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Abstrakt

Nové psychoaktivni substance (NPS) jsou souc¢asnym problémem drogové scény. Jednd se o
latky, které napodobuji ucinky ,klasickych” nelegdlnich drog, jelikoZ ale maji jinou chemickou
strukturu, ¢asto nespadaji pod legislativni kontrolu. Jejich uéinky jsou v mnohych pfipadech
popsany pouze uzivateli, exaktné prostudovany vsak nejsou. Cilem této prace je zhodnotit
akutni ucinky nafyronu ze skupiny katinonl a jeho adiktivni potenciadl na potkanech kmene
Wistar. Vysoka koncentrace nafyronu v mozkové tkani zjisténa pfi farmakokinetické analyze
prokazuje jeho vysokou prostupnost hematoencefalickou bariérou. Maximalni koncentrace
bylo dosazeno pfiblizné po 30 minutach po aplikaci, témér ve stejnou dobu jako v séru.
Podani nafyronu mélo signifikantni vliv na zvySeni télesné teploty, stejné tak lokomocni
aktivitu, kde je patrny jeho stimulaéni efekt. Ve studii se nepodafil prokazat u¢inek nafyronu
na senzorimotorické zpracovani informaci, schopnost vyvolat podminénou preferenci mista
byla pouze naznacena. Tato prace pfinasi nové poznatky o vlivu nafyronu na fyziologické

parametry s pouZitim animdalniho modelu Gc¢inkd drog.

Kli¢ova slova:
Nafyron, animalni model, katinony, adiktivni potencial, test otevieného pole,
senzorimotorické zpracovani informaci, prepulzni ihnibice (PPl) akustické ulekové

reakce (ASR), podminéna preference mista (CPP)



Abstract

Novel psychoactive substances (NPS) are a novel problem of the drug scene. NPS mimic
effects of the ,classic” illicit drugs, but since they have a different chemical structure, they
are usually not covered by legislative control. The exact nature of the aforementioned
effects depends merely on the description by users, with a proper scientific assessment still
absent. Aim of this study is to evaluate effects and addictive potential of naphyrone
(a derivative of cathinone) in Wistar rats. High concentration of naphyrone in the brain
tissue discovered by pharmacokinetic analysis proved its high blood-brain barrier
permeability. Brain level of naphyrone peaked at approximately 30 min after the treatment,
nearly at the same time as in the serum. Since naphyrone administration significantly rises
body temperature and increases overall locomotion, its stimulant effect is prominently
apparent. Our study failed to prove any effect of naphyrone on sensorimotor gating.
Tendency to produce conditioned place preference was observed but was not significant. My
thesis reports on initial and novel findings about impact of naphyrone administration on

physiological parameters of the animal model.
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1. Uvod

Nové syntetické drogy (v soucasné dobé se Castéji pouziva termin nové psychoaktivni
substance) jsou stale akutnéjSim problémem na drogové, zejména tanecni scéné.
K masivnimu ndrlstu jejich vyskytu dochazi predevsim kvuli snaze vyrobcl a prodejcli obejit
soucasnou legislativu a vyhnout se tak moznému pravnimu postihu. Jejich prodej je vidy po
urcitou dobu zcela legdlni, ¢imZz také vzrlstd prevalence jejich uzivani. Postupné jsou
zafazovany na seznam zakdzanych omamnych a psychotropnich latek (OPS), a proto se
vyrobci snazi vyvijet stale nové a nové substance. Jednou z nejvétSich a nejrozsifenéjsich
skupin latek patfici mezi nové psychoaktivni substance jsou katinony, derivaty alkaloidu
katinonu. Tato latka je obsazena v katé jedlé (Catha edulis), rostliné pochdzejici z vychodni
Afriky.

V prvni Casti své prace se zaméruji na zakladni shrnuti teoretickych poznatk(
vztahujicich se k fenoménu NPS. Jsou zde predstaveny nejzdsadnéjsi informace o jejich
rozdéleni, charakteristice a mechanismu ucink(, dlraz je pak kladen na nejrozsitené;si
katinony. Pro vétSinu katinonU je k dispozici pouze minimum dat, at uz humannich, ci
animalnich, tykajicich se akutnich ucinkq, rizik, chronické toxicity a ndvykovosti. Podrobnéji
se pak tato prace zabyva katinonem se stimulaénimi ucinky - nafyronem.

V experimentdlni ¢asti své prace posoudim jeho akutni U¢inky na chovani potkana
kmene Wistar a predevsim pak zhodnotim jeho adiktivni potencidl. Akutni ucéinky nafyronu
jsme méfili pomoci testu otevieného pole, prepulzni inhibice akustické uUlekové reakce a
méreni télesné teploty. Adiktivni potencial byl zhodnocen pomoci testu podminéné

preference mista (conditioned place preference, CPP).



2. Literarni prehled

2.1. Nové psychoaktivni substance

Nové psychoaktivni substance (NPS) oznacované také jako ,designer drugs” ¢i také
»legal highs” jsou psychoaktivni latky s Sirokym spektrem ucink( od latek stimulaénich pres
halucinogeny az po latky tlumivé (Corazza et al., 2013; Johnson et al., 2013). Jde o slouc¢eniny
s podobnym Gcinkem jako drogy tradi¢ni (napf. marihuana, heroin, extaze, stimulanty) avsak
s rozdilnou chemickou strukturou, pricemz je zachovan farmakologicky a behavioralni U¢inek
(King and Kicman, 2011). Kvali odlisné chemické strukture nejsou vsak tyto latky z pocatku na
seznamu zakazanych omamnych a psychotropnich latek a jejich vyroba a Sifeni nepodléha
legislativni kontrole. Postupné se vSak na néj dostavaji, avSak legislativa neni dostateéné
pruind a v dobé zafazeni na seznam, jiz je €asto na trhu nova analoga. Casteénym Fedenim
tohoto problému by mohla byt genericka legislativa, ktera zajistuje automatické pridani latek
z urcité vétsi skupiny na seznam OPS automaticky (van Amsterdam et al., 2013).

NPS byly proddvany prostfednictvim internetu jiz od konce 90. let minulého stoleti,
avdak v Ceské republice se jejich rozdifeni zvysilo koncem roku 2010 diky siti kamennych
prodejen. Nejzndméjsi z nich fungovaly pod nazvem Amsterdam shop, kde se tyto latky
prodavaly jako osvéZovace vzduchu, soli do koupele, hnojiva, chemikalie pro vyzkum, vonné
smési, darkové predméty atd. Prodej v téchto kamennych obchodech byl ukoncen 22. dubna
2011, kdy na seznamu omamnych a psychotropnich latek pfibylo 33 novych latek, z toho 30
spadalo mezi NPS. Po uzavrieni kamennych prodejen jsou NPS stdle k dostani na internetu,
nebo podpultovém prodeji (EMCDDA, 2013).

V Ceské republice se NPS t&Sily oblibé pFevainé na tanelni scéné jako levnéjsi
nahrazka extaze ¢i stimulant(, ale diky kamennym prodejndm se jejich nabidka rozsitila mezi
Sirsi populaci rekreacnich uzivatelt drog. Mezi spotrebiteli se hojné vyskytovali i nezkuseni
uzivatelé, ¢asto Skolniho véku, ktefi zacinali experimentovat s drogami a byli povzbuzeni
jejich legalitou, a proto také ¢asto povaZovali tyto latky za zcela bezpeéné. Druhou skupino
jsou pak zavisli uzivatelé tradi¢nich drog, ktefi zde hledaji alternativu ke klasickym drogdm,

predevsim pervitinu.



2.1.1. Charakteristika jednotlivych skupin NPS

Pro nové psychoaktivni substance je typické, Ze neustdlé dochazi k modifikacim jejich
struktury, proto je problematické vytvofit komplexni seznam vSech téchto latek. Tuto
skute€nost potencuje i jejich rostouci pocet, jen béhem roku 2015 bylo do systému véasného
varovani EU (EU early warning system) nahldSeno 101 novych latek (EMCDDA, 2015).
Aktualné se NPS rozdéluji bud podle struktury, nebo dle svych ucinkd do nékolika hlavnich
skupin. Dle struktury se NPS déli na latky odvozené od fenylethylaminu, tryptaminu,
piperazinu, katinonu, dale na skupinu syntetickych opioidd, disociativni anestetika, celou
fadu novych drog typu aminoindand, benzofurani a v neposledni fadé také na skupinu
chemicky velmi rlznorodych latek, syntetickych kanabinoid(. Dle Ucinku se nejcastéji déli na
stimulanty, entaktogeny, hakucinogeny, sedativni latky, disociativni anestetika a

kanabinoidy.

2.1.1.1. Fenylethylaminy

Fenylethylamin se fadi mezi pfirodni latky pfirozené se vyskytujici v lidském mozku.
Zde je sekretovan septem limbického systému a zastava funkci neurotransmiteru a
neuromoduldtoru (Burden and Philips, 1980; Saavedra, 1974). Mlzeme ho znat také pod
pojmem "hormon lasky". Ve vétSim mnoistvi se vyskytuje i vfadé rostlin, ¢i potravindach.
s rozmanitym spektrem ucinkG. Bylo popsano pres 200 rliznych derivat(l, z nichZ vétSina ma
vliv na psychické funkce ¢lovéka. Do této skupiny patfi latky s entaktogennim, stimulaénim ¢i
halucinogennim Uc¢inkem. Jedny z nejzndméjsich a nejrozsifenéjSich latek odvozenych od
fenylethylaminu jsou klasické drogy amfetamin, metamfetamin, extdze (3,4-methylendioxy-N-
methylamfetamin, MDMA) (Degenhardt et al., 2014), ale i halucinogen mezkalin. Mezi NPS
odvozené od fenylethylaminu patfi naptiklad i extrémné silné a dlouhodobé pUlsobici
halucinogeny jako DOB (2,5-dimethoxy-4-bromolamfetamin) ¢i 25I-NBOMe (4-iodo-2,5-
dimethoxy-N-(2-methoxybenzyl)fenethylamin) (Rose et al., 2013), ndhrazky drogy extdaze,
napfr. MBDB (N-methyl-1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-butanamin) Ci 2C-B
(4-bromo-2,5-dimethoxyfenethylamin), nebo modifikované varianty klasickych stimulantt

(Giroud et al., 1998; Schifano, 2005). Velmi nebezpecné jsou pak paramethoxyamfetamin
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(PMA) a paramethoxymetamfetamin (PMMA), které maji ucinky velmi podobné MDMA,
ovsem maji pomalejsi ndstup ucinkd, uzivatelé tak mohou mit tendenci uzit vice davek, coz

muze mit fatalni nasledky (Johansen et al., 2003; Lin et al., 2007; Refstad, 2003).

2.1.1.2. Katinony

Velkou skupinou, kterd je zfenylethylamin(i c¢asto vyclefiovdna do samostatné
skupiny, prestoze ma podobny strukturdlni zdklad, jsou tzv. katinony. Nejznamé;jsi drogou
z této skupiny je mefedron (4-methymethkatinon, 4-MMC) (Winstock et al., 2011b). Jeho
pouliéni ndzev je mnau mnau, mef, dron, nebo MCAT. Jednd se o latku s entaktogennimi a
stimulacnimi ucinky, v dobé kdy jesté nebyla kontrolovana a masivné se distribuovala pres
internet, si ve Velké Britdnii ziskala béhem 1 roku stejnou popularitu jako kokain (Schifano et
al.,, 2011). Dnes existuje obrovska paleta novych syntetickych analog, kterd mefedron po
zakdzani na trhu postupné nahrazovala. Byly to napfiklad methylon (bk-MDMA), nafyron,
pentedron (2-methylamino-1-fenylpentan-1-on), pentylon (2-methylamino-1-(3,4-
methylendioxyfenyl)pentan-1-on), metedron (bk-PMMA, 4-methoxymethkatinon), bufedron
(bk-MBDB, 1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-(methylamino)butan-1-on) a 3-MMC (3-
methylmethkatinon) (Prosser and Nelson, 2012; Westphal et al., 2012), ale tfeba i mirné
vzdalengjsi substance jako napr. MDPV (3,4,-methylendioxypyrovaleron),
MDPP (3,4,-methylendioxy-alfa-pyrrolidinopropriofenon) pfipadné 6-APB
(6-(2-aminopropyl)benzofuran) (Coppola and Mondola, 2012; Kelly, 2011).

2.1.1.3. Tryptaminy

Tryptamin je taktéZ latka télu vlastni, vyskytujici se v mozku savci a plnici funkci
neuromoduldtoru. Mnohem dulezitéjsi funkci ovsem plni jeho derivat serotonin
(5-hydroxytryptamin), ktery se radi mezi nejdllezitéjsi neuromoduldtory a jehoZ receptory
jsou cilem pro vétSinu latek z této skupiny. Syntetické derivaty tryptaminu tvorfi druhou
velkou skupinu latek s psychotropnimi ucinky. Vétsina tryptamin{i ma halucinogenni ucinky
(Blough et al., 2014). Nejzndméjsimi predstaviteli této skupiny jsou psilocin (stejné tak jeho
fosfatova sll psilocybin), N,N-diethylamid kyseliny lysergové (LSD) a dimethyltriptamin

(DMT). Dalsi zndmé latky z této skupiny jsou: 5-MeO-DMT (5-methoxy-dimethyltryptamin),
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AMT a 5-MeO-AMT (alfa-methyltryptamin a jeho 5 methoxy varianta), DIPT a 5-MeO-DIPT

(diisopropyltryptamin a jeho 5 methoxy varianta) (Schifano et al., 2015).

2.1.1.4. Piperaziny

Piperazin ve své Cisté formé neni psychoaktivni, fada jeho nepsychoaktivnich derivata
je dlouhodobé vyuzZivdna vhumdanni medicing, tyto slouéeniny se pouZivaji
jako antihistaminika, antidepresiva, ¢i farmaka potlacujici erektilni dysfunkci, z nichz
nejvyznamnéjsi je sildenafil, ktery je znaméjsi pod svym obchodnim ndzvem viagra (Boolell et
al., 1996; Terrett et al., 1996). Mnoho latek odvozenych od piperazind ma na druhou stranu
psychotropni ucinky. Nejc¢astéji mirné entaktogenni a stimulacni, a proto se objevuji na
drogové scéné predevsim jako nahrazka extaze (3,4-methylendioxy-N-methylamfetamin,
zkracené MDMA). Ctyfi nejzndmé;jsi latky, které patfi do této skupiny, jsou TFMPP (3-
trifluoromethylphenylpiperazin); BZP (benzylpiperazin), mCPP (m-chlorofenylpiperazin),
MeOPP (4-methoxyfenylpiperazin) (Arbo et al., 2012; Bockaert et al., 1987; de Boer et al.,
2001).

2.1.1.5. Syntetické kanabinoidy

Syntetické kanabinoidy jsou velmi nesourodou skupinou latek, patfi sem napf.
naftoylindoly a fenylacetylindoly (napf. JWH-018, JWH-073, JWH 250; JWH 203) (ElSohly et
al., 2014), cyklohexylfenoly zkracené nazyvané CP slouceniny (napf. CP-47 a 497-C8) (Koller
et al.,, 2014), indoly (napf. 5F-PB-22, AM-2201 apod.), indazoly (napf. AB-CHIMNACA,
APINACA, 5F-AB-PINACA apod.) a tzv. klasické kanabinoidy, avSak synteticky vyrobené. V
Cistém stavu se jedna bud o pevné latky, nebo olejovité tekutiny, které se aplikuji na
rostlinny nosi¢ a nasledné se konzumuji nejéastéji kourenim. Zpravidla se jedna o vyrobky,
které se oznacuji jako smés exotického koreni ¢i bylinné smési a jsou prodavany pod nazvem
SPICE ¢i SCOPE (Obr. 2) (EISohly et al., 2014) Syntetické kanabinoidy jsou U¢inky podobné
THC (A9-tetrahydrokanabinol) a plvodné byly vyvinuty jako Gcinnéjsi ¢i selektivnéjsi ligandy
pro serotoninové receptory s potencidlnim vyuZitim ve vyzkumu ke studiu kanabinoidniho

systému a i pro potencialni vyuziti v mediciné. Neni ovSem pravidlem, Ze by byly stejné
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bezpeéné, jako klasické kanabinoidy. Rada z nich je mnohem G&inné&ji nei piirodni THC
(Schifano et al., 2015), po na nékterych z nich byly popsany i somatické ptiznaky z odvykani a

po nékterych byla popsana i fada umrti v souvislosti s akutni toxicitou

Obr. 1: Baleni drogy spice. Prevzato z http://www.drugfreehomes.org

2.1.1.6. Disociativni anestetika

Mezi disociativni anestetika se fadi zejména analoga ketaminu, jako jsou
methoxetamin ((RS)-2-(ethylamino)-2-(3-methoxyfenyl)cyklohexanon) znamy také pod nazvy
MXE, METH-O pfipadné MEXXY a 3-MeO-PCE (N-ethyl-1-(3-methoxyfenyl)cyklohexanamin).
Dale se do této skupiny radi dextrometorfan (DXM) a deschlorketamin (2-methylamino-2-
fenylcyklohexanon) (Bryner et al.,, 2006; Frison et al., 2016; Tortella et al., 1989). Mezi
disociativni anestetika fadime také substance odvozené od fencyklidinu (PCP),
mezi které patfi zejména jeho 3- a 4-methoxy analoga, 3-methoxy-PCP
(1-[1-(3-methoxyfenyl)cyklohexyl]piperidin) a  4-methoxy-PCP  (1-[1-(4-methoxyfenyl)
cyklohexyl]piperidin) (Roth et al., 2013). Tyto latky pUsobi na glutamatové receptory, kde
predevsim funguji jako antagonisté NMDA subtypu. Jejich Uéinky jsou prakticky stejné jako u
ketaminu nebo PCP. ZpUsobuji zmény emotivity, Zivé sny, derealizaci a depersonalizaci,
prozitky blizké smrti, ve vysSich ddvkach pak anestezii. Intenzivni psychedelicky prozitek je

mezi uzivateli popisovdan jako K-hole (Curran and Monaghan, 2001).
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2.1.1.7. Syntetické opioidy

Mezi nové syntetické opioidy patfi napf. substance sndzvem AH-7921
([3,4-dichloro-N-(1-(dimethylamino)cyklohexylmethyl)benzamid]), kterd je zodpovédna jiz za
nékolik pripadd umrti (Karinen et al., 2014; Kronstrand et al., 2014; Vorce et al., 2014). AH-
7921 je stejné jako vétsina latek z této skupiny selektivnim agonistou p-opioidnich receptor(
s CasteCnym uclinkem také na k-receptory (Wohlfarth et al., 2016). Dale k syntetickym
opioidim fadime derivaty fentanylu, napfiklad butyrfentanyl (N-[1-(2-fenylethyl)-4-
piperidinyl]-N-fenylbutyramid) a 4-fluorobutyrfentanyl (N-(4-fluorofenyl)-N-[(1-(2-
fenylethyl)-4-piperidinyl)]butanamid) (Backberg et al., 2015). Latky patfici mezi syntetické
opioidy sdili vétSinu svych farmakologickych vlastnosti s morfinem. Vyvolavaji analgesii,

sedaci, pripadné euforii (Schifano et al., 2015).

2.1.2. Mechanismus uéinkt

Ucinky novych psychoaktivnich substanci, vétdinou imitujici ptivodni drogy, jsou diky
uzivateldm velmi rychle znamy, avsak jejich plsobeni na zdravi je v mnoha ptipadech
neznamé, protoze vétsSina téchto substanci zatim nebyla podrobnéji zkoumana (Wood and
Dargan, 2012). Jesté méné informaci je pak dostupné o moznych interakcich s farmaky ci
dalsimi psychoaktivnimi latkami (Measham et al., 2010). Jiz drobnd zména v chemické
strukture latky maze znacné ovlivnit jeji farmakologicky ¢i toxikologicky profil, aniz by doslo k
vyraznéjsi zméné jejich Gcinkd (Buchanan and Brown, 1988). Nedostatec¢nd znalost téchto
fakt proto maze mit v krajnich pfipadech dokonce fataini disledky.

NPS ovliviuji pfedevSim neurotransmiterové systémy centralni nervové soustavy.
Nejzasadnéji ovliviiuji serotonergni, dopaminergni a noradrenergni synapse, dale plisobi i na
synapse acetylcholinergni, glutamatergni (predevsim disociativni anestetika), kanabinoidni a
opioidni.

Podle vysledného ucinku latky na organismus mizZeme rozdélit NPS na stimulanty,
entaktogeny, tlumivé latky a psychedelika, kam patfi tradicni halucinogeny, delirogeny,
disociativni anestetika ale i kanabinoidy. V pfipadé stimulantl, entaktogenl a klasickych
halucinogend, jenz pusobi na monoaminergni systémy, muizZe jedna latka vykazovat

kombinovany efekt, napfiklad stimulacni i entaktogenni. Stimulanty pUsobi zejména na
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dopaminovy a noradrenalinovy systém. Nejcastéji brani zpétnému vychytdvani
dopaminu/noradrenalinu nebo zvysuji jejich vyplavovani. ZvySend dostupnost a aktivita
téchto neurotransmiterd vede k celkové stimulaci a euforii. Stimulacni efekt maji napft.
syntetické katinony, pyrovalerony, benzofurany a halogenované derivaty klasickych
stimulantll amfetaminu a metamfetaminu, z klasickych drog pak predevsim amfetamin,
metamfetamin ¢i kokain. Entaktogenni ucinky vyvoldvaji latky zasahujici do serotoninového
systému. Zvysuji vyplavovani serotoninu, zabranuji jeho zpétnému vychytavani ¢i blokuji
degradaci. Vyslednym efektem je tedy jeho zvySena koncentrace na synapsi. Entaktogeny
navozuji vyraznou euforii, pocity Stésti a lasky, potfebu lidské blizkosti, doteku a sdilnosti,
klasickym prikladem je droga extdze (MDMA, 3,4-metyhlendioxymetamfetamin) a jeji
nejblizsi analoga MDA (3,4-methylendioxyamfetamin), MDEA (3,4,-methylendioxy-N-
ethylamfetamin) a MBDB (N-methyl-1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-butamin, dale sem patfi
nékteré fenyletylaminy napf. 2C-B (4-bromo-2,5-dimetoxyfenyletylamin) a aminoindany,
napf. MDAI (5,6-metyhlendioxy-2-aminoindan). Klasické halucinogeny pusobi také na
serotoninovy systém, na rozdil od entaktogend vSak ptimo aktivuji konkrétni typ
serotoninového receptoru (5-HT..). Mezi nové syntetické halucinogeny patfi fada latek ze
skupiny tryptaminu a fenylethylamind, z klasickych drog pak psilocybin, LSD (N,N-dietylamid
kyseliny lysergové) ¢i mezkalin.

Syntetické kanabinoidy (stejné jako THC) mohou reagovat s velkym pocétem rliznych
typu struktur. Nejcastéji s kanabinoidnimi receptory CB1, které jsou rozmistény v celém téle,
nejvice pak v CNS, a CB2, které jsou hlavné na burikdch imunitniho systému a v tkanich na
periferii, ale pfitomny jsou i v mozku (Galiegue et al.,, 1995; Van Sickle, 2005), ale také
napfiklad s transportérem pro anandamid ¢i FAAH, vaniloidnimi a serotonergnimi receptory.
Tomu odpovida i stejny Ucinek jako md marihuana — uvolnéni, Gtlum, euforie. V porovnani s
THC jsou ale ucinky navozené syntetickymi kanabinoidy v nékterych pripadech efektivné;jsi a
maji delSiho trvani.

Disociativni anestetika plsobi jako antagonisté glutamatovych NMDA receptora. Pfi
vysokych davkach, kdy se jiz zcela rozvijeji jejich anestetické ucinky, plisobi také na opioidni

receptory (Hirota and Lambert, 1996).
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2.1.3. Epidemiologie

Zacatek vyuzivani syntetickych drog se datuje jiz do 40. let 20. stoleti. V této dobé se
objevuji i pfipady preddvkovani neznamymi latkami (Ziporyn, 1986).

Diky systému vcasného varovani EU, bylo vroce 2015 zachyceno 101 novych
psychoaktivnich latek, coz byl zatim viibec nejvyssi pocet v historii (Graf 1). V roce 2015 pak
bylo zachyceno 98 novych latek (EMCDDA, 2016). Od roku 2009 do roku 2013 tvofily nejvyssi
podil z nové zachycenych latek syntetické kanabinoidy (EMCDDA, 2015). V roce 2014 se vsak
dostavaji na prvni misto syntetické katinony, kdy v roce 2014 jich bylo zachyceno 31, v roce
2015 pak 26, pfitom kanabinoidy patfi stdle k druhym nejzastoupenéjsim (EMCDDA,2016).
Popularni jsou NPS zejména ve Velké Britanii, Nizozemsku, severskych statech a Madarsku.

V Ceské republice je vyskyt novych psychoaktivnich substanci zaznamenan pfiblizné
od roku 2010. Avsak diky dominanci drog klasickych jde stdle o vyskyt spiSe sporadicky.
V roce 2014 bylo hlaseno dohromady 22 novych psychoaktivnich substanci, 13 z nich se na
tzemi CR objevilo poprvé a u 2 z nich se jednalo o prvni vyskyt v ramci celé Evropské unie.
Nejcastéji Slo o katinony a fenetylaminy. Latkou s nejvétSim zachycenym mnoizstvim byl
katinon MDPPP, konkrétné Slo celkem o 2,2 kg. Oproti roku 2013 vSak doslo ke snizeni poctu
substanci, v tomto roce bylo hla%eno 48 NSD, 12 z nich poprvé v CR a 3 z nich poprvé v ramci
EU (Mravcik et al., 2014).

NPS jsou aktudlné dostupné zejména na internetu a to predevsim diky redukci
nabidky kamennych obchodl v dubnu roku 2011. Ndrodni monitorovaci stfedisko (NMS)
v roce 2015 objevilo 33 internetovych obchodl se strankami v ¢eském jazyce, 9 z nich se
specializovalo vyhradné na NPS. Vjejich nabidce byly nejhojnéji zastoupeny syntetické
katinony (35 substanci), kanabinoidy (34) a fenetylaminy (24). Latkou nej¢astéji se vyskytujici
v nabidce téchto obchodl( byl katinon a-PVP, ktery nabizelo dohromady 9 obchodd.
Dohromady bylo nabizeno 145 rlznych latek, cozZ je vice neZ trojnasobek oproti roku 2014,

kdy bylo na internetu mozno zakoupit pouze 42 substanci (Mravcik et al., 2015).
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Pocet a kategorie novych psychoaktivnich latek hlasenych do
systému v&asného varovani EU, 2005-2014

100

Il Kanabinoidy M Katinony Opioidy
Hl Fenetylaminy Piperaziny Arylaminy
Il Tryptaminy Jiné latky

Graf 1: Prevzato z EMCDDA (2015). Evropskd zprdva o drogdch. Luxemburg: Urad pro publikace

Evropské unie.

2.1.4. Zdravotni rizika

Z uzivatelského hlediska je vsoucasné dobé velmi malo védecky ¢&i klinicky
podloZzenych informaci zabyvajici se akutni ¢i chronickou toxicitou NPS. Dusledkem jsou
nedostate¢né, mnohdy chybéjici Udaje o potenciondlnim nebezpedi, které je spojeno s jejich
uzivanim. Vétsina informaci o akutnich a chronickych uéincich NPS je dostupna zejména na
zakladé subjektivnich hodnoceni uzivatell a ndsledného sdileni zkusenosti na internetovych
forech. Verejné prizkumy, dotazniky nebo pripadové studie jsou dalSim zplisobem sbéru dat
(Carhart-Harris et al., 2011; Crew, 2011; Winstock et al., 2011a).

Uzivani NPS mUze mit neblahy vliv jak na fyzicky, ale tak i psychicky stav lidského
organismu. Dulezitym rizikovym faktorem, spole¢nym pro vSechny psychoaktivni latky, je
soucasny psychicky stav a psychiatrickd anamnéza jedince a jeho rodiny. Pokud se v rodiné
vyskytuje psychiatrické onemocnéni, existuje statisticky nezanedbatelnd Sance, Ze NPS
mohou byt aktivacnim mechanismem pro vznik ¢i rozvoj problémU psychiatrického razu

(Krebs and Johansen, 2013). Dalsimi nezanedbatelnymi faktory, které se podileji na

17



zvySovani zdravotniho rizika spojeného s uzivdnim NPS, mohou byt: velikost davky NPS,
frekvence uzivani, zpisoby podani NPS, zdravotni stav a v neposledni fadé jejich interakce
s jinymi drogami nebo farmaceutickymi lécivy (Cosbey et al., 2014; Dickson et al., 2010;
EMCDDA and Europol, 2010; UNODC, 2013).

Rizikovy zplsob podani NPS je intravendzni aplikace. Uzivani injekénich strikacek je
spojeno se zvySenym rizikem nakazy krvi prenosnymi, ale také ostatnimi, infekénimi
chorobami. Mezi nejéastéjsi infekce pfenasené krvi v této skupiné obyvatel patfi virus lidské
imunodeficience (HIV) a virus hepatitidy typu B a C (EMCDDA, 2014).

Jelikoz se experimentalni ¢ast diplomové prace zabyva akutnimi ucinky nafyronu,
syntetického katinonu, zaméfime se v ndsledujicich kapitolach na zdravotni rizika a

farmakologicky profil NPS z fad katinond.

2.2. Katinony
2.2.1. Charakteristika

Katinon (Obr. 2) je latka obsazena v rostliné Katé jedlé (Catha edulis). V oblastech
zapadni Afriky a na Arabském poloostrové jsou listy tohoto kefe pouzivany jako stimulanty
(Brenneisen et al., 1990). Jiz po dlouha staleti hraje Zvykani listd Katy duleZitou roli
v kulturnich a socidlnich tradicich taméjsich komunit (Valente et al., 2014). Identifikace
katinonu jakoZto hlavni psychoaktivni slozky list( Katy vykazujici farmakologické vlastnosti
podobné amfetaminu postupné vedla k syntéze mnoha derivat( této latky. Tyto slouceniny,
jejichz ucinek je ¢asto mnohem silnéjsi nez je tomu u katinonu, byly plvodné urceny
k terapeutickym ucellim, avsak zahy zacaly byt zneuzivany pro svij euforicky ucinek (Valente

et al., 2014).

O
NH.,,

CH,

Obr. 2: Strukturni vzorec katinonu. Pfevzato z www.emcdda.europa.eu
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Katinony jsou nejcastéji prodavany v praskové ci krystalové formé, maji bilou, hnédou
¢i Zlutou barvu a jsou bez zapachu (Zawilska and Wojcieszak, 2013). K jejich vyrobé dochazi
nejspide v Indii a Cin&, odkud jsou do Evropy dovézeny, kde nasledné dojde k jejich prodeji
na Cerném trhu, nebo jsou k dostani jako legal-highs (EMCDDA, 2015). K rozvoji jejich
prodeje doslo predevsim diky snizujici se kvalité a dostupnosti drog bézné proddvanych na
cerném trhu a také diky jejich prechodné legdlnimu statusu (Katz et al., 2014). Obvykle se
daji zakoupit pod oznacenim ,koupaci sul“, ,hnojivo pro rostliny” ¢i ,research chemical”,
vétSina znich je také opatfena varovanim ,nevhodné pro konzumaci“, pfipadné
,nhetestovdno na toxické Ucinky“, avSak jsou prodavany se zamérem vyvolat stejny efekt jako
nékteré jiné jiz rozsifené drogy, napfiklad kokain, extdze, ptipadné metamfetamin (Zawilska

and Wojcieszak, 2013).

2.2.2. Farmakodynamika a farmakokinetika katinonti

Katinony zvysuji synaptickou hladinu katecholaminl, predevSim serotoninu,
dopaminu a noradrenalinu. ZvySeni hladiny téchto neurotransmiterd je docileno blokaci
transportérovych systém(, které jsou zodpovédné za zpétné vychytdvani téchto
neurotransmitert ze synaptické Stérbiny (Cozzi et al., 1999), avsak jejich selektivita pro
transportérové systémy DAT, SERT a NET se mezi jednotlivymi substancemi znacné Ilisi
(Simmler et al., 2013a). Dalsim mechanismem vedoucim k navysSeni jejich hladiny je zvysené
vyplavovani z presynaptického zakonéeni neuronu, inhibice enzym( zodpovédnych za jejich
odbourdvani (Osorio-Olivares et al., 2004). ZvySena hladina neurotransmiter(l v synaptické
Stérbiné vede ke zvySeni stimulace postsynaptickych receptor(i jak v mozku, tak na periferii.

Obecné syntetické katinony prechazeji pres hematoencefalickou bariéru hdre nez
amfetaminy a to predevSim diky B-keto skupiné, ktera znacné zvysuje jejich polaritu
(Coppola and Mondola, 2012, Krikorian, 1984), proto je pro vyvolani Gc¢inku srovnatelného
s amfetaminy nutno uZzit vys$si davku (Krikorian, 1984). Vyjimku z tohoto pravidla vsak tvofri
pyrolidinové derivaty (Gibbons and Zloh, 2010), mezi které patfti napriklad MDPV, MDPPP a

nafyron.
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2.2.3. Rizika spojena s uzivanim katinonti

Po poiZiti katinond jsou nejcastéji pozorovany kardiovaskuldrni (tachykaridie,
arterialni hypertenze, palpitace, dyspnoe, bolest na hrudi, vazokonstrikce), neurologické
sympatomimetické (bolest hlavy, mydridza, parestezie, zachvaty, tres), psychiatrické
(agitace, agrese, zmateni, halucinace, paranoia, Uzkost, anhedonie, nespavost a psychdzy),
metabolické (hyponatrémie, hypokalémie a aciddza), pripadné gastroinstestinalni (pocit na
zvraceni, zvraceni, bolest bficha) a dalsi (myoklonus, horecka, bruxismus) symptomy
(Murphy et al., 2013; Ross et al., 2011; Spiller et al., 2011; Wood et al., 2010).

U oblibené drogy mefedronu byly popsdny i zavaznéjsi dopady na zdravi uzivatell
jako napf. akutni myokarditida, pfisuzovana prfimému toxickému plsobeni na myocyty
pfipadné skrze ucéinek na imunitni systém (Nicholson et al., 2010). Dalsi zavaina rizika
spojend s uzivanim katinonl jsou metabolické acidézy, multiorganové selhdni, neurotoxicita,
hepatotoxicita, hypertermie a serotoninovy syndrom (Maurer et al. 2004). Serotoninovy
syndrom je stav, kdy dojde k obrovskému zvySeni hladin extracelularniho serotoninu, typicky
za situace kdy je soucasné omezeno jeho zpétné vychytavani a/nebo degradace. Tato
nadmérnad serotoninova aktivita vytvari mnoho symptomd od malo zdvainych az po ty
fatdlni: tfes, poceni, tachykardie, hypertenze, hypertermie, halucinace, zvraceni, mentalni
zmateni, kéma (Karch, 2015; Rasimas, 2012).

Hlavnim rizikem spojenym s uzivdnim katinonul, podobné jako u ostatnich novych
syntetickych drog, je predavkovani. UZivatel, ktery drogu zakoupi, si nikdy nemze byt
naprosto jisty jejim slozenim. Ve studii (Brandt et al.,, 2011) jsou vSechny produkty
zakoupené na internetu pod oznacenim NRG-1 a NRG-2 smési rliznych katinon(. V predchozi
studii (Brandt et al., 2010a) byl nafyron obsazen dokonce pouze v jednom ze tfinacti vzork
NRG-1. VétSina zevzork(l byla taktéz smési rlznych katinond, nejc¢astéji mefedronu,
butylonu, 4-metyl-N-etylkatinonu, flephedronu a MDPV (3,4-metylendioxypyrovaleron).
Nékteré vzorky obsahovaly pouze kofein a v nékterych byla nalezena lokalni anestetika. Ve
studii Palenicek a Kuchaf (2011) byl pfes internetové stranky zakoupen prepardt s nazvem
Kamikadze, ktery dle nasledné analyzy obsahoval mefedron, MDPV a 4-MEC.

V souvislosti s poZitim syntetickych katinonl jsou zaznamenany i fatalni pripady
intoxikaci. V roce 2010 bylo v Anglii zaznamendno 46 pripadd umrti, kterad jsou spojovana

s pfitomnosti mefedronu (EMCDDA, 2011), v letech 2008 a 2009 k umrti dvou mladych muz{
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ve Svédsku (Wikstrom et al., 2010). TamtéZ doslo v roce 2012 po proniknuti drogy s ndzvem
5-IT ¢i 5-API (5-(-2-aminopropyl)indol) na trh k dalsi sérii umrti (Kronstrand et al., 2013). Mezi
katinony, jejichz uziti mélo smrtelné nasledky, patfi také methylon (Pearson et al., 2012),
methoxetamin ([2-(3-methoxyfenyl)-2-(ethylamono-cyklohexanon]) (Wikstrom et al., 2013),
mefedron (Loi et al., 2015) a pentedron (Sykutera et al., 2015). Elliott and Evans (2014) dale
poukazuji na vysokou prevalenci (41 %) katinonl forenzné detekovanych post mortem u

mechanickych sebevrazd.

2.3. Nafyron
2.3.1. Charakteristika

Nafyron (naftylpyrovaleron), nékdy také nazyvan NRG-1,0-2482, pfipadné Energy 1
je synteticka droga ze skupiny katinonu. Ackoli se dfive predpokladalo, Ze jako NRG-1 se na
nelegalnim trhu vyskytuje pouze B-izomer nafyronu, nyni je jiz jasné, Ze nafyron se vyskytuje
na trhu v obou isomerech (Obr. 3), bud'jako 1-naftalen-2-yl-2-pyrrolidin-1-ylpentan-1-on (B-

nafyron), pfipadné 1-naftalen-1-yl-2-pyrrolidin-1-ylpentan-1-on (a-nafyron) (Brandt et al.,

o S

B-naphyrone a-naphyrone

Obr. 3: a- a B-izomer nafyronu, upraveno podle Valente et al. 2014

Nafyron se objevil na trhu spolu s dalSimi syntetickymi katinony brzy po pfidani

mefedronu na seznam zakdazanych latek (Schifano et al. 2011).
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2.3.2. Farmakodynamika a farmakokinetika

Nafyron se chova jako neselektivni inhibitor vychytdvani monoamin(, inhibuje kanaly
SERT, DAT a NET (Simmler et al., 2013). Z tohoto dlvodu byvd nékdy také spolu s dalsimi
latkami se stejnym mechanismem ucinku oznacovan jako triple reuptake inhibitor (Vardakou
et al.,, 2012). VSechny monoaminové transportéry tedy blokuje s pfiblizné stejnou
selektivitou. /n vitro DAT/SERT ratio je 2,0 (1,5 - 2,7), podobné jako u nékterych dalSich
katinon — etylonu, mefedronu, butylonu a metylonu a jako u kokainu (Simmler et al.,
2013a).

Nafyron je pfiblizné tisickrat lipofilnéjsi nez jemu pfibuzné metamfetaminové
derivaty, MDMA a mefedron (Meltzer et al.,, 2006). Vysoka lipofilita zajistuje wvyssi
prostupnost latky hematoencefalickou bariérou. Studie in vitro naznacuji, Ze nafyron inhibuje
véechny 3 monoaminové transportéry s potenci zhruba desetkrat vys$si nez je tomu u
kokainu (Meltzer et al., 2006).

Doba, za kterou klesne koncentrace nafyronu v krevni plasmé na polovinu, mize
dosahovat pfriblizné délky az 34 hodin (Derungs et al., 2011). Tento odhad je ovSsem nutno
brat srezervou, avSak eliminace je pravdépodobné vyrazné delSi, nez je tomu u jinych
amfetamin(, véetné MDMA a metamfetaminu, jejichZ koncentrace v krevni plasmé klesa na

polovinu za 8-12 hodin. (Derungs et al., 2011).

2.3.3. Davkovani a nepfiznivé ucinky

UZivatelé uvadéji, ze davka potfebna k dosazeni efektu se pohybuje mezi 20-25 mg.
Vzhledem k tomu, Ze jde o davku velice nizkou, pfi zaméné nafyronu za jinou substanci, ¢i pfi
pouhé neznalosti tohoto faktu, vznikd vysoké riziko predavkovani (Vardakou et al., 2012).
Ackoli je dostupné velice malo toxikologickych informaci o plisobeni nafyronu, predpoklada
se, ze hlavni nepfiznivé ucinky budou podobné jako u mefedronu, pripadné dalsich katinon(
(Zaitsu et al., 2014).

V pripadové studii Derungs et al. (2011) se 40 hodin po poZiti jednordzové davky 100
mg nafyronu dostavil 31 lety muz na mistni pohotovost. Nemél zkuSenosti s davkovanim,
proto pouzil stejné davkovani jako u MDMA. Zhruba 5 hodin po poZiti se u néj objevili prvni

problémy, zhorSend koncentrace, rozostfené vidéni a zvysujici se neklid. Pacient nemohl dvé
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noci spat a citil se velmi nervdzni. Jako dalsi priznaky udal visudlni, akustické a taktilni

halucinace a strach ze smrti.

2.4. Neurobiologie zavislosti

Drogova zavislost se projevuje jako komplexni onemocnéni CNS charakterizované
kompulsivnim, nekontrolovanym bazenim po droze, a snahou obstarat si drogu, prestoze jeji
uzivani ma mnoho nepopiratelné zdvaznych, nékdy dokonce zdravi a Zivot ohroZujicich,
nasledkd. Snaha ziskat dal$i ddvku drogy se mize stat stredobodem Zivota zavislé osoby
(Vetulani, 2001).

Pouze malé procento osob, které je béhem svého Zivota drogdm vystaveno, se na
nich stane zavislym. Faktory ovliviujici vznik této zavislosti jsou jednak genetické
predispozice, faze vyvoje jedince véetné psychologickych aspektl, a v neposledni fadé
prostredi (socialni faktory), v némz se jedinec vyskytuje (Volkow and Li, 2005).

Vznik a rozvoj zavislosti Ize rozdélit do tfi hlavnich fazi. Prvni z nich je rozvoj zavislosti,
druhd presun k zavislosti a tfetim stddiem je jiz formovana zavislost. Klicovd pro rozvoj
zavislosti je role dopaminu, ktery hraje nezastupitelnou ulohu v systému odmény (Volkow et
al., 2011). NejdllezZitéjsi je patrné mesolimbicka dopaminergni draha. Nigrostriatalni draha
spolu s mesokortikalni drahou pravdépodobné také hraji svou ulohu jak v systému odmeény,
tak i pfi vzniku zavislosti, ale ne tak vyznamnou (Wise, 2009). Kromé dopaminu se zde
v mensi mite uplatiiuje i acetylcholin (Vetulani 2001). Zavislost kromé systému odmeény
ovliviiuji patrné také dalsi okruhy, zapojené do procesli podminiovani, exekutivnich funkci a
motivace (N. D. Volkow et al. 2011).

Dopaminergni transmise je za normdlnich okolnosti zvySena pfi jednani, které
zpusobuje uspokojeni, jde napriklad o piti, stravovani a sexudlni aktivitu. Jak tyto pfirozené
stimuly, tak také umélé chemické stimuly, které aktivuji centrum odmény, pUsobi na stejna
mista mozku, avSak oproti pfirozenym stimuldm nejsou umélé kontrolovany
zpétnovazebnymi mechanismy, které aktivuji averzivni centra (Vetulani 2001). Drogy tak
narusuji prirozenou funkci systému odmény a potlacuji schopnost ostatnich stimull tento
systém aktivovat, pro navozeni pfijemnych pocitl je pak nutné opétovné uziti drogy (Hyman

et al., 2006)
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Dusledkem chronického uzivani jsou neuroadaptacni zmény, tolerance a senzitizace.
Toleranci navozuje vétSina substanci, které jsou schopny vytvofit zdavislost. Je
charakterizovdna postupnym snizenym ucéinkem drogy, tedy postupnym snizenim pocitu

uspokojeni po aplikaci stejné davky (Vetulani, 2001).

2.5. Animalni modely

2.5.1. Test otevieného pole (OFT)

Test otevieného pole (Open Field test, OFT) je jednim z nejc¢astéji pouZivanych
behavioralnich testl. Sjeho pouzitim je mozno stanovit miru spontdnni aktivity,
exploracniho chovéni a anxiety (Archer, 1973; Hall, 1934). Test zpravidla probiha ve sténami
ohrani¢ené aréné ctvercového tvaru, pouZivaji se ovsem i aparatury kruhové, nicméné
dllezitym predpokladem je vidy vyrazné vétsi plocha podstavy, nez je plocha podstavy
domovského boxu zvifete (Hall, 1934). Velmi d(ilezitd je také intenzita nasviceni aparatury,
ktera je pfimo Umérna vyvolané mire anxiety a stresu (Stanford, 2007; Walsh and Cummins,
1976).

Nejcastéji méfenymi parametry jsou celkova délka trajektorie lokomoce prostorova
distribuce pohybu zvifete v jednotlivych ¢astech aparatury, kdy setrvavani u stén aparatury
(tigmotaxe) je povazovano za pfimo Umérné mife vyvolané anxiety (Stanford, 2007; Walsh
and Cummins, 1976). Mira anxiety je rovnéz prfimo Uumérnd intenzité defekace (pocet
bolus(). Déle lze hodnotit prvky chovani jako vztycovani, ¢isténi, nehybnost, ¢ichani apod.
(Stanford, 2007; Walsh and Cummins, 1976).

Podani psychoaktivnich latek ¢asto vede kvyraznym zménam chovani, které lze
s pouzitim OFT zachytit. Pfirozeny vzorec exploracniho chovani lze popsat nasledovné - zvife
se po umisténi do OFT aparatury nejdfive pohybuje podél jejich stén (tigmotaxe), po uplynuti
nékolika minut (zpravidla pét, napf. Archer, 1973) se odvaZuje prozkoumat i centralni ¢ast
aparatury, poté se zpravidla jiz zdrzuje na jednom misté, kde se Cisti - toto chovani je
povaZzovano za ukazatel temporalni habituace (Eilam and Golani, 1989).

Po podani psychoaktivnich latek je tento pfirozeny vzorec narusen (Palenicek et al.,
2011), coz se projevuje zkracenim ¢i Uplnym vymizenim temporalni habituace, neadekvatni

mirou lokomoce (hyperlokomoce ¢i jeji vyznamna inhibice) nebo nadmérnym vyskytem
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stereotypickych prvkl chovani (typicky toceni v kruhu, oklepdvani). Tyto zmény jsou pro
neékteré skupiny latek typické - napf. timulanty vyvolavaji zpravidla hyperlokomoci a zvysuji
frekvenci vyskytl stereotypickych prvkd chovani, zatimco halucinogeny maji zpravidla

inhibicni ¢i bifazicky uc¢inek na lokomoci (napfr. Palenicek et al. 2005).

2.5.2. Prepulzni inhibice akustické tlekové rekce (PPl ASR)

Test prepulzni inhibice akustické ulekové reakce (Prepulse Inhibition of Acoustic
Startle Reaction, PPl ASR) méfi hodnotu ulekové reakce po ndhlém akustickém podnétu a
nasledné porovnavad reakci na podnét stejné intenzity, zaznamenanou po kratkém
akustickém prepulsu, o intenzité jen o malo vétsi, nez je intenzita pozadi (Sum). Po
prezentaci prepulzu dochazi za béZznych okolnosti ke sniZzeni ulekové reakce - prepulzni
inhibici (Geyer et al., 2001), coZ odrdzi schopnost adekvatné filtrovat informace z okolniho
prostredi (Braff et al., 2001). Prepulzni inhibice je regulovana neuronalnim okruhem
skladajicim se ze struktur stfedniho mozku a mozkového kmene, v regulaci jsou zapojeny
neurotransmitery glutamat, dopamin, acetylcholin a serotonin (Dissanayake et al., 2013).

Test se pouzivd jak pfi testovani na animdlnich modelech, tak u lidskych pacientt
(Abel et al., 1998). Typicky se vyuzivd pro testovani ucinku potencidlnich antipsychotik
v animdlnim modelu (Rigdon and Viik, 1991) a to proto, Ze k naruSeni senzomotorického
zpracovani informaci dochazi typicky u pacientl s psychézami (Perry et al., 2001). Také
nékteré z psychoaktivnich latek, predevsim halucinogeny, ale také stimulanty, vyrazné méni

hodnoty namérené pfi testu oproti kontroldm (Pdlenicek et al. 2005).

2.5.3. Test podminéné preference mista (CPP)

Test podminéné preference mista (conditioned place preference, CPP) je zalozen na
principu klasického podminovani. Principem je spojeni nepodminéného podnétu (snadno
rozpoznatelného prostiedi) a stimulu specifického pro toto prostredi jako podminéného
podnétu (Pearce and Hall, 1980). Prostfednictvim CPP testu je mimo jiné mozné ohodnotit
adiktivni potencidl drog.

Existuje rada variant CPP slouzZiciho k ohodnoceni adiktivniho potencidlu drog,

nicméné zakladni princip je vidy stejny. Prvni den je zvife pfivyknuto na prostfedi aparatury
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(zpravidla 15 min expozice), nasledujici den probiha test pred zacatkem podminovani
(zpravidla 15 min expozice), kdy je zvifeti umoznén pohyb po celém prostoru aparatury,
zjisténa preference pro jednotlivé kompartmenty je ndsledné brana jako zakladni (baseline).
Nasleduje podminiovaci faze, kdy je zvireti podavana studovana latka, bezprostfedné po jeji
aplikaci je umisténo do asociovaného kompartmentu CPP aparatury, nasledujici den je mu
administrovano pouze vehikulum a po jeho poddani je umisténo do neasociovaného
kompartmentu. Podminovaci faze trva zpravidla osm dni (Ctyfi sezeni - aktivni latka, Ctyfi
sezeni - vehikulum). Délka jednotlivych sezeni se odviji od farmakokinetiky sledované latky,
v pfipadé stimulantd je to zpravidla 30 minut (Cunningham et al., 2006) Po skonceni
podminfovani nasleduje test po podminfovani - zvifeti je umoZnén volny pohyb po vsech
Castech apratury (15 min expozice), zjiSténd preference je srovnana se zdkladni (baseline)
preferenci. Pokud se zvifata zdrzuji signifikantné delSi dobu v asociovaném kompartmetu, lze
mluvit o vzniku podminéné preference mista a ohodnotit ucéinek Ilatky jako adiktivni

(Cunningham et al., 2006).
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3. Cile a hypotézy

Cilem diplomové prace je v animalnim modelu:

1. Ohodnotit behavioralni (lokomoce, anxieta a prepulzni inhibice akustické ulekové reakce)

a fyziologické (télesnd teplota) zmény vyvolané akutnim poddnim nafyronu.

2. Stanovit adiktivni potencial nafyronu pomoci testu podminéné preference mista.

Testovany jsou tyto hypotézy:

H1 a: Akutni podani nafyronu vede ke zméné intenzity lokomoce.

- Zména intenzity lokomoce je zavisla na velikosti podané davky.

- Intenzita lokomoce se méni v zavislosti na Case, ktery uplynul od podani [atky.
H1 s: Akutni podani nafyronu vede ke zméné hladiny anxiety.

- Velikost zmény hladiny anxiety je zavisla na velikosti podané davky.

H2: Akutni podani nafyronu vede k naruseni prepulzni inhibice akustické ulekové reakce.

- Mira naruseni prepulzni inhibice akustické dlekové reakce je zavisla na velikosti

podané davky.

H3: Akutni podani nafyronu povede ke zméné télesné teploty.

- Velikost zmény télesné teploty se lisi u zvifat drzenych po podani latky samostatné a

zvitat drzenych ve skupiné.

- Velikost zmény télesné teploty je zavisla na velikosti podané davky.
H4: Chronické podavani nafyronu povede ke vzniku podminéné preference mista.

- Mira vyvolané preference je zavisla na velikosti poddvané davky.
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4. Material a metody

4.1 Experimentalni zvirata

Experimenty open field test a PPl byly provedeny na potkanich samcich kmene Wistar
(Hannoversky chov, Velaz) o hmotnosti 200 — 250 g. Test CPP byl proveden na potkanech
Wistar (CharlesRiver). Potkani byli drzeni po tfech ve standardnich chovnych nadobdch
umisténych ve zvéfinci se stalymi podminkami (teplota: 22+2°C, vlhkost: 30 - 70%) a 12
hodinovym svételnym rezimem (svételna faze 8 — 16 hod). Pristup k vodé a potravé byl po
celou dobu trvani experimentl ad libitum. Po doruceni byla zvifata 10 dni navykdna na
prostfedi zvéfince a experimentatory (handling min. 5 min/zvite/den). Pfed pokusy byly
zvitatm injekcné s.c. aplikovany latky - nafyron i vehikulum (fyziologicky roztok) a to vzdy
v objemu 2 ml/kg. Experimenty byly provadény mezi 7:00 a 13:00 hod. V pfipadé méreni
télesné teploty a testu podminéné preference mista byla manipulace se zvifaty delsi, jeji
trvani viak nikdy neprekrocilo 17:00.

Veskeré experimenty byly provedeny v souladu s platnou legislativou tykajici se

ochrany zvirat.

4.2 Latky

Nafyron (1-naftalen-2-yl-2-pyrrolidin-1-ylpentan-1-on) byl pofizen pfes internet a
nasledné precistén na 98 aZ 99 % (Alfarma, s.r.o). Pro aplikaci byl rozpustén ve fyziologickém
roztoku tak, aby mohl byt pokusnym zvifatdm aplikovan v objemu 2 mli/kg. Nejvyssi

koncentrace musela byt pfi rozpousténi zahfivana.

4.3 Farmakokineticka analyza
Urceni hladiny nafyronu v séru a mozkové tkani

Pro farmakokinetickou analyzu byl dohromady 48 zvifatim injekéné aplikovan
nafyron. Zvifata byla po 30, 60, 120, 240 a 480 minutdch usmrcena, vzdy v poctu 8 jedincu
(byla pouzita zvifata z behavioralnich experiment(). Séra i celé mozky byly uskladnény pfi
teploté -20 °C az do provedeni farmakokinetické analyzy. VeSkeré odebrané organy, tedy
mozek, jatra, ledviny a krev, byly zaslany na farmakokinetickou analyzu do USLTOX - oddé&leni

Toxikologie, Ke Karlovu 2, 128 08, Praha 2.
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Pfiprava vzorku na LC/HRMS (kapalinovda chromatografie s vysokorozliSovacim
hmotnostnim spektrometrem)

Sérum
200 pl séra bylo smichdano s 0.5 ml 0.1 M fosfatového pufru (pH=6.0) a vnitfnim
standardem ISTD (nafyron-D8), dle odpovidajiciho kalibra¢niho rozmezi. Poté byla provedena

extrakce SPE (extrakce na pevné fazi, Solid phase extraction) na kolonkach Bond Elut Certify.

Tkané

250 mg tkané bylo homogenizovano s 5 ml methanolu a s odpovidajicim mnoZstvim
vnitiniho standardu ISTD (nafyron-D8). Ndsledné se vzorek sonifikoval v ultrazvukové lazni
po dobu 20 minut, poté vymrazil pfi -25 °C a nasledovné centrifugoval pfi 10.000 RPM
(2 min). Poté byl supernatant odparen do sucha a odparek rozpustén ve 3 ml fosfatového

pufru (pH=6.0). Nasledovalo provedené extrakce SPE.

SPE, BE Certify

1. Kondicionace kolonek: 1 ml MeOH, 1 ml fosfat

2. Naneseni vzorku na kolonku

3. Promyti: 4 ml H,0, 2 ml 0.1 M HCl a ml smési MeOH/H,0 (50/50)

4. Eluce: 3 x 0.5 ml Cerstvé pripravené elu¢ni smési (CH,Cl, : IPOH : NH4,0H, 8 : 2 : 0.2),
nasledné byl eluat odparen do sucha a odparek rozpustén v 200 ul mobilni faze a nasledné

nastriknut

LC/HRMS podminky

Analyzy byly provedeny na kapalinovém chromatografu Dionex Ultimate 3000 UHPLC
s hmotnostnim detektorem Exactive Plus-Orbitrap MS (ThermoFisher Scientific, Bremen,
Germany), s HESI-Il iontovym zdrojem. Chromatograficka separace vzork( séra a tkani byla
provedena na koloné Kinetex PFP 100A (50 x 2.1 mm, 2.6 mm) s predkolonou Security
Guard Cartridge PFP 4 x 2.0mm (Phenomenex) pfi pritoku 400 ml/min, gradientova eluce 10
mM mravenanem amonnym v 0.1% kyseliné mravenci jako mobilni fazi B. Gradient 0 min
5% B, 4 min 45% B, 5—-6min pri 95%.

MS (hmotnostni spektrometrie) podminky: full MS, pozitivni skenovaci méd od 50 do
500 m/z, rozliSeni 70.000 FWHM (skenovaci rychlost 3 Hz), napéti elektrospreje 3 kV, teplota
kapilary 320 °C.
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4.4. Behavioralni experimenty

4.4.1. Test otevieného pole

Test otevieného pole (Open Field test, OFT) probihal v odhlu¢néné mistnosti, v niz
byla umisténa rovnomérné nasvicend plastova aréna ¢tvercového tvaru (68 x 68 x 30 cm). Na
zacatku kazdého sezeni do ni bylo Setrné umisténo zvife (15 nebo 60 minut po aplikaci latky).
Nasledné byla po dobu 30 minut automaticky registrovdna jeho lokomoc¢ni aktivita (délka
trvani pokusu vychazi z farmakokinetickych dat, viz kap. Vysledky). Po skonéeni kazdého
sezeni byla pokusnd aréna dukladné vymyta a vytfena 30% roztokem ethanolu s cilem
eliminovat pfipadné pachové znacky, jejichz pfitomnost by mohla vést ke zkresleni vysledk.

Takto bylo otestovano celkem 80 potkan(, rozdélenych do pokusnych skupin na
zakladé druhu podané latky (nafyron/vehikulum), davky nafyronu a casového rozestupu
aplikace-zacatek testu na (i) NAFYRON 5 mg/kg, 15 min, (ii) NAFYRON 10 mg/kg, 15 min, (iii)
NAFYRON 20 mg/kg, 15 min, (iv) VEHIKULUM 15 min; (v) NAFYRON 5 mg/kg, 60 min, (vi)
NAFYRON 10 mg/kg, 60 min, (vii) NAFYRON 20 mg/kg, 60 min, (viii) VEHIKULUM 60 min;
N=10/pokusna skupina.

Registrace dat a extrakce pozadovanych parametrl byla provedena v programu
EthoVision Color Pro v. 3.1.1 (Noldus, Netherlands). Intenzita lokomocni aktivity byla
vyjadrena (i) celkovou délkou trajektorie pohybu zvifete za celou dobu trvani testu a (ii)
akutni délkou trajektorie pohybu zvifete v 5 minutovych intervalech, mira anxiety byla
stanovena na zakladé (iii) celkového ¢asu straveného v centru arény (suma ¢asl stravenych v
deviti centrdlnich zéndch, Teentre=>Cas19) a (iv) pravdépodobnosti vyskytu zvirete v periferni
¢asti arény - thigmotaxe (Yfoeriferni zony / 2fvzechny z6ny; kde f = celkovy pocet vyskytu jedince

v kazdé zéné). Prostorové rozdéleni podstavy pokusné arény viz Obr. 4.
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Obr. 4: Prostorové rozdéleni podstavy OFT pokusné arény - celkem 25 identickych Ctvercd,

z toho 9 centrdlnich a 16 perifernich.

4.4.2. Prepulzni inhibice akustické tlekové reakce

Méreni prepulzni inhibice akustické ulekové reakce (Prepulse Inhibition of acoustic
startle, PPl ASR) bylo realizovano v boxech SR-LAB (San Diego Instruments, California, USA).
Akustické stimuly produkoval vysokofrekvencni reproduktor umistény ve vysce 24 cm nad
podlozkou. Priimérnd ulekova reakce byla detekovdna piezoelektrickym akcelerometrem,
digitalizovdna a poutzita pro analyzu.

VSechna zvifata byla 2 dny pred vlastnim testovanim aklimatizovdna na testovaci
aparaturu, kde byla ponechdna po dobu 5 minut a byla vystavena 6 stimullim o intenzité 115
dB v délce trvani 40 ms. Nastavena intenzita hluku (Sumu) pozadi byla 75 dB. V testovaci den
byla zvifatim 15 nebo 60 minut pred zapocetim pokusu aplikovana latka. Testovaci uloha se
skladala ze 72 sekvenci. Intervaly mezi jednotlivymi sekvencemi (ITl) byly 4-20 s a nastaveny
sum pozadi byl 75 dB. Aklimatiza¢ni perioda trvala 5 min (75 dB). Nasledovalo 6 sekvenci
s akustickym podnétem (pulzem) o intenzité 125 dB, 40 ms trvani. Experiment pokracoval 60
sekvencemi rlizného typu v pseudorandomizovaném poradi. Typy sekvenci byly nasledujici:
1) ulekovy pulz 125 dB, 40 ms trvani 2) predpodnét (prepulz) 83 dB, 20 ms trvani,
nasledovany v intervalu 30, resp. 60, resp. 120 ms Ulekovym pulzem 125 dB, 40 ms trvani 3)
prepulz 91 dB, 20 ms trvani, nasledovany v intervalu 30, resp. 60, resp. 120 ms uUlekovym

pulzem 125 dB, 40 ms trvani 4) zadny podnét (Sum pozadi) 75 dB, 60 ms trvani. Experiment
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byl zakonéen 6 sekvencemi pulzu o intenzité 125 dB, 40 ms trvani. Habituace byla vypocitdna
jako procentuadlni pokles ASR mezi prvnimi 6 pulzy a poslednimi 6 pulzy. PPl byla vypocitana
dle nasledujiciho vzorce: [100 — (priimérna odpovéd na prepulz + Ulekovy pulz / primérna
odpovéd na ulekovy pulz) * 100]. Takto bylo otestovano celkem 80 potkand (N=10/pokusna
skupina).

Takto bylo otestovano celkem 80 potkan(, rozdélenych do pokusnych skupin na
zakladé druhu podané latky (nafyron/vehikulum), davky nafyronu a casového rozestupu

aplikace-zacatek analogicky jako v lokomocnich experimentech

4.5. Méreni télesné teploty

Teplota téla sledovanych zvifat byla méfena rektalné pomoci digitadlniho teploméru.
B&hem méfeni byla zvifata cca 15 simobilizovana v trubici z plexiskla. Casovy rozvrh
jednotlivych méreni a aplikace latky viz Tab. 1. Celkem bylo pouzito 60 zvifat, kterd byla do
pokusnych skupin rozdélena na zadkladé aplikované latky, davky nafyronu a poctu jedincu,
ktefi byli v pribéhu intoxikace umisténi do jednoho boxu na (i) NAFYRON 10 mg/kg, 1 zvite
v boxu, (ii) NAFYRON 20 mg/kg, 1 zvife v boxu, (iii) VEHIKULUM, 1 zvife v boxu a (iv)
NAFYRON 10 mg/kg, 5 zvitat vboxu, (v) NAFYRON 20 mg/kg, 5 zvifat vboxu, (vi)
VEHIKULUM, 5 zvitat v boxu, N=10/pokusna skupina. Cilem rozdélni zvifat do boxd po 1 a po
5 jedincich bylo simulovat prostfedi, ve kterém k uzivani NSD velmi ¢asto dochazi (tanecni

party v uzavienych prostorach).
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Tab. 1: Casovy rozvrh provedenych méfeni a aplikace Idtky — nafyron

(10 nebo 20 mg/kg)/vehikulum - dle prislusnosti k pokusné skupiné.

CAS PROCEDURA
7:00 1. méreni
8:00 2. méteni
9:00 3. méreni + aplikace latky
9:30 4. méreni
10:00 5. méfeni
10:30 6. méreni
11:00 7. méfeni
12:00 8. méfeni
13:00 9. méfeni
14:00 10. méfeni
15:00 11. méfeni
16:00 12. méfeni
17:00 13. méfeni

4.6. Test podminéné preference mista

Test podminéné preference mista, CPP, probihal v odhluénéné mistnosti, v niz byla
umisténa rovnomérné nasvicena plastova aparatura obdélnikovitého tvaru, skladajici se ze
dvou podminovacich a jedné neutrdlni komory. Podminovaci komory se vzajemné liSily jak
vizualné, tak tvarem a velikosti taktilnich znacek vyraZenych v jejich podlazkach, neutralni
zéna byla prlihlednd s hladkou podlazkou. Vyskyt zvifete v jednotlivych ¢astech aparatury a
délka trajektorie jeho pohybu byly zaznamenavany a nasledné vyhodnoceny pomoci
softwaru EthoVision 11.5 (Noldus, Netherlands).

Experiment probihal po dobu 12 dni a mél ¢tyfi faze: (i) habituace; (ii) testovani pred
podminovanim; (iii) podminovani a (iv) testovani po podminfiovani, a to v ndasledujicim
¢asovém usporadani:

1. den — HABITUACE: bezprostifedné pred umisténim do neutralni zény aparatury je
vSem zvifatim aplikovdno vehikulum a je jim po dobu 15 min umoznén volny pohyb po

celém komorovém systému.
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2. den — TESTOVANI PRED PODMINOVANIM: procedura je totoZna s habituaci.

3. —10. den — PODMINOVANI: zvitatlim je bezprostfedné pfed umisténi do aparatury
aplikovan nafyron (3., 5., 7. a 9. den) v davce 5, 10 a 20 mg/kg — dle pfislusnosti k pokusné
skupiné ¢i vehiculum (den 4., 6., 8. a 10. den). Po dobu 30 min je pak zvife ponechdno
v jedné z podminovacich komor (vstup do zbylych ¢dasti aparatury je zamezen). Volba
komory, kterd je parovana slatkou a davkou aktivni substance je po celou dobu
podmifovani neménna.

11. den — TESTOVANI PO PODMINOVANI: procedura je totoina s habituaci a
testovanim pred podminovanim.

Ze ziskanych dat je ndasledné extrahovana casoprostorova distribuce zvirete
v jednotlivych castech komorového systému (hodnoceno pro faze: habituace, test pred
podminfiovanim a test po podminovani) a celkova délka trajektorie jeho pohybu za celou
dobu trvani experimentu (hodnoceno pro vsechny faze CPP). Celkem bylo pouzito 21 zvirat,
rozdélenych do pokusnych skupin na zakladé podané davky nafyronu - 5, 10 ¢i 20 mg/kg;
N=7/ pokusna skupina.

4.7. Statisticka analyza

Zmény v intenzité celkové lokomoce, mife anxiety a prepulzni inhibice akustické
ulekové reakce byly hodnoceny pomoci dvoucestné analyzy variance (Two-way ANOVA ), s
proménnymi (faktory): lé¢ba (vehikulum/nafyron v rlznych davkach) a ¢asovy odstup od
aplikace latky - test (15/60 min).

Analyza lokomoce v5 minutovych intervalech byla provedena pomoci tficestné
ANOVY pro opakovanda méreni (Three-way Repeated Measures ANOVA, RM ANOVA),
testovan byl vliv ¢asového faktoru (5 min intervaly — opakovana proménnd) a meziskupinové
proménné (faktory): 1é¢ba (vehikulum/nafyron a jeho davka) a ¢asovy odstup aplikace latky -
test (15/60 min).

Pomoci tficestné RM ANOVY byly hodnoceny také zmény télesné teploty, kdy: 1é¢ba
(vehikulum/nafyron v davce 10 ¢i 20 mg/kg) a pocet zvifat vboxu (1 ¢i 5 jedincd) jsou
meziskupinové proménné a ¢as od méreni byl opakovanou proménnou (fakturou).

Test podminéné preference mista byl hodnocen pomoci jednocestné ANOVY,

srovnavan byl cas straveny v kompartmentu, do kterého bylo béhem podminovani
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umistovano zvite intoxikované nafyronem. Takto byla porovnana data z testu pred a po
podmirfovani.

Jako signifikantni byly brany zmény na 5% hladiné vyznamnosti, post hoc analyzy byly
provedeny Tukey testem. VSechny uvedené analyzy byly provedeny v programu Statistica

7.0.
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5. Vysledky

5.1. Farmakokineticka analyza

Primérné hodnoty koncentrace (n=8) a smérodatné odchylky jsou zndzornény
v Grafu 2. Patrnd je mirnd casova prodleva mezi maximdlni hodnotou koncentrace
v mozkové tkani v porovnani skoncentraci vséru. Naméfena koncentrace nafyronu
v mozkové tkani znacné prevysuje jeho koncentraci v séru, coz naznacCuje vysokou miru
pronikani latky do mozku. Casovy profil koncentrace nafyronu v mozku miZe souviset

s Casovym prubéhem nékterych z jeho psychotropnich ucinka.

Nafyron 10 mg/kg (n=8)

2500 -+

2000 -

1500 -

—o—Sérum (ng/ml)
—=—Mozkova tkan (ng/g)

1000

500

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Doba po aplikaci (hodiny)

Graf 2: Casovy priibéh koncentrace nafyronu v séru a mozkové tkdni. Koncentrace nafyronu

v séru a mozkoveé tkdni potkana po subkutdnnim poddni v ddvce 10 mg/kg.
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5.2. Test otevieného pole (OFT)

Vliv nafyronu na lokomoci

Délka trajektorie pohybu zvifete vtestovaci aparature byla vyznamné ovlivnéna
lé¢bou (Fs3, 72 = 23.646, p < 0.001) a ¢asovym rozestupem aplikace-test (F;, 7, = 4.092, p =
0.047). Vzajemna interakce mezi faktory byla na hranici prikaznosti (Fs, 7, = 2.406, p = 0.074)
- zvifata, kterd byla do OFT umisténa po 15 minutdch méla tendence k vyraznéjsi
hyperlokomoci, nez zvifata umisténd po 60 minutach po aplikaci. Vzhledem k tomuto faktu
jsme provedli nasledné post hoc testy pro jednotlivé ¢asové rozestupy zvlast. Post hoc testy
15 min po aplikaci i 60 min po aplikaci prokazaly vyznamné rozdily u 10 a 20 mg/kg oproti
kontrole (p < 0.05—0.001), Graf 3.
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Graf 3: Porovnadni délek trajektorii pohybu v OFT testu pro 15 a 60 minutovy rozestup
aplikace-test. Two-way ANOVA s Tukey post hoc analyzou. Zobrazeny jsou priméry a SEM;
*¥**p<0.001, **p <0.01, *p <0.05.
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Vliv nafyronu na anxietu

Cas straveny v centru byl vyznamné ovlivnén Ié&bou (F3 7, = 9.473, p < 0.001), zatimco

vliv ¢asového rozestupu aplikace-test ani interakce faktor( prokdzany nebyly (Cas: F 172 =

0.241, p = 0.6253; interakce: F 172 = 1.008, p = 0.394). Zvifata administrovana nafyronem v

nejvyssi davce (20 mg/kg) stravila signifikantné vice ¢asu v centralni ¢asti aparatury (Obr. 5),

nez viechny ostatni skupiny (p < 0.05 - 0.001), Graf 4.

Mira tigmotaxe, vyjadiena pravdépodobnosti vyskytu v periferni ¢asti aparatury, byla

vyznamné ovlivnéna lécbou (F 57, = 5.453, p < 0.01), asovy rozestup, stejné jako interakce

mezi faktory vyznamny vliv nemély (¢as: F 17, = 2.286, p = 0.135; interakce: F 37,=0.238, p =

0.870). Zvirata administrovana nafyronem v nejvyssi davce (20 mg/kg) projevovala

v porovnani s ostatnimi skupinami nizsi miru tigmotaxe (p < 0.05 - 0.01), Graf 4.
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Graf 4: Porovndni celkového Ccasu strdveného v centrdlni Cdsti
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pravdépodobnosti vyskytu v jeji periferni ¢dsti. Two-way ANOVA s Tukey post hoc analyzou.

Zobrazeny jsou priméry a SEM; *** p < 0.001, ** p <0.01, * p < 0.05.
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vehikulum

nafyron 5 mg/kg_15 minut nafyron 10 mg/kg_15 minut

nafyron 20 mg/kg_15 minut, hyperlokomoce nafyron 20 mg/kg_15 minut, stereotypie

Obr. 5: Priklady charakteristickych trajektorii v OFT. KaZdy zobrdzki predstavuje
charakteristickou trajektorii jednoho zvifete zaznamendvanou béhem celého testu (30

minut).
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5.3. Test prepulzni inhibice akustické ulekové reakce

Jedinci, jejichz baselinova ulekova reakce nepresdhla hodnotu 10, byli vyrazeni
z analyzy - jednalo se o dvé zvirata z pokusné skupiny NAFYRON 5 mg/kg_60 min.

ASR a mira habituace nebyla vyznamné ovlivnéna ani jednim z testovanych faktord i
jejich vzajemnou interakci (ASR - intenzita pulzu: Fy, 140 = 0.458, p = 0.791, |écba: F3 140 =
0.590, p=0.801, casovy interval aplikace latky-test: F1 140 = 0.604, p = 0.309, jejich interakce:
F3,140 = 0.561, p = 0.482; mira habituace - intenzita pulzu: Fy, 140 = 0.399, p = 0.846, 1éCba: F3,
140 = 0.689, p= 0.756, Casovy interval aplikace latky-test: F; 140 = 0.784, p = 0.471, jejich
interakce: F3, 140 = 0.499, p = 0.854).

Prokazan byl vliv intenzity prepulzu (F1, 140 = 85.981, p < 0.001), zatimco |é¢ba (Fs3 140 =
0.330, p=0.804) a casovy interval aplikace latky-test (F1, 140 = 0.703, p = 0.403) neméli na PPI
ASR podstatny vliv. Vzdjemna interakce mezi faktory Ié¢ba a intenzita pulzu byla vyznamna
(F3,72=2.406, p < 0.01) - data pro jednotlivé intenzity proto byla analyzovdna separatné.

Efekt IéCby nebyl ani v jenom pfipadé vyznamny (83 dB: F; 7 = 0.180, p = 0.910; 91 dB:
F3 70 = 0.605, p = 0,614), stejné jako Casovy rozestup aplikace-test (83 dB: 0.314, p =0.577; 91 dB: F;,
70=0.441, p = 0.509) ¢i jejich interakce (83 dB: F3 ;0 = 3.469, p = 0.078; 91 dB: F3 70 = 0.943, p = 0.425),
Graf 5.
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Graf 5: Porovndni procent PPl ASR pro jednotlivé intenzity prepulzii (83 a 91 dB) a lécbu -
nafyron 5, 10, 20 mg/kg a kontrola. Two-way ANOVA s Tuckey post hoc analyzou. Zobrazeny

jsou priiméry a SEM.
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5.4. Méreni télesné teploty

Porovnadni klidovych hodnot

Béhem dvou hodin pred aplikaci latky byla provedena tfi méreni télesné teploty (v
7:00, 8:00 a 9:00) scilem ziskat kontrolni klidovou hodnotu (baseline) pro kaZzdou
z pokusnych skupin. Tyto hodnoty se mezi skupinami, kterym byly nasledné podany rizné
latky, neliSily (F1,s4=0.199, p= 0.820), vliv nemél ani pocet zvifat sdilicich spolecny box (Fy, 54

=0.001, p =0.990).
Viiv Iécby, ¢asu od aplikace a poctu zvifat v boxu

Po aplikaci latky (v 9:00) az do konce méreni (v 17:00) byla télesna teplota vSech
sledovanych potkan( vyznamné ovlivnéna podanou latkou (F; 54 = 27.356, p < 0.001) a ¢asem
uplynulym od jejiho podani (F1o, 540 = 118.28, p < 0.001), pocet potkan( sdilicich spole¢ny box
nemél vyznamny vliv (F;, s4 = 0.045, p = 0. 832), interakce faktord pocet zvifat sdilicich
spole¢ny box x [é¢ba byla na hranici vyznamnosti (F2, 54 = 3.117, p = 0.052), interakce vsech tfi

faktord vyznamna nebyla (F1g ss0= 0.742, p = 0.685).
Casovy vyvoj télesnych teplot

Vzhledem ktomu, Ze nebyla prokdzadna interakce mezi podanou latkou a poctem
potkana sdilicich box, data jsou déle prezentovana a analyzovana spolecné. Podani nafyronu
signifikantné zvysilo teplotu u obou davek drogy. Efekt byl vyraznéjsi po davce 20 mg/kg nez
po 10 mg/kg. Po 10 mg/kg bylo zvyseni teploty pouze kratkodobé, trvalo pouze 2 hodiny, po
vyssi davce naopak pretrvavalo vyrazné déle, celkem 6 hodin po aplikaci. Signifikantni rozdily

byly i mezi ddvkami. Detailné viz Graf 6.
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Graf 6: Viyvoj rektdlni teploty potkand, kterym byl v 9:00 aplikovdn nafyron v ddvce 10 a
20 mg/kg ci vehikulum. RM ANOVA s Tukey post hoc analyzou. Zobrazeny jsou pruméry a
95 % konfidencni intervaly; *** p < 0.001, ** p <0.01, * p < 0.05, zobrazeno pro nafyron 20
mg/kg vs. vehikulum.

5.5. Test podminéné preference mista

Pocatecni preference pro jednotlivé komory (baseline -
asociované/neasociované s drogou a neutralni) se u pokusnych skupin vyznamné nelisila
(interakce faktor( druh podané latky x komora - Fg 49= 0.741, p = 0.619).

V testu provedeném po skonéeni podminovaci faze jiz byla patrna vyznamna
preference pro asociovanou komoru (F,69 = 42,015, p < 0.001), vyrazné méné casu zvifata
travila v neasociovaném kompartmentu (p < 0.001) a nejméné v neutrdlni zéné (p < 0.001) -
tato zavislost byla pritomnd u vSech pokusnych skupin (interakce faktort druh podané latky x

komora Fg 9= 0.473, p = 0.826).
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Porovnanim baselinovych hodnot a hodnot po skonceni podminovani, byl
zjiStén vyznamny narust celkového €asu straveného v asociovanych kompartmentech (F3 46 =
9.948, p = 0.003), nicméné |écba neméla podstatny vliv (F5 46 = 0.290, p = 0.832), vzdjemnad
interakce obou faktord vSak nebyla vyznamnd (F; 46 = 0.442, p = 0.724). | pfesto, Ze nebyla
vyznamna interakce, je patrny velmi silny trend k narlstu ¢asu strdveného v asociovaném

kompartmentu po skonceni podminovaci faze, a to u vSech pokusnych skupin - Graf 7.
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Graf 7: Porovndni Casu strdveného v asociovaném kompartmentu pro jednotlivé skupiny
(nafyron 5, 10, 20 mg/kg a metamfetamin 1.5 mg/kg ) - hodnoty pro test pred a po
podmiriovaci fdzi. Two-way ANOVA s Tukey post hoc analyzou. Zobrazeny jsou priméry a

SEM.

44



6. Diskuze

V predloZzené préci jsme zkoumali uc¢inky nafyronu na chovani potkani kmene Wistar.
Nafyron byl svyjimkou méreni teploty (zde byly pouZity pouze 2 koncentrace) a
farmakokinetické analyzy (zde byla pouZita pouze koncentrace 10 mg/kg) aplikovan zviratliim
ve 3 rliznych koncentracich (5, 10 a 20 mg/kg) tak, aby co nejlépe simuloval davky pfijimané
lidskymi uzivateli.

Namérenda koncentrace nafyronu v mozkové tkani znacné prevysujici koncetraci
v séru je v souladu se zjisténim, Ze lipofilita pyrrolidinovych derivat( katinonu (Gibbons and
Zloh, 2010), tedy i nafyronu (Meltzer et al., 2006) je az 1000krat vyssi neZz u ostatnich latek
spadajicich mezi katinony, napfiklad u mefedronu (Coppola a Mondola 2012). Lipofilita tak
znaéné zvysuje propustnost latky hematoencefalickou bariérou. Ziskand farmakokineticka
data, predevsim koncentraci latky v mozkové tkani, jsme ndsledné vyuzili pro naplanovani
Casové prodlevy mezi aplikaci latky a za¢atkem nékterych nasich behaviordlnich experiment
(test otevieného pole a test prepulzni inhibice akustické ulekové reakce) a také pro
naplanovani doby, po kterou byla zvifata ponechana v kompartmentech ve fazi podminovani
v CPP testu.

Nafyron vdavce 10 a 20 mg/kg signifikantné zvySuje lokomocni aktivitu oproti
kontrolni skupiné jak u zvirat, kterd byla sledovdna 15 minut po poddani drogy, tak u zvirat
pozorovanych po 60 minutach. Vysledek pro skupinu, které byl aplikovan nafyron v davce 5
mg/kg leZi v obou pfipadech na hranici prikaznosti (p = 0.069 pro 15 minut a p = 0.067 pro
60 minut). K podobnym vysledkim dosli ve své studii Gatch et al.,, 2013. ktefi poutzili
Swiss-Webster mysi. Nafyron v davce 10 a 30 mg/kg taktéz signifikantné zvysil lokomoci, u
davky 3 mg/kg se souvislost prokazat nepodaftilo. Davka 100 mg/kg vyvolala nejdfive utlum
aktivity, po 80 minutdch od podani vSak doslo k jejimu nar(stu, ktery trval po dobu témér 8
hodin. Nase vysledky jsou taktéz kompatibilni se zjisténimi ucinénymi v pracich zabyvajicich
se lokomocni aktivitou po podani jinych katinont, naptiklad mefedronu (Shortall et al.,
2013). Hyperlokomoc¢ni ucinky nafyronu jsou ovlivnény jeho farmakologickym profilem.
DAT/SERT ratio pro nafyron nabyvd hodnoty 2, coZ je vyrazné vyssi hodnota nezZ ta, kterd
byla stanovena pro MDMA 0.08, ale naopak nizsi nez ta ktera byla stanovena pro amfetamin
¢i metamfetamin (obé > 10). Latkami s nejpodobnéjSimi hodnotami jsou nékteré dalsi

katinony, butylon 2,1, mefedron 1,4, metylon 3,3. Z ostatnich latek je vtomto ohledu
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nafyronu nejblizsi kokain s hodnotou 3,1 (Simmler et al., 2013b), ktery ma vsak pfiblizné
polovi¢ni afinitu oproti nafyronu. Nafyron je velice podobny kokainu a metylonu (ale
napfriklad také MDPV) i v dalsi své charakteristice, chova se jako velice potentni inhibitor jak
DAT, tak SERT transportérl, avsak na rozdil od mefedronu ¢i butylonu jiz nezpusobuje
signifikantni vylev ani DA, ani 5-HT témito kanaly.

Mira anxiety, vyjadfena celkovym casem zvifete strdvenym v centrdlni ¢&3sti
aparatury, byla signifikantné ovlivnéna pouze u zvifat, kterym byla aplikovdna ddvka 20
mg/kg. Kromé sniZzeni miry anxiety je tento parametr patrné také ovlivnén také stereotypnim
chovanim, které bylo pozorovano u nékterych ze zvirat pravé po aplikaci davky 20 mg/kg (viz
obrazek 5).

Teplota zvirat byla signifikantné ovlivnéna jak podanou latkou, tak dobou, kterd
ubéhla od aplikace. Nepodafila se prokazat spojitost mezi télesnou teplotou a poCtem zvirat
umisténych v kleci. Teplota byla po podani nafyronu v davce 20 mg/kg vyznamné zvysena
oproti baselinové hodnoté jiz pll hodiny po aplikaci a zvySeni pretrvavalo jesté 4 hodiny po
poddani drogy. Po polovi¢ni ddvce se teplota zvysila také jiz pul hodiny po aplikaci, avsak efekt
pretrval pouze 2 hodiny. Pocet potkanl v jednom boxu nemél na télesnou teplotu vliv.

Do analyzy PPI ASR nebyla zahrnuta 2 non-respondentni zvifata s prmérnou velikosti
ASR mensi nez 10 mikroV (obé& ze skupiny (v) NAFYRON 5 mg/kg, 60 min). Zadna z davek
nafyronu dle nasich vysledk( signifikantné nenarusovala prepulzni inhibici akustické ulekové
reakce (senzorimotorické zpracovani) a to ani v jednom z ¢asovych odstupli od podani latky,
avsak byl prokazan ocekdvany narust PPl s rostouci amplitudou pre-pulzu, ktery je v souladu
s dalSimi studiemi (Jones et al., 2011). Potvrdit ucinek katinond na senzorimotorické
zpracovani se nepodafilo ani ve studii Shortall et al., 2013, kde byl v testu PPI pouzZit kaninon
vdavce 1 a 4 mg/kg a mefedron vdavkach 1, 4 a 10 mg/kg. Po opakované
administraci katinonu vSak patrné k naruseni PPl dochdzi (Banjaw et al., 2005). Stejné tak je
naruseni senzorimotorického zpracovani je vSak pozorovano u psychedelik, kde je
mechanizmem tohoto uUcinku je nejspiSe agonismus na 5-HT2A receptorech (Nichols, 2004;
Pdlenicek et al., 2011). Chronické ¢i subchronické podani nafyronu pred testovanim PPI ASR
by mohlo byt jednim z predmétd, nejen naseho, dalsiho badani.

Test podminéné preference mista je béiné pouzivan pro odhad adiktivniho
potencidlu drog. Podstatou testu je klasické pavlovovské podminovani. V testu dochazi

k asociaci mezi prostfedim a uréitym pozitkem. Pokud se zvife zaCne zdrZovat signifikantné
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déle v kompartmentu, kde mu byla aplikovdna aktivni latka, mizeme mluvit o podminéné
preferenci mista (Tzschentke, 2007). Metoda se zacala plivodné pouZivat pro testovani
adiktivniho potencialu, ale jeji vyuZiti se postupné rozsifilo, dnes se pouZiva i k testovani
dalSich fenomén( souvisejicich s mechanismem odmeény. Podle nékterych studii (Shimosato
and Ohkuma, 2000) mlzZe pocet rozliSitelnych podnétl v testovaci aparature hrat roli pfi
vzniku podminéné preference mista, v nasi studii jsme tedy zvolili jejich dostateé¢ny pocet —
taktilni rozliSeni podlazky, odlisSné vzory hlavnich komor aparatury a deformatory prostoru.

Podle naSich informaci nebyla doposud provedena Zadna studie testujici adiktivni
potencial nafyronu. PfedloZené studii se vSak jeho schopnost vyvolat podminénou preferenci
mista prokdzat nepodafila. Ve vysledcich se vSak objevuje jednoznacny trend k prodlouzeni
doby stravené v kompartmentu asociovaném s aplikaci drogy. Nejsilnéjsi je tento trend u
davky 20 mg/kg. Ve vétsiné publikaci uvedenych niZe jsou vSak katinony schopny alespon
v nékteré z davek CPP vyvolat. MDPV, pyrrolidinovy derivat katinonu, ktery ma velice
podobny farmakokineticky profil jako nafyron, vyvolava v davkach 1, 1,8 a 3,2 mg/kg u
potkand kmene Sprague-Dawley podminénou preferenci mista, avSak pouze do té miry, ze
zvire stravi v kompartmentu signifikantné vice ¢asu oproti pretestu, nicméné zvire stale travi
vétsSinu casu v puvodné preferovaném (zjiSténo pri pretestu) kompartmentu (King et al.,
2015). Mefedron, latka taktéZ spadajici mezi syntetické katinony, avsak s odliSnym
farmakokinetickym profilem od nafyronu, v davce 30 mg/kg u potkana kmene Sprague-
Dawley také CPP vyvoldva, avsak v davkach 3 a 10 mg/kg se statisticky signifikantni vysledek
prokazat nepodarilo (Lisek et al., 2012). 4-methylethkatinon (4-MEC) v davkach 1 a 3 mg/kg
CPP nevyvoldva, v davce 10 mg/kg jiz ano (Xu et al., 2016). Stejné tak nékteré dalsi chemicky
nepribuzné latky zarazené mezi stimulanty jako napfiklad diethylpropion (DEP) u potkant
kmene Wistar v davkach 2,5 a 5 mg/kg (Garcia-Mijares et al., 2009).

Podminénd preference mista patrné nebyla prokdzana diky malému vzorku jedincl
v jednotlivych skupinach. Jasny trend vyplyvajici z vysledk(l je doprovazen velice Sirokym
konfidencnim intervalem, ktery byva typicky pro mensi pocty testovanych zvifat ve skupiné.

Nebezpecny pro uzivatele drog mlze byt predevsim hypertermicky ucinek nafyronu.
Po jeho poziti je tedy zahodno svédomité doplfiovat tekutiny, nejlépe pak ty, obsahujici
mineralni latky, které se ztéla ztraci pfi nadmérném poceni. Ackoli se ndam statisticky
nepodafila prokazat schopnost nafyronu vyvolavat zavislost, pozorovali jsme silny trend

k vytvoreni CPP v zdvislosti na podané davce. Vyzkum tohoto fenoménu zlstdva i nadale
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v popfedi naseho zajmu. Jelikoz je tedy otazka adiktivniho potencidlu nafyronu stale
oteviena, uzivatelé by vtéto otdzce méli zUstat nanejvyS obezietni. Nejrozumnéjsi a
nejbezpecnéjsi variantou je neuzivat zadné drogy, tedy ani ty bézné dostupné na tanecni
scéné.

Vysledky diplomové prace budou pouzZity pro nasledné sepsani publikace. Jesté
predtim vSak bude proveden dalsi béh experimentu podminéné preference mista pro
rozSifeni velikosti vzorku. Adiktivni potencidl nafyronu bude nasledné posuzovan i
v kombinaci s alkoholem, tedy jednou z drog, které jsou s nim uzivany nejéastéji. Ve studii
(Ciudad-Roberts et al., 2015), provedené na CD-1 mysich, alkohol v davce 0,75 g/kg, kterd
sama o sobé nevyvolala CPP, zvysil CPP vyvolanou podanim mefedronu v dédvce 25 mg/kg o
70 %, predpokladame tedy, Ze analogicky bude zvySovat adiktivni potencial i u nafyronu.
Dale se také zamérime na nékteré z dalSich novych psychoaktivnich substanci, a to jak ze

skupiny katinonu, tak i z ostatnich skupin.
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7. Zavér

Vsechny experimenty byly Uspésné realizovany. Pfinosem této prace je komplexni
zmapovani akutnich ucink( nafyronu a ¢astecné zhodnoceni jeho adiktivniho potencialu.
Potvrdili jsme, Ze latka snadno pronika hematoencefalickou bariérou. Dale jsme prokazali, Zze
ma vliv na télesnou teplotu, na lokomoci a také miru anxiety. Prokazat se nam naopak
nepodafila souvislost mezi jednorazovym podanim nafyronu a senzomotorickym
zpracovanim (méreno pomoci testu PPl ASR). Pro uplné zhodnoceni adiktivniho potencialu
bude kvili mensimu vzorku testovanych jedincli nutné provést dalsi experimenty s totoZznym
designem. Dalsi vyzkum v této oblasti by se mél zaméfrit predevsim na interakci nafyronu
sdalsimi latkami a také na zmapovani Uucinkl doposud neprobadanych novych

psychoaktivnich substanci.
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