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Abstrakt

Tryptofanova deplece je Siroce vyuzivana nefarmakologickd neinvazivni metoda, ktera
se uplatnuje predevsim pti zkoumdani ulohy serotoninu (5-hydroxytryptaminu, 5-HT) u
lidi 1 zvitat. Metoda vyuziva moznosti manipulovat biologickou dostupnost esencidlni
aminokyseliny L-Tryptofanu (L-TRP, tryptofanu), ktery se, jakozto prekurzor serotoninu,
ucastni v regulaci mnoha fyziologickych procesii organismu a, infer alia, 1 v patologii a
patofyziologii riznych neuropsychiatrickych poruch a onemocnéni. Piestoze je metoda
tryptofanové deplece notné vyuzivana, pfesny mechanismus stojici za vyslednymi
behaviordlnimi zménami neni dosud zcela objasnén. Rovnéz neni dostatecné
prozkoumdna vyuzitelnost této metody pfi koaplikaci farmak.

Tato prace se zabyva nej¢astéji diskutovanymi mechanismy tryptofanové deplece.
Dale zkoumé biochemicky a behavioralni dopad koadministrace nizkych davek (0,1
mg/kg a 0,15 mg/kg) dizocilpinu (MK-801) pii tryptofanové depleci. V neposledni fadé
ovétuje ucinek aplikace allopregnanolonu a takrinu na tuto koaplikaci.

Vysledky této prace ukazuji, Ze akutni tryptofanova deplece s ptedchozim
hladovénim, na rozdil od chronické, zptisobila hypolokomo¢ni a anxidézni chovani. A to
1 navzdory nezménénym hladindm serotoninu v hipokampu. Také bylo reflektovano, ze
v zévislosti na davce MK-801 jsou behavioralni projevy tryptofanové deplece stirany.
Dizocilpin plsobil hyperlokomoc¢né, anxiolyticky a naruSil ulekovou reakci. Tyto
behaviordlni parametry, signifikantné anxieta, byly normalizovany po aplikaci takrinu
(0,1 mg/kg) 1 allopregnanolonu (0,1 mg/kg), bez signifikantniho vlivu na hyperlokomoci

1 ulekovou reakeci.

Klicova slova: tryptofanova deplece, animalni model, schizofrenie, psychofarmaka,

behavioralni farmakologie



Abstract

Tryptophan depletion is a non-pharmacological and non-invasive method extensively
used to investigate the role of serotonin (5-hydroxytryptamine in humans and animals.
The method is based on reducing the availability of the essential amino acid tryptophan,
the dietary serotonin precursor. As a precursor of serotonin, L-Tryptophan has a key role
in the regulation of many physiological processes and, inter alia, in the pathology and
pathophysiology of neuropsychiatric disorders and diseases. Despite the fact, that the
method of tryptophan depletion has been applied in many experimental studies, the exact
mechanism, by which tryptophan depletion inducted neurophysiological effects, remain
unclear. Also, the protentional use of this method together with other drug
coadministration has not been explored in detail yet.

In this thesis, the most possible mechanisms of tryptophan depletion are
discussed. Biochemical and behavioural effects of low dose of dizocilpine (0.1 mg/kg and
0.15 mg/kg) in animal model of tryptophan depletion are investigated as well. And finally,
effects of administration of allopregnanolone and tacrine in model of tryptophan depletion
with coadministration of MK-801 are studied.

The results show that acute tryptophan depletion with prior starvation, not chronic
depletion, caused hypolocomotion and anxiolytic behaviour, but any method did not
cause a significant reduction of 5-TH in hippocampus. MK-801 dose-dependent reverted
the behavioural manifestations of tryptophan depletion. Dizocilpine increased
hyperlocomotion, decreased anxiety and disrupted PPI. These behavioural parameters,
significantly anxiety, were normalized after treatment with both allopregnanolone (0.1
mg/kg) and tacrine (0.1 mg/kg). However, there was no significant effect on

hyperlocomotion and PPI.

Key words: tryptophan depletion, animal model, schizophrenia, psychopharmacology,

behavioural pharmacology
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1.Seznam zkratek

3JHAA 3-hydroxyanthranilova kyselina
3HK 3-hydroxykynurenin

3a5BS pregnanolon sulfat

5-HT 5-hydroxytryptamin (serotonin)
5-HTP 5-hydroxytryptofan

ACE angiotenzin konvertujici enzym
ACTH adrenokortikotropni hormon
AD Alzheimerova choroba

AHR arylhydrokarbonovy receptor
ANOVA analyza rozptylu

ATII angiotenzin I

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat
CDX (2-hydroxypropyl)-B-cyklodextrinu
cGMP cyklicky guanosinmonofosfat
CNS centralni nervovy systém

CRH kortikotropin uvoliiujici hormon
EPM vyvysené kiizové bludisté

elevated plus maze
FST test nucené¢ho plavani

forced swimming test

GABA kyselina y-aminomaselna

GIT gastrointestinalni trakt

GLP-1 glukagon podobny peptidu 1

GTP guanosintrifosfat

HEB hematoencefalicka bariéra

HPAA hypotalamo-hypofyzarné-adrenalni osa
HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

IA kyselina indoleakrylova



IAA kyselina indoloctova

IAld indolealdehyd

IDO indoleamin 2,3-dioxygenaza
IE tryptophol, indol-3-ethanol
ILA kyselina indol-3-mlé¢na

IP3 inositoltrifostat

IPA kyselina indolepropionova
IS indoxyl-sulfat

KAT kynurenin aminotransferaza
KYN kynureniny

KYNA kyselina kynureninova
LATI1 transportér L-aminokyselinl
LNAA velké neutralni aminokyseliny

Large neutral amino acids

L-TRP (25)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl) propanova kyselina (L-Tryptofan,
tryptofan)

MAP2 s mikrotubuly asociovaného proteinu 2

MAPK s mikrotubuly asociovana proteinkinasova kaskada

MK-801 (5R,10S)-(+)-5-methyl-10,11-dihydro-5SH-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-

imine (dizocilpin)
MWET Morrisovo vodni bludisté

Morris water escape test

NAD+ nikotinamidadenindinukleotid
NaOH hydroxid sodny

NMDA N-methyl-D-aspartat

NO oxid dusnaty

NORT test rozpoznavani nového objektu

novel object recognition task
NOS syntaza oxidu dusnatého

OF test otevien¢ho pole



pCPA
PPI
QA
RAAS
SERT
SPF
TDO
THA
THP1
Tph2
Trk

open field

p-chlorfenylalanin, fenklonin
prepulzni inhibice

kyselina chinolinova

osa renin-angiotenzin-aldosteron
serotoninovy transportér

specific pathogen free

tryptofan 2,3- dioxygenaza
9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin (takrin)
L-tryptofanhydroxylazal
hydroxyléaza tryptofanu

tyrosinkinasové receptory



2.Uvod

Teoreticka cast prace shrnuje poznatky o tryptofanové depleci. Zejména se zabyva
mechanismem tryptofanové deplece a metodami jejtho navozeni. Zminuje i
experimentalni dusledky tryptofanové deplece, a to jak u lidskych subjektl, jejichz
choroba je provazena hyposerotonergnim stavem, tak i u laboratornich zvifat. Cilem
teoretické Casti je uceleni dostupné literatury ve formé literarni reSerSe, zhodnoceni
validity modelu tryptofanové deplece a pouzitelnosti metody k otestovani nové
vyvijenych lé€iv.

Experimentalni ¢ast prace pracuje s hypotézou formulovanou na zaklad¢ literarni
reSerSe. Cilem této experimentalni Casti je komparace modelu tryptofanové deplece
v zavislosti na délce deplece. Tedy na modelu v f4du hodin pro akutni tryptofanovou
depleci a na modelu v fadu tydnii pro chronickou tryptofanovou depleci. Ovétovan je i
vliv hladovéni zvitat pfed akutni tryptofanovou depleci. Za ucelem studia interakce
serotenergniho a dopaminerniho systému je zvifatim koaplikovan dizocilpin, ktery je
pouzivan jako jeden z modelti simulujici pfiznaky psychdzy. Nasledné je zkouman vliv
této koaplikace. Na tomto animalnim modelu jsou testovana syntetickd farmaka,
allopregnanolon a takrin, s cilem ovéfit jejich i€innost. Data jsou verifikovana na zakladé

baterie behavioralnich 1 biochemickych testl a statistické analyzy.
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3. Literarni prehled
3.1. Metabolismus tryptofanu

Deplece tryptofanu je od roku 1974 Siroce vyuzivany nefarmakologicky neinvazivni
prostiedek, ktery se uplatiiuje piedevSim pii zkoumani ulohy 5-hydroxytryptaminu
v organismu (Biggio et al., 1974; Fadda et al., 2000). A tedy i pfi mapovani vlivu tohoto
neurotransmiteru na patogenezi a patofyziologii mnoha poruch i onemocnéni (Sandyk,
1992; Young, 1996).

Tato metoda spociva v biologické dostupnosti esenciadlni aminokyseliny L-
Tryptofanu jakozto dietniho prekurzoru serotoninu. Vysledné behavioralni zmény, po
indukci tryptofanové deplece, jsou vysvétlovany hlavné nizkou hladinou tryptofanu
v mozku, disledkem ¢ehoz je snizena také syntéza serotoninu a ndsledna neurotransmise

(Fadda et al., 2000).

3.1.1. Tryptofan

(2S)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl) propanova kyselina (L-Tryptofan, L-TRP, tryptofan) je
jednou z dvaceti dvou proteinogennich nepolarnich aminokyselin obsazenych v Zivych
organismech (Lopez and Mohiuddin, 2020). Zaroven také jedna z deviti esencidlnich
aminokyselin, ktera musi byt Zivo€iSnému organismu dodavana prostfednictvim diety
(Rose, 1968; Baker, 2005). JakoZto vychozi slouCenina fady latek se podili i na mnoha
fyziologickych procesech.

Dutkaz existence tryptofanu byl podan na pocatku 20. stoleti pomoci
Adamkiewiczovy reakce. Princip této kondenzacni chemické pfemény spocival v reakci
mlécného proteinu kaseinu s kyselinou glyoxylovou v siln¢ kyselém prostiedi. Tryptofan
obsazeny v kaseinu, konkrétn¢ jeho indolové jadro, interagoval s oxoskupinou z
aldehydové casti kyseliny glyoxylové ve vysledny produkt erveno-riZové barvy
(Hopkins and Cole, 1901). O néco pozd¢ji, Ellinger a Flamand (1908) popsali i
molekularni strukturu této aminokyseliny. Jak uz systematicky nazev molekuly napovida,

nachazi se v jeji struktufe aromaticky heterocyklus s bicyklickou strukturou — indol.
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Pravé ona pfitomnost indolového kruhu proptjcuje tryptofanu vysoce hydrofobni
vlastnosti (Palego et al., 2016).

I ptes skutecnost, ze tryptofan patii mezi velké neutralni aminokyseliny (LNAA),
je jeho koncentrace v plazmé velmi nizka (Mahan and Shields, 1998; Young and Stoll,
2003) a vyskytuje se zde pievazné navazan na bilkovinu albumin (McMenamy, 1965;
Pardridge, 1979). Do mozku vSak mtize ptestupovat pouze volny tryptofan a jeho
plazmatick¢ hodnoty mohou byt ovliviiovany také nékterymi hormony, napftiklad
inzulinem (Fernstrom and Wurtman, 1971) ¢i glukokortikoidy (Green and Curzon, 1968).
Prestup L-TRP ptes hematoencefalickou bariéru (HEB) je realizovan transportérem L-
aminokyselinl (LAT1), o ktery tryptofan kompetuje spolu s dalSimi velkymi neutralnimi
aminokyselinami, L-leucinem, L-izoleucinem, L-valinem, L-fenylalaninem a L-
tyrosinem. Vyraznym faktorem, ktery determinuje pruchod tryptofanu ptes HEB, je tedy
1 pomér koncentraci tryptofanu a LNAA (Henry ef al., 1992; Henry et al., 1996; Sarwar
and Botting, 1999). VétSina tryptofanu v mozkové tkani vSak pochdzi z tryptofanu
navazaného na albumin. Divodem této skutecnosti je fakt, ze se v blizkosti HEB dokaze
tryptofan od albuminu disociovat, a to diky své vysoké afinit¢ k LAT1 (Wurtman et al.,
1981; Sainio et al., 1996; Pardridge, 1998; Smith, 2000).

V mozkové tkani je tryptofan transformovan na 5-hydroxytryptofan (5-HTP), kdy
katalyzatorem pifemény je L-tryptofanhydroxylazal (THP1). Poté dekarboxyldza L-
aromatickych aminokyselin dekarboxyluje 5-HTP na serotonin. Serotonin se nasledné
podili na neurotransmisi, pfipadné je pfemeénén na melatonin (Le Floc’h ef al., 2010).

Piiblizné 3 % dieteticky pfijatého tryptofanu se spotifebovavaji pro syntézu
serotoninu v celém téle (Sandyk, 1992). Hlavné tedy v jatrech a enterochromafinnich
buiikach stfevni sliznice. Syntéza serotoninu zde probihd obdobnym chemickym
mechanismem jako v mozkové tkani. Serotonin se nasledné podili na gastrointersticialni
motilité¢ (O’Mahony et al., 2015). Jen pouhé 1 % dieteticky ptijatého tryptofanu je vyuzito
k syntéze serotoninu v mozku (Sandyk, 1992) (viz. obr. 3.2.).

Mnozstvi tryptofanu, které je v buitkach mozkové tkané pfeménéno na serotonin,
je marginalni oproti mnozstvi tryptofanu, které je metabolizovano kynureninovou cestou

(Tyce, 1990). Z toho vyplyva, ze tryptofan jakozto nutraceutikum je v organismu
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superiorn¢ vyuzivan pro ucely proteosyntézy (Wurtman et al., 1981). Depleci tryptofanu
1ze tedy docilit naruseni jeho metabolickych cest a tim 1 fyziologickych funkci organismu

s nim spjatych (Gostner et al., 2020).

Tryptofan »—» Serotonin
<5%
Tryptofan 2,3-dioxygenaza t
=95%
nebo Melatonin

Indoleamin 2,3-dioxygenaza

Kynurenin

Kynurenin aminotransfer:isa

Kynurenin hydroxylaza
I, 1L, II1 / \

Kyselina kynureninova 3-hydroxykynurenin

Nikotinamidadenindinukleotid <=#= Kyselina chinolinova Kyselina pikolinova

Obr. 3.2.: Metabolismus tryptofanu. Pfevzato a pielozeno z (Hoglund et al., 2019).

3.1.2. Serotonin

Serotonin (5-hydroxytryptamin, 5-HT), byl poprvé izolovan v roce 1948 jakozto latka,
ktera se uvolituje do ob&hu pii procesu hemokoagulace (Rapport ef al., 1948a) a podili se
tak na vazokonstrikci (Rapport et al., 1948b; Rapport et al., 1948c). Pozdé&ji byla
objasnéna funkce tohoto biogenniho aminu také jako hormondalniho regulatoru
fyziologickych funkei i neurotransmiteru bunécné signalizace centralniho nervového
systému (CNS) (Lesch and Mdssner, 1998). Superiorni vyskyt serotoninu je mimo CNS.
Zatimco produkovan je a priory enterochromafinnimi bunikami v epitelialni tkani po celé
délce gastrointestindlniho traktu (GIT) (Cooke and Christofi, 2006; Christofi,
2008; Mawe and Hoffman, 2013), jeho hlavnim rezervodrem jsou trombocyty

(Mammadova-Bach et al., 2017).
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V CNS je 5-hydroxytryptamin syntetizovan a skladovan v presynaptickych
neuronech, tzv. Rafedlnich jadrech. Do menSi miry také v pinealni zlaze a
katecholaminergnich neuronech (Dahlstrom and Fuxe, 1964; Tork, 1985; Tork, 1990;
Ruddick et al., 2006, Lesch and Weider, 2012).

Bylo popsano devét skupin serotonergnich neuront (B1 — B9) v jadrech mozkového
kmene a prilehlé ¢asti tegmenta. Vlakna serotonergnich neuront z nuclei raphe obcurus
(B2), pallidus (B1) a magnus (B3) sestupuji do mozkového kmene (Dahlstrom and Fuxe,
1964; Felten and Sladek, 1983; Jacobs and Azmitia, 1992). Vldkna serotonergnich
neuronlt z kaudalni C&asti medulla oblongata vedou do mesencefalonu a vladkna
z dorsalnich (B6 — B7) a medialnich (B8) raphe nuclei inervuji hippocampus. Soucasné
vlakna dorsalnich a medialnich raphe nuclei, spolu s vlakny supralemniscalniho (B9)
raphe nuclei, vedou do prefrontalniho kortexu (Steinbusch, 1981; Jacobs and Azmitia,
1992; Alonso et al., 2013). V pinedlni Zlaze je serotonin acetylovan arylalkylamin-N-
acetyltransferdzou na N-acetylserotonin, nasledné je N-acetylserotonin metylovan
acetylserotonin-O-metyltransferazou za vzniku melatoninu.

Serotonin se vaze na serotoninové receptory, kterych bylo identifikovano jiZ nékolik
typl a podtypti. Jejich distribuce je riiznoroda v rliznych tkanich v téle. Kromé jednoho
typu serotoninového receptoru, ktery funguje jako ligandem aktivovany iontovy kanal, se
jedna o receptory spfazené s G proteiny. Inhibi¢ni i excitacni signalizace tedy probiha
pres aktivaci G-proteinu a naslednou modulaci inositoltrifosfatu (IP3) ¢i cyklického
adenosinmonofosfatu (cAMP). Konecnym efektem téchto drah mize byt mimo jiné 1
uvoliiovani mnoha neurotransmiterd. Naptiklad dopaminu, glutamatu, kyseliny gama-
aminomaselné (GABA), adrenalinu, noradrenalinu a acetylcholinu. Dale se podili na
modulaci mnoha hormoni, konkrétné prolaktinu, oxytocinu, vazopresinu, kortizolu i
kortikotropinu (Hoyer ef al., 1994; Nichols and Nichols, 2008). Serotonin tak ovliviiuje
celou osu centralniho nervového systému (Tork, 1985; Tork, 1990; Berger ef al., 2009),
zejména ruzné oblasti mozkové kulry, limbického systému, bazélnich ganglii a
diencephalonu (Steinbusch, 1981; Jacobs and Azmitia, 1992) (viz. obr. 3.3.). Diky tomu
ovliviiyje serotonin rozlicné biologické procesy, naptiklad endokrinni, gastrointestinalni,

vaskularni, motorické, smyslové a kognitivni funkce a dale také naladu, chut k jidlu,
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nevolnost, termoregulaci, spanek, vnimani 1 citlivost na bolest (Nichols and Nichols,
2008; Berger et al., 2009). A proto naruSena syntéza 5-hydroxytryptaminu a nasledna
abnormalni funkce serotoninového systému vede az k rozmanitym porucham chovani,
které pfispivaji ke vzniku napiiklad uzkosti a klinické deprese (Meltzer, 1990; Kerr, 1994;
Nichols and Nichols, 2008).

.
re

Obr. 3.3.: Hlavni serotonergni drahy mozku. Vzestupné serotonergni projekce z mozkového kmene
vedou do oblasti S a NA. Reguluji tak naladu, uzkost, spanek a dalsi funkce. Sestupné serotonergni
projekce vedou mozkovym kmenem a michou, reguluji tak bolest. Zkratky: PFC, prefrontalni kiira;
BF, bazalni pfrednli mozek; S, striatum; NA, nucleus accumbens; T, talamus; Hy, hypotalamus; A,
amygdala; H, hipokampus; NT, neurotransmiterova centra mozkového kmene; SC, micha; C,

mozecek. Pfevzato z (Stahl, 2013).
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3.1.3. Metabolismus kynurenini

Kynureninova drédha je soucasti katabolismu tryptofanu a uplatituje se mimo jiné v
imunoregulacnich procesech pifi zanétlivé odpovédi organismu. Han a kol. (2010)
udavaji, ze témér 99 % dieteticky pfijatého tryptofanu, ktery neni vyuzit v proteosyntéze,
je metabolizovano kynureninovou cestou. Kynureniny (KYN), jakozto metabolity
kynureninové drahy, mohou byt produkovany v riznych tkanich, zejména v jatrech a
imunitnich bunikach CNS.

V gliich CNS je za fyziologickych podminek pfeména tryptofanu na kynurenin
katalyzovéana zejména tryptofan 2,3- dioxygenazou (TDO). V piipadé zvySené imunitni
odpovédi organismu se na preméné superiorné podili enzym indoleamin 2,3- dioxygenaza
(IDO) (Davis and Liu, 2015; Larkin et al., 2016). V mikrogliich, monocytech a
makrofézich je kynurenin pfednostné pfeménén na 3-hydroxykynurenin (3HK) a poté na
3-hydroxyanthranilovou kyselinu (3HAA), kyselinu chinolinovou (QA) a nakonec na
nikotinamidadenindinukleotid (NAD+). Zbyvajici ¢ast KYN je pfeménéna v astrocytech
na kyselinu kynureninovou (KYNA) pomoci kynurenin aminotransferazy (KAT)
(Cervenka et al., 2017; Davis and Liu, 2015). Kynurenin je antagonistou
arylhydrokarbonového receptoru (AHR). AHR piisobi jako transkripéni faktor a reguluje
fadu enzymi. Mimo to se AHR wuplatiuje v imunitnich, nadorovych,
neurodegenerativnich nebo stfevnich procesech (Opitz et al., 2011; Modoux ef al., 2020).
Metabolity ~ kynurenind,  napiiklad  3-hydroxykynurenin =~ a  kyselina  3-
hydroxyanthranilova, plisobi také neuroprotektivng. Diky tomu, Ze jsou redoxné aktivni,
chrani tkan pied oxidativnim stresem (Chobot et al., 2015).

Produkty metabolismu kynurenini pisobi i1 jako endogenni modulatory N-
methyl-D-aspartatovych (NMDA) glutamatovych receptori. Kyselina chinolinova
pusobi jako agonista NMDA receptorli zejména v neokortexu, hipokampu a ¢aste¢né i v
mozecku a miSe (Perkins and Stone, 1983a; Perkins and Stone, 1983b; Davis and Liu,
2015) a maze modulovat zpétné vychytavani glutamatu (Tavares et al., 2002). Oproti
tomu kyselina kynureninova (KYNA ) piisobi jako antagonista NMDA receptorti, kde se
vaze na misto glycinu (Birch et al., 1988a; Birch et al., 1988b; Davis and Liu, 2015).

Vzhledem k vySe zminénému by mohla byt experimentdlni 1éciva cilici na NMDA
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receptory vhodna k 1é¢bé klinickych stavii, které zahrnuji praveé metabolity kynureninové

drahy (Stone, 2001; Stone and Darlington, 2013).

3.2. Dalsi mechanismy tryptofanové deplece

Naruseni serotoninového metabolismu vSak neni jedinym faktorem behavioralnich zmén
pii depleci tryptofanu. Do jisté miry u€inky deplece tryptofanu koresponduji s nékolika
hlavnimi ¢initeli, jeZ jsou spolu vzajemné provazany a spolecné se podileji na vzniku i
manifestaci neuropsychiatrickych onemocnéni. Tyto Cinitele zahrnuji procesy biologické,
neurochemické a imunoneurokrinni (Siever et al., 1991).

Z biologického hlediska zde mohou hrat roli faktory genetické, stresové ¢i
chronobiologické. V ptipadé neurochemickych procesii jsou klicové neurotransmitery,
jejich receptory a dal$i postreceptorové molekularni procesy. Imunoneurokrinni procesy
zahrnuji aktivitu hypotalamo-hypofyzarné-adrenalni osy (HPAA), systému renin-
angiotenzin-aldosteron a nasledny vliv imunitnich reakei organismu.

Piestoze jsou efekty tryptofanové deplece primarné vysvétlovany naruSenou
hladinou serotoninu a jeho metabolitli, uplatituji se také stresové faktory, jelikoZ na
subjekt v dobé experimentu mohou piisobit rtizné stresové vlivy s depleci souvisejici.
Naptiklad ona sama akutni ¢i dlouhodoba dietetickd manipulace, ndsledné narusené
vnitini mikrobidlni prostfedi organismu, faktor hladovéni pied experimentem ¢i spankova
deprivace. N¢&které dalsi dopady mohou byt vysvétleny zanétlivymi procesy,
cerebrovaskularnimi zménami ¢i aktivitou syntazy oxidu dusnatého (NOS) (Karu et al.,
2006; van Donkelaar et al., 2011; Young, 2013; Hoglund et al., 2019). Diky témto
mechanismim plsobeni predstavuje regulace metabolismu tryptofanu atraktivni
terapeuticky cil pfi 1é€bé autoimunitnich, nddorovych, neuropsychiatrickych a sttevnich

onemocnéni ¢i poruch spanku (Richard et al., 2009; Modoux ef al., 2020).
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3.2.1. Zanétlivé procesy centralni nervové soustavy

Zanétlivé procesy centralniho a periferniho nervového systému jsou charakteristické
abnormalnimi hodnotami cytokinind spolu se zvySenou aktivitou astrocytli a mikroglii
(Radtke et al., 2017). V ptipadé tryptofanové deplece by zanétlivou reakci organismu
mohla vyvolat odpovéd’ na vyse zminéné stresové faktory s depleci souvisejici (dieteticka
manipulace, hladovéni, naruSeny mikrobiom).

Prozéanétlivé molekuly, cytokininy, aktivuji hypotalamo-hypofyzarné-adrenalni
osu k produkeci glukokortikoidnich hormonti, které maji imunosupresivni vliv a pii
dlouhodobém piisobeni oslabuji imunitni systém organismu (Schneiderman et al., 2005;
Kaidanovich-Beilin et al., 2012) a rovnéz zvysuji aktivitu TDO (Maes et al., 2011; Stone
and Darlington, 2013). Mimo to prozanétlivé cytokyniny aktivuji enzym IDO (Taylor and
Feng, 1991). Vysoka aktivita IDO a TDO spolu s pfitomnosti prozanétlivych cytokinti
meéni v mikrogliich a astrocytech metabolismus tryptofanu a vychyluje ho ve prospéch
kynureninové drahy. To vede jednak ke zvySené neuroaktivité metabolitli kynureninové

kaskady, a jednak ke snizené produkci serotoninu (Christmas ef al., 2011; Dantzer, 2017).

3.2.2. Stresovy faktor

Chronicky mirny stres mlize vyvolat naruSeni metabolismu tryptofanu a vychylit tak jeho
regulacni drahy (Li ef al., 2020). I v pfipad€ ucinkl tryptofanové deplece se adaptacni
procesy snazi vyrovnat akutnimu ¢i chronickému vystaveni stresoru. Jako stresor mize
figurovat kratkodobé hladovéni organismu, spankova deprivace, separace od skupiny a
také samotna chut, konzumace, zpisob podani a metabolizace prostfedku, ktery ma
tryptofanovou depleci navodit. Naptiklad opakované podavani diety gastrickou sondou
muize v experimentu vyvolat nejen stresovou reakci, ale také reakci zéanétlivou v
dtsledku poranéni a zaniceni dutiny ustni ¢i jicnu (Eichenbaum et al., 2011). Mimo to 1
piimé deplece tryptofanu prostfednictvim serotonergni signalizace dokéaze piisobit na
systémy, které se ucastni stresové odpovedi (Franklin et al., 2012).

V regulaci stresové reakce se uplatiiuji predevsim dva systémy. A to hypotalamo-
hypofyzarné-adrenalni osa (Yates et al., 1980) a systém renin-angiotenzin-aldosteron

(Murck et al., 2012). V dasledku aktivace téchto regulatorti dochazi také k uvoliiovani
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energetickych zasob z rezerv organismu (van der Kooij, 2020). Stresem vyvolané zmény
v odbouravani glykogenu a tukt ulozenych v tukovych buiikach spolu s ucinky
glukokortikoidi mohou vychylit metabolismus TRP v mozku i naslednou syntézu 5-HT,

melatoninu i produktii kynureninové kaskady (viz. obr. 3.5.).

—» ITRP
~  Metabolity
. i — S-HT
UPLC-QTRAP- serotoninu —
— 5500/MS L—» 5_-HIAA
CUMS . -
\ — KYN
> Metab Ol'lt}: _ KA
- Odbér _  kynureninun
| vzorkn L, 3 HK
—
¥ Stievo, - Enzymy TPH
“{, Prefrontilni metabolismu —I::
T H kortex, - : MAO
Hipokampus qRT-PCR serotoninu
IDO, TDO
= Enzymy
metabolismu KMO
kynureninu KAT

Obr. 3.5.: Vliv chronického mirného stresu na metabolismus tryptofanu. Po indukei chronicky mirného
stresu byla provedena analyza vzorku stfeva, hipokampu a prefrontalniho kortexu pomoci ultrarychlé
kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem. Exprese metabolickych enzymt
tryptofanu byla zkouméana kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci. Chronicky mirny stres indukoval
abnormality hladin metabolitll i exprese enzymul v danych oblastech. Zkratky: CUMS, chronicky mirny
stres; UPLC-QTRAP-5500/MS, ultrarychla kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem; qRT-PCR, kvantitativni polymerazova fetézova reakce; TRP, tryptofan; 5-HT, serotonin
1; 5-HIAA, kyselina 5-hydroxyindoloctové; KYN, kynurenin; KA, kyselina kynureninové; 3-HK kyselina
3-hydroxykaninurova; TPH, tryptofanhydroxyldza; MAO, Monoaminooxiddza, IDO, indoleamin-2,3-
dioxygenasy; TDO, Tryptofan 2,3-dioxygendza; KMO, kynurenin 3-monooxygendza; KAT, kynureninova
aminotransferaza. Pfevzato a ptelozeno z (Li et al., 2020).
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3.2.2.1. Hypotalamo-hypofyzarné-adrenalni osa
Hypotalamo-hypofyzarné-adrendlni osa (HPAA) pfedstavuje propojeni CNS a
endokrinniho systému. HPAA je aktivovana pfi stresové reakci organismu. Ve chvili, kdy
se organismus setkd se stresorem, nastavd nadmérna aktivace HPAA. Nasledné je
z hypotalamu uvolnovan kortikotropin uvolnujici hormon (CRH), ktery ptlisobi na
receptory adenohypofyzy a stimuluje tak uvolnéni adrenokortikotropniho hormonu
(ACTH) do krevniho tecisté. ACTH se vaze na receptory kiiry nadledvin a potencuje
uvoliovani glukokortikoidnich hormont z kliry nadledvin. Tato reakce je regulovana
pfedevs§im negativni zp&tnou vazbou kortizolu na uvolnovani CRH a ACTH (Yates et al.,
1980). Déle se vyplavovani glukokortikoidnich hormonii organismus snazi kompenzovat
zvySenim serotoninu. Pfi chronickém piisobeni stresoru dochazi ke snizeni citlivosti
hypotalamu a hypofyzy na negativni zpétnou vazbu kortizolu ¢i kortikosteronu. To vede
az k vyCerpani rezerv serotoninu a s tim souvisejicim patologickym projeviim (Semont et
al., 1999; Davis and Liu, 2015). Dysregulace HPAA miize také vyustit az k systémové
zanétlivé odpovédi. Zde je patrna souvislost hyposerotonergnich poruch se zanétlivymi
(van Dyken and Lacoste, 2018), imunitnimi a metabolickymi procesy (Kaidanovich-
Beilin et al., 2012).

Glukokortikoidy také upreguluji expresi ceramid syntetdzy a pfispivaji tak
k inzulinové rezistenci (Nishino et al., 2008), kterd hraje roli v rozvoji metabolického
syndromu (Wittmann, 2007). Metabolicky syndrom zahrnuje stavy jako je dyslipidémie,
hyperglykémie, hypertenze a obezita. Z dosavadnich studii vyplyva zvysSené riziko
rozvoje neuropsychiatrickych onemocnéni u pacientli s prozanétlivymi stavy, které

zahrnuji pravé také metabolicky syndrom (van Dyken and Lacoste, 2018).

3.2.2.2. Osa renin-angiotenzin-aldosteron

Osa renin-angiotenzin-aldosteron (RAAS) je dalSim regulacnim mechanismem, ktery je
aktivovan, kdyz je organismus vystaven stresovému podnétu. Amygdala, ktera se
uplatiuje pfi emocni reakci na stresor, pisobi na hypothalamus. Nasledné je aktivovan
sympato-adreno-medularni systém. Sympatickymi nervovymi vlakny je stimulovéana

dfen nadledvin k produkci a uvolilovani adrenalinu do krevniho fecisté. Adrenalin se
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vaze na B1 adrenergni receptory juxtaglomerularnich bunék ledvin, které secernuji renin.
Renin aktivuje angiotenzin konvertujici enzym (ACE), ktery pfeméiuje angiotenzinogen
na angiotenzin II (ATII). Angiotenzin II stimuluje produkci mineralokortikoidniho
hormonu, aldosteronu, v zona glomerulosa kiry nadledvin, zatimco jeho syntéza je
podporovana HPAA (Kinlein et al., 2015; Naughton et al., 2014). Aldosteron se vaze na
mineralokortikoidni receptory, jejichz aktivace je esencialni v regulaci krevniho tlaku a
elektrolytd. Aktivace RAAS se tak obecné ucastni procest, které souviseji s
vasokonstrikci, oxidativnim stresem a dysfunkci endotelu (Funder, 2017). V dtsledku
dysfunkce endotelu mohou endotelidlni buniky produkovat zvySené mnozstvi endotelidlni
syntazy oxidu dusnatého a tim i1 oxidu dusnatého, coz ve vysledku vede az k zanétlivym
reakcim organismu (Huang, 2003). Dale se aldosteron mtze uplatiiovat i jako modulator
NMDA receptort a ucastnit se tak regulace kognitivnich funkci v CNS (Mondadori et al.,
1996).

3.2.2.3. Metabolizace energetickych rezerv
Pfi stresové reakci dochazi také k pfeméné energetickych rezerv organismu v podobé
odbouravani glykogenu a tukovych zasob. D¢je se tak plisobenim sympatického nervstva
a stresovych hormoni (van der Kooij, 2020).

Glykogenolyza, jakoZto Sté€peni glykogenu, vede ke zvySeni plazmatické glukozy
a potencuje tak sekreci inzulinu z beta bun¢k Langerhansovych ostrivki slinivky bfisni.
Zvysené hladiny inzulinu podporuji vychytdvani LNAA do kosternich svalt, jelikoz se
na rozdil od tryptofanu nevéazi na albumin. Diky tomu se zvySuje pomér tryptofanu k
ostatnim velkym aminokyselindim v plazmé a tryptofan miiZe snadné&ji prochézet ptes
hematoencefalickou bariéru (HEB) (Daniel et al., 1981; Markus, 2008; Hoglund et al.,
2019). (viz. obr. 3.6.).

V disledku lipolyzy dochazi k uvoliiovani neesterifikovanych mastnych kyselin
z tukové tkan€ do krevniho obéhu. Jednim z faktort, ktery determinuje pomér volného a
na albumin navdzaného tryptofanu, je pravé ona plazmatickd koncentrace
neesterifikovanych mastnych kyselin, jelikoz se rovnéz vazi na albumin. Pti zvySeni

koncentrace téchto mastnych kyselin, diky jejich vyssi afinité¢ k albuminu, dochézi k
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nariistu koncentrace volného tryptofanu v plazmé, a tedy 1 ke zvySenému ptestupu pies
HEB tkan (Badawy and Morgan, 1982; Fernstrom, 1983; Wurtman ef a/., 2003; Hoglund
etal., 2019).

Dieta

m Velké neutralni
aminokyseliny

Tyr
Phe
Iso

Leu
Val
Met

Tryptofan

Obr. 3.6.: Vliv proteinti a sacharidii na metabolismus tryptofanu. Zelené §ipky oznacuji aktivaci drahy
indukované sacharidy. Cervené §ipky ukazuji, jak b&zny zdroj bilkovin ve stravé ovliviiuje pomér
Trp/LNAA v plazmé a hladinu a mozku. Zkratky: Trp, tryptofan; LNAA, velké neutralni aminokyseliny;
Tyr, tyrosin; Phe, fenylalanin; Iso, isoleucin; Leu, leucin; Val, valin a Met, methionin.

Prevzato a pielozeno z (Hoglund ef al., 2019).
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3.2.3. Spankova deprivace

Naruseni spankového vzoru v disledku tryptofanové deplece, mize souviset se snizenou
hladinou  spankového  hormonu  5-methoxy-N-acetyltryptaminu  (melatoninu)
(Zimmermann et al., 1993). Zatimco mimo CNS je melatonin syntetizovan bunikami
gastrointestindlniho traktu, kde je jeho syntéza regulovana vyhradné piijmem tryptofanu
v potravé (Chen et al., 2011), v CNS se regulace Gcastni také suprachiasmatickd jadra
hypothalamu a cirkadianni rytmy. Syntéza a sekrece melatoninu je tedy cirkadidnni,
potencovand tmou a inhibovand svétlem (Pandi-Perumal et al., 2006). Ve dne
suprachiasmaticka jadra, predev§im noradrenalni signalizaci, pisobi na pinedlni zlazu a
blokuji tvorbu melatoninu. V pribéhu noci dochéazi k potencovani endogenni aktivity
presynaptickych neuronti pinealni zlazy. Ty vychytavaji tryptofan, ktery je nasledné
enzymaticky pfeménén na serotonin. Serotonin je acetylovan arylalkylamin-N-
acetyltransferdzou na N-acetylserotonin, ktery je poté metylovan acetylserotonin-O-
metyltransferazou za vzniku melatoninu. SniZzena hladina melatoninu je jednim z faktori
naruseni spankového schématu ¢i nespavosti. Melatonin ma také silny antioxidacni
ucinek. Vychytava toxické radikaly, zvySuje aktivitu nékterych antioxidacnich €initeld a
také inhibuje NOS (Tan et al., 2015). V neposlednil fadé ma tento spankovy hormon vliv
na aktivitu HPAA (Konakchieva et al., 1997). Spankova deprivace ma vliv i na regulaci
RAAS, kterd je také fizena cirkadidnnimi rytmy, a proto mize za urcitych okolnosti

figurovat jako primarni regulator aldosteronu i kortisolu (Armbruster et al, 1975).

3.2.4. Mikrobiom

V GIS panuje slozity mutualisticky vztah mezi rozmanitym a dynamickym mikrobidlnim
spolecenstvem a jeho hostitelem. Tento vztah je postaven na slozitych molekularnich
vztazich, které maji zasadni vyznam pro stievni homeostdzu a nckteré fyziologické
pochody organismu (Shreiner et al., 2015). Nedavné studie naznacuji, ze produkty
metabolismu tryptofanu vytvarené stitevni mikroflérou se na téchto procesech podili také
(Luki€ et al., 2019).

Hlavnimi produkty katabolismu tryptofanu, které produkuje mikrobiom

v disledku rozkladnych procesii, jsou indol, tryptamin, indoleethanol (IE), kyselina
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indolepropionova (IPA), kyselina indol-3-mlécna (ILA), kyselina indol-3-octova (IAA),
skatol, indolealdehyd (IAld) a kyselina indoleakrylova (IA). Indol indukuje uvoliiovani
glukagonu podobného peptidu 1 (GLP-1) v enteroendokrinnich L-bunkach a tim
potlacuje chut’ k jidlu, sekreci inzulinu a zpomaluje vyprazdiiovéani zaludku. Tryptamin
se preménuje v enterochromafinnich buiikach GIT na 5-HT, ktery stimuluje
gastrointestinalni motilitu ptiisobenim na neurony enterického nervového systému. IPA,
IE a IA se vstiebavaji via stievni epitel a dostavaji se do krevniho ob&hu a v§eobecné maji
antioxidac¢ni a protizanétlivé ucinky, zatimco indoxyl-sulfat (IS), ktery vznika v jatrech z
indolu, ma ve vysokych koncentracich Uc¢inky cytotoxické. IAld se vaze na receptory ve
sttevnich imunitnich bunkach. Indukuje tak zvySenou produkei interleukinu-22, ¢imz se
ucastni imunitni odpovédi organismu (Roager and Licht, 2018) (viz. obr. 3.8.).
Nedostatek tryptofanu tak miize podnécovat uvoliiovani tryptofanu z rezerv
v GIT. To mize ptfedstavovat stresor pro bakterialni mikrobiom organismu a potencovat
rozkladné ¢innosti tryptofanu i naslednou imunitni odpovéd’. A v konecném duasledku
také ovlivitovat aktivaci HPAA (Turnbull and Rivier, 1999). Je znamo, Ze enterocyty
stieva exprimuji celou fadu receptord vrozené imunity, cytokint a chemokinti (Lavelle et
al., 2010), které nasledn€ ovliviiuji steroidogenezi nadledvin i aktivitu HPAA (Turnbull
and Rivier, 1999). Nicméné, piesné mechanismy, kterymi by mikrobiom piimo
ovliviioval CNS a aktivitu HPAA, doposud zndmé nejsou. Piedpoklada se, ze mize
vysilat ptimy signal do mozku pomoci aferentnich vlaken bloudivého nervu, ¢i stimulovat
periferni tkané k vylucovani glukokortikoidu. I pies tuto skutecnost fada studii potvrdila,
Ze nervové, imunitni a endokrinni drahy spolu interaguji mnoha zpiisoby a mnoho
bakteridlnich ligandli je schopno modulovat sekreci glukokortikoidii nezavisle na
adenohypofyze. Lze tedy ptedpokladat, ze mikrobiom miize ovliviiovat biologickou

syntézu glukokortikoida (Fiilling et al., 2019).
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Obr. 3.8.: Mechanismy pulsobeni mikrobidlnich kataboliti tryptofanu na organismus. Zkratky: IE,
tryptophol; IPA, kyselina indolepropionova; ILA, kyselina indol-3-mlé¢na; IAA, kyselina indol-3-octova;
IAld, indolealdehyd; IA; kyselina indoleakrylova; PXR; receptor pregnanu X; GLP, 1glukagonu
podobného peptidu 1; AHR, aryl uhlovodikovy receptor; IL-22, interleukinu-22; 5-HT, serotonin; IS,
indoxyl-sulfat; CYP2E], Cytochrom P450 2El; SULT, sulfotransferazy.

Ptevzato a pielozeno z (Roager et al., 2018).
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3.2.5. Cerebrovaskularni zmény

Regulace krevniho zasobeni mozku je esencialni pro udrzeni adekvatni mozkové perfuze.
Dostate¢né zasobeni nervové tkané kyslikem a dalS$imi energetickymi metabolity je
nezbytné pro fyziologickou funkci nervové soustavy (Fantini ef al., 2016). N&které studie
reflektovaly cerebrovaskularni zmény po indukci tryptofanové deplece. Pomoci
kvantitativniho autoradiografického zobrazovani byl zjistén pokles priatoku krve
v nékterych regionech mozku v diisledku snizeni hodnot tryptofanu v perifernich tkanich
(van Donkelaar et al., 2009). Ptesny diivod tohoto fenoménu neni doposud znam. Je
mozné, ze serotonin pusobi jako vazokonstriktor a ptedpoklada se i role snizenych hladin
NOS na lokalni cerebrovaskularni dynamiku v oblastech hipokampu, které jsou zapojené
do zpracovani paméti. Cerebrovaskuldrni zmény maji rovnéz vliv na hladinu
neurotrofického faktoru BDNF, ktery v pfipadé oligemie plisobi jako neuroprotektor (van
Donkelaar et al., 2011).

BDNF je pomérné maly neurotrofin vyznacujici se signalizaci ptes neurotrofické
tyrosinkinasové receptory (Trk) s nejvétsi afinitou k TrkB. BDNF se na receptory vaze
jako dimer, coZ vede k dimerizaci Trk receptortl, jejich autofosforylaci a nasledné aktivaci
mnoha intracelularnich kaskad. Naptiklad s mikrotubuly asociovanou proteinkinasovou
kaskadu (MAPK) prostfednictvim G-proteinu Ras. Timto zpisobem se BDNF podili na
regulaci neurondlniho vyvoje, plasticity a dlouhodobé potenciace, ¢imz také figuruje

v procesech paméti a uceni (Miranda ef al., 2019).

3.2.6. Syntaza oxidu dusnatého
Predpoklada se, ze deplece tryptofanu mlize mit vliv na aktivitu syntdzy oxidu dusnatého,
kterd piisobi i na hladiny oxidu dusnatého a také citrulinu, coz ve vysledku ovliviiuje
kognitivni procesy CNS (van Donkelaar et al., 2009).

Syntaza oxidu dusnatého je enzym, ktery se vyskytuje ve ttech zndmych formach
jako neurondlni, indukovatelna a endotelova (Forstermann and Sessa, 2012). NOS se
uplatiiuje jako katalyzator pfemény L-argininu na oxid dusnaty a citrulin (Crane et al.,

1998; Alderton et al., 2001; Wiesinger, 2001).
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Neuronalni NOS je exprimovana v centralnich a perifernich neuronech a
nekterych dalSich bunkach a figuruje v synaptické plasticit¢ CNS, centralni regulaci
krevniho tlaku a hladkého svalstva. Indukovatelnd NOS exprimuje v mnoho typti bun¢k
pfi reakci na zanétlivé procesy organismu (Forstermann and Sessa, 2012). Endotelova
NOS je exprimovéna zejména v endotelovych bunkach. Byla vSak nalezena i v neuronech
CNS a podili se na uvoliiovani nékterych neurotransmiterit (Huang 2003; Forstermann
and Sessa, 2012).

Citrulin je neesencidlni aminokyselina, kterda je predevSim produktem
ureosyntetického cyklu. Mimo to se uplatiluje pii syntéze argininu de novo.
Piedpokladalo se, ze pavod citrulinu v CNS je vyhradné produktem jaterniho
metabolismu. Ukézalo se vSak, ze citrulin mize byt syntetizovan i na trovni CNS, a to
prave z argininu. Nalezen byl naptiklad v mikrogliich ¢i oligodendrocytech. Aby mohlo
dojit k jeho syntéze je zapotiebi aktivovat N-metyl-D-aspartatové receptory pomoci
excitaéniho pusobeni glutamdatu, které vyvola vtok vapnikovych iontl do buiky. Po
navazani vapniku na kalmodulin je aktivovdna NOS, kterd spolu za ucasti dalSich
kofaktorti pfeménuje L-arginin na NO a citrulin. Citrulin je tedy jednim z limitujicich
faktorti pro modulaci NOS (Pérez-Neri and Diéguez-Campa, 2018; Papadia et al., 2018).

Samotny oxid dusnaty je nestabilni volny radikal, ktery v organismu ptisobi jako
medidtor imunitniho systému, vasomotoriky i neurotransmise. V CNS se uplatiiuje
konkrétné€ jako mezibunécny prenaSec pii pienosu signalu. Déle jako aktivator rozpustné
guanylatcyklazy, ¢imz se podili na tvorbé cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP) z
guanosintrifosfatu  (GTP). c¢GMP néasledné¢ plsobi na wuvoliovani glutamatu
v presynaptickych neuronech. Tyto molekuly tedy hraji dulezitou roli v intracelularni
signalizaci a jsou vysoce zapojeny do procesti ueni a paméti (Forstermann and Sessa,
2012).

Na zaklad¢ vzajemné zavislosti syntazy oxidu dusnatého, oxidu dusnatého,
citrulinu a argininu souviseji snizené koncentrace citrulinu v hipokampu i s poklesem
NO. Vystupem této disrupce mohou byt zhorSené pamét'ové procesy v dusledku naruseni
glutamatergni signalizace v nékterych oblastech CNS (van Donkelaar et al., 2011;
Hoglund et al., 2019).
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3.3. Tryptofanova deplece v animalnich studiich

3.3.1. Animalni modely

Animalni modely jsou klic¢ové pro modelovéani riznych chorob a onemocnéni. Jejich
prostfednictvim je mozné podrobné&j$i zkoumani pficin projevii dané choroby a moznost
testovani potencialnich [éCiv. Je mozné vytvaiet modely genetické, vyvojové,
farmakologické a behavioralni (Lipska and Weinberger, 2000; Marcotte et al., 2001;
Nestler and Hyman, 2010; Fernando and Robbins, 2011) v zavislosti na tom, jakou
uroven chce experimentator sledovat. Animéalni modely nejsou pfesnou kopii
patofyziologie daného onemocnéni, nicméné vykazuji urcité schody se symptomatologii
pacientli (Geyer and Moghaddam, 2002).

Hlavnim kritériem pfi hodnoceni animalniho modelu je validita. Ona validita se
odrazi ve schopnosti reprodukovat vznik a projevy onemocnéni a také ve schopnosti
odpovidat na 1écbu piiznakt podobné jako pacienti trpici danou nemoci (Lipska and
Weinberger, 2000; Marcotte et al., 2001). Validitu animalniho modelu je vSak mozné
posuzovat zvicero hledisek. V zakladnim méfitku miizeme hodnotit validitu dle
schopnosti modelu reprodukovat etiopatogenezi onemocnéni (konstrukéni validita), dale
dle shody mezi behaviordlnim projevy modelu a symptomy daného onemocnéni
(fenomenologickd validita) a konecné také dle miry analogie efektu farmak mezi
animalnim modelem a pacienty pii redlné klinické 1€cbé (predikéni validita) (Willner,
1986). Lipska a Weinberger (2000) navrhuji, Ze obecny rdmec pro hodnoceni validity
animalniho modelu pro Uzkostné a depresivni chovani by mél zahrnovat konkrétné
kritéria homologické wvalidity, patologické wvalidity, mechanistické validity,
fenomenologické ,,face validity a prediktivni validity. Homologicka validita bere
v potaz druh a kmen zvifete vzhledem ke schopnosti organismu replikovat cilené
onemocnéni. Patologickd validita souvisi s manipulaci organismu tak, aby odpovidal
patologickym charakteristikim vzniku onemocnéni. Mechanistickd validita odpovida
skutecnosti, ze kognitivni a biologické mechanismy, které jsou zdkladem poruchy, jsou
shodné¢ u lidi 1 zvifat. Fenomenologicka ,face* validita zahrnuje behavioralni a
biochemické zmény. Parametry prediktivni validity se zabyvaji analogii mezi U¢inky
1é¢by, ale 1 vztahem mezi vyvolavajicim faktorem a vysledkem.
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Vliv deplece tryptofanu byl Siroce zkouman napfic experimentalnimi
laboratornimi zvitaty, zahrnujic psy, kocky, prasata (Moehn et al., 2012), priméaty (Felten
and Sladek, 1983), ryby (Airhart, 2012), kraliky (Daniel et al., 1981) a v neposledni fad¢
také mysi (Pelosi et al., 2015) a potkany (Ellison and Bresler, 1974; Petrasek and
Stuchlik, 2009).

I pies to, ze u vSech téchto experimentalnich obratlovci doslo k ovlivnéni
metabolismu tryptofanu, je zajimavé, ze se naméfené hodnoty tryptofanu i nésledné
2012), ale i mezi jednotlivymi kmeny laboratornich potkanti (Jans et al., 2010), a to

dokonce mirn¢ i v ramci pohlavi (Jans et al., 2009).

3.3.2. Metody navozeni tryptofanové deplece

V soucasnosti existuje nékolik zptisobtl, jak navodit tryptofanovou depleci. A to zasahem
dietetickym (Bubenikova et al., 2004; Jans et al., 2010; Cahir et al., 2007),
farmakologickym (Nance and Kilbey, 1973; Ellison and Bresler, 1974; Izquierdo et al.,
2012) 1 genetickym (Weng et al., 2015).

Dieteticka indukce tryptofanové deplece zahrnuje kompletni slisované
beztryptofanové krmivo v podobé pelet (Cahir et al., 2007), beztryptofanové
aminokyselinové ndpoje (Bubenikova ef al., 2004), Zelatinové mixy (Lieben ef al., 2004;
Jans et al., 2009). van Donkelaar a kol. (2011) udavaji hydrolyzat Zelatiny s obsahem
Siroké Skaly aminokyselin a s ptidavkem sacharidi jako pravdépodobné nejvalidnéjsi
metodu k navozeni akutni tryptofanové deplece, jelikoz se tato smés nejvice nutricné blizi
standartni dieté. Po expozici standartni diety s obsahem tryptofanu je efekt deplece
zvracen a stav i chovani normalizovano (Bortolato et al., 2008).

Farmakologické navozeni deplece spociva napiiklad v aplikaci p-chlorfenylalaninu
(pCPA, fenklonin). Fenklonin plisobi jako inhibitor enzymu tryptofanhydroxylazy a
omezuje rychlost syntézy serotoninu. Aplikace pCPA u potkant trénovanych na kokain
snizila motivaci potkanl k dal$imu jeho vyhledavani (Tran-Nguyen et al., 1999). U
embryi Dania reria zpusobil pCPA depleci serotoninu v mozku 1 miSe, snizil lokomoc¢ni

aktivitu a az téméf znemoznil plavani (Airhart, 2012). Snizend lokomocni aktivita
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v disledku subkutanniho podani pCPA byla reflektovana dale také u potkana, kteii se
ocitli v neznamém prosttedi (Ellison and Bresler, 1974). I kdyz nebyl prokdzan vliv na
kognitivni koordinaci (Petrasek and Stuchlik, 2009), ukazalo se snizeni markeru bunééné
diferenciace i synaptické plasticity (Kim et al., 2020) s mikrotubuly asociovaného
proteinu 2 (MAP2) v oblasti hipokampu (Whitaker-Azmitia et al., 1995). Po
intracerebroventrikularni aplikaci pCPA se snizila motivace potkani k vyhledavani
kokainu, a naopak se zvysil zdjem o sachardzu (Jefferson et al., 2001).

Genetické modely tryptofanové deplece predstavuji knockoutovana zvirata. Mysi
s inaktivovanym genem pro vytvoieni neurondlné specifické izoformy hydroxyldzy
tryptofanu (Tph2), kterd se castni syntézy serotoninu, téméf nevykazaly ptitomnost
serotoninu v mozku. Téz byly pozorované ristové defekty a perinatalni letalita embryi
(Pelosi et al., 2015). Oproti tomu knockoutovana zvirata s defektnim genem pro
serotoninovy transportér (SERT) vykazovala zvySenou expresi BDNF ve ventradlnim
hipokampu spolu s projevy anhedonniho a anxiézniho chovéni (Diniz ef al., 2021).

Deplece tryptofanu miize byt také aplikovana v zavislosti na délce podavani jako
akutni (Lieben et al., 2004; Cahir et al., 2007; Jans et al., 2009 Jans et al., 2010) nebo
chronicka (Fadda et al., 2000; Cahir et al., 2007; Franklin et al., 2012). Akutni
tryptofanova deplece vyvolava téméf okamzité postupné sniZzovani extracelularni
koncentrace 5-hydroxytryptaminu v kortexu, kterd se stabilizuje do 2 hodin od aplikace
smési bez tryptofanu a vydrzi asi po dobu 6 hodin (Fadda et al., 2000). Také snizuje vazbu
serotoninu na serotonergni 5-HT1a v dorsalnim raphe nucleus (Cahir et al., 2007). Oproti
tomu chronicka tryptofanova deplece, realizovana v fadu dni a tydnti dlouhodobé&j$im
pfijmem potravy bez tryptofanu, zplsobuje postupné a hluboké sniZzeni 5-
hydroxytryptaminu (Fadda e al., 2000). Co se tyCe vazby na receptory, tak tydenni
deplece nevykazuje zadné vyznamné zmeény, avSak po tfech tydnech deplece se zvySuje

vazba serotoninu na 5-HT2a receptory v prefrontalni kiife (Cabhir et al., 2007).
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3.3.3. Biochemicka validita animalnich modela tryptofanové deplece
VétSina animalnich studii reflektuje dobrou validitu modelu v biochemické oblasti, kdy
po podani beztryptofanové smési signifikantné poklesl obsah tryptofanu v krevnim séru
1 v mozkovych tkanich. Zaznamenan byl i jasny pokles serotoninu a jeho metabolitt.
Avsak namétené hodnoty nejsou mezi studiemi konzistentni (Fadda et al., 2000; Blokland
et al., 2002; Bubenikova et al., 2004; Lieben et al., 2004; Cahir et al., 2007; Jans et al.,
2009; Petrasek and Stuchlik, 2009; Jans et al., 2010; Franklin et al., 2012).

Naptiklad z dob, kdy byla metoda pouzita poprvé, bylo u potkani kmene Wistar
zjiSténo sniZeni volného tryptofanu v séru o 90 %, v mozku o 85 %, serotoninu v mozku
0 58 % a kyseliny 5-hydroxyindoloctové v mozku o 76 %. Maximalni zmény nastoupily
do 2 hodin od podani potravy a pietrvavaly déle nez 24 hodin (Biggio et al., 1974).

S ohledem na vySe zminéné mechanismy se méfeni jednotlivych hodnot
tryptofanu a serotoninu jevi jako nedostatecné, jelikoz nezohlediuji fyziologické procesy
a chronicky mirny stres, ktery plisobi na disociaci L-TRP od albuminu. A proto se jako
validnéjsi jevi sledovat pomér volného tryptofanu k souctu jednotlivych velkych
aminokyselin (TRP/ZLNAA) v plazmé a pomér kyseliny 5-hydroxyindoloctové k 5-
hydroxytriptaminu (5-HIAA/5-HT) v jednotlivych oblastech mozku (van Donkelaar et
al., 2011). I ptes to, Ze deplece tryptofanu zptisobila velmi podobné snizeni perifernich
hodnot TRP/XLNAA v plazmé potkant, konkrétné kmene Brown Norway (pokles o 58
%) a Sprague Dawley (pokles o0 48 %), hladiny serotoninu se stale znac¢né liSily v riznych
¢astech mozku (Jans et al., 2010).

V disledku chronické tryptofanové deplece byly zaroven zjistény 1 zvySené
hladiny kynureninu v krevnim séru a ubytek na véze, ktery negativné koreloval

s plazmatickymi hodnotami kortikosteronu a aldosteronu (Franklin et al., 2012).
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3.3.4. Behavioralni validita animalnich modelu tryptofanové deplece
V ptipad¢ tryptofanové deplece jsou zvifata nejcastéji testovana na chovani mimikujici
anxietu, depresivni chovani, kognitivni deficit (Blokland et al., 2002; Lieben et al., 2004),
anhedonii (Blokland et al., 2002), ale také lokomoci (Bubenikova et al., 2004) nebo
socialni interakce (Jans et al., 2010).

V ptipad¢ anxiety se hojné vyuziva prepulzni inhibice (PPI) (Bortolato et al.,
2008), home cage emergence testu (Blokland et al., 2002; Lieben et al., 2004) a déle testu
otevieného pole (open field; OF) (Blokland et al., 2002; Lieben et al., 2004; Jans et al.,
2010) 1 vyvySeného kiizové bludisté (elevated plus maze; EPM) (Farhan et al., 2015). OF
(Jans et al., 2010; Bubenikova et al., 2004) a EPM (Bubenikova ef al., 2004) slouzi také
pro zkouméni lokomoc¢ni aktivity zvifete.

Depresivni chovani se projevuje v testu nucené¢ho plavani (forced swimming test,
FST) (Blokland et al., 2002; Lieben et al., 2004; Jans et al., 2010; Franklin et al., 2012)
a spolu s anhedonii i v testu dvou lahvi sachardzy (Blokland et al., 2002).

V ptipadé ovéfeni kognitivniho deficitu se nejcastéji uplatituje test rozpozndvani
nového objektu (novel object recognition task; NORT) (Jenkins et al., 2010; Lieben et
al., 2004; Olivier et al., 2009), Morrisovo vodni bludist¢ (Morris water escape test
MWET) (Lieben et al., 2004) ¢i aktivni vyhybani se mistu (Petrasek and Stuchlik, 2009).

I ptes Siroké spektrum téchto experimentti nejsou vysledky mnohdy konzistentni
(Blokland et al., 2002; Petrasek and Stuchlik, 2009; Jans et al., 2010). Nekteré studie sice
reportuji zhorSeni v piipadé NORT (Rutten et al., 2007; Olivier et al., 2008; Olivier et
al.,2009; van Donkelaar et al., 2008), avSak potkani kmene Brown Norway nevykazovali
zhorSené kognitivni schopnosti ani zvySené depresivni ¢i uzkostné chovani oproti
potkanim kmene Sprague Dawley (Jans et al., 2010). Zadny kognitivni deficit
nevykazovali ani potkani kmene Wistar, nicméné depresivni i izkostné chovani ptitomno

bylo (Blokland et al., 2002).
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3.4. Tryptofanova deplece v humannich studiich

Metoda tryptofanové deplece, jakozto neinvazivni manipulace, je znacn¢ vyuzivana i
v fadé lidskych studii, a to konkrétné od roku 1977 (Concu et al., 1977). Vyhodou je jeji
nenarocnd aplikace, kterd spocivd nejcastéji v konzumaci napoje bez tryptofanu s
obsahem §irokého spektra aminokyselin. Jako dobrovolnici slouzi jednak zdravi muzi i
zeny, ale predevSim neuropsychiatriCti pacienti v jejichZz onemocnéni hraje roli
serotonergni disrupce (Young, 2013). Nevyhodou metody je, Ze na rozdil od zvifecich
modell, neni etické zkoumat hladiny serotoninu ptimo v lidskych tkédnich, tedy kromé
definovanych ptipada post mortem (Schmitt et al., 2008).

Utinek deplece tryptofanu byl sledovan napiiklad u jedinci trpicich schizofrenii
(Golightly et al., 2001), bipolarn¢ afektivni poruchou (Sobczak et al., 2002), depresi
(Neumeister et al., 2004; Munafo et al., 2006), poruchami pfijmu potravy (Kaye et al.,
2000; Kaye et al., 2003), Alzheimerovou chorobou (Porter et al., 2000, Porter et al.,
2005), Parkinsonovou chorobou (Scholtissen et al., 2006), poruchou autistického spektra
(Daly et al., 2014) a také u postmenopausalnich Zen (Hughes et al., 2003). Zda se, Ze aby
vykazovala deplece tryptofanu u¢inek na naladu, musi byt v plazmé tryptofan redukovan
alespon o 60 % (van der Does, 2001). Co se kognitivniho deficitu tyka, opét jsou
pozorovani riznoroda. Deplece tryptofanu vykazuje horsi konsolidaci epizodické paméti
a lepsi soustfedénou pozornost. Nema vSak vliv na pamét’ pracovni, kratkodobou,
sémantickou a nezhorSuje ani planovani, rozhodovani ¢i psychomotorické zpracovani.
Rovnéz byl reflektovan rozdil mezi pohlavim, kdy se Zeny zdaji zranitelnéjSi vici
kognitivnim naruSenim i dopadiim tryptofanové deplece na ndladu (Mendelsohn et al.,
2009). Heterogenni jsou i pozorovani ucinku tryptofanové deplece na uzkostné stavy
jedincti a vysledky studii nejsou konzistentni. Né&kteti autofi prokézali vliv na anxietu,
kdezto jini nereflektovali Zadné zmény tzkostnych projevi (Schopman et al., 2021).

Zajimavé je pusobeni deplece L-TRP na pacienty trpici poruchami piijmu
potravy. Zatimco u jedincl, ktefi se 1é¢i s mentdlni anorexii, bylo zjiSt€éno sniZzené
uzkostné a vSeobecné dystrofické smysleni (Kaye et al., 2003), u dobrovolnikli s
diagn6zou mentéalni bulimie tomu bylo pfesné naopak (Kaye et al., 2000) Tato zjisténi
naznacuji, ze pii mentdlni anorexii nejsou pfitomny normalni modulacni regulace
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serotoninu. Je to pravdépodobné adaptaci jeho receptorti, a proto je v duasledku pfenos
signalu serotoninu zvyseny (Kaye et al., 2003).

Interesantni je 1 fakt, Ze jedinci s poruchou autistického spektra maji
pravdépodobné abnormalni inhibicni sité¢ a serotonin na né¢ ma opacny ucinek nez na
jedince zdravé. Abnormality byly pozorovéany v rozdilné odpovédi na depleci tryptofanu,
kdy se zvySovala fronto-talamicka aktivace a snizovala aktivace striato-cerebelarni (Daly

etal., 2014).

3.5. Tryptofanova deplece a koaplikace farmak

Farmaka jsou v modelu tryptofanové deplece vyuzivdna jednak pro ucely zvraceni
projevi deplece, hlavné tedy kognitivnich (Rutten et al., 2007; Franklin ef al., 2012), a
jednak pti sledovani interakce serotonergniho systému s dalSimi neuromodula¢nimy
systémy. Naptiklad systémem dopaminergnim (Mann et al., 2008) ¢i glutamatergnim
(Bubenikova et al., 2004).

Deplece tryptofanu byla zvrdcena pii pouziti selektivniho inhibitoru
fosfodiesterazy-4 — rolipramu. Po aplikaci rolipramu zvifata vykazovala kognitivni
zlepSeni v rozpoznavani objektti. Autofi navrhuji, Ze rolipram muze ptisobit pres zvysené
hladiny cyklického adenosinmonofosfatu a naslednym zvySenim uvolnovani
neurotransmiterit (Rutten et al., 2007). Byl zkouman i vliv cyklického analogu
melatoninu — pinolinu. Jeho koaplikace zvrétila preferenci potkanti pro sacharézu v pCPA
modelu deplece (Pdhkla ef al., 1998). Dale byla reflektovana zvySena tlekova reakce pti
koaplikaci amfetaminu u chronické tryptofanové deplece, kterd trvala dva tydny. Tento
efekt byl poté sniZzen haloperidolem a také dalSim antipsychotikem klozapinem (Bortolato
et al., 2008). AvSak na lokomoc¢ni aktivitu v testu otevieného pole nemél haloperidol
zadny vliv. Oproti tomu koaplikace dizocilpinu spolu s depleci tryptofanu hyperlokomoci
zvysila. Vzhledem k tomu, Ze je haloperidol antagonista dopaminového D2 receptoru a
dizocilpin je antagonista glutamatového NMDA receptoru, je mozné, ze deplece
tryptofanu ovliviiyje spiSe glutamatergni systém nez systém dopaminovy. S ohledem na
toto zjisténi lze predpokladat, Ze model tryptofanové deplece a dizocilpinu je dostatecné
validni pro dalsi experimentéalni vyuziti. Naptiklad k ovefeni Gc¢innosti psychofarmak,
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ktera pusobi pfes NMDA receptory ¢i sledovani dalSich behaviordlnich zmén v tomto

modelu (Bubenikova et al., 2004).

3.5.1. Dizocilpin
(5R,10S)-(+)-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine
(dizocilpin, MK-801) je nekompetitivni antagonista NMDA receptoru, ktery byl poprvé
syntetizovan v roce 1982 firmou Merck & Co. (Olney, 1989). V soucasné dobé je
registrovan jako droga se Sirokym spektrem vyuziti. Pfesto, ze ma dizocilpin
antikonvulzivni, analgetické (Daniell, 1990), anxiolytické (Xie and Commissaris, 1992)
1 antidepresivni ucinky (Yang et al., 2016), v humanni medicin¢ se nepouziva, jelikoz ve
vysSich davkach plisobi neurotoxicky. Coz muize vést az k degeneraci neuronti (Olney,
1989).

V soucasné dobé se MK-801 uplatituje v experimentalni oblasti jako induktor
hyperlokomoce a zhorSenych kognitivnich funkci. Poddni dizocilpinu u zvifat vede
k riznorodym motorickym dysfunkcim, které zahrnuji naptiklad stereotypni chovani ¢i
ataxii (Koek et al., 1988). Tyto u€inky jsou dany prave piisobenim pfes NMDA receptory.
MK-801 se vaze, jakoZto kladné nabity negativni alostericky modulator téchto receptort,
na misto kationtu hofecnatého. Tim dlouhodobé blokuje NMDA receptor a brani tak
kotransmisi glutamatu a glycinu. To zplisobuje hypofunkci NMDA receptoru a nasledné
naruseni glutamatergni i dopaminergni signalizace (Stahl, 2013). Coz ve vysledku vede
ke zhorSeni synaptické plasticity, paméti 1 uceni (Kumar et al., 2018) a ke zvySené
lokomoci (Chartoff et al., 2005).

Fakt, Ze hypoaktivita glutaméatergniho systému pasobi diky nadmérnym hladinam
glutamatu neurotoxicky, vedl ke vzniku glutamatové hypotézy dusevnich onemocnéni.
Naruseni v dopaminergni neurotransmisi vysvétluje hypotéza dopaminova. A
v neposledni fad¢ existuje 1 hypotéza serotoninova, ktera predpoklada také roli serotoninu

v dusevnich onemocnénich (Stahl, 2013).
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3.6. Terapeutické vyuziti tryptofanové deplece

Mozné terapeutické vyuziti tryptofanové deplece souvisi s jejimi vysSe popsanymi
mechanismy. Produkty metabolismu tryptofanu se ucastni mnoha fyziologickych funkci
organismu. Je-li metabolismus tryptofanu narusen, figuruje tak v neurologickych,
neupsychiatrickych, psychiatrickych, metabolickych, infek¢nich, stievnich i nadorovych
onemocnénich (Gostner et al., 2020), coz z néj ¢ini idealni farmakologicky cil. Jsou zde
tedy oteviené moznosti pro syntézu novych 1é¢iv v podobé probiotik, moduldtort
nékterych enzymi, pfedevs§im IDO a TDO. Dale je mozné terapeuticky cilit na aktivitu
serotonergnich a aryl uhlovodikovych receptorii. Aryl uhlovodikové receptory totiz
vzbuzuji  zdjem, jelikoZ jsou zapojené v onkogennich, autoimunnich a
neurodegenerativnich onemocnénich. S nadéji je v posledni dobé vzhliZzeno k farmakiim,
ktera budou schopna regulovat metabolity kynureninové drahy, a to via interakci s
NMDA glutamatovymi receptory (Modoux et al., 2020). Uplatnit by se tedy mohly i
syntetick¢ neuroaktivni steroidy, které na tyto receptory cili také. ZvySeny piijem
tryptofanu zvysuje také mnozstvi acetylcholinesterazy v mozkové tkadni (Majumdar and
Nakhla, 1977). Da se tedy predpokladat, Ze deplece tohoto nutraceutika naopak vyvola
pokles daného enzymu, a tedy sniZenou cholinergni signalizaci. Uéinek tohoto efektu neni
pfesné prozkouman. Je ale zndmo, Ze serotonergni a cholinergni drédhy jsou provazané
(Steckler and Sahgal, 1995; Seyedabadi et al., 2014) a serotonin inhibuje uvolilovani
acetylcholinu v nékterych ¢astech mozku (Gillet et al., 1985; Virk et al, 2016). Nabizi se
tak prostor pro synteticka farmaka, ktera figuruji jako inhibitory acetylcholinesterazy, a
tedy stuptiuji ucinek acetylcholinu na synapsi, ¢i pro latky cilici na cholinergni 1

glutamatergni systém soucasng.
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3.6.1. Neurosteroidy

Efekt steroidll na excitabilitu CNS poprvé objevil Selye v roce 1941, ktery reflektoval
anestetické ucinky po jejich injekci (Selye, 1941). Molekuldrni mechanismus této indukce
byl popsan az vroce 1984 (Harrison and Simmonds, 1984). V CNS vznikaji
neurosteroidy de novo z cholesterolu nebo ze steroidnich prekurzorti (Baulieu 1998;
Compagnone and Mellon, 2000). Na jejich biosyntéze se podili fada mitochondridlnich a
mikrozomalnich enzymu, které se vyskytuji v neuronech a gliovych buikach.
Neurosteroidy se dokaZou véazat na receptory neurotransmitert. Napiiklad na GABAAa,
NMDA, nikotinové, acetylcholinové, glycinové, sigma, napétové zavislé vapnikové a
draselné ¢i TRP receptory (Zorumski et al., 2013). Ovlivnénim téchto receptori se tak
ucastni mnoha procest. Naptiklad se podili na formovani synapsi béhem embryogeneze
¢1 regulaci myelinizace (Compagnone and Mellon, 2000). V neposledni fad€ maji
neuroprotektivni G€inky a chrani tak neurony pied ptipadnym poSkozenim a bunécnou
smrti.

V ptipad¢ hyposerotonergnich stavii byly zaznamendny zmény hladin nékterych
neurosteroidl v riznych oblastech mozku (Zorumski et al., 2013; Weill-Engerer et al.,
2002; Marx et al., 2006). Diky vazbé na NMDA receptory maji neurosteroidy také
pozitivni vliv na kognitivni funkce. Nabizi se tedy moZné terapeutické vyuziti
syntetickych neurosteroidil nejen jako potenciondlnich antidepresiv (Zorumski et al.,
2013), anxiolytik (Chojnacka-Wojcik et al., 2001), ale 1 jako neuroprotektorti a
modulatort v procesech paméti a uceni (Korinek et al., 2011).

V soucasné dobé& je vénovéana pozornost hned nékolika latkam, které vykazuji
ucinky na tomto poli. Neuroprotektivni efekt byl prokazan u blokatoru NMDA receptort,
pregnanolon sulfatu (3a5BS) a jeho dalSich syntetickych analogli (Weaver et al., 2000).
U derivatu progesteronu, allopregnanolonu, byly kromé neuroprotektivnich ucinki
prokazany také ucinky anxiolytické (Finn et al., 2003; Strohle et al., 2003) a
antidepresivni (Khisti et al., 2000). Tyto efekty jsou dany nejspiSe potenciaci GABAA
receptord a inhibici NMDA receptort (Korinek et al., 2011). Allopregnanolon ovliviiuje
aktivitu nervové soustavy i prostfednictvim nékterych kinazovych kaskad, naptiklad

MAPK (Bali and Jaggi, 2014). Zaroven se uplatiuje jako protekéni mechanismus pii
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stresové reakci organismu. Muze snizovat vylev CRH a regulovat HPAA (Patchev et al.,
1994; Romeo et al., 1998). Zatim neni zcela jasné, zda se na ucinku allopregnanolonu
podileji tyto systémy spole¢né nebo nezavisle na GABAA receptorech (Bali and Jaggi,
2014).

3.6.2. Takrin
9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin (THA; takrin) je nekompetitivni, reversibilni inhibitor
acetylcholinesterazy, ktery byl syntetizovan v roce 1945 (Albert and Gledhill, 1945) a v
roce 1993 byl ptivodné schvalen pro 1écbu Alzheimerovy choroby (AD) (Crismon, 1994).
Snizena cholinergni aktivita u pacientti s AD vyustila v cholinergni hypotézu tohoto
onemocnéni. Hypotéza predpoklada souvislost mezi neuromodula¢ni funkci
acetylcholinu a sniZenou schopnosti ucit se a pamatovat si (Bartus ef al., 1982). Pozitivni
vliv na kognitivnich funkce neni modulovén pouze inhibici acetylcholinesterazy, ale i
ovlivnénim NMDA receptorii. Bylo zjisténo, ze prave takrin cili nejen na systém
cholinergni, ale i na systém glutamatergni (Horak et al., 2017). Protoze takrin ptisobi také
hepatotoxicky, je jeho pouzivani znacné omezeno (Watkins et al., 1994). Tento fakt vedl
ke snaze syntetizovat nové derivaty za G¢elem zachovat [é€ebné vlastnosti THA a zaroven
omezit jeho toxicitu pro organismus. Z onéch derivati jmenujme napiiklad 9-amino-7-
methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin (7-methoxytakrin), ktery byl syntetizovan a rozvijen
v Ceské republice (Bielavsky, 1977).
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4.Clile a hypotézy diplomové prace

Cile této prace vychazi z mysSlenky, Ze serotonergni a glutamatergni systémy jsou
propojené a bylo ovéfeno, ze se v pripad¢ deplece tryptofanu a koaplikace MK-801
potencuji (Bubenikova et al., 2004). S ohledem na vySe prezentovana zjiSténi bylo
predpokladano, ze prezentovany model v této praci bude dostatecné validni pro dalsi
experimentalni vyuziti. Konkrétné napiiklad k testovani psychofarmak ¢i k ovéfeni

dal$ich behavioralnich zmén v tomto modelu.

Cile:
1) zavést rychly behavioralni test pro testovani kognitivniho poskozeni,
2) porovnat metody tryptofanové deplece,
3) ovéiit vliv koaplikace MK-801 na superiorni metodu z bodu 2),

4) otestovat synteticka psychofarmaka (allopregnanolon a takrin) na daném modelu.

Hypotézy:

1) deplece tryptofanu snizi lokomoc¢ni i explora¢ni chovani a zvysi anxietu,

2) deplece tryptofanu bude mit potencia¢ni vliv na hyperlokomocni efekt
dizocilpinu, snizi uzkostné¢ chovéni, naru$i se zpracovavani informaci 1
rozpoznavani objekti,

3) allopregnanolon normalizuje anxietu bez vlivu na hyperlokomoci, exploraci i
zpracovavani informaci

4) takrin normalizuje lokomocni aktivitu, exploracni chovani, tzkostné chovani,

zpracovavani informaci 1 rozpoznavani objektt.
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5. Material a metody

5.1. Pouzita zvirata

V experimentu byli pouziti dospé€li (200 — 300 g) samci laboratorniho potkana kmene
Wistar (SPF; Velaz s.r.0., Konarovice, Ceska republika). Zvifata byla ustajena v paru ve
standardnch prihlednych plastovych chovnych boxech v klimatizovaném zvéfinci s
regulovanou teplotou (£22 °C) i vlhkosti (+40 %) a s pravidelnym dvanactihodinovym
svételnym cyklem (svétla se rano zapinala vzdy v 7:00 hodin). Potkani byli na podminky
zvéfince fadné adaptovani po dobu sedmi dnit a méli volny pfistup k potrave 1 vodeé.
Zvitata byla téZ experimentaln€ naivni a testovana pouze jednou.

Vsechny experimenty probihaly ve svételné casti dne a byly provadény v souladu
se zakonem ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvitat proti tyrani a s vyhlaskou ¢. 207/2004 Sb.,
o ochran¢, chovu a vyuziti pokusnych zvifat, a dle projektu pokusu schvaleného odbornou

komisi.

5.2. Pouzité latky

Neuroaktivni steroid allopregnanolon (5alpha-pregnan-3alpha-ol-20-one, ALCHIMICA
s.r.0) byl rozpustén v roztoku 3 g (2-hydroxypropyl)-B-cyklodextrinu (CDX,
SigmaAldrich) a 157 mg kyseliny citronové (3-hydroxy-penta-1, 3, 5-trikarboxylova
kyselina, Sigma-Aldrich) v 30 ml destilované vody. pH bylo adjustovdno na hodnotu 7,4
pomoci hydroxidu sodného (NaOH, Sigma-Aldrich) a nasledné aplikovan v davce 1
mg/kg dle predchozi studie (Rambousek et al., 2011).

Dal§i testovanou latkou byl takrin (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin
hydrochlorid hydrat, Sigma-Aldrich) v davee 1 mg/kg dle pfedchozi studie (Horak et al.,
2017), a MK-801 (Sigma-Aldrich) v davce 0,1 a 0,15 mg/kg. Tyto latky byly rozpustény
ve fyziologickém roztoku (B Braun). Testované latky byly zvifatim aplikovany
intraperitonealné a vzdy byl aplikovan 1 ml roztoku na 1 kg télesné hmotnosti. Zvitata

byla testovana a dekapitovana nejméné po 20 minutach od aplikace pfislusné latky.
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5.3. Metodické postupy

5.3.1. Zavedeni tryptofanové deplece
5.3.1.1. Akutni

V piipadé akutni tryptofanové deplece byla zvifata nejprve handlovana a adaptovana na
boxy i dietu po dobu 7 dnti. Pied zaCatkem experimentu hladovéla nejméné 12 hodin.
Nasledné byla separatné rozdélena do boxli a vystavena expozici smési bez obsahu
tryptofanu v prihlednych plastovych miskdch. Smés byla namichana dle Lieben a kol.
(2004a) a skladala se z 50 g Solugelu® (Solugel PP, SSNIFF Spezialdiaten GmbH), 90
ml vody, 25 g glukézového sirupu (Monaco Inst. s.r.0.). Kontrolni dietou byla stejna smés
jen s obsahem 0,14 g L-TRP (Green Medical s.r.0.). Ob¢ diety byly podavany v mnozstvi
10 ml smési na 1 kg zivé hmotnosti. Zvitata byla testovana a dekapitovana minimalné 1
hodinu po expozici smési, ne déle nez 6 hodin. V pribéhu experimentu nemeéla zvirata
ptistup k enrichmentu. K testovani byla vybrana pouze zvifata v dobrém zdravotnim

stavu a do kazdé experimentalni skupiny byla ndhodné rozd€lena po osmi jedincich.

5.3.1.2. Chronicka

Na misto standartni diety byla potkanim podavana krmna davka ve formé pelet
(SSNIFF Spezialdiaten GmbH) bez obsahu tryptofanu a s obsahem tryptofanu pro
kontrolni skupinu. Zvitata byla krmena ad libitum. Dieta byla takto podavana nejmén¢ 7
dnt pfed experimenty a dekapitace probc¢hla 14 dni od zacatku diety. V pribchu

experimentu neméla zvitata ptistup k enrichmentu.
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5.3.2. Behavioralni testy
5.3.2.1. Open field

Pti tomto behavioralnim testu bylo zvife umisténo do oteviené plastové cerné ctvercové
arény (prumér 90 cm). Trajektorie zvifete byla snimana kamerou a soucasné
zaznamenana pocitaCovym programem Ethovision XT (Noldus Information
Technologies). Zvife bylo nahravano po dobu 5 minut a analyza se zamé¢fovala na
celkovou urazenou drahu. Potkan byl do arény pokladan vzdy ze stejné strany celem ke
sténé. Aparatura byla umisténa v samostatné mistnosti s definovanym osvétlenim (75 1x)
a pted kazdym jednotlivym testovanim byla o¢isténa ethanolem a vodou. Hodnocena byla

celkova draha urazend zvifetem jakoZzto ukazatel lokomo¢ni aktivity.

5.3.2.2. Vyvysené kiiZové bludisté

Zvite bylo vlozeno do vyvysené aparatury z ¢erného plastu tvaru stejnoramenného kiize.
Dv¢ ramena byla oteviena (bez okrajii) a dvé uzaviena (ohranic¢ena okraji, vyska 15 cm).
Délka kazdého ramene byla 30 cm, $itka 5 cm. Celé bludisté bylo vyvySeno 45 cm nad
zemi a bylo osvétleno definovanym umélym svétlem (75 Ix). Aparatura se nachazela v
separatni mistnosti a pred kazdym jednotlivym testovanim byla o€isténa ethanolem a
vodou. Zvite bylo vkladano do stfedu aparatury tak, aby hlavou pfimo nesméfovalo do
zadnych z ramen. Nasledn¢ byla zaznamendvana spontdnni aktivita, hodnoceny zejména
pocty vstupll a €as straveny v otevienych ramenech jako parametr anxtiety. Aktivita byla
nahravana kamerou a sou€asné zaznamenana pocitacovym programem Ethovision XT
(Noldus Information Technologies). Za vstup byla povazovana situace, kdy byl potkan

celym trupem v rameni bludi$té.
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5.3.2.3. Novel object recognition task/location task
Pti zavadéni metody NORT a testu rozpoznavani nové pozice objektu (novel object
location task; NOLT) bylo nejprve pouzito dvandact intaktnich zvitfat kmene Wistar. Pfi
experimentech bylo pouzito vzdy osm zvifat ve skupin€. Oba testy byly modifikovany
dle Ennaceur a Delacour (1988).

Prvni den se zviie nechalo volné explorovat ¢tvercovou arénu po dobu 5 minut.
Druhy den byly do arény ptidany dva stejné objekty umisténé diagonaln¢ do rohti (20 cm
od stény arény) a opét se potkan nechal voln¢ zkoumat arénu po dobu 5 minut. V piipade
NORT byl hodinu na to jeden z objektli vyménén za novy a potkan znovu na 5 minut
vpustén do arény. NOLT byla zménéna pozice jednoho z objektl. Aby se zabranilo
okamzité exploraci, bylo zvife vypousténo vzdy ¢elem ke zdi odvracené od objekti.

Jako objekty slouZily nejdiive barevné odliSené dievéné tvary trojihelniku a
valce. Ovsem ukézalo se, Ze jeden z objektil byl pro zvifata signifikantné zajimavéjsi nez
ten druhy, a to bez ohledu na novost. Nasledné¢ byly zvoleny jiné objekty. Konkrétné
pruhledna plastovéa d6za naplnénd vodou a sklenéna nddoba s barevnymi gumickami.
Pro tento test byla pouZita stejnd oteviend plastova ¢erna ¢tvercova aréna jako v ptipadé
open fieldu. Aparatura byla umisténa v samostatné mistnosti s definovanym osvétlenim
(75 1x). Aréna i objekty byly pted kazdym jednotlivym testovanim ocistény ethanolem a
vodou. Sledovana byla doba stravena exploraci objektl. Za exploraci bylo povazovéano
oc¢ichavani a zkoumani objektu do 2 cm od objektu. Panackovani na objektu nebylo
hodnoceno jako explorace. Aktivita byla nahravana kamerou a soucasné zaznamenéana
pocitatovym programem Ethovision XT (Noldus Information Technologies). Hodnocena
byla mira explorace starého a nového objektu ¢i pozice, dale pak mira explorace celkové
(soucet explorace staré¢ho a nového objektu) a diskriminac¢ni index (rozdil doby explorace

nového a starého objektu k souctu doby explorace nového a starého objektu).

5.3.2.4. Prepulzni inhibice
Zvite bylo umisténo dvou vétranych boxti (SR-LAB, San Diego Instruments, Kalifornie,
USA), z nichZ kazda obsahovala zvukové izolovanou rovnomérné osvétlenou komoru se

stabilizatorem v podobé¢ tunelu z plexiskla (vnitini priimér 8,7 cm) a desku citlivou na
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otfesy. Aparatura byla umisténa v samostatné mistnosti a pifed kazdym experimentem
oCiSténa ethanolem a vodou. Ve vysce 24 cm nad tunelem z plexiskla se nachazel
vysokofrekvencni reproduktor, ktery vytvafel zvukové prestimuly a stimuly. Hladiny
zvuku byly méfeny pomoci hlukoméru RadioShack. Kalibraénim systémem byla
zajisténa stejna citlivost stabilizatoru a pomoci piezoelektrického akcelometru v detekéni
podlazce byla zjisténa priimeérna amplituda tlekova odpovédi zvitete, ktera byla nasledné
digitalizovana a pouzita pro analyzu.

Experiment se skladdal ze dvou sezeni, kdy pfed samotnym testem bylo zvife dva
dny pfedem habituovéno na aparaturu pomoci pétiminutového tréninku bez dietetické
manipulace i bez pouziti farmak. Trénink se skladal z péti samostatnych pulznich podnétii
(115 dB/20 ms) na pozadi bilého Sumu (75 dB).

V den testu trvalo celé sezeni pro jedno zvife 37 minut (bylo provedeno celkem
72 behi s intervalem 4 — 20 s mezi béhy). Potkani byli nejprve po dobu 5 minut na pozadi
bilého Sumu (75 dB) ponechéni v komote. Poté bylo provedeno Sest behl se
samostatnymi stimuly o hlasitosti 125 dB po dobu 40 ms, dle toho byla stanovena
zdkladni uroven akusticky vyvolané ulekové reakce (acoustic startle reflex; ASR).

Zbylych 60 béhi bylo provedeno pseudondhodné a skladaly se z:

1. samostatného pulzu o hlasitosti 125 dB po dobu 40 ms,

2. kombinace prepulz-pulz, s prepulzem o hlasitosti 83 dB nebo 91 dB po dobu 20
ms, s intervaly mezi pulzy 30, 60 ¢i 120 ms a pulzem o hlasitosti 125 dB po dobu
40 ms,

3. zadného stimulu po dobu 60 ms.

Sezeni bylo zakonceno Sesti samostatnymi pulzy. Vysledné procento PPI, jakoZzto
ukazatel zpracovani informaci, bylo vypocteno jako rozdil priimérnych hodnot pulzi a
prepulzi-pulz, takto: [100 - (primérna odpoveéd’ na prepulz-pulz/primérna odpoveéd na

samostatny pulz) * 100]. Primérna ASR byla odvozena ze samostatnych pulzi.
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5.3.3. Disekce a biochemicka analyza tkani

Zvitata byla dekapitovana bez pouziti chemické anestezie. Nasledné byl vyjmut mozek a
odebrana krev. Disekce tkani probihala na ledem chlazené desce. Izolovana byla tkan
prefrontalniho kortexu, hipokampu a striata z pravé i levé hemisféry. Vzorky (2 — 80 mg)
byly hluboce zmrazeny (-80 °C) a nésledné pfipraveny pro ucely biochemické analyzy
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (ultra high performance liquid
chromatography, UHPLC) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem. Vzhledem k tomu,
ze nebyl predpokléddan rozdil mezi metabolity levé a pravé hemisféry, byly pro ucely
prace pouzity pouze tkané hemisféry levé a analyzovéany byly pouze vzorky levého
hipokampu. Krev byla po odebrani centrifugovana (1000 RCF, 10 minut). Ziskané sérum
(1 ml) bylo hluboce zamrazeno (-80 °C) a nasledné ptipraveno pro ucely biochemické
analyzy pomoci UHPLC.

Analyzy v této praci byly provedeny pomoci pfistroje Dionex Ultimate 3000
UHPLC RS (ultra high performance liquid chromatography rapid separation) sestavajici
z pumpy, kolony, autosampleru a detektoru s diodovym polem fizen¢ho softwarem
Chromeleon (verze 7.2.9. build 11323) (Thermo Fisher Scientific, Germering, Némecko)
ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Q Exactive Plus Orbitrap se softwarem Thermo
Xcalibur (verze 3.1.66.10.) (Thermo Fisher Scientific, Brémy, Némecko). Detekce byla
provedena hmotnostni spektrometrii v pozitivnim rezimu.

Vysledky byly prepocitany dle hmotnosti vzorku. I pies to, ze byly vzorky
odebrany ve skupinéch, z nichz kazda ¢itala § zvitat, byly nékteré metabolity ve vzorcich,
zejména kortikosteron, pod limitem detekce. Takové hodnoty tedy nebyly zatazeny do

statistické analyzy.

5.3.4. Statistické zpracovani dat

Ziskana data byla upravena v programu Microsoft Excel verze 2102. Néasledné byla
podrobena statistické analyze v programu GraphPad verze 8.4.3. (686) a vynesena do
boxovych grafi. Pro porovnani dvou skupin a data, ktera odpovidala standartnimu
rozlozeni, byl pouzit neparovy t-testu. Pro porovnani tii a vice skupin a data, ktera

odpovidala standartnimu rozloZeni, byla pouzita parametrickd analyza rozptylu
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(ANOVA) v podobé¢ mnohonasobného porovnavani za vyuziti post hoc Tukeyho testu.
V piipadé NORT byla data nestandartniho rozlozeni analyzovana pomoci Wilcoxonova
parové testu, v ptipad¢ standartniho rozlozeni dat byl pouzit t-test, ANOVA a Tukeyho
test. Z analyzy byla vyfazena data zvifat, kterd odmitala explorovat. V pfipade
biochemickych markerii byla vyfazena data pod limitem detekce ¢i data, které byla
nestandartné¢ odchylend. Rozdil byl povazovan za signifikantni pro p <0,05, za

nesignifikantni pak pro p >0,05.
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6. Vysledky

6.1. Zavedeni kognitivniho testu

Cilem této faze bylo vybrat vhodny test, ktery bude nésledné pouzit pro testovani
kognitivniho deficitu v animalnim modelu tryptofanové deplece. Kognitivni testy byly
vybrany na zéklad¢ literarni resersSe, kde vétSina autorti pracovala s testy rozpoznavani
objektt (Rutten et al., 2007; Olivier et al., 2008; Olivier et al., 2009; van Donkelaar et
al., 2008).

Zavadeén byl test rozpoznavani nového objektu a test rozpoznavani nové pozice
objektu. Tyto dva testy se pouzivaji k testovani pamét'ovych procesi. Zatimco NORT je
zaméfen na neprostorové uceni a rozpoznavani objektd, u NOLT je zapojeno také uceni
prostorové a ve vets$i mife zavisi na aktivité hipokampu (Denninger et al., 2018). Oba
testy vychazi z tendence potkanli projevovat v téchto experimentech vétsi zdjem o
podnéty nové nez o ty staré (Cohen and Stackman, 2015).

V testu NOLT nebyla prokazana zadna signifikantni reakce na zménu pozice
objektu. V ptipadé NORT zvirata signifikantné (p = 0,0498) davala pifednost novému
objektu pted starym (viz. graf. B).

NOLT - doba explorace pozice objektu NORT - doba explorace objektu

60— 40 *
30 T

40

z Z 20-

20 I I

10 L
0 A 0 B
Bl Stary objekt/pozice 3 Novy objekt/pozice

Grafy 6.1.: A: doba explorace staré¢ a nové pozice intaktnimi zvifaty v zavislosti na Case; B: doba explorace
starého a nového objektu intaktnimi zvifaty v zavislosti na Case. * p <0,05, n = 12. Byl pouzit Wilcoxontv

parovy test.
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6.2. Komparace metod tryptofanové deplece

V této fazi experimentu byly porovnavany jednotlivé metody tryptofanové deplece a vliv
hladovéni pted konzumaci diety.
Cilem bylo vybrat superiorni metodu, kterd vykazovala nejlepsi vysledky
v behavioralnim testovani i v biochemické analyze a dale ji rozvijet s koaplikaci MK-
801.
Zyvitata byla rozdélena do Sesti skupin po osmi jedincich:
1) skupina intaktnich jedinct se standartni dietou ad /ibitum (intaktni zvirata),
2) skupina akutné krmena kontrolni smési s L-TRP bez pfedchoziho hladovéni (Trp*
bez hladovéni),
3) skupina akutn& krmena kontrolni smési s L-TRP s pfedchozim hladovénim (Trp*
s hladovénim),
4) skupina akutn¢ krmena smeési bez L-TRP a bez predchoziho hladovéni (Trp™ bez
hladovéni),
5) skupina akutné krmena smési bez L-TRP s pfedchozim hladovénim (Trp™ s
hladovénim),
6) skupina krmena smési bez L-TRP v podob¢ slisovanych pelet nejméné po dobu
sedmi dnti (Chronicka Trp").
Vsechny metody tryptofanové deplece zptsobily snizeni hodnot tryptofanu ve tkéani
levého hipokampu, avSak bez vlivu na hodnoty serotoninu. Pomé&r KYN/KYNA byl
vychylen pouze v pfipadé¢ chronické deplece tryptofanu. Koncentrace tryptofanu
v krevnim séru byla signifikantn€ snizena vlivem dietetick€¢ manipulace pouze v piipadé
chronické deplece. V pfipadé akutni deplece se koncentrace tryptofanu zvysila
pfedchozim hladovénim pifed indukci deplece stejné jako pomér celkového a volného
tryptofanu. Hladiny kortikosteronu v krevni séru zlstaly ve vSech piipadech nezménéné.
V behavioralnich testech se po indukei akutni tryptofanové deplece s pfedchozim
hladovénim projevovalo sniZzené explorac¢ni chovani, hypolokomoce a zvySené anxidzni

chovani bez vlivu na ulekovou reakci.
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Nejvice superiorné se, jak biochemicky tak i behavioraln¢, jevila metoda akutni
tryptofanové deplece s hladovénim. A proto se pifi koaplikaci MK-801 pracovalo pouze

s touto metodou.

6.2.1. Behavioralni testy
6.2.1.1. Open field

Open field - celkova driaha

%*
4000 N
= * % ’ v
r— B3 Intaktni zvirata
3000 - ,
T E3 Trp' bez hladovéni
_ | E3 Trp' s hladovénim
£ 2000-
T B3 Tip bez hladovéni
1000 - N Trp™ s hladovénim
B Chronicka Trp”
0

Graf 6.2.1.1: Po indukci akutni tryptofanové deplece s hladovénim se signifikantné (p = 0,009) snizila
celkova urazena vzdalenost zvifat v OF. Je patrny rozdil mezi celkovou urazenou vzdalenosti intaktnich
zvifat a zvifat po konzumaci kontrolni smési s tryptofanem. Kdy skupina Trp* bez hladovéni urazila delsi
vzdalenost nez intaktni jedinci. V ptipadé chronické tryptofanové deplece nebyla celkova urazena
vzdalenost signifikantné rozdilna v porovnani s intaktnimi jedinci.

* p <0,05 pro skupinu Trp* bez hladovéni oproti skuping intaktnich zvitat,

* p <0,05 pro skupinu Trp bez hladovéni oproti skupiné Trp*bez hladovéni,

** p <0,01 pro skupinu Trp”s hladovénim ve srovnani se skupinou Trp*s hladovénim,

n = 8. Byla pouzita ANOVA a Tukeyho test.
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6.2.1.2. EPM

EPM - ¢as v otevirenych ramenech

150

W

EPM - pocet vstupii do otevienych ramen

Intaktni zvifata
Trp* bez hladovéni

Trp* s hladovénim

[s]

Trp™ bez hladovéni

Trp” s hladovénim

fooooam

Chronicka Trp”

20

Pocet vstupi
k. k.
< 9]
1 1
—

9]
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Grafy 6.2.1.2.: Po indukci akutni tryptofanové deplece s pfedchozim hladovénim se signifikantné

0

(p =0,0281) snizil ¢as pobytu zvitat v otevienych ramenech a snizil se také pocet vstupti do otevienych
ramen (p=0,0358) oproti zvifatim, kterd byla krmena kontrolni dietou s tryptofanem. V piipadé
chronické tryptofanové deplece nebyl vyznacny rozdil v porovnani s intaktnimi jedinci.

* p <0,05 pro skupinu Trp"s hladovénim ve srovnani se skupinou Trp*s hladovénim,

n = 8. Byl pouzit t-test.
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6.2.1.3. NORT

NORT - ¢as explorace starého a nového objektu

60— E= Stary objekt
3 Novy objekt
B Intaktni zvifata
40 B3 Trp' bez hladoveéni
2 E3 Tip*s hladovénim
*
20- B3 Tip bez hladovéni
I 3 Trp' s hladovénim
E B B Chronicka Trp”
0 B ol o8 B[
NORT, celkova doba explorace objektii
100
80—
60— # * * *
40
-] =P
0

NORT - diskrimina¢ni index

—
1

Diskriminaéni index
>
]

1
—
1

Grafy 6.2.1.3.1: Po indukci tryptofanové deplece nebyl zaznamenan signifikantni rozdil ve zkoumani
objektli mezi skupinami. Po indukci akutni tryptofanové deplece s hladovénim (p =0,0498) i bez
hladovéni (p = 0,0276) byl zaznamenan pokles exploracniho chovani. Z diskrimina¢niho indexu je patrné,
ne vak signifikantné, Ze intaktni zvifata a Trp* zvifata bez hladovéni davala piednost novému objektu pred
starym. V ostatnich skupinach se trend neukazal a Zadny s objektt tak nebyl signifikantné diskriminovan.
* p <0,05 pro srovnani explorace starého a nového objektu u skupiny Trp*bez hladovéni,

* p <0,05 ve srovnani se skupinou intaktnich zvifat,
#p = 0,0794 oproti intaktnim zvifatim,
n = 4. Byla pouzita ANOVA a Tukeyho test.
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6.2.1.4. PP1

PPI

100

Intaktni zviiata

50 Trp' bez hladovéni

Trp" s hladovénim

[%] PPI

Trp” bez hladovéni

Trp™ s hladovénim

Boooaoao

Chronicka Trp

-50

Graf 6.2.1.4.: Po indukci akutni ani chronické tryptofanové deplece nebyl zaznamenan vyznacny rozdil

v tlekové reakci mezi skupinami. n = 8. Byla pouzita ANOVA a Tukeyho test.
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6.2.2. Biochemicka analyza

6.2.2.1. Mozkova tkan

TRP - hipokampus

3k 3k %k %k
4= I 1
3k 3k %k %k 3k ok %k
— r————
=
oo 21
=

1 Thes,

5-HT - hipokampus

—_— T
g ill
5 407

=

Grafy 6.2.2.1.1.: Ve vzorcich tkané levého hipokampu nebyl zjistén zadny rozdil mezi hodnotami
serotoninu po indukci tryptofanové deplece, a to i pies jasny pokles hodnot tryptofanu v tkani. Déle je také

patrny pokles tryptofanu v tkani zvifat, které konzumovali kontrolni sacharidovou smés oproti intaktnim

zvifatam.

**% 1 <0,001 pro skupinu Trp~s hladovénim v porovnani se skupinou Trp*s hladovénim,

oooan

Intakini zvirata
Trp' bez hladovéni
Trp" s hladovénim
Trp” bez hladovéni
Trp™ s hladovenim

Chronicka Trp”

*A*XE p <0,0001 pro skupinu Chronickd TRP™ v porovnani s intaktnimi jedinci,

n = 8. Byla pouzita ANOVA a Tukeyho test.
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KYN/KYNA ratio — hipokampus

2004 - Tk .

Intaktni zvifata

Trp" bez hladovéni

Trp" s hladovénim

Trp” bez hladovéni

Trp™ s hladovénim
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T
H—-
-
gfioonom
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Graf 6.2.2.1.2.: Indukce chronické tryptofanové deplece signifikantné (p=0,0007) vychylila pomér

Chronicka Trp”

KYN/KYNA ve prospéch kyseliny kynureninové. V piipadé akutni deplece tryptofanu bez hladovéni byl
pomér KYN/KYNA také signifikantné (p=0,0028) zménén oproti intaktnim zvifatim., ne vSak oproti
kontrolni skuping. Snizeny pomér KYN/KYNA je také patrny v tkani zvifat, které konzumovali kontrolni
sacharidovou smés (p=0,0205) oproti intaktnim zvirattim.

* p < 0,05 pro Trp” bez hladovéni oproti skupiné intaktnich jedinci,

**p < 0,01 pro Chronickou Trp~ oproti intaktnim zvifatim,

n = 8. Byla pouzita ANOVA a Tukeyho test.
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6.2.2.2. Krevni sérum

TRP — Krevni sérum

80
%
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E = Tip "bez hladovéni
Fjlf 40- B3 Trp’ s hladovénim
B3 Tip bez hladovéni
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; nlff % = Chronicka Trp
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TRP/ free TRP ratio — krevni sérum
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Grafy 6.2.2.2.1: Pouze tryptofanova deplece bez hladu snizila mnozstvi tryptofanu v krevnim séru, ale na

pomér celkového a vadzaného tryptofanu vliv neméla. Zvitata, kterd byla vystavena hladovéni vykézala
zvyseni tryptofanu v séru a zaroven byl vychylen pomér TRP/free TRP v neprospéch volného tryptofanu.
* p <0,05 pro skupinu TRP ~bez hladovéni oproti skupiné TRP * bez hladovéni,

#*%% p <0,0001 pro skupinu Trp + s hladovénim oproti Trp + s hladovénim,

#*%% p <0,0001 pro Trp - s hladovénim oproti skupiné Trp - bez hladovéni,

#4%% p <0,0001 pro Trp* s hladovénim oproti skuping Trp™ bez hladovéni,

*x#% p <0,0001 pro Trp™ s hladovénim oproti skupiné Trp™ bez hladovéni,

n =7 pro skupinu Trp* bez hladovéni a Trp~ s hladovénim, kdy z kazdé skupiny byla vyfazena jedna vyrazné

odlehla hodnota. n =8 pro vSechny ostatni skupiny. Byla pouzita ANOVA a Tukeyho test.
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Kortikosteron — krevni sérum

100
80
B3 Intakini zvirata
E 60 E3 Trp' bez hladovéni
? E3 Trp' s hladovénim
= 407 E3 Trp bez hladovéni
=3 Trp s hladovénim
20 T
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Grafy 6.2.2.2.2: Deplece tryptofanu neméla signifikantni vliv na hodnoty kortikosteronu v krevnim séru.
n = 7 pro skupinu Trp* s hladovénim, n = 6 pro skupinu Trp  bez hladovéni, n = 8 pro vSechny ostatni

skupiny. Byla pouzita ANOVA a Tukeyho test.
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6.3. Koaplikace MK — 801

V této fazi byla nejdiive ladéna optimalni davka dizocilpinu na zvitatech s normalni

dietou a nasledné na zvitatech s depleci tryptofanu. Déle byl sledovan vliv aplikace

fyziologického roztoku.

Cilem této faze bylo vybrat vhodnou koncentraci dizocilpinu a dale ji rozvijet

s koaplikaci psychofarmak.

Zvitata v experimentu byla rozdélena do osmi skupin po osmi jedincich:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

vramci redukce poctu zvifat byla pouzita skupina intaktnich jedinct z faze
komparace deplece se standartni dietou ad libitum (intaktni jedinci),

skupina jedinct se standartni dietou ad libitum a koaplikaci fyziologického roztoku
(Norm. dieta + fyz. roztok),

skupina jedinct se standartni dietou ad libitum s koaplikaci MK-801 v koncentraci
0,1 mg/kg (Norm. dieta + MK-801 0,1 mg/kg),

skupina jedincii se standartni dietou ad libitum s koaplikaci MK-801 v koncentraci
0,15 mg/kg (Norm. dieta + MK-801 0,15 mg/kg),

v ramci redukce poctu zvitat byla pouzita skupina z faze komparace deplece, akutné
krmena kontrolni smési s L-TRP s ptedchozim hladovénim (Trp"),

v ramci redukce poctu zvitat byla pouZzita skupina z faze komparace deplece, akutné
krmena smési bez L-TRP s pfedchozim hladovénim (Trp),

skupina akutn€ krmena smési bez L-TRP s pfedchozim hladovénim a koaplikaci MK-
801 v koncentraci 0,1 mg/kg (Trp” + MK-801 0,1 mg/kg),

skupina akutn€ krmena smési bez L-TRP s pfedchozim hladovénim a koaplikaci MK-
801 v koncentraci 0,15 mg/kg (Trp” + MK-801 0,15 mg/kg).

Ziskana data naznacuji, Ze aplikace dizocilpinu neméla signifikantni vliv na

hodnoty tryptofanu v mozkové tkani. Byl vSak zaznamenam pokles tryptofanu v levém

hipokampu po aplikaci fyziologického roztoku. S vyssi davkou dizocilpinu, se snizil

pomér hodnot KYN/KYNA 1 serotoninu v mozkové tkani, a také hladina tryptofanu i

kortikosteronu v krevnim séru.
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V behavioralnich testech se se vzristajici davkou dizocilpinu zvySovala i
hyperlokomoce zvifete a snizovalo anxidzni chovani i1 ulekova reakce. I piesto, ze
dizocilpin setfel behavioralni projevy tryptofanové deplece, nezda se, ze by tato
koaplikace méla na vysledné chovani ani biochemické ukazatele vetsi vliv nez aplikace
dizocilpinu pfi normalni dieté. Nejsiln€ji se v experimentech jevila davka 0,15 mg/kg.

Nasledné¢ se tedy pokracovalo pouze s touto davkou.
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6.3.1. Behavioralni testy
6.3.1.1. Open field

Open field — celkova draha

—1 Intaktni zvirata

Norm. dieta + fyz. roztok
Norm. dieta + MK-801 0,1 mg/kg
Norm. dieta + MK-801 0,15 mg/kg
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Graf 6.3.1.1.: Po koaplikaci dizocilpinu urazila zvifata del$i vzdalenost nez zvitata z kontrolnich skupin.
Je patrné, Ze s koncentrovangjsi davkou dizocilpinu vzrista i urazena vzdalenost v open fieldu. Avsak efekt
vzajemné potenciace dizocilpinu s depleci tryptofanu zjistén nebyl. Aplikace fyziologického roztoku ani
kontrolni smés neméla zadny vliv.

**%* p <0,001 pro skupinu Trp + MK-801 0,15 mg/kg v porovnani se skupinou Norm.dieta + fyz.roztok,
***% p <0,0001 pro skupinu pro skupinu Trp + MK-801 0,1 mg/kg v porovnani se skupinou Trp".

***% p <0,0001 ve srovnani se skupinou Trp + MK-801 0,15 mg/kg v porovnani se skupinou Trp,

n = 8. Byla pouzita ANOVA a Tukeyho test.

-62 -



6.3.1.2. EPM

EPM - ¢as v otevienych ramenech
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Grafy 6.3.1.2.: 'V pripadé vyvySeného kiizového bludist¢ vykazovala zvifata po aplikaci dizocilpinu
v davce 0,15 mg/kg signifikantné snizenou anxietu reprezentovanou zvySenym pocétem vstupd do
otevienych ramen a stravila v nich také delsi ¢as. Tento efekt nebyl zaznamenan v ptipadé nizsi davky
dizocilpinu. Prokazan nebyl ani vliv deplece tryptofanu pii koaplikaci dizocilpinu. Aplikace fyziologického
roztoku ani kontrolni smés neméla zZadny vliv.

**%% p <0,0001 pro skupinu Trp+ MK-801 0,15 mg/kg v oproti skupiné¢ Norm. dieta + fyz. roztok,
**%%*p <0,0001 pro skupinu Norm. dieta + MK-801 0,15 mg/kg oproti skupiné Norm. dieta + fyz. roztok,
**% p <0,001 pro skupinu Trp"+ MK-801 0,15 mg/kg v oproti skupiné Norm. dieta + fyz. roztok,

** p <0,01 pro skupinu Trp”+ MK-801 0,15 mg/kg v oproti skupiné Trp®,

n = 8. Byla pouzita ANOVA a Tukeyho test.
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6.3.1.3. NORT

NORT - ¢as explorace starého a nového objektu
Stary objekt
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Grafy 6.3.1.3.: Po aplikaci dizocilpinu nebyl zaznamenan signifikantni rozdil ve zkoumani objektti mezi
skupinami. Po aplikaci dizocilpinu v davce 0,1 mg/kg byl zaznamenan nartist exploracniho chovani.
Z diskriminaéniho indexu je patrné, Ze ani jeden z objektt nebyl vyrazné preferovan ani diskriminovan.
*p <0,05 pro skupinu Norm. dieta + MK-801 0,1 mg/kg oproti skupiné Intaktnich zvitat

n = 4. Byla pouzita ANOVA a Tukeyho test.
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6.3.1.4. PP1
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Graf 6.3.1.4.: Aplikace dizocilpinu narusila PPI v obou davkach v podobné mifie. Deplece tryptofanu
spolu s koaplikaci dizocilpinu neméla vétsi vliv nez samotny dizocilpin. Zvirata aplikovana fyziologickym
roztokem nevykazovala disrupci v PPI.
* p <0,05 pro skupinu Norm. dieta + MK-801 0,1mg/kg oproti skupin€ Norm. dieta + fyz. roztok,
* p <0,05 pro skupinu Norm. dieta + MK-801 0,15 mg/kg oproti skupiné Norm. dieta + fyz. roztok
* p <0,05 pro skupinu Trp + MK-801 0,1 mg/kg v porovnani se skupinou Trp®,
* p <0, 05 pro skupinu Trp”+ MK-801 0,15 mg/kg v porovnani se skupinou Trp®,
n = 8. Byla pouzita ANOVA a Tukeyho test.

-65 -



6.3.2. Biochemicka analyza tkani

6.3.2.1. Mozkova tkan
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Graf 6.3.2.1.1.: Aplikace dizocilpinu neméla vliv na hodnoty tryptofanu v mozkové tkani. A vSak ukazuje
se signifikantni vliv aplikace fyziologického roztoku, ktery zapficinil sniZzeni hodnot tryptofanu v tkani
levého hipokampu.

**%* p <0,001 pro skupinu Norm. dieta + fyz. roztok oproti skupiné intaktnich zvifat,

** p <0,01 pro skupinu Trp*+ fyz. roztok v porovnani se skupinou Norm. dieta MK-801 0,1 mg/kg

*E*% p <0,0001 pro skupinu Norm. dieta MK-801 0,15 mg/kg v porovnani se skupinou intaktnich zvifat,
**% p <0,001 pro skupinu Tr+ v porovnani se skupinou Trp* + fyz, roztok,

n = 7 pro skupinu Norm. dieta + MK-801 0,1 mg/kg, n = 8 pro vSechny ostatni skupiny. Byla pouzita
ANOVA a Tukeyho test.
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5-HT — hipokampus
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Graf 6.3.2.1.2.: Aplikace dizocilpinu v davce 0,15mg/kg snizila hodnoty serotoninu v tkani. Fyziologicky
roztok nemél na hodnoty serotoninu signifikantni vliv.
** p <0,01 pro skupinu skupinu Norm. dieta + MK-801 0,15 mg/kg v porovnani se skupinou Norm. dieta
+ MK-801 0,1mg/kg,
** p <0,01 pro skupinu Trp + MK-801 0,1 mg/kg v porovnani se skupinou Trp + MK-801 0,15 mg/kg,
+ MK-801 0,15 mg/kg, oproti skupin€ intaktnich zvifat,
# p = 0,0732 pro skupinu Trp + MK-801 0,15 mg/kg v porovnani se skupinou Trp™+ fyz, roztok,
n =7 pro skupinu Norm. dieta + MK-801 0,1 mg/kg a skupinu Norm. dieta + MK-801 0,15 mg/kg,

n = § pro vSechny ostatni skupiny. Byla pouzit t-test.
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KYN/KYNA ratio — hipokampus Intaktni zvifata
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Graf 6.3.2.1.3.: Aplikace dizocilpinu, pti normalni dieté, v davce 0,15mg/kg snizila hodnoty KYN/KYNA
ratio v tkani, a to jak oproti davce 0,1 mg/kg tak i v porovnani s kontrolnimi skupinami, které byly
aplikované fyziologickym roztokem. Naopak pii tryptofanové depleci zapficinila koaplikace dizocilpinu
zvySeni poméru KYN/KYNA v obou davkach. S rostouci davkou dizocilpinu hodnoty KYN/KYNA ratio
oproti niz§i davce klesly, ne vSak na troveil kontrolni skupiny aplikované fyziologickym roztokem.
Samotny fyziologicky roztok mél na hodnoty vliv pouze u skupin, které byly dieteticky manipulovany, u
zvifat s normalni dietou nevykazoval zadny efekt.

**%* p <0,001 pro skupinu Norm. dieta + MK-801 0,15 mg/kg oproti skupiné Norm. dieta + fyz. roztok,
** p <0,01 pro skupinu skupinu Norm. dieta + MK-801 0,15 mg/kg v porovnani se skupinou Norm. dieta
+ MK-801 0,1mg/kg,

**%*% p <0,0001 pro skupinu Trp + MK-801 0,15 mg/kg v porovnani se skupinou Trp™+ fyz. roztok,

** p <0,01 pro skupinu Trp"+ MK-801 0,1 mg/kg v porovnani se skupinou Trp™+ fyz. roztok

**%p <0,001 pro skupinu Trp* + fyz. roztok v porovnani se skupinou Trp*

*#%* p <0,001 pro skupinu Trp + fyz. roztok v porovnani se skupinou Trp,

* p <0,05 pro skupinu Trp~+ MK-801 0,15 mg/kg v porovnani se skupinou Trp + MK-801 0,1 mg/kg,
n =7 pro skupinu Norm. dieta + MK-801 0,Img/kg, n = 8 pro vSechny ostatni skupiny. Byl pouZzit t-test
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6.3.2.2. Krevni sérum

TRP — krevni sérum
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Graf 6.3.2.2.1.: Aplikace dizocilpinu, pfi normalni dieté, v davce 0,15mg/kg snizila hodnoty TRP v séru,
a to jak oproti davce 0,1 mg/kg. A vSak v porovnani s kontrolni skupinou oSetfenou fyziologickym
roztokem se objevil pouze trend ve sniZzeni hladiny TRP, stejné jako tryptofanové deplece koaplikace
dizocilpinu v davce 0,15 mg/kg indukovala pouze trend ke snizeni TRP oproti skupiné s depleci tryptofanu
*HE* p <0,0001 pro skupinu skupinu Norm. dieta + fyz. roztok v porovnani se skupinou Intaktnich zvifat,
**%* p <0,0001 pro skupinu skupinu Norm. dieta + MK-801 0,15 mg/kg v porovnani se skupinou Norm.
dieta + MK-801 0,1mg/kg,

#p = 0,0772 pro skupinu Norm. dieta + MK-801 0,15 mg/kg oproti skupiné Norm. dieta + fyz. roztok,
#p =0,0772 pro skupinu Trp + MK-801 0,15 mg/kg v porovnani se skupinou Trp-

n = 8. Byl pouzit t-test.
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Kortikosteron — krevni sérum
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Graf 6.3.3.2.2.2.: Aplikace dizocilpinu, pfi normdlni diet¢, v davce 0,15mg/kg snizila hodnoty
kortikosteronu v séru oproti davce 0,1 mg/kg. A vSak v porovnani s kontrolni skupinou oSetfenou
fyziologickym roztokem se objevil pouze trend ve snizeni hladiny kortikosteroniu. Nebyl zasnamenén zany
vyznamny vliv koaplikace dizocilpinu na kortikosteron pfi tryptofanové depleci.

** p <0,01 pro skupinu skupinu Norm. dieta + MK-801 0,15 mg/kg v porovnani se skupinou Norm. dieta
+ MK-801 0,1mg/kg,

# p = 0,0683 pro skupinu Norm. dieta + MK-801 0,15 mg/kg oproti skupiné Norm. dieta + fyz. roztok,

n =7 pro skupinu, Trp*, skupinu Trp+ MK-801 0,1 mg/kg a skupinu Trp-+ MK-801 0,15 mg/kg,

n = 8 pro vSechny ostatni skupiny. Byl pouzit t-test.
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6.4. Testovani psychofarmak

6.4.1. Allopregnanolon

V této fazi experimentu byl zvifatim aplikovan allopregnanolon v davce 1 mg/kg, cilem

bylo ovéfit ucinky allopregnanolonu na modelu tryptofanové deplece s koaplikaci

dizocilpinu.

Zvitata byla rozdé€lena do Sesti skupin po osmi jedincich:

1. vramci redukce poctu zvifat byla pouzita skupina intaktnich jedinct z faze
komparace deplece se standartni dietou ad libitum (intaktni jedinci),

2. vramci redukce poctu zvifat byla pouzita skupina z faze komparace deplece, akutné
krmena kontrolni smési s L-TRP s ptedchozim hladovénim (Trp*),

3. vramci redukce poctu zvitat byla pouzita skupina z faze komparace deplece, akutné
krmena smési bez L-TRP s ptedchozim hladovénim (Trp"),

4. vramci redukce poctu zvifat byla pouzita skupina z faze koaplikace dizocilpinu
akutné krmena smési bez L-TRP s pfedchozim hladovénim a koaplikaci MK-801
v koncentraci 0,15 mg/kg (Trp” + MK-801).

5. skupina akutné krmena smési bez L-TRP s piedchozim hladovénim, s koaplikaci
MK-801 v koncentraci 0,15 mg/kg a CDX (Trp” + MK-801 + CDX),

6. skupina akutné krmena smési bez L-TRP s pfedchozim hladovénim, s koaplikaci
MK-801 v koncentraci 0,15 mg/kg a allopregnanolonem v koncentraci 1 mg/kg (Trp
+ MK-801 + A),

Aplikace allopregnanolonu v daném modelu nevykazala zménu zkoumanych
biochemickych parametri v mozkové tkani. U kontrolni skupiny se projevil vliv CDX,
jehoz aplikace zvySovala hladinu tryptofanu a sniZzovala pomér KYN/KYNA v levém
hipokampu. V krevnim séru bylo po aplikaci allopregnanolonu reflektovano zvyseni
tryptofanu, ale hodnoty kortikosteronu zménény nebyly. Z behaviordlnich projevii se
mirn¢, ne signifikantné, normalizovala Glekova reakce a signifikantné se normalizovalo

anxidzni chovani, vSak bez vlivu na explora¢ni a hyperlokomoc¢ni aktivitu.
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6.4.1.1. Behavioralni testy
6.4.1.1.1. Open field

Open field - celkova draha
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Graf 6.4.1.1.1.: Allopregnanolon nemél zZadny vliv na drahu urazenou v open fieldu.

n = 8. Byl pouzit t-test.

6.4.1.1.2. EPM

EPM - ¢as v otevienych ramenech EPM - pocet vstupii do otevienych ramen
- * - *
300 — 50
40—
200- 2
_ g 30
»
T J_ 2 20-
100 £
0 — 0

stejné jako pocet vstupd.
* p <0, 05 pro skupinu Trp + MK-801 + A v porovnani se skupinou Trp"+ MK-801 + CDX,
n = 8. Byl pouzit t-test.
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6.4.1.1.3. PPI

PPI
100
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Grafy 6.4.1.1.3.: Aplikace allopregnanolonu normalizovala, ne vsak signifikantné, PPI. CDX ném¢l
7adny vliv na PPI. Byla pouzita ANOVA a Tukeyho test.
n=S_§.
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6.4.1.14. NORT

NORT - ¢as explorace starého a nového objektu
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Grafy 6.4.1.1.4.: Aplikace allopregnanolonu nevykazalala signifikantni vliv na rozpoznavani,
preferenci ani celkovou exploraci objektt.

n = 4. Byla pouzita ANOVA a Tukeyho test.
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6.4.1.2. Biochemicka analyza tkani

6.4.1.2.1. Mozkova tkan

TRP - hipokampus
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Grafy 6.4.1.2.1: Aplikace allopregnanolonu nevykazalala signifikantni vliv na hodnoty TRP, 5-HT ani
na pomér KYN/KYNA v tkani levého hipokampu. Patrny je ovSem vliv CDX, ktery zvysil hladinu
tryptofanuv mozku a vychylil pomér KYN/KYNA ve prospéch kyseliny kynureninové.

** p <0, 01 pro skupinu Trp + MK-801 + CDX v porovnani se skupinou Trp + MK-801,

*** p <0, 01 pro skupinu Trp + MK-801 + CDX v porovnani se skupinou Trp + MK-801,

n = 8. Byl pouzit t-test.
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6.4.1.2.2. Krevni sérum

TRP — krevni sérum
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Grafy 6.4.1.2.2: Aplikace allopregnanolonu zvysila hodnoty tryptofanu v krevnim séru, a vSak na hladiny

kortikosteronu vliv neméla.

*p=0,0307 pro skupinu Trp+ MK-801 +A v porovnani se skupinou Trp + MK-801 + CDX. Byl pouzit

t-test.
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6.4.2. Takrin

V této fazi experimentu byl zvifatim aplikovan takrin v davce 0,1 mg/kg, cilem bylo

ovetit ucinky takrinu na modelu tryptofanové deplece s koaplikaci dizocilpinu.

Zvitata byla rozdélena do Sesti skupin po osmi jedincich:

1. vramci redukce poctu zvifat byla pouzita skupina intaktnich jedinct z faze
komparace deplece se standartni dietou ad libitum (intaktni jedinci),

2. vramci redukce poctu zvifat byla pouzita skupina z faze komparace deplece, akutné
krmena kontrolni smési s L-TRP s pfedchozim hladovénim (Trp"),

3. vramci redukce poctu zvifat byla pouzita skupina z faze komparace deplece, akutné
krmena smési bez L-TRP s pfedchozim hladovénim (Trp),

4. vramci redukce poctu zvifat byla pouzita skupina z fize koaplikace dizocilpinu,
akutné krmena smési bez L-TRP s pfedchozim hladovénim a koaplikaci MK-801
v koncentraci 0,15 mg/kg (Trp” + MK-801).

5. skupina akutné krmena smeési bez L-TRP s predchozim hladovénim, s koaplikaci
MK-801 v koncentraci 0,15 mg/kg a fyziologickym roztokem (Trp” + MK-801 + fyz.
roztok),

6. skupina akutné krmena smési bez L-TRP s ptfedchozim hladovénim, s koaplikaci
MK-801 v koncentraci 0,15 mg/kg a takrinem v koncentraci 1 mg/kg (Trp” + MK-
801 +T),

Aplikace takrinu v daném modelu nevykazala zménu zkoumanych
biochemickych parametri v mozkové tkani ani krevnim séru. U kontrolni skupiny se
projevil vliv fyziologického roztoku, jehoZz aplikace sniZzovala hladinu tryptofanu
v krevnim séru a hodnoty serotoninu i pomér KYN/KYNA vlevém hipokampu.
Z behavioralnich projevii se mirn€, nesignifikantné, sniZilo hyperlokomo¢ni chovani
spolu s ulekovou reakci. Signifikantné se normalizovalo anxiézni chovani, avSak bez

vlivu na explora¢ni chovéani.
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6.4.2.1. Behavioralni testy
6.4.2.1.1. Open field
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Graf 6.4.2.1.1: Takrin mirn€, ne vSak signifikantné, snizil drahu urazenou v open fieldu.

n = 8. Byl pouzit t-test.
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6.4.2.1.2. EPM
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Grafy 6.4.2.1.2: Po aplikaci takrinu se snizila doba stravena v otevienych ramenech ramenech (p =
0,0067) i pocet vstupt (p =0,0191).

* p <0, 05 pro skupinu Trp + MK-801 + T v porovnani se skupinou Trp + MK-801 + fyz. roztok,

** p <0, 01 pro skupinu Trp + MK-801 + T v porovnani se skupinou Trp + MK-801 + fyz. roztok,

n = 8. Byl pouzit t-test.
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6.4.2.13. PPI

PPI
100
@ % E3 Intaktni zvifata
o4 -~ L RO O E .... = Tt
o
B = Trp'
& .100-
X Trp+ MK-801
-200- Trp+ MK-801 + fyz. roztok
B Trp+MK-801+T
-300

Graf 6.4.2.1.3: Aplikace takrinu mirné, ne signifikantné, normalizovala PPI.

n = §. Byl pouzit t-test.
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6.4.2.14. NORT

NORT - ¢as explorace starého a nového objektu
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Grafy 6.4.2.1.4: Aplikace takrinu nevykazala signifikantni vliv na rozpoznavani, preferenci ani

celkovou exploraci objektl v porovnani s ostatnimi skupinami.

n = 4. Byla pouzita ANOVA.
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6.4.2.2. Biochemicka analyza tkani

6.4.2.2.1. Mozkova tkan
TRP — hipokampus
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Grafy 6.4.2.2.1: Aplikace takrinu neméla signifikantni vliv na hladinu tryptofanu, serotoninu a ani na
pomér KYN/KYNA v mozkové tkani oproti kontrolni skupin€é. Opét se projevil vliv fyziologického
roztoku, jehoz aplikace signifikantné snizila pomér KYN/KYNA.

*#% p <0, 001 pro skupinu Trp”+ MK-801 + T v porovnéni se skupinou Trp + MK-801,

** p <0, 01 pro skupinu Trp+ MK-801 + fyz. roztok v porovnani se skupinou Trp + MK-801,

n = 8. Byla pouzita ANOVA a Tukeyho test.

-82 -



6.4.2.2.2. Krevni sérum

TRP — krevni sérum
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Grafy 6.4.2.2.2: Takrin nemél vliv na hodnoty tryptofanu ani kortikosteronu v séru. Fyziologicky
roztok zvysil tryptofan v krevnim séru.
*#4% p <0, 0001 pro skupinu Trp"+ MK-801 + T v porovnani se skupinou Trp"+ MK-801,

*#4% p <0, 0001 pro skupinu Trp”+ MK-801 + fyz. roztok v porovnani se skupinou Trp"+ MK-801,
n = 8. Byla pouzita ANOVA a Tukeyho test.
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7. Diskuse

Tato prace se zabyvala vlivem MK-801 v davkach 0,1 a 0,15 mg/kg na anxidzni chovani,
kognici a lokomo¢ni aktivitu v animalnim modelu tryptofanové deplece. Nasledné se
prace také vénovala ucinku allopregnanolonu a takrinu na behavioralni parametry této
koaplikace.

Hlavni hypotézou bylo, ze tryptofanova deplece spolu s MK-801 vyrazn¢ zvysi
lokomoc¢ni aktivitu, snizi iizkostné chovani, zvysi deficit ve zpracovani informaci a narusi
rozpoznavani objektli. Tato hypotéza vychéazela zpiedchozi studie, kde akutni
tryptofanova deplece s koaplikaci dizocilpinu v koncentraci 0,3 mg/kg zvysila lokomo¢ni
aktivitu zvifete v open fieldu (Bubenikova et al., 2004). V této praci jsme zjistili, ze
dizocilpin sice stird hypolokomocni a anxi6zni efekt tryptofanové deplece, nicméné nema
na behavioralni projevy zvitete vetsi vliv nez aplikace dizocilpinu samotného u zvifat
s normalni dietou. Tato hypotéza tedy ovéiena nebyla.

Dalsi hypotéza piedpokladala, Ze testovand farmaka normalizuji naruSené
behaviordlni parametry. Zejména upravi uzkostné projevy, lokomocni aktivitu a
rozpoznavani informaci. Bylo zjiSténo Ze ob¢& farmaka, allopregnanolon i takrin,
normalizovala izkostné chovani a méla mirny, ne vSak signifikantni, vliv 1 na ulekovou
reakci. Allopregnanolon spiSe neovlivitoval lokomoc¢ni chovani, takrin ptisobil mirné

hypolokomoc¢né, ne vSak signifikantné. Tato hypotéza tedy z ¢asti ovétena byla.

7.1. Zavedeni kognitivniho testu

Pro ucely této prace byl zaveden NORT. Zvifata pii exploraci objektd davala
signifikantn¢ prednost novému objektu pred starym. V ptipadé¢ NOLT kognitivni test
nefungoval. Je mozné, Ze pro zvifata nebyla nova pozice natolik zajimava, aby starou
pozici signifikantné diskriminovala.

V této praci se sice podafilo NORT u intaktnich zvifat zavést, avSak v pribéhu
nasledujicich experiment odmitala témét polovina zvitat objekty explorovat. Vzhledem
k tomu, Ze tato zvitata byla z analyzy vyfazena, byl u jednotlivych porovnavanych skupin
pocet zvitat (n = 4) pfili§ maly a rozptyl hodnot pfili§ velky na to, aby mél test vzdy
néjakou signifikantni vypovidajici hodnotu.
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Oba zavadéné kognitivni testy, NOLT a NORT, byly vybrany na zéklad¢ literarni
reSerSe, kde vétSina autorti, pfi indukci tryptofanové deplece, pracovala s testy
rozpoznavani objektli (Rutten et al., 2007; Olivier et al., 2008; Olivier et al., 2009; van
Donkelaar et al., 2008). Zatimco NORT je zaméten na neprostorové uceni a rozpoznavani
objekti, u NOLT je zapojeno také uCeni prostorové a ve vetsi mife zavisi na aktivité
hipokampu (Denninger et al., 2018). Oba testy vychdzeji z tendence laboratornich
potkanl projevovat v téchto experimentech vétsi zdjem o vjemy nové nez o ty znamé
(Cohen and Stackman, 2015). Existuje mnoho modifikaci i protokolt. Bylo také zjiSténo,
ze exploraci objekti ovliviiuje kmen zvitat, vék, pohlavi i zpisob chovu (van Goethem
et al., 2012). I ptistup autort se rizni. Nekteti autofi popisuji ur€ity material ¢i tvar jako
problematicky. Dané objekty musi byt dostatecné vizualné zajimavé, stabilni, snadno
omyvatelné¢ a nemély by zvifeti evokovat skrys. Nékteré studie také upozoriiuji na
problematiku dezinfekce arény i1 objektl (Antunes and Biala, 2012). Zatimco pivodni
studie tvrdi, ze kvlli lepSimu rozprostieni pachii by se objekty ani aréna nemcly
dezinfikovat po kazdém zvifeti (Ennaceur and Delacour, 1988), ozyvaji se
protiargumenty, které zastdvaji néazor, ze by zvife pfi utloze nemélo byt pachy
rozptylovano viibec, ¢i dezinfikuji ethanolem s vodou v rizném poméru (Antunes and
Biala, 2012). Toto shrnuti naznacuje, Zze NORT maé své limitace a uskali, ktera je tfeba
podchytit.

Skutecnost, Ze se NORT podafiilo zavést u skupiny intaktnich zvitat a nasledn¢ se
v pribéhu experimentu jevil méné funkeni, si vysvétlujeme nékolika aspekty. V pilotnim
testu participovalo dvanact zvifat, zatimco pfi studii jich bylo ve skupin€ vzdy osm. Tedy
s menSim poctem zvifat ve skupiné stoupa i vliv jejich interindividualnich rozdild a
s vétSim poctem se tento efekt stira (Ameen-Ali ef al., 2015). Také 1 v samotné prvotni
studii bylo testovano celkem 220 zvifat (Ennaceur and Delacour, 1988).

Dal8im aspektem mohla byt zvySend mira stresu a uzkosti, kterd je uvadéna jako
jedna z problematickych stranek tohoto testu (Ameen-Ali et al., 2015). Intaktni zvitata
v pilotnim testu nepodléhala 74dné dalSi experimentalni manipulaci, kdeZto 1 intaktni
zvitata v nasledném experimentu absolvovala pted testem NORT, ne vSak bezprostiedné,

jesté dalsi behavioralni testy.
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Zaroven je také mozné, ze kmen potkani Wistar, jakozto albinoticky kmen, si
vSeobecné vede hiife v rozeznavani objektu, jelikoz maji zhorSenou ostrost zraku (Prusky

et al., 2002).

7.2. Komparace tryptofanové deplece

Jako nejvice funkéni se z trojice testovanych metod projevila metoda akutni tryptofanové
deplece s predchozim hladovénim. Byt prokazala podobnou uc¢innost v hodnocenych
biochemickych parametrech jako metody ostatni, v behaviordlnich experimentech
zpisobila zmény jako jedind. I ptes skute¢nost, Ze vSechny metody tryptofanové deplece
zpusobily snizeni tryptofanu ve tkani levého hipokampu, zadna vSak neméla vliv na
hodnoty serotoninu v mozku. Pomér KYN/KYNA byl vychylen pouze v ptipadé
chronické deplece tryptofanu. Koncentrace tryptofanu v krevnim séru byla signifikantné
snizena vlivem dietetické manipulace pouze v ptipadé¢ chronické deplece. Samotné
hladovéni v piipad¢ akutni deplece zvysilo v krevnim séru koncentraci tryptofanu stejné
jako pomér celkového a volného tryptofanu, avSak hladiny kortikosteronu zlstaly ve
vSech ptipadech nezménéné.

V behavioralnich testech akutni tryptofanova deplece s pfedchozim hladovénim
sniZila exploracni chovani. Zvifata v ptipadé NORT zkoumala objekty signifikantné
krat§i dobu. Hypolokomoce se signifikantné odrazila v mensi urazené vzdalenosti v open
fieldu. ZvySené anxidzni chovani bylo patrné ve sniZzeném poctu vstupt do otevienych
ramen EPM a ze signifikantni neochoty zvifat travit vice ¢asu v otevienych ramenech.
Z4dna z metod neméla vliv na ulekovou reakci reprezentovanou jako % PPI.

Jak jiz bylo popsano v teoretické ¢asti prace, metoda tryptofanové deplece ma jisté
limitace a mnoho aspektii, které do ni mohou vstupovat.

Aby byly odstinény mozné negativni disledky stresovych faktort ¢i pfipadna
nechténé vyvoland zanétliva odpovéd organismu, nebyla zvifatim podévana smés
gastrickou sondou, nybrZz exponovana v miskdch. Zde lze vidét prvni uskali, jelikoz
ochota ke konzumaci smési se mezi zvifaty i1 pfes predchozi habituaci riznila. Dale také
doba od indukce deplece, kdy probihalo behavioralniho testovéani, dekapitace i odbér

tkdni, nebyla pro vSechna zvifata konzistentni, coz se také mohlo promitnout do
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nameéfenych dat, a to i pies to, ze by deplece tryptofanu méla vydrzet az po dobu 6 hodin
(Jans et al., 2009).

Neochota zkonzumovat smés celou se projevovala zejména u skupiny bez
ptedchoziho hladovéni. To by tedy mohl byt jeden z aspektli, pro¢ metoda akutni
tryptofanové deplece bez predchoziho hladovéni vykazovala slabé vysledky i
biochemicky. Dale, vzhledem ktomu, Ze zvifata nebyla vyhladovéld, mohla mit
nestravena potrava spolu se sacharidovou slozkou smési vliv na zvySené vyplavovani
inzulinu. Inzulin jednak snizuje hladiny neutralnich mastnych kyselin (Daniel ez al., 1981,
Markus, 2008; Hoglund ef al., 2019), ale také indukuje vychytavani neesterifikovanych
mastnych kyselin z plazmy, ¢imZ se uvoliluje na né navazany albumin. Albumin nasledné
muze vazat tryptofan a tim se zvysSuje 1 dostupnost tryptofanu pro mozkovou tkan
(Badawy and Morgan, 1982; Fernstrom, 1983; Wurtman et al., 2003; Hoglund et al.,
2019). To koresponduje i s nasimi ziskanymi vysledky, totiz, Ze oproti intaktnim zvifatim
nebyly hladiny tryptofanu v séru zménény a v mozkové tkani byl reflektovan pouze trend
ve snizeni hladin tryptofanu. Z toho divodu nejspise nemohl byt efekt deplece natolik
silny, aby ovlivnil behaviorélni projevy zvitete.

Cukerna slozka v kontrolni smési mohla také zvysit drahu uraZenou zvifaty
v open fieldu. Je zndmo, Ze sacharidy ovliviiuji mozkovou aktivitu a energeticky balanc
(Mergenthaler et al., 2013), a tedy jednordzovad zvySena administrace cukerné slozky
v potravé mohla vyustit 1 ve zvySenou lokomocni aktivitu zvitete.

Stejn¢ jako nékterymi autory (van der Plasse et al., 2007; van Donkelaar et al.,
2009; van Donkelaar ef al., 2010) i nami byly zjiStény nezménéné hodnoty serotoninu
v mozkové tkani. Tato zjiSténi naznacuji, Ze ndmi pozorované behavioralni zmény ziejmée
nebyly indukované zménou 5-TH. Musime vzit vSak v potaz, Ze analyzovany byly
hodnoty 5-TH pouze v levém hipokampu, a tedy neznamena to, Ze serotonin zlstal
nezménén 1 v dalSich oblastech mozku. Kromé jinych pifidatnych mechanismii by ve
zménach chovani mohla hrat hlavni roli NOS, ktera je pfimo zdvisla na dostupnosti
tryptofanu (Chiarugi et al., 2003). Liu a kol. (2013) zaznamenali po indukci akutni

tryptofanové deplece snizeni neuronalni NOS v hipokampu potkanti. Zaroven je zname,

-87 -



ze inhibice NOS ovliviiuje anxi6zni chovani (Pokk and Vili, 2002, Forestiero et al.,
2006) i chovani lokomoc¢ni (Sandi et al., 1995; Bashkatova et al., 2020).

To, ze hladiny serotoninu nebyly ve vSech pfipadech tryptofanové deplece
signifikantn¢ snizeny, by mohlo byt dano také regulaci serotoninovych receptort.
Literatura dale udava, ze akutni tryptofanova deplece kratkodob¢ snizuje pocet receptort
5-HTia (Cahir et al., 2006), kdezto chronicka deplece tryptofanu zvysuje pocet 5- HT2a
receptord (Cahir et al., 2006, Franklin ef al., 2012). Tato skutecnost mize vysvétlovat
jednak to, pro¢ chronickd deplece neméla vliv na hladiny serotoninu a zaroven se
nevyznacovala zménénymi behavioralnimi projevy. Pfi chronické tryptofanové depleci
pravdépodobné doslo k pfizptisobeni hladin serotoninu upregulaci receptoril, a tedy i
k téméf nenarusené signalizaci. Ziejmé proto tedy nebyla tato metoda dostate¢né
behavioralné prukazna. Tento proces je mozné vysvétlit nejspise vlivem zpétnovazebné
smycky, kterd funguje mezi glukokortikoidy, mineralokortikoidy a 5-HT2a receptory.
Franklin a kol. (2012) naméfili zvySené hodnoty glokokortikoidd 1 zvySeny pomér
KYN/KYNA v krevnim séru. Tato zjiSténi vSak nekoresponduji s nasimi namétenymi
vysledky, kdy byly hodnoty kortikosteronu ve vSech ptipadech nezménéné. Nicméné
prave studie Trajkovska a kol. (2009) naznacuje, Ze by se na regulaci 5-HT2a receptoru
mohly podilet jak glukokortikoidy, tak mineralokortikoidy. Navic Franklin a kol. (2012),
reflektovali krom¢ zvySené koncentrace kortikosteronu v krevnim séru také sniZené
hladiny aldosteronu. Navrhuji tak, Ze aldosteronem indukovand aktivace
mineralokortikoidnich receptorti v CNC vede ke zvySeni poctu 5S-HT2a receptori. Zjisténi
v této praci by mohla naznacovat, Ze se na regulaci deplece superiorné podili spiSe systém
renin-angiotenzin-aldosteron.

Nami namétfené snizeny pomér KYN/KYNA v mozkové tkani po indukci
chronické deplece tryptofanu koresponduje s myslenkou, ze kyselina kynureninova
Spatné prochézi ptes hematoencefalickou bariéru na rozdil od kynureninu. V disledku
toho vedou vys8i hodnoty kynureninu v plazmé ke zvySené syntéze kyseliny
kynureninové v mozku (Fukui et al., 1991), a tedy ke snizenému poméru KYN/KYNA .

Zvysené hodnoty kyseliny kynureninové byly naméfeny v mozkomisnim moku u
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pacientl s neuropsychiatrickym onemocnénim, mimo jiné naptiklad i u pacientt s

bipolarné afektivni poruchou (Olsson et al., 2010) ¢i schizofrenii (Plitman et al., 2017).

7.3. Koaplikace dizocilpinu

V této praci bylo zjisténo, ze aplikace dizocilpinu neméla signifikantni vliv na hodnoty
tryptofanu v mozkové tkani. Byl vSak zaznamenan signifikantni rozdil mezi davkami
dizocilpinu. Aplikace MK-801 o koncentraci 0,15 mg/kg, ne vSak 0,1 mg/kg, snizila
pomér hodnot KYN/KYNA 1 serotoninu v mozkové tkani, a také hladinu tryptofanu i
kortikosteronu v krevnim séru. Dale byl také zjiStén signifikantni efekt intraperitonedlni
aplikace fyziologického roztoku na zvySené hladiny tryptofanu v krevnim séru, avSak
snizené ve tkani levého hipokampu.

V behavioralnich testech se se vzristajici davkou dizocilpinu zvySovala i
hyperlokomoce zvifete reprezentovand v¢Etsi vzdélenosti urazenou v open fieldu,
signifikantné pro davku 0,15 mg/kg. Obé davky snizovaly anxiézni chovani, coz se
projevilo ve zvySeném poctu vstupii do otevienych ramen EPM a ze signifikantné vetsi
ochoty zvifat travit Cas v otevienych ramenech. Soucasné obé davky dizocilpinu
snizovaly tlekovou reakci v PPI, a tedy zplsobily naruSeni zpracovani informaci. Toto
zjisténi koresponduje 1 s naméfenymi vysledky v literatufe (Hoffman er al., 1993;
Johansson et al., 1995; Bast et al., 2000).

Pouze davka 0,15 mg/kg plsobila anxiolyticky, jelikoZ zvifata travila vice ¢asu
v otevienych ramenech oproti kontrolni skupiné. A také vykazovala zvySenou exploraci
objektil, coz bylo nejspise zpisobeno v disledku zvysené lokomocni aktivity.

Dale bylo zjisténo, Ze koaplikace MK-801 v davce 0,15 mg/kg zcela rusi behavioralni
projevy tryptofanové deplece.

Dle nami namétenych hodnot se pomér KYN/KYNA zd4 byt dependentni na
davce dizocilpinu, kdy byl tento pomér signifikantné snizen v tkani levého hipokampu,
tedy vychylen ve prospéch kyseliny kynureninové, po davce 0,15 mg/kg vice nez po
davce 0,1 mg/kg. Nase zjisténi koresponduji s vysledky prezentované ve studii, kde autofi
zjistili zvySenou expresi kynurenin aminotransferazy II v astrocytech po aplikaci MK-

801 (Obara-Michlewska et al., 2013). Vzhledem ktomu, ze je Kkynurenin
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aminotransferaza II katalyzatorem syntézy kyseliny kynureninové (Rossi et al., 2019), je
pravdépodobné, Ze je zodpovédna za jeji nami naméiené zvySené hodnoty v mozkové
tkani. Zptsob, jakym dizocilpin ovliviiuje expresi kynurenin aminotransferadzy II, neni
znam. Predpokladd se vSak regulace ptes interakci s NMDA receptory (Obara-
Michlewska et al., 2013).

Také hladiny serotoninu v mozkové tkéni se zdaji byt ovlivnéné aplikacnim
schématem dizocilpinu. Je znamo, ze kromé glutamatergniho a dopaminergniho systému
ovlivituje dizocilpin prave i systém serotonergni. Byly prokazany zvysené extracelularni
hladiny dopaminu, noradrenalinu 1 serotoninu Vv nucleus acumbens  po
intraperitonealni aplikaci dizocilpinu v davce 0,3 mg/kg (Yan et al., 1997). Oproti tomu
davka v koncentraci 0,1 mg/kg neméla na tyto neurotransmitery témét zadny vliv (Hatip-
Al-Khatib et al., 2001). S tim koresponduji i zji§téni v této praci a naznacuje to, ze se
zapojeni neuromodulacnich systémi, a tedy i vysledné biochemické a behavioralni
zmeény, li§i v zavislosti na davce dizocilpinu.

Nekompetitivni antagonisté NMDA receptort zaroven ptsobi i jako slabé blokatory
D2 dopaminergnich receptorti. Predpoklada se, ze mimo zvySeni extracelularniho
dopaminu plisobi tato mirna blokada D2 receptorli inhibi¢né 1 na 5- HT2a receptory, coz
by mohlo byt jednim z divodi zvySené extracelularni hladiny serotoninu po aplikaci
dizocilpinu (Lopez-Gil et al., 2009). Wedzony a kol. (1997) zjistili, Ze MK-801 v davce
0,4 mg/kg plisobi 1 na 5- HTa receptory v mozkové tkéni, a to up-regulacné. Soucasné
byl také prokazan efekt antagonistii 5- HT2a a agonistii 5- HT» receptord na zvysené
lokomo¢ni chovani, kdy kombinované ovlivnéni téchto receptort snizilo indukovanou
hyperlokomoci (Pockros et al., 2012). Tyto receptory jsou zapojeny i v regulaci
uzkostnych, depresivnich, spankovych i neuro-endokrinologickych procesii (van Oekelen
et al., 2003) a jsou ovlivnéné 1 pii depleci tryptofanu (Cahir et al., 2006, Franklin et al.,
2012). Rozdilnd modulace serotonergnich receptort, kterd se tedy zda byt také zavisla na
davce dizocilpinu, miize byt jednim z diivodi, pro¢ byl efekt akutni tryptofanové deplece
po nizkych davkach dizocilpinu stirdn a ne potencovan.

Mimo to, dostupné studie reflektuji potenciacni efekt na zvySené lokomocni

chovani po depleci serotoninu v mozkové tkani (Plataznik et al., 1997; Bubenikova et al.,
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2004; Adams et al., 2013), nikoli pouze po depleci tryptofanu. I ptesto, ze se po indukci
tryptofanové deplece signifikantné snizilo mnozstvi tryptofanu ve tkani levého
hipokampu, deplece serotoninu nebylo dosazeno. Je tedy pravdépodobné, Zze se na
potenciaci lokomoéniho chovani po aplikaci dizocilpinu superiorné podili ptimo deplece
serotoninu, ne vSak dal$i pfidatné mechanismy, které souviseji pouze s depleci
tryptofanu. A tedy model tryptofanové deplece spolu s koaplikaci dizocilpinu se zda byt
validni pouze v souvislosti s metodou akutni tryptofanové deplece s ptredchozim
hladovénim a za predpokladu, Ze se pii depleci dosahne signifikantni redukce serotoninu

v mozkové tkani.

7.4. Testovani farmak

Aplikace allopregnanolonu v davce 0,1 mg/kg v modelu akutni tryptofanové deplece
s koaplikaci dizocilpinu v dévce 0,15 mg/kg nevykdzala zménu zkoumanych
biochemickych parametri v mozkové tkani. Pouze se projevil vliv CDX, jehoz aplikace
zvySovala u kontrolni skupiny hladinu tryptofanu a snizovala pomér KYN/KYNA
v levém hipokampu. Déle bylo v krevnim séru po aplikaci allopregnanolonu reflektovano
zvySeni tryptofanu, ale hodnoty kortikosteronu zménény nebyly. Z behavioralnich
projevl se normalizovalo anxidzni chovani, v§ak bez signifikantniho vlivu na tlekovou
reakci, explora¢ni 1 hyperlokomoc¢ni chovani.

Vliv CDX, ktery byl pouzit jako komplexotvorné c¢inidlo pro rozpousténi
allopregnanolonu ve vodném roztoku, je mozné vysvétlit tim, Ze CDX obsahuje ve své
struktute cyklicky oligosacharid — cyklodextrin. Mechanismus efektu sacharidové slozky
nosn¢ho média je pravdépodobné podobny jako vySe popsany mechanismus vlivu
sacharidové slozky v dieté. Gluk6zou ovlivnéné vyplavovani inzulinu snizuje v krevni
plazm¢é hladiny neutralnich mastnych kyselin (Daniel et al., 1981; Markus, 2008;
Hoglund et al., 2019) a indukuje vychytavani neesterifikovanych mastnych kyselin. Diky
uvolnénému albuminu, ktery vaze tryptofan, se zvySuje 1 dostupnost tryptofanu pro CNS
(Badawy and Morgan, 1982; Fernstrom, 1983; Wurtman et al., 2003; Hoglund et al.,

2019), coz nasledné afektuje i metabolismus kynureninti (Davis and Liu, 2015).
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Ze by allopregnanolon zvySoval hladiny tryptofanu v krevni tkani potkant nebylo
doposud publikovéano. Avsak u pacientt, kteti trp€li neurodegenerativnim onemocnénim,
byl téZ zaznamenan vzestup plazmatickych hladin tryptofanu po podani allopregnanolonu
(Napoli et al., 2019). U zen s premenstruatnim syndromem byla sledovana opacna
zavislost, tedy vzestup plazmatickych hladin allopregnanolonu po aplikaci tryptofanu
(Rasgon et al., 2001). Napoli a kol. (2019) si tuto skutecnost vysvétluji plisobenim
allopregnanolonu na redukci oxidativniho stresu, ¢imz se snizuje i kyselina indol-3-
octova jakozto produkt mikrobialniho metabolismu tryptofanu (Roager and Licht, 2018).
A tedy, i pfesto, Ze neni dostatek diikazli o tom, Ze by allopregnanolon ovliviioval hladiny
plazmatického tryptofanu u zvitat, je interakce mezi témito latkami mozna.

To, ze aplikace allopregnanolonu neméla vliv na explora¢ni a hyperlokomoc¢ni
chovani, do jist¢ miry koresponduje s literaturou (Pelegrina et al., 2015). Také nami
zjisténé anxidzni chovani je v souladu s faktem, Ze allopregnanolon moduluje uzkostné
projevy (Finn et al., 2003; Strohle et al., 2003). Autofi vSak prezentuji anxiolyticky efekt
(Pelegrina et al., 2015) dany nejspiSe potenciaci GABAA receptort a inhibici NMDA
receptort (Korinek et al., 2011). O normalizaci ¢i zvySeni uzkostného chovani studie
nehovoii. I nase vysledky mirné normalizace prepulzni inhibice jsou kontroverzni ke
zjiSténim nékterych autorii. Bortolato a kol. (2008a) prokézali, Ze inhibitor enzymu 5a-
reduktazy, ktera se také ucastni syntézy allopregnanolonu, sniZil dopaninergnimi
receptory indukované naruSeni PPI, avSak na deficit PPI indukovany MK-801 vliv nemél.
Také u mysi, které mély naruSenou expresi enzymu Sa-reduktazy typu I, nebylo
reflektovano naruseni prepulzni inhibice po podani agonisty D1 receptori a po podani
allopregnanolonu byl opét patrny deficit v PPI (Mosher et al., 2019). To naznacuje, ze
efekt normalizace anxidozniho chovani ani mirnd modulace tlekové reakce po podani
allopregnanolonu ziejm¢ nejsou dany regulaci DI, GABAa ani inhibici NMDA
receptord. Bylo prokazano, zZe je allopregnanolon i antagonistou 5-TH3 receptoru (Wetzel
et al., 1998). Aktivace tohoto receptoru se, mimo jiné, uplatiluje pii stavech
psychotickych, uzkostnych 1 kognitivnich (Fozard, 1984; Greenshaw, 1993) Bylo také
zjisténo, Ze antagonisté 5-TH3 maji anxiolyticky efekt (Kurhe et al., 2014). Blokada 5-

TH3 pravdépodobné zvysuje hladinu serotoninu na synapsi a ten se tak vaze na dalsi
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receptory (Rajkumar and Mahesh, 2010). Role serotoninovych receptorti je znama jak
v modulaci uzkostného chovani (Zmudzka et al., 2018), tak i v modulaci PPI (Sipes and
Geyer, 1994). S ohledem na ptfitomnost deplece tryptofanu, ktera také reguluje nékteré
serotoninové receptory (Cabhir et al., 2006, Franklin et al., 2012), by allopregnanolon
mohl normalizovat uzkostné chovani a castecné i1 tulekovou reakci primarné via
serotonergni systém.

Aplikace takrinu byla bez efektu na zkoumané biochemické parametry jak
v mozkové tkani, tak i v krevnim séru. Projevil se vSak vliv fyziologického roztoku, jehoz
aplikace snizovala hladinu tryptofanu v krevnim séru a hodnoty serotoninu i pomér
KYN/KYNA v levém hipokampu. Vliv fyziologického roztoku neni ptekvapivy, jelikoz
jeho intraperitonedlni aplikace plsobi na zvife jako stresor (Meijer 2005; Pereira-
Figueiredo et al., 2015) a je znadmo, Ze stresovd odpovéd’ organismu vychyluje
metabolismus kynurenint (Hiifner ef al., 2020; Li et al., 2020).

Z behavioralnich projevii se mirn€ snizilo hyperlokomoc¢ni chovéani spolu
s tlekovou reakci. Normalizovalo se anxi6zni chovani, avSak bez vlivu na explorac¢ni
chovani. Tato zjiSténi do jisté miry koresponduji s literaturou. Autoti po aplikaci takrinu
¢i nekterych jeho derivatii pozorovali sniZzené lokomocni chovani (Pan ef al., 2007; Pan
et al., 2009; Kaniakova et al., 2018), stejné tak byla pozorovana i zvySena anxieta a
depresivni chovani po inhibici acetylcholinesterazy (Mineur ef al., 2013; Suarez-Lopez
2019; Giacomini et al., 2020). V tUcincich takrinu zfeyjmé hraje roli také zapojeni
serotonergniho systému, konkrétné¢ SHT2a a 5-HT2c (Mehta et al., 2005). Literatura také
udava, ze takrin zvySuje hladinu serotoninu v mozkové tkani (Gibson et al., 1988;
Robinson et al., 1989; Mehta et al., 2005), zatimco hodnoty dopaminu neméni ani velké
davky takrinu (Mehta et al., 2005). Nami zjisténé behavioralni efekty po aplikaci takrinu
by tedy mohly byt vysvétleny podobné jako u allopregnanolonu, tedy ptisobenim ptes

serotonergni systém.
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7.5. Validita modelu

Animalni model tryptofanové deplece je n€kterymi autory oznaCovan jako model deprese
¢1 depresivnich stavii (Booij ef al., 2005; Franklin et al., 2012). Pokud vezmeme v Gvahu
kritéria hodnoceni validity modelu, kterd navrhuji Lipska a Weinberger (2000), tedy
validitu homologickou, patologickou, mechanistickou, ,,face* validitu i prediktivni
validitu a aplikujeme je na model tryptofanové deplece i na model tryptofanové deplece
s koaplikaci MK-801, musime konstatovat, Ze ne vSechna kritéria jsou splnéna.

Z hlediska homologické validity je kmen potkani Wistar vhodny pro replikaci
depresivnich, uzkostnych i psychotickych onemocnéni. Byly ovSem zaznamenany
mezikmenové rozdily (Jans et al., 2010). V ramci patologické validity je naruseni
metabolismu serotoninu jednou z pfi¢in depresivnich, uzkostnych i1 psychotickych
onemocnéni (Pourhamzeh et al., 2021). Dietetickd deplece tryptofanu se zda byt
dostateCnou manipulaci na to, aby organismus odpovidal nékterym patologickym
charakteristikdm, které pozorujeme u danych onemocnéni. Také mechanicka validita
odpovida skutecnosti, ze biologické mechanismy po indukci tryptofanové deplece plisobi
stejn€ u Cloveka (Young, 2013) i1 potkana (van Donkelaar ef al., 2011) a je jednim ze
zakladu téchto onemocnéni (Sandyk, 1992; Modoux et al., 2020). Ovsem ,,face* validita
modelu je vzhledem k rozporuplnym behaviordlnim (Blokland et al., 2002; Petrasek and
Stuchlik, 2009; Jans et al., 2010) a biochemickym (Fadda et al., 2000; Blokland et al.,
2002; Bubenikova et al., 2004; Lieben et al., 2004; Cahir et al., 2007; Jans et al., 2009;
Petrasek and Stuchlik, 2009; Jans et al., 2010; Franklin et al., 2012) vysledkim, které se
li$i dle naSich namétfenych dat 1 napfic studiemi, nedostatecnd. Stejné tak je mozné vnimat
model i z hlediska prediktivni validity, jelikoZ nékteré G¢inky allopregnanolonu i takrinu
byly castecné v rozporu s klinickou praxi pii 1é€bé depresivnich, uUzkostnych a
psychotickych onemocnéni (Wagstaff and McTavish, 1994; Pinna, 2020).

Vzhledem k tomu, nedojde-li danou metodou k signifikantni redukci serotoninu
v mozkové tkani a signifikantnim behavioradlnim projeviim, m¢l by byt animalni model
tryptofanové deplece interpretovan a prezentovan s vyhradami a respektem k limitacim

metody.
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8. Zavér

V této praci bylo zjisténo, ze akutni tryptofanova deplece s pfedchozim hladovénim
snizuje lokomoc¢ni aktivitu a zvySuje anxietu u potkanti, aniz by ovlivnila hladiny
serotoninu v tkani levého hipokampu. Za hlavnimi behaviordlnimi projevy tryptofanové
deplece tedy ziejmé nestaly snizené hodnoty serotoninu, ale pravdépodobné naruseni
aktivity NOS, ktera je pfimo zavisla na dostupnosti tryptofanu, ne vSak serotoninu.
Koaplikace nizkych davek MK-801 nezvySovala, ale zvratila behavioralni dopady
deplece tryptofanu. Je tedy mozné, ze k potenciaci efektu dizocilpinu je nutné redukce
serotoninu v mozkové tkani. A konecné, testovana farmaka, allopregnanolon a takrin, ob&
normalizovala izkostné chovani, v§ak na ulekovou reakci ani lokomoci signifikantni vliv
neméla. Uginek t&chto farmak mohl byt modulovan v disledku zmén vyvolanymi depleci
tryptofanu.

Na zavér se nabizi otazka, zda je metoda dietetické tryptofanové deplece viibec
vhodné k dal§imu vytvafeni animalnich modeld. Podivame-li se na tuto metodu stfizlivym
pohledem, je zfejmé, Ze je zde mnoho proménnych, které ji limituji. Faktem ovSem
zustava, ze byt metoda mnohdy nepfinasi konzistentni biochemické ani behavioralni
vysledky, je stale pomérné neinvazivni, nendro¢na vici zvifecim i lidskym subjektiim a
v kontrastu naptiklad s genetickymi modely také pomérné ekonomicka. Jsou to prave tyto
aspekty, jez metodu tryptofanové deplece vyrazné benefituji, a oproti ostatnim metodam
jina poli védy €ini nepostradatelnou. ZjiSténi zde prezentovana jsou hodnotna pfedevsim
pro rozvoj této metody. Diilezitost predkladané prace vSak tkvi nejen v tom, ze by mohla
pfispét k dal§imu zdokonaleni metody tryptofanové deplece, ale také by mohla zlepsit
validitu animalnich modeli postavenych na podkladu deplece tryptofanu. Zaroven otevira
prostor pro mySlenku pouZit tento animalni model pro testovani dalSich farmak, ktera by
mohla cilit na regulaci NOS, a tim pfispét k 1é€bé neuropsychiatrickych poruch a

onemocnéni.

-05 -



9. Literatura

Adams, W. K., Halberstadt, A. L. and van den Buuse, M. (2013) Hippocampal serotonin
depletion unmasks differences in the hyperlocomotor effects of phencyclidine and MK-

801: quantitative versus qualitative analyses. Frontiers in pharmacology, 4: 1 —11.

Airhart, M. J., Lee, D. H., Wilson, T. D., Miller, B. E., Miller, M. N., Skalko, R. G. and
Monaco, P. J. (2012) Adverse effects of serotonin depletion in developing
zebrafish. Neurotoxicology and teratology, 34: 152—-160.

Albert, A. and Gledhill, W. (1945) Improved synthesis of aminoacridines V. Substituted
5-aminoacridines. Journal of the Society of Chemical Industry, 64: 169—172.

Alderton, W. K., Cooper, C. E. and Knowles, R. G. (2001) Nitric oxide synthases:

structure, function and inhibition. Biochemical Journal, 357: 593-615.

Alonso, A., Merchan, P., Sandoval, J. E., Sanchez-Arrones, L., Garcia-Cazorla, A.
Artuch, R., Ferran, J. L., Martinez-de-la-Torre, M. and Puelles, L. (2013) Development
of the serotonergic cells in murine raphe nuclei and their relations with rhombomeric

domains. Brain Structure Function, 218: 1229 —1277.

Ameen-Ali, K. E., Easton, A. and Eacott, M. J. (2015) Moving beyond standard
procedures to assess spontaneous recognition memory. Neuroscience and biobehavioral

reviews, 53: 37-51.

Antunes, M. and Biala, G. (2012) The novel object recognition memory: neurobiology,

test procedure, and its modifications. Cognitive Processing, 13: 93—110.

Armbruster, H., Vetter, W., Beckerhoff, R., Nussberger, J., Vetter, H. and Siegenthaler,
W. (1975) Diurnal variations of plasma aldosterone in supine man: relationship to plasma

renin activity and plasma cortisol. Acta endocrinologica, 80: 95-103.

-906 -



Badawy, A. A. and Morgan, C. J. (1982) Tryptophan and tryptophan pyrrolase in haem
regulation. The role of lipolysis and direct displacement of serum-protein-bound
tryptophan in the opposite effects of administration of endotoxin, morphine, palmitate,
salicylate and theophylline on rat liver 5-aminolaevulinate synthase activity and the haem

saturation of tryptophan pyrrolase. Biochemical Journal, 206: 451-460.

Baker, D. H. (2005) Comparative nutrition and metabolism: explication of open questions
with emphasis on protein and amino acids. Proceedings of the National Academy of
Sciences (Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of

America), 102: 17897-17902.

Bali, A. and Jaggi, A. S. (2014) Multifunctional aspects of allopregnanolone in stress and
related disorders. Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biological Psychiatry, 48:
64-78.

Bartus, R. T., Dean, R. L., Beer, B. and Lippa, A. S. (1982) The cholinergic hypothesis
of geriatric memory dysfunction. Science, 217: 408—414.

Bashkatova, V. G., Bogdanova, N. G., Alexeeva, E.V., Nazarova, G. A. and Sudakov, S.
K. (2020) Peculiarities of influence of NO-synthase inhibitors on behavioral parameters

of rats. I.P. Pavlov Russian Medical Biological Herald, 28: 275 —282.

Bast, T., Zhang, W., Feldon, J. and White, I. M. (2000) Effects of MK&801 and
neuroleptics on prepulse inhibition: re-examination in two strains of rats. Pharmacology,

Biochemistry and Behavior, 67: 647—-658.

Baulieu, E. E. (1998) Neurosteroids: a novel function of the brain.

Psychoneuroendocrinology, 23: 963 —987.

Berger, M., Gray, J. A. and Roth, B. L. (2009) The expanded biology of serotonin. Annual
Review of Medicine, 60: 355 -366.

-907 -



Bielavsky, J. (1977) Analogues of 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroacridine. Collection of
Czechoslovak Chemical Communications, 42: 2802 —2808.

Biggio, G., Fadda, F., Fanni, P., Tagliamonte, A., and Gessa, G. L. (1974) Rapid depletion
of serum tryptophan, brain tryptophan, serotonin and 5-hydroxyindoleacetic acid by a
tryptophan-free diet. Life Sciences, 14: 1321-1329.

Birch, P. J., Grossman, C. J. and Hayes, A. G. (1988a) Kynurenate and FG9041 have both
competitive and non-competitive antagonist actions at excitatory amino acid receptors.

European Journal of Pharmacology, 151: 313-315.

Birch, P. J., Grossman, C. J. and Hayes, A. G. (1988b) Kynurenic acid antagonises
responses to NMDA via an action at the strychnine-insensitive glycine receptor.

European Journal of Pharmacology, 154: 85-87.

Blokland, A., Lieben, C. K. J. and Deutz, N. E. P. (2002) Anxiogenic and depressive-like
effects, but no cognitive deficits, after repeated moderate tryptophan depletion in the rat.

Journal of Psychofarmacology, 16: 39 —49.

Booij, L., van der Does, A. J., Haffmans, P. M., Spinhoven, P. and McNally, R. J. (2005)
Acute tryptophan depletion as a model of depressive relapse: behavioural specificity and
ethical considerations. The British journal of psychiatry: the journal of mental

science, 187: 148—-154.

Bortolato, M., Frau, R., Orru, M., Bourov, Y., Marrosu, F., Mereu, G., Devoto, P. and
Gessa, G. L. (2008a) Antipsychotic-Like Properties of 5-o0-Reductase
Inhibitors. Neuropsychopharmacology, 33: 3146-3156.

Bortolato, M., Frau, R., Orru, M., Collu, M., Mereu, G., Carta, M., Fadda, F. and
Stancampiano, R. (2008b) Effects of tryptophan deficiency on prepulse inhibition of the
acoustic startle in rats. Psychopharmacology 198: 191-200.

-08 -



Bubenikova, V., Horacek, J., Kozeny, J., Platilova, V., Zavésicka, L., Palenicek, T. and
Hoschl, C. (2004) The effect of tryptophan depletion on the action of haloperidol in MK-
801-treated rats. European journal of pharmacology, 502: 1 -2, 109— 116.

Cabhir, M., Ardis, T. and Reynolds G. P. (2007) Acute and chronic tryptophan depletion
differentially regulate central 5-HT1A and 5-HT2A receptor binding in the rat.
Psychofarmacology, 190: 497— 506.

Cervenka, 1., Agudelo, L. Z. and Ruas, J. L. (2017) Kynurenines: Tryptophan’s

metabolites in exercise, inflammation, and mental health. Science, 357: 1- 10.

Cohen, S. J. and Stackman, R. W., Jr. (2015) Assessing rodent hippocampal
involvement in the novel object recognition task. A review. Behavioural brain

research, 285: 105-117.

Compagnone, N. A. and Mellon, S. H. (2000) Neurosteroids: biosynthesis and function

of these novel neuromodulators. Frontiers in Neuroendocrinology, 21: 1— 56.

Concu, A., Fadda, F., Blanco, S., Congia, S. and Lostia, M. (1977) Mental changes
induced by the oral administration of tryptophan-free amino acid mixtures in man. IRCS

Medical Science, 5: 520.

Cooke, H. J. and Christofi, F. L. (2006) Enteric neural regulation of mucosal secretion.
In: Physiology of the Gastrointestinal Tract, L. R. Johnson (ed.), Academic Press, New
York, USA, pp. 737-762.

Crane, B. R., Arvai, A. S., Ghosh, D. K., Wu, C., Getzoff, E. D., Stuehr, D. J. and Tainer,
J. A. (1998) Structure of nitric oxide synthase oxygenase dimer with pterin and

substrate. Science, 279: 2121-2126.

Crismon, M. L. (1994) Tacrine: first drug approved for Alzheimer's disease. The Annals
of pharmacotherapy, 28: 744-751.

-90 .



Dahlstrom, A. and Fuxe, K. (1964) Evidence for the existence of monoamine-containing

neurons in the central nervous system. Acta Physiologica Scandinavica, 62: 1-55.

Daly, E., Ecker, C., Hallahan, B., Deeley, Q., Craig, M., Murphy, C., Johnston, P., Spain,
D., Gillan, N., Gudbrandsen, M., Brammer, M., Giampietro, V., Lamar, M., Page, L.,
Toal, F., Schmitz, N., Cleare, A., Robertson, D., Rubia, K. and Murphy, D. G. (2014)
Response inhibition and serotonin in autism: a functional MRI study using acute

tryptophan depletion. Brain: a journal of neurology, 137: 2600-2610.

Daniel, P. M., Love, E. R., Moorhouse, S. R. and Pratt, O. E. (1981) The effect of insulin
upon the influx of tryptophan into the brain of the rabbit. The Journal of Physiology, 312:
551-62.

Daniell, L. C. (1990) The noncompetitive N-methyl-D-aspartate antagonists, MK-801,
phencyclidine and ketamine, increase the potency of general anesthetics. Pharmacology,

biochemistry, and behavior, 36: 111-115.

Dantzer, R. (2017) Role of the Kynurenine Metabolism Pathway in Inflammation-
Induced Depression: Preclinical ~Approaches. Current topics in  behavioral

neurosciences, 31: 117-138.

Davis, 1. and Liu, A. (2015) What is the tryptophan kynurenine pathway and why is it

important to neurotherapeutics? Expert review of neurotherapeutics, 15: 719-721.

Denninger, J. K., Smith, B. M. and Kirby, E. D. (2018) Novel Object Recognition and
Object Location Behavioral Testing in Mice on a Budget. Journal of visualized

experiments, 141: 1— 10.

Diniz, D. M., Calabrese, F., Brivio, P., Riva, M. A., Grandjean, J. and Homberg, J. R.
(2021) BDNF Overexpression in the Ventral Hippocampus Promotes Antidepressant- and

- 100 -



Anxiolytic-Like Activity in Serotonin Transporter Knockout Rats. International Journal

of Molecular Sciences, 22: 1- 20.

Eichenbaum, G., Damsch, S., Looszova, A., Vandenberghe, J., van den Bulck, K., Roels,
K., Megens, A., Knight, E., Hillsamer, V., Feyen, B., Kelley, M. F., Tonelli, A., and
Lammens, L. (2011) Impact of gavage dosing procedure and gastric content on adverse
respiratory effects and mortality in rat toxicity studies. Journal of applied toxicology, 31:

342-354.

Ellinger, A. and Flamand, C. (1908) Uber syntetisch gewonnes tryptophan und einige
seiner derivate. Hoppe-Selye’s Z Physiol Chemistry, 55: 8§-24.

Ellison, G. D. and Bresler, D. E. (1974) Tests of Emotional Behavior in Rats following
Depletion of Norepinephrine, of Serotonin, or of Both. Psychopharmacologia, 34: 275—
288.

Ennaceur, A. and Delacour, J. (1988) A new one-trial test for neurobiological studies of

memory in rats. 1: Behavioral data. Behavioural Brain Research, 31: 47-59.

Fadda, F., Cocco, S. and Stancampiano, R. (2000) A physiological method to selectively

decrease brain serotonin release. B, 5: 219-222.

Fantini, S., Sassaroli, A., Tgavalekos, K. T. and Kornbluth, J. (2016) Cerebral blood flow
and autoregulation: current measurement techniques and prospects for noninvasive

optical methods. Neurophotonics, 3: 1—32.

Farhan, M., Rafiq, H. and Rafi, H. (2015) Anxiolytic profile of tryptophan as monitored
following repeated administration in male rats. Pakistan Journal of Biochemistry and

Molecular Biology, 48: 74— 78.

- 101 -



Felten, D. L., Sladek Jr., J. R. (1983) Monoamine distribution in primate brain V.
Monoaminergic nuclei: anatomy, pathways and local organization. Brain Research

Bulletin, 10: 171-284.

Fernando, A. B., and Robbins, T. W. (2011) Animal models of neuropsychiatric

disorders. Annual review of clinical psychology, 7: 39-61.

Fernstrom, J. D. (1983) Role of precursor availability in control of monoamine

biosynthesis in brain. Physiological Reviews, 63: 484— 546.

Fernstrom, J. D. and Wurtman, R. J. (1971) Brain serotonin content: physiological

dependence on plasma tryptophan levels. Science, 173: 149-152.

Finn, D. A., Roberts, A. J., Long, S., Tanchuck, M. and Phillips, T. J. (2003) Neurosteroid
consumption has anxiolytic effects in mice. Pharmacology, Biochemistry and Behavior,

76: 451—-462.

Forestiero, D., Manfrim, C. M., Guimaraes, F. S. and de Oliveira, R. M. (2006)
Anxiolytic-like effects induced by nitric oxide synthase inhibitors microinjected into the

medial amygdala of rats. Psychopharmacology, 184: 166— 172.

Forstermann, U. and Sessa, W. C. (2012) Nitric oxide synthases: regulation and

function. European heart journal, 33: 829-837.

Fozard, J. R. (1984) MDL 72222: a potent and highly selective antagonist at neuronal 5-
hydroxytryptamine receptors. Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology, 326:
36— 44.

Franklin, M., Bermudez, 1., Murck, H., Singewald, N., and Gaburro, S. (2012) Sub-
chronic dietary tryptophan depletion-an animal model of depression with improved face

and good construct validity. Journal of psychiatric research, 46: 239-247.

- 102 -



Fukui, S., Schwarcz, R., Rapoport, S. 1., Takada, Y. and Smith, Q. R. (1991) Blood-brain
barrier transport of kynurenines: implications for brain synthesis and metabolism. Journal

of Neurochemistry, 56: 2007-2017.

Fiilling, C., Dinan, T. G., and Cryan, J. F. (2019) Gut Microbe to Brain Signaling: What
Happens in Vagus.... Neuron, 101: 998-1002.

Funder, J. W. (2017) Aldosterone and Mineralocorticoid Receptors-Physiology and

Pathophysiology. International journal of molecular sciences, 18: 1-9.

Geyer, M. A. and Moghaddam, B. (2002) Animal models relevant to schizophrenia
disorders. In: Neuropsychopharmacology: The Fifth Generation of Progress, Kenneth L.
Davis, Dennis Charney, Joseph T. Coyle and Charles Nemeroff (ed.), Lippincott,
Williams, & Wilkins, Philadelphia, Pennsylvania, USA, pp. 689-701.

Giacomini, A. C., Bueno, B. W., Marcon, L., Scolari, N., Genario, R., Demin, K. A.,
Kolesnikova, T. O., Kalueff, A. V. and de Abreu, M. S. (2020) An acetylcholinesterase
inhibitor, donepezil, increases anxiety and cortisol levels in adult zebrafish. Journal of

Psychopharmacology, 34: 1449-1456.

Gibson, G. E. and Manger, T. (1988) Changes in cytosolic free calcium with 1,2,3,4-
tetrahydro-5-aminoacridine, 4-aminopyridine and 3,4- diaminopyridine. Biochemical

Pharmacology, 37: 4191-4196.

Gillet, G., Ammor, S. and Fillion, G. (1985) Serotonin inhibits acetylcholine release from
rat striatum slices: evidence for a presynaptic receptor-mediated effect. Journal of

neurochemistry, 45: 1687—-1691.

Golightly, K. L., Lloyd, J. A., Hobson, J. E., Gallagher, P., Mercer, G. and Young, A. H.

(2001) Acute tryptophan depletion in schizophrenia. Psychological Medicine, 31: 75-84.
- 103 -



Gostner, J. M., Geisler, S., Stonig, M., Mair, L., Sperner-Unterweger, B. and Fuchs, D.
(2020) Tryptophan Metabolism and Related Pathways in Psychoneuroimmunology: The
Impact of Nutrition and Lifestyle. Neuropsychobiology, 79: 89—99.

Green, A. R. and Curzon, G. (1968) Decrease of 5-hydroxytryptamine in the brain
provoked by hydrocortisone and its prevention by allopurinol. Nature, 220: 1095-1097.

Greenshaw, A. J. (1993) Behavioural pharmacology of 5-HT3 receptor antagonists: a
critical update on therapeutic potential. Trends in Pharmacological Sciences, 14: 265—

270.

Han, Q., Cai, T., Tagle, D. A. and Li, J. (2010) Structure, expression, and function of
kynurenine aminotransferases in human and rodent brains. Cellular and Molecular Life

Sciences, 67: 353— 368.

Harrison, N. L. and Simmonds, M. A. (1984) Modulation of the GABA receptor complex
by a steroid anaesthetic. Brain Research, 323: 287— 292.

Hatip-Al-Khatib, 1., Mishima, K., Iwasaki, K. and Fujiwara, M. (2001) Microdialysates
of amines and metabolites from core nucleus accumbens of freely moving rats are altered

by dizocilpine. Brain Research, 902: 108—118.

Henry, Y., Colle’aux, Y., Ganier, P., Saligaut, A. and Je'go, P. (1992) Interactive effects
of dietary levels of tryptophan and protein on voluntary feed intake and growth
performance in pigs, in relation to plasma free amino acids and hypothalamic serotonin.

Journal of Animal Science, 70: 1873-1887.

- 104 -



Henry, Y., Seve, B., Mounier, A. and Ganier, P. (1996) Growth performance and brain
neurotransmitters in pigs as affected by tryptophan, protein, and sex. Journal of Animal

Science, 74: 2700-2710.

Hoffman, D. C., Donovan, H. and Cassella, J. V. (1993) The effects of haloperidol and
clozapine on the disruption of sensorimotor gating induced by the noncompetitive

glutamate antagonist MK-801. Psychopharmacology, 111: 339— 344,

Hoglund, E., Overli, @. and Winberg, S. (2019) Tryptophan Metabolic Pathways and
Brain Serotonergic Activity: A Comparative Review. Frontiers in endocrinology, 10: 1—

11.

Hopkins, F. G and Cole, S. W. (1901) A contribution to the chemistry of proteids: Part 1.
A preliminary study of a hitherto undescribed product of tryptic digestion. The Journal of
Physiology, 27: 418-28.

Horak, M., Holubova, K., Nepovimova, E., Krusek, J., Kaniakova, M., Korabecny, J.,
Vyklicky, L., Kuca, K., Stuchlik, A., Ricny, J., Vales, K. and Soukup, O. (2017) The
pharmacology of tacrine at N-methyl-d-aspartate receptors. Progress in Neuro-

Psychopharmacology & Biological Psychiatry, 75: 54— 62.

Hoyer, D., Clarke, D. E., Fozard, J. R., Hartig, P. R., Martin, G. R., Mylecharane, E. J.,
Saxena, P. R., and Humphrey, P. P. (1994) International Union of Pharmacology
classification of receptors for S5-hydroxytryptamine (Serotonin). Pharmacological

reviews, 46: 157-203.

Huang, P. L. (2003) Endothelial nitric oxide synthase and endothelial
dysfunction. Current hypertension reports, 5: 473—480.

Hiifner, K., Galffy, M., Egeter, J., Giesinger, J. M., Arnhard, K., Oberacher, H., Gostner,
J. M., Fuchs, D. and Sperner-Unterweger, B. (2020) Acute and Chronic Mental Stress
Both Influence Levels of Neurotransmitter Precursor Amino Acids and Derived Biogenic

Amines. Brain sciences, 10: 1-12.
- 105 -



Hughes, J. H., Gallagher, P., Stewart, M. E., Matthews, D., Kelly, T. P. and Young, A.
H. (2003) The effects of acute tryptophan depletion on neuropsychological function. J.
hypothalamus. Neuroscience, 62: 265-271.

Chartoff, E. H., Heusner, C. L. and Palmiter, R. D. (2005) Dopamine is not required for
the hyperlocomotor response to NMDA receptor
antagonists. Neuropsychopharmacology: official publication of the American College of

Neuropsychopharmacology, 30: 1324-1333.

Chen, C. Q., Fichna, J., Bashashati, M., Li, Y. Y. and Storr, M. (2011) Distribution,
function and physiological role of melatonin in the lower gut. World journal of

gastroenterology, 17: 3888-3898.

Chiarugi, A., Rovida, E., Dello Sbarba, P. and Moroni, F. (2003) Tryptophan availability
selectively limits NO-synthase induction in macrophages. Journal of leukocyte

biology, 73: 172—-177.

Chobot, V., Hadacek, F., Weckwerth, W., and Kubicova, L. (2015) Iron chelation and
redox chemistry of anthranilic acid and 3-hydroxyanthranilic acid: A comparison of two
structurally related kynurenine pathway metabolites to obtain improved insights into their

potential role in neurological disease development. Journal of organometallic chemistry,

782:103-110.

Chojnacka-Wojcik, E., Klodzinska, A. and Pilc, A. (2001) Glutamate receptor ligands as

anxiolytics. Current Opinion in Investigational Drugs, 2: 1112—-1119.

Christmas, D. M., Potokar, J. and Davies, S. J. (2011) A biological pathway linking
inflammation and depression: activation of indoleamine 2,3-

dioxygenase. Neuropsychiatric disease and treatment, 7: 431-439.

Christofi, F. L. (2008) Purinergic receptors and gastrointestinal secretomotor function.

Purinergic Signal, 4: 213-236.
- 106 -



Izquierdo, A., Carlos, K., Ostrander, S., Rodriguez, D., McCall-Craddolph, A., Yagnik,
G. and Zhou, F. (2012) Impaired reward learning and intact motivation after serotonin

depletion in rats. Behavioural Brain Research, 233: 494-499.

Jacobs, B. L. and Azmitia, E. C. (1992) Structure and Function of the Brain Serotonin

System. Physiological Reviews, 72: 165-215.

Jans, L. A. W., Korte-Bouws, G. A. H., Korte, S. M. and Blokland, A. (2010) The effects
of acute tryptophan depletion on affective behaviour and cognition in Brown Norway and

Sprague Dawley rats. Journal of Psychopharmacology, 24: 605-614.

Jans, L. A. W., Lieben, C. K. J., Smits, L. T. and Blokland, A. (2009) Pharmacokinetics
of acute tryptophan depletion using a gelatin-based protein in male and female Wistar

rats. Amino Acids, 37: 349-357.

Jefferson, B., Laine, A., Le Clech, P., Diaper, C., Carter, B. and Judd, S. (2001) Serotonin
depletion attenuates cocaine seeking but enhances sucrose seeking and the effects of
cocaine priming on reinstatement of cocaine seeking in rats. Psychopharmacology, 157:

340-348.

Jenkins, T. A., Elliott, J. J., Ardis, T. C., Cahir, M., Reynolds, G. P., Bell, R. and Cooper,
S.J.(2010) Tryptophan depletion impairs object-recognition memory in the rat: Reversal
by risperidone. Behavioural Brain Research, 208: 479483.

Johansson, C., Jackson, D. M., Zhang, J. and Svensson, L. (1995) Prepulse inhibition of
acoustic startle, a measure of sensorimotor gating: effects of antipsychotics and other

agents in rats. Pharmacology, Biochemistry and Behavior, 52: 649-654.

Kaidanovich-Beilin, O., Cha, D. S., and MclIntyre, R. S. (2012) Crosstalk between
metabolic and neuropsychiatric disorders. F1000 biology reports, 4: 1-10.

- 107 -



Kaniakova, M., Kleteckova, L., Lichnerova, K., Holubova, K., Skrenkova, K., Korinek,
M., Krusek, J., Smejkalova, T., Korabecny, J., Vales, K., Soukup, O. and Horak, M.
(2018) 7-Methoxyderivative of tacrine is a ‘foot-in-the-door’ open-channel blocker of
GluN1/GluN2 and GluN1/GluN3 NMDA receptors with neuroprotective activity in
vivo. Neuropharmacology, 140: 217-232.

Karu, N., McKercher, C., Nichols, D. S., Davies, N., Shellie, R. A., Hilder, E. F. and Jose,
M. D. (2016) Tryptophan metabolism, its relation to inflammation and stress markers and
association with psychological and cognitive functioning: Tasmanian Chronic Kidney

Disease pilot study. BMC nephrology, 17: 1-13.

Kaye, W. H., Barbarich, N. C., Putnam, K., Gendall, K. A., Fernstrom, J., Fernstrom, M.,
McConaha, C. W. and Kishore, A. (2003) Anxiolytic effects of acute tryptophan depletion

in anorexia nervosa. International Journal of Eating Disorders, 33: 257-267.

Kaye, W. H., Gendall, K. A., Fernstrom, M. H., Fernstrom, J. D., McConaha, C. W. and
Weltzin, T. E. (2000) Effects of acute tryptophan depletion on mood in bulimia nervosa.
Biological Psychiatry, 47: 151-157.

Kerr, Ch. W. (1994) The Serotonin Theory of Depression. Jefferson Journal of Psychiatry,
12: 3—14.

Khisti, R. T., Chopde, C. T. and Jain, S. P. (2000) Antidepressant-like effect of the
neurosteroid 3alphahydroxy-5alpha-pregnan-20-one in mice forced swim test.

Pharmacology, Biochemistry and Behavior, 67: 137-143.

Kim, Y., Jang, Y. N., Kim, J. Y., Kim, N., Noh, S., Kim, H., Queenan, B. N., Bellmore,
R., Mun, J. Y., Park, H., Rah, J. C., Pak, D. T. S. and Lee, K. J. (2020) Microtubule-
associated protein 2 mediates induction of long-term potentiation in hippocampal

neurons. The FASEB Journal., 34: 6965-6983.

- 108 -



Kinlein, S. A., Wilson, C. D. and Karatsoreos, I. N. (2015) Dysregulated hypothalamic-
pituitary-adrenal axis function contributes to altered endocrine and neurobehavioral

responses to acute stress. Frontiers in Psychiatry 6: 1-9.

Koek, W., Woods, J. H. and Winger, G. D. (1988) MK-801, a Proposed Noncompetitive
Antagonist of Excitatory Amino Acid Neurotransmission, Produces Phencyclidine-like
Behavioral Effects in Pigeons, Rats and Rhesus Monkeys. The Journal of Pharmacology
and Experimental Therapeutics, 245: 969-974.

Konakchieva, R., Mitev, Y., Almeida, O. F. and Patchev, V. K. (1997) Chronic melatonin
treatment and the hypothalamo-pituitary-adrenal axis in the rat: attenuation of the
secretory response to stress and effects on hypothalamic neuropeptide content and

release. Biology of the cell, 89: 587-596.

Korinek, M., Kapras, V., Vyklicky, V., Adamusova, E., Borovska, J., Vales, K., Stuchlik,
A., Horak, M., Chodounska, H. and Vyklicky Jr. L. (2011) Neurosteroid modulation of

N-methyl-Daspartate receptors: molecular mechanism and behavioral effects. Steroids,

76: 1409-1418.

Kumar, N., Budania, N., Mondal, A., Tafseer, S., Ahuja, S. and Bhardwaj, V. (2018)
Effect of dizocilpine (MK-801) on the working memory of rats on a three-panel runway

apparatus. International journal of basic and clinical pharmacology, 7: 2373-2377.

Kurhe, Y. V., Radhakrishnan, M., Thangaraj, D. and Gupta, D. (2014) Anti-anxiety effect
of a novel 5-HTs receptor antagonist N-(benzo[d]thiazol-2-yl)-3-ethoxyquinoxalin-2-
carboxamide (6k) using battery tests for anxiety in mice. Indian journal of

pharmacology, 46: 100—-104.

Larkin, P. B., Sathyasaikumar, K. V., Notarangelo, F.M., Funakoshi, H., Nakamura, T.,
Schwarcz, R. and Muchowski, P. J. (2016) Tryptophan 2,3-dioxygenase and indoleamine

2,3-dioxygenase 1 make separate, tissue-specific contributions to basal and

- 109 -



inflammation-induced kynurenine pathway metabolism in mice. Biochim Biophys Acta.,

1860: 2345-2354.

Lavelle, E. C., Murphy, C., O'Neill, L. A. and Creagh, E. M. (2010) The role of TLRs,
NLRs, and RLRs in mucosal innate immunity and homeostasis. Mucosal Immunol., 3:

17-28.

Le Floc’h, N., Otten, W. and Merlot, E. (2010) Tryptophan metabolism, from nutrition to
potential therapeutic applications. Amino Acids, 41, 1195-1205.

Lesch, K. P. and Mossner, R. (1998) Genetically driven variation in serotonin uptake: is
there a link to affective spectrum, neurodevelopmental, and neurodegenerative disorders?

Biol Psychiatry, 44: 179-192.

Lesch, K. P. and Waider, J. (2012) Serotonin in the modulation of neural plasticity and

networks: implications for neurodevelopmental disorders. Neuron., 76: 175-191.

Li, C. C.,, Jiang, N., Gan, L., Zhao, M. J., Chang, Q., Liu, X. M. and Pan, R. L. (2020)
Peripheral and cerebral abnormalities of the tryptophan metabolism in the depression-like

rats induced by chronic unpredicted mild stress. Neurochemistry International, 138: 130.

Lieben, C. K. J., Blokland, A., Westerink, B. and Deutz, N. E. P. (2004a) Acute
tryptophan and serotonin depletion using an optimized tryptophan-free protein—

carbohydrate mixture in the adult rat. Neurochemistry International, 44: 9—16.

Lieben, C. K. J., Oorsouw, Kim van, Deutz, N. E. P. and Blokland, A. (2004) Acute
tryptophan depletion induced by a gelatin-based mixture impairs object memory but not
affective behavior and spatial learning in the rat. Behavioural Brain Research, 151: 53—

64.

Lipska, B. K. and Weinberger, D. R. (2000) To model a psychiatric disorder in animals:
schizophrenia as a reality test. Neuropsychopharmacology: official publication of the
American College of Neuropsychopharmacology, 23: 223-239.

- 110 -



Liu, H., Zhou, J., Fang, L., Liu, Z., Fan, S., and Xie, P. (2013) Acute Tryptophan
Depletion Reduces Nitric Oxide Synthase in the Rat Hippocampus. Neurochemical
Research, 38: 2595-2603.

Lopez, M. J. and Mohiuddin, S. S. (2020) Biochemistry, Essential Amino Acids. In:
StatPearls [Internet], StatPearls Publishing, Treasure Island, Florida, USA. Available
from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 557845/

Lopez-Gil, X., Artigas, F. and Adell, A. (2009) Role of different monoamine receptors
controlling MK-801-induced release of serotonin and glutamate in the medial prefrontal
cortex: relevance for antipsychotic  action. International ~ Journal  of

Neuropsychopharmacology, 12: 487-499.

Luki¢, I., Getselter, D., Koren, O. and Elliott, E. (2019) Role of Tryptophan in
Microbiota-Induced Depressive-Like Behavior: Evidence From Tryptophan Depletion

Study. Frontiers in behavioral neuroscience, 13: 1-10.

Maes, M., Leonard, B. E., Myint, A. M., Kubera, M. and Verkerk, R. (2011) The new '5-
HT' hypothesis of depression: cell-mediated immune activation induces indoleamine 2,3-
dioxygenase, which leads to lower plasma tryptophan and an increased synthesis of
detrimental tryptophan catabolites (TRYCATS), both of which contribute to the onset of
depression. Progress in neuro-psychopharmacology and biological psychiatry, 35: 702—
721.

Mahan, D. C. and Shields, R. G. (1998) Essential and nonessential amino acid
composition of pigs from birth to 145 kilograms of body weight, and comparison to other

studies. Journal of Animal Science, 76: 513-521.

Majumdar, P. N. and Nakhla, A. M. (1977) Influence of tryptophan on the activity of
acetylcholinesterase in the brain of well-fed normal and adrenalectomized rats.

Biochemical and biophysical research communications, 76: 71-77.

- 111 -


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK557845/

Mammadova-Bach, E., Mauler, M., Braun, A. and Duerschmied, D. (2017)
Immuno Thrombotic Effects of Platelet Serotonin. In: Serotonin: A Chemical
Messenger Between All Types of Living Cells, Kaneez Fatima Shad (ed.), InTechOpen,
London, UK, pp. 253-269.

Mann, C., Croft, R. J., Scholes, K. E., Dunne, A., O’Neill, B. V., Leung, S., Copolov, D.,
Phan, K. L. and Nathan, P. J. (2008) Differential effects of acute serotonin and dopamine
depletion on prepulse inhibition and P50 suppression measures of sensorimotor and

sensory gating in humans. Neuropsychopharmacology, 33: 1653—-1666.

Marcotte, E. R., Pearson, D. M. and Srivastava, L. K. (2001) Animal models of

schizophrenia: a critical review. Journal of psychiatry & neuroscience: JPN, 26: 395-410.

Markus, C. R. (2008) Dietary amino acids and brain serotonin function; implications for

stress-related affective changes. NeuroMolecular Medicine, 10: 1-12.

Marx, C. E., Stevens, R. D., Shampine, L. J., Uzunova, V., Trost, W. T., Butterfield, M.
I., Massing, M. W., Hamer, R. M., Morrow, A. L. and Lieberman, J. A. (2006)
Neuroactive steroids are altered in schizophrenia and bipolar disorder: relevance to

pathophysiology and therapeutics. Neuropsychopharmacology, 31: 1249-1263.

Mawe, G. M. and Hoffman, J. M. (2013) Serotonin signalling in the gut—functions,
dysfunctions and therapeutic targets. Nature Reviews Gastroenterology & Hepatology,

10: 473-486.

McMenamy, R. H. (1965) Binding of indole analogues to human serum albumin. Effects

of fatty acids. Journal of Biological Chemistry, 240: 4235-4243.

Mehta, H., Haobam, R., Usha, R. and Mohanakumar, K. P. (2005) Evidence for the
involvement of central serotonergic mechanisms in cholinergic tremor induced by tacrine

in Balb/c mice. Behavioural brain research, 163: 227-236.

- 112 -



Meijer, M. K. (2005) Urinary corticosterone levels in mice in response to intraperitoneal

injections with saline. Journal of applied animal welfare science, 8: 279-283.

Meltzer, H. Y. (1990) Role of serotonin in depression. Annals of the New York Academy
of sciences, 600: 486—499.

Mendelsohn, D., Riedel, W. J. and Sambeth, A. (2009) Effects of acute tryptophan
depletion on memory, attention and executive functions. A systematic review, 33: 926—

952.

Mergenthaler, P., Lindauer, U., Dienel, G. A. and Meisel, A. (2013) Sugar for the brain:
the role of glucose in physiological and pathological brain function. Trends in

neurosciences, 36: 587-597.

Mineur, Y. S., Obayemi, A., Wigestrand, M. B., Fote, G. M., Calarco, C. A., Li, A. M.
and Picciotto, M. R. (2013) Cholinergic signaling in the hippocampus regulates social
stress resilience and anxiety and depression-like behavior. Proceedings of the National

Academy of Sciences of the United States of America, 110: 3573-3578.

Miranda, M., Morici, J. F., Zanoni, M. B. and Bekinschtein, P. (2019) Brain-Derived
Neurotrophic Factor: A Key Molecule for Memory in the Healthy and the Pathological

Brain. Frontiers in cellular neuroscience, 13: 1-25.

Modoux, M., Rolhion, N., Mani, S. and Sokol, H. (2020) Tryptophan Metabolism as a

Pharmacological Target. Trends in Pharmacological Sciences, 42: 60—73.

Moehn, S., Pencharz, P. B. and Ball, R. O. (2012) Lessons Learned Regarding Symptoms
of Tryptophan Deficiency and Excess from Animal Requirement Studies. The Journal of

Nutrition, 142: 2231-2235.

Mondadori, C., Borkowski, J. and Gentsch, C. (1996) The memory-facilitating eff ects of
the competitive NMDA -receptor antagonist CGP 37849 are steroid-sensitive, whereas its
memory-impairing effects are not. Psychopharmacology, 124: 380-383.

-113 -



Mosher, L. J., Cadeddu, R., Yen, S., Staudinger, J. L., Traccis, F., Fowler, S. C., Maguire,
J. L. and Bortolato, M. (2019) Allopregnanolone is required for prepulse inhibition
deficits induced by D1 dopamine receptor activation. Psychoneuroendocrinology, 108:

53-61.

Munafo, M. R., Hayward, G. and Harmer, C. (2006) Selective processing of social threat
cues following acute tryptophan depletion. Journal of Psychopharmacology, 20: 33-39.

Murck, H., Schiissler, P. and Steiger, A. (2012) Renin-Angiotensin-Aldosterone System:
The Forgotten Stress Hormone System: Relationship to Depression and Sleep.

Pharmacopsychiatry, 45: 83-95.

Nance, D. and Kilbey, M. (1973) Effects of dl-para-chlorophenylalanine on sucrose
preference and intake: reversal by 5-hydroxytryptophan and 6-methoxy 1,2,3.4.-
tetrahydro-beta-carboline. Pharmacology, biochemistry, and behavior, 1: 255-258.

Napoli, E., Schneider, A., Wang, J. Y., Trivedi, A., Carrillo, N. R., Tassone, F., Rogawski,
M., Hagerman, R. J. and Giulivi, C. (2019) Allopregnanolone Treatment Improves
Plasma Metabolomic Profile Associated with GABA Metabolism in Fragile X-
Associated Tremor/Ataxia Syndrome: a Pilot Study. Molecular neurobiology, 56: 3702—
3713.

Naughton, M., Dinan, T. G. and Scott, L. V. (2014) Corticotropin-releasing hormone and
the hypothalamic-pituitary-adrenal axis in psychiatric disease. Handbook of Clinical

Neurology, 124: 69-91.

Nestler, E. J. and Hyman, S. E. (2010) Animal models of neuropsychiatric disorders.

Nature neuroscience, 13: 1161-1169.

Neumeister, A., Bain, E., Nugent, A. C., Carson, R. E., Bonne, O., Luckenbaugh, D. A.,
Eckelman, W., Herscovitch, P., Charney, D. S., Drevets, W. C. (2004) Reduced serotonin
type 1A receptor binding in panic disorder. The Journal of Neuroscience, 24: 589-591.

114 -



Nichols, D. E. and Nichols, C. D. (2008) Serotonin receptors. Chemical Reviews, 108:
1614-1641.

Nishino, T., Okamoto, K., Eger, B. T., Pai, E. F. and Nishino, T. (2008) Mammalian
xanthine oxidoreductase — mechanism of transition from xanthine dehydrogenase to

xanthine oxidase. The FEBS Journal, 275: 3278-3289.

O’Mahony, S. M., Clarke, G., Borre, Y. E., Dinan, T. G. nad Cryan, J. F. (2015)
Serotonin, tryptophan metabolism and the brain-gut-microbiome axis. Behavioural Brain

Research, 277: 32-48.

Obara-Michlewska, M., Tuszynska, P. and Albrecht, J. (2013) Ammonia upregulates
kynurenine aminotransferase II mRNA expression in rat brain: a role for astrocytic

NMDA receptors? Metabolic brain disease, 28: 161-165.

Olivier, J. D. A., Jans, L. A. W., Blokland, A., Broers, N. J., Homberg, J. R., Ellenbroek,
B. A. and Cools, A. R. (2009) Serotonin transporter deficiency in rats contributes to

impaired object memory. Genes, Brain and Behavior, 8: 829-834.

Olivier, J. D. A,, Jans, L. A. W., Korte-Bouws, G. A. H., Korte, S. M., Deen, P. M. T.,
Cools, A. R., Ellenbroek, B. A. and Blokland, A. (2008) Acute tryptophan depletion dose
dependently impairs object memory in serotonin transporter knockout rats.

Psychopharmacology, 200: 243-254.

Olney, J. W. (1989) Glutamate, a Neurotoxic Transmitter. Journal of Child Neurology, 4:
218-226.

Olsson, S. K., Samuelsson, M., Saetre, P., Lindstrom, L., Jonsson, E. G., Nordin, C.,
Engberg, G., Erhardt, S. and Landén, M. (2010) Elevated levels of kynurenic acid in the
cerebrospinal fluid of patients with bipolar disorder. Journal of psychiatry &

neuroscience, 35: 195-199.

- 115 -



Opitz, C. A., Litzenburger, U. M., Sahm, F., Ott, M., Tritschler, I., Trump, S.,
Schumacher, T., Jestaedt, L., Schrenk, D., Weller, M., Jugold, M., Guillemin, G. J.,
Miller, C. L., Lutz, C., Radlwimmer, B., Lehmann, I., von Deimling, A., Wick, W. and
Platten, M. (2011) An endogenous tumour-promoting ligand of the human aryl
hydrocarbon receptor. Nature, 478: 197-203.

Péhkla, R., Zilmer, M., Kullisaar, T. and Régo, L. (1998) Comparison of the antioxidant

activity of melatonin and pinoline in vitro. Journal of Pineal Research, 24: 96—-101.

Palego, L., Betti, L., Rossi, A. and Giannaccini, G. (2016) Tryptophan Biochemistry:
Structural, Nutritional, Metabolic, and Medical Aspects in Humans. Journal of Amino

Acids, 2016: 1-13.

Pan, S. Y., Yu, Z. L., Dong, H., Lee, N. T., Wang, H., Fong, W. F., Han, Y. F. and Ko,
K. M. (2007) Evaluation of acute bis(7)-tacrine treatment on behavioral functions in 17-

day-old and 30-day-old mice, with attention to drug toxicity. Pharmacology, biochemistry
and behavior, 86: 778-783.

Pan, S. Y., Yu, Z. L., Xiang, C. J., Dong, H., Fang, H. Y. and Ko, K. M. (2009)
Comparison Studies of Tacrine and Bis(7)-Tacrine on the Suppression of Scopolamine-

Induced Behavioral Changes and Inhibition of Acetylcholinesterase in Mice.

Pharmacology, 83: 294-300.

Pandi-Perumal, S. R., Srinivasan, V., Maestroni, G. J., Cardinali, D. P., Poeggeler, B. and
Hardeland, R. (2006) Melatonin: Nature's most versatile biological signal? The FEBS
Journal, 273: 2813-2838.

Papadia, C., Osowska, S., Cynober, L. and Forbes, A. (2018) Citrulline in health and

disease. Review on human studies. Clinical nutrition, 37: 1823—1828.

Pardridge, W. M. (1979) Tryptophan transport through the blood—brain barrier: in vivo

measurement of free and albumin-bound amino acid. Life Sciences, 25: 1519-1528.

- 116 -



Pardridge, W. M. (1998) Blood-brain barrier carrier-mediated transport and brain

metabolism of amino acids. Neurochemical Research, 23: 635-644.

Patchev, V. K., Shoaib, M., Holsboer, F. and Almeida, O. F. (1994) The neurosteroid
tetrahydroprogesterone counteracts corticotropin-releasing hormone-induced anxiety and
alters the release and gene expression of corticotropin-releasing hormone in the rat

hypothalamus. Neuroscience, 62: 265-271.

Pelegrina, L. T., Escudero, C., Giuliani, F. A., Garcia, M., Cabrera, R. J. and Laconi, M.
R. (2015) Pharmacological effect of one icv dose of allopregnanolone in the female rat:

behavioral profile. Brazilian Journal of Biological Sciences, 2: 39-50.

Pelosi, B., Pratelli, M., Migliarini, S., Pacini, G., and Pasqualetti, M. (2015) Generation
of a Tph2 Conditional Knockout Mouse Line for Time and Tissue-Specific Depletion of

Brain Serotonin. PloS one, 10: 1-19.

Pereira-Figueiredo, 1., Lopez, D. E., Nazaret, A. and Mufoz, L. J. (2015) Stressful effects

of the intraperitoneal injections in rats. Laboratory Animals, 49: 90.

Pérez-Neri, 1. and Diéguez-Campa, C. E. (2018) Relevancia de la citrulina para el sistema

nervioso central. Archivos de Neurociencias, 23: 50-54.

Perkins, M. N. and Stone, T. W. (1983a) Pharmacology and regional variations of
quinolinic acid-evoked excitations in the rat central nervous system. Journal of

Pharmacology and Experimental Therapeutics, 226: 551-557.

Perkins, M. N. and Stone, T. W. (1983b) Quinolinic acid: regional variations in neuronal

sensitivity. Brain Research, 259: 172-176.

Petrasek, T. and Stuchlik, A. (2009) Serotonin-depleted rats are capable of learning in
active place avoidance, a spatial task requiring cognitive coordination. Physiological

research, 58: 299-303.

- 117 -



Pinna, G. (2020) Allopregnanolone, the Neuromodulator Turned Therapeutic Agent:

Thank You, Next? Frontiers in endocrinology, 11: 1-6.

Plataznik, A., Jessa, M. and Nazar, M. (1997) The behavioural effects of NMDA
antagonist in serotonin depleted rats. Pharmacology, Biochemistry and Behavior, 58:

159-166.

Plitman, E., Iwata, Y., Caravaggio, F., Nakajima, S., Chung, J. K., Gerretsen, P., Kim, J.,
Takeuchi, H., Chakravarty, M. M., Remington, G. and Graff-Guerrero, A. (2017)
Kynurenic Acid in Schizophrenia: A Systematic Review and Meta analysis.

Schizophrenia bulletin, 43: 764-777.

Pockros, L. A., Pentkowski, N. S., Conway, S. M., Ullman, T. E., Zwick, K. R. and
Neisewander, J. L. (2012) 5-HT(2A) receptor blockade and 5-HT(2C) receptor activation
interact to reduce cocaine hyperlocomotion and Fos protein expression in the

caudate putamen. Synapse 66: 989-1001.

Pokk, P. and Vili, M. (2002) The effects of the nitric oxide synthase inhibitors on the
behaviour of small-platform-stressed mice in the plus-maze test. Progress in Neuro-

Psychopharmacology & Biological Psychiatry, 26: 241-247.

Porter, R. J., Lunn, B. S., Walker, L. L., Gray, J. M., Ballard, C. G. and O’Brien, J. T.
(2000) Cognitive deficit induced by acute tryptophan depletion in patients with
Alzheimer’s disease. American Journal of Psychiatry, 157: 638—640.

Porter, R. J., Phipps, A. J., Gallagher, P., Scott, A., Stevenson, P. S. and O’Brien, J. T.
(2005) Effects of acute tryptophan depletion on mood and cognitive functioning in older

recovered depressed subjects. The American Journal of Geriatric Psychiatry, 13: 607—

615.

Pourhamzeh, M., Moravej, F. G., Arabi, M., Shahriari, E., Mehrabi, S., Ward, R., Ahadi,
R. and Joghataei, M. T. (2021) The Roles of Serotonin in Neuropsychiatric Disorders.

Cellular and molecular neurobiology, 2021: 1-22.
- 118 -



Prusky, G. T., Harker, K. T., Douglas, R. M. and Whishaw, 1. Q. (2002) Variation in
visual acuity within pigmented, and between pigmented and albino rat strains.

Behavioural brain research, 136: 339-348.

Radtke, F. A., Chapman, G., Hall, J. and Syed, Y. A. (2017) Modulating
Neuroinflammation to Treat Neuropsychiatric Disorders. BioMed Research International,

2017: 1-21.

Rajkumar, R. and Mahesh, R. (2010) The auspicious role of the 5-HT3 receptor in
depression: a probable neuronal target? Journal of Psychopharmacology, 24: 455-469.

Rambousek, L., Bubenikova-Valesova, V., Kacer, P., Syslova, K., Kenney, J., Holubova,
K., Najmanova, V., Zach, P., Svoboda, J., Stuchlik, A., Chodounska, H., Kapras, V.,
Adamusova, E., Borovska, J., Vyklicky, L. and Vales, K. (2011) Cellular and behavioural
effects of a new steroidal inhibitor of the N-methyl-d-aspartate receptor 3alphaSbeta-

pregnanolone glutamate. Neuropharmacology, 61: 61-68.

Rapport, M., Green, A. and Page, 1. (1948a) Crystalline serotonin. Science, 108: 329—
330. Rapport, M., Green, A. and Page, I. (1948b) Partial purification of the

vasoconstrictor in beef serum. Journal of Biological Chemistry, 174: 735-741.

Rapport, M., Green, A. and Page, 1. (1948c) Serum vasoconstrictor IV. Isolation and
characterization. Journal of Biological Chemistry, 176: 1243—1251.

Rasgon, N., Serra, M., Biggio, G., Pisu, M., Fairbanks, L., Tanavoli, S. and Rapkin, A.
(2001) Neuroactive steroid-serotonergic interaction: responses to an intravenous L-
tryptophan challenge in women with premenstrual syndrome. European Journal of

Endocrinology, 145: 25-33.

Richard, D. M., Dawes, M. A., Mathias, C. W., Acheson, A., Hill-Kapturczak, N. and
Dougherty, D. M. (2009) L-Tryptophan: Basic Metabolic Functions, Behavioral Research
and Therapeutic Indications. International Journal of Tryptophan Research, 2: 45-60.

- 119 -



Roager, H. M. and Licht, T. R. (2018) Microbial tryptophan catabolites in health and

disease. Nature Communications, 9: 1-10.

Robinson, T. N., De Souza, R. J., Cross, A. J. and Green, A. R. (1989) The mechanism
of tetrahydroaminoacridine-evoked release of endogenous 5-hydroxytryptamine and

dopamine from rat brain tissue prisms. British Journal of Pharmacology, 98: 1127-1136.

Romeo, E., Strohle, A., Spalletta, G., di Michele, F., Hermann, B., Holsboer, F., Pasini,
A. and Rupprecht, R. (1998) Effects of antidepressant treatment on neuroactive steroids

in major depression. American Journal of Psychiatry, 155: 910-913.

Rose, W. C. (1968) The sequence of events leading to the establishment of the amino acid
needs of man. American Journal of Public Health, 58: 2020-2027.

Rossi, F., Miggiano, R., Ferraris, D. M. and Rizzi, M. (2019) The Synthesis of Kynurenic
Acid in Mammals: An Updated Kynurenine Aminotransferase Structural KATalogue.

Frontiers in molecular biosciences, 6: 1-9.

Ruddick, J. P., Evans, A. K., Nutt, D. J., Lightman, S. L., Rook, G. A. and Lowry, C. A.
(2006) Tryptophan metabolism in the central nervous system: medical implications.

Expert Reviews in Molecular Medicine, 8: 1-27.

Rutten, K., Lieben, C., Smits, L. and Blokland, A. (2007) The PDE4 inhibitor rolipram
reverses object memory impairment induced by acute tryptophan depletion in the rat.

Psychopharmacology, 192: 275-282.

Sainio, E. L., Pulkki, K. and Young, S. N. (1996) L-tryptophan: Biochemical, nutritional
and pharmacological agents. Amino Acids, 10: 21-47.

Sandi, C., Venero, C. and Guaza, C. (1995) Decreased spontaneous motor activity and
startle response in nitric oxide synthase inhibitor-treated rats. European Journal of

Pharmacology, 277: 89-97.

- 120 -



Sandyk, R. (1992) L-tryptophan in neuropsychiatric disorders: a review. The

International journal of neuroscience, 67: 127—-144.

Sarwar, G. and Botting, H. G. (1999) Liquid concentrations are lower in bioavailable
tryptophan than powdered infant formulas, and tryptophan supplementation of formulas

increases brain tryptophan and serotonin in rats. Journal of Nutrition, 129: 1692—1697.

Selye, H. (1941) Anesthetic Effect of Steroid Hormones. Proceedings of the Society for
Experimental Biology and Medicine, 46: 116—121.

Semont, A., Fache, M., Ouafik, L., Hery, M., Faudon, M., and Hery, F. (1999) Effect of
serotonin inhibition on glucocorticoid and mineralocorticoid expression in various brain

structures. Neuroendocrinology, 69: 121-128.

Seyedabadi, M., Fakhfouri, G., Ramezani, V., Mehr, S. E. and Rahimian, R. (2014) The
role of serotonin in memory: interactions with neurotransmitters and downstream

signaling. Experimental brain research, 232: 723-738.

Shreiner, A. B., Kao, J. Y. and Young, V. B. (2015) The gut microbiome in health and in

disease. Current Opinion in Gastroenterology, 31: 69-75.

Schmitt, A., Parlapani, E., Bauer, M., Heinsen, H. and Falkai, P. (2008) Is brain banking

of psychiatric cases valuable for neurobiological research? Clinics, 63: 255-266.

Schneiderman, N., Ironson, G. and Siegel, S. D. (2005) Stress and health: psychological,
behavioral, and biological determinants. Annual review of clinical psychology, 1: 607—

628.

Scholtissen, B., Verhey, F. R., Adam, J. J., Prickaerts, J. and Leentjens, A. F. (2006)
Effects of acute tryptophan depletion on cognition, memory and motor performance in

Parkinson’s disease. Journal of the Neurological Sciences, 248: 259-265.

- 121 -



Schopman, S., Bosman, R. C., Muntingh, A., van Balkom, A. and Batelaan, N. M. (2021)
Effects of tryptophan depletion on anxiety, a systematic review. Translational psychiatry,

11: 1-13.

Siever, L. J., Kahn, R. S., Lawlor, B. A., Trestman, R. L., Lawrence, T. L. and Coccaro,
E. F. (1991) Critical issues in defining the role of serotonin in psychiatric disorders.

Pharmacological Reviews, 43: 509-525.

Sipes, T. A. and Geyer, M. A. (1994) Multiple serotonin receptor subtypes modulate
prepulse inhibition of the startle response in rats. Neuropharmacology, 33: 441-448.

Smith, Q. R. (2000) Transport of glutamate and other amino acids at the blood-brain
barrier. Journal of Nutrition, 130: 1016—1122.

Sobczak, S., Riedel, W. J., Booij, I., Aan Het Rot, M., Deutz, N. E. and Honig, A. (2002)
Cognition following acute tryptophan depletion: difference between firstdegree relatives
of bipolar disorder patients and matched healthy control volunteers. Psychological

Medicine, 32: 503-515. Stahl, S. M. (2013)

Psychosis and schizophrenia. In: Essential psychopharmacology, Stephen M. Stahl (ed.),
Cambridge University, New York, USA, pp. 79-128.

Steckler, T. and Sahgal, A. (1995) The role of serotonergic-cholinergic interactions in the

mediation of cognitive behaviour. Behavioural brain research, 67: 165-199.

Steinbusch, H. W. (1981) Distribution of serotonin-immunoreactivity in the central

nervous system of the rat-Cell bodies and terminals. Neuroscience, 6: 557-618.

Stone, T. W. (2001) Kynurenines in the CNS: from endogenous obscurity to therapeutic
importance. Progress in neurobiology, 64: 185-218.

- 122 -



Stone, T. W. and Darlington, L. G. (2013) The kynurenine pathway as a therapeutic target
in cognitive and neurodegenerative disorders. British journal of pharmacology, 169:

1211-1227.

Strohle, A., Romeo, E., di Michele, F., Pasini, A., Hermann, B., Gajewsky, G., Holsboer,
F. and Rupprecht, R. (2003) Induced panic attacks shift gamma-aminobutyric acid type
A receptor modulatory neuroactive steroid composition in patients with panic disorder:

preliminary results. Archives of General Psychiatry, 60: 161-168.

Suarez-Lopez, J., Suarez-Torres, J., Sheila, G., Lopez-Paredes, D. and Noble, M. (2019)
Acetylcholinesterase inhibition and symptoms of depression and anxiety among
adolescents in agricultural communities in Ecuador: transient effects on mood.

Environmental Epidemiology, 3: 386.

Tan, D. X., Manchester, L. C., Esteban-Zubero, E., Zhou, Z. and Reiter, R. J. (2015)
Melatonin as a potent and inducible endogenous antioxidant: synthesis and metabolism.

Molecules, 20: 18886—18906.

Tavares, R. G., Tasca, C. 1., Santos, C. E., Alves, L. B., Porciuncula, L. O., Emanuelli, T.
and Souza, D. O. (2002) Quinolinic acid stimulates synaptosomal glutamate release and

inhibits glutamate uptake into astrocytes. Neurochemistry International, 40: 621-627.

Taylor, M. W. and Feng, G. S. (1991) Relationship between interferon-gamma,
indoleamine 2,3-dioxygenase, and tryptophan catabolism. The FASEB Journal, 5: 2516—
2522.

Tork, 1. (1985) Raphe nuclei and serotonin containing systems. In: The Rat Nervous
System. Vol. 2. Hindbrain and Spinal Cord, G. Paxinos (ed.), Academic Press, New York,
USA, pp. 43-78.

Tork, I. (1990) Anatomy of the serotonergic system. The Neuropharmacology of
Serotonin. Annals of the New York Academy of Sciences, 600: 9-35.

- 123 -



Trajkovska, V., Kirkegaard, L., Krey, G., Klein, A., Thomsen, M., Chourbaji, S.,
Brandwein, C., Ridder, S., Halldin, C., Gass, P., Knudsen, G. and Aznar, S. (2009)
Activation of glucocorticoid receptors increases 5S-HT2A receptor levels. Experimental

neurology, 218: 83-91.

Tran-Nguyen, L. T., Baker, D. A., Grote, K. A., Solano, J. and Neisewander, J. L. (1999)
Serotonin depletion attenuates cocaine-seeking behavior in rats. Psychopharmacology,

146: 60-66.

Turnbull, A. V. and Rivier, C. L. (1999) Regulation of the hypothalamic—pituitary—
adrenal axis by cytokines: actions and mechanisms of action. Physiological Reviews, 79:
1-71. Tyce, G. (1990) Origin and metabolism of serotonin. Journal of Cardiovascular

Pharmacology, 16: 1-7.

van der Does, A. J. (2001) The effects of tryptophan depletion on mood and psychiatric
symptoms. Journal of Affective Disorders, 64: 107-119.

van der Kooij, M. A. (2020) The impact of chronic stress on energy metabolism.

Molecular and cellular neurosciences, 107: 1-44.

van der Plasse, G., Meerkerk, D. T., Lieben, C. K., Blokland, A. and Feenstra, M. G.
(2007) Lack of evidence for reduced prefrontal cortical serotonin and dopamine efflux

after acute tryptophan depletion. Psychopharmacology, 195: 377-385.

van Donkelaar, E. L., Blokland, A., Lieben, C. K., Kenis, G., Ferrington, L., Kelly, P. A.,
Steinbusch, H. W. and Prickaerts, J. (2010) Acute tryptophan depletion in C57BL/6 mice
does not induce central serotonin reduction or affective behavioural changes.

Neurochemistry International, 56: 21-34.

van Donkelaar, E. L., Ferrington, L., Blokland, A., Steinbusch, H. W., Prickaerts, J. and
Kelly, P. A. (2009) Acute tryptophan depletion in rats alters the relationship between
cerebral blood flow and glucose metabolism independent of central serotonin.

Neuroscience, 163: 683—694.
-124 -



van Donkelaar, E. L., Rutten, K., Blokland, A., Akkerman, S., Steinbusch, H. W. and
Prickaerts, J. (2008) Phosphodiesterase 2 and 5 inhibition attenuates the object memory
deficit induced by acute tryptophan depletion. European Journal of Pharmacology, 600:
98-104.

van Donkelaar, E., Blokland, A., Ferrington, L., Kelly, P. A. T., Steinbusch, H. W. M.
and Prickaerts, J. (2011) Mechanism of acute tryptophan depletion: is it only serotonin?
Molecular Psychiatry, 16: 695-713.

van Dyken, P. and Lacoste, B. (2018) Impact of Metabolic Syndrome on

Neuroinflammation and the Blood-Brain Barrier. Frontiers in Neuroscience, 12: 1-19.

van Goethem, N. P., Rutten, K., van der Staay, F. J., Jans, L. A., Akkerman, S.,
Steinbusch, H. W., Blokland, A., van't Klooster, J. and Prickaerts, J. (2012) Object
recognition testing: rodent species, strains, housing conditions, and estrous cycle.

Behavioural brain research, 232: 323-334.

Van Oekelen, D., Luyten, W. H. M. L. and Leysen, J. E. (2003) 5-HT2A and 5-HT2C
receptors and their atypical regulation properties. Life Sciences, 72: 2429-2449.

Virk, M. S., Sagi, Y., Medrihan, L., Leung, J., Kaplitt, M. G. and Greengard, P. (2016)
Opposing roles for serotonin in cholinergic neurons of the ventral and dorsal striatum.
Proceedings of the National Academy of Sciences (Proceedings of the National Academy

of Sciences of the United States of America), 113: 734-739.

Wagstaff, A. J. and McTavish, D. (1994) Tacrine. A review of its pharmacodynamic and
pharmacokinetic properties, and therapeutic efficacy in Alzheimer's disease. Drugs &

aging, 4: 510-540.

Watkins, P. B., Zimmerman, H. J., Knapp, M. J., Gracon, S. I. and Lewis, K. W. (1994)
Hepatotoxic effects of tacrine administration in patients with Alzheimer’s disease.

JAMA: The Journal of the American Medical Association, 271: 992-998.

- 125 -



Weaver, C. E., Land, M. B., Purdy, R. H., Richards, K. G., Gibbs, T. T. and Farb, D. H.
(2000) Geometry andcharge determine pharmacological effects of steroids on N-methyl-
D-aspartate receptor-induced Ca(2+) accumulation and cell death. Journal of

Pharmacology and Experimental Therapeutics, 293: 747-754.

Wedzony, K., Mackowiak, M., Czyrak, A., Fijal, K. and Michalska, B. (1997) Single
doses of MK-801, a non-competitive antagonist of NMDA receptors, increase the number

of 5-HT1A serotonin receptors in the rat brain. Brain research, 756: 84-91.

Weill-Engerer, S., David, J. P., Sazdovitch, V., Liere, P., Eychenne, B., Pianos, A.,
Schumacher, M., Delacourte, A., Baulieu, E. E. and Akwa, Y. (2002) Neurosteroid
quantification in human brain regions: comparison between Alzheimer's and
nondemented patients. The Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 87: 5138—
5143.

Weng, R., Shen, S., Tian, Y., Burton, C., Xu, X., Liu, Y., Chang, C., Bai, Y. and Liu, H.
(2015) Metabolomics Approach Reveals Integrated Metabolic Network Associated with
Serotonin Deficiency. Scientific Reports, 5: 1-13.

Wetzel, C. H. R., Hermann, B., Behl, C., Pestel, E., Rammes, G., Zieglgénsberger, W.,
Holsboer, F. and Rupprecht, R. (1998) Functional Antagonism of Gonadal Steroids at the
5-Hydroxytryptamine Type 3 Receptor. Molecular Endocrinology, 12: 1441-1451.

Whitaker-Azmitia, P., Borella, A. and Raio, N. (1995) Serotonin Depletion in the Adult
Rat Causes Loss of the Dendritic Marker MAP-2. Neuropsychopharmacology, 12: 269—
272.

Wiesinger, H. (2001) Arginine metabolism and the synthesis of nitric oxide in the nervous

system. Progress in Neurobiology, 64: 365-391.

Willner, P. (1986) Validation criteria for animal models of human mental disorders:
learned helplessness as a paradigm case. Progress in neuro-psychopharmacology &

biological psychiatry, 10: 677-690.
- 126 -



Wittmann, 1. (2007) Insulin Resistance and Metabolic Syndrome. Electronic Journal of
IFCC, 18: 31-38. Wurtman, R. J., Hefti, F. and Melamed, E. (1981) Precursor control of

neurotransmitter synthesis. Pharmacological Reviews, 32: 315-335.

Wurtman, R. J., Wurtman, J. J., Regan, M. M., McDermott, J. M., Tsay, R. H. and Breu,
J. J. (2003) Effects of normal meals rich in carbohydrates or proteins on plasma

tryptophan and tyrosine ratios. The American Journal of Clinical Nutrition, 77: 128—132.

Xie, Z. and Commissaris, R. L. (1992) Anxiolytic-like effects of the noncompetitive
NMDA antagonist MK 801. Pharmacology, biochemistry and behavior, 43: 471-477.

Yan, Q. S., Reith, M. E., Jobe, P. C. and Dailey, J. W. (1997) Dizocilpine (MK-801)
increases not only dopamine but also serotonin and norepinephrine transmissions in the

nucleus accumbens as measured by microdialysis in freely moving rats. Brain research,

765: 149-158.

Yang, B., Ren, Q., Ma, M., Chen, Q. X. and Hashimoto, K. (2016) Antidepressant Effects
of (+)-MK-801 and (-)-MK-801 in the Social Defeat Stress Model. The International
Journal of Neuropsychopharmacology, 19: 1-5.

Yates, F., Marsh, D. and Maran, J. (1980) The adrenal cortex. In: Medical Physiology,
Vernon Mountcastle (ed.), C. V. Mosby, St. Louis, USA, pp. 1558-1601.

Young S. N. (2013) Acute tryptophan depletion in humans: a review of theoretical,
practical and ethical aspects. Journal of psychiatry & neuroscience, 38: 294-305.

Young, L. S. and Stoll, S. (2003) Proteins and amino acids. In: Contemporary Nutrition
Support Practice, Laura E. Matarese and Michele M. Gottschlich (ed.), Saunders, New
York, USA, pp. 94-104.

Young, S. N. (1996) Behavioral effects of dietary neurotransmitter precursors: Basic and

clinical aspects. Neuroscience & Biobehavioral Reviews, 20: 313-323.

- 127 -



Zimmermann, R. C., McDougle, C. J., Schumacher, M., Olcese, J., Mason, J. W.,
Heninger, G. R., and Price, L. H. (1993) Effects of acute tryptophan depletion on
nocturnal melatonin secretion in humans. The Journal of clinical endocrinology and

metabolism, 76: 1160-1164.

Zmudzka, E., Salaciak, K., Sapa, J. and Pytka, K. (2018) Serotonin receptors in

depression and anxiety: Insights from animal studies. Life sciences, 210: 106—124.

Zorumski, C. F., Paul, S. M., Izumi, Y., Covey, D. F. and Mennerick, S. (2013)
Neurosteroids, stress and depression: potential therapeutic opportunities. Neuroscience &

Biobehavioral Reviews, 37: 109-122.

- 128 -



	Abstrakt
	Abstract
	1. Seznam zkratek
	2. Úvod
	3. Literární přehled
	1.
	2.
	3.
	3.1. Metabolismus tryptofanu
	3.1.1. Tryptofan
	3.1.2.  Serotonin
	3.2. Další mechanismy tryptofanové deplece
	1.1.1.
	3.2.1. Zánětlivé procesy centrální nervové soustavy
	3.2.2.  Stresový faktor
	3.2.2.1. Hypotalamo-hypofyzárně-adrenální osa
	3.2.2.2. Osa renin-angiotenzin-aldosteron
	3.2.2.3. Metabolizace energetických rezerv
	3.2.3.  Spánková deprivace
	3.2.4.  Mikrobiom
	3.2.5.  Cerebrovaskulární změny
	3.2.6. Syntáza oxidu dusnatého
	1.1.
	3.3. Tryptofanová deplece v animálních studiích
	3.3.1. Animální modely
	3.3.2. Metody navození tryptofanové deplece
	3.3.3. Biochemická validita animálních modelů tryptofanové deplece
	3.3.4. Behaviorální validita animálních modelů tryptofanové deplece
	1.1.
	3.4. Tryptofanová deplece v humánních studiích
	3.4. Tryptofanová deplece v humánních studiích
	3.5. Tryptofanová deplece a koaplikace farmak
	1.1.1.
	1.1.1.
	1.1.1.
	1.1.1.
	3.5.1. Dizocilpin
	1.1.
	1.1.
	1.1.
	1.1.
	1.1.
	3.6. Terapeutické využití tryptofanové deplece
	3.6.1.  Neurosteroidy
	3.6.2.  Takrin
	4. Cíle a hypotézy diplomové práce
	5. Materiál a metody
	5.1.  Použitá zvířata
	5.2.  Použité látky
	5.3.  Metodické postupy
	5.3.1.  Zavedení tryptofanové deplece
	5.3.1.1. Akutní
	5.3.1.2. Chronická
	5.3.2. Behaviorální testy
	5.3.2.1. Open field
	5.3.2.2. Vyvýšené křížové bludiště
	1.1.1.1.
	5.3.2.3. Novel object recognition task/location task
	5.3.2.4. Prepulzní inhibice
	5.3.3. Disekce a biochemická analýza tkání
	5.3.4. Statistické zpracování dat
	6. Výsledky
	6.1. Zavedení kognitivního testu
	1.1.
	1.1.
	1.1.
	1.1.
	1.1.
	1.1.
	1.1.
	1.1.
	1.1.
	1.1.
	1.1.
	6.2. Komparace metod tryptofanové deplece
	6.2.1. Behaviorální testy
	6.2.1.1. Open field
	1.1.1.1.
	1.1.1.1.
	1.1.1.1.
	1.1.1.1.
	6.2.1.2. EPM
	6.2.1.3. NORT
	6.2.1.4. PPI
	1.1.1.
	1.1.1.
	1.1.1.
	1.1.1.
	6.2.2. Biochemická analýza
	6.2.2.1.  Mozková tkáň
	6.2.2.2. Krevní sérum
	6.3. Koaplikace MK – 801
	6.3.1. Behaviorální testy
	6.3.1.1. Open field
	6.3.1.2. EPM
	1.1.1.1.
	1.1.1.1.
	1.1.1.1.
	6.3.1.3. NORT
	6.3.1.4. PPI
	6.3.2. Biochemická analýza tkání
	6.3.2.1. Mozková tkáň
	6.3.2.2. Krevní sérum
	6.4. Testování psychofarmak
	6.4.1. Allopregnanolon
	6.4.1.1. Behaviorální testy
	6.4.1.1.1. Open field
	6.4.1.1.2.  EPM
	6.4.1.1.3. PPI
	6.4.1.1.4. NORT
	6.4.1.2. Biochemická analýza tkání
	6.4.1.2.1. Mozková tkáň
	6.4.1.2.2. Krevní sérum
	6.1.
	6.2.
	6.3.
	6.4.
	6.4.1.
	6.4.2. Takrin
	1.1.
	6.1.
	6.2.
	6.3.
	6.4.
	6.4.1.
	6.4.2.
	6.4.2.1. Behaviorální testy
	6.4.2.1.1. Open field
	6.4.2.1.2. EPM
	6.4.2.1.3. PPI
	6.4.2.1.4. NORT
	6.4.2.2. Biochemická analýza tkání
	6.4.2.2.1. Mozková tkáň
	6.4.2.2.2. Krevní sérum
	1.
	1.
	7. Diskuse
	7.1. Zavedení kognitivního testu
	7.2. Komparace tryptofanové deplece
	7.3. Koaplikace dizocilpinu
	7.4. Testování farmak
	1.1.
	1.1.
	7.5. Validita modelu
	8. Závěr
	9. Literatura

