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Bevezetés

A novekedési hormon (GH) szekréciéjat a hypothalamus két neurohormonja szabédlyozza: a
GHRH (GH-releasing hormone), amely serkenti a GH-t, és a szomatosztatin, amely gatolja
mind a GH, mind a GHRH elvélasztisat. Emberben — €s tobb emlds fajban — réviddel az
elalvés utan, a mély NREM-alvds alatt nagy mennyiségii GH szabadul fel. Ezt a jelenséget a
GHRH-nak tulajdonitjdk, mely egyidejiileg serkenti a GH-elvalasztast és a NREM-alvést. A
GHRH hatdséra jelentkez0 NREM-alvas-fokozodast minden vizsgdlt fajban leirtdk. Az
endogén GHRH akut gétlasat alvascsokkenés koveti; kronikusan GHRH-hidnyos mutans és
transzgenikus éllatok tartdsan kevesebbet alszanak. A hypothalamus GHRH-mRNS-tartalma
pedig alvasfiiggden valtozik. A nucleus paraventricularis (PVN) és a nucleus arcuatus (ARC)
GHRH-tartalmd neuronjai az anterior hypothalamikus—medidlis preoptikus régidba
(AH/MPO) projicidlnak, ahol GABA-erg idegsejteket serkentenek — ez utébbiak kozvetithetik

az alvasi hatasokat.

Minthogy a szomatosztatin gitolja a GHRH-erg neuronokat, varhatéan az alvast is csokkenti.
Korabbi, patkdnyokon végzett kisérleteink szerint a szomatosztatin-analég octreotid (OCT)
valéban azonnali hatdssal gatolta az alvast és a GH-elvalasztast. A GH-szint az injekcié
beaddsa utdn 1-2 draval allt helyre, €s ezt a NREM-alvds intenzitdsanak fokozddasa kisérte.
Ezenkiviil az OCT ivast valtott ki, amit mosakodds, vakar6zds és evés kovetett, mely
viselkedések ©Onmagukban is az alvds ellen hatnak. Kordbbi megfigyeléseink alapjin
feltételeztiik, hogy a magatartasi véalaszokat angiotenzin medidlhatja, mivel ezeket gitolta az
angiotenzin-konvertdz enzimet gatlé captopril. Ugyanakkor a captopril nem befolydsolta az

OCT okozta alvascsokkenést.

A dolgozatban foglalt kisérleteink célja az volt, hogy tanulmanyozzuk az OCT kivéltotta

alvasi €s ivasi valaszok mechanizmusat.

Hipotézis

Feltételeztiik, hogy az OCT kivaltotta ivds egy harmas valasz része (ivds — vazopresszin-

szekrécid — vérnyomads-emelkedés), ami az intracerebralis angiotenzin €s acetil-kolin hatdsara

jellemzd. Emellett az OCT alvésgatlast is okoz a GHRH-erg neuronok gatlasa révén.



Célkitiizések

1. Dozis-hatds 0sszefiiggés kimutatdsa az OCT kivéltotta vizfogyasztadsban patkanyokban.

2. Az angiotenzin és az acetil-kolin szerepének tisztizdsa az OCT kivaltotta ivasban
patkanyokban.

3. Intracerebroventrikularis (icv.) OCT-kezelés utdn a vérplazma vazopresszin-koncent-
racigjanak mérése patkdnyokban.

4. Icv. OCT utani vérnyomasmérés patkdnyokban.

5. MT-rGH transzgenikus egerek alvdsanak vizsgdlata: spontdn alvds és alvdsmegvondsra
adott vélasz. (Az MT-rGH egerek transzgenikus dallatok, melyek nagy mennyiségli
patkany-GH-t termelnek, és GHRH-szintjiik alacsonyabb a normdl egerekénél).

6. OCT uténi alvési véalasz csokkent GHRH-termelés esetén — intraperitonedlis (ip.) OCT
hatdsénak vizsgalata MT-rGH egerekben.

7. Az OCT hatésara ivast és alvast kivalto agyi strukturdk lokalizdldsa intracerebrélis (ic.)

OCT-mikroinjekcidk segitségével patkanyokban.

Moédszerek

Allatok:

Him Sprague-Dawley patkdnyokat, valamint him MT-rGH egereket, ill. kontrollként azonos
alombdl valé normél egereket hasznaltunk. Az MT-rGH egerek nagy mennyiségli patkany-
GH-t (rGH) termeld transzgenikus dallatok, emiatt 6rids novésiiek. A transzgén az egér
metallotionein (MT) gén promoter régidjanak és az rGH-gén kddold régidjanak fuzids génje.
A magas keringd rGH-szint — negativ visszacsatolds utjdn — gatolja a GHRH, é&s serkenti a
szomatosztatin elvalasztisat.

Az éllatokat 12-12 6rds fény-sotét ciklushoz adaptaltuk, dllandé homérsékleten; a kisérletek

alatt egyedi, zajszigetelt plexiiiveg ketrecekben voltak.



Miitétek:

Az alvas regisztrdldsdhoz a patkanyok, ill. az egerek koponydjaba EEG-elektrodédkat
helyeztiink; ezenkiviil patkdnyok esetén egy termisztort, mely az agykéreg homérsékletének
mérésére szolgélt. Az egerekbe EMG-elektroddkat {iltettiink (a patkdnyok motoros aktivitasat
a regisztral6 kabel mozgasanak detektalasaval figyeltiik).

Icv. injekcidkndl a kaniiloket a bal oldalkamraba helyeztiik; helyzetiiket a kisérletek végén a
kaniilbe adott tripdnkék festékkel ellendriztiik. Ic. kezelések esetén szovettani metszeteken,
peroxidaz-H,0, reakcidval tettiik 1athatéva a mikroinjekciok helyét.

A vérnyomadst beiiltetett aortakatéter segitségével mértiik szabadon mozg6 patkdnyokban.

Alvds regisztrdldsa

Az alvas-ébrenléti aktivitast 12 vagy 24 6ran at regisztraltuk standard koriilmények kozott
(12-12 oras fény-sotét ciklus, dllandé homérséklet). Az elektromos jeleket elvezetd kabelek
szabad mozgast biztositottak az allatoknak. Az adatokat (EEG, EMG vagy motoros aktivitds,
agyhomérséklet) szamitogép gylijtdtte. A vigilanciadllapotokat (ébrenlét, NREM, REM) 8
vagy 10 mésodperces intervallumokban hatdroztuk meg. Az alvés intenzitasit az EEG delta

savjanak (0,25 és 4 Hz kozott) teljesitménystirtiségével jellemeztiik.

Vazopresszinszint mérése
A vérplazma hormonszintjét dr. Gardi Janos mérte egyetemiink endokrin osztidlydn radio-

immuno-assay médszerével.

Vizfelvétel mérése
Injekcidk beaddsa eldtt €s 10 perccel azok utdin megmértiik az itatdiivegek tomegét; a

kiilonbség adta az elfogyasztott viz mennyiségét.

Statisztika
Tobbnyire ANOV A-t haszndltunk, post hoc analizisként pedig t-prébat és Student—Newman—

Keuls-tesztet.



Eredmények

1. OCT hatdsa a vizfelvételre patkdanyban
Az icv. OCT doézisfiiggben ivast valtott ki az injekcidt kovetd 1-2 percen belill. Meg-
szakitdsokkal az ivas kb. 10 percig tartott; ezalatt az allatok napi vizsziikségletiik negyedét-

otodét ittak meg.

2. Az OCT kivdiltotta ivds farmakolégiai vizsgdlata patkdnyban

A kovetkezd anyagokkal végzett icv. el0kezelések kivédték az OCT ivast serkentd hatdsat: az
angiotenzin-konvertazt gatlo captopril, az angiotenzin-receptorokat bénitd saralasin és
losartan, és a muszkarinerg antagonista atropin. Az opidtblokkolé naloxon nem befolyasolta

az ivasi valaszt.

3. OCT hatdsa a vazopresszinre patkdnyban
Az icv. OCT novelte a vérplazma vazopresszinszintjét. Captopril- €és atropin-elokezelések

ezen hatast kivédték.

4. OCT hatdsa a vérnyomdsra patkdnyban

Az icv. OCT vérnyomds-emelkedést okozott; captopril és atropin e hatast kivédte.

5. Az MT-rGH egerek alvdsa
A transzgenikus egerek csaknem kétszer annyi idot toltottek REM-alvasban a vilagos
(nyugalmi) peridédusban, mint a kontrollallatok. A NREM-alvas iddtartama csak enyhén

emelkedett. Az MT-rGH egerek 12 6ras alvismegvondsra normalisan reagéltak.

6. OCT hatdsa MT-rGH egerek alvdsdra

Korédbbi kisérleteink szerint patkdnyokban a nyugalmi periddus kezdetekor adott szisztémds
vagy icv. OCT az els6 ordaban gatolta az alvdst, amit a NREM-alvds intenzitdsdnak
novekedése kovetett. A transzgenikus egerekben ip. OCT utdn mind a két valasz szignifikan-

san gyengébb volt.



7. Az OCT kivdltotta alvasgatlasért €s ivasért felelds agyi struktirak lokalizaldsa patkanyban
Az alvasgatlast vagy ivast kivalto ic. mikroinjekcids pontok csoportokat alkottak, amelyek
megfeleltethetdek voltak egyes agyi struktirdknak. Ivast a subfornicalis szervbe (SFO) és a
PVN-be adott OCT valtott ki; alvasvaltozast ez esetekben nem é€szleltiink. Ellenben az
AH/MPO-ba vagy az ARC-ba adott OCT alvéasgatlast, majd azt kovetd alvésintenzitds-
fokozodast okozott (mint ahogy icv. OCT-ndl lattuk). A hypothalamus és a preoptikus régi6
laterélisabb pontjaiba adott OCT az els6 6rdban fokozta a NREM-alvist.

Megbeszélés

Eredményeink 6sszhangban éllnak azon feltételezésiinkkel, hogy az OCT alvdsra €s ivdsra
gyakorolt hatdsat kiilonb6z0 agyi struktirak eltéré mechanizmusai okozzdk. Ismervén az OCT
receptorkotddési jellemzdit, valamint a szomatosztatin-receptorok agyi eloszlésat, allithato,

hogy az OCT ismertetett hatdsai az sst2 tipusu szomatosztatin-receptorokhoz flizdhetnek.

Az OCT indukalta ivas létrejottében angiotenzinerg €s kolinerg mechanizmusok 1is
kozremiikodnek. Az ivasi reakci6 — a vazopresszin-szekrécidval és a vérnyomas-novekedéssel
egyiitt — egy olyan harmas vélasz része, amely az angiotenzinre és az acetil-kolinra egyarant
jellemzd. Lokalizaciés kisérleteink szerint az ivds az angiotenzinerg dipszogén kor struk-
tirdihoz kothetd. A vizhdztartds kozponti szabdlyozdsiban parhuzamosan milkddnek
angiotenzinerg és kolinerg mechanizmusok. Feltételezhetd, hogy ezen mechanizmusok
szimultdn GABA-erg gatlds alatt dllnak, és a szomatosztatin ill. az OCT e gétlds eltavolitasa

révén engedi érvényesiilni az angiotenzin €s az acetil-kolin hatdsat.

Az MT-rGH egerekben végzett kisérleteink azt tanusitjdk, hogy az OCT alvésgétld hatdsa
nagymértékben gyengiil alacsony GHRH-szint mellett. (KésObbi vizsgalataink ezt alditdmasz-
tottdk miikodésképtelen GHRH-receptorokkal rendelkezd allatokon is, valamint igazoltuk,

hogy az OCT gétolja az intrahypothalamikus GHRH-felszabadulast.)



Az OCT alvascsokkenést okozott a GHRH-tartalmu idegsejtekben gazdag ARC magba adva,
valamint az AH/MPO-ban, ahol az el0bbi neuronok termindljai taldlhatéak. Az intraarcuatus
GHRH-erg sejtek szomatosztatinerg gatlasa jol ismert. Az AH/MPO régiéban a szomato-
sztatin gatolhatja a GHRH-tartalmu idegvégzddések GABA-erg célsejtjeit, vagy preszinap-
tikusan a GHRH-t szallité axonokat.

A hypothalamus és a preoptikus régi6 laterdlis pontjaiba adott OCT fokozta a NREM-alvist;
ez azzal magyardzhat6, hogy ezzel gatoltuk a bazilis eldagy kolinerg projekcids idegsejtjeit,
melyek az arousal fenntartisiaban szerepelnek. Az OCT ezen hatdsat sstS szomatosztatin-

receptorok kozvetithetik.

Ismert a GH REM-alvést serkentd hatdsa, amivel ©sszhangban all az MT-rGH egerek
megnovekedett spontan REM-alvas-mennyisége. Az enyhén emelkedett NREM-alvési ido
azonban ellentétben all az alacsony GHRH-szinttel — feltételezziik, hogy a NREM véltozasa a

GH valamely direkt metabolikus hatdsanak koszonheto.
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