Original research article / Artykut oryginalny

Farmakoterapia w Psychiatrii i Neurologii 2018, 34 (2), 95-108
© 2018 Institute of Psychiatry and Neurology. All rights reserved.
DOI: http://dx.medra.org/10.17393/fpn.2018.07.001

Comparison of the influence of selected psychotropic
drugs on the level of tumour necrosis factor
in experimentally induced depression

Poréwnanie wptywu wybranych lekéw psychotropowych na poziom czynnika
martwicy nowotworu w doswiadczalnie wywotanej depresji

Katarzyna Manikowska, Agnieszka Plebaniska, Przemystaw £. Mikotajczak

ABSTRACT

Objectives. Our knowledge of the role of cytokines in
the pathogenesis of mental disorders is still insufficient.
The aim of this study was to evaluate the effect of anti-
depressants such as venlafaxine or paroxetine, as well as
that of an atypical antipsychotic, i.e. aripiprazole, on the
level of TNFa in the peripheral blood of rats.

Material and methods. The study was carried out in
three separate experiments on male Wistar rats, each

WATR,,

4,
O

e
01040

17.04.2018
7.06.2018

Received

\‘“"Tp.’

S
&
2

Accepted

AFFILIATION / AFILIACJA

Katedra i Zaktad Farmakologii, Uniwersytet
Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

KEYWORDS SEOWA KLUCZOWE
o depression o depresja
« antidepressants  leki przeciw-
e cytokines depresyjne
e cytokiny

CORRESPONDENCE ADDRESS / ADRES DO KORESPONDENC]I
Katarzyna Manikowska

Katedra i Zaklad Farmakologii Uniwersytet Medyczny
im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

UL Rokietnicka 5a, 60-806 Poznar, Poland

email: kmanikowska@ump.edu.pl

time dividing them into two groups. The first group was
subjected for 6 weeks to chronic mild stress (CMS) and
the second was a control group (of unstressed animals).
Following the development of induced anhedonia, some
of the stressed and control rats were treated with venla-
faxine (20 mg/kg, p.o. daily), paroxetine (12.5 mg/kg, p.o.
daily) or aripiprazole (2,5 mg/kg, p.o. daily) for 3 weeks.
On the last day of the experiment a lipopolysaccharide
(LPS, 100 pg/kg b.m., i.p.) was injected into 25% of the
rats and levels of TNF-a were assayed with ELISA.
Results. The results indicated an increase of TNF-a level
in the stressed animals administered LPS. The paroxetine
treatment resulted in a significant decrease in TNF-a level
in the stressed animals that were also administered LPS.
Venlafaxine did not have a significant effect on TNF-a
level, whereas aripiprazole significantly increased the
level of TNF-a in animals which were administered LPS.
Conclusions. The paroxetine-induced normalisation of
the TNF-a level, increased by CMS and LPS, confirms the
hypothesis of the influence of some antidepressants on
the immunological system. Some atypical antipsychotics,
on the other hand, such as aripiprazole can have a stim-
ulatory effect on the immunological factors in the case
of acute stress.

STRESZCZENIE

Cel pracy. Mimo licznych badan, wiedza na temat roli
cytokin w patogenezie chordb psychicznych oraz wply-
wu lekéw na te czynniki jest weiaz niepelna. Dlatego ce-
lem pracy bylo zbadanie i poréwnanie dziatania lekéw
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przeciwdepresyjnych, takich jak wenlafaksyna, parok-
setyna oraz atypowego neuroleptyku - aripiprazolu na
poziom TNF-a w surowicy krwi zwierzat.

Materiat i metody. Badania przeprowadzono w trzech
odrebnych doswiadczeniach na szczurach, samcach
szczepu Wistar, ktére kazdorazowo byly podzielone na
dwie grupy. Pierwsza grupa zwierzat zostata poddana
procedurze przewlektego, tagodnego stresu (CMS) przez
6 tygodni, a druga stanowita grupe kontrolna (niestreso-
wang). Po wywolaniu anhedonii czesci zwierzat streso-
wanych i kontrolnych podawano wenlafaksyne (20 mg/
kg, p.o.), paroksetyne (12,5 mg/kg, p.o.) lub aripiprazol
(2,5 mg/kg, p.o.) przez 3 tygodnie. W ostatnim dniu bada-
nia 25% zwierzat podano jednorazowo lipopolisaccharyd
(LPS, 100 pg/kg m.c., i.p.). Stezenie TNF-a zostalo ozna-
czone metodg ELISA.

Introduction

The inflammatory process, as a part of many somatic
diseases, is one of the main factors underlying patho-
genic changes in the body. The process itself involves
anumber of successive changes making it very complex.
It hasbeen suggested that the increased concentration of
pro-inflammatory factors, such as tumour necrosis factor
(TNF-a), plays a key role in the development of mental
diseases (McNamara et al. 2012, You et al. 2011). However,
despite many attempts to understand the mechanisms of
variations in the level of pro-inflammatory or anti-in-
flammatory cytokines, the role of these immunological
factors in the pathomechanism of psychiatric diseases
has not been yet clearly defined (Singhal et al. 2014, Leb-
oyer et al. 2016).

Reports in the literature indicate a significant role
of the inflammatory process in the pathogenesis of de-
pression. For example, in the course of unipolar affective
disorder a notable increase has been observed in levels
tumour necrosis factor (TNA-a) and in interleukin-1
IL-1). (You et al. 2011, Singhal et al. 2014, Bortolato et al.
2015, Gananca et al. 2016). What remains debatable is the
extent to which antidepressants might have an impact
on the development of processes of inflammation. In the
treatment of depression, particularly the type resistant
to treatment, the inclusion of atypical neuroleptics in
the therapy often increases its effectiveness (Yoshimura
et al. 2012, Lenze et al. 2015). The question is whether
antidepressants and atypical neuroleptics act in the
same way, affecting the levels of immune system factors.
Therefore, the aim of our study was to assess the effect
of two frequently used types of antidepressants with
different basic mechanisms of action, i.e. paroxetine

Wyniki. Zanotowano wzrost stezenia TNF-a u zwierzat
stresowanych oraz poddanych dziataniu LPS w poréw-
naniu z grupa zwierzat niestresowanych. Podawanie
paroksetyny obnizylo poziom TNF-a u zwierzat streso-
wanych oraz po LPS. Wenlafaksyna nie wykazata zna-
czacego efektu na poziom badanej cytokiny, podczas gdy
aripiprazol znamiennie podniést stezenie TNF-a u zwie-
rzat, ktérym podawano LPS.

Wnioski. Normalizacja przez paroksetyne poziomu
TNF-a, podwyzszonego stresem i LPS, moze stanowié
o mozliwosci dziatania tego leku na uktad immunolo-
giczny. Przeciwnie, niektére atypowe neuroleptyki, takie
jak aripiprazol, moga wykazywacé stymulujace dziatanie
na czynniki ukfadu immunologicznego w warunkach
ostrego stresu.

and venlafaxine, and also of the atypical neuroleptic
aripiprazole on the concentration of pro-inflammatory
cytokine TNFa in the serum of animals subjected to the
chronic mild stress procedure (CMS) as well as those
under severe stress. We hypothetized that aripiprazole,
with its effect on serotonin transmission, may also par-
tially act in the same way as antidepressants.

Material

Animals

The results presented below were obtained by performing
3 separate experiments, in which the material consisted
of 80 male Wistar rats. The animals, whose initial body
weight was 23015 g, were kept in standard conditions,
i.e.in a room temperature of 22 + 2°C, humidity around
55%, and a 12/12 LD cycle; each was placed in a separate
cage. The rats were fed with standard Labofeed and had
unrestricted access to drinking water, except for specific
time intervals for behavioural testing. Those subjected to
stress factors were kept in a separate room, away from
the animals which were not submitted to stress.

Medication and substance used in the experiment

Aripiprazole (A) “Abilify” 15 mg tablets, 15 mg, manufac-
tured by Otsuka Pharmaceutical Europe, administered in
1% methylcellulose solution, 1 x 2.5 mg/kg b.m. intragas-
trically (p.o.); paroxetine hydrochloride (P) in the form
of Seroxat tablets produced by GlaxoSmithKline, sus-
pended in a 1% solution of methylcellulose, administered
1 x intragastrically (p.o.) at a dose of 12,5 mg/kg b.m.;
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venlafaxine (VX) in the form of Efectin tablets produced
by Wyeth, administered in 1% methylcellulose solution,
1 x 20 mg/kg b.m., intragastrically (p.o.); lipopolysaccha-
ride (LPS) of Escherichia coli bacteria serotype 026:B6,
produced by Sigma Chemical Co., Sigma-Aldrich Chemie
Gmbh was dissolved in physiological saline and given
intraperitoneally in a single dose of 100 pg/kg; physio-
logical saline (0.9% NaCl); methylcellulose (V), producer:
Sigma Chemical Co., Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, 1%
solution, physiological saline - NaCl 0.9% (SOL).

Methods

Animal model used in the experiment

Anhedonia induced by the chronic mild stress (CMS)
method

The experiment involved the use of the animal model of
chronic mild stress (CMS) according to Willner (2005),
which is widely recognized in the literature as one of
the most suitable methods, producing reliable and re-
producible results of factors that are a sign of depres-
sion in animals. Based on this method, the animals in
each experiment were divided into two groups of 40.
One group of animals was placed in a separate room in
individual cages and subjected to long-term stress (S)
for 6 weeks, with such stressful factors (one a day) as:
coupling, pouring 200 ml of water, intermittent lack
of access to water and food, reversal of the circadian
rhythm, several hours of exposure to a stroboscopic
lamp with a flare rate of 150 flashes/min, episodic tilt-
ing of cages to 45° according to the typical scheme used
in this method. This induced a state of stress in the ani-
mals, the axial symptom of depression being the reduced
amount of consumed sucrose solution associated with
anhedonia.

The development of anhedonia in the stressed ani-
mals was controlled once a week by the measurement
of the amount of a 1% sucrose solution consumed by the
rats per hour. The solution bottles were weighed before
and after feeding it to the rats previously deprived of
access to water and food. The bottles were removed for
re-weighing after 1 hour. The amount of consumed liquid
was calculated on the basis of the difference between the
two weights.

The control group consisted of unstressed animals
(N'S), kept in analogous conditions to the rats under the
CMS procedure, but without the exposure to any stress-
ogenic factors.

Administration of psychotropic drugs to animals with
experimentally induced anhedonia.

After 6 weeks of submitting the animals to stress to
induce anhedonia, both the rats subjected to the CMS

procedure and the unstressed control animals were sep-
arated into two further subgroups of 20 animals each.
The stressed animals in one subgroup were additionally
given a drug, i.e. paroxetine, venlafaxine or aripiprazole
(S-LEK). The stressed animals of the second subgroup
received vehiculum, i.e. 1% methylcellulose (S-V). The
two subgroups of control rats (NS) were divided in the
same way as the stressed and the analogous procedures
were implemented.

After three weeks of drug administration, each sub-
group, i.e. S-LEK, S-V and NS-LEK, NS-V, were divided
again into two parts; one was administered intraperito-
neally with LPS at a dose of 100 pg/kg b.m. two hours
before decapitation (S-LEK-LPS, NS-LEK-LPS, SV-LPS,
NS-V-LPS), while the other was administered a single
dose of the placebo, i.e. physiological saline-SOL (S-LEK-
SOL, NS-LEK-SOL, SV- SOL, NS-V-SOL), according to the
modification of the CMS model described in the previ-
ous publication (Manikowska et al. 2014). In this way,
8 groups of 10 animals each had been observed by the
end of the study.

After decapitation, blood was collected and spun for
15 minutes in a 4000 rpm centrifuge. The serum was then
separated and frozen at -80 °C.

Methods of biochemical examination

Estimating TNFa levels with the ELISA method

Biochemical tests were carried out via the ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) method, using immuno-
logical tests of the Quantikine Rat TNF-a type, manu-
factured by the R&D System Inc., USA. These contained
recombinant TNF-a from Escherichia coli and anti-rat
TNF-a antibodies. The test allows for the measurement
of the amount of the rat cytokine based on the measure-
ment of the absorbance of the ready TNF-a complexes
with antibodies. The TNF-a concentration was read out
from the standard curve. The sensitivity of the test was
under 5 pg/ml.

Statistical Calculations

The results were presented in the form of the means +
SEM. Statistica 10.0 available with Windows XP was used
for the analysis. The calculations were performed using
the analysis of one- (ANOVA I) and two-factor variance
with repetitions (ANOVA II) and the Duncan test (post-
hoc test) for independent and dependent variables. The
results of the probability level p < 0.05 were assumed as
significant differences in the means.

The research was conducted in compliance with the
legal regulations and the permission issued by the Local
Research Ethics Committee for Animal Experiments in
Poznan, Poland.
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Result

Evaluation of anhedonia development in animals
submitted to CMS

The progress of anhedonia was controlled once a week,
with a supply of 1% sucrose solution. The reduced intake
of the sucrose solution made it possible to determine
when the state of anhedonia was reached. The differ-
ence between the groups of stressed (S) and unstressed
animals (NS) reached the level of statistical significance
(p < 0.05) after 6 weeks of using the stress factors in each
of the three experiments, which indicated the achieve-
ment of anhedonia in the stressed animals.

The amount of 1% sucrose solution consumed by
animals after 6 weeks in each of the 3 experiments are
shown in Figure 1.
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Figure 1 Evaluation of the state of anhedonia after 6 weeks of the

animals being subjected to the procedure of chronic mild stress
(CMS), before drug administration* p < 0.05 vs NS NS — unstressed rats
S - stressed rats

Evaluation of the effect of administered drugs on
the state of anhedonia

After the state of anhedonia was reached, the stressed
and unstressed animals were again each divided into
two subgroups. One subgroup of the stressed and of the
unstressed animals were then administered paroxetine,
venlafaxine or aripiprazole for 3 weeks. The subgroups
of control animals (unstressed) received vehiculum, i.e.
a 1% methylcellulose solution.

The amount of the supply consumed by the animals
consisting in the 1% sucrose solution after 3 weeks of
drug use are shown in Figure 2.

The results suggest that the prolonged administra-
tion of antidepressants, i.e. paroxetine and venlafaxine,
alleviated the state of anhedonia in the stressed animals
(S-LEK) compared to the stressed animals which did not
receive the drugs (S-V) (p < 0.05). However, there was
no effect of the prolonged administration of aripiprazole

on anhedonia in the stressed animals (S-LEK vs. S-V,
p > 0.05). The researchers did not observe any effect
of the drug on unstressed animals (NS-LEK vs. NS-V,
p>0.05) in any of the three experiments.
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Figure 2 The effect of paroxetine, venlafaxine and aripiprazole on
anhedonia after 3 weeks of their administration to the rats. * p < 0.05
vs. SV NS-V — unstressed rats treated with vehiculum (1% methylcellu-
lose); SV - stressed rats treated with vehiculum (1% methylcellulose);
NS-P — unstressed rats treated with paroxetine; NS-VX - unstressed rats
treated with venlafaxine; S-VX - stressed rats treated with venlafaxine;
NS-A - unstressed rats treated with aripiprazole; S-A - stressed rats
treated with aripiprazole

Effect of the selected drugs alone and in combination
with lipopolysaccharide on TNF-a concentration

Two hours before decapitation, each group of the stres-
sed (S) and unstressed animals (NS) receiving the drug
or the placebo (V) was again divided into two subgroups,
one of which received a single dose of lipopolysaccha-
ride at 100 pg/kg. b.m. ip (LPS) and the other the pla-
cebo (physiological saline - SOL). The results in terms
of TNF-a serum concentration in the rats treated with
paroxetine are shown as Figure 3.

In the animals in the control group (unstressed) who
were administered a single LPS, the long term admini-
stration of the drug caused a slight decrease in the TNF-a
concentration (NS-P-LPS vs. NS-V-LPS); however, the
figure was not statistically significant (p > 0.05).

Another experiment was performed using venlafaxi-
ne; the results are included as Figure 4.

Similarly to the previous experiment, a higher TNF-a
concentration was found in the group of stressed animals
(S-V-SOL) compared to the control group (NS-V-SOL)
(p < 0.05). A single administration of LPS in the groups
of stressed and unstressed animals enforced this effect
(S-V-LPS vs S-V-SOL, p < 0.05), (NS-V-LPS vs. NS-V-SOL,
p < 0.05). The administration of venlafaxine did not si-
gnificantly affect the level of TNF-a level either in the
group of the stressed or unstressed animals.

The last experiment was carried out using aripiprazo-
le, and the results are presented as Figure 5.
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Figure3 TNF-a concentration in the serum of stressed and unstressed
rats after repeated administration of paroxetine and a single dose of
LPS. NS-V-SOL - unstressed rats treated with vehiculum (1% methyl-
cellulose); NS-V-LPS — unstressed rats treated with 1% methylcellulose
and a single-dose of LPS; NS-P-SOL - unstressed rats given paroxetine;
NS-P-LPS - unstressed rats treated with paroxetine and a single dose of
LPS; S-V-SOL - stressed rats treated with vehiculum (1% methylcellulose);
S-V-LPS - stressed rats administered vehiculum (1% methylcellulose) and
a single dose of LPS; S-P-SOL - stressed rats administered paroxetine;
S-P-LPS - stressed rats treated with paroxetine and a single dose of LPS
*p < 0.05 vs. NS-V-SOL #p < 0.05 vs S-V-SOL ° p < 0.05 vs S-V-LPS
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Figure4 TNF-aconcentrationsin the serum of stressed and unstres-
sed rats after the repeated administration of venlafaxine and a single
dose of LPS. NS-V-SOL - unstressed rats treated with 1% methylcel-
lulose; NS-V-LPS - unstressed rats treated with 1% methylcellulose
and a single dose of LPS; NS-VX-SOL - unstressed rats treated with
venlafaxine; NS-VX-LPS — unstressed rats treated with venlafaxine and
asingle dose of LPS; S-V-SOL stressed rats treated with 1% methylcel-
lulose; S-V-LPS - stressed rats treated with 1% methylcellulose and
asingle dose of LPS; S-VX-SOL - stressed rats treated with venlafaxine;
S-VX-LPS - stressed rats treated with venlafaxine and a single dose of
LPS* p < 0.05 vs. NS-V-SOL # p <0.05 vs SV-SOL

The administration of aripiprazole did not significantly
affect TNF-a levels in the stressed or unstressed animals.
The single injection of lipopolysaccharide resulted in
a statistically significant increase in TNF-a concentra-
tion, especially in the stressed animals (SV-LPS vs. SV-SOL,
p < 0.05), but also in the control animals (NS-V-LPS vs.
NS-V-SOL, p < 0.05).

Interestingly, the effect of the drug was particularly
evident in the groups of stressed and control animals that
were administered LPS at the end of the experiment. The

administration of aripiprazole diametrically increased
the TNF-a levels after LPS in the stressed animals, com-
pared to the corresponding group that was not treated
with the drug (S-A-LPS vs. S-V-LPS, p < 0.05). Similarly,
when analysing the results of the groups of unstressed
animals that received LPS, the level of TNF-a was several
times higher than the concentrations recorded in the
corresponding group of animals not exposed to the drug
(N'S-A-LPS vs. NS-V-LPS, p < 0.05).
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Figure 5 TNF-a concentration in the serum of the stressed and
unstressed rats after repeated administration of aripiprazole and sin-
gle dose of LPS. NS-V-SOL - unstressed rats treated with vehiculum
(1% methylcellulose); NS-V-LPS — unstressed rats treated with vehi-
culum (1% methylcellulose) and a single dose of LPS; NS-A-SOL -
unstressed rats treated with aripiprazole; NS-A-LPS — unstressed rats
given aripiprazole and a single dose of LPS; S-V-SOL - stressed rats
treated with vehiculum (1% methylcellulose); S-V-LPS - stressed rats
treated with vehiculum (1% methylcellulose) and a single dose of LPS;
S-A-SOL - stressed rats treated with aripiprazole; S-A-LPS - stressed
rats treated with aripiprazole and a single LPS * vs NS-V-SOL, p <0.05
0-ys SV-LPS, p <0.05A -vs SV-SOL, p <0.05 & -vs NS -V-LPS, p < 0.05 $ vs
NS-A-SOL, p <0.05

Comparison of the effect of selected psychotropic
drugs on TNF-a concentration

This paper reports on experiments based on the admin-
istration of multiple doses of two antidepressants with
various mechanisms of action, i.e. paroxetine and ven-
lafaxine, and also of one drug from the group of neuro-
leptics with an atypical mechanism of action: aripipra-
zole. Our analyses revealed that in the animals regularly
submitted to stress factors, which were administered
a single dose of lipopolysaccharide, the antidepressants
reduced the levels of pro-inflammatory cytokine-TNF-a,
although paroxetine was more effective in this regard
than venlafaxine, because in most groups of animals
tested the administration of paroxetine resulted in the
reduction of TNF-a levels elevated by stress as well as
by stress and lipopolysaccharide. In contrast, in most
groups of animals venlafaxine did not have a conclusive
effect on the level of the cytokine studied. The tendency
to reduce the TNF-a concentration was demonstrated
only in the group of the stressed animals treated with
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LPS. The inverse effect was noted after the use of the
neuroleptic in the stressed animals, because aripiprazole
significantly increased the concentration of the cytokine.
The administration of this neuroleptic resulted in a con-
siderable increase in TNF-a level, both in the groups of
stressed and unstressed animals that received LPS. In
the groups of animals who were not treated with LPS as
an additional factor of acute stress, aripiprazole did not
produce such a strong reaction.

The summary of the discussed effects of the drugs is
graphically presented in Table 1.

Table1 A schematic comparison of the impact of the selected drugs
on the concentration of TNF-a

Group Paroxetine Venlafaxine  Aripiprazole
NS-LEK-SOL 1 > T

NS-LEK-LPS l T "M
S-LEK-SOL l > —

S-LEK-LPS i l "

NS-LEK-SOL - unstressed rats, which were administered a drug
NS-LEK-LPS - unstressed rats, which were administered a drug and
a single dose of LPS

S-LEK-SOL - stressed rats, which were administered a drug
S-LEK-LPS - stressed rats, which were administered a drug and a single
dose of LPS

Discussion

The results of numerous studies reveal that the dysregu-
lation of the immune system due to, among other things,
the influence of stress, is associated with the appearance
of numerous neuropathological processes that contribute
to the occurrence of depressive disorders.

The activation of the immune system is manifested
by an increased level of pro-inflammatory cytokines,
with an increase in the release of mainly IL-14, IL-6,
IFN-y, TNF-a. It is believed that tricyclic antidepres-
sants (TCAs) such as clomipramine and selective SSRIs,
e.g. citalopram, sertraline, are capable of suppressing
the production of pro-inflammatory cytokines as well
as the activation of macrophages or lymphocytes to
release interleukin IL- 10 with an anti-inflammatory
effect, resulting in an increase in its concentration and
the related suppression of pro-inflammatory cytokine
production (Miller et al. 2005, Schiepers et al. 2005,
Sutcigil et al. 2007, Mesquita et al. 2009, Yasui et al.
2009, McNamara and co-operative 2011, Feltes et al.
2017). It is well-known that cytokines such as IL-1, IL-6,
TNF-a have a direct effect on the nervous system and
can interfere with the functioning of the brain, result-
ing in behavioural changes such as anhedonia, which
is an axial symptom of depression (Pollmacher 2002).
In this study, in order to induce anhedonia we used the
chronic mild stress (CMS) method developed by Willner;
this is the animal model reflecting part of the depression

criteria (Willner 2005). In the sixth week of submitting
the animals to stress, it was found that compared to the
control group their consumption of the sucrose solution
indicated the onset of anhedonia. Comparable findings
are also found by other authors (Jayatissa et al. 2006,
Casarotto and Andreatini 2007). What followed was the
administration of antidepressants of varied mechanism
of action or of an atypical neuroleptic. After 21 days,
the anhedonia was relieved through the antidepressant
impact of paroxetine or venlafaxine. Other authors who
have examined the impact of fluoxetine or escitalopram
have obtained similar results (Caldarone et al. 2015).
The impact of neuroleptics on anhedonia was examined
by Morais et al. (2017). Their results demonstrated that
a classic neuroleptic, haloperidol, had no effect on the
state of anhedonia; it even enhanced the condition. In
the same study anhedonia was alleviated by the use of
clozapine, which is an atypical neuroleptic (Morais et al.
2017). The study discussed in this paper demonstrated
that the administration of aripiprazole did not have an
impact on anhedonia, which might be evidence of the
lack of strong antidepressant activity of this atypical
neuroleptic. Perhaps the profile of aripiprazole is in
this range closer to the activity of typical neurolep-
tics. On the last day of the experiment, the rats were
administered a single dose of lipopolysaccharide. This
bacterial endotoxin triggers a strong immune response,
increasing the level of IL-B, IL-6 i TNF-acytokines (Hen-
ry et al. 2009, Mesquita et al. 2009, Stepanichev et al.
2014). Weinstein’s research, which compared the levels
of CRP, IL-6 and TNF-a in the blood of patients with
and without depression, demonstrated that people who
suffered from depression and were subjected to psy-
chological stress showed an excessive activity of the
immune system and increased concentrations of the
above-mentioned inflammation mediators (Weinstein
and et al. 2010). In addition, in depressed persons, apart
from the elevated TNF-a in the serum, researchers also
found higher levels of soluble receptors for this cytokine
(Himmerich et al. 2008).

In this study, when analysing changes in the level of
pro-inflammatory cytokine in the animals an induced
depressive-like state, a significant increase in the con-
centration of TNF-a in the blood plasma of the stressed
animals was observed compared to the unstressed an-
imals (control group). The same results were obtained
in the group of stressed animals who were adminis-
tered with a single dose of LPS, compared to the control
group of unstressed animals who were also given LPS.
These results are consistent with some previous reports
regarding increase in pro-inflammatory cytokines in
the course of depression (You et al. 2011). An impor-
tant observation in our work, however, is the fact that
TNF-a levels normalize in the stressed animals with
the use of paroxetine. This effect was not clearly seen
with venlafaxine. The results are partly compliant with
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those presented by Connor et al. who did not, however,
observe a reduction in TNF-a level either in the case
of venlafaxine or paroxetine (Connor et al. 2000). The
lack of a definitive influence of venlafaxine on the level
of pro-inflammatory cytokines in patients is also dis-
cussed in the collective publication by Feltes et al. 2017.
The effect of paroxetine on the concentration of pro-in-
flammatory cytokines is inconclusive. In the study by
Durairaj et al., paroxetine in LPS-treated macrophages
reduced the level of interleukin 6, but increased the
level of TNF-a (Durairaj et al. 2015).

The mechanism of action by which antidepressants
affect the production of cytokines is not fully understood.
One hypothesis suggests the serotoninergic activity of
antidepressants, associated with an increase in the ex-
tracellular concentration of serotonin, as well as the
effect on its receptors, and their relationship with the
production of pro-inflammatory cytokines. The results of
research conducted by Kubera et al. indicated a decreased
production of IL-6 and TNF-a by elevated serotonin levels
(Kubera et al. 2005, Maes et al. 2005).

There is also a hypothesis that the increased level of
cyclic adenosine monophosphate (cAMP), caused by tak-
ing antidepressants (Xia et al. 1996, Feltes et al. 2007), is
involved in these drugs having an effect on the produc-
tion of cytokines (Kubera et al. 2001, Maes et al. 2005).

It has been shown that agents that increase the level
of cAMP cause a decrease in the production of TNF-a
production. It has also been proven that the inhibition
of TNF-a production by fluoxetine is at least in part
related to the activation of cAMP-dependent protein
kinase A (PKA) (Eigler et al. 2000, Maes et al. 2005).
The results of the above research may partly explain
the results obtained in this work. However, it should be
mentioned that the antidepressants used in the study
have different mechanisms of action. Each of them af-
fects the serotoninergic transmission, but to a differ-
ent degree. The worst response is due to venlafaxine,
which is why it is not possible to obtain a clear effect
of changes in the cytokine levels, which could suggest
no effect of venlafaxine on the immune system in the
course of depression.

Wstep

Proces zapalny jest jednym z gtéwnych czynnikéw wska-
zujacych na toczace sie w organizmie zmiany chorobo-
twércze, jest wykladnikiem wielu schorzen somatycznych.
Zaglebiajac sie w mechanizmy nastepujacych po sobie
zmian, mozna dostrzec ztozonos¢ tego procesu. Sugeru-
je sie, ze w przebiegu wielu chordb psychicznych pod-
wyzszone stezenie czynnikéw prozapalnych, takich jak

The research results indicate that many systems and
mutual dependencies are involved in the pathophysi-
ology of affective disorders. Therefore, it was decided
to investigate the effect of aripiprazole as a drug with
the basic mechanism of action associated with the do-
paminergic system, which may partially work like oth-
er antidepressants by also acting on the serotonergic
system. Analysing the results obtained in this study,
it was demonstrated that although aripiprazole alone
did not produce a significant difference in TNF-a levels
in the serum of both stressed and unstressed rats, the
animals which received the drug and LPS showed a sig-
nificant increase in the concentration of this cytokine
compared to rats which received only LPS. The effect
was true for both groups of the stressed and unstressed
animals. This may indicate the effect of aripiprazole
on the symptoms of acute stress or on increasing the
sensitivity of rats to acute stress under the influence
of the combination of the drug and LPS, and this effect
is not a mere summation of the observed changes in
concentration, but rather is hyperaddition. LPS added to
aripiprazole in the stressed and unstressed animals also
caused a significant increase in TNF-a concentration. It
follows that a stronger inflammatory reaction depends
on the combined administration of aripiprazole and
LPS and that it is not associated with the earlier state
of the animals, as it concerns both the stressed and
unstressed groups.

Conclusions

The normalization of TNF-a levels increased by stress
and LPS with paroxetine may translate into the possibil-
ity of this drug having an effect on the immune system.
In contrast, some atypical neuroleptics, such as arip-
iprazole, may have a stimulatory effect on the immune
system under acute stress. This conclusion is particularly
interesting and presents a new direction of research
based on the analysis of the impact of atypical neuro-
leptics on the pathomechanism of disorders associated
with acute stress. n

czynnik martwicy nowotworu (TNF-a) petni kluczowa
role w rozwoju choroby (McNamara i wsp. 2012, You i wsp.
2011). Pomimo wielu badari nad poznaniem mechanizméw
zmian poziomu prozapalnych lub przeciwzapalnych cy-
tokin, nie okreslono jednoznacznie roli tych czynnikéw
immunologicznych w patomechanizmie choréb psychicz-
nych (Singhal i wsp. 2014, Leboyer i wsp. 2016).
Doniesienia literaturowe wskazuja na znaczaca role
procesu zapalnego w patogenezie depresji. Dowiedziono,
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ze w przebiegu choroby afektywnej jednobiegunowej
nastepuje wzrost stezenia prozapalnych cytokin, takich
jak czynnik martwicy nowotworu (TNF-a), interleu-
kina 1 (IL-1) (You i wsp. 2011, Singhal i wsp. 2014, Bor-
tolato i wsp. 2015, Gananga i wsp. 2016). Dyskusyjny
pozostaje nadal stopienl ingerencji stosowanych lekéw
przeciwdepresyjnych w rozwdj procesu zapalnego. W te-
rapii depresji, a w szczegdlnosci tej opornej na leczenie,
dodanie atypowego neuroleptyku wydaje sie celowe, aby
zwiekszy¢ skutecznosé terapii (Yoshimura i wsp. 2012,
Lenze i wsp. 2015). Stad pytanie czy leki przeciwdepre-
syjne i atypowe neuroleptyki wykazuja ten sam kieru-
nek dzialania, wptywajac na poziomy czynnikéw uktadu
immunologicznego.

Celem badania byta ocena wptywu lekéw przeciwde-
presyjnych z dwdch, czesto stosowanych grup, o réznych
podstawowych mechanizmach dziatania, takich jak pa-
roksetyna i wenlafaksyna oraz neuroleptyku atypowego,
aripiprazolu na stezenie prozapalnej cytokiny, TNF-o
w surowicy krwi zwierzat poddanych procedurze ta-
godnego, przewleklego stresu, a takze dzialaniu ostrego
stresu. Postawiono hipoteze, ze aripiprazol, lek o niety-
powym mechanizmie dziatania, miedzy innymi przez
wplyw na przekaZnictwo serotoninowe moze takze po
cze$ci dzialac jak leki przeciwdepresyjne.

Materialy

Zwierzeta

Przedstawione ponizej wyniki uzyskano przeprowa-
dzajac trzy odrebne doswiadczenia, w ktérych materiat
stanowito po 80 szczuréw, samcéw, szczepu Wistar. Zwie-
rzeta o poczatkowej masie ciata 230 + 15 g przebywaty
w warunkach standardowych, to jest w pomieszczeniach
o temperaturze 22 + 2°C, wilgotnosci okoto 55%, przy
zachowanym 12-godzinnym cyklu dobowym. Kazdego
szczura umieszczono pojedynczo w odrebnej klatce.
Szczury karmione byly standardowa pasza Labofeed
i mialy nieograniczony dostep do wody pitnej z wyjat-
kiem okres$lonych przedziatéw czasowych, przeznaczo-
nych na badania behawioralne. Zwierzeta poddawane
dziataniu czynnikéw stresujacych przebywaty w osob-
nym pomieszczeniu w poréwnaniu ze zwierzetami
niestresowanymi.

Leki i substancje uzyte w doswiadczeniu

Aripiprazol (A), preparat Abilify (tabletki, 15 mg), pro-
ducent Otsuka Pharmaceutical Europe, podawany w 1%
roztworze metylocelulozy 1 x dziennie w dawce 2,5 mg/kg
m.c., dozotadkowo (p.o.); chlorowodorek paroksetyny
(P) w postaci tabletek preparatu Seroxat wyprodu-
kowanego przez GlaxoSmithKline, zawieszony w 1%
roztworze metylocelulozy, podawany byl 1 x dziennie

dozotadkowo (p.o.) w dawce 12,5 mg/kg m.c.; wenlafak-
syna (VX) w postaci tabletek preparatu Efectin - produ-
cent Wyeth, podawana w 1% roztworze metylocelulozy
1 x dziennie w dawce 20 mg/kg m.c., dozotadkowo (p.o.);
lipopolisacharyd (LPS) z bakterii Escherichia coli serotyp
026:B6 (producent Sigma Chemical Co., Sigma-Aldrich
Chemie Gmbh) zostat rozpuszczony w soli fizjologicz-
nej i podany dootrzewnowo, jednorazowo w dawce
100 pg/kg m.c.; sél fizjologiczna (0,9 % NaCl); metylo-
celuloza (V), producent (Sigma Chemical Co., Sigma-
-Aldrich Chemie Gmbh), 1% roztwér, sél fizjologiczna -
NaCl 0,9% (SOL).

Metody

Model zwierzecy wykorzystany w doswiadczeniu

Wywotanie anhedonii metodq tagodnego przewlektego
stresu (CMS)

W zaplanowanym do$wiadczeniu wykorzystany zostat
zwierzecy model przewleklego tagodnego stresu (CMS)
wedtug Willnera (2005), uznawany powszechnie w pi-
$miennictwie za jeden z najbardziej odpowiednich i da-
jacy wiarygodne oraz powtarzalne wyniki czynnikéw
$wiadczacych o rozwoju depresji u zwierzat. Opiera-
jac sie na tej metodzie zwierzeta w kazdym badaniu
podzielono na dwie podstawowe grupy liczace po 40
sztuk. Jedng grupe zwierzat umieszczono w osobnym
pomieszczeniu w pojedynczych klatkach i poddawano
dtugotrwatemu stresowi (S) przez 6 tygodni za pomo-
ca takich czynnikéw stresogennych jak (jednego dnia
tylko jeden czynnik): parowanie zwierzat, polewanie
200 ml wody, okresowy brak dostepu do wody i pokar-
mu, odwrécenie rytmu dobowego, kilkugodzinne na-
razenie na dzialanie lampy stroboskopowej o czestosci
btyskéw 150 btyskéw/min, okresowy przechyt klatek
pod katem 45° wedtug typowego schematu stosowanego
w tej metodzie. Pozwolito to na uzyskanie u zwierzat
stanu stresowego, w ktérym za osiowy objaw depres;ji
u zwierzat uznaje sie powstanie objawu zmniejszenia
ilosci wypijanego roztworu sacharozy, kojarzonego
z anhedonig.

Rozwdj anhedonii u zwierzat stresowanych kontro-
lowano raz w tygodniu, przez podaz (pomiar ilodci wy-
pijanego przez szczury w ciagu godziny) 1% roztworu
sacharozy. Butelki z roztworem wazono, nastepnie po-
dawano szczurom, ktére uprzednio pozbawiono dostepu
do wody i pozywienia. Po godzinie butelki zabierano do
ponownego zwazenia. Na podstawie réznicy mas obli-
czano ilo§¢ wypitego plynu.

Grupe kontrolna stanowity zwierzeta niestresowane
(NS), ktére przebywaty w analogicznych warunkach dla
szczuréw poddanych procedurze CMS, jednak nie byty
narazone na dzialanie czynnikéw stresogennych.



Comparison of the influence of selected psychotropic drugs on the level of tumour necrosis factor in experimentally induced depression 103

Podawanie lekéw psychotropowych u zwierzqt
z doswiadczalnie wywofanq anhedoniq

Po uplywie 6-tygodniowego okresu stresowania i wy-
tworzeniu anhedonii, zaréwno szczury poddane proce-
durze CMS, jak i zwierzeta kontrolne (niestresowane)
kazdorazowo rozdzielono na dalsze dwie podgrupy po
20 zwierzat. Zwierzetom stresowanym jednej podgrupy
dodatkowo podawano lek (paroksetyne, wenlafaksyne
lub aripiprazol) (S-LEK). Zwierzeta stresowane dru-
giej podgrupy otrzymywaty vehiculum-noénik (S-V) (1%
metyloceluloza). Obie podgrupy szczuréw kontrolnych
(NS) podzielono w taki sam sposéb jak stresowanych
i prowadzono analogiczne postepowanie. Po trzech ty-
godniach podawania leku, na dwie godziny przed deka-
pitacja kazda podgrupe, to jest S-LEK i S-V oraz NS-LEK
i NS-V ponownie podzielono na dwie czesci, z ktérych
jednej podano dootrzewnowo LPS w dawce 100 pg/kg
m.c. (S-LEK-LPS, NS-LEK-LPS, S-V-LPS, NS-V-LPS),
natomiast drugiej podano jednorazowo placebo (sél fi-
zjologiczna-SOL) (S-LEK-SOL, NS-LEK-SOL, S-V-SOL,
NS-V-SOL), wedtug modyfikacji modelu CMS opisanego
we wecze$niejszej publikacji (Manikowska i wsp. 2014).
Uzyskano w ten sposéb na konicu badania osiem grup
po 10 zwierzat.

Po dekapitacji pobrano krew, odwirowano ja w wiréw-
ce o czestotliwo$ci 4000 obrotéw/min przez 15 minut.
Nastepnie oddzielono surowice i zamrozono w tempe-
raturze -80°C.

Metody badan biochemicznych

Oznaczenie poziomu TNF-a metodq ELISA

Badania biochemiczne przeprowadzono metodg ELI-
SA (Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay) z wykorzy-
staniem testéw (zastawéw) immunologicznych - typu
Quantikine Rat TNFa produkcji R&D System, Inc. USA.
Testy te zawieraty rekombinowane TNF-a z Escherichia
coli i przeciwciata przeciw szczurzym TNF-a. Test ten
pozwala zmierzy¢ ilo$¢ tej szczurzej cytokiny na podsta-
wie pomiaru absorbancji gotowych komplekséw TNF-a
z przeciwciatami. Stezenie TNF-a odczytywano z krzywej
wzorcowej. Czuto$é stosowanego testu wynosita mniej
niz 5 pg/ml.

Obliczenia statystyczne

Wyniki przedstawiono w formie $rednich + SEM. W ana-
lizie statystycznej postuzono sie programem Statistica
10.0, dostepnym w systemie operacyjnym Windows XP.
Obliczenia wykonano za pomocg analizy wariancji jedno-
(ANOVAT) i dwuczynnikowej z powtérzeniami (ANOVA II)
oraz testu Duncana (post-hoc test) dla zmiennych niezalez-
nych i zaleznych. Jako istotne réznice $rednich przyjeto
wyniki dla poziomu prawdopodobieristwa p < 0,05.
Badania przeprowadzono zgodnie z wymaganiami
obowiazujacego prawa i za zezwoleniem wydanym przez

Lokalng Komisje Etyczng ds. Do§wiadczen na Zwierze-
tach w Poznaniu.

Wyniki

Ocena rozwoju anhedonii u zwierzat poddanych
dziataniu przewlektego, tagodnego stresu

Kontrole rozwoju anhedonii przeprowadzano raz w ty-
godniu , za pomoca testu podazy (picia) 1% roztworu sa-
charozy. Zmniejszenie spozycia roztworu sacharozy po-
zwolito okresli¢ moment wystapienia stanu anhedonii.
Réznica pomiedzy grupa zwierzat stresowanych (S) a nie-
stresowanych (NS) osiggneta poziom znamiennosci staty-
stycznej (p < 0,05) po 6 tygodniach stosowania czynnikéw
stresogennych w kazdym z trzech badan, co wskazywato
na osiggniecie anhedonii u zwierzat stresowanych.

Wartosci liczbowe spozytego przez zwierzeta 1% roz-
tworu sacharozy po 6 tygodniach w kazdym z trzech do-
$wiadczen umieszczono na rycinie 1.
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Rycina1 Ocena stanu anhedonii po 6 tygodniach poddawania zwie-
rzat procedurze fagodnego przewlektego stresu (CMS), przed poda-
waniem lekéw. *p < 0,05 vs NS NS - szczury niestresowane, S— szczury
stresowane

Ocena wplywu podawanych lekéw na stan anhedonii

Po wywotaniu u zwierzat stanu anhedonii kazdorazowo
grupy zwierzat stresowanych i niestresowanych podzie-
lono na dwie podgrupy. Jednej podgrupie zwierzat streso-
wanych i niestresowanych rozpoczeto podawanie lekéw:
paroksetyny, wenlafaksyny lub aripiprazolu przez 3 tygo-
dnie. Odpowiednie podgrupy zwierzat kontrolnych (nie-
stresowanych) otrzymywaty nosnik, to jest 1% roztwoér
metylocelulozy. Wartoéci liczbowe podazy (spozytego
przez zwierzeta) 1% roztworu sacharozy po 3 tygodniach
stosowania lekéw przedstawiono na rycinie 2.
Przedstawione wyniki wskazuja, ze przewlekle po-
dawanie lekéw przeciwdepresyjnych, to jest parokse-
tyny i wenlafaksyny, tagodzilo stan anhedonii w grupie
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zwierzat stresowanych (S-LEK) w poréwnaniu z grupa
zwierzat stresowanych niepoddanych dziataniu tych le-
kéw (S-V) (p < 0,05). Natomiast nie zanotowano wptywu
przewleklego podawania aripiprazolu na zmiany sta-
nu anhedonii u zwierzat stresowanych (S-LEK vs S-V,
p>0,05). W zadnym z doswiadczeri nie zauwazono wpty-
wu leku u zwierzat niestresowanych (NS-LEK vs NS-V,
p>0,05).
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Rycina 2 Wplyw paroksetyny, wenlafaksyny i aripiprazolu na stan
anhedonii po 3 tygodniach ich podawania szczurom. *p < 0,05 vs S-V
NS-V - szczury niestresowane, ktérym podawano vehiculum (1% me-
tyloceluloze), S-V - szczury stresowane, ktérym podawano vehiculum
(1% metyloceluloze), NS-P- szczury niestresowane, ktérym podawano
paroksetyne, S-P - szczury stresowane, ktérym podawano paroksety-
ne, NS-VX - szczury niestresowane, ktérym podawano wenlafaksyne,
S-VX - szczury stresowane, ktorym podawano wenlafaksyne NS-A —
szczury niestresowane, ktérym podawano aripiprazol, S-A - szczury
stresowane, ktérym podawano aripiprazol

Wplyw wybranych samych lekéw oraz w tacznym
podaniu z lipopolisacharydem na stezenie TNF-a

Dwie godziny przed dekapitacja kazdorazowo wszystkie
grupy zwierzat stresowanych (S) i niestresowanych (NS)
otrzymujacych lek lub placebo (V) zostaty podzielone na
dwie podgrupy, z ktérych jedna otrzymata jednorazowo
lipopolisacharyd w dawce 100 pg/kg m.c. i.p. (LPS), adru-
ga placebo (sél fizjologiczna - SOL). Otrzymane wyniki
pomiaru stezenia TNF-a w surowicy zwierzat poddanych
dziataniu paroksetyny przedstawiono na rycinie 3.

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze
stezenia TNF-o u szczuréw stresowanych (S-V-SOL) byty
znamiennie wyzsze (p < 0,05) w poréwnaniu z grupa
zwierzat kontrolnych (NS-V-SOL). Jednorazowe poda-
nie LPS w grupie zwierzat stresowanych poglebito ten
efekt (S-V-LPS vs S-V-SOL) (p < 0,05). Podanie szczurom
niestresowanym LPS (NS-V-LPS) spowodowato istotne
(p < 0.05) podwyzszenie stezenia TNF-a w poréwna-
niu ze zwierzetami niestresowanymi bez LPS (NS-V-
SOL). Podawanie paroksetyny spowodowalo obnize-
nie stezenia TNF-a w grupach zwierzat stresowanych

poddanych dziataniu LPS lub bez tego dodatkowego
stresora (S-P-SOL vs S-V-SOL, S-P-LPS vs S-V-LPS, p <
0,05). W grupach zwierzat kontrolnych (niestresowa-
nych), ktérym podano jednorazowo LPS, przewlekte po-
dawanie leku spowodowalo nieznaczny spadek stezenia
TNF-o (NS-P-LPS vs NS-V-LPS), nie byta to jednak réz-
nica istotna statystycznie (p > 0,05).
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Rycina 3 Stezenia TNF-a w surowicy szczuréw stresowanych i nie-
stresowanych po wielokrotnym podaniu paroksetyny i jednokrotnym
podaniu LPS. NS-V-SOL - szczury niestresowane, ktérym podawano
vehiculum (1% metyloceluloze), NS-V-LPS - szczury niestresowane,
ktérym podawano 1% metyloceluloze i podano jednorazowo, LPS
NS-P-SOL - szczury niestresowane, ktérym podawano paroksetyne,
NS-P-LPS - szczury niestresowane, ktérym podawano paroksetyne
i podano jednorazowo LPS, S-V-SOL - szczury stresowane, ktorym
podawano vehiculum (1% metyloceluloze), S-V-LPS - szczury streso-
wane, ktérym podawano vehiculum (1% metyloceluloze) i podano
jednorazowo LPS S-P-SOL - szczury stresowane, ktérym podawano
paroksetyne, S-P-LPS - szczury stresowane, ktérym podawano parok-
setyne i podano jednorazowo LPS *p < 0,05 vs NS-V-SOL #p < 0,05 vs
S-V-SOL °p < 0,05 vs S-V-LPS.

Kolejne doswiadczenie przeprowadzono z zastoso-
waniem wenlafaksyny. Otrzymane wyniki badania za-
mieszczono na rycinie 4.

Podobnie jak to miato miejsce w poprzednim doswiad-
czeniu, stwierdzono wyzsze stezenie TNF-a w grupie
zwierzat stresowanych (S-V-SOL) w poréwnaniu z grupa
kontrolng (NS-V-SOL) (p < 0,05). Jednorazowe podanie
LPS w grupach zwierzat stresowanych i niestresowa-
nych poglebilo ten efekt (S-V-LPS vs S-V-SOL, p < 0,05),
(NS-V-LPS vs NS-V-SOL, p < 0,05). Podanie wenlafaksy-
ny nie wptynelo znaczaco na poziom TNF-a w grupach
zwierzat stresowanych i niestresowanych.

Ostatnie badanie przeprowadzono z wykorzystaniem
aripiprazolu, a wyniki zamieszczono na rycinie 5.

Podanie aripiprazolu nie wptyneto znaczaco na pozio-
my TNF-a zaréwno u zwierzat stresowanych, jak i niestre-
sowanych. Wstrzykniecie jednorazowe lipopolisacharydu
spowodowato zdecydowany, znamienny statystycznie
wzrost stezenia TNF-a, szczegblnie u zwierzat streso-
wanych (S-V-LPS vs S-V-SOL, p < 0,05), a takze u zwierzat
kontrolnych (NS-V-LPS vs NS-V-SOL, p < 0,05).
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Rycina 4 Stezenia TNF-a w surowicy szczuréw stresowanych i nie-
stresowanych po wielokrotnym podaniu wenlafaksyny i jednokrotnym
podaniu LPS. NS-V-SOL - szczury niestresowane, ktérym podawano 1%
metyloceluloze, NS-V-LPS - szczury niestresowane, ktérym podawano
1% metyloceluloze i podano jednorazowo LPS, NS-VX-SOL - szczury
niestresowane, ktérym podawano wenlafaksyne, NS-VX-LPS- szczury
niestresowane, ktorym podawano wenlafaksyne i jednorazowo LPS,
S-V-SOL - szczury stresowane, ktérym podawano 1% metyloceluloze,
S-V-LPS - szczury stresowane, ktérym podawano 1% metyloceluloze
i jednorazowo LPS, S-VX-SOL - szczury stresowane, ktérym podawano
wenlafaksyne, S-VX-LPS - szczury stresowane, ktérym podawano wen-
lafaksyne i podano jednorazowo LPS, *p < 0,05 vs NS-V-SOL # p < 0,05
vs S-V-SOL
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Rycina 5 Stezenia TNF-a w surowicy szczuréw stresowanych i nie-
stresowanych po wielokrotnym podaniu aripiprazolu i jednokrotnym
podaniu LPS. NS-V-SOL - szczury niestresowane, ktérym podawano
vehiculum (1% metyloceluloze), NS-V-LPS - szczury niestresowane,
ktorym podawano vehiculum (1% metyloceluloze) i podano jedno-
razowo LPS, NS-A-SOL - szczury niestresowane, ktérym podawano
aripiprazol NS-A-LPS - szczury niestresowane, ktérym podawano ari-
piprazol i podano jednorazowo LPS, S-V-SOL - szczury stresowane,
ktérym podawano vehiculum (1% metyloceluloze), S-V-LPS - szczury
stresowane, ktérym podawano vehiculum (1% metyloceluloze) i po-
dano jednorazowo LPS, S-A-SOL - szczury stresowane, ktérym poda-
wano aripiprazol, S-A-LPS - szczury stresowane, ktérym podawano
aripiprazol i jednorazowo podano LPS, * — vs NS-V-SOL, p < 0,05 ° -
vs S-V-LPS, p < 0,05 A - vs S-V-SOL, p < 0,05 &-vs NS-V-LPS, p < 0,05 $
-vs NS-A-SOL, p < 0,05

Co ciekawe, efekt dziatania leku byt szczegdlnie
widoczny w grupach zwierzat stresowanych i kontro-
Inych, ktérym na koricu badania podano LPS. Podawa-
nie aripiprazolu diametralnie podwyzszylo poziomy
TNF-o u zwierzat stresowanych po LPS w poréwnaniu

z analogiczng grupa niepoddang dziataniu leku
(S-A-LPS vs S-V-LPS, p < 0,05). Podobnie, analizujac
wyniki grup zwierzat niestresowanych, ktére otrzymaty
LPS, poziom TNF-a kilkakrotnie przewyzszatl stezenia
zanotowane w odpowiadajacej grupie zwierzat nie-
narazonej na dziatanie leku (NS-A-LPS vs NS-V-LPS,
p<0,05).

Poréwnanie wptywu wybranych lekéw
psychotropowych na stezenia TNF-a

W niniejszej pracy opisano do§wiadczenia zawigzane
z podawaniem wielokrotnym dwdch lekéw przeciwde-
presyjnych o réznym mechanizmie dziatania, to jest
paroksetyny i wenlafaksyny oraz lek z grupy neuro-
leptykéw o atypowym mechanizmie dziatania - ari-
piprazol. Analizujac otrzymane wyniki, stwierdzono, ze
u zwierzat poddanych przewlekle dziataniu czynnikéw
stresogennych oraz jednorazowo lipopolisacharydu,
badane leki przeciwdepresyjne obnizaty poziomy pro-
zapalnej cytokiny - TNF-a, z tym Ze paroksetyna zadzia-
tata silniej w tym zakresie niz wenlafaksyna, poniewaz
podawanie paroksetyny w wiekszosci grup badanych
zwierzat spowodowalo obnizenie podwyzszonego stre-
sem oraz stresem i lipopolisacharydem poziomu TNF-a.
Wenlafaksyna w wiekszosci grup zwierzat nie wykazata
natomiast tak zdecydowanego wptywu na poziom ba-
danej cytokiny. Tendencje obnizajacg stezenie TNF-a
wenlafaksyna wykazata tylko w grupie zwierzat streso-
wanych i poddanych dziataniu LPS. Odwrotne dzialanie
zanotowano po stosowaniu u zwierzat przewlekle stre-
sowanych zwierzat neuroleptyku, bowiem aripiprazol
zdecydowanie podwyzszyt stezenie badanej cytokiny.
Podawanie tego neuroleptyku spowodowato kilkakrotne
podwyzszenie pozioméw TNF-a zaréwno w grupach
zwierzat stresowanych, jak i niestresowanych, ktére
otrzymaty LPS. W grupach zwierzat niepoddanych dzia-
taniu LPS, jako dodatkowego czynnika o charakterze
ostrego stresu, aripiprazol nie spowodowat tak zdecy-
dowanej reakcji.

Podsumowanie wyzej oméwionych efektéw dziatania
badanych lekéw przedstawiono w tabeli 1.

Tabela1 Schematyczne poréwnanie wptywu wybranych lekéw na
stezenie TNF-a

Grupa Paroksetyna  Wenlafaksyna Aripiprazol
NS-LEK-SOL T And i
NS-LEK-LPS l i "
S-LEK-SOL | > —
S-LEK-LPS 1 l N

NS-LEK-SOL - szczury niestresowane, ktéorym podawano dany lek
NS-LEK-LPS - szczury niestresowane, ktérym podawano dany lek
i podano jednorazowo LPS

S-LEK-SOL - szczury stresowane, ktérym podawano dany lek
S-LEK-LPS - szczury stresowane, ktérym podawano dany lek i podano
jednorazowo LPS
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Omoéwienie

Wyniki licznych badan wskazuja, iz dysregulacja funk-
cjonowania systemu odporno$ciowego spowodowana
miedzy innymi oddzialywaniem czynnikéw streso-
wych, wiagze sie z wystepowaniem licznych neuropa-
tologicznych proceséw, przyczyniajac sie do pojawienia
zaburzen depresyjnych. Aktywacja systemu immunolo-
gicznego przejawia si¢ zwiekszonym poziomem cytokin
prozapalnych, obserwuje si¢ wzrost uwalniania gtéwnie
IL-1B, IL-6, IFN-y, TNF-a. Uwaza sie, iz tréjcykliczne
leki przeciwdepresyjne -TLPD (np. klomipramina) oraz
leki z grupy selektywnych inhibitoréw wychwytu sero-
toniny - SSRI (np. citalopram, sertralina) s3 zdolne do
hamowania wytwarzania prozapalnych cytokin, a takze
aktywacji makrofagéw czy limfocytéw do uwalniania
interleukiny IL-10 o dziataniu przeciwzapalnym, powo-
dujacym wzrost jej stezenia i zwigzana z tym supresje
wytwarzania cytokin prozapalnych (Miller i wsp. 2005,
Schiepers i wsp. 2005, Sutcigil i wsp. 2007, Mesquita
i wsp. 2009, Yasui i wsp. 2009, McNamara i wsp. 2011,
Feltes i wsp. 2017). Wiadomo, ze cytokiny, takie jak IL-1,
IL-6, TNF-0, majg bezposredni wplyw na uktad nerwo-
wy i moga zaburzaé funkcjonowanie mézgu, powodujac
zmiany behawioralne, takie jak anhedonia, ktéra jest
osiowym objawem depresji (Pollmacher 2002).

W niniejszej pracy w celu indukcji tego stanu w do-
$wiadczeniu zastosowano metode chronicznego tagod-
nego stresu (chronic mild stress, CMS) opracowang przez
Willnera, zwierzecy model odzwierciedlajacy czesé
kryteriéw depresji (Willner 2005). W széstym tygo-
dniu poddawania zwierzat czynnikom stresogennym,
stwierdzono zmniejszenie spozycia roztworu sacha-
rozy przez zwierzeta stresowane poréwnaniu z grupa
kontrolna, pozwolilo to okresli¢ moment pojawienia sie
stanu anhedonii, co potwierdzajg takze dane uzyskane
przez innych autoréw (Jayatissa i wsp. 2006, Casarotto
i Andreatini 2007). Nastepnie podawano wybrane leki
przeciwdepresyjne o ré6znym mechanizmie dziatania
lub atypowy neuroleptyk. Po uptywie 21 dni uzyskano
zniesienie anhedonii przez dziatanie przeciwdepre-
syjne paroksetyny i wenlafaksyny. Eagodzenie stanu
anhedonii otrzymali takze inni autorzy, badajacy leki,
takie jak fluoksetyna czy escitalopram (Caldarone i wsp.
2015). Wplyw neuroleptykéw na stan anhedonii zostat
zbadany przez Morais i wsp. (2017). Wyniki tych badan
wskazuja, ze haloperidol, przedstawiciel klasycznych
neuroleptykéw nie wptywal na stan anhedonii, a nawet
wykazywat tendencje do poglebiania tego stanu. W tym
samym badaniu otrzymano zniesienie anhedonii przez
zastosowanie klozapiny, nalezacej do grupy atypowych
neuroleptykéw (Morais i wsp. 2017). W niniejszym prze-
prowadzonym przez nas do§wiadczeniu stwierdzono, ze
podawanie aripiprazolu nie wplyneto na stan anhedonii,
co moze $wiadczy¢ o braku silnego dziatania przeciwde-
presyjnego tego atypowego neuroleptyku. Mozliwe, ze

profil dziatania aripiprazolu w tym zakresie blizszy jest
dziataniu typowych neuroleptykéw. W ostatnim dniu
doswiadczenia podano jednorazowo lipopolisacharyd.
Ta endotoksyna bakteryjna wyzwala silng odpowiedz
immunologiczng, powoduje podwyzszenie poziomu cy-
tokin IL-B IL-6 i TNF-o (Henry i wsp. 2009, Mesquita
i wsp. 2009, Stepanichev i wsp. 2014). Badania Wein-
steina poréwnujace stezenia biatka CRP, IL-6 i TNF-a
we krwi u pacjentéw z depresja i bez depresji udowod-
nily, ze osoby cierpigce na depresje i poddane dziataniu
stresu psychicznego wykazujg nadmierng aktywnosé
uktadu immunologicznego i zwigkszone stezenia wyzej
wymienionych mediatoréw zapalenia (Weinstein i wsp.
2010). U 0séb z depresja stwierdzono, poza podwyzszo-
nym stezeniem TNF-a w surowicy, takze wyzszy poziom
rozpuszczalnych receptoréw tej cytokiny (Himmerich
i wsp. 2008).

W niniejszej pracy, analizujac zmiany poziomu cyto-
kiny prozapalnej TNF-a u zwierzat z wywotanym stanem
depresyjnopodobnym, stwierdzono znamienny wzrost
stezenia tej cytokiny w osoczu krwi zwierzat stresowa-
nych w poréwnaniu z niestresowanymi (stanowigcymi
kontrole). Takie same wyniki uzyskano w grupie zwie-
rzat stresowanych, ktérym podano jednorazowo LPS,
w poréwnaniu z grupg kontrolna zwierzat niestresowa-
nych po podaniu LPS. Wyniki te sg zgodne z wczesniej-
szymi doniesieniami, dotyczacymi wzrostu cytokin pro-
zapalnych w przebiegu depresji (You i wsp. 2011). Istotna
obserwacjg w naszej pracy jest jednak fakt normalizacji
poziomu TNF-a u zwierzat stresowanych po zastosowa-
niu paroksetyny. Efektu tego nie zaobserwowano wyraz-
nie w wypadku wenlafaksyny. Wyniki te w czesci zga-
dzaja sie z przedstawionymi przez Connora i wsp., ktérzy
nie obserwowali obnizenia poziomu TNF-a w wypadku
wenlafaksyny i paroksetyny (Connor i wsp. 2000). Brak
zdecydowanego wptywu wenlafaksyny na poziom pro-
zapalnych cytokin u pacjentéw réwniez opisuja w zbior-
czej publikacji Feltes i wsp. (2017). Wptyw paroksetyny
na stezenie prozapalnych cytokin jest niejednoznaczny.
W badaniu Durairaj i wsp. paroksetyna w makrofagach
poddanych dziataniu LPS obnizata poziom interleukiny 6,
ale podwyzszata poziom TNF-a (Durairaj i wsp. 2015).

Mechanizm dziatania, dzieki ktéremu leki prze-
ciwdepresyjne wptywaja na produkeje cytokin, nie jest
do korica poznany. Jedna z hipotez dotyczacych tego te-
matu wskazuje na aktywnos¢ serotoninergiczna lekéw
przeciwdepresyjnych, zwigzang ze zwiekszeniem ste-
zenia pozakomoérkowego serotoniny, a takze wptywem
na jej receptory i ich zwigzek z wytwarzaniem proza-
palnych cytokin. Wyniki bowiem badan Kubery i wsp.
wskazaly na zmniejszenie produkcji IL-6 i TNF-a przez
podwyzszony poziom serotoniny (Kubera i wsp. 2005,
Maes i wsp. 2005).

Istnieje tez hipoteza, ze zwiekszony poziom cyklicz-
nego adenozynomonofosforanu (cAMP), wywotany
podawaniem lekéw przeciwdepresyjnych (Xia i wsp.
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1996, Feltes i wsp. 2017), bierze udzial w odziatywaniu
tych lekéw na wytwarzanie cytokin (Kubera i wsp. 2001,
Maes i wsp. 2005). Wykazano bowiem, ze czynniki pod-
noszace poziom cAMP powodujg obnizenie produkcji
TNF-a. Udowodniono takze, ze hamowanie produkecji
TNF-a przez fluoksetyne jest przynajmniej w czeéci
zwigzane z aktywacjg cAMP zaleznej biatkowej kinazy
A (PKA) (Eigleriwsp. 2000, Maes i wsp. 2005). Wyniki
powyzszych badan by¢ moze w czeéci thumacza otrzyma-
ne wyniki w niniejszej pracy. Nalezy jednak wspomnie¢,
ze leki przeciwdepresyjne uzyte w badaniu posiadaja
rézne mechanizmy dziatania. Kazdy z nich wptywa na
przekaznictwo serotoninergiczne, ale w réznym stop-
niu. Najstabiej na to przekaZnictwo oddzialuje wen-
lafaksyna, by¢ moze dlatego nie uzyskano wyraZznego
efektu zmian poziomu cytokiny, co mogtoby sugerowa¢
brak wptywu wenlafaksyny na uktad immunologiczny
w przebiegu depres;ji.

Wyniki badan wskazuja, ze w patofizjologie zabu-
rzen afektywnych zaangazowanych jest wiele uktadéw
i wystepuja wzajemne zaleznosci miedzy nimi. Dlatego
postanowiono zbada¢ efekt dziatania aripiprazolu jako
leku o podstawowym mechanizmie dziatania zwigzanym
z ukladem dopaminergicznym, ktéry przez oddzialy-
wanie na uklad serotoninergiczny moze takze po czesci
dziata¢ jak leki przeciwdepresyjne. Analizujac otrzy-
mane wyniki, w niniejszej pracy stwierdzono, ze mimo
iz sam aripiprazol nie powodowal znamiennej réznicy
pozioméw TNF-a w surowicy zaréwno szczuréw stre-
sowanych, jak i niestresowanych, to u zwierzat, ktére

The study was financed from the statutory resources of the Chair
of Pharmacology of the Poznan University of Medical Sciences.

Badanie sfinansowane ze srodkéw statutowych Katedry
Farmakologii UMP.

Conflict of interest and financial support was not declared. /
Nie zgtoszono konfliktu intereséw oraz dofinansowania.

The work described in this article has been carried out in
accordance with The Code of Ethics of the World Medical
Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving
humans, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, and
Uniform Requirements for manuscripts submitted to biomedical
journals. / Tresci przedstawione w artykule s zgodne z zasadami
Deklaracji Helsinskiej, dyrektywami EU oraz ujednoliconymi
wymaganiami dla czasopism biomedycznych.

Authors’ contributions / Wkfad autoréw: PM - a fundamental
contribution to the concept and project of the study, critical
review of work in terms of significant intellectual content and
acceptance of the final version for publication / zasadniczy
wktad w koncepcje i projekt pracy, krytyczne zrecenzowanie
pracy pod katem istotnej zawartosci intelektualnej oraz
akceptacja ostatecznej wersji do opublikowania; KM —
participation in creating the concept of work, collecting data,
preparing research results, conducting a statistical analysis,

otrzymywaty lek i LPS, nastapit znamienny wzrost ste-
zenia tej cytokiny w poréwnaniu ze szczurami, ktére
otrzymaty wylacznie LPS. Efekt ten dotyczy obu grup
zwierzat -zaréwno stresowanych, jak i niestresowanych.
Moze to $wiadczy¢ o wplywie aripiprazolu na objawy
ostrego stresu lub o zwiekszeniu wrazliwosci szczuréw
na dziatanie ostrego stresu pod wptywem tacznego po-
dawania leku i LPS-u, a efekt ten nie jest zwyktym sumo-
waniem sie obserwowanych zmian stezenia, a raczej ma
charakter hiperaddycji. LPS na tle podawania zwierzetom
stresowanym i niestresowanym aripiprazolu réwniez
powodowat znamienny wzrost stezenia TNF-a. Wynika
z tego, ze silniejsza reakcja zapalna zalezy od tacznego
podania aripiprazolu i LPS oraz, ze nie jest ona zwigzana
z wcze$niejszym stanem zwierzat, bowiem dotyczy za-
réwno grupy stresowanej, jak i niestresowanej.

Whioski

Normalizacja przez paroksetyne poziomu TNF-a, pod-
wyzszonego stresem i LPS, moze stanowi¢ o mozliwosci
dzialania tego leku na uktad immunologiczny. Przeciw-
nie, niektdére atypowe neuroleptyki, takie jak aripipra-
zol, moga wykazywacé stymulujace dziatanie na czynniki
uktadu immunologicznego w warunkach ostrego stresu.
Stwierdzenie to jest szczegdlnie interesujace i prezen-
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