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STRESZCZENIE

Dane epidemiologiczne i1 kliniczne wskazuja na wysoki wskaznik wspotwystepowania
depresji 1 uzaleznienia od substancji psychoaktywnych. Czgsto$¢ wspotwystgpowania depresji
1 uzaleznienia od kokainy wynosi od 30 do 60%. Neurologiczne podioze depresji i
uzalezniania od psychostymulantow wigze si¢ z odmiennymi mechanizmami i w duzym
stopniu wspotzalezno$¢ miedzy nimi jest zwigzana z czasem pojawiania si¢ ktorego$ z tych
zaburzen. Pierwotnie wystepujace zaburzenia depresyjne, moga prowadzi¢ do przyjmowania
substancji psychostymulujacej (np. kokainy) w celu ,,samoleczenia” objawow depresji.
Natomiast dtugotrwale ich stosowanie moze prowadzi¢ do uzaleznienia 1 wigkszej podatnosci
na zaburzenia depresyjne w okresie abstynencji. Neurobiologiczne podtoze tej hipotezy opiera
si¢ na deficytach w dopaminie (DA), noradrenalinie (NA) i serotoninie (5-HT) u osob
cierpigcych na depresj¢. Kokaina przez swdj mechanizm dzialania powoduje tymczasowa
poprawe samopoczucia u chorej osoby. Badania kliniczne 1 badania $rodowiskowe
potwierdzity, Ze uzaleznienie od substancji psychoaktywnych bardzo cz¢sto poprzedzone jest
wystgpowaniem symptomow duzej depresji. Leczenie wspotwystepujacej depresji i
uzaleznienia od kokainy stwarza wiele trudno$ci np. niepozadane interakcje miedzy lekami,
oraz lekami 1 substancjami uzalezniajagcymi. Takie interakcje moga prowadzi¢ do obnizenia
skuteczno$ci dzialania lekow przeciwdepresyjnych i zwigkszy¢ ryzyko dziatan niepozadanych
lub nasili¢ toksycznos¢ lekow i srodkow uzalezniajacych.

Opracowano wiele modeli zwierzecych do badania zaburzen depresyjnych i
uzaleznienia od substancji psychoaktywnych, ale maja one pewne ograniczenia i nie zawsze
odzwierciedlaja pelny obraz choroby. Najczgsciej stosowanym eksperymentalnym
zwierzecym modelem depresji do badania wspotwystepowania tego zaburzenia 1 uzaleznienia
od substancji psychostymulujacych jest model usuniecia opuszek wechowych u szczurow

(bulbektomia; OBX). Zwierzeta OBX jako model doswiadczalny spetniajg wszystkie kryteria



dobrego modelu Zwierzecego.
Liczne badania potwierdzaja udzial receptorow 5-HT,c w mechanizmie zmian
obserwowanych zar6wno w depresji jak i uzaleznieniu od substancji psychostymulujacych i
moga odgrywac kluczowa role w nowych terapiach.

Przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej bylo poszerzenie wiedzy na temat
wspotwystepowania zaburzen depresyjnych i uzaleznienia od kokainy, wyjasnienie udziatu w
nich receptorow 5-HT,c oraz ocena skutecznosci lekéw przeciwdepresyjnych
1 nowych zwigzkow o potencjalnych efektach przeciwdepresyjnych w zwierzecym modelu
tych dwoch patologii. W pierwsze] czgsci pracy dokonano charakterystyki dwoch
zwierzecych modeli depresji (szczury z depresja genetyczng - Wistar Kyoto (WKY) i szczury
z depresja nabyta - OBX). Zastosowano test wymuszonego plywania i test aktywnosci
lokomotorycznej, nastepnie analizowano tkankowy poziom neuroprzekaznikéw 1 ich
metabolitow w wybranych strukturach mozgu szczuréw WKY i1 OBX z wykorzystaniem
technik wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja elektrochemiczng (HPLC/EC)
oraz chromatografii cieczowej ze spektrometrig masowa (LC-MS/MS). W modelu dozylnego
samopodawania kokainy okreslono zmiany w jej samopobieraniu przez zwierzgta WKY i
OBX, a ostatnim etapem charakterystyki zwierzgcego modelu wspotwystepowania depresji 1
uzaleznienia od kokainy bylo okreslenie poziomu ekspresji biatka receptorow 5-HT,c z
uzyciem techniki Western blot w wybranych strukturach mozgu szczurow OBX po
samopodawaniu kokainy i po okresie wygaszenia reakcji instrumentalnej. Podczas badan
neurochemicznych wykazano odmienne podstawowe poziomy tkankowe DA, NA, 5-HT oraz
ich metabolitow w grupie zwierzat OBX 1 WKY. W modelu dozylnego samopodawania
kokainy szczury OBX wykazywaly takie same predyspozycje do pobierania kokainy jak w
grupie SHAM, ale zwierz¢ta te wymagaly wigkszej liczby sesji (dni) w odniesieniu do
zwierzat kontrolnych, aby wygasi¢ reakcje instrumentalng. Szczury OBX charakteryzowaty
si¢ silniejszym nawrotem zachowan poszukiwawczych kokainy po prezentacji bodzca
warunkowego jak 1 bezwarunkowego w poréwnaniu do szczuréw SHAM. Natomiast w grupie
szczurow WKY zaobserwowano jedynie obnizong liczbe naci$nie¢ na dzwignie ,,aktywna” w
czasie samopodawania kokainy przy wspolczynniku wzmocnienia (FR1) i statej dawce
kokainy (0,5 mg/kg/infuzje). W czasie wygaszania reakcji instrumentalnej i nawrotu
zachowan poszukiwawczych kokainy nie zaobserwowano réznic miedzy zwierzetami WKY 1
grupg kontrolng. Po okresie wygaszenia reakcji instrumentalnej (10 dni) u zwierzat OBX
nastgpil znaczny wzrost ekspresji biatka receptoréw 5-HT,c w grzbietowo-przysrodkowej

czg$ci prazkowia. Zmiany behawioralne w modelu samopodawania kokainy i zmiany w



podstawowych tkankowych poziomach waznych dla uzaleznienia od kokainy
neuroprzekaznikéw 5-HT, NA i DA u szczurow OBX oraz bardzo charakterystyczne zmiany
w ekspresji biatka receptorow 5-HT,c wskazuja na mozliwo$¢ stosowania tych zwierzat do
badan farmakologicznych.

W drugiej czgSci niniejszej pracy wykonano badania farmakologiczne z
wykorzystaniem  szczuréow OBX 1 modelu dozylnego samopodawania kokainy.
Tutaj badano wptyw lekéw przeciwdepresyjnych (imipraminy (IMI), escitalopramu (ESC),
mirtazapiny (MIR), agomelatyny (AGO)) oraz substancji o potencjalnych efektach
przeciwdepresyjnych (N-acetylocysteiny (ACC), amidu N-acetylocysteiny (AD4)), oraz
agonistow receptorow 5-HT,c (WAY 60-0175, RO 161503) na wlasciwosci nagradzajace
kokainy, wygaszanie reakcji instrumentalnej i nawrot zachowan poszukiwawczych kokainy u
szczurow OBX 1 SHAM. Zaobserwowano, ze IMI oslabiala wlasciwosci nagradzajace
kokainy zarowno w grupie SHAM 1 OBX, natomiast AGO tylko w grupie SHAM. IMI, ESC,
MIR oraz AGO po jednorazowych podaniach ostabiaty nawrdét zachowan poszukiwawczych
kokainy w grupie SHAM i OBX, natomiast po wielokrotnych podaniach skuteczno$¢ w
tagodzeniu nawrotu wykazata jedynie IMI. ACC i1 AD4 znaczaco hamowaly nawrdt
zachowan poszukiwawczych kokainy po jednorazowych podaniach, dodatkowo AD4
ostabiata nawr6t do natogu po podaniach wielokrotnych tak samo efektywnie u szczuréow z
grupy kontrolnej jak i u zwierzat OBX. Obaj stosowani agonisci receptorow 5-HT ¢ ostabiali
nawrdt zachowan poszukiwawczych kokainy po podaniach jednorazowych, a po podaniach
wielokrotnych byli skuteczni tylko w przypadku bodzca warunkowego w grupie SHAM, jak i
OBX.

Ten ostatni wynik potwierdza istotny udzial tych receptorow w nawrotach zachowan
poszukiwawczych kokainy zar6wno u zwierzat z depresja, jak i u zwierzat tylko
uzaleznionych od kokainy.

Przeprowadzone w pracy doktorskiej badania przyczynity si¢ do poszerzenia wiedzy o
mechanizmach zaangazowanych w patogeneze¢ depresji ze wspotwystepujagcym uzaleznieniem
od kokainy. Szczegodlnie podkreslono w nich rolg¢ uktadu 5-HT-ergicznego i jednego z
receptoréow dla 5-HT (5-HT,c) w tych dwoch zaburzeniach. Dodatkowo po raz pierwszy
kompleksowo scharakteryzowano zwierzecy model wspotwystgpowania depresji 1
uzaleznienia od kokainy oraz przedstawiono wptyw lekow przeciwdepresyjnych 1 substancji o
potencjalnym dziataniu przeciwdepresyjnym w tym zwierzecym modelu doswiadczalnym.

Uzyskane wyniki wskazuja nowe kierunki badan nad depresja i wspotwystepujacym z nig



uzaleznieniem od kokainy z uwzgl¢dnieniem roli uktadu 5-HT-ergicznego i receptorow 5-

HToc.

ABSTRACT

Epidemiological and clinical data indicate a high rate of comorbidity between depression and
drug addiction. The prevalence of co-occurrence of depression and cocaine dependence
ranges from 30 to 60%. As far as the neurobiology of such comorbidity is concerned, different
mechanisms may be involved depending on the temporal pattern of its development.
Depression followed by drug abuse (e.g. cocaine) may reflect an attempt to self-medicate
depression, while drug abuse followed by depression may result from an early exposure to
chronic drug abuse, which leads to neurobiological changes increasing the risk of depression.
This hypothesis is based on deficits in dopamine (DA), noradrenaline (NA) and serotonin (5-
HT). Cocaine by its mechanism of action causes a temporary mood improvement. Clinical
and environmental studies have confirmed that addiction to psychoactive substances is very
often preceded by symptoms of major depression. Treatment of comorbid depression and
cocaine abuse poses many difficulties, for instance undesirable interactions between drugs or
between the drug and substance of abuse. Such interactions may decrease efficacy of
antidepressants, increase the risk of side effects or aggravate the toxicity of drugs and
addictive substances.

There are many animal models of depressive disorders and substance abuse, but they
have some limitations and do not reflect the clinical disease. The most frequently used
experimental animal model of depression used to study the co-occurrence of this disorder and
addiction is the model based on bilateral olfactory bulbectomy (OBX). OBX animals as an
experimental model meet all criteria of a good animal model of depression. Numerous studies
confirm an important role of 5-HT,¢ receptors in the mechanism of depression and substance
use disorders and they can play a key role in new therapies for coexisting depression and
cocaine addiction.

The aim of this study was to broaden the knowledge on the coexistence of depressive
disorders and cocaine addiction, to explain the role of 5-HT,¢ receptors in these phenomena
and to assess the effectiveness of antidepressants and new compounds with potential
antidepressant effects in the animal model of these two pathologies. In the first part of the
study, two animal models of depression were characterized (rats with genetic depression -
Wistar Kyoto (WKY) and rats with olfactory bulbs removed - OBX). First, the forced swim



test and locomotor activity test were performed, and then, the basal levels of neurotransmitters
and their metabolites were analyzed in selected brain structures of WKY and OBX rats using
high performance liquid chromatography with electrochemical detection (HPLC/EC) and
liquid chromatography with mass spectrometry (LC-MS/MS). Using the intravenous cocaine
self-administration model, we determined differences in cocaine self-administration between
WKY and OBX animals. The final stage of the study was to determine the expression of 5-
HT,c receptors in selected brain structures of OBX rats after cocaine self-administration and
extinction, with Western blot analysis. Neurochemical studies showed different basal tissue
levels of DA, NA, 5-HT and their metabolites in the OBX and WKY rats. In the intravenous
cocaine self-administration model, OBX rats exhibited the same predisposition for cocaine
self-administered as the SHAM group, but these animals required more sessions (days)
compared to control animals to extinguish operant responding. In the WKY rats, we observed
the reduced number of "active™ lever presses during cocaine self-administration only under a
stable dose of cocaine (0.5 mg/kg/infusion) and fixed ratio (FR) schedule 1. There were no
differences between the WKY animals and the control group, during extinction and cocaine
reinstatement. After the extinction training (10 days) in OBX animals, a significant increase in
5-HT,¢ receptor expression was observed in the dorsomedial striatum. Behavioral changes in
the cocaine self-administration and changes in the basal tissue levels of important
neurotransmitters (5-HT, NA and DA) in the cocaine addiction in OBX rats and very
characteristic changes in the expression of 5-HT,¢ receptors indicate the possibility of the use
of these animals for pharmacological studies.

In the second part of this study, pharmacological experiments were performed using
OBX rats and an intravenous cocaine self-administration model. The effects of
antidepressants (imipramine (IMI), escitalopram (ESC), mirtazapine (MIR), agomelatine
(AGQ)), substances with potential antidepressant effects (N-acetylcysteine (ACC) and N-
acetylcysteine amide (AD4)), and 5-HT,c receptors agonists (WAY 60-0175, RO 161503) on
cocaine self-administration and extinction/reinstatement procedures were studied in OBX and
SHAM rats. It was observed that IMI reduced cocaine-seeking behavior in SHAM and OBX
animals, while AGO only in the SHAM group. IMI, ESC, MIR and AGO, after acute
administration, attenuated the reinstatement of seeking behavior in SHAM and OBX groups
whereas only IMI was efficient after chronic administration. ACC and AD4 administered
chronically significantly inhibited the relapse, while AD4 also suppressed cocaine seeking
behavior during cocaine priming- or cue —induced reinstatement, and these drugs were equally

effective in control and OBX rats. Both 5-HT,c receptor agonists, used in this work,



attenuated the cocaine-seeking after acute administration, but after repeated administrations
they were effective only when a conditioned cue was used as the stimulus in the SHAM and
OBX groups. The latter results confirm an important contribution of these receptors to
cocaine seeking and relapse.

The study in this doctoral thesis contributed to exploration of the mechanisms related
to coexisting depression and cocaine addiction. In particular, the results highlighted the role of
the 5-HTergic system and one of the 5-HT (5-HT,c) receptor in these two disorders. This is
the first study, in which the animal model of the coexisting depression and cocaine addiction
was comprehensively characterized. In addition, the effects of antidepressants and substances
with potential antidepressant effects in this animal experimental model were presented. We
hope that the obtained data may open up new directions for research into co-occurring
depression and cocaine addiction with special focus on the role of the 5-HT-ergic system and

5-HT ¢ receptors.



