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STRESZCZENIE

Pierwsze leki przeciwdepresyjne zostaly odkryte w latach pigcdziesiatych ubieglego wieku,
jednak pomimo uplywu czasu wigkszo$¢ substancji stosowanych obecnie w praktyce leczenia
depresji jest oparta na podobnym mechanizmie, czyli na zwigkszaniu dostepnosci monoamin
w szczelinie synaptycznej. Jednak od wielu lat trwajg intensywne badania majgce na celu
identyfikacj¢ odroczonych w czasie molekularnych efektow adaptacyjnych lekow
przeciwdepresyjnych, aby w przysztosci méc projektowa¢ substancje oddziatujace bezposrednio
na okreslone biatka. Jednym z bialek bedagcym wspdlnym punktem uchwytu dla réznych terapii
przeciwdepresyjnych zarowno farmakologicznych jak 1 elektrowstrzaséw, jest czynnik
transkrypcyjny CREB. Badania wykazaty, Zze wielokrotne podania lekéw przeciwdepresyjnych
r6znych klas powoduja zwigkszenie jego fosforylacji oraz aktywnosci w hipokampie czy korze
przedczotowej zwierzat. Dodatkowo u pacjentéw chorych na depresj¢ zauwazono obnizony
poziom fosforylacji CREB, ktory wulega normalizacji pod wplywem terapii lekami
przeciwdepresyjnymi. Jednak wyniki te nie znalazlty odzwierciedlenia w badaniach na modelach

zwierzgcych pozbawionych CREB, gdyz obserwowano w nich fenotyp przeciwdepresyjny



zwierzat. Moglo to by¢ spowodowane m.in. kompensacyjnym wzrostem poziomu biatka CREM,
ktére moze czeSciowo przejmowaé funkcje CREB w sytuacji jego braku lub naktadaniem sie¢

przeciwstawnych efektow delecji CREB z r6znych struktur.

Celem badan przedstawionych w tej pracy byta ocena jak delecja CREB ograniczona do
neurondow noradrenergicznych (NA) lub serotoninowych (5-HT) — nalezacych wecigz do
najistotniejszych punktow uchwytu farmakoterapii depresji — wplynie na efekty lekow
przeciwdepresyjnych  dzialajagcych pierwotnie poprzez te uklady monoaminergiczne.
W badaniach jako modele wykorzystano transgeniczne myszy oparte o system Cre/loxP —
Creb1PB"C™® oraz Creb1™2C™ERT2 w ktorych dodatkowo usunigto gen kodujacy CREM. Do
badan wybrano dwa leki przeciwdepresyjne o dobrze udokumentowanym oddziatywaniu na
$ciezke sygnalizacyjng zalezng od CREB — dezipraming do badania efektow delecji CREB
w uktadzie NA oraz fluoksetyng¢ do badania efektow delecji CREB w uktadzie 5-HT. Wszystkie
badania zostaly przeprowadzone zaréwno na zwierzetach pojedynczych mutantach
pozbawionych wylacznie CREB (Creb1®"“™® oraz Creb1™"2™ERT2) " jak i mutantach
podwojnych z dodatkowa delecja CREM (Creb1PBH"®Crem—/— oraz Creb1™H?C"*ERT2Crem_/),

Ponadto we wszystkich eksperymentach osobno oceniano samce i samice.

W pierwszym etapie oba modele poddano ocenie pod katem ich uzytecznosci do
doswiadczen z wykorzystaniem lekow przeciwdepresyjnych. Przeprowadzono zatem barwienia
immunohistochemiczne potwierdzajace skuteczno$¢ i selektywno$¢ mutacji, a nastepnie
oceniono fenotyp podstawowy zwierzat. Jak si¢ okazato wprowadzone mutacje nie wplywaja na
wage, aktywno$¢ lokomotoryczng, koordynacje ruchows, Igkliwos¢ (z wyjatkiem samic
CreblTPHzcreERTz) czy wystepowanie zachowan o charakterze depresyjnym niezaleznie od
genotypu czy plci zwierzat. Dzigki temu oba modele stanowig odpowiednie narz¢dzie do badan

roli CREB w mechanizmach dziatania lekéw przeciwdepresyjnych, nie posiadajac fenotypu,

ktory mogtby interferowac z wynikami uzyskanymi po dodatkowej ekspozycji na lek.

W drugim etapie projektu myszy z delecja CREB w neuronach monoaminergicznych
poddano dziataniu lekéw przeciwdepresyjnych. Przy uzyciu testu zawieszenia za ogon
przeprowadzonego po pojedynczej dawce dezipraminy czy fluoksetyny wykazano, ze CREB
zlokalizowany odpowiednio w neuronach NA oraz 5-HT odgrywa istotng role w dziataniu obu
lekow, gdyz zwierzeta pozbawione tego czynnika nie wykazywaty odpowiedzi na podane leki.

Jednakze do zahamowania behawioralnej reakcji na dezipraming konieczna byta delecja zarowno



CREB z neuronéw NA jak i pozbawienie zwierzgt CREM, natomiast zahamowanie reakcji na

fluoksetyng obserwowano juz u pojedynczych mutantéw z delecja CREB w neuronach 5-HT.

Efekty wielokrotnych podan lekow przeciwdepresyjnych na poziomie molekularnym byty
mierzone w hipokampie i korze przedczotowej, strukturach do ktérych docieraja projekcje z jadra
sinawego czy jadra szwu. Mierzono poziom ekspresji mRNA oraz biatka dla genow zaleznych od
CREB, w tym BDNF 1 pozostatych neurotrofin, a takze kinaz CaMKIla 1 ERK1/2. Oceniono
takze poziom neurotransmiteréw w tych strukturach u podwdjnych mutantéw. Najwazniejsza
obserwacja w tej czesci rozprawy jest fakt, ze brak CREB w uktadzie 5-HT hamuje wywotywany
fluoksetyng wzrost BDNF w hipokampie (samce i samice) i korze przedczotowej (samice) u
myszy. Podobny efekt obserwowano dla fosforylacji CaMKlIla. Efekt mutacji w uktadzie 5-HT
obserwowany dla BDNF oraz badanych kinaz pokazuje istotng rol¢ CREB zlokalizowanego w
tych neuronach, a nie w strukturze docelowej jaka jest hipokamp. Wykazano takze rdznice
plciowe w zakresie regulacji odpowiedzi na fluoksetyng¢ na poziomie bahawioralnym oraz
molekularnym, a takze w tkankowym poziomie neurotransmiteréw. Dezipramina nie wywolala
istotnych zmian w zakresie badanych Sciezek sygnalowych u zwierzat dzikich, a takze brak

CREB w ukladzie NA (myszy Creb1°2H°™®) miat nieznaczny wptyw na efekty leku.

Podsumowujac, przeprowadzone badania po raz pierwszy pokazaly, ze obecnos¢ CREB
w neuronach 5-HT i NA ma istotne znaczenie dla efektywnosci dziatania zastosowanych lekow
przeciwdepresyjnych. Ponadto wykazano, ze CREB z neuronéow 5-HT jest istotny dla zmian
wywotanych fluoksetyng w strukturach docelowych dla tego uktadu, istotnie zaangazowanych w
patomechanizm i leczenie depresji. Pokazano takze, ze¢ CREM moze odgrywac istotng role w
kompensacji braku CREB, co przeklada si¢ na ostateczny fenotyp zwierzat — czynnik czesto
pomijany w tego typu badaniach spotykanych w pismiennictwie. Wyniki tej pracy uzupelniajg
dotychczasowa wiedz¢ na temat CREB 1 jego roli w mechanizmie dziatania lekow
przeciwdepresyjnych jednocze$nie podkreslajac jak wymagajacym a jednoczesnie istotnym

zadaniem sg badania udziatu czynnikéw transkrypcyjnych w efektach lekow.



ABSTRACT

First antidepressant drugs were discovered in 1950s; however, since then most of currently used
substances in the treatment of depression are based on similar mechanism, which is enhancement
of monoaminergic transmission. The delayed molecular adaptive effects of prolonged treatment
with antidepressant drugs are thoroughly studied to find the new and better defined targets for
future more efficient antidepressants. A protein that could serve as a convergence point of
different antidepressant treatment, including pharmacotherapy and electroconvulsive shock, is
cAMP response element binding protein (CREB). Chronic administration of different classes of
antidepressant drugs were often reported to enhance CREB phosphorylation and activity in the
hippocampus and prefrontal cortex of rodents. Moreover it was shown that unmedicated
depressive patients have lower phosphorylation of CREB in brain, which is recovered after
antidepressant therapy. However these results were not reflected by the effects observed in mice
knocked out for CREB, as these animals surprisingly showed antidepressive phenotype. This
could have been caused due to compensatory increase of CREM upon CREB loss, as CREM is a
transcription factor able to bind to the same DNA sequence and possibly overtake the function of

CREB or puzzling effects of CREB deficiency in different brain areas.

The aim of this thesis was to evaluate the role of CREB localized in the noradrenergic
(NA) and serotonergic (5-HT) neurons in the effects of antidepressant drugs, which primarily act
on these monoaminergic systems. The study was performed on transgenic mice created with the

use of Cre/loxP system, which were CREB deficient in NA (Creb1P®H™

) or 5-HT neurons
(Creb1TPH2CTERT2) “additionally kept in CREM—/— background. Two antidepressants were chosen,
which previously were shown to influence CREB signaling pathway: desipramine was used to
study the effects of CREB deletion in NA neurons and fluoxetine to study the effects of CREB
deletion in 5-HT neurons. All experiments were carried out on single mutants devoid of CREB
only (Creb1PBHC" and Creb1™"?C"®ERT2) and double mutants with additional deletion of CREM
(Creb1PBHC™Crem—/— and Creb1™2™ERT2Crem—/-). In addition female and male mice were

analyzed separately.

At first both studied models were evaluated for their utility in further experiments with
antidepressants. Immunofluorescent staining confirmed the specificity and selectivity of both

mutations. Next, basal behavioral phenotyping failed to reveal any differences in weight,



locomotor activity, motor coordination, anxiety (apart from decreased anxiety in Creb1FH2CreERT2
females) or depressive-like behavior irrelevant of genotype or sex of animals. Hence, both
models were suitable tool to study the effects of antidepressants on CREB. In the second part of
the project both models were exploited in experiments towards the investigation of the role of
CREB following antidepressant treatment. Acute dose of desipramine or fluoxetine was
ineffective to evoke behavioral response in mice devoid of CREB in NA and 5-HT neurons,
respectively. However, inhibition of response to desipramine required deletion of both CREB and
CREM, while to abolish the effects of fluoxetine deletion of only CREB was sufficient.

The effects of chronic administration of antidepressants were measured in the
hippocampus and prefrontal cortex, the areas profoundly innervated by projections originating in
locus coeruleus and raphe nuclei. The mMRNA and protein levels of genes dependent on CREB,
including BDNF and other neurotrophins as well as CaMKIlla and ERK1/2 were evaluated. In
addition, neurotransmitters content in these structures were assessed in double mutant mice. The
most interesting result coming out from this part of thesis is the discovery that deletion of CREB
in 5-HT neurons counteracted fluoxetine evoked BDNF-upregulation in the hippocampus
(females and males) and prefrontal cortex (females). Moreover, CREB deletion in 5-HT neurons
caused similar effect on CaMKIla in hippocampus of male mice; also ERK1/2 phosphorylation
was found to be decreased after fluoxetine in Creb1™H2™ERT2 male mice, which supported the
data of BDNF study. In addition, we noted sex specific dependence of the behavioral and
molecular effects evoked by fluoxetine in Creb1™"2<™ERT2 mice. On the other hand, desipramine
did not induce any significant changes in studied molecules in wild-type mice, similar as CREB

deficiency in NA neurons modulated the effects of desipramine very mildly.

Taken together the data presented in this thesis are the first to show, that CREB localized
in 5-HT and NA neurons plays crucial role in efficacy of studied antidepressant drugs. Moreover
CREB originated from 5-HT cells, plays an important role in molecular changes (BDNF,
CaMKIla) induced in the brain structures targeted by serotonergic projections. Further, the
results of this study support the thesis that CREM upregulation may play important compensatory
role in absence of CREB, which can influence the final phenotype observed in mutant animals.
The effects observed in this research expand the current knowledge on CREB role in the

mechanisms of antidepressant drugs, emphasizing how important and challenging this aim is.



