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~Wptyw przewlektego podawania imipraminy i fluokset yny na wybrane

parametry neuroimmunologiczne w zwierz  ecych modelach depresji.”

Streszczenie

Dotychczasowe badania z uzyciem doswiadczalnych modeli depresiji
przeprowadzane byly przede wszystkim na samcach, podczas gdy depresja
w naszym kregu kulturowym czesciej wystepuje u kobiet. Ponadto w badaniach,
w ktérych stosowano lipopolisacharyd (LPS), aby wywota¢ objawy
przypominajgce depresje, LPS podawany byt zazwyczaj jednokrotnie, co
indukowato krétkotrwate depresjopodobne zmiany w zachowaniu, a depresja
jest chorobg przewlektg. Dlatego jednym z celdéw niniejszej pracy doktorskiej
bylo stworzenie nowego modelu depresji opartego na wielokrotnym podawaniu
LPS samicom i samcom myszy, powtarzanym w odstepach czasu, az do
powstania diugotrwale utrzymujgcego sie stanu przypominajgcego depresje.

Dotychczas  opublikowane prace oceniajgce  wplyw  lekow
przeciwdepresyjnych (LPD) na odpornos¢ koncentrowaly sie przede wszystkim
na ocenie wptywu LPD na poziom cytokin w surowicy. Brakuje prac
jednoczesnie oceniajgcych stezenie cytokin w sledzionie i osrodkowym uktadzie
nerwowym, badajgcych zwigzek miedzy lekoopornoscig a poziomem cytokin,
uktadem antyoksydacyjnym, czy szlakiem kynureninowym, jak réwniez
dotyczgcych skutecznosci terapeutycznej LPD u osobnikow starszych.
Niewystarczajgce i niejednoznaczne wyniki zawarte w dotychczas
opublikowanych pracach, sugerowaly potrzebe prowadzenia dalszych
doswiadczen. Dlatego, tez kolejnym celem pracy doktorskiej byto okreslenie
wptywu chronicznego tagodnego stresu (CMS), uznanego modelu depres;ji
I diugotrwatego podawania imipraminy (IMI) na wybrane parametry szlaku
kynureninowego w strukturach moézgu, a takze markery stresu oksydacyjnego

i uktad antyoksydacyjny w watrobie szczuréw. Ponadto oznaczono poziom



cytokin w wybranych strukturach mézgu, oceniono parametry obwodowej
odpornosci typu komorkowego i zbadano jak wplywajg na nig leki. Badania
prowadzono w trzech modelach depresiji.

W pierwszej czesci doswiadczen 3-miesieczne myszy szczepu C57BL/6J
otrzymywaty dootrzewnowo (i.p.) przez 4 miesigce przez 5 kolejnych dni
w miesigcu LPS (dzien 1: 750 pg/kg m.c., dzien 2: 1000 pg/kg m.c., dzien 3:
1250 pg/kg m.c., dziehn 4: 1000 pg/kg m.c., dzien 5: 750 pg/kg m.c.). 28 dni po
ostatniej dawce LPS rozpoczeto podawanie zwierzetom fluoksetyny (FLU; 10
mg/kg m.c., i.p.) przez 3 tygodnie. Przez caly czas trwania eksperymentu
dokonywano pomiaru spozycia 1% roztworu cukrozy. Cykl podahn LPS
spowodowat zmniejszenie konsumpcji stodkiego ptynu na okres co najmniej 7
tygodni u samic, ale nie u samcow myszy szczepu C57BL/6J, a podawanie FLU
zniosto ten efekt. Przewlekie podania LPS u myszy mogg by¢é uzytecznym
nowym modelem depresji. Ponadto dokonano pomiaréw parametrow
neuroimmunoendokrynnych. Uzyskane wyniki sugerujg, ze skutecznosc
przeciwdepresyjna zastosowanego leku moze by¢ zwigzana ze zdolnoscig do
zwiekszania produkcji negatywnego immunoregulatora IL-10 i zmniejszania
produkcji anionorodnika ponadtlenkowego oraz kortykosteronu.

W drugiej czesci doswiadczen stare 22-23-miesieczne samice myszy
szczepu C57BL/6J otrzymywaty przez 11 dni FLU (10 mg/kg m.c., i.p.). Po 7
dniach podawania leku nastrzykiwano je zarowno FLU, jak i LPS (100 pg/kg
m.c., 1.p.), podawanym przez cztery kolejne dni. W trakcie trwania
eksperymentu mierzono spozycie 1% roztworu sacharozy. Po dziesigtej dawce
FLU i trzykrotnym podaniu LPS wykonano test Porsolta. Uzyskane wyniki
pozwolity stwierdzi¢, ze u starych samic myszy, lek nie wplywa na zmiany
behawioralne wywotane przez LPS, a wiec nie dziata przeciwdepresyjnie.
Wykazano jednak dziatanie przeciwzapalne FLU, objawiajgce sie
zmniejszeniem produkcji cytokin prozapalnych w $ledzionie i hipokampie oraz
zwiekszeniem produkcji IL-10 w Sledzionie.

Trzecig i czwartg czes¢ badan do niniejszej pracy wykonano na
szczurach szczepu Wistar, poddanych procedurze chronicznego tagodnego
stresu. W modelu tym u ok. 80% stresowanych zwierzat, otrzymujgcych IMI (10
mg/kg m.c., i.p.) przez 5 tygodni stwierdza sie istotne zmniejszenie anhedonii,
mierzonej spozyciem 1% roztworu cukrozy (grupa CMS IMI-R). Ok. 20%



stresowanych szczurow nie odpowiada na przeciwdepresyjne dziatanie IMI
(grupa CMS IMI-NR).

Trzecig cze$¢ badan przeprowadzono na homogenatach watroby.
Stwierdzono, ze szczury oporne na przeciwdepresyjne dziatanie IMI wykazujg
zwiekszone stezenie dialdehydu malonowego (MDA) i zmniejszony poziom
siarki sulfanowej (SS) i niebiatkowych grup tiolowych (NPSH) w poréwnaniu
z grupg poddang CMS, a takze zmniejszong aktywnos¢ antyoksydacyjnych
enzymow: peroksydazy glutationowej (GPx) i katalazy (CAT) w poréwnaniu
Z grupg otrzymujgcg wytgcznie IMI.

Czwarta czes¢ badan dotyczaca szlaku kynureninowego, ujawnita, ze
brak odpowiedzi na terapeutyczne dziatanie IMI (grupa CMS IMI-NR) moze by¢
zwigzany z brakiem inhibicyjnego dziatania leku na ekspresje mRNA dla 2,3-
dioksygenazy indolowej (IDO) i 3-monooksygenazy kynureniny (KMO) w korze
czotowej, a takze synteze IDO, KMO i kynureniny (KYN) w korze czotowej.
Prawdopodobnie takze podwyzszony poziom mRNA dla interleukiny (IL)-6
w korze czotowej i hipokampie wptywa na brak efektu terapeutycznego leku.

Uzyskane w pierwszej czesci dane sugerujg potencjalng przydatnosé
nowego modelu do dalszych badan nad depresjg. Wyniki badan z drugiej czesci
doktoratu, chociaz nie udowadniajg dziatania przeciwdepresyjnego FLU
u starych samic, wskazujg na jej silne dziatanie przeciwzapalne. Wiasciwos$¢ ta
wydaje sie byC¢ niezwykle istotna z uwagi na czeste wspotlwystepowanie
depresji i choréb zapalnych u os6b starszych. Mimo, ze rezultaty z trzeciej
czesci badan nie wykazaty bezposredniego powigzania stresu oksydacyjnego
w watrobie z wystgpieniem anhedonii, to ujawnity, ze [IMI najsilniej
prooksydacyjnie dziatata u szczuréw stresowanych, nieodpowiadajgcych na lek.
Spostrzezenie to jest istotne, bowiem w przypadku wystgpienia u pacjentow
opornosci na lek, nalezatoby bra¢ pod uwage jego jak najszybsze odstawienie,
Z uwagi na grozacg hepatotoksycznos¢. Badania w ostatniej czesci mojej pracy
pozwolity oceni¢ ekspresje enzyméw i poziom metabolitbw szlaku
kynureninowego m.in. w grupie zwierzgt nieodpowiadajgcych na leczenie
lekiem przeciwdepresyjnym - zagadnienie dotychczas przez badaczy
niezgtebiane.



Summary

Until now, studies in animal models of depression have been conducted
primarily in males, while depression in our cultural area seems to be more
common among women than men. Moreover, in research using
lipopolysaccharide (LPS) to induce depressive-like behavior, LPS was injected
usually once and caused short-term changes in behavior, while depression is
a chronic disease. Therefore, one of the aims of research constituting the basis
of my doctoral thesis was to develop a new model of depression in mice, based
on repeated, intermittent LPS injections to males and females, to induce a long-
lasting depression-like state.

Previously published studies, evaluating the influence of antidepressants
on immunity, primarily concentrated on their impact on serum level of cytokines.
There is a lack of evidence evaluating simultaneously the level of cytokines in
the spleen and the central nervous system and analyzing connections between
treatment-resistant depression and cytokines, antioxidant system or kynurenine
pathway. There are also only a few studies investigating the effectiveness of
antidepressants in elderly patients. Insufficient and inconclusive results
suggested the need for further research. Therefore, the consecutive aim of this
thesis was to delineate the impact of chronic mild stress (CMS), which is a well-
validated model of depression, and prolonged administration of imipramine (IMI)
on the kynurenine pathway (in some brain structures), markers of oxidative
stress and antioxidant system (in the liver) in rats. Furthermore, the level of
cytokines in some brain structures, parameters of peripheral cell-mediated
immunity and impact of drugs on this immunity were assessed. The studies
were conducted in three models of depression.

In the first part of my experiments, C57BL/6J mice received LPS
intraperitoneally (i.p.) once daily for 5 consecutive days a month for 4 months.
The LPS dose was increased every day in the first three days and was then
gradually decreased on day 4 and 5 (day 1: 750 pg/kg b.w., day 2: 1000 pg/kg
b.w., day 3: 1250 pg/kg b.w., day 4: 1000 pyg/kg b.w., day 5: 750 ug/kg b.w.).
Fluoxetine (FLU) administration started 28 days after the last dose of LPS. The
sucrose consumption was measured throughout the experiment. LPS

administrations caused a decrease in sucrose consumption lasting for at least 7



weeks. This effect was abolished by FLU administration. Repeated and
intermittent LPS injections to mice can be a new useful model of depression. In
addition, neuroimmunendocrine parameters were measured. The findings
suggest that therapeutic efficacy of the drug can be connected with increasing
the IL-10 production and lowering the superoxide and corticosterone production.

In the second part of the experiments, old female C57BL/6J mice (22-23
months old) were treated with FLU (10 mg/kg b.w., i.p.) for 11 days. After 7
days of drug administration, mice were injected both FLU and LPS (100 pg/kg
b.w., i.p.) for 4 subsequent days. Drinking of 1% sucrose solutions was
measured throughout the experiment. The forced swim-test was performed after
the 10™ FLU injection and third LPS dose. The results allowed for the
conclusion that FLU did not reduce depressive behavior induced by LPS
injection. However, the studies have proven anti-inflammatory effect of FLU
evidenced by reduction of proinflammatory cytokine production in the spleen
and hippocampus and enhancement of IL-10 production in the spleen.

The third and fourth parts of the experiments were performed on Wistar
rats subjected to chronic mild stress model of depression. Administration of IMI
(10 mg/kg b.w., i.p.) for 5 weeks to rats subjected to CMS resulted in significant
reduction of anhedonia, measured by sucrose intake, in 80% of animals (CMS
IMI-R). About 20% of rats did not respond to the IMI treatment (CMS IMI-NR).

The third part of experiments was performed on hepatocytes. In CMS
IMI-NR rats, the level of malondialdehyde (MDA) was increased, whereas the
levels of sulfane sulfur (SS) and non-protein sulfhydryl groups (NPSH) were
decreased in comparison to CMS group. Moreover, in CMS IMI-NR rats the
activity of antioxidant enzymes (glutathione peroxidase (GPx) and catalase
(CAT)) was decreased compared to IMI-treated rats.

The fourth part of the research within the framework of my doctoral thesis
concerning the kynurenine pathway, revealed that the lack of response to
therapeutic action of IMI (CMS IMI-NR) could be connected with deficiency of
the inhibitory properties of IMI on indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) and
kynurenine 3-monooxygenase (KMO) mRNA expression in the cortex and IDO,
KMO and kynurenine (KYN) synthesis in the cortex. Probably, increased level of
interleukin (IL)-6 mMRNA expression in the cortex and hippocampus also

impacted on resistance to IMI.



The findings of the first part suggest a potential usefulness of the new
model in future studies of depression. The results in the second part of the
thesis, despite that they did not demonstrate antidepressant properties of FLU
in senescent females, have proven profound anti-inflammatory properties of
FLU. This property seems to be very important in elderly patients suffering from
comorbidity of depression and inflammatory diseases. Although the results
presented in the third part did not show a direct connection between oxidative
stress in the liver and anhedonia, they revealed, that pro-oxidant action of IMI
was particularly evident in IMI non-responding rats. This observation is crucial
for patients resistant to this drug. In these people, IMI therapy should be
discontinued immediately due to hepatotoxicity. Research described in the last
part of my thesis allowed for evaluation of expression of enzymes and level of
metabolites of the kynurenine pathway, also in animals non-responding to

antidepressant treatment; this issue has not been explored by researchers, yet.



