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1. BEVEZETES

Jelen dolgozat targya egy neuropeptid, a substance P magatartasi hatdsainak
vizsgalata két agyteriileten, a globus pallidusban és az amygdala-ban. Az éllatok (és
emberek) magatartasan altaldban azon valtozasok 0sszességét értjiik, amelyek az egyed
mozgasmintazataban ¢és bels6¢ allapotaban megjelennek, a dolgozatban azonban
elsdsorban a jutalmazasos illetve biintetd szitudcidban torténd tanuldsra, és memoridra
fokuszalunk. Balesetek, vagy agyi keringési zavarok miatt kialakuld 1éziok, valamint
egyes neurodegenerativ betegségek kovetkeztében sériilhet a tanulés, vagy az emlékezés
képessége. A 65 évnél iddsebb korosztaly 10-15 %-a szenved a tanuldsra, emlékezésre és
gondolkozasra vald képesség valamilyen mértékli hanyatldsdban, igy ez gyakori és
sulyos probléma.

A globus pallidus (GP) régdéta munkacsoportunk vizsgalatdnak targya. Mara

kideriilt, hogy e struktira nem csak az extrapyramidalis motoros rendszer fontos része,
hanem szerepe lehet percepcidés, motivacios, tanuldsi ¢és memoriafolyamatok
tanulasi nehézséget irtak le szamos paradigmaban, tobbek kozott aktiv és passziv elharitd
szituacidban, Morris-féle Gsztatdsi tesztben, radialis labirintusban, vagy vizualis és nem-
vizualis diszkriminacids tanulasi paradigmaban [13,14,28,34]. Szamos allatkisérletes
irodalmi adat tdmasztja ala a GP szerepét a jutalmazasos tanuldsban is, emberben pedig
depressziot, ¢s a korabban fennallt drog-fiiggéség megszinését irtak le [29,33,36].
Szamos vizsgalat igazolta, hogy a GP ventralis-medialis és dorsalis-lateralis része
morfoldgiailag és funkciondlisan is eltérd. A ventromedialis GP-t atmeneti teriiletnek
tekintik a dorsalis, motoros pallidum és a ventralis, limbikus pallidum ko6z6tt [16,35,37].
A tanulasi- és memoriafolyamatok szabalyozasaban tobbek kozott az amygdala
(AMY) jelentOségét emeli ki az irodalom. Az AMY a limbikus rendszer részeként fontos
szerepet jatszik tovabba a motivacids €s emocionalis folyamatokban, valamint jelentds a
szorongassal kapcsolatos viselkedés szabdlyozasaban [7,17,18]. Diszfunkcidja
feltehetden hozzajarul a generalizalt szorongasos megbetegedés kialakuldsdhoz [17]. Az
AMY részt vesz tovabba a tanulasi-, és memoriafolyamatok szabalyozédsaban, a
munkamemoria vagy epizodikus memoria egyik fontos strukturdja [40]. Az AMY

szamos, a memoriat befolyasolo rendszerre hatassal van, valosziniileg ezek miikodésének



modositasaval modulalja a mas agyteriileteken valdo emléknyom-raktarozast [15,31]. Az
AMY jelentdés tovabba a pozitiv megerdsités és jutalmazas folyamatainak
szabalyozasaban is [53]. Szamos adat tdmasztja ald e struktura szerepét a természetes
jutalmak és az addiktiv drogok hatdsainak kozvetitésében [1,26,38]. Az AMY
funkcionalisan, és struktirajat tekintve is heterogén, szamos adat utal a centralis (ACE)
¢s a basolateralis (ABL) magok eltérd szerepére a fent emlitett folyamatokban
[2,15,18,38,44,52].

A tanulédsi- és memoriafolyamatok szabélyozisaban fOként az acetylcholinerg-
(ACh), és dopaminerg (DA) rendszereknek tulajdonitottak szerepet, napjainkra azonban
egyre fontosabba valt egyes neuropeptidek, kozottik a substance P (SP) moduldld
hatdsanak vizsgalata is. Az SP a tachykininek csalddjaba tartoz6, nem-emlds fajokban és
emldsokben is azonositott, tizenegy aminosavbol all6 neuropeptid [9]. Harom tipusu
receptorat talaltdk meg periférids szovetekben és az idegrendszerben is, a neurokinin
(NK)1, NK2 és NK3 receptorokat [10]. Az SP legnagyobb affinitdssal az NKI
receptorhoz kotddik, azonban mindharom receptorhoz képes kotni €s azon keresztiil
hatast kifejteni [10,41]. Az SP szdmos magatartasi folyamatot befolyasol, igazoltak
hatasat a tanulasra tobbek kozott passziv és aktiv elharitd szitudcioban, mind periférids,
mind centralis beadast kovetéen [22,27]. Pozitiv megerdsité hatasat leirtak
helypreferencia tesztben periférias injekcidjat kovetden, valamint a lateralis
hypothalamusba, a medialis septumba, illetve a ventralis pallidumba injektalva
[20,23,25,47]. Az SP-nek szerepe van tovabba a félelemmel, szorongdssal kapcsolatos
magatartds szabalyozasaban. Mind szorongds-fokoz6, mind szorongasold6 hatasat
leirtak, a beadas helyétdl és az alkalmazott dozistol fiiggden [12,24,48]. Az SP hatasai, a
tobbi peptidhez hasonloan, forditott U-alaki dozis-hatds Gsszefliggést mutattak [20,48].
Az SP szdmos neurotranszmitter-rendszerrel  kapcsolatban  4ll, modulalja
felszabadulasukat, illetve hatdsaikat kiilonboz6é agyteriileteken [5,6,11,21,49]. Tobb
betegség kapcsan igazoltdk az SP-tartalom valtozasat bizonyos agyteriileteken, igy
feltehetéen szerepe van egyes neurodegenerativ betegségek kialakulasaban [3,4,8,54].
Az SP és receptorai a kozponti idegrendszerben kiterjedten eléfordulnak, kozottiik a GP,
ACE ¢és ABL teriiletén is kimutathatoak [19,42,43]. Az SP hatdsa azonban az emlitett

magatartdsi folyamatokra a GP és az AMY teriiletén nem ismert.



A fenti adatok alapjan kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy az SP hogyan
befolyasolja a tanulasi- és memoria-folyamatokat ezen agyteriileteken. Szelektiv NK1
receptor antagonista alkalmazdsdval probaltuk igazolni e receptorok szerepét az SP

hatasainak kozvetitésében.

2. CELKITUZESEK

1. Kimutattdk az SP pozitiv megerdsitd hatdsat tobb agyteriileten. A GP ventralis-
medialis teriiletének a mozgds-szabalyozas mellett szerepe van a jutalmazéisos
tanulasban. Az ACE és ABL fontos szerepet jatszik a jutalmazo - pozitiv megerdsitd
folyamatokban, ¢és egyes pszichostimuldnsok hatasanak kozvetitésében. Ezért
vizsgaltuk a GP ventromedialis részébe, valamint az AMY e két magjaba adott SP
pozitiv megerdsitd hatasat Helypreferencia tesztben.

2. A Helypreferencia teszt soran az allatok az apparatus egy adott részében tobb idot
toltenek, mint a tobbi részen. Ez lehetne hipoaktivitds kovetkezménye is, amely
magyarazhatd lehet az adott anyag szorongés-keltd, -fokozd hatdsaval. Az SP-nek
mind szorongas-fokozo, mind szorongasoldo hatasat kimutattak, eltérd agyteriiletekre
adva, kiilonboz6é dozisban. Ezért Emelt keresztpalld tesztben megvizsgaltuk, hogy a
fenti struktardkba injektalt SP-nek van-e hatdsa az allatok szorongasara.

3. A GP elektrolitikus és excitotoxikus 1ézidit kdvetden tanuldsi zavarokat mutattak ki
passziv és aktiv elharitd paradigmékban. Az AMY egyes magjainak fontos szerepet
tulajdonitanak a biintetd szitudciokban torténd tanuldsi folyamatokban. Kimutattdk
tovabba az SP tanulast serkentd és rontd hatasat is passziv és aktiv elharitd tanulas
soran. Vizsgaltuk ezért a GP-be, az ACE-ba és az ABL-be adott SP hatasat a
tanulasra Passziv elharité paradigmaban, gyenge sokkot alkalmazva. Megvizsgaltuk
tovabba az SP hatdsat a memoridra Passziv elharitd paradigméban, erés sokk adéasat
kovetden.

4. Mind a GP-ben, mind az ACE-ban és az ABL-ben NK1 receptorok kozepes-nagy
denzitasban el6fordulnak. Ezért NK1 receptor antagonista eldkezeléssel probaltuk
igazolni e receptorok szerepét az SP jutalmazd - pozitiv megerdsitd, anxiolitikus

vagy anxiogén, valamint tanuldst médosito hatasanak kozvetitésében.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

Vizsgalatainkhoz 6sszesen 570 db, 280-320 g testtdmegli, him Wistar patkanyt
hasznaltunk. Az éllatokat az 4llathazban kiilon ketrecekben helyeztiik el, ahol 12-12 6ra
vilagos-sotét periddus valtotta egymdst. A klimatizalt hémérséklet 22 + 2 °C, a
paratartalom 55 = 10 % volt. A patkanyok vizet és szilard tapot (CRLT/N egységes
ragcsalotap, Bioplan Bt., Budapest, Magyarorszag) szabadon fogyaszthattak. A
magatartasi teszteket a nappali periddusban végeztiik, 08:00 és 17:00 h kozott. Az
allatokat az egyetemen ill. a nemzetkozileg érvényes allatetikai szabvanyoknak

megfelelden kezeltiik (Pécsi Tudoméanyegyetem, ill. European Union Council Directive

86/609/EEC, National Institutes of Health Guidelines for Laboratory Animals).

3.2. Miitétek

Sztereotaxikus miitétek soran bilateralisan 22 gauge (0,644 mm) kiilsé atmérdji
rozsdamentes acél vezetkaniiloket iiltettiink be a GP ventralis részéhez, az ACE-hoz, és
az ABL-hez, a kaniilok vége 1 mm-rel a célteriilet f6l6tt volt. A koordinatak Paxinos és
Watson sztereotaxikus atlasza [39] szerint a kovetkezOk voltak : GP: AP: -1,4 mm, ML:
+3,4 mm, DV: -6,4 mm; ACE: AP: -2,3 mm, ML: +4,1 mm, DV: -6,5 mm; ABL: AP:
-2,8 mm, ML: £5,0 mm, DV: -6,6 mm.

3.3. Anyagok
Kisérleteink soran az SP (S 6883, Sigma-Aldrich Co.) 10 ng-os ¢és 100 ng-os (7,42

acetatot és 0,01 M foszfat puffert tartalmazé fizioldgias NaCl oldatban oldottuk fel (pH
7,4). A kontroll allatok ezt a vivOanyagot kaptak (Vehl), az SP injekciokkal azonos
térfogatban. Az NK 1 receptor antagonista WINS51,708 (W-103, Sigma-Aldrich Co.) 5 ng
(11,4 pmol) dozisat hasznaltuk szintén 0,4 pl-ben. Az antagonistat 0,3 % dimetil-
szulfoxidot ¢s 0,01 M foszfat puffert tartalmazé fiziologias NaCl oldatban oldottuk fel
(pH 7,4), ezt az oldatot (Veh2) injektaltuk a Kontroll allatok esetében bilateralisan az
antagonista injekciokkal azonos térfogatban. Az oldatokat tartalmazo csoveket a

kisérletek ideje alatt + 4 °C-on tartottuk.



Az SP-vel végzett kisérletek soran a kovetkezd csoportokba soroltuk a
patkanyokat: SP 10 ng: 10 ng SP-t kapott allatok, SP 100 ng: 100 ng SP-t kapott allatok,
Kontroll: Vehl-et kapott allatok. Az NK1 receptor antagonistaval végzett kisérletek
soran a kovetkezd csoportokat alakitottuk ki: ANT: 5 ng WIN51,708 antagonistaval és az
SP vivOanyagaval kezelt csoport (antagonista + Vehl), ANT+SP: 5 ng NKI1 receptor
antagonistaval elokezelt 10 ng SP-t kapott csoport (antagonista + SP), SP: az antagonista
vivoanyagat €s 10 ng SP-t kapott csoport (Veh2 + SP), Kontroll: csak vehiculum
injekciot kapott csoport (Veh2 + Vehl). Az antagonista vagy Veh? beadasa mindig 15

perccel az SP vagy Vehl injekciok el6tt tortént.

3.4. Magatartasi tesztek
A kisérleteket hangszigetelt kisérleti szobaban végeztiik. Az allatok viselkedését
jellemzd paramétereket az ’EthoVision Basic’ szdmitdgépes program segitségével

mértiik (Noldus Information Technology b.v., Wageningen, Hollandia).

3.4.1. Helypreferencia teszt

Kisérleteink sordn a Huston és munkacsoportja altal kidolgozott, ugynevezett
,corral” (karam) -metodust alkalmaztuk [20]. A Habituéci6 soran a patkanyok 10 percig
(600 s) szabadon mozoghattak az egész dobozban. Ekkor mértilkk az egyes
kvadransokban toltott idot. Ezutan két egymast kovetd napon tortént a Kondicionalas.
Ezek sordn azt a kvadranst valasztottuk ki a tarsitasra, amelyben az allat a Habituacio
soran nem a legtobb, de nem is a legkevesebb id6t toltotte (Kezeld kvadrans). Az
allatokat, a bilateralis mikroinjekciokat kdvetéen azonnal, 15 percre (900 s) a Kezeld
kvadransba zartuk, egy plexi térelvalaszté lap segitségével. A Teszt soran a plexi
térelvalasztd lapot eltavolitottuk, majd a patkdnyok - anyagbeadds nélkiil - 10 percig
(600 s) ujra szabadon mozoghattak az egész dobozban. Ekkor megint mértiik az egyes
kvadransokban toltott idot. A helypreferencia kiéptilésének kritériuma volt, hogy egy
patkany legaldbb 25 %-kal tobb 1d6t toltson a Kezeld kvadransban a Teszt soran, mint a

Habituacio soran.



3.4.2. Emelt keresztpall6 teszt ("Elevated plus-maze’ teszt)

Az allatokat 5 perccel a bilateralis injekciot kdvetden az apparatus kozepére
helyeztiik, majd 5 percig (300 s) figyeltiik az allatok mozgasat. Mértiik a Zart karon, a
Nyitott karon és a Nyitott kar végén toltott idot, az ott megtett ut hosszat, valamint a
belépések szamat. Kiszamoltuk a Nyitott karon toltott idé aranyat a Zart karon toltott
idéhoz viszonyitva, a Nyitott karra torténd belépések szamat a Zart karra torténd
belépések szamahoz viszonyitva, valamint az Osszes belépések szamat, amely a Zart és
Nyitott karra torténd belépések szdmanak 6sszege. Mértiik tovabba az allatok altal 5 perc
alatt megtett 1t teljes hosszat. E paraméterrel, valamint az Osszes belépések szaméval az

allatok altalanos aktivitasat jellemeztiikk. Minden allatot csak egyszer teszteltiink.

3.4.3. Passziv elharito teszt

A Passziv elharité tanulasi teszt Habituacid, Kondicionalas és Teszt iilésekbol allt,
amelyek maximum 3 percig (180 s) tartottak. A Habituacid soran az allatokat a nagyobb,
vilagos dobozba helyeztiik, majd az allatok szabadon mozoghattak az egész
apparatusban. A Kondiciondlds sordn az allatokat tjra a vilagos dobozba helyeztiik és
mértiik azt az id6t masodpercekben, amely alatt beléptek a sotét sokkoldé dobozba
(Belépési latencia). Miutan az allatok beléptek a sotét dobozba, bezartuk oda azokat,
majd ezt kdvetden haromszor 1 s-ig tartd elektromos aramiitést (sokkot) kaptak. Kétféle
kisérletben kiilonb6zd erdsségli aramiitést alkalmaztunk: gyenge sokk esetén 0,5 mA-t,
erés sokk esetén 2,0 mA-t. A sokk utén, a patkdnyokat a dobozbol kivéve, bilateralisan
injektaltuk a kiilonboz6 anyagokat (SP, antagonista vagy vehiculum). A Tesztek soran az
allatokat ujra a vilagos dobozba helyeztiik, és szintén mértilk a Belépési latenciat. Az
allatok ekkor nem kaptak aramiitést. A gyenge sokkal (0,5 mA) végzett kisérletekben a
Teszteket a Kondicionalast kovetden 24 oraval (Tesztl) és egy héttel (Teszt2) végeztiik.
Az er6s sokkal (2,0 mA) végzett kisérletekben a Kondicionalast kovetden 24 odraval

(Tesztl), egy héttel (Teszt2) és két héttel (Teszt3) végeztiink Teszteket.



3.5. Az adatok kiértékelése
3.5.1. Szdvettan

A kisérletek befejezését kovetden az allatokat uretdn narkozisban eldszor
fiziologias so6oldattal, majd 10 %-os formaldehiddel transzkardialisan perfundaltuk. A
kivett agyakbol fagyasztd6 mikrotommal 40 um-es metszeteket készitettiink és Krezil-
ibolyaval festettiik. Az injekciok helyét Paxinos és Watson sztereotaxikus atlaszanak
felhasznalasaval rekonstrualtuk. Kizartuk a statisztikai analizisbol azon allatokat,

amelyek esetében a kaniil nem a célteriileten volt.

3.5.2. Statisztika

A mérési adatok statisztikai analizisét az SPSS 15.0 for Windows’ programmal
végeztik el. Kisérleti eredményeinket egy-szempontos és két-szempontos variancia-
analizissel (ANOVA) vizsgaltuk, ezt kdvetden ’post-hoc’ Tukey tesztet végeztiink. Ahol
a csoportok, vagy az iilések szdma nem tette lehetdévé, az eredmények 6sszehasonlitasara
Student-féle fiiggetlen mintas t-probat, illetve parositott t-probat hasznaltunk.
Szignifikansnak tekintettiik a kiilonbséget, ha a p érték 0,05 alatt volt.

4. EREDMENYEK

4.1. Globus pallidus
4.1.1. Helypreferencia teszt

A GP-be adott SP-t pozitiv megerdsité hatasunak talaltuk Helypreferencia tesztben.
A 10 ng dézisu SP hatdsara szignifikdnsan nétt a Kezeld kvadransban toltott ido, mig a
100 ng-os dozis nem befolyasolta az allatok viselkedését. Az SP e jutalmazo- pozitiv
megerdsitd hatdsa a specifikus NKI1 receptor antagonista WINS51,708 eldkezeléssel

kivédhetd volt, igy azt feltehetden NK1 receptorok kozvetitik.

4.1.2. Emelt keresztpall teszt

A GP-be adott SP-t szorongasoldd hatastnak talaltuk. A 10 ng dozisti SP hatésara
szignifikdnsan nétt a Nyitott karon, valamint a Nyitott kar végén toltott id6, és az ott
megtett Ut, a kezelés ugyanakkor az allatok altalanos aktivitasat nem valtoztatta meg. A
nagyobb dozisu (100 ng) SP hatdsara ugyanakkor nem valtozott az allatok viselkedése az

Emelt keresztpalld teszt sordn. A kis dozisi SP anxiolitikus hatasa WIN51,708



elokezeléssel kivédhetd volt, igy a hatds kozvetitésében feltehetéen NK1 receptorok

jatszanak szerepet.

4.1.3. Passziv elharito teszt

A GP-be adott kis dozist SP tanulést facilitdlo hatastinak bizonyult. Gyenge sokk
alkalmazésakor a 10 ng SP hatdsara szignifikansan nétt a Belépési latencia, amely jelzi,
hogy ezek az allatok jobban tanultak. A 100 ng d6zistt SP nem volt hatassal az allatok
tanuldsara e paradigmaban. A kis dozisi SP tanulast javitd hatdsa azonban révidtava
volt, egy héttel a Kondiciondlds utdn mar nem volt szignifikans kiilonbség a csoportok
teljesitménye kozott. Erds sokk esetén azonban ugyanez a dozis (10 ng) szignifikansan
csokkentette a Belépési latenciat, ami azt jelzi, hogy a kis dézist SP valamilyen médon

interferal a hosszl t&vli memoria kialakuldséval, vagy megtartasaval.

4.2. Amygdala centralis mag
4.2.1. Helypreferencia teszt

Az ACE-ba adott SP pozitiv megerdsitd hatdsunak bizonyult Helypreferencia
tesztben. A kis dozisti (10 ng) SP hatdsara szignifikansan nétt a Kezelé kvadransban
toltott id6. A nagyobb (100 ng) dozisu SP hatasara nem valtozott az allatok viselkedése a
teszt soran. A 10 ng SP e jutalmazd - pozitiv megerdsité hatasat feltehetéen NK1
receptorok kozvetitik, mivel azt a specifikus NKI1 receptor antagonista eldkezelés

kivédte.

4.2.2. Emelt keresztpall6 teszt

Az ACE-ba adott SP szorongésoldo6 hatastinak bizonyult. E struktirdban mind a kis
dozist (10 ng), mind a nagyobb dozist (100 ng) SP hatasara szignifikansan nétt a Nyitott
karon, valamint a Nyitott kar végén toltott id6. A kezelések ugyanakkor nem valtoztattak
meg az allatok altalanos aktivitasat. Az SP szorongésoldd hatdsat a specifikus NK1
receptor antagonista el6kezelés nem fliggesztette fel, csak gyengitette. A Nyitott karon,
valamint a Nyitott kar végén toltétt id6, és az ott megtett Gt csokkent ugyan a
WIN51,708-al tortént elokezelés hatdséara, a kiillonbség azonban nem volt szignifikans.
Az antagonistaval tortént elékezelés hatdsara azonban eltlint a szignifikéns kiilonbség a

Kontrollokhoz képest. Ezen eredmények alapjan az anxiolitikus hatas kozvetitésében az

10



ACE-ban az NKI1 receptorok csak részben jatszanak szerepet, az ott kis szdmban

el6forduld NK3 receptoroknak is szerepiik lehet abban.

4.2.3. Passziv elharito teszt

Igazoltuk az ACE-ba adott SP tanulast facilitdlo hatdsat. Gyenge sokk
alkalmazasakor a kis d6zisu (10 ng) SP hatasara szignifikansan nétt a Belépési latencia, a
10 ng SP-vel kezelt csoport mind a nagy dozisu (100 ng) SP-vel kezelt, mind a Kontroll
csoporthoz képest jobban tanult. Az SP tanulast javitd hatdsa hosszabb tava volt, mint a
GP esetében, egy héttel a Kondicionalds utan is szignifikdns volt a kiilonbség a
csoportok kozott. Erés sokk alkalmazasakor az SP nem csokkentette a Belépési latenciat,
ami szintén azt jelzi, hogy a kis dozisu SP az ACE-ban nem interferal a hossza tava
memoridval. Az SP tanulast serkentd hatasat feltehetden NKI1 receptorok kozvetitik,

mivel az a specifikus antagonista el6kezeléssel kivédhetd volt.

4.3. Amygdala basolateralis mag
4.3.1. Helypreferencia teszt

Az ABL-be adott SP-t nem talaltuk pozitiv megerdsité hatasunak Helypreferencia
tesztben. A kis dozisi (10 ng) SP hatasara nem valtozott a Kezeld kvadransban toltott
idd, a nagyobb (100 ng) dozist SP hatasara kissé csokkent ez az id6, a kiilonbség

azonban nem volt szignifikans.

4.3.2. Passziv elharito teszt

Az ABL-be adott SP szintén tanuldst serkentd hatasinak bizonyult e
paradigmaban. A kis (10 ng) dozisu SP hatasara szignifikdnsan nott a Belépési latencia,
az SP e hatdsa azonban rovidtava volt, egy héttel a Teszt utan mar nem volt szignifikans
a kiilonbség a csoportok teljesitménye kozott. A nagyobb dozist (100 ng) SP nem volt

hatassal az alatok tanulasara a Passziv elharito teszt soran.
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5. DISZKUSSZIO

1. A Helypreferencia tesztek soran igazoltuk a kis dozisu SP jutalmazéd - pozitiv
megerdsitd hatdsat a GP-ben és az ACE-ban, mig az ABL-ben nem talaltuk pozitiv
megerdsitonek. Az ACE-ban és GP-ben kapott eredményeink megfelelnek azon irodalmi
adatoknak, amelyek mas agyi strukturakban az SP pozitiv megerdsité hatasat igazoltak
[20,25,47]. Osszhangban vannak tovabba azon szdmos irodalmi adattal is, amelyek
alatamasztjak a GP, illetve az ACE szerepét a pozitiv megerdsitd - jutalmazoé folyamatok
szabalyozasaban [1,26,29,33,36,38]. Az ABL-ben az SP egyik dézisaval sem sikertilt
pozitiv megerdsitd hatast kimutatnunk. Ez alapjan feltehetd, hogy bar az ABL részt vesz
a jutalmazd folyamatok szabalyozdsaban, amint azt szamos irodalmi adat igazolja
[26,46], az SP-nek azonban ebben nincs szerepe. Az ACE-ban és ABL-ben kapott eltérd
eredmények magyardzata lehet egyrészt a két struktura kiillonboz0 szerepe a pozitiv
megerdsitd folyamatokban, masrészt az eltéré afferens és efferens kapcsolatrendszer,
¢s/vagy kiilonbozé SP-erg beidegzés, valamint az eltér6 NK1 és NK3 receptor
denzitasok [42-44,50,51].

2. Az Emelt keresztpalld tesztek eredményei alapjan az SP szorongasoldd hatisu az
ACE-ban és a GP-ben. A kis dozisu SP hatdsara nétt a Nyitott karon, valamint a Nyitott
kar végén toltott idO €és az ott megtett ut, mindkét struktira esetében. A két struktarat
illetéen azonban kiilonbség volt az anxiolitikus hatasok kozott. Az ACE esetében
ugyanis a nagyobb dozisi SP is anxiolitikus hatastinak bizonyult, a GP-ben ezzel
szemben a 100 ng dozisi SP-nek nem volt sem anxiolitikus, sem anxiogén hatasa.
Kisérleteink eredményei alapjan elmondhatjuk tehat, hogy az SP nem volt anxiogén
hatasu sem a GP-ben, sem az ACE-ban, az allatok tehat nem azért tartdzkodtak tobbet a
kordbban nem preferalt helyen a Helypreferencia teszt sordn, mert szorongtak. Kevés
adat tdmasztja ald a GP szerepét a szorongassal kapcsolatos magatartas szabalyozasaban
[32]. Az altalunk tapasztalt anxiolitikus hatas a GP-ben tehat az elsé irodalmi adatok

egyike erre vonatkozoan.
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3. Passziv elharitd kisérleteink eredményei igazoltdk az SP tanuldst eldsegitd hatasat
mind a GP-ben, mind az ACE-ban és az ABL-ben, biintetd szituacioban is. A kis dozisu
SP sokkot kovetd infuzioja szignifikdnsan fokozta a tanuldst mindhdrom struktaraban,
mig a nagyobb doézis mindegyik esetben hatastalan volt. Eredményeink 6sszhangban
vannak szamos irodalmi adattal, amelyek alatdmasztjak az SP, valamint a GP és az AMY
e magjainak szerepét a tanuldsi- ¢és memoriafolyamatok szabdlyozasaban
[13,14,22,27,31,40]. Az ACE ¢és a GP azonban eltéré6 modon vesz részt e folyamatokban.
Az SP a GP-be injektalva javitotta a tanulast gyenge sokkot kdvetden, azonban
valamilyen modon gatolta a hosszi-tavii memoridba irdst, vagy az emléknyomok
megtartasat. E hatast az erds sokkal végzett kisérletekben is igazoltuk. Az ACE-ba adott
SP eldsegitette a tanuldst, azonban nem rontotta az emléknyomok megtartasat, sem a
gyenge sokkal, sem az erds sokkal végzett kisérletek soran. Azon mechanizmusok tehat,
amelyeken keresztlil az SP kifejti a tanuldsra és a memoriafolyamatokra gyakorolt
pozitiv hatasat, kiilonbozdéek az ACE és a GP esetében. Annak eldontésére, hogy az SP
az ABL-ben is interferdl-e a hosszi tava memoria kialakuldsaval, sziikséges lenne
elvégezni a Passziv elharito kisérletet erds sokkal ebben a struktiraban is.

Eredményeink alapjan az SP pozitiv megerdsitd, anxiolitikus, valamint tanulast
serkentd hatasa dozisfiiggd, a peptidekre jellemz6é forditott U-alaki dozis-hatas
Osszefiiggést mutat, a GP, az ACE ¢s az ABL esetében is. A peptidek e dozis-hatas
gorbéje jol ismert az irodalomban [20,48].

4. Tovabbi kisérleteinkben igazoltuk, hogy az SP pozitiv megerdsité hatdsdnak
kozvetitésében mind az ACE-ban, mind a GP-ben NK1 receptorok jatszanak szerepet.
Az SP jutalmaz6 - pozitiv megerdsité hatasat a specifikus NK1 receptor antagonistaval
tortént eldkezelés ugyanis mindkét struktirdban felfiiggesztette. A GP-ben az SP
anxiolitikus hatasat szintén NK1 receptorok kozvetitik, mig az ACE-ban feltehetden az
NK1 receptorok mellett NK3 receptorok is szerepet jatszhatnak e hatas kozvetitésében.
Az ACE-ban ugyanis, szemben a GP-ben kapott eredményeinkkel, az NK1 receptor
antagonista csak gyengitette, de nem gatolta meg teljes mértékben az SP hatasdnak
kialakuldsat. Az ACE esetében igazoltuk tovabba, hogy Passziv elharité paradigmaban
az SP tanulast facilitalé hatdsanak kozvetitésében NK1 receptorok jatszanak szerepet,

mivel specifikus NK1 receptor antagonistaval az SP e hatasa felfliggeszthet6 volt.
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Az SP szamos neurotranszmitter-rendszerrel kapcsolatban all. Pozitiv megerdsitd
hatasanak kialakulasaban valoszintileg a mezolimbikus DA rendszerrel valo interakcidja
jatszhat szerepet [6]. Nem zarhato ki azonban, hogy az SP ACh-erg rendszerrel valo
kolcsonhatasa fontos e jutalmazd mechanizmusban [5]. Az SP befolyasolta a
szorongéssal kapcsolatos magatartast, ebben a szerotoninerg, opidterg, és/vagy GABA-
benzodiazepin rendszerekkel vald interakcidinak szerepét feltételezhetjilk irodalmi
adatok alapjan [11,21,49]. A biintetd szituacidban tapasztalt tanuldst serkentd hatas
1étrejottében szintén elsésorban az SP DA-erg és ACh-erg idegelemekkel valo kapcsolata
jatszhat szerepet. E mechanizmusok pontosabb megismeréséhez azonban tovabbi
kisérletek sziikségesek.

Az SP szerepet jatszhat egyes neurodegenerativ = megbetegedések
patomechanizmusaban. Az SP immunreaktivitds valtozasat mutattdk ki a GP-ben
Parkinson-kéros és Huntington-koéros, tovabba schizophren betegekben [4,54], igy
feltechetben a GP SP-erg beidegzésének valtozasa hozzdjarul e betegségek
kialakulasahoz. Az AMY-ban kimutattdk az SP-szint valtozasat Alzheimer-koros,
schizophren és depresszids betegek esetében [3.,4,8], az AMY SP-erg idegelemei tehat
szerepet jatszhatnak a fenti betegségek létrejottében. Az SP szerepének pontosabb
megismerése  igy  hozzdjarulhat  egyes  neurodegenerativ. = megbetegedések
patomechanizmusanak jobb megértéséhez, és ezen keresztiil ujabb hatasos gyogyszerek

tervezéséhez.
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1. INTRODUCTION

In this dissertation we investigated the behavioral effects of substance P in two
different brain structures, namely, in the globus pallidus and in the amygdala. The animal
(and human) behavior is defined as whole changes appearing in the internal conditions
and/or in the motor pattern of an organism. In this essay, however, we will focus
principally on learning and memory processes occurring in rewarding and punishing
situations. Brain lesions caused by accidents or circulatory disturbances and
neurodegenerative disorders may result in several types of learning and memory deficits.
10-15 % of people older than 65 years is suffer from some degree of decay in learning,
memory or cognitive capabilities, thus, this is a common and serious problem.

Our working group has been concerned with the examination of the physiological

functions of the globus pallidus (GP) since a long time. In addition to being an important

structure of the extrapyramidal motor system, the GP may also be involved in the central
control of perceptual, motivational, learning and memory processes [28,30,45].
Electrolytic or excitotoxic pallidal lesions cause learning deficits in several learning
tests, including active and passive avoidance situations, Morris water maze, radial arm
maze, or visual and non-visual discrimination learning paradigms [13,14,28,34]. Several
studies in animal experimental research support the role of the GP in reward-related
processes [29,36]. It was shown in humans that not only motor symptoms can be
observed after selective bilateral pallidal lesion but anhedonia, depression and the
ceasing of the drug addiction also occur [33]. There are several data supporting the
structural and functional differences between the ventral-medial and dorsal-lateral part of
the GP. The ventromedial part is considered to be a transitional area between the dorsal,
motor pallidum and the ventral, limbic pallidum [16,35,37].

It is generally accepted that the amygdala (AMY) is involved in the control of
reinforcement and learning processes. The AMY complex, as part of the limbic system,
is considered to be also one of the key elements in the regulation of motivational and
emotional processes as well as of behaviors related to fear and anxiety [7,17,18].
Dysfunctions of this structure may contribute to the etiology of generalized anxiety
disorder [17]. Substantial role of AMY has been suggested in the regulation of learning
and memory processes and it is an important structure of working or episodic memory

[40]. Extensive evidence indicates that the AMY is a critical site for affecting several



neuromodulatory systems that can influence memory and, thus, AMY may modulate the
storage of memory traces in other brain sites [15,31]. The AMY is also a key component
of neural systems regulating positive reinforcement and reward-related processes [53].
Several studies suggest the role of this structure in mediation of the effects of drugs of
abuse and natural rewards [1,26,38]. The AMY is heterogeneous considering its
functions and also its structure. Several data support the differential roles that the central
(ACE) and the basolateral (ABL) nuclei play in the aforementioned processes
[2,15,18,38,44,52].

Experimental findings show that the acetylcholinergic (ACh) and dopaminergic
(DA) systems play essential roles in the regulation of learning and memory. Nowadays
became increasingly interesting, however, the investigation of the modulatory roles of
neuropeptides, such as substance P (SP), on these processes. The undecapeptide SP,
identified in mammalian and non-mammalian species, belongs to the tachykinin peptide
family [9]. Its receptors have been found in the central and peripheral nervous system
and have been classified into three types, namely, neurokinin (NK)1, NK2 and NK3 [10].
SP preferentially acts at NK1 receptors, however, it can bind to and act as full agonist on
all three types [10,41]. SP has been implicated in a wide range of behaviors, its memory
facilitating effects have been found in passive and active avoidance paradigms after its
peripheral or intracranial applications [22,27]. Positive reinforcing effects have been
revealed after peripheral administration of SP or after direct injections into the lateral
hypothalamus, the medial septum or the ventral pallidum [20,23,25,47]. In addition, SP
can influence animals’ behavior related to fear and anxiety. Its anxiogenic and also
anxiolytic effects were shown, depending on the dose range used and the specific brain
region into which it was applied [12,24,48]. SP, like other peptides, often has an inverted
U-shaped dose-response relationship [20,48]. SP coexists and closely interacts with
several neurotransmitter systems and can modulate the release and/or the effects of other
transmitters [5,6,11,21,49]. Changes in the SP content of certain brain regions were
revealed in numerous diseases, thus, this peptide probably plays a role in the etiology of
some neurodegenerative disorders [3,4,8,54]. The wide distribution of SP and its
receptors has been shown in the central nervous system, among others, in the GP, in the
ACE and also in the ABL [19,42,43]. Effects of SP administered into these brain areas

on behavioral processes, however, haven't been investigated yet.



Based on the aforementioned data we investigated whether SP administration into
these brain structures influence learning and memory processes. Furthermore, we
studied the participation of NK1 receptors in the mediation of the effects of SP by means

of administration of a specific receptor antagonist.

2. OBJECTIVES

1. Positive reinforcing effects of SP were revealed after its injections into several brain
sites. The ventral-medial part of the GP plays a role not only in the control of
movement-regulation but also in reward-related learning. The ACE and the ABL
have important roles in rewarding - positive reinforcing processes and in the
mediation of the effects of certain psychostimulant drugs. We investigated, therefore,
the possible positive reinforcing effects of SP injected into the GP or these two AMY
nuclei in Conditioned Place Preference paradigm.

2. In the Place Preference test animals spend more time in a certain part of the apparatus
than in the others. This could be a result of hypoactivity, which may be due to
anxiogenic effects of the substance received. SP can have anxiogenic and also
anxiolytic effects, depending on the dose used and the site of action in the brain. We
examined, therefore, whether SP injections into the above-mentioned structures have
any effect on anxiety in the Elevated Plus-maze test.

3. Learning disturbances can be found after electrolytic or excitotoxic lesions of the GP
in passive and active avoidance situations. The AMY nuclei have important roles in
negative reinforcement learning in aversively motivated tasks. Learning
improvement and also impairment can be obtained after SP administrations. We
studied, therefore, the effects of SP injected into the GP, the ACE or the ABL on
learning in Passive Avoidance paradigm using weak shock. In addition we examined
the effects of SP on memory in Passive Avoidance paradigm after strong shock.

4. NK1 receptors can be found in the GP, the ACE or the ABL in medium to high
density. We attempted, therefore, to unravel the role of these NKI1 receptors in
mediating the rewarding - positive reinforcing, anxiolytic or anxiogenic, and learning
influencing effects of SP in these brain structures by means of pretreatment with a

specific NK 1 receptor antagonist.



3. MATERIALS AND METHODS

3.1. Animals

570 adult male Wistar rats weighing 280-320 g were used in the experiments. Rats
were housed individually and kept in a light-, temperature- and humidity-controlled
room (12:12 h light-dark cycle, 22 + 2 °C and 55 £ 10 %). Tap water and standard
laboratory food pellets (CRLT/N standard rodent food pellet, Charles River Kft,
Budapest, Hungary) were available ad libitum. All behavioral testings were done during
the rats’ daylight period between 08:00 and 17:00 h. Animals were cared for in
accordance with institutional (Pécs University, Medical School) and international

standards (National Institutes of Health Guidelines for Laboratory Animals).

3.2. Surgery

Animals were stereotaxically implanted bilaterally with 22 gauge (0,644 mm) outer
diameter stainless steel guide cannulae, directed toward the ventral part of the GP, or the
dorsal border of the ACE and ABL. The cannulae terminated 1.0 mm above the target
areas. Coordinates according to the rats’ stereotaxic atlas of Paxinos and Watson [39]
were the following: GP: AP: -1.4 mm, ML: £3.4 mm, DV: -6.4 mm; ACE: AP: -2.3 mm,
ML: 4.1 mm, DV: -6.5 mm; ABL: AP: -2,8 mm, ML: £ 5,0 mm, DV: -6,6 mm.

3.3. Materials

Substance P (S 6883, Sigma-Aldrich Co.) was injected bilaterally in 10 or 100 ng
(7.42 or 74.2 pmol) doses in a volume of 0.4 pl. The peptide was dissolved in 0.15 M
sterile saline solution containing 0.01 M Na-acetate and 0.01 M phosphate buffered
saline (PBS, pH 7.4). Control animals received this solution bilaterally as vehicle (Vehl)
in equal volume to that used for SP injections. The NK1 receptor antagonist WIN51,708
(W-103, Sigma-Aldrich Co.) was applied in 5 ng (11 pmol) dose in a volume of 0.4 pl.
The antagonist was diluted in 0.15 M saline solution containing 0.3 % dimethyl-
sulfoxide and 0.01 M PBS, and its vehicle solution (Veh2) was used for bilateral Control
injections in the same volume to those of antagonist injections. Tubes containing

solutions were kept in +4 °C before application.



In the experiments with SP animals were assigned to the following groups: SP 10
ng: rats receiving 10 ng SP, SP 100 ng: rats receiving 100 ng SP, Control: rats receiving
Vehl. In the experiments with the NK1 receptor antagonist the following groups were
used: ANT: rats receiving 5 ng WIN51,708 and then vehicle of SP (antagonist + Vehl),
ANT+SP: rats receiving 5 ng NK1 receptor antagonist and 10 ng SP (antagonist + SP),
SP: rats receiving the vehicle of the antagonist and then 10 ng SP (Veh2 + SP), Control:
rats receiving two vehicle injections (Veh2 + Vehl). The antagonist or Veh2 were applied

15 min prior to SP or Vehl injections.

3.4. Behavioral experiments

Experiments were conducted in an isolated sound-proof experimental room.
Behavioral parameters of animals were measured by means of a PC computer using
EthoVision Basic software. (Noldus Information Technology b.v., Wageningen, The

Netherlands).

3.4.1. Conditioned Place Preference Test

We used the “corral” method developed by Huston and colleagues for Conditioned
Place Preference experiments [20]. During Habituation trial rats had free access to all
parts of the apparatus for 10 minutes (600 s). The time that animals had spent in each of
the four quadrants was measured. On the next two days the Conditioning trials were
executed. One of the four quadrants in which the animal had spent neither the most, nor
the least time during Habituation was selected for conditioning (termed as Treatment
Quadrant). After bilateral injections animals were restricted to the Treatment Quadrant
for 15 minutes (900 s) by means of a transparent plexiglass barrier. During Test trial the
plexiglass barrier was removed and rats were placed again into the center of the open
field in drug-free state and had free access to all parts of the apparatus for 10 minutes
(600 s). The time that animals had spent in each of the four quadrants was measured
again. Place preference was defined as at least 25 % increase in time spent in the drug-

paired quadrant during Test trial compared to the Habituation trial.



3.4.2. Elevated Plus-maze Test

Five minutes after bilateral microinjections the animals were placed on the
central platform of the maze and the behavior of the rats was observed for 5 min (300 s).
The time spent on, the distance moved on and the number of entries into the Enclosed
arms, the Open arms and the end of the open arms (End-arms) were measured. We
calculated also the following parameters: the ratio of time spent on the Open arms in
proportion to the time spent on the Enclosed arms, the ratio of entries into the Open arms
in proportion to entries into the Enclosed arms, and the Total number of entries, which
was calculated from the entries into the Open and Enclosed arms. The Total distance
moved during 5 minutes was also measured. This latter parameter and the Total number
of entries were used for the characterization of the general activity of animals. Each rat

was tested only once.

3.4.3. Passive Avoidance Test

The Passive Avoidance procedure consisted of Habituation, Conditioning and Test
trials, each lasted maximum of 3 minutes (180 sec). During Habituation trial animals
were placed into the large light chamber and had free access to all parts of the apparatus.
During Conditioning trial animals were placed again into the light chamber and the
latency to enter the dark shock compartment was measured (Step-through latency). After
entering the dark chamber the door was closed and an inescapable foot shock was
delivered to the feet through the floor grid for 3 times, 1 sec each. Conditioning was
made by means of weak (0.5 mA) or strong (2.0 mA) electric shock in separate
experiments. Immediately after the shock rats had been removed from the apparatus and
received bilateral microinjections (SP, antagonist or vehicle). During Test trials rats were
placed again in the illuminated chamber and the Step-through latency was recorded
again. Test trials were conducted without application of foot shock. In the experiments
with weak (0.5 mA) shock Tests were carried out 24 h and one week after Conditioning
(Testl and Test2, respectively). In the experiments with strong (2.0 mA) shock Tests
were executed 24 h, one week and two weeks after Conditioning (Testl, Test2 and Test3,

respectively).



3.5. Data processing
3.5.1. Histology

At the end of the experiments, rats were anesthetized with urethane and
transcardially perfused with isotonic saline followed by 10 % formalin solution. Brains
were frozen, cut into 40um serial sections and stained with Cresyl-violet. Injection sites
were reconstructed according to the rats’ stereotaxic atlas of Paxinos and Watson. Those
animals where the reconstructed cannula placement was outside the target area were

excluded from subsequent analysis.

3.5.2. Statistics

Statistical analyses of experimental data were carried out using *SPSS 15.0 for
Windows’ computer program. Data were analyzed with one-way or two-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey’s post hoc tests. When the number of
experimental groups or number of trials did not allow this comparison, then Student’s
paired- or independent-samples t-tests were used. Differences were considered

significant when p values were less than 0.05.

4. RESULTS

4.1. Globus pallidus
4.1.1. Conditioned Place Preference test

Positive reinforcing effect of SP was found in the Conditioned Place Preference
test when injected into the GP. Time that animals had spent in the Treatment Quadrant
significantly increased after 10 ng SP injection, while 100 ng SP had no effect. This
rewarding - positive reinforcing effect of SP could be blocked by pretreatment with the
specific NK1 receptor antagonist WIN51,708. One can suppose, therefore, that this effect

is mediated via NK1 receptors.

4.1.2. Elevated Plus-maze test

SP injected into the GP had anxiolytic-like effects. Time spent on and distance
moved on the Open arms and End-arms significantly increased in the 10 ng SP treated
group, while the general activity of animals was not altered by the treatment. The higher

dose (100 ng) of SP did not influence any parameter in the Elevated Plus-maze test. The



anxiolytic effects of the low dose SP were inhibited by the pretreatment with
WINS51,708. We concluded, therefore, that NK1 receptors may play a role in the

mediation of these anxiolytic effects.

4.1.3. Passive Avoidance test

SP injected into the GP facilitated learning in the Passive Avoidance test. 10 ng SP
significantly increased Step-through latency after applying weak shock; this increase
indicates that these animals learned better than Controls. The 100 ng dose SP had no
effect on learning in this paradigm. The learning improvement by the low dose SP was,
however, only short-term since one week after Conditioning there were no significant
differences among groups. When strong shock was used Step-through latency
significantly decreased after injection of the same dose of SP, indicating that 10 ng SP

may interfere somehow with formation or retention of long-term memory.

4.2. Central nucleus of Amygdala
4.2.1. Conditioned Place Preference test

It has been shown in the Conditioned Place Preference test that SP injected into the
ACE has positive reinforcing effect. Time that animals had spent in the Treatment
Quadrant significantly increased after low dose (10 ng) SP injection. The higher dose
(100 ng) of SP did not influence the behavior of animals. The rewarding - positive
reinforcing effect of SP may be mediated through NKI1 receptors, since this effect could
be blocked by pretreatment with the specific NK1 receptor antagonist.

4.2.2. Elevated Plus-maze test

SP injected into the ACE proved to be anxiolytic. Time spent on the Open arms
and End-arms significantly increased after the injection of both the lower (10 ng) and
higher (100 ng) dose of SP, while the general activity of animals was not altered by the
treatments. The anxiolytic effects of SP were not inhibited but only weakened by the
pretreatment with the specific NK1 receptor antagonist. Time spent on and distance
moved on the Open arms and End-arms decreased after the injection of WIN51,708 but
this decrease was not significant compared to the SP injected group. After the antagonist
pretreatment, however, the significant differerence in the former parameters disappeared

compared to Controls. According to these results we concluded that not only NKI
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receptors may play a role in the mediation of the anxiolytic effects of SP in the ACE but
the NK3 receptors occurring in low density in this structure may also contribute to these

effects.

4.2.3. Passive Avoidance test

It has been shown that SP injected into the ACE facilitated learning in the Passive
Avoidance test. The low dose (10 ng SP) significantly increased Step-through latency
applying weak shock; significantly better learning was observed in the group treated with
low dose SP than in the high-dose SP or Control groups. The learning improvement by
the low dose SP was longer-lasting than in the GP since one week after Conditioning
there were still significant differences among groups. When strong shock was used Step-
through latency was not significantly changed after injection of the same dose of SP,
indicating that 10 ng SP in the ACE do not interfere with long-term memory. The
memory improving effect of SP in the ACE may be mediated via NK1 receptors since

the antagonist could block this effect.

4.3. Basolateral nucleus of Amygdala
4.3.1. Conditioned Place Preference test

We could not found positive reinforcing effect of SP in the Conditioned Place
Preference test when it was injected into the ABL. Time that animals had spent in the
Treatment Quadrant did not change after low dose (10 ng) SP injection. This time
somewhat decreased after the injection of higher (100 ng) dose of SP but this difference

was not statistically significant.

4.3.2. Passive Avoidance test

SP injected into the ABL facilitated learning in the Passive Avoidance paradigm.
The low dose (10 ng) SP significantly increased Step-through latency after application of
weak shock. There were no significant differences among groups, however, one week
after the Conditioning. The higher dose (100 ng) of SP had no effect on the learning or

memory in the Passive Avoidance test.
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5. DISCUSSION

1. Rewarding - positive reinforcing effects of the low dose SP were revealed in
Conditioned Place Preference test after microinjections into the GP and ACE but not into
the ABL. The present results in the GP and ACE are comparable with those observed by
others, i.e. SP can have positive reinforcing properties in other brain structures
[20,25,47]. Our results are in accordance with a number of studies supporting the role of
the GP and the ACE in the control of positive reinforcing - rewarding processes as well
[1,26,29,33,36,38]. In the ABL neither the lower nor the higher dose of SP had positive
reinforcing properties. Our finding may suggests, that even if the ABL is involved in the
control of positive reinforcing processes according to several authors [26,46], the SP
doesn’t have rewarding-addictive consequences there. The different findings in the ACE
and ABL may be due to different roles of these structures in the positive reinforcing
processes. These findings, on the other hand, may be explained by the differences in
afferent and efferent connections and/or different SP-ergic innervation or different NK1
and NK3 receptor densities of the two AMY nuclei [42-44,50,51].

2. Anxiolytic effects of SP have been revealed in the Elevated Plus-maze test after
injections into the GP and the ACE. Time spent on and distance moved on the Open
arms and the End-arms increased after injections of the low dose SP into these two
structures. There were differences, however, in the anxiolytic effects of SP regarding
these two structures. Namely, in the ACE the higher dose of SP also proved to be
anxiolytic, while in the GP the 100 ng dose of SP had neither anxiogenic nor anxiolytic
effect. Based on our results we may conclude, therefore, that the low dose SP does not
exert any anxiogenic effects either in the GP or in the ACE. Thus, animals did not spend
more time in the previously non-preferred site during the Place Preference test because
of the anxiogenic effects of SP. There are only few studies investigating the role of the
GP in the control of animals’ behavior related to fear and anxiety [32]. Our results are

the first to demonstrate, that SP in the GP may play a role in processes related to anxiety.
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3. Results of the Passive Avoidance experiments showed learning improvement in this
punishing situation after bilateral application of SP into the GP, the ACE and the ABL.
Infusion of the low dose SP after electric shock facilitated learning in all the three
structures, while the higher dose was ineffective in all cases. Our findings are in good
agreement with several data supporting the role of SP, the GP and the different nuclei of
the AMY in learning and memory processes [13,14,22,27,31,40]. Nevertheless, the GP
and the ACE may participate in these processes in different ways. SP injected into the
GP facilitated learning after weak shock, but inhibited somehow the formation of long-
term memory or the retention of memory traces. This memory-attenuating effect was
also strengthened in the experiment with strong shock. In the ACE the administered SP
improved learning and did not attenuate the retention of memory, either in the
experiments with weak or strong shock. Thus, mechanisms through which SP may
influence learning and memory processes are different regarding the GP and the ACE. It
would be necessary to repeat the Passive Avoidance test in the ABL with strong shock to
find out whether SP interfere with the formation of long-term memory in this structure as
well.

The positive reinforcing, anxiolytic and learning facilitatory effects of SP proved to
be dose dependent in our experiments, an inverted U-shaped dose-response relationship
could be identified in the GP, the ACE and also in the ABL. This kind of dose-related
action of peptides is well known in the literature [20,48].

4. In our next experiments we found that NK1 receptors may play a role in the mediation
of the positive reinforcing effects of SP in both the GP and the ACE. The rewarding -
positive reinforcing effects of SP could be inhibited by prior treatment with the specific
NK1 receptor antagonist in both structures. The anxiolytic effects of SP are also
mediated via NK1 receptors in the GP, while in the ACE not only NK1 but also NK3
receptors may participate in the mediation of these effects. Namely, contrary to our
results obtained in the GP, in the ACE the NKI1 receptor antagonist could not block but
only weaken the anxiolytic effects of the low dose SP. We could show that the learning
facilitatory effect of SP in the Passive Avoidance paradigm is also mediated through
NKI1 receptors in the ACE, because this effect could be blocked with the specific NK1

receptor antagonist.
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SP coexists and closely interacts with several neurotransmitter systems. The
positive reinforcing, learning facilitatory effects of SP may be related to the mesolimbic
DA system [6]. One can not exclude the possibility, however, that the interaction with
ACh-ergic neuronal elements may participate in the mediation of these effects of SP [5].
According to experimental data interactions of SP with serotoninergic, opiatergic and/or
GABA-benzodiazepine transmitter systems could be supposed in the influences of SP on
anxiolytic processes [11,21,49]. The learning improving effects of this peptide observed
in punishing situation may also be linked to DA-ergic and/or ACh-ergic
neurotransmission. Nevertheless, further experiments are necessary to cast light on these
mechanisms in detail.

There is growing evidence that SP may play a role in the pathophysiology of
some neurodegenerative disorders. SP-immunoreactivity changes in the GP were
demonstrated in patients with Parkinson’s and Huntington’s diseases and also in
schizophrenia [4,54]. The changes in SP-erg innervation of the GP, therefore, may
contribute to the development of these diseases. Brain level changes of SP content in the
AMY have been seen in Alzheimer’s disease, schizophrenia or major depression [3.4,8].
Thus, SP-ergic neuronal elements in the AMY may play a role in the etiology of the
above-mentioned disorders. The knowledge of the exact role of SP in these processes
may contribute to the better understanding of the patomechanism of these disorders and

to developing new tools for their treatment.
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