai, 1975). Szdmos kisérleti bizonyiték tdmasztja ald, hogy ezen
sejtpopulacié aktivitdsa ébresztd, ill. REM-off hatasu (Carter és mtsai, 2010; Pal és
Mallick, 2007). Ezen kiviil a LC hiitésével névelheté a REM-ben t6lt6tt idé (Cespuglio
¢s mtsai, 1982).

Ezen neuronok REM-off profiljdhoz képest meglepd modon az acetilkolin
feltehetden a7 alegységet tartalmazé nikotinos receptorokon hatva serkenti a LC egyes
sejtjeit, a szerotonin esetében pedig gatld hatdst mutattak ki (Bitner és Nikkel, 2002;
Guyenet ¢s Aghajanian, 1979; Koyama ¢és Kayama, 1993). A glicin és a GABA gatolja
az LC noradrenerg sejteit (Darracq és mtsai, 1996; Gervasoni és mtsai, 1998). REM
alatt az extracellularis GABA szintje emelkedik a LC teriiletén, mig a glutamat szintje
nem valtozik a vigilanciafazisok valtakozasaval (Nitz és Siegel, 1997b). Mivel az
idézett vizsgalatban az extracellularis neurotranszmitter-szinteket mikrodializissel
allapitottak meg, nem zarhato ki teljesen egyértelmiien, hogy a szinaptikus glutamaterg
transzmisszisszio intenzitasa valamilyen modon korrelal a  vigilancia-fazisok
valtakozasaval. A REM alatti GABA-szint emelkedés feltehetéen a vVIPAG és a DPGi
tertiletén elhelyezkedd neuronok (Luppi és mtsai, 1999) és egyéb kozép- és koztiagyi,
REM alatt aktiv GABA-erg idegsejtek aktivitas-ndvekedésének hatisara kovetkezik be
(Gervasoni és mtsai, 1998; Maloney és mtsai, 1999; Nitz és Siegel, 1997b; Torterolo és
mtsai, 2000).

Régota ismert, hogy a szerotoninerg és noradrenalinerg neurotranszmissziot erdsitd
anyagok, példdul a monoamin-oxidaz inhibitorok ¢és a szerotonin/noradrenalin
visszavétel-gatlok csokkentik a REM-ben toltott id6t (Gervasoni €s mtsai, 2002; Jones,
1991; Jouvet, 1969). Szamos Kkisérletben vizsgaltdk, hogy ezen anyagok milyen
agyteriileteken, illetve neuronokon fejtik ki hatasukat, példaul kimutattdk, hogy
noradrenalin, adrenalin, illetve o2 adrenoceptor agonista SubC-ba valdé adasaval
gatolhato a REM, de a szerotoninnak nincs ilyen hatdsa (Crochet és Sakai, 1999a;
Crochet és Sakai, 1999b; Tononi és mtsai, 1991). Az SubC teriiletén a noradrenalin a2
adrenoceptor-medialtan a nem-kolinerg REM-on neuronokat gatolja, mig a kolinerg
neuronokra nincs hatassal, valamint a fentebb emlitett eredményekkel 6sszhangban a
szerotonin egyik tipusu idegsejtre sem fejt ki hatast (Sakai ¢és Koyama, 1996).

Természetesen a noradrenalin nem kizarolag a SubC teriiletén hat, szoba johet a
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ventralis nyultveldi gigantocellularis halézatos mag (GiV) (Luppi és mtsai, 1988)
ugyanugy, mint a tegmentum ismert REM-on teriiletei, a PPT és az LDT (Horner és
Kubin, 1999).

Bar szamos vizsgalat eredményei tamasztjak ala a LC szerepét a REM alvés
gatldsdban, de ennek ellentmond6 adatok is taldlhatoak a szakirodalomban, példaul
ennek a teriiletnek az irtdsa 6-hydroxydopamine-nal nem valtoztatja a vigilanciat (Lu és
mtsai, 2006). Ezen kivil a REM-megvonas nem aktivalja az itt 1év0 noradrenerg
sejteket, de a nyultveldi Al és A2 areaban 1év0 noradrenerg neuronokat igen, ami arra
mutat, hogy a REM noradrenerg gatlasdban inkabb ez utdbbi sejtcsoportok jatszhatnak
szerepet (Leger és mtsai, 2009).

2.2.7 Dorsalis raphe

Lényeges pontok
e aktivitasa maximumat ébrenlét, minimumat REM alatt éri el

e GABA-erg, noradrenerg és kolinerg szabalyzas alatt all

7. abra. A dorsalis raphe elhelyezkedése (Paxinos és Watson, 2007 nyoman), saggitalis

metszeti rajz. DRN: dorsal raphe nucleus, scp: superior cerebellar peduncle

Az alvéas-ébrenlét szabalyozéasadban a kozépagyi DRN is fontos szerepet jatszik (7.
abra). Az itt elhelyezkedd szerotonerg neuronok aktivitdsuk maximumat €brenlét alatt
¢érik el, REM alatt pedig inaktivak (Aghajanian és Vandermaelen, 1982; McGinty és
Harper, 1976; Sakai, 2011). A fentieket aldtdmasztja, hogy szelektiv szerotonin
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visszavétel-gatld fluoxetine LDT-be vagy a medialis hidi halézatos mag teriiletére adva
csokkenti a REM-ben toltott idot, és ez a hatds 5-HT1A antagonistaval kivédhetd
(Monti és Jantos, 2005).

A kolinerg REM-on és aminerg REM-off rendszerek reciprok gatloé kdlcsonhatasat a
REM szabalyozasaban el6szor Hobson vetette fel (Hobson és mtsai, 1975). Ennek a
modellnek az alapjait az az ismeret adja, hogy a DRN teriiletén elhelyezkedd
szerotoninerg ¢és a LC teriiletén taldlhatd noradrenerg neuronok nem tlizelnek REM
alatt, mig ezzel ellentétben a kolinerg REM-on neuronok ekkor érik el aktivitasuk
maximumat (Aghajanian és Vandermaelen, 1982; Aston-Jones és Bloom, 1981; Hobson
¢és mtsai, 1975; McGinty és Harper, 1976).

A DRN szerotonerg neuronjai GABA-erg gatld inputot a lateralis preopticus area, a
vIPAG, valamint a DPGi teriiletérdl kapnak (Gervasoni és mtsai, 2000; Luppi és mtsai,
1999), illetve lokalis GABA-erg interneuronokat is leirtak (Gervasoni és mtsai, 2000).
A GABA hatasat a REM szabalyozasaban a DRN teriiletén agonista ¢€s antagonista

Meglepd modon a noradrenalin gatolja a DRN egyes sejtjeit (Koyama és Kayama,
1993), az acetilkolin pedig, a LC neuronjai esetén leirthoz hasonlé modon, o7
alegységet tartalmazo nikotinos receptorokon hatva serkenti. Mindazonaltal fontosnak
tartom megemliteni, hogy mindkét monoaminerg REM-off teriilet esetén leirtdk, hogy
nem csak noradrenerg és szerotonerg, hanem egyéb, feltehetéen GABA-erg idegsejtjeik
is expresszalnak ilyen acetilkolin-receptorokat (Bitner és Nikkel, 2002). Igy
elképzelhetd, hogy az ébrenlét alatt is aktiv kolinerg neuronok a direkt monoszinaptikus
kapcsolaton keresztiil serkentik a monoaminerg idegsejteket, mig a REM-on kolinerg
neuronok a raphe és a LC teriiletén taldlhatd GABA-erg interneuronok serkentésével
gatoljak a monoaminerg rendszerek aktivitdsat. Bar ez utobbi feltételezést irodalmi
adatok nem tamasztjak ala, de az érintett teriiletek aktivitasi mintazata és aktivitdsuk

¢lettani hatdsai alapjan nem zarhato ki ennek esélye.
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2.2.8 A ventrolateralis periaqueductalis szlirkedllomany és a dorsalis mély
kozépagyi halozatos mag
Lényeges pontok:
e az ezeken a teriileteken talalhato6 GABA-erg neuronokrél REM-on és REM-
off hatast is leirtak, de feltételezhetéen az utobbi inkabb jellemzd

e a monoaminerg REM-off teriiletekre és a SubC teriiletére is indulnak innen

projekciok
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scp_~ LDT

dDpMe
scp

8. abra. A ventrolateralis periaqueductalis sziirkeallomany (A, medialisabb metszési sik)
és a dorsalis mély kozépagyi halozatos mag (B, lateralisabb metszési sik) elhelyezkedése
(Paxinos és Watson, 2007 nyoman), saggitalis (A, B) és coronalis (C) metszeti rajzok. Az
utobbi agyteriiletet az agyatlasz nem tiinteti fel, igy elhelyezkedését mas irodalmi forras
(Sapin és mtsai, 2009) alapjan jeloltem be (C). vVIPAG: ventrolateral periaqueductal grey
(ventrolateralis periaqueductalis sziirkeallomany), scp: superior cerebellar peduncle,
LDT: laterodorsal tegmental nucleus, dDpME: dorsal deep mesencephalic reticular
nucleus (mély kozépagyi halézatos mag dorsalis része), DRN: dorsal raphe nucleus, IPAG:
lateral periaqueductal grey (lateralis periaqueductalis sziirkeallomany), Aq: aqueductus

cerebri

A VIPAG ¢és a tdle ventrolateralisan elhelyezkedd dDpMe (8. abra) REM-off és
REM-on GABA-erg neuronokat is tartalmaz (Sapin és mtsai, 2009). Az utdbbi teriiletet

macskdban dorsocaudal central tegmental fieldnek nevezik. Ezen teriiletek REM-on
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hatasanak megfeleléen a REM-megvonds utani visszacsapas noveli a dDpMe és vIPAG-
ban a GABA-erg sejtek kozott a cFos-IR aranyt (Maloney és mtsai, 1999; Sapin és
mtsai, 2009). REM-off hatasuknak megfeleléen pedig az ebbe a két régioba injektalt
GABAA agonista muscimol noveli a REM-et macskaban (Crochet és mtsai, 2006; Sastre
¢s mtsai, 1996; Sastre és mtsai, 2000), patkanyban (Boissard és mtsai, 2000; Sapin és
mtsai, 2009) és tengerimalacban (Vanini és mtsai, 2007). Ezen teriiletek 1ézidja hasonlo
eredménnyel jar (Lu és mtsai, 2006). Ez utdbbi eredményekkel 6sszhangban az ide
injektalt bicuculline csokkentette az alvassal toltott idot (Vanini és mtsai, 2007).

A REM alvas eldsegitésében a monoaminerg teriileteket eléré projekciok szerepét
tobb cikk valoszintisiti. A VIPAG GABA-erg neuronjai feltehetben GABAA
receptorokon keresztiil gatoljak a DRN szerotonerg neuronjait (Liu és mtsai, 2000),
valamint ezekrdl a kdzépagyi teriiletekrdl induld, LC neuronjait REM alvas alatt gatlo
projekciokat is leirtak (Verret és mtsai, 2006).

A dDpMe GABA-erg és non-GABA-erg idegsejtjei a SubC neuronjait szintén
innervaljak (Boissard és mtsai, 2003). Mivel ezekrdl a teriiletekrél nem, vagy nem
kizarolag GABA-erg projekciok érik el a SubC sejtjeit, ennek a projekcionak a pontos
neurobioldgiai hattere nem egyértelmii. Nem kizérhat6 tovabba, hogy az alvas
szabalyozasaban a VvIPAG-bol a nyultveldi gigantocellularis teriilet felé mend

projekcidk is szerepet jatszanak (Luppi és mtsai, 1988)
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2.2.9 Posterior hypothalamus

Lényeges pontok
e a posterior hypothalamus tuberomamillaris teriiletén 1évé hisztaminerg
neuronok aktvitasuk maximumat ébrenlét alatt mutatjak

o a GABA-erg szabalyzas szerepe bizonyitott

DPMH

9. abra. A posterior hypothalamus elhelyezkedése (Paxinos és Watson, 2007 nyoméan),

saggitalis metszeti rajz. PH: posterior hypothalamus, DMH: dorsomedial hypothalamus,

3v: 3. agykamra

A korabban felsorolt teriileteken kiviil fontos megemliteni egyes hypothalamicus
alrégidkat. A PH (9. abra), azon beliill a TMN (tuberomamillary nucleus) teriiletén
talalhato hisztaminerg neuronok alvas-ébrenlétre gyakorolt hatdsa hasonlit a szerotonerg
¢és noradrenerg idegsejtekéhez: aktivitasuk ébrenlét alatt magas, elalvaskor csokken,
mély lasst hulldmu alvas és REM alatt nem tiizelnek (Takahashi €s mtsai, 2006; Vanni-
Mercier ¢és mtsai, 1984). Tovabbi hasonlosag a REM-off monoaminerg teriiletekhez,
hogy irtdsuk noveli a REM-ben és csokkenti az ébrenlétben toltott idot (Thakkar, 2011).
Az extracellularis GABA szintje ezen a terlileten lass hullama alvas alatt
megemelkedik €és a GABAA agonista muscimol ide adott mikroinjekcidja is noveli az
SWS-ben toltott idot. A glutamat extracellularis szintje ezzel szemben nem valtozik a
vigilancia-fazisok valtakozasaval (Nitz és Siegel, 1996). Mindazonaltal ahogy a locus
coeruleus glutamaterg szabalyzasanal, itt is megjegyzendd, hogy a hivatkozott

vizsgalatban hasznalt mikrodializis technikdval nem zéarhat6 ki egyértelmiien a
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glutamaterg szinaptikus transzmisszié intenzitdsdnak esetleges vigilancia fazis-fiiggd

valtakozéasa.

2.2.10 Lateralis hypothalamus

10. abra. A lateralis hypothalamus elhelyezkedése (Paxinos és Watson, 2007 nyoméan),
saggitalis metszeti rajz. Az atlaszban egyes alrégigit tiintetik fel, ezek koziil a zona incerta,
subincertal nucleus, perifornical nucleus és a lateralis hypothalamus perifornicalis
teriiletét jeloltem ki. LH: lateral hypothalamus, sm: stria medullaris, opt: optic tract

(latopalya)

Kissé rostralisabban, a lateralis hypothalamus (10. 4bra) teriiletén orexin- ¢és
melanin-koncentrald6 hormon- (MCH: melanin-concentrating hormone) tartalmu
neuronok talalhatéak. Ezek koziil az orexinergek REM-off, az MCH-ergek pedig REM-
on hatasunak tekinthetéek (Peyron és mtsai, 2009; Saper és mtsai, 2005). Az LH alvas-

¢ébrenlétben betoltott szerepét késObb részletesen kifejtem.
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2.2.11 A ventrolateralis preopticus area

Lényeges pontok
e azitt 1évé GABA-erg neuronok alvas alatt aktivak
e a monoaminerg €bresztd rendszer tagjaival reciprok gatld kolcsonhatdsban

van
/ —_

VLPO
—~ =
opt

11. dbra. A ventrolateralis preopticus area elhelyezkedése (Paxinos és Watson, 2007
nyoman), saggitalis metszeti rajz. VLPO: ventrolateralis peopticus area, f: fornix, opt:

optic tract (latépalya)

A hypothalamus rostralis polusan taldlhatd ventrolateralis preopticus area (VLPO,
11. 4bra) irtdasa insomniat okoz (Nauta, 1946). Ezen a teriileten foként GABA-erg
idegsejtek talalhatoak, amelyek alvas alatt aktivak, és aktivitdsuk korrelal az alvas
mélységével (Szymusiak és mtsai, 1998). Altalanossagban kimondhaté, hogy a VLPO
neuronjait gatoljak azok a neurotranszmitterek, amelyek iiriilése csak az ébrenlétre,
vagy az ¢ébrenlétre is jellemzd. Ilyen hatdssal rendelkezik az acetilkolin, noradrenalin és
szerotonin, de a hisztamin nem befolydsolja ezen sejtek tiizelési mintazatat (Gallopin és
mtsai, 2000). A VLPO az alvas kivaltdsaban jatszott szerepét tobbek kozt az ébresztd
hatdsu noradrenerg (LC) és szerotonerg (DRN) idegsejtek gatlasaval valdsitja meg
(Steininger és mtsai, 2001), de beidegzi az ébrenlét alatt aktiv hisztaminerg neuronokat
tartalmazé TMN-t is (Sherin és mtsai, 1996). Az ezeken a teriileteken tapasztalhato,

alvas alatt megemelkedett extracellularis GABA-szint, ami ismert modon szerepet
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jatszik a monoaminerg neuronok gatlasaban, valosziniisithetden részben vagy egészében

a VLPO neuronjainak aktivitasara vezethetd vissza.

2.2.12 Nucleus suprachiasmaticus

Lényeges pontok
o shell (héj) és mag (core) részekre oszthato
e amag direkt retinalis inputot kap
e ritmusos oragéneket expresszal, irtasakor az allat endogén cirkadian ritmusa

eltinik

.Ox VMH

12. abra. A nucleus suprachiasmaticus elhelyezkedése (Paxinos és Watson, 2007 nyoman),
saggitalis metszeti rajz. SCN: suprachiasmatic nucleus, VMH: ventromedialis

hypothalamus, sox: decussatio supraopticus

Mivel jelen dolgozat kereteibe szervesen nem illeszkedik, de az alvéas-ébrenlét
szabalyozasaban kulcsfontossagu szerepet jatszik, csak roviden térnék ki az nucleus
suprachiasmaticus (SCN: suprachiasmatic nucleus) szerepére. Ahogy a nevébdl is
kitlinik, ez a teriilet a chiasma opticum fol6tt helyezkedik el (12. abra) és két alrégidra
tagolhatd, a héjra (shell) és magra (core). Az utdbbi direkt bemenetet fogad a retina
fényérzékeny, melanopszin-tartalmu ganglionsejtjeibol (Baver és mtsai, 2008). Ez a
neuronjai ritmusos oragéneket expresszalnak, ennek a magnak az irtdsaval az allat

alvas-ébrenlét szabalyozdsanak fénytdl fiiggetlen, endogén ritmusa eltlinik. A két
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alrégio kozott alapvetden egyirdnyu kapcsolat van: a mag neuronjai beidegzik a héj
idegsejtjeit, de forditott irdnyu projekcié csupan kisebb mértékben figyelhetd meg
(Abrahamson ¢és Moore, 2001; Chiesa ¢s mtsai, 2010).

2.2.13 A REM-on és REM-off agyteriiletek attekintése

A fentebb targyalt agyteriiletek REM-on és REM-off tulajdonsagait, valamint a

koztiik 1évo ismert kapcsolatokat a 13. abra szemlélteti.

— gitl6
—> nem egyértelmii

ﬁ REM-on —> serkenté
]

13. abra. Az alvas szabalyozasiban részt vevé legfontosabb, a 2.2 részben targyalt
agyteriiletek. A lateralis hypothalamus szerepét a 2.3 fejezetben részletezem. Lathaté,
hogy a REM-on és REM-off teriiletek egymast reciprok médon gatoljak. DpGi: dorsal

paragigantocellular nucleus, LDT: laterodorsal tegmental nucleus, PPT:
pedunculopontine tegmental nucleus, SubC: subcoeruleus, PH: posterior hypothalamus,
Gi: gigantocellular nucleus, LC: locus coeruleus, VLPO: ventrolateral preoptic area,
DRN: dorsal raphe nucleus, VIPAG: ventrolateral periaqueductal grey, dDpMe: dorsal

deep mesencephalic reticular nucleus (mély kozépagyi haléozatos mag dorsalis része)
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2.3 A melanin-koncentralo hormon és az orexinek

2.3.1 Melanin-koncentralé hormon

Lényeges pontok

az MCH-tartalmu sejttestek a lateralis hypothalamus teriiletén talalhatdak

két receptora ismert, az MCHR1 és MCHR2, de utobbi szamos allatfajban
(példaul ragesalokban) nincs jelen, vagy nem funkcionalis (pszeudogén)

az MCH-erg neuronok aktivitdsa noveli a REM-ben toltott idot és a
taplalékfelvételt, és egyes eredmények szerint a stresszre adott valaszban is
szerepet jatszanak

nem egyértelmli az irodalmi adatok alapjan, hogy az MCH-erg neuronok
aktivitasa a REM szakaszok darabszamat vagy atlagos hosszat befolyasolja
az MCH-erg neuronoknak cocaine- and amphetamine-regulated transcript-
(CART) immunoreaktivitasuk alapjan két alpopulécidja kiilonithetd el: a
CART-ot tartalmazo és a CART-ot nem tartalmazo sejtek csoportja. Ezek az
alpopuléaciok kialakulasuk idejében és projekcios teriileteikben is eltérnek.

az un. ,,flower pot” mddszerrel végzett alvasmegvonast kovetd visszacsapas
mindkét alpopulaciot aktivalja (a moddszer részletes leirasat 1d. a 2.4

fejezetben)

Az MCH egy 19 aminosavbol allo ciklikus neuropeptid, melyet eldszor a lazac

hipofizisében irtak le, mint a bdr vildgosodasat kivalté hormont (Kawauchi és mtsai,

1983). Ez a peptid egy 165 aminosavbdl allo prekurzor, a prepro-MCH hasitési terméke,

amib6l az MCH-n tal neuropeptid EI és a neuropeptid GE is keletkezik (Bittencourt és

Celis, 2008). Mint hamarosan kideriilt, az MCH-t az emldsagy sejtjei is expresszaljak,

crer

neuronok emldsben alapvetden a tuberalis hypothalamus és a zona/subzona incerta

tertiletén talalhatoak (Bittencourt €s mtsai, 1992; Skofitsch és mtsai, 1985).

Az MCH elsé receptorat 1999-ben nevezte meg egymastol fliggetleniil tobb

kutatocsoport. Ez a korabban orphan somatostatin-like receptor 1-nek (SLC-1) nevezett

G-fehérje csatolt receptor. Mivel az MCH az egyetlen endogén ligandja, ezt a

felfedezést kovetden atneveztéek MCHR1-nek (MCH 1 receptor) (Bachner ¢és mtsai,
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1999; Chambers és mtsai, 1999; Lembo és mtsai, 1999; Shimomura és mtsai, 1999). Az
MCH masik receptorat (MCHR2), mely csupan 38%-0s szekvencia-homologiat mutat
az MCHR1-gyel, 2001-ben irtak le (Hill és mtsai, 2001; Mori és mtsai, 2001; Sailer és
mtsai, 2001). Ez utdbbi receptort, legalabbis funkciondlis formajaban, szamos faj
egyedei (egér, patkany, horcsdg, tengerimalac, nyil) nem expresszaljak (Tan és mtsai,
2002). Az MCHR1 Gs-, Gi/Go- és Gg/Ga-csatolt is lehet, vagyis az MCH ezen a
receptoron medialtan serkentd €és gatlo hatast is képes kifejteni. Ezzel szemben az
MCHR2-t csak G4/G11-csatolt formaban mutattak ki, vagyis az MCH ezen a receptoron
kotve foszfolipaz C stimulald hatast valthat ki (Hawes és mtsai, 2000; Pissios és mtsai,
2003; Sailer és mtsai, 2001; Saito és mtsai, 1999; Saito és mtsai, 2001).

Az MCH-erg neuronok szamos, alvas-ébrenlét és taplalékfelvétel szabalyzasaban
részt vevd agyteriilet felé¢ kiildenek rostokat. Ezek koziil emlitenddk tobbek kozott a
thalamus, a TMN, a preopticus hypothalamus, a nucleus arcuatus, a ventralis
tegmentalis area, a periaqueductalis sziirkedllomany, az LC, a PnO, az LDT és PPT,
DRN, valamint az agykéreg, amygdala és a trigeminalis motoros magok (Bittencourt és
mtsai, 1992; Elias és mtsai, 2008; Griffond és Risold, 2009; McGregor ¢és mtsai, 2005;
Torterolo €s mtsai, 2009). Az MCH-val kolokalizaltan tobb peptid, illetve transzmitter
jelenlétét kimutattdk, példaul az MCH-erg neuronok tulnyomé része nesfatint és
GABA-t is tartalmaz, valamint egy hanyaduk esetében CART (cocaine- and
amphetamine-regulated transcript) jelenlétét is kimutattak (Fort és mtsai, 2008; Sapin és
mtsai, 2010).

Az MCH szerepét a taplalékfelvétel szabalyozasdban szamos eredmény tamasztja
ala. Intracerebralisan adott MCH ndveli a tapfelvételt, az ¢éheztetés pedig aktivalja az
MCH-tartalmi neuronokat (Qu ¢és mtsai, 1996). Ezzel 06sszhangban az MCH
tulexpresszalo allatok elhizottak, az MCH génkiiitott (KO: knockout), MCHR1 KO ¢és
MCH-erg neuron-irtott allatok pedig sovanyabbak a kontroll-csoportnal (Alon ¢és
Friedman, 2006; Ludwig és mtsai, 2001; Marsh és mtsai, 2002; Shimada és mtsai,
1998). Az MCHRI1 antagonistékra altalanosan jellemzd, hogy csokkentik a teststlyt és a
tapfelvételt (Luthin, 2007; Mendez-Andino és Wos, 2007). Az MCH-erg neuronok ezt a
hatasukat tobbek kozt feltehetéen a taplalékfelvétel szabalyzasaban kozponti szerepet
jatszo6 hypothalamicus nucleus arcuatussal vald kétirany kapcsolataikon keresztiil fejtik

ki (Griffond és Risold, 2009).
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Az MCH-tartalmu neuronok aktivacidjat kis porondos REM-megvonast kovetden
MCH-cFos kettds immunohisztokémia alkalmazasaval mutattdk ki (Hanriot és mtsai,
2007; Verret és mtsai, 2003), valamint az is ismert, hogy ezek az idegsejtek normal napi
ciklus sordn a tiizelési frekvencidjuk maximumat REM alvas alatt érik el (Hassani és
mtsai, 2009). Az MCH alvas-szabalyozasban jatszott szerepét farmakoldgiai adatok is
alatdmasztjak: ezt a peptidet az agykamraba, vagy a dorsalis raphe-ba injektalva a
REM-ben toltott 1d6, valamint a REM szakaszok darabszama is emelkedik (Lagos és
mtsai, 2009; Verret és mtsai, 2003). Ezzel egybehangz6an a DRN teriiletén a fiziologias
MCH immunoneutralizacioja MCH elleni antitesttel csokkentette a REM-ben toltott
1d6t és a REM szakaszok darabszamat is, mig atlagos hosszuk nem valtozott (Lagos és
mtsai, 2011). Egy masik vizsgdlatban az MCH macska nucleus pontis oralisdba
injektdlva a REM-ben t61tott id6 novekedésén tal a REM szakaszok éatlagos hosszat is
emelte (Torterolo és mtsai, 2009). Ezzel egybevagdan két, kémiailag hasonlo6 MCH 1-es
receptor (MCHRI1) antagonistar6l kimutattak, hogy a REM-ben t6ltott id6 csokkentésén
tul a REM szakaszok szamat és atlagos hosszat is csokkentik (Ahnaou és mtsai, 2008).
Bar ezek az adatok egybehangzdan aldtdmasztjdk azt a feltételezést, hogy az MCH a
REM alvésban t61tott idot néveli, de a REM architekturajaval kapcsolatos informaciok
ellentmondasosak. Ugyanakkor érdemes azt is megjegyezni, hogy a REM-ben t61tott 1d6
¢és az MCH kapcsolatat tekintve is létezik a fentebb felsoroltakkal ellentétes eredmény
az irodalomban: Able és munkatarsai egy potens, de a korabban ismertettektdl eltérd
kémiai szerkezeti MCHRI antagonistdval nem tudtdk befolyasolni a REM-ben toltott
1d6t, holott a magas receptor-okkupanciat bizonyitottak (Able és mtsai, 2009).

Az MCH ¢és alvas kapcsolatat genetikailag modositott allatokon vizsgald
tanulmanyok ellentmondasos adatokat hoztak: normal koriilmények kozt sem az MCH
KO, sem az MCHR1 KO allatok sem toltottek kevesebb idot REM alvasban, mint vad
tipusu tarsaik, sOt, a receptor-génkiiitott allatok alvassal toltott ideje magasabb volt a
kontrollndl (Adamantidis és mtsai, 2008; Willie és mtsai, 2008). Megjegyzendd
ugyanekkor, hogy €hezés hatdsara, ami vad tipusu allatokban ismert médon ndveli az
MCH-erg neuronok aktivitasat, erdteljes motoros aktivitds-novekedés és REM-
csokkenés volt megfigyelheté az MCH KO éllatok esetében (Willie és mtsai, 2008). Ez
egybevag egy elhizés ellen fejlesztett MCHR1 antagonista klinikai eredményeivel, ahol
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a csOkkentett kaloriatartalmu diétan 1év6 kezelt paciensek romld alvasmindségrol,
gyakori ébredésrdl szamoltak be (Neurogen, 2008).

Az MCH neuronokat ismert REM-on tulajdonsagukkal 6sszhangban az alvast gatlo
monoaminok  (noradrenalin, szerotonin) direkt szinaptikus  koOlcsonhatassal
hyperpolarizaljdk. Az acetilkolin szintén gatlé hatast fejt ki ezekre a sejtekre, részint
direkt modon, muszkarinerg szinapszisokon keresztiil, részint indirekt modon, lokalis
GABA-erg interneuronok nikotinos receptorokon keresztiili serkentésével (van den Pol
¢s mtsai, 2004). Bar kisérletes eredmények nem tdmasztjdk ald, de feltételezhetjiik,
hogy ez utdbbi hatés fizioldgidsan nem a kizarolag REM alatt, hanem az ¢brenlét alatt is
aktiv kolinerg neuronok aktivitdsanak kovetkezményeképp alakulhat ki.

Az MCH-erg sejtek CART-immunreaktivitasuk alapjan két alpopulaciora
oszthatdak: a CART-immunoreaktiv (CART-IR), és a CART-ot nem tartalmazo (non-
CART-IR) neuronokra. A CART peptid szamos idegélettani funkcioja ismert (példaul a
taplalékfelvétel csokkentése), de a receptorat maig nem sikeriilt egyértelmiien
azonositani (Rogge és mtsai, 2008). Jelen dolgozat keretei kozdtt csupdn mint
neurokémiai markert kezeljik. Az egyedfejlédés soran patkdnyban az MCH-erg
neuronok CART-ot nem tartalmazé alcsoportjanak tagjai jelennek meg korabban, a 11.
embrionalis napon, mig a CART-IR neuronok kicsit késébb, a 12-13. embrionalis nap
kornyéketol figyelhetéek meg. Ezek az alpopulaciok projekcios teriileteiket tekintve is
eltérnek: A CART-IR neuronok az agykéreg, a REM alatti hippocampalis theta
generalasaban ismert modon részt vevé medialis septalis complex (Lerma és Garcia-
Austt, 1985), valamint a hippocampus felé kiildenek rostokat, de az agytorzs felé, ezen
beliil a tectum, a dorsolateralis periaqueductalis szlirkedllomany és a DRN felé indulo
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 als6é agytorzs €s a gerincveld egyes neuronpopulacidit
innervalja (Brischoux és mtsai, 2002; Cvetkovic és mtsai, 2004). Ismert, hogy a Kkis
porondon torténd6 REM-megvonast kovetd visszacsapas alatt az MCH-neuronok
mindkét alcsoportja aktivalodik (Hanriot €s mtsai, 2007). Mindazonaltal megjegyzendo,
hogy ez a protokoll egyértelmiien stresszel jar az allatokra nézve (Coenen és van
Luijtelaar, 1985; Kovalzon ¢és Tsibulsky, 1984; Suchecki és mtsai, 1998), az MCH

emeli a plazma ACTH (adrenocorticotroph hormone) szintet, szerepet jatszik a stresszre
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adott viselkedési és homérséklet-szabalyozasi valaszokban, valamint szdmos, stresszre
adott valasz gatolhato6 MCHR1 (MCH receptor 1) antagonistaval (Smith és mtsai, 2006;
Smith ¢és mtsai, 2009). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az MCH neuronok kis
porondos REM-megvonast kovetd fentebb leirt aktivacidjaban az alvas-visszacsapason

tul a mddszerrel jard stressz is szerepet jatszhat.

2.3.2 Orexinek

Lényeges pontok

o Kkétféle orexin (orexin A és B), illetve kétféle orexin-receptor (OXR-1 és
OXR-2) is ismert

e az orexinerg neuronok sejttestjei az MCH-ergekéhez hasonldan a lateralis
hypothalamus teriiletén talalhatoak

e cnnek a rendszernek a sériilése narkolepsziat, aktivitasa ébrenlétet, REM-
csokkenést (a szakaszok szaménak csokkentésén keresztiil) €s
megnovekedett taplalékfelvételt okoz

e az orexinerg és MCH-erg neuronok reciprok, monosynapticus kapcsolatban
allnak

Az orexin A-t és B-t (mas néven hypocretin 1-t és 2-t) 1998-ban irta le egymastol
fiiggetlentil két kutatocsoport (de Lecea és mtsai, 1998; Sakurai és mtsai, 1998), és
eldszor a taplalékfelvételre gyakorolt hatasukat fedezték fel. Az orexin név is innen ered
(orexis = étvagy), a hypocretin név pedig az ezeket a peptideket kifejezd neuronok
elhelyezkedésére (hypothalamus) és a fehérjék secretinnel vald szekvenciabeli
hasonldséagara utal. A két orexin ugyanannak a fehérjének, a prepro-orexinnek a hasitasi
terméke. Ennek a két peptidnek a neuroldgiai hatasait két receptor medidlja , az OXR-1
és OXR-2, mas néven Hertrl és Hertr2. Mig az OXR-1 egy nagysagrenddel nagyobb
affinitassal koti az orexin A-t, mint az orexin B-t, az OXR-2-hoz a két peptidnek
ugyanakkora az affinitasa (Sakurai és mtsai, 1998). Mindkét receptor G-fehérje-csatolt,
de mig az OXR-1-hez kizarolag Ggu11 kapcsolodik, az OXR-2-t Ggu1 és Gi csatolt
formaban is leirtdk (Zhu és mtsai, 2003). Az orexin-tartalmii neuronok sejttestjei a
dorsalis LH, a PFA (perifornicalis arca) és a PH teriiletén talalhatdak (de Lecea és

mtsai, 1998; Nambu és mtsai, 1999; Peyron és mtsai, 1998).
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Az orexinerg neuronokat a VLPO alvés alatt aktiv neuronjai GABAA ¢és GABAg
receptorokon keresztiil is gatoljak (Sakurai €s mtsai, 2005; Xie és mtsai, 2006;
Yamanaka és mtsai, 2003a; Yoshida és mtsai, 2006). Meglepé mddon az ébrenlét alatt
aktiv DRN ¢és LC szerotonerg ¢€s noradrenerg projekcidi szintén gatoljak az orexinerg
idegsejtek aktivitasat (Yamanaka és mtsai, 2003b; Yamanaka ¢és mtsai, 2006). Ezeket a
neuronokat alapvetéen AMPA receptorokon hatva serkenti a glutamat (Alberto és
Hirasawa, 2010; Li és mtsai, 2011). Az orexinerg rendszer indirekt mdédon lokalis
glutamaterg interneuronokon hatva, valamint direkt mdédon, az orexinerg neuronokon
1évé OXR-2 altal medialva képes serkenteni sajat idegsejtjei aktivitasat (Li és mtsai,
2002; Yamanaka és mtsai, 2010). Az acetilkolin szintén serkenti az orexinerg
neuronokat (Yamanaka ¢és mtsai, 2003b).

Ezek a neuronok projekcioikkal szinte a teljes kdzponti idegrendszert behalozzak,
de terminalisaik legstiriibben a thalamus paraventricularis magjaban, a nucleus arcuatus,
a TMN, a LC, a DRN ¢és az LDT/PPT teriiletén taldlhatéak meg (Date és mtsai, 1999;
Nambu ¢és mtsai, 1999; Peyron és mtsai, 1998), vagyis a taplalékfelvétellel és autoném
szabalyzassal, illetve az alvas-ébrenlét szabalyzasaval Osszefliggésbe hozhatd
agyteriileteken. Az orexin az ismert monoaminerg, ¢bresztd hatdsi rendszerek
sejttestjeit, vagyis a LC noradrenerg, a DRN szerotonerg ¢s a TMN hisztaminerg
neuronjait is serkenti (Brown €s mtsai, 2002; Hagan ¢és mtsai, 1999; Horvath €s mtsai,
1999; Liu és mtsai, 2002; Yamanaka és mtsai, 2002). A tegmentum teriiletén
feltehetben a REM alvas és ébrenlét alatt is aktiv kolinerg neuronokat direkt mdodon
serkenti, a kizarolag REM alatt aktivakat pedig lokalis GABA-erg interneuronok
serkentésén keresztiil gatolja (Burlet és mtsai, 2002; Mieda és mtsai, 2011; Takahashi és
mtsai, 2002; Takakusaki és mtsai, 2005). Az orexinerg neuronok egy része glutamatot is
expresszal (Rosin és mtsai, 2003), valamint a TMN ¢és a LC teriiletén is kimutattak,
hogy az orexinerg axonvégzddések glutamatot is hasznalnak neurotranszmitterként
(Henny és mtsai, 2010; Torrealba és mtsai, 2003).

Az orexinek élettani szerepével kapcsolatban nem lehet elfelejtkezni a narkolepszia
jelenségérdl. Ebben a betegségben szenveddk nagymértékii alvasnyomast éreznek,
gyakran az ébrenlétbe atmenet nélkiil betor6 REM epizodok jelentkeznek, ¢s a REM
latencia drasztikus csokkenése is megfigyelhetd (Sakurai €s Mieda, 2011). Az orexinerg

rendszer sériilésének szerepét ebben a korképben elsdként allatmodelleken irtak le

37



DOI:10.14753/SE.2012.1763

(Chemelli és mtsai, 1999; Lin és mtsai, 1999), majd késébb human post mortem
szovetekben is igazoltak (Peyron és mtsai, 2000; Thannickal és mtsai, 2000).

Az orexinerg neuronok alvas alatt nem tiizelnek, ez aldl kivételt a REM alatti
végtagrangasok jelentik (Lee és mtsai, 2005; Mileykovskiy és mtsai, 2005). Ezzel
Osszhangban az agykamraba injektalt orexin A csokkenti a REM alvésban t6ltott idot, és
ez a hatas az orexin 1-es receptor antagonista SB-334867A adasaval kivédheté (Smith
¢s mtsai, 2003). Az antagonista hatdsdhoz hasonldan a prepro-orexin csendesitése rovid
interferal6 ribonukleinsavval (siRNA: small interfering ribonukleic acid) ndveli a REM
alvésban t6ltott id6t (Chen és mtsai, 2006a). Az orexin REM-architektirara vald hatasat
is vizsgaltak: az orexin KO és prepro-orexin-csendesitett allatok esetén a REM
szakaszok szdma nétt a vad tipust allatokhoz képest (Chen és mtsai, 2006b; Hunsley ¢és
mtsai, 2006), valamint macskék tegmentumaba injektalt orexin-A csokkentette a REM
epizodok és az SWS-REM atmenetek szamat is (Moreno-Balandran és mtsai, 2008; Xi
¢és mtsai, 2001a).

Az orexin- és MCH-tartalmu sejtek reciprok monosynapticus kapcsolatban allnak
(Guan ¢és mtsai, 2002; Torterolo és mtsai, 2006). Az MCH-tartalmt neuronok orexin 1
receptort expresszalnak (Backberg és mtsai, 2002), és ezzel 6sszhangban az orexin A és
B is serkenti az MCH-tartalmt idegsejteket (van den Pol és mtsai, 2004). Az orexin-
tartalmu neuronok orexin A-val valo ingerelhetdsége MCH adasaval gatolhato, és ez a
hatdas MCHR1 KO egerekben nem figyelheté meg (Rao és mtsai, 2008).

Az MCH-erg és orexinerg rendszer élettani szerepét ismertetve roviden kitérnék a
szakirodalomban legalaposabban feldolgozott funkciojukra, a taplalékfelvételre valo
hatdsukra. Bar az alvas-ébrenlét szabdlyzdsaban ellentétes szerepet tOltenek be, a
taplalékfelvételt mindkét transzmitter noveli (Della-Zuana és mtsai, 2002; Yamanaka és
mtsai, 1999), és ezzel 6sszhangban az ¢hezés mindkét neuroncsoport aktivitasat is emeli
(Bertile és mtsai, 2003; Cai és mtsai, 1999). A kordbban emlitett vizsgalatok alapjan,
ahol azt talaltdk, hogy az MCH-erg rendszer gatlasa akkor okoz valtozast az
alvasmintdzatban, ha taplalékmegvonassal kombinaljuk, adja magat a feltételezés, hogy
az MCH-orexin rendszer az alvas-ébrenlét és a taplalékfelvétel szabalyzasanak
interakcidjat irdnyitja. Ez alapjan az €hezés esetén adott valaszt (taplalék intenzivebb
keresése, szimpatikus talsuly, vagy ellenkezdleg, csokkentett motoros aktivitas,

megnovelt alvasidd, az energiaveszteség minimalizaldsa) e két rendszer aktualis
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egyensulya befolyasolja. Az el6bbi megoldast az orexinerg, az utobbit pedig az MCH-
erg rendszer aktivitdsanak tilstlya esetén valasztja az allat nagyobb valdszinliséggel.
Természetesen ennek a hipotézisnek az igazoldsa vagy cafolata tovabbi kisérleteket

igényelne.

2.4 A ,,flower pot” REM-megvonasos technika

Lényeges pontok:
e a REM alatti izomatodnia jelenségét hasznalja ki
e régobta alkalmazott metodika, sok varidns
e az SWS csokkenése és az okozott stressz a technika inherens negativ
tulajdonsagai
e nagy platform mint stressz-kontroll: az SWS ¢és a stressz tekintetében is

kielégitd kontroll, csak a REM megvonas hatékonysagaban kiilonbozik

Az un. ,flower pot” (,,virdgcserép”) vagy mas néven ,,platform on water” (szabad
forditasban ,,porond a viz fol6tt””) modszert Jouvet és mtsai irtak le el6észor 1964-ben
(Jouvet és mtsai, 1964), mint egy egyszerli és hatékony modszert a REM alvas
megvonasara. Jouvet ezt a protokollt macskakra dolgozta ki, de masok egy évvel késdbb
alkalmaztak patkanyon is (Cohen és Dement, 1965). A modszer lényege az, hogy az
allatot egy kisméretii, kerek porondra helyezziik, amit viz vesz korbe. A nevét onnan
kapta, hogy eldszor egy felforditott virageserepet helyeztek vizbe gy, hogy a talpa a
viz szine folott legyen. (KésObb az agyag atnedvesedése miatt milanyag feliiletre tértek
at.) A porond mérete elégséges ahhoz, hogy az allat rajta meg tudjon allni, de rafekiidni
még 0sszegdbmbdlyddve sem tud. Az izomtonus megmaradasa és a kornyezeti hatdsok
miatt ugyan csokkent mértékben, de megfigyelhetd lasst hullamu alvas a porondon 1évé
allaton. Viszont amint belép a REM fazisba, az izomatonia miatt beleesik a vizbe és
felébred (Machado és mtsai, 2004). Altaldban két kiilonbozé6 méretli porondot
hasznalnak egy ilyen kisérletben: a fentebb jellemzett kisebbet, valamint kontrollként
egy nagyobbat. Ez utobbi mar alkalmas arra, hogy az éllat 6sszegdmbdlyddve aludjon
rajta, igy lehetévé valik a REM alvas, de egyéb koriilmények tekintetében megegyezik a
kisebbel.
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A mobdszer leirdsa ota eltelt idoben szamos metodikai problémat és megoldasi
javaslatot irtak le a szakirodalomban. Példaul Hicks és munkatarsai rdmutattak arra,
hogy az allat mérete alapvetéen befolyasolja egy adott atmérdjii porond hatasat az
alvasmintazatra (Hicks és mtsai, 1977). Bar Grahnstedt ¢s Ursin ugy talaltak, hogy az
SWS-t is befolyasolja a porondos alvasmegvonds (Grahnstedt és Ursin, 1985), de
kés6bb bizonyitast nyert, hogy a kis €s a nagy porondon 1évé allatok alvasmintazataban
az alapvet6 kiilonbség a REM alvasban toltott idoben mutatkozik, az SWS-ben toltott
1d6 tekintetében a két porond hatdsai megegyeznek (Machado és mtsai, 2004). Ezek
alapjan bar szelektiv REM-megvonasra egyik porond sem alkalmas, a két porond
hatasainak Osszehasonlitdsaval a szelektiv REM-megvonas altal okozott valtozasok jol
tanulmanyozhatoak. Igy a dolgozat tovabbi részeiben a szelektiv REM-megvonas
hatasaként a két porond sszehasonlitasabol szarmazo eredményekre fogok hivatkozni.

Szamos vizsgalatban bizonyitast nyert, hogy ez a modszer igen komoly stresszt okoz
az allatoknak (Coenen és van Luijtelaar, 1985; Kovalzon és Tsibulsky, 1984; Suchecki
¢s mtsai, 1998). Ez utdbbi probléma elkeriilésére szamos megoldési javaslat sziiletett.
Az Gn. multiple platfom technique (tobbszords porond-technika) lényege az, hogy a
tobb, egymas kozelében elhelyezett porond lehetdséget biztosit az dllatnak a mozgasra,
ugyanakkor a REM alvas tovabbra sem lehetséges (van Hulzen és Coenen, 1981; van
Luijtelaar €¢s Coenen, 1986). Az in. modified multiple platform technique (modositott
tobbszords porond-technika) sordn tobb, kordbban is egyiitt tartott allatot helyeznek a
porondokra. Ennek a moddszernek a célja a szocidlis izolaciobol fakadd stressz
elkertilése oly modon, hogy nem kell 1 hierarchiat kiépitenie az allatoknak, vagyis ezt a
stresszort is elkeriilik (Suchecki és Tufik, 2000). Tekintetbe véve azt, hogy az
alvasmegvonas, a porond koriil 1év6 viz, amelybe a moddszer 1ényegébdl fakaddan
1dénként beleesik az allat, az alom hidnya és maga az 0j kdrnyezet is 6hatatlanul mind-
mind stresszforrast jelentenek, egyik megoldas sem tudta ezt a faktort tokéletesen
kiiktatni. Mindazonaltal ezek a hatasok mind kontrollalhatéak a nagy porond
hasznalataval. Azon tul, hogy a nagy és a kis porondon 1év§ allatok alvasmintdzataban
az alapvetd kiilonbség a kis porondon a REM teljes hidnya (Machado és mtsai, 2004), a
stresszhatasok tekintetében nagyon hasonlonak mutatkoznak (Coll-Andreu és mtsai,
1989). Ez utobbi bizonyitast nyert a klasszikus Selye indexek vizsgalataval, plazma

ACTH és kortikoszteron szintek, valamint a frontalis agykéregben detektalhatd oxidativ
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stressz mérésével is (Coenen ¢és van Luijtelaar, 1985; D'Almeida és mtsai, 1997;
Kovalzon és Tsibulsky, 1984; Suchecki és mtsai, 1998). Ezek alapjan kijelenthetd, hogy
a modszer altal okozott SWS-valtozasok és a stresszhatasok is sziirhetdek olyan kisérleti
elrendezés felallitasaval, ahol a kis porondon 1év6 allat kontrollja a nagy porondon 1évo
allat, igy tanulmanyozhatovd valnak a REM alvas teljes megvonasa kovetkeztében

fellépd biologiai valtozasok.
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3 Célkituzések

A ,flower pot” modszer alvasmintazatra gyakorolt hatasat (Gandolfo és mtsai, 1996;
Grahnstedt és Ursin, 1985; Machado és mtsai, 2004; Suchecki és mtsai, 2000; van
Luijtelaar ¢és Coenen, 1986) valamint az ezzel a moddszerrel végzett ismételt
alvasmegvonas — alvas-visszacsapas hatasait is (Machado ¢€s mtsai, 2005; Machado és
mtsai, 2006) szamos kutatocsoport vizsgalta a technika tobbféle, fentebb ismertetett
altipusanak felhasznalasaval. Ennek ellenére a kis és a nagy (stressz-kontroll) porondon
toltott alvashianyos idészakot kovetd 24 ora alatt a két csoport alvas-mintdzatanak
részletes sszehasonlitasat egyik kutatocsoport sem irta le. Igy nem kiilonitették el a
REM-megvonds hatasait a modszerrel egyiitt jard stressz hatdsaitol, és az alvds-
visszacsapas iddébeli lefutdsa sem ismert. A REM-visszacsapas architektirdjat vizsgalod
kisérletlink célja ennek az Osszehasonlitisnak a megtétele, és igy a REM alvas teljes,
szelektiv megvonasa eredményeképp 1étrejovo alvasmintazati valtozasok leirésa.

A REM-visszacsapds neurobioldgiai hatterét vizsgald kisérletiink a hypothalamus
egyes neuropeptidjei, valamint a REM-megvonast kovetd visszacsapas architekturaja
kozti kapcsolat leirasat célozta. Annak ellenére, hogy az MCH ¢és orexin hatasa a REM
alvasra jol ismert és tobb oldalrdl bizonyitott, az ezeket az atvivéanyagokat kifejezo
neuronok endogén aktivacidja és a REM alvas részletes architektaraja kozti kapcsolat
leirasa hianyzik az irodalombol. Ezen kiviil az sem volt tisztdzva, hogy az MCH sejtek
CART-immunreaktivitads alapjan elkiilonitett alpopulaciéi egyenld, vagy eltérd
mértékben hozhatok kapcsolatba a REM alvas architekturgjaval. Kisérletiinkben
részlegesen megismételtiink és kiterjesztettliink egyes irodalmi vizsgalatokat, melyek az
orexin- és MCH-tartalmtl idegsejtek és a REM alvas kozti kapcsolat felderitését
céloztdk. Az irodalomban mas munkacsoportok 4altal publikélt kisérletek dontd
tobbségétdl eltéréen méréseinkhez nagy porondos kontroll-csoportot is hasznaltunk,
hogy elkiilonitsiik a REM-megvonas hatasait a ,,flower-pot” modszerrel ohatatlanul
egylitt jard stresszfaktorok hatdsaitol. Ezen til kvantifikaltuk az orexin-tartalmu, ill
MCH-tartalmi/non-CART-IR és MCH-tartalmii/CART-IR sejtek aktivaciojat kettds, ill.
harmas immunohisztokémiaval (orexin-cFos, MCH-cFos ¢és MCH-CART-cFos) az

alvasmegvonast kovetd visszacsapas sordn. A kettés immunohisztokémidt és az
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alvasvizsgalatokat ugyanazokon az &llatokon végeztiik, hogy a részletes REM-

architektira és ezen sejtek aktivacidja kozotti kapcsolatot felderitsiik.

A két kisérlet céljai 6sszefoglalva:

Az elsO kisérlet (1) a szelektiv REM-megvonas kovetkeztében kialakuld
REM-visszacsapas architektirajanak, valamint (2) az alvas-visszacsapas
idobeli lefutasanak leirasat célozta (Kitka és mtsai, 2009).

A masodik kisérletben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy (3) az MCH-
tartalmu sejtek két ismert (CART-ot tartalmazo6 és CART-ot nem tartalmazd)
alcsoportja koziil melyik allhat idegélettani kapcsolatban a szelektiv REM-
megvonast kdvetdé REM-visszacsapassal (Kitka és mtsai, 2011).

Ezen kiviil (4) azt vizsgaltuk, hogy az MCH-t, illetve orexint tartalmazo
neuronok aktivitdsa parhuzamosan valtozik-e a REM alvas szerkezetében
megfigyelhetd, a szelektiv  REM-megvonast kovetd valtozasokkal. Mas
szavakkal: feltételezhet6-e, hogy a szelektiv  REM megvonast kdvetd
visszacsapas architektrajanak kialakitasaban ezen neuroncsoportok vesznek

részt?
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4 Anyagok és modszerek

4.1 Felhasznalt allatok, miitéti eljaras

Mindkét kisérlet soran him Wistar patkanyokat hasznaltunk, melyek tomege a REM
megvonas kezdetekor 347,7 + 4,8 g (a REM-visszacsapas architektirajat vizsgalod
kisérlet esetén), illetve 269,2 + 6,8 g volt (a REM-visszacsapas neurobiologiai hatterét
vizsgalo kisérlet esetén) (4tlag + atlag szorasa). Az allatkisérleteket az Allatkisérletes
Tudomanyos Etikai Tanacs 22.1/2655/001/2007 iktatdszamtG engedélye alapjan
végeztik.

A mitét soran EEG ¢és EMG (elektromiografids) elektrodokat {iltettiink be. A
beavatkozas pontos leirasat laboratériumunk korabban publikalta (Kantor és mitsai,
2004). Roviden, a frontoparietalis EEG jel elvezetéséhez az elektrodokat (rozsdamentes
csavarok) a dura mater folé iltettiik a bal frontalis agykéreg (2 mm-rel eldre és 2 mm-
rel balra a bregmahoz képest), valamint a bal parietalis agykéreg f6l¢ (2 mm-rel eldre €s
2 mm-rel balra a lambddhoz képest). A fold-elektrodokat a kisagy folé, medialisan
iltettik. Az EMG elektrédok szilikongumiba &4gyazott rozsdamentes acélszalbol
késziilt, 50 mm hosszu, a szilikongumival egyiitt 1,2 mm vastag tekercsek voltak
(Plastics One, Inc, Roanoke, VA, USA). Ezeket a nyakizmok kéz¢é varrtuk be mindkét
oldalon. A miitétek alatt a Kopf sztereotaxikus késziilékben rogzitett allatokat 2%-0s
halotannal altattuk Fluotec 3 altatoberendezéssel.

A miitétet kovetden az allatokat egyenként izolalva a mérészobaban tartottuk 12-12
oras fény-sotét ciklusban. A lampak 10 oratol 22 oraig vilagitottak (kb. 150 lux), a
hémérséklet 21 £ 1 °C, a paratartalom 40-50% volt. A legalabb 7 napos felépiilést
kovetden az allatokat habitualtuk a mérési koriilményekhez (az elektrodokat tartalmazo
un. koronat egy forgdcsatlakozohoz rogzitett hajlékony kabelhez kapcsoltuk, mely nem
akadalyozta az allatok szabad mozgasat). A mérés soran ugyanilyen kabel ¢és
forgocsatlakozo segitségével vezettiik el a jeleket. Az allatok motoros aktivitasat Ggy
monitoroztuk, hogy a kabelt egy tekercsen vezettiik at, és ennek a tekercsnek a
belsejében a kabelhez egy magnest rogzitettink. Ez a magnes az allat mozgasakor
elektromos aramot indukalt a tekercsben (Kéntor és mtsai, 2004). A habituécios idészak

szintén 7 napig tartott.
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4.2 Csoportok

A REM-visszacsapas architektarajat vizsgald kisérlet sordn az allatokat

véletlenszertien kivalasztva 3 csoportba osztottuk:

HC (home cage, sajat ketrecben tartott) csoport (n=8): 23 0ras
polisomnografias felvétel késziilt az allatokrol sajat ketreciikben, zavartalan
koriilmények kozott.

SPR (small platform, sleep rebound, kis porondon tartott, alvas-
visszacsapasos) csoport (n=7): 23 6ras poliszomnografias felvétel késziilt az
allatokrol sajat ketreciikben, miutan 72 6rat a kis porondon toltottek.

LPR (large platform, sleep rebound, nagy porondon tartott, alvas-
visszacsapasos) csoport (n=8): 23 oras poliszomnografias felvétel késziilt az

allatokrol sajat ketreciikben, miutan 72 6rat a nagy porondon toltottek.

A REM-visszacsapas neurobioldgiai hatterét vizsgald kisérlet soran, szintén

véletlenszertien kivalasztva, 6t csoportba osztottuk az allatokat:

HC (home cage, sajat ketrecben tartott) csoport (n=7): az alvasmegvonas
ideje alatt sajat ketreciikben tartott allatok; ennek a csoportnak a tagjait az
alvasmegvonas végével egyidoben perfundaltuk

SP (small platform, kis porondon tartott) csoport (n=8): 72 orat toltottek a
kis porondon, ezt kovetden a csoport tagjait rogton perfundaltuk

LP (large platform, nagy porondon tartott) csoport (n=8): 72 orat toltottek a
nagy porondon, ezt kovetden a csoport tagjait rogton perfundaltuk

SPR (small platform, sleep rebound, kis porondon tartott, alvas-
visszacsapdsos) csoport (n=9 az alvasvizsgalatok és a korrelaciok, n=13 a
kettds immunohisztokémia, n=8 a harmas immunohisztokémia esetén): 72
orat toltottek a kis porondon, a csoport tagjait az ezt kovetdé harom oras
poliszomnografias felvétellel kdvetett alvas-visszacsapds utan perfundaltuk
LPR (large platform, sleep rebound, nagy porondon tartott, alvas-
visszacsapdsos) csoport (n=6 az alvasvizsgalatok, n=7 a kettds
immunohisztokémia, n=5 a harmas immunohisztokémia esetén): 72 Orat
toltdttek a nagy porondon, a csoport tagjait az ezt kovetd harom Oras

poliszomnografias felvétellel kovetett alvas-visszacsapas utan perfundaltuk
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A viz és a tap az allatok szamara mindkét kisérlet folyaman végig korlatlanul

elérheto volt.

4.3 REM-megvonas

A habituacios idészakot kovetden az allatokat (a HC csoport tagjainak kivételével) a
fény felkapcsolasakor lecsatlakoztattuk a kabelrdl, majd atvittiikk egy masik helyiségbe,
ahol minden allatot kiilonalld viztartaly kozepén elhelyezkedd porondra helyeztiink.
Ebben a helyiségben a koriilmények megegyeztek a mérdszoba koriilményeivel. A
porondok kialakitdsa az irodalmi standardok figyelembevételével tortént. (A viztartaly
belsd atmérdje 41 cm volt, a kis porond atmérdje 6,5 cm, a nagy porondé 13 cm. A
vizmagassag 18 cm, a porond e folott helyezkedett el 0,5 cm-rel.) A kihiilést
megakadalyozandé a porond felszinét PVC-vel boritottuk. Mivel a modszer beallitasa
soran azt tapasztaltuk, hogy egyes allatok nehezen tudnak visszakapaszkodni a vizbdl a
porondra, a porond kériil, a vizfelszin ala 4 cm-rel egy PVC gyiiriit helyeztiink. fgy
minden allat kdnnyen vissza tudott maszni a porondra, de a gylriin allva a kijutashoz
sziikségesnél nem toltottek tobb 1dot. Az allatok a porondokon 72 orat toltottek, a HC
csoport tagjai ez id6 alatt a ketreciikben voltak. A 72 6rat kovetden kdzvetleniil a fény
felkapcsolddasa utan mindkét kisérletben az SPR és LPR csoport tagjait visszavittiik a
mérészobaba és Ujracsatlakoztattuk a kabelhez. A REM-visszacsapas neurobioldgiai
hatterét vizsgald kisérletben a HC, SP és LP csoport tagjait a porondrol valo levételt

kovetden perfundaltuk.

4.4 Felvétel-készités

Mivel az allatok porondrol valo levétele, visszaszallitasa a mérészobaba és kabelhez
valo csatlakoztatasa a fény felkapcsolasakor kezdddott, a REM-visszacsapas
architektardjat vizsgalo kisérlet elsd oraja hianyos volt, igy azt nem értékeltiik. (Ebben
az esetben a felvétel egész oOrainak kezdetének igazodnia kellett az orak kezdetéhez,
hogy minden rdgzitett ora teljes egészében vilagos, vagy sotét fazisban legyen felvéve.)
Mivel a patkanyok sotétben aktiv allatok, az alvas-visszacsapas kezdete igy a passziv
fazis kezdetére esett. Ezzel az iddbeli beosztassal keriiltiik el azt, hogy mesterséges
faziseltolast hozzunk létre, ami az eredményeket befolyasolhatta volna. Az EEG, EMG

¢s motoros mintdzatot a REM-visszacsapas architektirajat vizsgalo kisérlet soran 23
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oran, a REM-visszacsapas neurobioldgiai hatterét vizsgald kisérletben harom oOran
keresztiil rogzitettiik. A felvétel inditdsa a REM-visszacsapas architekturajat vizsgalod
kisérlet esetén egy oraval a fényfelkapcsolas utan, a REM-visszacsapas neurobiologiai
hatterét vizsgalod kisérlet esetén rogton az Ujracsatlakoztatast kovetden kezdodott. A
REM-visszacsapas architektirajat vizsgalo kisérletben mindhdrom, a REM-visszacsapas
neurobiologiai hatterét vizsgald kisérletben csak az SPR és LPR csoportokrol
készitettiink felvételt; a HC, SP és LP csoport tagjait a felvétel inditasaval egyidében
perfundaltuk (részletek a 4.6 fejezetben). Az 1ddzités oka az volt, hogy a HC-SP éc HC-
LP Osszehasonlitassal az alvasmegvonds hatasait, az SP-SPR ¢és LP-LPR
Osszehasonlitassal pedig az alvés-visszacsapas hatdsait tudjuk vizsgalni. A felvétel

készitése kozben az allatokat nem zavartuk.

4.5 A felvételek Kiértékelése

A vigilancia-allapotokat SleepSign for Animal alvaskiértékel6 program (Kissei
Komtec America, Inc, USA) segitségével kiilonitettiik el. A felvétel kiértékeléséhez 4
masodperces epoch-hosszt hasznaltunk. Az egyes vigilancia-allapotokat az aldbbi
jellemzok alapjan definialtuk:

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

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

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

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

e IS (intermediate stage, atmeneti szakasz, egy rovid, atmeneti allapot kézvetleniil

a REM fazis eldtt, ill. néha utdna): 12-13 Hz korili frekvencidju orsok és

.....
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e REM (rapid eye movement, gyors Szemmozgasos) alvas: szabalyos theta
ritmusok (5-9 Hz) jellemzik, EMG és motoros aktivitas nincs, kivéve az

idénkénti rangésokat (Kéantor és mtsai, 2004)

Az automata értékelést kovetden az eredményeket vizudlisan ellendriztiik. A nyers
eredményekb6l a REM-visszacsapas architektarajat vizsgalo kisérletben a kovetkezd
adatokat szamoltuk minden allat esetében kiilon, 6ras bontasban:

e Az egyes alvasfazisokban t61tott id6

e TSWS (total slow wave sleep, 6sszes lassu hullamu alvés): SWS1+SWS2

o SWS2%: SWS2-ben t6ltott id6 a TSWS szazalékaban (a lassu hullamu alvés

atlagos mélységét mutatja)

o TW (total wake, Gsszes ébrenlét): AW+PW

e REM szakaszok atlagos hossza

e REM szakaszok darabszama

A REM-visszacsapas neurobioldgiai hatterét vizsgalo kisérletben csak a REM alvas
mintazatat értékeltiik ki (REM-ben toltott id6, REM szakaszok atlagos hossza, REM

szakaszok darabszama).

Az un. sRa-kat (short REM attempts, rovid REM ,,probalkozasok’) nem tekintettiik
valddi, kiilonallo REM szakaszoknak, mivel ekkor a REM jeleinek megjelenése utan a
stabil REM szakasz kialakulasa helyett az allat par masodperc utdn mas vigilancia-
fazisba 1ép at. Ehhez hasonldoan a fenti eset forditottjat, amikor a REM fazis EEG
mintdzatat csak rovid iddre szakitjadk meg mas vigilancia-fazisra jellemzd jelek, szintén
nem tekintettilk két kiilonallo REM-szakasznak, hiszen egy ilyen jelenség az alvas
szerkezetét tekintve nehezen tekinthetd két teljes REM-SWS ciklusnak. Ezek alapjan
egy Osszefliggd REM szakasznak azt az iddszakot definidltuk, ami legalabb 16
masodpercig tart, és nem szakitja meg 16 masodperces, vagy annal hosszabb egyéb
vigilancia-fazis (Gandolfo és mtsai, 1996; Vyazovskiy és mtsai, 2007). Ezt a tipust
értekelést csak a REM szakaszok darabszamdnak és atlagos hosszdnak megadasakor

hasznaltuk, igy az sRa-kat az 6sszes REM alvasban t61t6tt idobe beleszamoltuk.
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4.6 Immunhisztokémia

Immunhisztokémiai vizsgalatot csak a REM-visszacsapas neurobioldgiai hatterét
vizsgalo kisérletben végeztiink. A HC, LP és SP csoportokat a fény felkapcsolasakor, az
SPR és LPR allatokat harom oraval késobb, a felvétel elkészitését kovetoen Na-
pentobarbitallal (Nembutal, 35 mg/kg intraperitonealisan, CEVA-Phylaxia) altattuk,
majd 4% paraformaldehid, 0,1 M foszfat-puffer (pH=7,4) oldattal transzkardidlisan
perfundaltuk. Az agyakat eltavolitottuk, majd egy napos posztfixalast (ugyanilyen
oldatban, 4 °C) és egy napos krioprotekcios inkubalast (20%-os szukréz-oldat 0,1 M
fosztat-pufferban, 4 “C) kovetden a hypothalamusokbdl 4 parhuzamos sorozat 50 um
vastag metszetet készitettiink (Frigomobile, Reichert-Jung, Bécs, Ausztria).

Az immunohisztokémia soran az oldatokat foszfat-pufferben készitettiik, az
elsddleges antitestekkel 2 napos inkubacidt végeztink 4 “C-on, mig a madasodlagos
antitestekkel vald inkubacié szobahémérsékleten zajlott. Az inkubacids 1épések kozott
minden esetben 3 x 10 perces foszfat pufferes kimosast végeztiink.

A kettés immunhisztokémiat megel6z6en a metszeteket 0,5%-0s Triton X-100-ban
permeabillizaltuk egy oran keresztiil, majd az endogén peroxiddz-aktivitast 3%-0s
hidrogén-peroxiddal (15 perc), végiil a nem specifikus antigén-kotéhelyeket 10%
normdl kecske-szérummal blokkultuk (1 6ra). Ezutdn a metszeteket nyul anti-CFoS
antitestben inkubdltuk (1:30 000, Santa Cruz Biotechnology, Inc, Heidelberg,
Németorszag). Ezt biotinilalt kecske anti-nyal IgG (1:1000), majd avidin-biotin
peroxidaz-komplex (1:500) inkubacio kovette (mindkettd 1 ora hosszan, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). Ezt kovetéen a jelolést nikkel-
diaminobenzidinnel (NiDAB) vizualizaltuk. A mésodik immunohisztokémia az els6hoz
hasonloan zajlott, kivéve azt, hogy az elsddleges antitest nyul anti-MCH (1:10 000), ill
nyul anti-orexin A (1:5000) volt (mindketté 3% marha szérum albumin és 0,5% Triton
X-100 oldatban, Phoenix FEurope GMBH, Karlsruhe, Németorszag), ill. a
vizualizacidhoz diaminobenzidint (DAB) hasznaltunk. Végiil a metszeteket zselatinos
targylemezre huztuk, dehidraltuk, és DPX Mountant-ban (Sigma-Aldrich, Budapest,
Magyarorszag) fedtiik.

Az MCH/cFos/CART harmas immunohisztokémidhoz a metszeteket 3% hidrogén-
peroxidos kezelést kovetéen 5%, 10% és 20% dimetil-szulfoxid (DMSO, 10-10 perc)
oldatban inkubaltuk (krioprotekcio). Ez utdn 10-szer fagyasztottuk le és olvasztottuk fel
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a metszeteket folyékony nitrogénben, hogy eldsegitsiik az antitest-penetraciot, a nem
specifikus antigén-kotédést pedig 3%-o0s marha szérum albumin-oldattal blokkoltuk (1
ora hosszan). A nyul anti-cFos antitest (1:20 000) alkalmazésat kovetden anti-nytl Poly-
HRP-vel (horse raddish peroxidase, tormaperoxidaz) (2 o6ra, Millipore Kft, Budapest,
Magyarorszag) és FITC-Tyramide-dal (Invitrogen, Budapest, Magyarorszag) hivtuk el
a jelolést. Az antitest-keresztrekcid megakadalyozasdhoz és a HRP (horse radish
peroxidase, tormaperoxidaz) enzim blokkoldsdhoz mikrohullamu kezelést alkalmaztunk
0,1 M citrat-pufferben (pH=6.0) (Toth és mtsai, 2008). Ezt kovetden a metszeteket 2%
normdl szamar szérumban inkubaltuk egy oran keresztiil, majd nyal anti-CART
(1:5000, 5% normal szamar szérumban) antitestet alkalmaztunk. Ezt a jelolést Alexa
594-konjugélt szamar anti-nyul antitesttel (1:500, 1 ora, Invitrogen) hivtuk eld. Az
utolso jeloléshez 10% normal 16 szérum utan kecske anti-MCH antitestet hasznaltunk
(1:100, 10% normal 16 szérumban). Ezt az utols6 jeldlést biotinilalt 16 anti-kecske
antitesttel (1:1000, 1 o6ra, Vector) és Streptavidin-Pacific Blue-val (1:500, 2 ora,
Invitrogen) vizualizéltuk. Végiil a metszeteket bevonat nélkiili targylemezre hiztuk,
Aqua-Poly/Mount-tal (Polysciences Europe GMBH, Eppelheim, Németorszag) fedtiik
¢és Nikon Eclipse E 8000 konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk.

4.7 Az immunhisztokémia morfometrias analizise

Az MCH-immunoreaktiv (MCH-IR) sejteket elhelyezkedésiik alapjan négy
csoportra osztottuk: (1) ZI, (2) LH, (3) paraventricularis area (PVA), (4) PFA (Paxinos
és Watson, 2007). A cFos-immunoreaktiv (cFos-IR), MCH-IR/non-cFos-IR és MCH-
IR/cFos-IR neuronokat mind a négy teriilet esetén legalabb 6t, 50 pm vastag metszeten,
a hypothalamus mindkét oldalan szdmoltuk. Ehhez vizopan mikroszkopot (Reichert,
Ausztria, No. 361977) hasznaltunk. Minden metszet mindegyik teriiletén négy-négy
véletlenszertien valasztott, nem atfeds teriiletet valasztottunk (5sszesen 0,64 mm?), ahol
a sejteket 40x objektiv hasznalataval szdmoltuk meg. Az Gsszes szamolast ugyanaz a
megfigyeld végezte. Végiil a jelslt neuronok denzitasat sejt/mm? formaban adtuk meg.

A hypothalamicus orexin-immunoreaktiv (orexin-IR) sejteket elhelyezkedésiik
alapjan szintén négy csoportra osztottuk: (1) LH, (2) PFA, (3) dorsomedialis
hypothalamicus area (DMH), és PH. A cFos-IR, orexin-IR/non-cFos-IR és orexin-
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IR/cFos IR sejtek szamat az MCH-tartalmu sejtek szamahoz hasonld mddon allapitottuk
meg.

Az MCH/cFos/CART harmas festés kvantifikaci6jahoz nyolc SPR ¢és 6t LPR allat
hypothalamusanak 2-3 metszetét hasznaltuk. Az MCH-IR/CART-IR, MCH-IR/non-
CART-IR és non-MCH-IR/CART-IR sejtcsoportokon beliil a cFos-IR és non-cFos-IR
idegsejteket a ZI, PFA ¢és LH teriileken vettiik szdmba a hypothalamus mindkét oldalan.
Két, optikai metszetekre bontott felvételt készitettlink mindharom teriiletrdl
agyféltekénként egy Nikon Eclipse E 8000 konfokalis mikroszkoppal. Mindegyik
felvétel négy-hét darab, 5 um vastag optikai metszetet tartalmazott, 20-Sz0oros
objektivvel és 1,5-szeres optikai zoommal késziilt. Ezt kovetéen az optikai metszeteket
Confocal Assistant v. 4.2 szoftverrel olvasztottuk 6ssze (University of Minnesota
honlapjar6l ingyenesen letolthetd). A képek fényerejét, kontrasztjat és élességét
esetenként kis mértékben moddositottuk Adobe Photoshop 7.0 programmal. A sejtek

szamat az 0sszes esetben ugyanaz a megfigyeld allapitotta meg.

4.8 Statisztikai kiértékelés

A REM-visszacsapds architektardjat vizsgald kisérletben az el6re definialt
iddintervallumokra vonatkozé statisztikai vizsgalathoz ismétléses variancia-analizist
(ANOVA: analysis of variance) végeztiink egy nem ismétléses és egy ismétléses
faktorral. (Nem ismétléses faktor: kezelési csoport, ismétléses faktor: 1d6.) A vizsgalt
idointervallumok: 2-24 o6ra, 2-6 o6ra, 7-12 oOra, 2-12 o6ra, valamint 13-24 6ra voltak. A
passziv fazis elsd és masodik felét tobb okbdl kifolyolag vizsgaltuk kiilon is. Egyrészt a
REM visszacsapas erre az iddszakra bizonyult jellemzdnek, igy az id6beli lefutdsanak
pontosabb leirasdhoz ezt lattuk sziikségesnek. Masrészt az alvdsmegvonds utan a
méréhelyre vald visszahelyezés esetleges atmeneti hatasaitol a passziv fazis masodik
fele mentesiil. Ezen kiviil minden egyes ora eredményeit kiilon-kiilon kiértékeltiik
egyutas ANOVA-val (faktor: kezelési csoport). Mindkét tipusi ANOVA-t kdvetden
(szignifikdns 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 detektalasdhoz cosinor analizist végeztiink a Time Series Analysis

Seriel Cosinor 6.0 Lab View program (Expert Soft Technologie) felhasznalasaval
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(Nelson ¢és mtsai, 1979). Ez a statisztikai modszer periodikusan valtozo értékek
jellemzésére haszndlhaté. A cosinor analizis a legkisebb négyzetek -elvének
felhasznalasaval egy sinusoid gorbét illeszt az adatokra. A periddusidot a kiértékeld
személy adja meg, a gorbe tobbi paraméterét, valamint ezen paraméterek konfidencia-
intervallumat a program szdmolja ki. Az eljaras nullhipotézise az, hogy az illesztett
gorbének nincs amplitudoja, vagyis a vizsgalt valtozo nem mutat ritmicitast. Az analizis
eredménye harom adat, melyek az illesztett gorbét irjak le:

1. Mezor, vagyis az illesztett gorbe atlagos értéke: véltozdsa a mért jellemzd
értékének fenntartott novekedésérél vagy csokkenésérdl tajékoztat.
Megjegyzendd, hogy periodikusan valtozo értékek esetén ez a modszer a
tobbi, altalanosan haszndlt statisztikai modszernél (ANOVA, post hoc
tesztek) joval érzékenyebb, igy kisebb eltéréseket is szignifikdnsnak hozhat
Ki.

2. Amplitado: az illesztett gorbe amplitidoja.

3. Akrofazis, vagyis az illesztett géorbe maximumanak idOpontja: valtozasa a
mért érték napi ritmusanak eltolodasarol tajékoztat.

A periodusidd minden esetben 24 orara volt allitva. Az alvasvizsgalatbol szarmazo
adatokra a fentebb felsorolt értékeket, valamint a hozzajuk tartozo 95%-0s konfidencia-
intervallumokat szamoltuk ki. A REM szakaszok atlagos hosszara nem lehetett cosinor
analizist végezni, mivel azokban az ordkban, ahol az egyes éllatok egyaltalan nem
toltottek id6t REM fazisban, ez a mérdszam nem értelmezhetd, és az algoritmus hianyzo
értekek esetén nem tudott gorbét illeszteni az adatokra. Szignifikans eltérésnek azt
tekintettiik, ha a két kezelési csoport 95%-0s konfidencia-intervallumai nem fedtek at.

A REM-visszacsapds neurobiologiai  hatterét vizsgalo  kisérletben az
immunohisztokémiai adatok agyteriiletek szerinti bontast nem tartalmazo statisztikai
analiziséhez a jelolt sejtek szdmat allatonként dsszegeztiik, €s a kettds-, illetve harmas-
jelolt sejtek szamat ennek szazalékaban allapitottuk meg.

A kettds immunohisztokémia esetén a sejtek szamat, valamint a REM alvas
paramétereit a kiilonb6zd csoportokban egyutas ANOVA-val hasonlitottuk Ossze
(faktor: csoport). A harmas immunohisztokémia kiértékeléséhez faktorialis ANOVA-t
hasznaltunk (faktorok: csoport, CART-immunoreaktivitas). Szignifikans csoport-hatas

esetén Tukey post hoc tesztet végeztiink.
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Az interindividualis korrelaciokat lineéris regresszioval vizsgaltuk. Mivel a cFos-IR
sejtek aranyanak eloszlasa az orexin-IR sejteken beliil a legtobb Osszehasonlitdsban
exponencialishoz hasonlonak bizonyult, ennek az ardnynak a regresszios analiziséhez az
érték 10-es alapu logaritmusat hasznaltuk.

Mindkét kisérlet statisztikai vizsgalatat a cosinor analizis kivételével STATISTICA
7.0 (Statsoft, Inc, Tulsa, OK, USA) programmal végeztiik. ZT (Zeitgeber time) 0 éranak
a fény felkapcsolasat tekintettiik. Az adatokat az Osszes abran atlag + atlag szorasa

formaban abrazoltuk.
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5 Eredmények

5.1 A REM-visszacsapas 24 oras architekturajat vizsgalo kisérlet

Ebben a kisérletben a szelektivn REM-megvonast kovetd alvés-visszacsapas

architektirgjat, valamint idébeli lefutasat vizsgaltuk (Kitka és mtsai, 2009).

5.1.1 Alvas-paraméterek

A harom vizsgalt csoport alvasmintazata kozott szdmos kiilonbség volt lathatd a
teljes mérési nap folyaman. Altaldnossagban tekintve az SPR csoport eredményei
gyakorlatilag a teljes vizsgalt nap folyaman eltértek a HC csoport eredményeitdl. Az
LPR csoport adatai a passziv fazisban inkabb SPR csoport adataival szemben, mig az
aktiv fazisban inkabb HC csoport adataival szemben mutattak tobb eltérést (1. tablazat).
A kisérlet eredményeihez tartozd p értékeket a konnyebb attekinthetdség kedvéért

tablazatos formaban (1. és 2. tablazat) tiintettem fel.

5.1.1.1 Ismétléses variancia-analizis eredmények

A variancia-analizis (ANOVA, analysis of variance) vizsgalat eredményeit a teljes
vizsgalt idészakban (2-24 6ra) tajékoztato jelleggel az 1. tdblazatban mutatom be. Mivel
a napi ciklusok értékelésére a 5.1.2 fejezetben ismertetett cosinor analizis a megfelel6bb
modszer, itt csak a csoport-hatasok, illetve a csoport-idé interakcidos eredmények

bemutatkozasara szoritkozom.

1. tablazat. Az ismétléses variancia-analizis eredményeként kapott p-értékek a teljes
vizsgalt idészakra (2-24 6ra). Az elemzésbe mindharom (home cage, small platform

rebound, large platform rebound) csoport adatait bevontam.

AW [ PW | SWS1|SWS2| IS | REM|REMdb| REM hossz| TSWS| TW [SWS2%
csoport 0,021]0,333] 0,029 | 0,119 |0,138{0,000{ 0,000 0,003 0,834 {0,000| 0,107

csoport x id6
interakcio 0,000/ 0,370( 0,000 | 0,007 |0,082|0,000| 0,001 0,193 0,000 | 0,005| 0,163

5.1.1.2 SPR és LPR csoportok dsszehasonlitiasa

A két csoport alvasmintdzata kozott csak a passziv fazisban voltak kimutathatd

kiilonbségek. A vizsgalt vigilancia-fazisok koziil a REM alvas volt az egyetlen,
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amelyben az SPR csoport allatai tobb iddt toltdttek, mint az LPR csoport allatai. A
REM szakaszok alaposabb vizsgéalatdbol az deriilt ki, hogy a REM-ben toltott 1d6
kiilonbsége a két csoport kozott alapvetden a REM-szakaszok atlagos hosszanak
kiilonbségébdl szarmazik: minden olyan vizsgélt iddintervallumban, ahol az SPR
csoport allatai tobb id6t toltottek REM-ben, mint az LPR csoport allatai, ugyanez a
kiilonbség a REM szakaszok atlagos hosszaban is kimutathatd volt. Ezzel szemben a
REM szakaszok darabszamat tekintve a két csoport egyik vizsgalt id6éintervallumban
sem kiilonbozott.

A passziv fazis els6 felében a felszines €s az 0sszes lasst hullamt alvasban az SPR
csoport allatai kevesebb 1dot toltottek, mint az LPR csoport allatai. Ezen kiviil a teljes
vizsgalt napot tekintve az SPR csoport allatai ébren is kevesebb 1d6t toltottek, mint az

LPR csoportéi (2. tablazat, 14. és 15. abra).

5.1.1.3 SPR és HC csoportok dsszehasonlitasa

Az SPR csoport allatai tobb id6t toltdttek REM alvésban, valamint a REM
szakaszaik atlagos hossza és darabszama is magasabb volt, mint a HC csoport
allatainak. Ez a megallapitds minden vizsgalt iddintervallumra igaz, kivételt egyediil a
REM szakaszok atlagos hossza esetén latunk, ahol az aktiv fazisban nem volt kiilonbség
e csoportok kozott. Az SPR csoport ezt a REM-ndvekedést a passziv fazis elsd felében a
lasstt hullamu alvés, masodik felében pedig az €brenlét rovasara valdsitotta meg. A
teljes passziv fazist tekintve a REM novekedés a lassi hullamu alvas csokkenésével jart
egylitt. Ezzel szemben a teljes aktiv fazist tekintve a REM-ben t6lt6tt id6 novekedésével
parhuzamosan a lasst hulldmu alvasban tolt6tt 1d6 is nétt, igy az €brenlétben (és ezen
beliil az aktiv ébrenlétben) toltott id6 erdteljesen csokkent. Ezen valtozasok dsszegeként
a teljes vizsgalt napot tekintve a REM-ben t6lt6tt 1d6 intenziv ndvekedésével az €bren
toltott 1d6 csokkenése volt megfigyelhetd, mig a lasstt hullamu alvasban t6ltott id6 a
passziv és aktiv fazisban lathat6 ellentétes hatasok kiegyenlitédése miatt nem valtozott

(2. tablazat, 14. és 15. abra).

5.1.1.4 LPR és HC csoportok osszehasonlitasa

Erdekes médon ennek a két csoportnak az alvasmintazata kozott a passziv fazisban
nem lattunk kiillonbséget. Az aktiv fazisban a REM-ben t6ltott id6 és a REM szakaszok

darabszama emelkedett volt az LPR csoportban a HC csoporthoz képest. Ez a valtozas
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az ¢ébren, valamint a mély lassii hullamu alvéasban toltott id6 csokkenésével, valamint a
felszines lassti hulldmu alvasban toltott ido ndvekedésével, igy a lasst hulldmu alvas
felszinesedésével jart. A teljes vizsgalt napot tekintve is javarészt szignifikansnak
bizonyultak ezek az eltérések, kivételt csupan a mély lassi hulldmu alvas csokkenése és

a lassu hullamu alvés felszinesedése jelent: ezen hatasok csak az aktiv fazisban voltak

szignifikansak (2. tablazat, 14. és 15. abra).

2. tablazat (kovetkez6 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, lassti hullaimu alvas; IS: intermediate stage, Atmeneti szakasz; REM:
rapid eye movement sleep, gyors szemmozgasos alvas; sRa: short REM attempt, rovid
REM ,,probalkozas”; TSWS: total slow wave sleep, 6sszes lasst hullamu alvas; TW: total
wake, o6sszes 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, V¥ : csokkenés.
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SPR csoport eredményei az LPR csoportéhoz képest

2-24 h 2-6h 7-12h 2-12 h 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
TW v
SWS2%

SPR csoport eredményei a HC csoportéhoz képest

2-24 h 2-6h 7-12h 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 \AAS v AA
TW vVvyYy vy \AAS
SWS2%

LPR csoport eredményei a HC csoportéhoz képest

2-24 h 2-6h 7-12h 2-12h 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
TW vy vy
SWS2% v
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REM-ben toltott id6 dranként
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REM szakaszok atlagos hossza éranként

* & *% & C
*% && :

160 r

140 ¢

120 ¢

100

0.0}
o

REM atlaghossz (s)

(o]
(=]

vilagos

~
o

20 ¢

HH

— — — — — — — — ! EE HC cso pOI’t
2 345678 9101112131415161718192021222324 7 @- SPR csoport
"Zeitgeber" idé (6ra) % LPR csoport
14. Abra. REM-ben toltott idé (A), REM szakaszok darabszama (B) és atlagos hossza (C) a
hiarom napos alvismegvonast kovetd napon. HC: home cage (sajat ketreces), SPR: small
platform sleep rebound (kis porondos, alvas-visszacsapasos csoport), LPR: large platform,
sleep rebound (nagy porondos, alvis-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.
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AW-ben toltott id6 drankent
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SWS1-ben t61tott id6 orankeént

% HH

vilagos

2 3 4 5 6 7 8 9 101112131415161718192021222324
"Zeitgebher" idé (éra)

SWS2-ben t6ltott id6 drankent

-
| #

vilagos

2 3 4 5 6 7 8 9 101112131415161718192021222324
"Zeitgeber" id6 (6ra)

61

— HC csoport

-@- 3PR csoport
- LPR csoport

D

— HC csoport

-#- SPR csoport
- LPR csoport



DOI:10.14753/SE.2012.1763

IS-ben t51t6tt id6 dranként
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TW-ben toltott idé orankeént
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15. abra (el6zo6 oldalak). Az egyes alvasfazisokban toltott ido oranként 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 esetén

a harom napos alvasmegvonast kiveté napon. AW: active wake, aktiv ébrenlét (A); PW:
passive wake, passziv ébrenlét (B); SWS1: slow wave sleep 1, felszines lassi hullamu alvas

(C); SWS2: slow wave sleep 2, mély lassi hullamu alvas (D); IS: intermediate stage,
atmeneti szakasz (E); TSWS: total slow wave sleep, dsszes lassi hullamu alvas (F); TW:
total wake, dsszes ébrenlét (G); SWS2%: SWS2 a TSWS szazalékaban (H). *: kiillonbség 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.

5.1.2 Napi ritmusok vizsgalata

Az 6sszes csoport esetén minden vizsgalt alvasfazis és szamitott érték szignifikans
napi ritmust mutatott (p<<0,05, HO: az illesztett szinuszoid goérbe amplitidoja 0), kivéve
az SPR csoport allatainak SWS1-ben toltott idejét. Az akrofazis (az illesztett gorbe
maximumbhelye) tekintetében semmilyen alvas-paraméter esetén sem talaltunk eltérést a
csoportok kozott, vagyis sziginifikans faziseltolast nem lattunk. Igy a tovabbiakban az
illesztett gorbe amplitidoja és a mezor (az illesztett gorbe atlagos értéke) valtozasainak

bemutatkozasara szoritkozom (3. tdblazat).
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3. 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
lassu hullamu alvas; SWS2: slow wave sleep 2, mély lassti hullaimu alvas; IS: intermediate
stage, atmeneti szakasz; REM: rapid eye movement sleep, gyors szemmozgasos alvas; sRa:
short REM attempt, rovid REM ,,probalkoezas”; TSWS: total slow wave sleep, 0sszes lassi
hullamu 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)

amplitudé 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 o] 300* 220 318 582 & 525 639
LPR 0] 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 o] 2,19 1,39 2,99 5,62 # 4,69 5,84

HC 0] 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] 264 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] 4% # 391 600 1380 1310 1460
HC 0] 1110 972 1250 1860 1760 1960
TW (s) SPR 0] 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 0 13,7 7,47 20 229# 18,5 27,3
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5.1.2.1 SPR és LPR csoportok dsszehasonlitasa

Az SPR csoport mezor-értékei csokkenést mutattak az LPR csoport adataihoz képest
a PW, SWS1 és IS stadiumokban, és névekedést mutattak az SWS2 és REM
stddiumokban toltott id6t, valamint a lasst hullamu alvas mélységét (SWS2%) tekintve.
Ugyanakkor a TSWS-ben toltott idé6 amplitiddja csokkent, mig a REM alvasban toltott
1d6é amplituddja nétt az SPR csoportban az LPR csoporthoz képest.

5.1.2.2 SPR és HC csoportok 6sszehasonlitasa

Az adatok mezorja alapjan minden ébrenléti fazisban t6ltott idé csdkkent, és az
SWS2 ¢és a TSWS kivételével minden alvasi stddiumban toltott id6 nétt az SPR
csoportban a HC csoporthoz képest. Az ébren (TW és AW), valamint lassu hullamu
alvasban (SWSI1, SWS2, TSWS) toltott id6 amplitaddja csokkent, mig a REM-ben
toltott idé amplitidoja nétt az SPR csoportban a HC csoporthoz képest.

5.1.2.3 LPR és HC csoportok dsszehasonlitasa

A mezor alapjan az LPR csoport AW, TW, SWS2 és SWS2% értékei csokkentek,
mig az SWSI1, IS, REM ¢és REM epizodszam-értékei néttek a HC csoporthoz képest.
Ugyanakkor az LPR csoport AW, SWS2 és TSWS értékeinek amplitidoja csokkent a
HC csoportéhoz képest (2. tablazat)
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5.2 A REM-visszacsapas neurobiologiai hatterét vizsgalo kisérlet

Ebben a vizsgalatban a REM-visszacsapas architekturaja és egyes neuropeptideket
kifejezé hypothalamicus neuronok aktivacidja kozti dsszefiiggéseket vizsgaltuk (Kitka

¢és mtsai, 2011).

5.2.1 Alvésvizsgalat

Az ¢l6z6 kisérlethez hasonléan a 72 oras REM-megvonast kovetd alvés-
visszacsapas soran az SPR csoport allatai tobb i1d6t toltdttek 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 kiillonbség (16. abra). Az atlagok + atlagok szorédsai a
harom ora alatt a kovetkezoképpen alakultak:

e REM-ben t6ltott id6:
o SPR: 53,36 +4,16 perc
o LPR: 34,46 £ 4,93 perc
e REM szakaszok darabszama:
o SPR:23,67+1,6
o LPR:18,29+2,15
e REM szakaszok atlagos hossza:
o SPR: 133,78 £4,87 s
o LPR: 109,04 +7,7s
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16. abra. Az SPR (small platform sleep rebound, kis porondos alvas-visszacsapasos) és
LPR (large platform sleep rebound, nagy porondos alvas-visszacsapasos) csoportok
kiilonbségei a REM (rapid eye movement sleep, gyors szemmozgasos) alvas mintizata

tekintetében a 72 6ras alvas-megvonast koveto 3 oras visszacsapas alatt. *:p<0,05

5.2.2 Morfolégiai adatok

5.2.2.1 MCH/cFos kettds jelolés

Az MCH jelolt sejtek kozott szinte nem talaltunk cFos immunoreaktivat a HC
csoportban, €s ezen sem a kis, sem a nagy porondos alvdsmegvonds sem valtoztatott.
Ehhez a harom csoporthoz képest mindkét visszacsapasos csoportban magasabb volt az
MCH/cFos kettds jeloltek aranya az MCH-immunoreaktiv sejteken beliill (LPR:
p<0,005, SPR: p<0,001 mindharom masik csoporthoz képest). Ez az ardny magasabb
volt az SPR, mint az LPR csoportban (p=0,0001) (17. és 18. abra). Az atlagok + atlagok
szorasai a kovetkezoképpen alakultak:

e HC:0,22+0,05%
e SP:0,06 0,03 %
e L[P:0,13£0,03%
e SPR:4847+1,76 %
e LPR:17,03+6,88 %

5.2.2.2 Orexin/cFos kettés jelolés

Az MCH/cFos kettds jeloléssel szemben az orexin/cFos kettds jelolt sejtek aranya az
orexin-immunoreaktiv neuronokon beliil viszonylag magas volt a HC csoportban, és

ezen sem a kis, sem a nagy porondos alvidsmegvonas sem valtoztatott. Az alvas-
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visszacsapds mindkét porond esetében lecsokkentette ezt az aranyt (p<0,05 a HC
csoporthoz képest, p<0,001 a megfeleld alvasmegvont csoportokhoz képest mindkét
porond esetében). A két alvas-visszacsapasos csoport kozott nem volt szignifikans
kiilonbség (17. és 19. abra). Az atlagok =+ atlagok szorasai a kovetkez6képpen alakultak:

e HC:28,59+7,5%

e SP:33,68+5,89%

e LP:37,46+9,03%

e SPR:4,5+0,97 %

e [PR:386+1,24%
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17. abra (el6z6 oldal). A cFos immunopozitiv sejtek aranya az MCH- (melanin-koncetralo
hormon-) immunoreaktiv (A) és orexin-immunoreaktiv (B) neuronok kozott az osszes
vizsgalt agyteriileten a 72 dras alvas-megvonast koveté 3 oras visszacsapas utan. HC

(home cage, sajat ketreces), SP (small platform sleep deprived, kis 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,
*: kiilonbség az SPR és LPR csoportok kozott; egy jel:p<0,05, két jel: p<0,01, harom jel:
p<0,001

5.2.2.3 MCH/CART/cFos harmas jelolés

Az MCH-IR neuronokat CART-immunopozitivitasuk alapjan két (CART-IR ¢és non-
CART-IR) alpopulaciora osztottuk. A faktorialis ANOVA mindkét faktorra (csoport,
CART-immunoreaktivitas). szignifindnsnak bizonyult (p<0,001), valamint az interakcid
is kozel szignifikans volt (p=0,0579). A cFos-jelolt sejtek ardnya az MCH-IR
neuronokon beliil csak a CART-immunopozitiv alpopulécié esetén volt nagyobb az
SPR, mint az LPR csoportban (p<0,001). Ehhez hasonléan csak az SPR csoportban
lehetett megfigyelni, hogy a CART-IR alpopulacié neuronjai jobban aktivalodtak (cFos
immunopozitivitds aranya alapjan), mint a non-CART-IR alpopulacié neuronjai
(p=0,0004) (20. és 21. abra). Az atlagok + atlagok szorasai (cFos-jeldlt sejtek aranya) a
kovetkezOképpen alakultak:

e SPR CART-IR: 75,55 £ 3,94 %

e SPR non-CART-IR: 30,28 + 1,97 %
e PR CART-IR: 30,77 + 15,68 %

e PR non-CART-IR: 14,53 + 7,49 %
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18. abra. MCH/cFos DAB/NiDAB kettos immunohisztokémia eredménye egy-egy HC

(home cage, sajat ketreces; A-E), SP (small platform sleep deprived, kis porondos

alvasmegvont; F-J) és SPR (small platform sleep rebound, kis porondos alvas-
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visszacsapasos; K-O) allat hypothalamusan. Az A, F és K abrak bekeretezett részei a B-E,

G-J és L-O abrakon lathatok kinagyitva (ebben a sorrendben). ZI: zona incerta / subzona

incerta, PFA: perifornical area, LH: lateralis hypothalamus, PVA: paraventricularis area.

Lépték: 200 pm az A abran (az A, F és K abrak nagyitasa megegyezik), 40 pm a D abran
(a B-E, G-J és L-O abrak nagyitasa megegyezik).
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19. abra. Orexin/cFos DAB/NiDAB kettés immunohisztokémia eredménye egy-egy HC

(home cage, sajat ketreces; A-D), SP (small platform sleep deprived, kis porondos

alvasmegvont; E-G) és SPR (small platform sleep rebound, kis porondos alvas-
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visszacsapasos; [-K) allat hypothalamusan. Az A, E és I abrak bekeretezett részei a B-C,
F-G és J-K abrakon lathaték kinagyitva (ebben a sorrendben). DMH: dorsomedialis
hypohalamus, PFA: perifornical area, LH: lateralis hypothalamus. Lépték: 300 pm az A
abran (az A, E és I abrak nagyitasa megegyezik), 70 pm a D abran (a B-C, F-G és J-K

abrak nagyitasa megegyezik).

20. abra. MCH/CART/cFos harmas festés. Az abra egy LPR (large platform sleep
rebound, nagy porondos alvas-visszacsapasos) (A) és egy SPR (small platform sleep
rebound, kis porondos alvas-visszacsapasos) (B) allat perifornicalis areajat mutatja. Kék:

MCH, piros: CART, zo6ld: cFos. Lépték: 100 pm.

75



DOI:10.14753/SE.2012.1763

100

*kk

cFos%

' ' Bl CART+
SPR LPR [o] CART-
csoport

21. abra. A cFos immunoreaktiv sejtek aranya az MCH-tartalmi neuronok CART-IR és
non-CART-IR alpopulaciéin beliil a 72 6ras alvas-megvonast koveto 3 oras visszacsapas
utan. SPR: small platform sleep rebound, kis porondos alvas-visszacsapasos csoport;
LPR: large platform sleep rebound, nagy porondos alvis-visszacsapasos csoport. ***:
p<0,001 az SPR non-CART-IR sejtcsoporthoz, ##: p<0,01 az LPR CART-IR

sejtcsoporthoz képest.

5.2.3 Interindividualis korrelaciok

Az alvasmintazat és az MCH-, illetve orexin-tartalma neuronok aktivacioja kozotti
kapcsolat felderitéséhez linearis regressziot végeztink az SPR csoport allatainak

adatain. Szamos korrelaciét talaltunk (22. abra):

5.2.3.1 REM-ben toltott idé

Az MCH/cFos kettds jelolt sejtek aranya az MCH-IR neuronokon beliil pozitivan
korrelalt a REM-ben t61tott idovel (R2= 0,779, p=0,002; 22/A ébra).
Ezzel szemben az orexin/cFos kettds jelolt sejtek aranya az orexin-IR neuronokon

beliil negativan korrelalt a REM-ben toltott idovel (R2=0,734, p=0,003; 22/B abra).
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5.2.3.2 REM szakaszok szama

Az MCH/cFos kettds jelolt sejtek aranya az MCH-IR neuronokon beliil pozitivan
korrelalt a REM szakaszok szamaval (R2= 0,769, p=0,002; 22/C ébra).

Ezzel szemben az orexin/cFos kettOs jelolt sejtek aranya az orexin-IR neuronokon
beliil negativan korrelalt a REM szakaszok szdmaval (R2=0,569, p=0,0019; 22/D abra).

5.2.3.3 REM szakaszok atlagos hossza

Sem az MCH/cFos kettds jelolt sejtek aranya az MCH-IR neuronokon beliil, sem az
orexin/cFos kettds jelolt sejtek ardnya az orexin-IR neuronokon beliill nem mutatott

korrelaciot a REM szakaszok atlagos hosszaval.

5.2.3.4 Az orexin-IR és MCH-IR neuronokon beliil a cFos-kettds jelolések aranya

Az aktivalt sejtek aranya (cFos immunopozitivitas alapjan) az orexin-IR és MCH-IR

neuronokon beliil negativan korrelalt egymassal (R°=0,538, p=0,024; 22/E ébra).
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22. abra. Az SPR (small platform sleep rebound, kis porondos alvas-visszacsapasos)
csoporton beliili korrelaciok. Az immunhisztokémiai adatok az dsszes vizsgalt agyteriiletre
vonatkoznak. A: A 3 éras visszacsapas alatt REM alvasban toltott ido és az MCH-
tartalmu sejtek kozott a cFos-immunopozitivak aranya; B: A 3 0ras visszacsapas alatt
REM alvasban toltott id6 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 oras visszacsapas alatt a REM epizédok
szama és az orexin-tartalmu sejtek kozott a cFos-immunopozitivak ardnya; E: az MCH- és

orexin-tartalmu sejtek kozott a cFos-immunopozitivak aranya
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6 Megbeszélés

6.1 Az eredmények megtargyalasa

A kisérleteinkben alkalmazott flower pot technika, melyben egy kis porond mellett
egy nagyot alkalmaznak stressz-kontrollként, széleskoriien elfogadott metodika az
alvaskutatasban (Bignotto ¢s mtsai, 2006; Coll-Andreu és mtsai, 1989; Tufik és mtsai,
1978). Szamos kisérletben bizonyitottak, hogy a két porond nem kiilonbozik egymastol
szignifikansan az okozott stressz tekintetében (Coenen és van Luijtelaar, 1985;
D'Almeida és mtsai, 1997; Kovalzon és Tsibulsky, 1984; Suchecki és mtsai, 1998). A
REM-visszacsapds architekturajat vizsgdlo kisérletben vizsgdlva mi sem talaltunk
kiilonbséget sem a CRF- (corticotropin-releasing factor) tartalmu rostok denzitasaban a
substantia innominata és az amygdala teriiletén, sem a c-Fos immunopozitiv sejtek
denzitdsdban az amygdala és az area amygdalahippocampalis teriiletén ugyanezen két
csoport kozott. Ezen kiviil a teststly valtozasaban és a tapfelvételben sem talaltunk
kiilobséget az SPR és LPR csoport kozott a kisérletek alatt (nem kozolt adatok). Mivel
az allatok lasst hulldmu alvdsban ugyanannyit toltenek a két porondon, de a kis
porondon teljesen hianyzik a REM-alvds (Machado ¢s mtsai, 2004), az SPR ¢és LPR
csoportok Osszehasonlitdsa megfeleld mddszer arra, hogy a szelektiv REM-megvonast
kovetd alvas-visszacsapds architektiurdjat tanulmanyozzuk.

A REM-visszacsapas architekturajat vizsgalo kisérlet eredményei alapan az SPR
csoport alvdsmintdzata szamos jellemzOjét tekintve kiilonbozott a HC csoportétol
minden vizsgalt iddintervallumban. Ezzel szemben az LPR csoport alvdsmintazata
eltérden alakult a passziv és az aktiv periddusban: a passziv fazisban az LPR csoport
alvasmintdzata inkdbb a HC csoportéra, az aktiv fazisban pedig inkabb az SPR
csoportéra hasonlitott. Mas szavakkal: a nagy porond altal okozott stressz és alvashiany
kovetkeztében eldalld valtozasok dontd tobbsegiikben a megfigyelt iddszak masodik
felére, az aktiv fazisra voltak jellemzOk. A passziv fazisban, ahol az SPR és LPR
csoportok alvasmintdzatainak kiilonbozdsége leginkabb lathatd volt, a legfontosabb
eltérés a két csoport kozott az volt, hogy az SPR csoport tobb 1d6t t61tott REM fazisban.
A passziv fazis masodik felében mind a felszines lassi hullamt alvdsban, mind az

Osszes lasst hullami alvasban csokkenést mutatott az SPR csoport az LPR csoporthoz
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képest, vagyis a porondon toltott idé alatt felhalmozott REM-hidanyt ebben az
idészakban a lassi hulldmu alvas terhére potolta be. Az alvés-visszacsapas
architektarajanak idében valtozé lefutdsat az is mutatja, hogy a teljes vizsgalt idészakra
végzett ismétléses ANOVA a legtobb vizsgalt paraméterre szignifikans csoport-1d6
interakcidt mutatott.

Fontos felhivni a figyelmet arra, hogy az SPR csoportban az LPR csoporttal
szemben megfigyelhetd REM-novekedés minden intervallumban a REM szakaszok
atlagos hosszanak novekedésével jart egyiitt. Ezzel szemben a REM szakaszok
darabszamat tekintve a két csoport semmilyen vizsgalt intervallumban sem kiillonbozott
egymastol, vagyis kimondhatjuk, hogy a szelektiv REM-megvonast kovetd visszacsapas
alapvetéen a REM szakaszok atlagos hosszanak novekedésén keresztiil ndveli a REM-
ben t61tott id6t.

Ezzel egyiitt azt is érdemes figyelembe venni, hogy mind az SPR, mind az LPR
csoport REM szakaszainak szama novekedett a HC csoporthoz képest az dsszes olyan
intervallumban, ahol a REM-ben t5ltott id6 is nétt. Ez utobbi eredmény arra enged
kovetkeztetni, hogy a REM-szakaszok szamanak novekedése a modszerrel jard Osszes
hatds (altalanos alvashidny és szamos egyéb stresszfaktor, tobbek kozott az 1
kornyezet, a nedvesség €s az immobilizacio) kevert kovetkezményének tekintheto.

Ez utobbi feltételezést az is alatdmasztja, hogy irodalmi adatok szerint két oOras
immobilizacios stresszt kovetoen mind a REM-ben toltott id6, mind a REM szakaszok
szama megnd, mikdzben a REM szakaszok 4tlagos hossza nem valtozik (Rampin és
mtsai, 1991). Ezt a hatdst kronikus gyenge stresszt kovetden is kimutattak (Gronli €s
mtsai, 2004). A kis porondos alvasmegvonast kovetd négy 6rdban a REM szakaszok
szamanak novekedését a HC csoporthoz képest masok is kimutattdk (van Luijtelaar és
Coenen, 1986). Eredményeink az irodalomban fellelhetd adatokkal Osszevetve is
egyértelmiien azt tdmasztjak ala, hogy ez a valtozas nem a REM megvonas, hanem a
modszerrel egyiitt jard egyéb stresszorok kovetkezménye.

A visszacsapas idObeli lefutdsat illetden szamos kiilonbséget taldltunk az
alvasfazisok kozott. A felszines lassti hulldmu alvéasban t61tott id6 novekedése mindkét
alvasmegvonason atesett csoport esetén az aktiv fazisra volt jellemzd. Ezzel szemben a
mély lassu hullamu alvas egyaltalan nem mutatott visszacsapast, sot, az LPR csoport

esetén még csokkenést is talaltunk a HC csoporttal szemben az aktiv fazisban. Ez az
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emelkedett SWS1-gyel egyiitt a lassi hullamt alvas mélységének (SWS2%)
csOkkenését eredményezte. Hasonld eredményeket az irodalomban mar leirtak: 24 o6ras
teljes alvasmegvonas az ezt kovetd aktiv fazisban csokkentette az alvas mélységét
(Feinberg és Campbell, 1993; Franken ¢és mtsai, 1991), valamint kronikus gyenge
stresszt kovetden is mutattak ki hasonl6 valtozast (Gronli és mtsai, 2004). Mig az LPR
csoport a HC csoporttal szemben az 0sszes lassi hullamu alvas mennyiségében nem,
csak annak mélységében mutatott kiilonbséget, az SPR csoport tagjainak TSWS
mintdzata bifazikus mintdzatot mutatott: ezen allatok a passziv fazisban kevesebb, az
aktiv fazisban pedig tobb idot toltottek lassu hullamu alvassal, mint a HC csoport
allatai. Ez arra mutat, hogy az SPR csoport tagjai a felhalmozodott REM-hidnyt a
passziv fazisban a lassi hulldmu alvas, az aktiv fazisban pedig az ébrenlét terhére
potoltak.

A napi ritmusok kiértékelését cosinor analizissel végeztik. Az akrofazisban
semmilyen vizsgalt paraméter esetén nem talaltunk valtozast, vagyis az alvasmegvonas
utani visszacsapas szignifikans faziseltolast nem okozott. Ez az eredmény érthetd ¢és a
kisérlet id6beli beosztasa miatt varhato is volt, hiszen az alvasvisszacsapas kezdete a
passziv fazis kezdetéhez volt igazitva, hogy mesterségesen ne okozzunk faziseltolast.

A mezorban (az illesztett gorbe atlagos értékében) tapasztalt valtozasok
egybehangzanak az ANOVA és post hoc tesztek eredményeivel: a REM alvésban toltott
1d6 az SPR csoportban novekedett az LPR csoporthoz képest, a REM epizddok szamat
tekintve pedig nem lattunk kiilonbséget e két csoport kozott. Ugyanakkor mindkét
alvas-visszacsapasos csoport esetén a REM-ben toltott id6 ¢s a REM szakaszok
szamanak novekedését tapasztaltuk a HC csoporthoz képest. Bar az un. sRa-kat is
beleszamolva szignifikans kiilonbség latszik a REM szakaszok darabszamat tekintve a
két alvas-visszacsapasos csoport kozott, ennek az eredménynek az értékelésekor
érdemes tobb tényezot is figyelembe venni. Egyrészt a REM szakaszokat ilyen modon
szamolva komoly hibalehetdséget visziink a rendszerbe: egy 4-8 masodperces REM-
szerll szakasz ugyantigy nem vehetd teljes REM fédzisnak, mint ahogy egy olyan, 1-2
perces, Osszefliggd REM fazis, melynek EEG jele egy 4-8 masodperces idészakban a
REM-re jellemz6tdl eltér, nem tekinthetd két kiilonallo REM szakasznak. Amennyiben
a REM szakaszokat ugy definialjuk, hogy legalabb 16 masodperc hosszuak, és nem

szakitja meg Oket 16 masodperces, vagy ennél hosszabb egyéb vigilancia-fazis, a két
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alvas-visszacsapasos csoport kozott semmilyen kiilonbség sem mutathatdo ki a REM
szakaszok szédmat tekintve. Rdaaddsul, ahogy a cosinor analizis ismertetésekor
emlitettem, ez a moddszer rendkiviil érzékenyen jelzi a mezor valtozésat, igy kisebb
eltérések is szignifikansnak addédhatnak. Ezen okok miatt a fentebb targyalt eltérésbol
messzemend kovetkeztetéseket semmiképp sem vonnék le. Mindazonadltal ez az
eredmény arra is felhivja a figyelmet, hogy az REM mintdzatanak kiértékelésekor
kiemelten fontos a szakasz hosszara, illetve Osszefliggd voltara vonatkozo kikotéseket
megtenni. A REM szakaszok atlagos hosszat modszertani okok miatt ezzel a statisztikai
modszerrel nem vizsgaltuk (hianyzo érték azokban az 6rakban, ahol az éllat egyaltalan
nem toltott REM-ben id6t, €s hianyos adatsorra a szoftver nem tud gorbét illeszteni).

A REM amplitidojanak névekedése az SPR csoportban az LPR-hez képest azt jelzi,
hogy a szelektiv REM-megvonast koveté REM visszacsapas tilnyomo része a passziv
fazisra tehetd, amikor az allat amugy is tobb id6t tolt REM-ben. Ez az eredmény is
Osszhangban all a variancia-analizis eredményeivel.

A mezor véltozasaibdl az is latszik, hogy mindkét alvasmegvonason atesett csoport
esetén megfigyelhetd az SWSI1 és IS emelkedése a HC csoporthoz képest, mig az AW
és TW értékek csokkennek. Az SWS2 visszacsapasanak hianyat irodalmi adatok is
alatdmasztjak (Feinberg és Campbell, 1993; Franken és mtsai, 1991). Ezen kiviil az
SWS2% mezorjanak csokkenése az LPR csoportban mind a HC, mind az SPR
csoporttal szemben jelzi a lasstt hullamu alvds mélységének csokkenését. Az SPR
csoportban az SWS1 napi ritmusanak eltiinését kisebb mértékben a passziv fazis alatti,
nem szignifikans SWS1-csokkenés, nagyobb mértékben az aktiv fazis alatti SWSI-
emelkedés okozta. Ezzel egybecseng, hogy ebben a csoportban a TSWS amplitadoja is
csokkent mindkét masik csoporthoz képest, amit feltehetden az okoz, hogy a REM
visszacsapasa passziv fazisban a lasst hulldmu alvas, aktiv fazisban pedig az ébrenlét
terhére torténik (ezalatt lehetdéség van a lassu hullamu alvas, leginkabb az SWSI1
hidnyéanak potlasara is).

Az akrofazis semmilyen mért valtozo esetében sem mutatott eltérést barmelyik két
csoport kozott, vagyis a napi ritmus eltolédasardl nem beszélhetiink. Ez az eredmény
nem meglepd, ha figyelembe vessziik, hogy az éllatok a teljes kisérlet soran valtozatlan
fény-sotét ciklusban voltak tartva, €s az alvasmegvonast kovetd visszaalvas kezdete is a

passziv periodus kezdetére volt id6zitve.
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Osszefoglalva a REM-visszacsapds architektiirajat vizsgalo kisérletiink eredményeit,
a harom napos REM-megvonast kdvetd valtozasok kovetésére a flower pot moddszer
abban az esetben megfelel eszkéz, amennyiben a kis porond mellé stressz-kontrollnak
egy nagyobb porondot hasznalunk. Ez a kisérleti elrendezés lehetdséget biztosit arra,
hogy a nem specifikus stresszorok hatédsait elkiilonitsiik a szelektiv REM-megvonas
kovetkezményeitdl. Bar az irodalomban szdmos esetben végeznek ilyen kisérleteket
nagy porondos kontroll nélkiil, az ilyen elrendezéssel végzett vizsgalatokbol csupan
korlatozott modon lehet kovetkeztetéseket levonni, hiszen a REM-megvondson tul a
lasst hullamu alvéasban toltott id6 csokkenése és az okozott igen intenziv stressz hatéasai
is tiikkrozddnek az eredményekben.

Legfontosabb kovetkeztetésiink a kovetkezd: a szelektivn REM-megvonas az
emelkedett REM-mennyiségen til a REM szakaszok atlagos hosszanak névekedését
vonja maga utan. Ezzel szemben a REM szakaszok darabszaméanak novekedése,
valamint az alvdsmegvonast kovetd nap aktiv fazisaban a felszines lasst hullamu alvas
mennyiségének emelkedése feltehetden a nem specifikus alvdsmegvonas és szamos
stressztényez0 egylittes hatasanak tudhato be.

A REM-visszacsapds neurobioldgiai hatterét vizsgald kisérletiinkben az
alvasmegvonas ¢€s —visszacsapas hatasait vizsgaltuk az orexin- és MCH-tartalmu
idegsejtekre €s alpopulécidikra, valamint ezen sejtek aktivitisa €s az REM-mintdzat
kozti korrelacidkat tanulményoztuk. Ezen tul e két atvivéanyagot kifejezé idegsejtek
aktivitasa kozti kapcsolatot is vizsgaltuk az alvas-visszacsapast kovetden.

Altalanossagban megallapithatjuk, hogy sem a kis-, sem a nagy porondos
alvasmegvonas nem befolyasolta az MCH-IR és orexin-IR neuronok aktivitasat a HC
csoporthoz képest (cFos immunoreaktivitds alapjan). Ez az eredmény ellentétben all egy
irodalmi adattal: Verret és mtsai szerint az alvasmegvonas noveli az orexin-IR neuronok
aktivitdsat a HC csoporthoz képest (Verret és mtsai, 2003). Ezt a kiilonbséget a két
kisérlet eltér6 1dozitése magyarazhatja. A mi vizsgalatunkban az allatokat az aktiv fazist
kovetden perfundaltuk, igy ezt megel6zden mind az alvasmegvont, mind a HC csoport
tagjai javarészt ébren lehettek. Az idézett cikkben pedig a passziv fazis vége elott egy
oraval tortént a perfuzio, igy valdszintileg a HC csoport allatai joval nagyobb aranyban
aludtak a perfuzio eldtt, mint az alvasmegvont csoport allatai (Balogh és mtsai, 2004;

Kitka és mtsai, 2009). Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az irodalmi adat szerinti
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kiilonbség nem a 3 napos alvdsmegvonds hatasait, hanem inkabb a perfizidt megel6z6
iddszak akut hatasait, vagyis a HC allatok normal napszaki ritmusanak hatésat tiikkrozi.

Eredményeink alapjan mind a kis, mind a nagy porondon torténd alvasmegvonast
kovetd visszacsapas noveli az MCH-IR, ¢és csokkenti az orexin-IR sejtek aktivitasat. Ez
az eredmény Osszecseng az irodalmi adatokkal (Verret és mtsai, 2003). Ezen tul
megallapithatjuk, hogy az SPR csoport allataiban az MCH-IR neuronok nagyobb
hanyada aktivaldédott, mint az LPR (stressz-kontroll) csoport allataiban. E szerint az
MCH-IR idegsejtek aktivacidjdban a szelektiv. REM-megvonast kovetd alvas-
visszacsapas komoly szerepet jatszik. Ezzel egyiitt az LPR-csoport esetén is
megnovekedett aktivaciot lattunk, ami felveti a lehetdségét annak, hogy ennek a
neuroncsoportnak a serkentésében a nem szelektiv alvashidnyt kovetd visszacsapason
tul a modszerrel egyiitt jard stresszfaktorok is szerepet jatszanak.

Az MCH/CART/cFos harmas immunohisztokémiai eredmények alapjan
funkcionalis kiilonbség rajzolodik ki a két MCH-IR alpopulacié (CART-IR és non-
CART-IR) kozott. Eredményeink szerint az alvas-visszacsapds utan csak a kis porondos
csoport esetén lathatod kiilonbség a CART-IR és non-CART-IR alpopuléci6 aktivitasa
kozott, valamint csak a CART-IR alpopulacié esetén mutathaté ki kiilonbség az SPR ¢és
LPR csoport kozott. Az eldbbi két kijelentés biologiai értelmezése nem teljesen
ekvivalens: az elébbi szerint a REM teljes megvonasa sziikséges ahhoz, hogy a
visszacsapas soran a két alpopulacioé cFos immunoreaktivitasa eltérjen; az utobbi szerint
pedig a REM-megvonas intenzitasanak valtozasa kizarolag a CART-IR alpopulacié
aktivitdsat valtoztatja a visszacsapds alatt. Bar az eredmények alapjan felvetiilhet a
gyant, hogy a két faktor (SPR/LPR, illetve CART-IR/non-CART-IR) egymastol
fiiggetlen hatdsdnak egyszer(i additivitdsa jelenik meg az SPR csoport CART-IR
kozelében 16v6 interakcids p érték miatt ezt nem valdsziniisiti. Igy joggal
feltételezhetjiik, hogy bar mindkét (CART-IR ¢és non-CART-IR) alpopuléciod
serkentddik e nem specifikus alvashidnnyal és erds stresszel jar6 procedurat kovetd
visszaalvas alatt, a szelektiv REM-megvonast kovetd visszacsapas elsdsorban a CART-
IR alpopulaciot serkenti. Ez az eredmény azt valdsziniisiti, hogy az MCH-tartalmu
neuronok koziil elsédlegesen a CART-IR alpopulacio jatszik szerepet a REM alvas

szabalyozasaban.
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A non-CART-IR alpopulacio szerepét tekintve nem zarhatjuk ki azt a feltételezést,
hogy ebben a kisérleti rendszerben a stresszre adott valaszt befolyasolja. Arra, hogy az
MCH neurologiai szerepe hasonld funkcidra is kiterjedhet, az irodalomban talalni
utalast (Smith és mtsai, 2006; Smith ¢és mtsai, 2009), de a kiilonb6z6 stresszhatasokat
kovetd REM-emelkedés jelensége (Gronli és mtsai, 2004; Rampin és mtsai, 1991) arra
is figyelmeztet, hogy ezt a két funkciot nem lehet teljesen elkiilonitve vizsgalni.

Bar korabbi eredmények (Hanriot €s mtsai, 2007) mutatnak arra, hogy az
alvasmegvonast kovetéen a CART-IR alpopulédcié tagjainak nagyobb hanyada lesz
cFos-immunoreaktiv, mint a non-CART-IR alpopulécioé, az ezt leird cikkben a nagy
porondos csoport hianya miatt a szelektiv REM-megvonas hatasa nem kiilonithet6 el a
nem szelektiv alvashidny és a médszerbdl fakado stressz hatésaitol, és erre az adatra ez
eredmények targyaldsakor sem térnek ki. A CART-IR alpopulacié szerepét ugyanez a
munkacsoport egy késobbi Osszefoglald cikkében sem emeli ki: a gerincveldbe
projicialé non-CART-IR alpopulaci6 REM alatti aktivacidjat is targyaljak, mint az
MCH REM-aténiaban betoltott potencialis szerepének neuroanatomiai hatterét. Ezzel
szemben, bar a CART-IR alpopulécio legfontosabb agytdrzsi projekcids teriilete a
DPGi, ezt a kapcsolatot nem is emlitik (Peyron és mtsai, 2009).

A fentebb részletezett eredmények alapjan feltételezhetd, hogy az MCH-IR/CART-
IR neuronok a medialis septumot és a hippocampust innervald projekcioik révén
szerepet jatszanak a REM alvas alatti hippocampalis theta ritmusok generalasdban. Ezen
tul ismert, hogy ugyanezen neuroncsoport projekcioinak létezik egy fentebb emlitett
leszalld aga is, és ennek az agnak a rostjai legintenzivebben a DPGi neuronjait
innervaljak (Cvetkovic és mtsai, 2004). Ez a teriilet a bevezetOben részletezett modon
facilitdlja a REM-alvas kialakulasat. Az un. REM-on GABA-tartalmi (gamma-
aminobutyric acid, gamma-aminovajsav) neuronok a DPGi teriiletén korilbelil 15
masodperccel a REM alvas megjelenése eldtt kezdenek tiizelni és szamos REM-
szabalyzasban résztvevd teriiletre kiildenek projekciokat, példaul SubC, nyultveldi
gigantocellularis teriilet, vIPAG, dDpMe, LDT, PPT, DRN, LC ¢és zona incerta
idegsejtjeihez (Goutagny €és mtsai, 2008; Verret és mtsai, 2006). Tekintetbe véve azt,
hogy eredményeink alapjan az MCH-IR sejtek aktivitdsa korrelal a REM szakaszok
darabszamaval, valamint ezen sejtek koziil els6sorban a DPGi-t innervalé, CART-IR

alpopulacio aktivitasa hozhato Osszefliggésbe a REM alvassal, feltételezhetd, hogy az
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MCH-IR/CART-IR neuronok szerepet jatszhatnak a REM inditasaban a DPGi felé
kiildott rostjaikon keresztiil. A képet ugyanakkor 4rnyalja az, hogy az MCH
postsynapicus hatasa dontéen inhibitoros és az MCH-erg neuronok nagy hanyada
GABA-t koexpresszal (Hawes ¢és mtsai, 2000; Pissios és mtsai, 2003; Sapin és mtsai,
2010), valamint a DPGi neuronjainak aktivitasa egyértelmiien REM-on hatdsu. Ezek
alapjan két potencialis neurobiologiai mechanizmust tudunk feltételezni: (1)
elképzelhetd egy indirekt kapcsolat utjan kivaltott diszinhibicid, melyben GABA-erg
neurotranszmisszio is szerepet jatszhat (az MCH-erg sejtek dontd tobbsége GABA-
kolokalizalt); valamint (2) tekintetbe véve azt az informéaciot, hogy az MCHR1 receptor
Gq-csatolt is lehet, nem zarhato ki egyértemiien egy direkt serkentd hatds sem (Hawes és
mtsai, 2000). Ezt a kérdést a jovOben immunohisztokémiai, palyakdvetéses €s egysejt-
elektrofiziologiai modszerek felhasznéldsaval lehetne tisztdzni.

Az interindividualis korrelaciok alapjan az MCH-IR neuronok aktivitasa ¢s a REM-
ben toltott id6, valamint a REM epizodok szama kozott pozitiv asszociaciot mutattunk
ki. Az MCH ¢és a REM alvas kozti kapcsolatot tobb kutatocsoport is vizsgalta, és mind a
REM epizdédok szama, mind azok atlagos hossza és az MCH jelatvitel kozott irtak le
kapcsolatot. A REM szakaszok szamat mind az agykamraba, mind a dorsalis raphe-ba
injektalt MCH noveli (Lagos és mtsai, 2009; Verret és mtsai, 2003), illetve a DRN
tertiletén fiziologiasan felszabadulo6 MCH immunoneutralizacidja is a REM szakaszok
darabszamanak csokkentését eredményezte (Lagos és mtsai, 2011).

Ezzel szemben a hidi nucleus pontis oralisba injektalt MCH a REM szakaszok
atlagos hosszat novelte meg (Torterolo €s mtsai, 2009), €s az €hezés altal kivaltott
atlagos REM szakaszhossz-novekedés is hidnyzik MCH KO egerekben (Willie és mtsai,
2008). Eredménylink, miszerint az MCH-erg neuronok aktivitisa a REM szakaszok
darabszdmaval korreldl, azon kisérletek eredményeit tdmasztja ald, ahol ugy talaltak,
hogy az MCH-erg rendszer aktivitisa elsdsorban a REM szakaszok szamanak
valtozasaval all Osszefiiggésben. Felhivnam a figyelmet arra, hogy a fentebb leirt
kisérletek koziil kizardlag az immunoneutralizacids vizsgalat esetében mondhato ki
egyértelmiien, hogy fiziologids koriilmények kozott vizsgaltdk az allatot, hiszen a
mikroinjekcid sordn a transzmitter koncentracidja és szovetbeli eloszlasa nagyban
eltérhet a természetes koriilmények kozt megfigyelhet6tdl, valamint a KO allatok

esetében is szdmos kompenzatdrikus mechanizmus moddosithatja a fenotipust.
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Kisérletiinkben az MCH-erg rendszer fizioldgids aktivitasat regisztraltuk, igy nem
zarhat6 ki, hogy azokban a vizsgalatokban, ahol az MCH ¢és a REM szakaszok éatlagos
hossza kozt taldltak kapcsolatot, ez valamilyen mesterséges tényezd, illetve
kompenzatorikus mechanizmus hatasat tiikrozi. A fentebb részletezett eredményeinket
feltehetéen nem befolyésolta a tapfelvétel, mert az allatok a teljes kisérlet folyaman
szabadon hozzaférhettek a taphoz, és a tapfelvételt nem befolyasolta a porond mérete
(nem publikalt adat).

Az MCH-val szemben az orexinerg aktivitas egyértelmiien a REM szakaszok
szamaval all osszefliggésben. Az orexin KO ¢és prepro-orexin-csendesitett allatok esetén
a REM szakaszok szama csokkent a vad tipusu allatokhoz képest (Chen és mtsai,
2006b; Hunsley és mtsai, 2006). Ezen kiviil macskak tegmentumaba injektalt orexin-A
csokkentette a REM epizodok és az SWS-REM atmenetek szamat (Moreno-Balandran
és mtsai, 2008; Xi és mtsai, 2001a). Eredményeink Osszhangban vannak ezekkel az
adatokkal: az orexin-IR sejtek aktivitasa (cFos immunoreaktivitas alapjan) negativ
korrelacidt mutatott a REM-ben toltott idovel és a REM szakaszok darabszamaval.

Az MCH- ¢és orexin-tartalmi neuronok kozti reciprok kapcsolat ismert az
irodalombdl (Gao, 2009; Guan ¢és mtsai, 2002; Rao és mtsai, 2008; van den Pol és
mtsai, 2004), és azt is leirtak, hogy e két sejtcsoport tiizelési mintdzatanak napi ciklusa
forditott aranyban all egymassal (Hassani és mtsai, 2009; Lee ¢és mitsai, 2005).
Eredményeink, miszerint az SPR csoportban e sejtcsoportok aktivitdsa egymadssal
negativ linearis Osszefliggésben 4ll, Gjabb bizonyitékot szolgaltatnak erre a kapcsolatra,
valamint felvetik annak lehetOségét is, hogy ez a kapcsolat szerepet jatszhat a hossza
REM megvonast kovetd rebound szabalyozasaban.

Osszefoglalva a REM-visszacsapas neurobioldgiai hatterét vizsgalo kisérlet
eredményeit, adataink aldtdmasztjdk az MCH- ¢és orexin-tartalmu sejtek kozti élettani
kapcsolat szerepét a REM megvonasat kovetd alvas-visszacsapasban. Ezen kiviil
valoszintlisithetjiik azt is, hogy ez a kapcsolat inkabb a REM szakaszok darabszamat, és
nem a REM szakaszok atlagos hosszat befolyasolhatja. Legfontosabb kovetkeztetésiink
szerint az MCH-tartalmt sejtek koziil alapvetéen a CART-IR alpopulacio tagjai
jatszhatnak szerepet a szelektivn. REM-megvonast kovetd6 REM-visszacsapas

szabalyozasaban.
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A kisérletek eredményeinek Osszevetésébdl kideriil, hogy bar a szelektiv REM-
megvonast kovetd alvas-visszacsapas sordn a REM szakaszok atlagos hossza és az
MCH-tartalmu idegsejtek aktivitasa is n0, a két jelenség feltehetéen nem all egymaéssal
Osszefiiggésben. Erre az eredményre tobb elképzelheté magyarazat is kinalkozik:

e [rodalmi adatok szerint a lateralis hypothalamus teriiletén a REM alvas alatt
tiizelési maximumukat eléré neuronok jelentds része nem tartalmaz MCH-t
(Hassani és mtsai, 2010). fgy a legkézenfekvébb magyarazatnak az
igérkezik, hogy bar az MCH-tartalmu sejtek tlizelési frekvenidja megnd
REM alvas alatt, és aktivitasuk a REM szakaszok darabszamaval korrelal
(ebben nem zarhat6 ki az MCH-erg LH-DPGi projekcio szerepe), de a
szelektiv REM-megvonas altal okozott novekedés a REM szakaszok atlagos
hosszaban egyéb sejtpopulaciok aktivitasanak eredménye.

e Az orexinerg neuronok aktivitdsa tobb moddszerrel bizonyitott mdédon a
REM-szakaszok darabszamanak csokkenésével is jar, és az MCH- és orexin-
tartalmi neuronok egymadssal anatomiailag és idegélettanilag is reciprok
kapcsolatban allnak. Ezeket az adatokat a mi kisérletiink is alatamasztja. Igy
elképzelhetd, hogy az MCH-tartalmi neuronok és a REM szakaszok
darabszama kozti Osszefliggés részben az orexin-tartalmu idegsejtek
aktivitdsara vezethetd vissza. E mellett a feltételezés mellett szo6l, hogy
REM-visszacsapas neurobiologiai hatterét vizsgalo kisérletben a kis és nagy
porondos csoportok orexinerg neuronjainak aktivitasa k6zott nem talaltunk
kiilonbséget sem kozvetleniil az alvas-megvonast, sem a visszaaalvast
kovetden. Ez hozzajarulhat ahhoz, hogy a REM szakaszok darabszdmat
tekintve nem kilonboztek a kis és nagy porondos alvas-visszacsapasos
csoportok.

e Az eldbbi két feltételezés nem zarja ki egymast. Amennyiben mindkét
magyarazat egyszerre lenne igaz, az azt jelentené, hogy a két alvas-
visszacsapasos csoport kozott, a REM szakaszok atlagos szédmaban
mutatkozé kiilonbség egyéb, MCH-t nem tartalmazo idegsejtek aktivitasara
vezethetd vissza. Az MCH-erg neuronok aktivitdsa bar ndveli a REM
szakaszok szédmat, de ahhoz, hogy a két csoport kozott szignifikans

kiilonbség mutatkozzon ezt a valtozét tekintve, az orexinerg neuronok
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aktivitdsa tekintetében is kiilonbségnek kellene lennie a két alvas-

visszacsapasos csoport kozott.

6.2 A Célkitiizések részben felvetett kérdések megvalaszolasa

A két kisérlet eredményei alapjan a dolgozat elején feltett kérdésekre a kovetkezd
valasz adodik:

1. A szelektiv. REM-megvonas kovetkeztében kialakuldo REM-visszacsapas
jellemzéje alapvetéen REM szakaszok atlagos hosszanak novekedése.
Hasonlo Osszefliggést a REM szakaszok szdmanak novekedésére
vonatkozoan az alkalmazott statisztikai modszerek nem igazoltak.

2. A REM alvasban toltott id6 szelektiv REM-megvonas miatti novekedése
leginkabb a megvonas utan rogton kovetkezd passziv fazisra jellemz6. Ezzel
szemben a felszines lassi hulldmu alvasban toltott id6 novekedése az ezt
kovet6 aktiv fazis alatt figyelheté meg, ahol az LPR (stressz-kontroll)
csoport esetében a lasst hullamu alvas felszinesedése is megjelenik.

3. Eredményeink szerint a kis- illetve nagy porondos alvasmegvonast kdvetd
visszacsapas hatasara a CART-ot nem tartalmazo6 alpopulacio statisztikailag
nem eltér6 mértékben aktivalodik. Ezzel szemben a CART-ot tartalmazo
alpopulacio aktivitasa a kis porondos alvdsmegvonds utani visszacsapas
hatdsdra nagyobb lesz, mint a nagy porond esetében, vagyis feltehetden
ennek a neuroncsoportnak az aktivitasa allhat kapcsolatban a szelektiv REM-
megvonas indukalta REM-visszacsapassal.

4. Annak ellenére, hogy eredményeink alapjan a szelektiv REM-megvonas
miatti visszacsapds sordn a REM-szakaszok atlagos hossza novekszik, €s
ugyanakkor az MCH-tartalmt idegsejtek aktivitisainak fokozodasa is
megallapithato, a két jelenség kozt nem taldltunk interindividudlis
korrelaciot. Ezzel szemben a REM-szakaszok darabszama és az MCH-,
illetve orexin-tartalmi neuronok aktivitasa kozott szignifikans korrelaciot
talaltunk, mely a REM-re vald ismert hatasukkal Osszhangban az MCH
esetén pozitiv, az orexin esetén negativ iranyu volt. Ezek az adatok nem
tamasztjak ald a vizsgalt neuronpopuléciok szerepét a REM-megvonast

kovetd REM-visszacsapas architektardjanak kialakitasaban.
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1 Kovetkeztetések

Bar mind a kis- mind a nagy- (stressz-kontroll-) porondon végzett alvasmegvonast
kovetd visszacsapas a REM szakaszok szamdnak novekedésével jart, a két alvas-
visszacsapasos csoport kozott ebben a tulajdonsagukban nem talaltunk szignifikdns
eltérést. Ezzel szemben a REM szakaszok atlagosan hosszabbak voltak a kis, mint a
nagy porondos alvasmegvonast kovetden. Ebbdl az a kovetkeztetés adodik, hogy a
REM szakaszok szaméanak ndvekedése a ,.flower pot” modszerbdl fakadd stressz (0j
kornyezet, nedvesség, immobilizacio, stb.), esetleg az daltaldnos alvashiany
kovetkezménye. A modszerrel inherens modon egylittjaro stressz ezen kiviil a felszines
lassa hullamt alvasban toltott id6t is noveli, és akar a lassa hullama alvas
felszinesedését is magaval hozhatja. Ezzel szemben a szelektivn REM-megvonas
kovetkeztében kialakulo6 REM-visszacsapds a REM szakaszok hosszabbodasat valtja ki,
a lassu hullamu alvasra pedig viszonylag csekély hatassal van.

Ezzel parhuzamosan a hypothalamicus MCH-erg neuronok aktivitasanak
fokozodasa is megfigyelhetd, de itt is kiillonbség mutatkozik az altalanos alvashidny és
stressz, valamint a specifikus REM-megvonas altal kivaltott hatasokban: az MCH-erg
neuronok neurokémiailag, fejléddéstanilag €s projekcios teriileteikben is eltérd két
alpopulacidja erre a két hatasra eltéréen reagal. A CART-ot tartalmaz6 alpopulécié a
szelektiv REM-megvonast kdvetd visszacsapas alatt magasabb aktivitdst mutat, mint a
CART-ot nem tartalmazé alpopulacio. Ennek a kiilonbségnek a pontosabb megértésé¢hez
tovabbi vizsgalatok lennének sziikségesek.

A stresszhatdsokat és a szelektiv. REM-megvonast kovetden megfigyelhetd
visszacsapas a lassu hullamt és REM alvésban jol lathat6 idébeli lefutast kovet: a REM
visszacsapas inkabb a megvonast kdvetd passziv, a lassu hullamua alvas visszacsapasa
pedig az ezutani aktiv fazisra tehetd. Ezek a kiilonbségek felhivjak a figyelmet arra,
hogy az alvasmegvonassal kivaltott alvas-visszacsapas tanulméanyozéasakor a felvétel
1ddzitése (vildgos vagy soOtét fazis) és hossza alapvetden befolyasolhatja a kapott
eredményeket.

Bar eredményeink alapjan a szelektiv REM-megvonas miatti visszacsapas soran a

REM-szakaszok atlagos hossza novekszik, és ugyanakkor az MCH-tartalmt idegsejtek
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aktivitasanak fokozodasa is megallapithatd, a két jelenség koézt nem taldltunk
interindividudlis korrelaciot. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy nem az MCH-erg
neuronok REM-visszacsapas alatti aktivacioja alakitja ki az erre az idészakra jellemz6
REM-mintazatot, vagyis a REM szakaszok atlagos hosszanak novekedését. Igy
megallapithatjuk, hogy ennek a jelenségnek a neurobioldgiai hattere tovabbra sem

ismert, igy ennek feltérképezése is tovabbi vizsgalatokat igényel.
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8 Osszefoglalo

A ,flower pot” igen elterjedt modszer a REM alvds megvonasara. Nem tisztazott
azonban, hogy az ezzel kivaltott alvas-hatasok a modszerrel egyiitt jaro stressz, vagy a
REM-megvonas kdvetkezményei, illetve hogy a REM-megvonast kdvetd visszacsapas a
REM alvas melyik paramérét befolyasolja. Ezen kiviil az MCH- és orexin-tartalmu
neuronok aktivacidjat is nyomon kovettilk az alvdsmegvonds és az ezt kovetd
visszacsapas utan. Kisérleteinkben stressz-kontrollként az alvasmegvonashoz hasznalt
kis porond mellett egy nagyobbat is hasznaltunk, amely az okozott stressz és a lassu
hullamu alvasban toltott id6 tekintetében is megegyezik a kisebbel, de kialakulhat rajta
REM alvas.

A REM-visszacsapas architektirdjat vizsgald kisérletiinkben a 72 6rds REM-
megvonast kovetdé 23 Oora alvas-architektirajat tanulményoztuk, mig a REM-
visszacsapas neurobioldgiai hatterét vizsgald kisérletiinkben 3 o6ras alvas-visszacsapast
alkalmaztunk. Ez utobbi vizsgalatban az MCH- és orexin-tartalmu neuronok aktivitasat
cFos-immunhisztokémidval vizsgaltuk, valamint az MCH-tartalmi neuronok CART-ot
tartalmazo6 €s nem tartalmazé alpopulécioit kiilon is vizsgaltuk.

A kisérletek eredményeibdl levonhat6 legfontosabb kovetkeztetések: (1) a szelektiv
REM-megvonas utani visszacsapds a REM szakaszok atlagos hosszanak novekedésével
jar, a REM szakaszok szdmdanak ndvekedése a modszerrel okozott stressz és egyéb
hatdsok kovetkezménye; (2) a REM-visszacsapas inkdbb az alvasmegvonast kovetd
passziv fazisra jellemzd, mig a lassu hullamu alvasban toltott id6 ezutdn, az aktiv
fazisban emelkedik meg; (3) a szelektiv REM-megvonast kovetd visszacsapas az MCH-
sejtek aktivitaisa a REM-szakaszok szamanak novekedését okozhatja, igy a REM
szakaszok visszacsapas alatt lathatd hosszabbodasa egyéb neuroncsoportok
aktivitasanak lehet a kovetkezménye.

Eredményeink a  szelektivn. REM-megvonast kovetd — alvas-visszacsapas
architektirdjardl és a REM szabdlyozasaban kulcsfontossagli szerepet jatsz6 MCH-,
valamint orexin-tartalmt neuronok fentiekben jatszott szerepérdél szolgaltatnak 1;j

adatokat.
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9 Summary

The ,,flower pot” or ,,platform on water” method is frequently used to deprive REM
sleep. However, it is still not clarified whether the sleep effects evoked by this
procedure are the consequences of the loss of REM sleep, or other stress effects. It is
also unknown that which parameter of REM sleep is affected by the REM rebound
following REM deprivation. Furthermore, we studied the activation of MCH- and
orexin-containing neurons after the sleep deprivation and rebound. Beyond the small
platform used for REM deprivation, we used a larger one as a stress-control in our
experiments. This platform is similar to the smaller one in terms of stress and slow wave
sleep deprivation, but the animal can reach REM sleep on it.

In our expreriments we studied the REM architecture during 23 hours following 72
hours of REM sleep deprivation as well as the neurophysiological effects of a 3-hour-
long sleep rebound. In this latter experiment we studied the activation of MCH- and
orexin-immunoreactive neurons using cFos immunohistochemistry. We also studied the
activation of CART-immunoreactive and non-CART immunoreactive MCH-ergic
neurons separately.

The most important conclusions of these experiments are: (1) the rebound following
selective REM deprivation increases the average length of REM episodes, while the
elevation of the number of REM episodes is a consequence of stress and other
nonspecific effects of this method; (2) the REM-rebound is characteristic for the passive
phase following REM-deprivation, while the increased time spent in slow wave sleep
can be basically detected during the subsequent acrive phase; (3) the rebound following
selective  REM deprivation selectively activates the CART-immunopositive
subpopulation of MCH-containing neurons; (4) the activation of the MCH-containing
neurons would cause the elevation of the number of REM episodes, thus the lengthening
of REM episodes during the rebound may be the consequence of the activation of other
neuronal elements.

Our results provide new data regarding the architecture of REM-rebound following
REM sleep deprivation, as well as regarding the role of MCH- and orexin-containing

neurons in this phenomenon.

95



DOI:10.14753/SE.2012.1763

10 Irodalomjegyzék

Able SL, Ivarsson M, Fish RL, Clarke TL, McCourt C, Duckworth JM, Napier C,
Katugampola SD. (2009) Localisation of melanin-concentrating hormone receptor 1 in
rat brain and evidence that sleep parameters are not altered despite high central receptor
occupancy. Eur J Pharmacol 616(1-3): 101-106.

Abrahamson EE, Moore RY. (2001) Suprachiasmatic nucleus in the mouse: retinal
innervation, intrinsic organization and efferent projections. Brain Res 916(1-2): 172-
191.

Adamantidis A, Salvert D, Goutagny R, Lakaye B, Gervasoni D, Grisar T, Luppi
PH, Fort P. (2008) Sleep architecture of the melanin-concentrating hormone receptor 1-
knockout mice. Eur J Neurosci 27(7): 1793-1800.

Adey WR, Bors E, Porter RW. (1968) EEG sleep patterns after high cervical lesions
in man. Arch Neurol 19(4): 377-383.

Aghajanian GK, Vandermaelen CP. (1982) Intracellular identification of central
noradrenergic and serotonergic neurons by a new double labeling procedure. J Neurosci
2(12): 1786-1792.

Ahnaou A, Drinkenburg WH, Bouwknecht JA, Alcazar J, Steckler T, Dautzenberg
FM. (2008) Blocking melanin-concentrating hormone MCH1 receptor affects rat sleep-
wake architecture. Eur J Pharmacol 579(1-3): 177-188.

Alberto CO, Hirasawa M. (2010) AMPA receptor-mediated miniature EPSCs have
heterogeneous time courses in orexin neurons. Biochem Biophys Res Commun 400(4):
707-712.

Alon T, Friedman JM. (2006) Late-onset leanness in mice with targeted ablation of

melanin concentrating hormone neurons. J Neurosci 26(2): 389-397.

96



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Aston-Jones G, Bloom FE. (1981) Activity of norepinephrine-containing locus
coeruleus neurons in behaving rats anticipates fluctuations in the sleep-waking cycle. J
Neurosci 1(8): 876-886.

Bachner D, Kreienkamp H, Weise C, Buck F, Richter D. (1999) Identification of
melanin concentrating hormone (MCH) as the natural ligand for the orphan
somatostatin-like receptor 1 (SLC-1). FEBS Lett 457(3): 522-524.

Backberg M, Hervieu G, Wilson S, Meister B. (2002) Orexin receptor-1 (OX-R1)
immunoreactivity in chemically identified neurons of the hypothalamus: focus on orexin

targets involved in control of food and water intake. Eur J Neurosci 15(2): 315-328.

Balogh B, Molnar E, Jakus R, Quate L, Olverman HJ, Kelly PA, Kantor S, Bagdy
G. (2004) Effects of a single dose of 3,4-methylenedioxymethamphetamine on circadian
patterns, motor activity and sleep in drug-naive rats and rats previously exposed to
MDMA. Psychopharmacology (Berl) 173(3-4): 296-3009.

Bard P, Macht MB. The Behaviour of Chronically Decerebrate Cats. In:
Wolstenholme, G. E. W and O'Connor, C. M. (szerk) Ciba Foundation Symposium -
Neurological Basis of Behaviour. John Wiley & Sons, Ltd., Chichester, UK 1958: 55-
75.

Baver SB, Pickard GE, Sollars PJ, Pickard GE. (2008) Two types of melanopsin
retinal ganglion cell differentially innervate the hypothalamic suprachiasmatic nucleus
and the olivary pretectal nucleus. Eur J Neurosci 27(7): 1763-1770.

Bertile F, Oudart H, Criscuolo F, Maho YL, Raclot T. (2003) Hypothalamic gene
expression in long-term fasted rats: relationship with body fat. Biochem Biophys Res
Commun 303(4): 1106-1113.

Bignotto M, de Andrade UJ, de Carvalho JG, Benedito MA. (2006) Rapid eye
movement sleep deprivation induces changes in the high-affinity binding of [3H]-

ouabain to the rat cortical membranes. Neurosci Lett 396(2): 143-147.

97



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Bitner RS, Nikkel AL. (2002) Alpha-7 nicotinic receptor expression by two distinct
cell types in the dorsal raphe nucleus and locus coeruleus of rat. Brain Res 938(1-2): 45-
54.

Bittencourt J, Celis ME. (2008) Anatomy, function and regulation of neuropeptide
EI (NEI). Peptides 29(8): 1441-1450.

Bittencourt JC, Presse F, Arias C, Peto C, Vaughan J, Nahon JL, Vale W,
Sawchenko PE. (1992) The melanin-concentrating hormone system of the rat brain: an
immuno- and hybridization histochemical characterization. J Comp Neurol 319(2): 218-
245.

Bddizs R. Alvas, dlom, bioritmusok. Medicina, Budapest 2000: 83-89.

Boissard R, Fort P, Gervasoni D, Barbagli B, Luppi PH. (2003) Localization of the
GABAergic and non-GABAergic neurons projecting to the sublaterodorsal nucleus and

potentially gating paradoxical sleep onset. Eur J Neurosci 18(6): 1627-1639.

Boissard R, Gervasoni D, Fort P, Henninot V, Barbagli B, Luppi PH. (2000)
Neuronal networks responsible for paradoxical sleep onset and maintenance in rats: a

new hypothesis. Sleep 23(Suppl.): 107-

Boissard R, Gervasoni D, Schmidt MH, Barbagli B, Fort P, Luppi PH. (2002) The
rat ponto-medullary network responsible for paradoxical sleep onset and maintenance: a
combined microinjection and functional neuroanatomical study. Eur J Neurosci 16(10):
1959-1973.

Brischoux F, Cvetkovic V, Griffond B, Fellmann D, Risold PY. (2002) Time of
genesis determines projection and neurokinin-3 expression patterns of diencephalic

neurons containing melanin-concentrating hormone. Eur J Neurosci 16(9): 1672-1680.

Brooks DC, Gershon MD. (1972) An analysis of the effect of reserpine upon ponto-

geniculo-ooccipital wave activity in the cat. Neuropharmacology 11(4): 499-510.

98



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Brooks DC, Gershon MD, Simon RP. (1972) Brain stem serotonin depletion and
ponto-geniculo-occipital wave activity in the cat treated with reserpine.
Neuropharmacology 11(4): 511-520.

Brown RE, Sergeeva OA, Eriksson KS, Haas HL. (2002) Convergent excitation of
dorsal raphe serotonin neurons by multiple arousal systems (orexin/hypocretin,
histamine and noradrenaline). J Neurosci 22(20): 8850-8859.

Burlet S, Tyler CJ, Leonard CS. (2002) Direct and indirect excitation of laterodorsal
tegmental neurons by Hypocretin/Orexin peptides: implications for wakefulness and
narcolepsy. J Neurosci 22(7): 2862-2872.

Cai XJ, Widdowson PS, Harrold J, Wilson S, Buckingham RE, Arch JR, Tadayyon
M, Clapham JC, Wilding J, Williams G. (1999) Hypothalamic orexin expression:
modulation by blood glucose and feeding. Diabetes 48(11): 2132-2137.

Carli G, Zanchetti A. (1965) A study of pontine lesions suppressing deep sleep in
the cat. Arch Ital Biol 103(4): 751-788.

Carter ME, Yizhar O, Chikahisa S, Nguyen H, Adamantidis A, Nishino S,
Deisseroth K, de Lecea L. (2010) Tuning arousal with optogenetic modulation of locus
coeruleus neurons. Nat Neurosci 13(12): 1526-1533.

Cespuglio R, Gomez ME, Faradji H, Jouvet M. (1982) Alterations in the sleep-
waking cycle induced by cooling of the locus coeruleus area. Electroencephalogr Clin
Neurophysiol 54(5): 570-578.

Chambers J, Ames RS, Bergsma D, Muir A, Fitzgerald LR, Hervieu G, Dytko GM,
Foley JJ, Martin J, Liu WS, Park J, Ellis C, Ganguly S, Konchar S, Cluderay J, Leslie
R, Wilson S, Sarau HM. (1999) Melanin-concentrating hormone is the cognate ligand
for the orphan G-protein-coupled receptor SLC-1. Nature 400(6741): 261-265.

Chase MH. (2008) Confirmation of the consensus that glycinergic postsynaptic
inhibition is responsible for the atonia of REM sleep. Sleep 31(11): 1487-1491.

99



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Chemelli RM, Willie JT, Sinton CM, EImquist JK, Scammell T, Lee C, Richardson
JA, Williams SC, Xiong Y, Kisanuki Y, Fitch TE, Nakazato M, Hammer RE, Saper CB,
Yanagisawa M. (1999) Narcolepsy in orexin knockout mice: molecular genetics of sleep
regulation. Cell 98(4): 437-451.

Chen L, Thakkar MM, Winston S, Bolortuya Y, Basheer R, McCarley RW. (2006a)
REM sleep changes in rats induced by siRNA-mediated orexin knockdown. Eur J
Neurosci 24(7): 2039-2048.

Chen L, Thakkar MM, Winston S, Bolortuya Y, Basheer R, McCarley RW. (2006b)
REM sleep changes in rats induced by siRNA-mediated orexin knockdown. Eur J
Neurosci 24(7): 2039-2048.

Chiesa JJ, Cambras T, Carpentieri AR, Diez-Noguera A. (2010) Arrhythmic rats
after SCN lesions and constant light differ in short time scale regulation of locomotor
activity. J Biol Rhythms 25(1): 37-46.

Clement O, Sapin E, Berod A, Fort P, Luppi PH. (2011) Evidence that neurons of
the sublaterodorsal tegmental nucleus triggering paradoxical (REM) sleep are
glutamatergic. Sleep 34(4): 419-423.

Coenen AM, van Luijtelaar EL. (1985) Stress induced by three procedures of
deprivation of paradoxical sleep. Physiol Behav 35(4): 501-504.

Cohen HB, Dement WC. (1965) Sleep: changes in threshold to electroconvulsive
shock in rats after deprivation of "paradoxical” phase. Science 150(701): 1318-1319.

Coll-Andreu M, Ayora-Mascarell L, Trullas-Oliva R, Morgado-Bernal 1. (1989)
Behavioral evaluation of the stress induced by the platform method for short-term
paradoxical sleep deprivation in rats. Brain Res Bull 22(5): 825-828.

Crochet S, Onoe H, Sakai K. (2006) A potent non-monoaminergic paradoxical sleep
inhibitory system: a reverse microdialysis and single-unit recording study. Eur J
Neurosci 24(5): 1404-1412.

100



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Crochet S, Sakai K. (1999a) Alpha-2 adrenoceptor mediated paradoxical (REM)
sleep inhibition in the cat. Neuroreport 10(10): 2199-2204.

Crochet S, Sakai K. (1999b) Effects of microdialysis application of monoamines on
the EEG and behavioural states in the cat mesopontine tegmentum. Eur J Neurosci
11(10): 3738-3752.

Cvetkovic V, Brischoux F, Jacquemard C, Fellmann D, Griffond B, Risold PY.
(2004) Characterization of subpopulations of neurons producing melanin-concentrating

hormone in the rat ventral diencephalon. J Neurochem 91(4): 911-9109.

D'Almeida V, Hipolide DC, Azzalis LA, Lobo LL, Junqueira VB, Tufik S. (1997)
Absence of oxidative stress following paradoxical sleep deprivation in rats. Neurosci
Lett 235(1-2): 25-28.

Darracq L, Gervasoni D, Souliere F, Lin JS, Fort P, Chouvet G, Luppi PH. (1996)
Effect of strychnine on rat locus coeruleus neurones during sleep and wakefulness.
Neuroreport 8(1): 351-355.

Date Y, Ueta Y, Yamashita H, Yamaguchi H, Matsukura S, Kangawa K, Sakurai T,
Yanagisawa M, Nakazato M. (1999) Orexins, orexigenic hypothalamic peptides,
interact with autonomic, neuroendocrine and neuroregulatory systems. Proc Natl Acad
Sci U S A 96(2): 748-753.

Datta S. (1997) Cellular basis of pontine ponto-geniculo-occipital wave generation
and modulation. Cell Mol Neurobiol 17(3): 341-365.

Datta S, Siwek DF. (2002) Single cell activity patterns of pedunculopontine
tegmentum neurons across the sleep-wake cycle in the freely moving rats. J Neurosci
Res 70(4): 611-621.

de Lecea L, Kilduff TS, Peyron C, Gao X, Foye PE, Danielson PE, Fukuhara C,
Battenberg EL, Gautvik VT, Bartlett FS, Frankel WN, van den Pol AN, Bloom FE,
Gautvik KM, Sutcliffe JG. (1998) The hypocretins: hypothalamus-specific peptides
with neuroexcitatory activity. Proc Natl Acad Sci U S A 95(1): 322-327.

101



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Della-Zuana O, Presse F, Ortola C, Duhault J, Nahon JL, Levens N. (2002) Acute
and chronic administration of melanin-concentrating hormone enhances food intake and
body weight in Wistar and Sprague-Dawley rats. Int J Obes Relat Metab Disord 26(10):
1289-1295.

Dement W. (1958) The occurrence of low voltage, fast, electroencephalogram
patterns during behavioral sleep in the cat. Electroencephalogr Clin Neurophysiol 10(2):
291-296.

Deurveilher S, Hars B, Hennevin E. (1997) Pontine microinjection of carbachol

does not reliably enhance paradoxical sleep in rats. Sleep 20(8): 593-607.

Dresler M, Koch SP, Wehrle R, Spoormaker VI, Holshboer F, Steiger A, Samann PG,
Obrig H, Czisch M. (2011) Dreamed Movement Elicits Activation in the Sensorimotor

Cortex. Curr Biol

Elias CF, Sita LV, Zambon BK, Oliveira ER, Vasconcelos LA, Bittencourt JC.
(2008) Melanin-concentrating hormone projections to areas involved in somatomotor
responses. J Chem Neuroanat 35(2): 188-201.

Ennis M, Aston-Jones G. (1989) GABA-mediated inhibition of locus coeruleus from
the dorsomedial rostral medulla. J Neurosci 9(8): 2973-2981.

Feinberg I, Campbell 1G. (1993) Total sleep deprivation in the rat transiently
abolishes the delta amplitude response to darkness: implications for the mechanism of
the "negative delta rebound". J Neurophysiol 70(6): 2695-2699.

Fenik V, Marchenko V, Janssen P, Davies RO, Kubin L. (2002) A5 cells are
silenced when REM sleep-like signs are elicited by pontine carbachol. J Appl Physiol
93(4): 1448-1456.

Fort P, Salvert D, Hanriot L, Jego S, Shimizu H, Hashimoto K, Mori M, Luppi PH.
(2008) The satiety molecule nesfatin-1 is co-expressed with melanin concentrating

hormone in tuberal hypothalamic neurons of the rat. Neuroscience 155(1): 174-181.

102



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Franken P, Dijk DJ, Tobler I, Borbely AA. (1991) Sleep deprivation in rats: effects
on EEG power spectra, vigilance states, and cortical temperature. Am J Physiol 261(1 Pt
2): R198-R208.

Gallopin T, Fort P, Eggermann E, Cauli B, Luppi PH, Rossier J, Audinat E,
Muhlethaler M, Serafin M. (2000) Identification of sleep-promoting neurons in vitro.
Nature 404(6781): 992-995.

Gandolfo G, Gauthier P, Arnaud C, Gottesmann C. (1996) Influence of paradoxical
sleep deprivation on the intermediate stage of sleep in the rat. Neurosci Res 25(2): 123-
127.

Gao XB. (2009) Electrophysiological effects of MCH on neurons in the
hypothalamus. Peptides 30(11): 2025-2030.

George R, Haslett WL, Jenden DJ. (1964) A cholinergic mechanism in the
brainstem reticular formation: induction of paradoxical sleep. Int J Neuropharmacol 3:
541-552.

Gervasoni D, Darracq L, Fort P, Souliere F, Chouvet G, Luppi PH. (1998)
Electrophysiological evidence that noradrenergic neurons of the rat locus coeruleus are
tonically inhibited by GABA during sleep. Eur J Neurosci 10(3): 964-970.

Gervasoni D, Panconi E, Henninot V, Boissard R, Barbagli B, Fort P, Luppi PH.
(2002) Effect of chronic treatment with milnacipran on sleep architecture in rats

compared with paroxetine and imipramine. Pharmacol Biochem Behav 73(3): 557-563.

Gervasoni D, Peyron C, Rampon C, Barbagli B, Chouvet G, Urbain N, Fort P,
Luppi PH. (2000) Role and origin of the GABAergic innervation of dorsal raphe
serotonergic neurons. J Neurosci 20(11): 4217-4225.

Gnadt JW, Pegram GV. (1986) Cholinergic brainstem mechanisms of REM sleep in
the rat. Brain Res 384(1): 29-41.

Gottesmann C. (1992) Detection of seven sleep-waking stages in the rat. Neurosci
Biobehav Rev 16(1): 31-38.

103



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Goutagny R, Luppi PH, Salvert D, Lapray D, Gervasoni D, Fort P. (2008) Role of
the dorsal paragigantocellular reticular nucleus in paradoxical (rapid eye movement)
sleep generation: a combined electrophysiological and anatomical study in the rat.
Neuroscience 152(3): 849-857.

Grahnstedt S, Ursin R. (1985) Platform sleep deprivation affects deep slow wave
sleep in addition to REM sleep. Behav Brain Res 18(3): 233-239.

Greene RW, Gerber U, McCarley RW. (1989) Cholinergic activation of medial

pontine reticular formation neurons in vitro. Brain Res 476(1): 154-159.

Griffond B, Risold PY. (2009) MCH and feeding behavior-interaction with peptidic
network. Peptides 30(11): 2045-2051.

Gronli J, Murison R, Bjorvatn B, Sorensen E, Portas CM, Ursin R. (2004) Chronic

mild stress affects sucrose intake and sleep in rats. Behav Brain Res 150(1-2): 139-147.

Guan JL, Uehara K, Lu S, Wang QP, Funahashi H, Sakurai T, Yanagizawa M,
Shioda S. (2002) Reciprocal synaptic relationships between orexin- and melanin-
concentrating hormone-containing neurons in the rat lateral hypothalamus: a novel
circuit implicated in feeding regulation. Int J Obes Relat Metab Disord 26(12): 1523-
1532.

Guyenet PG, Aghajanian GK. (1979) ACh, substance P and met-enkephalin in the
locus coeruleus: pharmacological evidence for independent sites of action. Eur J
Pharmacol 53(4): 319-328.

Hagan JJ, Leslie RA, Patel S, Evans ML, Wattam TA, Holmes S, Benham CD,
Taylor SG, Routledge C, Hemmati P, Munton RP, Ashmeade TE, Shah AS, Hatcher JP,
Hatcher PD, Jones DN, Smith MI, Piper DC, Hunter AJ, Porter RA, Upton N. (1999)
Orexin A activates locus coeruleus cell firing and increases arousal in the rat. Proc Natl
Acad Sci U S A 96(19): 10911-10916.

Hanriot L, Camargo N, Courau AC, Leger L, Luppi PH, Peyron C. (2007)
Characterization of the melanin-concentrating hormone neurons activated during

paradoxical sleep hypersomnia in rats. J Comp Neurol 505(2): 147-157.

104



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Hassani OK, Henny P, Lee MG, Jones BE. (2010) GABAergic neurons
intermingled with orexin and MCH neurons in the lateral hypothalamus discharge

maximally during sleep. Eur J Neurosci 32(3): 448-457.

Hassani OK, Lee MG, Jones BE. (2009) Melanin-concentrating hormone neurons
discharge in a reciprocal manner to orexin neurons across the sleep-wake cycle. Proc
Natl Acad Sci U S A 106(7): 2418-2422.

Hawes BE, Kil E, Green B, O'Neill K, Fried S, Graziano MP. (2000) The melanin-
concentrating hormone receptor couples to multiple G proteins to activate diverse

intracellular signaling pathways. Endocrinology 141(12): 4524-4532.

Henny P, Brischoux F, Mainville L, Stron T, Jones BE. (2010)
Immunohistochemical evidence for synaptic release of glutamate from orexin terminals

in the locus coeruleus. Neuroscience 169(3): 1150-1157.

Hicks RA, Okuda A, Thomsen D. (1977) Depriving rats of REM sleep: the
identification of a methodological problem. Am J Psychol 90(1): 95-102.

Hill J, Duckworth M, Murdock P, Rennie G, Sabido-David C, Ames RS, Szekeres
P, Wilson S, Bergsma DJ, Gloger IS, Levy DS, Chambers JK, Muir Al. (2001)
Molecular cloning and functional characterization of MCH2, a novel human MCH
receptor. J Biol Chem 276(23): 20125-20129.

Hobson JA, McCarley RW, Wyzinski PW. (1975) Sleep cycle oscillation: reciprocal
discharge by two brainstem neuronal groups. Science 189(4196): 55-58.

Holmes CJ, Jones BE. (1994) Importance of cholinergic, GABAergic, serotonergic
and other neurons in the medial medullary reticular formation for sleep-wake states
studied by cytotoxic lesions in the cat. Neuroscience 62(4): 1179-1200.

Holmes CJ, Mainville LS, Jones BE. (1994) Distribution of cholinergic, GABAergic
and serotonergic neurons in the medial medullary reticular formation and their

projections studied by cytotoxic lesions in the cat. Neuroscience 62(4): 1155-1178.

105



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Horner RL, Kubin L. (1999) Pontine carbachol elicits multiple rapid eye movement
sleep-like neural events in urethane-anaesthetized rats. Neuroscience 93(1): 215-226.

Horvath TL, Peyron C, Diano S, Ivanov A, Aston-Jones G, Kilduff TS, van den Pol
AN. (1999) Hypocretin (orexin) activation and synaptic innervation of the locus

coeruleus noradrenergic system. J Comp Neurol 415(2): 145-159.

Hunsley MS, Curtis WR, Palmiter RD. (2006) Behavioral and sleep/wake
characteristics of mice lacking norepinephrine and hypocretin. Genes Brain Behav 5(6):
451-457.

Jacobs BL, Henriksen SJ, Dement WC. (1972) Neurochemical bases of the PGO
wave. Brain Res 48: 406-411.

Jones BE. (1991) Paradoxical sleep and its chemical/structural substrates in the
brain. Neuroscience 40(3): 637-656.

Jouvet D, Vimont P, Delorme F, Jouvet M. (1964) [Study of selective deprivation of
the paradoxical sleep phase in the cat]. C R Seances Soc Biol Fil 158: 756-759.

Jouvet M. (1962) [Research on the neural structures and responsible mechanisms in
different phases of physiological sleep]. Arch Ital Biol 100: 125-206.

Jouvet M. (1969) Biogenic amines and the states of sleep. Science 163(862): 32-41.

Jouvet M, Michel F. (1959) [Electromyographic correlations of sleep in the chronic
decorticate & mesencephalic cat]. C R Seances Soc Biol Fil 153(3): 422-425.

Kantor S, Jakus R, Balogh B, Benko A, Bagdy G. (2004) Increased wakefulness,
motor activity and decreased theta activity after blockade of the 5-HT2B receptor by the
subtype-selective antagonist SB-215505. Br J Pharmacol 142(8): 1332-1342.

Kantor S, Jakus R, Bodizs R, Halasz P, Bagdy G. (2002) Acute and long-term
effects of the 5-HT2 receptor antagonist ritanserin on EEG power spectra, motor
activity, and sleep: changes at the light-dark phase shift. Brain Res 943(1): 105-111.

106



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Kantor S, Jakus R, Molnar E, Gyongyosi N, Toth A, Detari L, Bagdy G. (2005)
Despite similar anxiolytic potential, the 5-hydroxytryptamine 2C receptor antagonist
SB-242084 [6-chloro-5-methyl-1-[2-(2-methylpyrid-3-yloxy)-pyrid-5-yl  carbamoyl]
indoline] and chlordiazepoxide produced differential effects on electroencephalogram
power spectra. J Pharmacol Exp Ther 315(2): 921-930.

Katayama Y, DeWitt DS, Becker DP, Hayes RL. (1984) Behavioral evidence for a
cholinoceptive pontine inhibitory area: descending control of spinal motor output and
sensory input. Brain Res 296(2): 241-262.

Kaur S, Saxena RN, Mallick BN. (2001) GABAergic neurons in prepositus
hypoglossi regulate REM sleep by its action on locus coeruleus in freely moving rats.
Synapse 42(3): 141-150.

Kawauchi H, Kawazoe |, Tsubokawa M, Kishida M, Baker BIl. (1983)
Characterization of melanin-concentrating hormone in chum salmon pituitaries. Nature
305(5932): 321-323.

Kitka T, Adori C, Katai Z, Vas S, Molnar E, Papp RS, Toth ZE, Bagdy G. (2011)
Association between the activation of MCH and orexin immunorective neurons and
REM sleep architecture during REM rebound after a three day long REM deprivation.
Neurochem Int 59(5): 686-694.

Kitka T, Katai Z, Pap D, Molnar E, Adori C, Bagdy G. (2009) Small platform sleep
deprivation selectively increases the average duration of rapid eye movement sleep
episodes during sleep rebound. Behav Brain Res 205(2): 482-487.

Kodama T, Honda Y. (1996) Acetylcholine releases of mesopontine PGO-on cells
in the lateral geniculate nucleus in sleep-waking cycle and serotonergic regulation. Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 20(7): 1213-1227.

Kodama T, Lai YY, Siegel JM. (1998) Enhanced glutamate release during REM
sleep in the rostromedial medulla as measured by in vivo microdialysis. Brain Res
780(1): 176-179.

107



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Kodama T, Takahashi Y, Honda Y. (1990) Enhancement of acetylcholine release
during paradoxical sleep in the dorsal tegmental field of the cat brain stem. Neurosci
Lett 114(3): 277-282.

Kovacs KJ. (2008) Measurement of immediate-early gene activation- c-fos and
beyond. J Neuroendocrinol 20(6): 665-672.

Kovalzon VM, Tsibulsky VL. (1984) REM-sleep deprivation, stress and emotional
behavior in rats. Behav Brain Res 14(3): 235-245.

Koyama Y, Kayama Y. (1993) Mutual interactions among cholinergic,
noradrenergic and serotonergic neurons studied by ionophoresis of these transmitters in
rat brainstem nuclei. Neuroscience 55(4): 1117-1126.

Lagos P, Torterolo P, Jantos H, Chase MH, Monti JM. (2009) Effects on sleep of
melanin-concentrating hormone (MCH) microinjections into the dorsal raphe nucleus.
Brain Res 1265: 103-110.

Lagos P, Torterolo P, Jantos H, Monti JM. (2011) Immunoneutralization of
melanin-concentrating hormone (MCH) in the dorsal raphe nucleus: effects on sleep and
wakefulness. Brain Res 1369: 112-118.

Lai YY, Hsieh KC, Nguyen D, Peever J, Siegel JM. (2008) Neurotoxic lesions at the
ventral mesopontine junction change sleep time and muscle activity during sleep: an

animal model of motor disorders in sleep. Neuroscience 154(2): 431-443.

Lai YY, Kodama T, Schenkel E, Siegel JM. (2010) Behavioral response and
transmitter release during atonia elicited by medial medullary stimulation. J
Neurophysiol 104(4): 2024-2033.

Lai YY, Shalita T, Hajnik T, Wu JP, Kuo JS, Chia LG, Siegel JM. (1999)
Neurotoxic N-methyl-D-aspartate lesion of the ventral midbrain and mesopontine

junction alters sleep-wake organization. Neuroscience 90(2): 469-483.

Lai YY, Siegel JM. (1988) Medullary regions mediating atonia. J Neurosci 8(12):
4790-4796.

108



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Lai YY, Siegel JM. (1991) Pontomedullary glutamate receptors mediating
locomotion and muscle tone suppression. J Neurosci 11(9): 2931-2937.

Lavy S, Herishanu Y. (1972) The effect of thoracic spinal cord transection on
alertness in cats. Epilepsia 13(2): 287-293.

Lee MG, Hassani OK, Jones BE. (2005) Discharge of identified orexin/hypocretin
neurons across the sleep-waking cycle. J Neurosci 25(28): 6716-6720.

Leger L, Goutagny R, Sapin E, Salvert D, Fort P, Luppi PH. (2009) Noradrenergic
neurons expressing Fos during waking and paradoxical sleep deprivation in the rat. J
Chem Neuroanat 37(3): 149-157.

Lembo PM, Grazzini E, Cao J, Hubatsch DA, Pelletier M, Hoffert C, St Onge S,
Pou C, Labrecque J, Groblewski T, O'Donnell D, Payza K, Ahmad S, Walker P. (1999)
The receptor for the orexigenic peptide melanin-concentrating hormone is a G-protein-
coupled receptor. Nat Cell Biol 1(5): 267-271.

Leonard CS, Llinas R. (1994) Serotonergic and cholinergic inhibition of
mesopontine  cholinergic  neurons controlling REM sleep: an in vitro

electrophysiological study. Neuroscience 59(2): 309-330.

Lerma J, Garcia-Austt E. (1985) Hippocampal theta rhythm during paradoxical
sleep. Effects of afferent stimuli and phase relationships with phasic events.
Electroencephalogr Clin Neurophysiol 60(1): 46-54.

Li FW, Deurveilher S, Semba K. (2011) Behavioural and neuronal activation after
microinjections of AMPA and NMDA into the perifornical lateral hypothalamus in rats.
Behav Brain Res 224(2): 376-386.

Li Y, Gao XB, Sakurai T, van den Pol AN. (2002) Hypocretin/Orexin excites
hypocretin neurons via a local glutamate neuron-A potential mechanism for

orchestrating the hypothalamic arousal system. Neuron 36(6): 1169-1181.

109



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Lin L, Faraco J, Li R, Kadotani H, Rogers W, Lin X, Qiu X, de Jong PJ, Nishino S,
Mignot E. (1999) The sleep disorder canine narcolepsy is caused by a mutation in the

hypocretin (orexin) receptor 2 gene. Cell 98(3): 365-376.

Lindsley DB, Bowden JW, Magoun HW. (1949) Effect upon the EEG of acute
injury to the brain stem activating system. Electroencephalogr Clin Neurophysiol 1(4):
475-486.

Liu R, Jolas T, Aghajanian G. (2000) Serotonin 5-HT(2) receptors activate local
GABA inhibitory inputs to serotonergic neurons of the dorsal raphe nucleus. Brain Res
873(1): 34-45.

Liu RJ, van den Pol AN, Aghajanian GK. (2002) Hypocretins (orexins) regulate
serotonin neurons in the dorsal raphe nucleus by excitatory direct and inhibitory indirect
actions. J Neurosci 22(21): 9453-9464.

Lu J, Sherman D, Devor M, Saper CB. (2006) A putative flip-flop switch for control
of REM sleep. Nature 441(7093): 589-594.

Ludwig DS, Tritos NA, Mastaitis JW, Kulkarni R, Kokkotou E, EImquist J, Lowell
B, Flier JS, Maratos-Flier E. (2001) Melanin-concentrating hormone overexpression in

transgenic mice leads to obesity and insulin resistance. J Clin Invest 107(3): 379-386.

Luebke JI, Greene RW, Semba K, Kamondi A, McCarley RW, Reiner PB. (1992)
Serotonin hyperpolarizes cholinergic low-threshold burst neurons in the rat laterodorsal
tegmental nucleus in vitro. Proc Natl Acad Sci U S A 89(2): 743-747.

Luppi PH, Clement O, Sapin E, Peyron C, Gervasoni D, Leger L, Fort P. (2011)

Brainstem mechanisms of paradoxical (REM) sleep generation. Pflugers Arch

Luppi PH, Gervasoni D, Verret L, Goutagny R, Peyron C, Salvert D, Leger L, Fort
P. (2006) Paradoxical (REM) sleep genesis: the switch from an aminergic-cholinergic to
a GABAergic-glutamatergic hypothesis. J Physiol Paris 100(5-6): 271-283.

Luppi PH, Peyron C, Rampon C, Gervasoni D, Barbagli B, Boissard R, Fort P.

Inhibitory Mechanisms in the Dorsal Raphe Nucleus and Locus Coeruleus During

110



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Sleep. In: Lydic, R. and Baghdoyan, H. A. (szerk) Handbook of Behavioral State
Control. CRC Press, Boca Raton 1999: 195-211.

Luppi PH, Sakai K, Fort P, Salvert D, Jouvet M. (1988) The nuclei of origin of
monoaminergic, peptidergic, and cholinergic afferents to the cat nucleus reticularis
magnocellularis: a double-labeling study with cholera toxin as a retrograde tracer. J
Comp Neurol 277(1): 1-20.

Luthin DR. (2007) Anti-obesity effects of small molecule melanin-concentrating
hormone receptor 1 (MCHR1) antagonists. Life Sci 81(6): 423-440.

Machado RB, Hipolide DC, Benedito-Silva AA, Tufik S. (2004) Sleep deprivation
induced by the modified multiple platform technique: quantification of sleep loss and
recovery. Brain Res 1004(1-2): 45-51.

Machado RB, Suchecki D, Tufik S. (2005) Sleep homeostasis in rats assessed by a
long-term intermittent paradoxical sleep deprivation protocol. Behav Brain Res 160(2):
356-364.

Machado RB, Suchecki D, Tufik S. (2006) Comparison of the sleep pattern
throughout a protocol of chronic sleep restriction induced by two methods of

paradoxical sleep deprivation. Brain Res Bull 70(3): 213-220.

Maloney KJ, Mainville L, Jones BE. (1999) Differential c-Fos expression in
cholinergic, monoaminergic, and GABAergic cell groups of the pontomesencephalic
tegmentum after paradoxical sleep deprivation and recovery. J Neurosci 19(8): 3057-
3072.

Marsh DJ, Weingarth DT, Novi DE, Chen HY, Trumbauer ME, Chen AS, Guan
XM, Jiang MM, Feng Y, Camacho RE, Shen Z, Frazier EG, Yu H, Metzger JM, Kuca
SJ, Shearman LP, Gopal-Truter S, MacNeil DJ, Strack AM, Macintyre DE, Van der
Ploeg LH, Qian S. (2002) Melanin-concentrating hormone 1 receptor-deficient mice are
lean, hyperactive, and hyperphagic and have altered metabolism. Proc Natl Acad Sci U
S A 99(5): 3240-3245.

111



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Matsuzaki M. (1969) Differential effects of sodium butyrate and physostigmine
upon the activities of para-sleep in acute brain stem preparations. Brain Res 13(2): 247-
265.

McCarley RW. (2007) Neurobiology of REM and NREM sleep. Sleep Med 8(4):
302-330.

McGinty DJ, Harper RM. (1976) Dorsal raphe neurons: depression of firing during
sleep in cats. Brain Res 101(3): 569-575.

McGregor R, Damian A, Fabbiani G, Torterolo P, Pose I, Chase M, Morales FR.
(2005) Direct hypothalamic innervation of the trigeminal motor nucleus: a retrograde
tracer study. Neuroscience 136(4): 1073-1081.

Mendez-Andino JL, Wos JA. (2007) MCH-R1 antagonists: what is keeping most
research programs away from the clinic? Drug discovery today 12(21-22): 972-979.

Mieda M, Hasegawa E, Kisanuki YY, Sinton CM, Yanagisawa M, Sakurai T.
(2011) Differential roles of orexin receptor-1 and -2 in the regulation of non-REM and
REM sleep. J Neurosci 31(17): 6518-6526.

Mileykovskiy BY, Kiyashchenko LI, Siegel JM. (2005) Behavioral correlates of
activity in identified hypocretin/orexin neurons. Neuron 46(5): 787-798.

Mitler MM, Dement WC. (1974) Cataplectic-like behavior in cats after micro-
injections of carbachol in pontine reticular formation. Brain Res 68(2): 335-343.

Monti JM, Jantos H. (2005) A study of the brain structures involved in the acute
effects of fluoxetine on REM sleep in the rat. Int J Neuropsychopharmacol 8(1): 75-86.

Moreno-Balandran E, Garzon M, Bodalo C, Reinoso-Suarez F, de Andres I. (2008)
Sleep-wakefulness effects after microinjections of hypocretin 1 (orexin A) in

cholinoceptive areas of the cat oral pontine tegmentum. Eur J Neurosci 28(2): 331-341.

Mori M, Harada M, Terao Y, Sugo T, Watanabe T, Shimomura Y, Abe M, Shintani
Y, Onda H, Nishimura O, Fujino M. (2001) Cloning of a novel G protein-coupled

112



DOI:10.14753/SE.2012.1763

receptor, SLT, a subtype of the melanin-concentrating hormone receptor. Biochem
Biophys Res Commun 283(5): 1013-1018.

Nambu T, Sakurai T, Mizukami K, Hosoya Y, Yanagisawa M, Goto K. (1999)
Distribution of orexin neurons in the adult rat brain. Brain Res 827(1-2): 243-260.

Nauta WJ. (1946) Hypothalamic regulation of sleep in rats; an experimental study. J
Neurophysiol 9: 285-316.

Nelson W, Tong YL, Lee JK, Halberg F. (1979) Methods for cosinor-rhythmometry.
Chronobiologia 6(4): 305-323.

Neurogen. (2008) NGD-4715 Phase | press release. http://www reuters
com/article/2008/01/08/idUS17992+08-Jan-2008+BW20080108

Nitz D, Siegel J. (1997a) GABA release in the dorsal raphe nucleus: role in the
control of REM sleep. Am J Physiol 273(1 Pt 2): R451-R455.

Nitz D, Siegel JM. (1996) GABA release in posterior hypothalamus across sleep-
wake cycle. Am J Physiol 271(6 Pt 2): R1707-R1712.

Nitz D, Siegel JM. (1997b) GABA release in the locus coeruleus as a function of
sleep/wake state. Neuroscience 78(3): 795-801.

Nunez A, Buno W, Reinoso-Suarez F. (1998) Neurotransmitter actions on oral
pontine tegmental neurons of the rat: an in vitro study. Brain Res 804(1): 144-148.

Onoe H, Sakai K. (1995) Kainate receptors: a novel mechanism in paradoxical
(REM) sleep generation. Neuroreport 6(2): 353-356.

Pal D, Mallick BN. (2007) Neural mechanism of rapid eye movement sleep
generation with reference to REM-OFF neurons in locus coeruleus. Indian J Med Res
125(6): 721-739.

Paxinos G., Watson C. The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates. Academic Press,
San Diego 2007

113



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Peyron C, Faraco J, Rogers W, Ripley B, Overeem S, Charnay Y, Nevsimalova S,
Aldrich M, Reynolds D, Albin R, Li R, Hungs M, Pedrazzoli M, Padigaru M,
Kucherlapati M, Fan J, Maki R, Lammers GJ, Bouras C, Kucherlapati R, Nishino S,
Mignot E. (2000) A mutation in a case of early onset narcolepsy and a generalized

absence of hypocretin peptides in human narcoleptic brains. Nat Med 6(9): 991-997.

Peyron C, Sapin E, Leger L, Luppi PH, Fort P. (2009) Role of the melanin-
concentrating hormone neuropeptide in sleep regulation. Peptides 30(11): 2052-2059.

Peyron C, Tighe DK, van den Pol AN, de Lecea L, Heller HC, Sutcliffe JG, Kilduff
TS. (1998) Neurons containing hypocretin (orexin) project to multiple neuronal
systems. J Neurosci 18(23): 9996-10015.

Piéron H. Le Probleme Physiologique du Sommeil. Masson, Paris 1917

Pissios P, Trombly DJ, Tzameli I, Maratos-Flier E. (2003) Melanin-concentrating
hormone receptor 1 activates extracellular signal-regulated kinase and synergizes with
G(s)-coupled pathways. Endocrinology 144(8): 3514-3523.

Pollock MS, Mistlberger RE. (2003) Rapid eye movement sleep induction by
microinjection of the GABA-A antagonist bicuculline into the dorsal subcoeruleus area
of the rat. Brain Res 962(1-2): 68-77.

Qu D, Ludwig DS, Gammeltoft S, Piper M, Pelleymounter MA, Cullen MJ, Mathes
WEF, Przypek R, Kanarek R, Maratos-Flier E. (1996) A role for melanin-concentrating
hormone in the central regulation of feeding behaviour. Nature 380(6571): 243-247.

Rampin C, Cespuglio R, Chastrette N, Jouvet M. (1991) Immobilisation stress

induces a paradoxical sleep rebound in rat. Neurosci Lett 126(2): 113-118.

Rao Y, Lu M, Ge F, Marsh DJ, Qian S, Wang AH, Picciotto MR, Gao XB. (2008)
Regulation of synaptic efficacy in hypocretin/orexin-containing neurons by melanin

concentrating hormone in the lateral hypothalamus. J Neurosci 28(37): 9101-9110.

114



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Rogge G, Jones D, Hubert GW, Lin Y, Kuhar MJ. (2008) CART peptides:
regulators of body weight, reward and other functions. Nat Rev Neurosci 9(10): 747-
758.

Rosin DL, Weston MC, Sevigny CP, Stornetta RL, Guyenet PG. (2003)
Hypothalamic orexin (hypocretin) neurons express vesicular glutamate transporters
VGLUT1 or VGLUT2. J Comp Neurol 465(4): 593-603.

Sailer AW, Sano H, Zeng Z, McDonald TP, Pan J, Pong SS, Feighner SD, Tan CP,
Fukami T, Iwaasa H, Hreniuk DL, Morin NR, Sadowski SJ, Ito M, Ito M, Bansal A, Ky
B, Figueroa DJ, Jiang Q, Austin CP, MacNeil DJ, Ishihara A, Ihara M, Kanatani A, Van
der Ploeg LH, Howard AD, Liu Q. (2001) Identification and characterization of a
second melanin-concentrating hormone receptor, MCH-2R. Proc Natl Acad Sci U S A
98(13): 7564-7569.

Saito Y, Nothacker HP, Wang Z, Lin SH, Leslie F, Civelli O. (1999) Molecular
characterization of the melanin-concentrating-hormone receptor. Nature 400(6741):
265-269.

Saito Y, Wang Z, Hagino-Yamagishi K, Civelli O, Kawashima S, Maruyama K.
(2001) Endogenous melanin-concentrating hormone receptor SLC-1 in human
melanoma SK-MEL-37 cells. Biochem Biophys Res Commun 289(1): 44-50.

Sakai K. (2011) Sleep-waking discharge profiles of dorsal raphe nucleus neurons in
mice. Neuroscience 197: 200-224.

Sakai K, Crochet S, Onoe H. (2001) Pontine structures and mechanisms involved in
the generation of paradoxical (REM) sleep. Arch Ital Biol 139(1-2): 93-107.

Sakai K, Kanamori N, Jouvet M. (1979) [Neuronal activity specific to paradoxical
sleep in the bulbar reticular formation in the unrestrained cat]. C R Seances Acad Sci D
289(6): 557-561.

Sakai K, Koyama Y. (1996) Are there cholinergic and non-cholinergic paradoxical

sleep-on neurones in the pons? Neuroreport 7(15-17): 2449-2453.

115



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Sakai K, Sastre JP, Kanamori N, Jouvet M. State-specific neurones in the ponto-
medullary reticular formation with special reference to the postural atonia during
paradoxical sleep in the cat. In: Pompeiano, O. and Marsan, C. A. (szerk) Brain
Mechanisms of Perceptual Awareness and Purposeful Behavior. Raven Press, New
York 1981: 405-429.

Sakurai T, Amemiya A, Ishii M, Matsuzaki I, Chemelli RM, Tanaka H, Williams
SC, Richardson JA, Kozlowski GP, Wilson S, Arch JR, Buckingham RE, Haynes AC,
Carr SA, Annan RS, McNulty DE, Liu WS, Terrett JA, Elshourbagy NA, Bergsma DJ,
Yanagisawa M. (1998) Orexins and orexin receptors: a family of hypothalamic
neuropeptides and G protein-coupled receptors that regulate feeding behavior. Cell
92(4): 573-585.

Sakurai T, Mieda M. (2011) Connectomics of orexin-producing neurons: interface

of systems of emotion, energy homeostasis and arousal. Trends Pharmacol Sci

Sakurai T, Nagata R, Yamanaka A, Kawamura H, Tsujino N, Muraki Y, Kageyama
H, Kunita S, Takahashi S, Goto K, Koyama Y, Shioda S, Yanagisawa M. (2005) Input
of orexin/hypocretin neurons revealed by a genetically encoded tracer in mice. Neuron
46(2): 297-308.

Sanford LD, Tang X, Xiao J, Ross RJ, Morrison AR. (2003) GABAergic regulation
of REM sleep in reticularis pontis oralis and caudalis in rats. J Neurophysiol 90(2): 938-
945.

Sanford LD, Tejani-Butt SM, Ross RJ, Morrison AR. (1996) Elicited PGO waves in
rats: lack of 5-HT1A inhibition in putative pontine generator region. Pharmacol
Biochem Behav 53(2): 323-327.

Saper CB, Scammell TE, Lu J. (2005) Hypothalamic regulation of sleep and
circadian rhythms. Nature 437(7063): 1257-1263.

Sapin E, Berod A, Leger L, Herman PA, Luppi PH, Peyron C. (2010) A very large
number of GABAergic neurons are activated in the tuberal hypothalamus during
paradoxical (REM) sleep hypersomnia. PLoS One 5(7): e11766-

116



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Sapin E, Lapray D, Berod A, Goutagny R, Leger L, Ravassard P, Clement O,
Hanriot L, Fort P, Luppi PH. (2009) Localization of the brainstem GABAergic neurons
controlling paradoxical (REM) sleep. PL0S One 4(1): e4272-

Sastre JP, Buda C, Kitahama K, Jouvet M. (1996) Importance of the ventrolateral
region of the periaqueductal gray and adjacent tegmentum in the control of paradoxical
sleep as studied by muscimol microinjections in the cat. Neuroscience 74(2): 415-426.

Sastre JP, Buda C, Lin JS, Jouvet M. (2000) Differential c-fos expression in the
rhinencephalon and striatum after enhanced sleep-wake states in the cat. Eur J Neurosci
12(4): 1397-1410.

Schenkel E, Siegel JM. (1989) REM sleep without atonia after lesions of the medial
medulla. Neurosci Lett 98(2): 159-165.

Sherin JE, Shiromani PJ, McCarley RW, Saper CB. (1996) Activation of
ventrolateral preoptic neurons during sleep. Science 271(5246): 216-2109.

Shibasaki H. (2008) Human brain mapping: hemodynamic response and
electrophysiology. Clin Neurophysiol 119(4): 731-743.

Shimada M, Tritos NA, Lowell BB, Flier JS, Maratos-Flier E. (1998) Mice lacking
melanin-concentrating hormone are hypophagic and lean. Nature 396(6712): 670-674.

Shimomura Y, Mori M, Sugo T, Ishibashi Y, Abe M, Kurokawa T, Onda H,
Nishimura O, Sumino Y, Fujino M. (1999) Isolation and identification of melanin-
concentrating hormone as the endogenous ligand of the SLC-1 receptor. Biochem
Biophys Res Commun 261(3): 622-626.

Shiromani PJ, Fishbein W. (1986) Continuous pontine cholinergic microinfusion via
mini-pump induces sustained alterations in rapid eye movement (REM) sleep.
Pharmacol Biochem Behav 25(6): 1253-1261.

Shouse MN, Siegel JM. (1992) Pontine regulation of REM sleep components in
cats: integrity of the pedunculopontine tegmentum (PPT) is important for phasic events

but unnecessary for atonia during REM sleep. Brain Res 571(1): 50-63.

117



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Siegel JM. (1995) Phylogeny and the function of REM sleep. Behav Brain Res
69(1-2): 29-34.

Siegel JM. (2005) Clues to the functions of mammalian sleep. Nature 437(7063):
1264-1271.

Siegel JM. (2008) Do all animals sleep? Trends Neurosci 31(4): 208-213.
Siegel JM. (2009) The neurobiology of sleep. Semin Neurol 29(4): 277-296.

Siegel JM, Nienhuis R, Tomaszewski KS. (1984) REM sleep signs rostral to chronic
transections at the pontomedullary junction. Neurosci Lett 45(3): 241-246.

Siegel JM, Tomaszewski KS, Nienhuis R. (1986) Behavioral states in the chronic
medullary and midpontine cat. Electroencephalogr Clin Neurophysiol 63(3): 274-288.

Simon RP, Gershon MD, Brooks DC. (1973) The role of the raphe nuclei in the

regulation of ponto-geniculo-occipital wave activity. Brain Res 58(2): 313-330.

Skofitsch G, Jacobowitz DM, Zamir N. (1985) Immunohistochemical localization of
a melanin concentrating hormone-like peptide in the rat brain. Brain Res Bull 15(6):
635-649.

Smith DG, Davis RJ, Rorick-Kehn L, Morin M, Witkin JM, McKinzie DL,
Nomikos GG, Gehlert DR. (2006) Melanin-concentrating hormone-1 receptor
modulates neuroendocrine, behavioral, and corticolimbic neurochemical stress

responses in mice. Neuropsychopharmacology 31(6): 1135-1145.

Smith DG, Hegde LG, Wolinsky TD, Miller S, Papp M, Ping X, Edwards T, Gerald
CP, Craig DA. (2009) The effects of stressful stimuli and hypothalamic-pituitary-
adrenal axis activation are reversed by the melanin-concentrating hormone 1 receptor
antagonist SNAP 94847 in rodents. Behav Brain Res 197(2): 284-291.

Smith MI, Piper DC, Duxon MS, Upton N. (2003) Evidence implicating a role for
orexin-1 receptor modulation of paradoxical sleep in the rat. Neurosci Lett 341(3): 256-
258.

118



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Steininger TL, Gong H, McGinty D, Szymusiak R. (2001) Subregional organization
of preoptic area/anterior hypothalamic projections to arousal-related monoaminergic
cell groups. J Comp Neurol 429(4): 638-653.

Steriade M. (2006) Grouping of brain rhythms in corticothalamic systems.
Neuroscience 137(4): 1087-1106.

Steriade M, Datta S, Pare D, Oakson G, Curro Dossi RC. (1990a) Neuronal
activities in brain-stem cholinergic nuclei related to tonic activation processes in
thalamocortical systems. J Neurosci 10(8): 2541-2559.

Steriade M, Pare D, Datta S, Oakson G, Curro DR. (1990b) Different cellular types
in mesopontine cholinergic nuclei related to ponto-geniculo-occipital waves. J Neurosci
10(8): 2560-2579.

Strecker RE, Thakkar MM, Porkka-Heiskanen T, Dauphin LJ, Bjorkum AA,
McCarley RW. (1999) Behavioral state-related changes of extracellular serotonin
concentration in the pedunculopontine tegmental nucleus: a microdialysis study in

freely moving animals. Sleep Res Online 2(2): 21-27.

Suchecki D, Duarte PB, Tufik S. (2000) Sleep rebound in animals deprived of
paradoxical sleep by the modified multiple platform method. Brain Res 875(1-2): 14-22.

Suchecki D, Lobo LL, Hipolide DC, Tufik S. (1998) Increased ACTH and
corticosterone secretion induced by different methods of paradoxical sleep deprivation.
J Sleep Res 7(4): 276-281.

Suchecki D, Tufik S. (2000) Social stability attenuates the stress in the modified
multiple platform method for paradoxical sleep deprivation in the rat. Physiol Behav
68(3): 309-316.

Szymusiak R, Alam N, Steininger TL, McGinty D. (1998) Sleep-waking discharge
patterns of ventrolateral preoptic/anterior hypothalamic neurons in rats. Brain Res
803(1-2): 178-188.

119



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Takahashi K, Koyama Y, Kayama Y, Yamamoto M. (2002) Effects of orexin on the
laterodorsal tegmental neurones. Psychiatry Clin Neurosci 56(3): 335-336.

Takahashi K, Lin JS, Sakai K. (2006) Neuronal activity of histaminergic
tuberomammillary neurons during wake-sleep states in the mouse. J Neurosci 26(40):
10292-10298.

Takakusaki K, Takahashi K, Saitoh K, Harada H, Okumura T, Kayama Y, Koyama
Y. (2005) Orexinergic projections to the cat midbrain mediate alternation of emotional

behavioural states from locomotion to cataplexy. J Physiol 568(Pt 3): 1003-1020.

Tan CP, Sano H, Iwaasa H, Pan J, Sailer AW, Hreniuk DL, Feighner SD, Palyha
OC, Pong SS, Figueroa DJ, Austin CP, Jiang MM, Yu H, Ito J, Ito M, 1to M, Guan XM,
MacNeil DJ, Kanatani A, Van der Ploeg LH, Howard AD. (2002) Melanin-
concentrating hormone receptor subtypes 1 and 2: species-specific gene expression.
Genomics 79(6): 785-792.

Thakkar MM. (2011) Histamine in the regulation of wakefulness. Sleep Med Rev
15(1): 65-74.

Thannickal TC, Moore RY, Nienhuis R, Ramanathan L, Gulyani S, Aldrich M,
Cornford M, Siegel JM. (2000) Reduced number of hypocretin neurons in human
narcolepsy. Neuron 27(3): 469-474.

Tononi G, Pompeiano M, Cirelli C. (1991) Suppression of desynchronized sleep
through microinjection of the alpha 2-adrenergic agonist clonidine in the dorsal pontine
tegmentum of the cat. Pflugers Arch 418(5): 512-518.

Torrealba F, Yanagisawa M, Saper CB. (2003) Colocalization of orexin a and
glutamate immunoreactivity in axon terminals in the tuberomammillary nucleus in rats.
Neuroscience 119(4): 1033-1044.

Torterolo P, Sampogna S, Chase MH. (2009) MCHergic projections to the nucleus
pontis oralis participate in the control of active (REM) sleep. Brain Res 1268: 76-87.

120



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Torterolo P, Sampogna S, Morales FR, Chase MH. (2006) MCH-containing neurons
in the hypothalamus of the cat: searching for a role in the control of sleep and
wakefulness. Brain Res 1119(1): 101-114.

Torterolo P, Yamuy J, Sampogna S, Morales FR, Chase MH. (2000) GABAergic
neurons of the cat dorsal raphe nucleus express c-fos during carbachol-induced active
sleep. Brain Res 884(1--2): 68-76.

Toth ZE, Zelena D, Mergl Z, Kirilly E, Varnai P, Mezey E, Makara GB, Palkovits
M. (2008) Chronic repeated restraint stress increases prolactin-releasing
peptide/tyrosine-hydroxylase ratio with gender-related differences in the rat brain. J
Neurochem 104(3): 653-666.

Tufik S, Lindsey CJ, Carlini EA. (1978) Does REM sleep deprivation induce a
supersensitivity of dopaminergic receptors in the rat brain? Pharmacology 16(2): 98-
105.

van den Pol AN, Acuna-Goycolea C, Clark KR, Ghosh PK. (2004) Physiological
properties of hypothalamic MCH neurons identified with selective expression of

reporter gene after recombinant virus infection. Neuron 42(4): 635-652.

van Hulzen ZJ, Coenen AM. (1981) Paradoxical sleep deprivation and locomotor
activity in rats. Physiol Behav 27(4): 741-744.

van Luijtelaar EL, Coenen AM. (1986) Electrophysiological evaluation of three
paradoxical sleep deprivation techniques in rats. Physiol Behav 36(4): 603-609.

Vanini G, Torterolo P, McGregor R, Chase MH, Morales FR. (2007) GABAergic
processes in the mesencephalic tegmentum modulate the occurrence of active (rapid eye
movement) sleep in guinea pigs. Neuroscience 145(3): 1157-1167.

Vanni-Mercier G, Sakai K, Jouvet M. (1984) [Specific neurons for wakefulness in
the posterior hypothalamus in the cat]. C R Acad Sci 111 298(7): 195-200.

121



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Vanni-Mercier G, Sakai K, Lin JS, Jouvet M. (1989) Mapping of cholinoceptive
brainstem structures responsible for the generation of paradoxical sleep in the cat. Arch
Ital Biol 127(3): 133-164.

Velazquez-Moctezuma J, Gillin JC, Shiromani PJ. (1989) Effect of specific M1, M2
muscarinic receptor agonists on REM sleep generation. Brain Res 503(1): 128-131.

Verret L, Fort P, Gervasoni D, Leger L, Luppi PH. (2006) Localization of the
neurons active during paradoxical (REM) sleep and projecting to the locus coeruleus

noradrenergic neurons in the rat. J Comp Neurol 495(5): 573-586.

Verret L, Goutagny R, Fort P, Cagnon L, Salvert D, Leger L, Boissard R, Salin P,
Peyron C, Luppi PH. (2003) A role of melanin-concentrating hormone producing

neurons in the central regulation of paradoxical sleep. BMC Neurosci 4: 19-

Verret L, Leger L, Fort P, Luppi PH. (2005) Cholinergic and noncholinergic
brainstem neurons expressing Fos after paradoxical (REM) sleep deprivation and
recovery. Eur J Neurosci 21(9): 2488-2504.

Villablanca J, Riobo F. (1970) Electroencephalographic and behavioral effects of
harmaline in intact cats and in cats with chronic mesencephalic transection.
Psychopharmacologia 17(4): 302-313.

Vyazovskiy VV, Achermann P, Tobler I. (2007) Sleep homeostasis in the rat in the
light and dark period. Brain Res Bull 74(1-3): 37-44.

Webster HH, Jones BE. (1988) Neurotoxic lesions of the dorsolateral
pontomesencephalic tegmentum-cholinergic cell area in the cat. Il. Effects upon sleep-
waking states. Brain Res 458(2): 285-302.

Willie JT, Sinton CM, Maratos-Flier E, Yanagisawa M. (2008) Abnormal response
of melanin-concentrating hormone deficient mice to fasting: hyperactivity and rapid eye

movement sleep suppression. Neuroscience 156(4): 819-829.

Wu MF, Siegel JM. (1990) Facilitation of the acoustic startle reflex by ponto-
geniculo-occipital waves: effects of PCPA. Brain Res 532(1-2): 237-241.

122



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Xi MC, Morales FR, Chase MH. (1999) Evidence that wakefulness and REM sleep
are controlled by a GABAergic pontine mechanism. J Neurophysiol 82(4): 2015-2019.

Xi MC, Morales FR, Chase MH. (2001a) Effects on sleep and wakefulness of the
injection of hypocretin-1 (orexin-A) into the laterodorsal tegmental nucleus of the cat.
Brain Res 901(1-2): 259-264.

Xi MC, Morales FR, Chase MH. (2001b) The motor inhibitory system operating
during active sleep is tonically suppressed by GABAergic mechanisms during other
states. J Neurophysiol 86(4): 1908-1915.

Xi MC, Morales FR, Chase MH. (2004) Interactions between GABAergic and
cholinergic processes in the nucleus pontis oralis: neuronal mechanisms controlling

active (rapid eye movement) sleep and wakefulness. J Neurosci 24(47): 10670-10678.

Xie X, Crowder TL, Yamanaka A, Morairty SR, Lewinter RD, Sakurai T, Kilduff
TS. (2006) GABA(B) receptor-mediated modulation of hypocretin/orexin neurones in
mouse hypothalamus. J Physiol 574(Pt 2): 399-414.

Yamanaka A, Beuckmann CT, Willie JT, Hara J, Tsujino N, Mieda M, Tominaga
M, Yagami K, Sugiyama F, Goto K, Yanagisawa M, Sakurai T. (2003a) Hypothalamic
orexin neurons regulate arousal according to energy balance in mice. Neuron 38(5):
701-713.

Yamanaka A, Muraki Y, Ichiki K, Tsujino N, Kilduff TS, Goto K, Sakurai T. (2006)
Orexin neurons are directly and indirectly regulated by catecholamines in a complex
manner. J Neurophysiol 96(1): 284-298.

Yamanaka A, Muraki Y, Tsujino N, Goto K, Sakurai T. (2003b) Regulation of
orexin neurons by the monoaminergic and cholinergic systems. Biochem Biophys Res
Commun 303(1): 120-129.

Yamanaka A, Sakurai T, Katsumoto T, Yanagisawa M, Goto K. (1999) Chronic
intracerebroventricular administration of orexin-A to rats increases food intake in
daytime, but has no effect on body weight. Brain Res 849(1-2): 248-252.

123



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Yamanaka A, Tabuchi S, Tsunematsu T, Fukazawa Y, Tominaga M. (2010) Orexin
directly excites orexin neurons through orexin 2 receptor. J Neurosci 30(38): 12642-
12652.

Yamanaka A, Tsujino N, Funahashi H, Honda K, Guan JL, Wang QP, Tominaga M,
Goto K, Shioda S, Sakurai T. (2002) Orexins activate histaminergic neurons via the
orexin 2 receptor. Biochem Biophys Res Commun 290(4): 1237-1245,

Yoshida K, McCormack S, Espana RA, Crocker A, Scammell TE. (2006) Afferents
to the orexin neurons of the rat brain. J Comp Neurol 494(5): 845-861.

Zhu Y, Miwa Y, Yamanaka A, Yada T, Shibahara M, Abe Y, Sakurai T, Goto K.
(2003) Orexin receptor type-1 couples exclusively to pertussis toxin-insensitive G-
proteins, while orexin receptor type-2 couples to both pertussis toxin-sensitive and -

insensitive G-proteins. Journal of pharmacological sciences 92(3): 259-266.

124



DOI:10.14753/SE.2012.1763

11 Sajat publikaciok jegyzéke
11.1 Ertekezéshez kapcsolodo publikaciok

Kitka T, Adori C, Katai Z, Vas S, Molnar E, Papp RS, Toth ZE, Bagdy G. (2011)
Association between the activation of MCH and orexin immunorective neurons and
REM sleep architecture during REM rebound after a three day long REM deprivation.
Neurochem Int 59(5): 686-694.

Kitka T, Katai Z, Pap D, Molnar E, Adori C, Bagdy G. (2009) Small platform sleep
deprivation selectively increases the average duration of rapid eye movement sleep
episodes during sleep rebound. Behav Brain Res 205(2): 482-487.

11.2 Ertekezéshez nem kapcsolodé publikaciok

Bagdy G, Filakovszky J, Kantor S, Juhasz G, Graf M, Jakus R, Gonda X, Zsombok
T, Adori Cs, Balogh B, Kirilly E, Andé RD, Lazary J, Gyongyosi N, Benké A, Molnar
E, Kitka T (2009). A szerotonin a kozponti idegrendszerben: kirdndulds a
neurobiologiatol, genetikatol a farmakoldgia, pszichiatria és neurologia felé.

Orvosképzés S2 (53-132): 73-92

Balint E, Kitka E, Zachar G, Adam, A, Hemmings Jr HC, Csillag A (2004).
Abundance and location of DARPP-32 in striato-tegmental circuits of domestic chicks.
J Chem Neuroanat 28: 27-36

Balogh B, Kitka T, Kirilly E, Renoir T, Lanfumey L, Hamon M, Kantor S, Bagdy G
(2008): Sleep effects of citalopram in control and MDMA-pretreated rats. Fundam Clin
Pharmacol 22 (suppl 2): 122-122

Gyongyosi N, Balogh B, Kirilly E, Kitka T, Kantor S, Bagdy G (2008). MDMA
treatment 6 months earlier attenuates the effects of CP-94,253, a 5-HT1B receptor
agonist, on motor control but not sleep inhibition. Brain Res 22 (1231):34-46

125



DOI:10.14753/SE.2012.1763

Katai Z, Kitka T, Garay T, Molnar E, Bagdy G (2009). Peak in the theta power
spectrum of EEG shows strong association withvoluntary movements in rats. Eur
Neuropsychopharm 19 (Suppl. 3):5292-S293

Kitka T, Bagdy G (2008). Effect of 5-HT2A/2B/2C receptor agonists and
antagonists on sleep and waking in laboratory animals and humans. In: Serotonin and
Sleep: Molecular, Functional and Clinical Aspects. Monti JM, Pandi-Perumal SR,
Jacobs BL, Nutt, DJ (szerk.) Birkhauser Verlag, Switzerland, 2008: 387-415.

126



DOI:10.14753/SE.2012.1763

12 Koszonetnyilvanitas

Eztton szeretnék koszonetet nyilvanitani témavezetdmnek, Dr. Bagdy Gydrgynek,
szerzétarsaimnak, Dr. Adori Csabanak, Katai Zitanak, Molnar Eszternek, Pap
Dorottyanak, Papp Rege Sugarkdnak, Dr. Toth Zsuzsannanak és Vas Szilvianak a

munkdmhoz nyujtott segitségért, valamint csaladdomnak.

127



