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ABSTRAKT

Uvod: Nové syntetické drogy (NSD) se s prelomem tisicileti staly popularni slozkou drogové
scény nejen v Ceské republice, ale i po celém svété. Hlavnim divodem jejich oblibenosti a
rozsifeni je jejich legéalnost a zaliba uzivateli vyhledavat nové zazitky. Dochazi tak k neustale
novému produkovani substanci s nejriznéjSimi chemickymi modifikacemi struktury, avsSak
odborné informace o akutnich a chronickych ucincich, farmakologii a toxikologii pievazné chybi

nebo jsou nedostacujici.

Cil: Hlavnim cilem disertacni prace bylo studium a evaluace NSD z fad katinond. Dil¢i cile byly
nasledujici: 1) zhodnotit miru intenzity stimulac¢nich ucinkti 2) zhodnotit miru naruseni
senzomotorického zpracovani 3) zhodnotit akutni toxicitu z hlediska rizika hypertermie 4)

zhodnotit navykovy potencidl.

Metodika: Testované NSD v ramci této prace byly mefedron (2.5, 5, 20 mg/kg) metylon 5, 10,
20, 40 mg/kg) a nafyron (5, 10, 20 mg/kg). VSechny NSD byly aplikovany subkutanné v objemu
2 ml/kg. Dospéli samci laboratorniho potkana kmene Wistar byli behavioralné testovani v testu
oteviené¢ho pole (n = 10/skupina), testu prepulzni inhibice (n = 10/skupina) a testu podminéné
preference mista (n = 13/skupina). Pro farmakokinetické experimenty byla potkantim odebrana
krev a organy (mozek, plice, jatra) v pfedem stanovenych intervalech, n = 8/skupina. Pro
zhodnoceni vlivu NSD na télesnou teplotu byla potkanim méfena rektalni teplota, n =
10/skupina. Cilova struktura pro mikrodialyza¢ni experiment byl nucleus accumbens (NAcc) a

hodnotily jsme hladiny dopaminu po poddni NSD, n = 10/skupina.

Vysledky: Zkoumané syntetické katinony vykazovaly rychlou absorpci, prichod
hematoencefalickou bariérou a akumulaci v plicni tkéni. Koncentrace syntetickych katinont byly

v mozku u vétSiny nasobné vyssi nez v séru — mozek/sérum ratio bylo pro mefedron 1.19, pro



metylon 4.54 a pro nafyron 6.5. Stimulacni efekt byl patrny u vSech podanych latek
s nejvyraznéjSim efektem 5 min (mefedron) a 15 min po aplikaci (metylon, nafyron). Prepulzni
inhibice nebyla narusena zadnou davkou mefedronu ani metylonu, u nafyronu (20 mg/kg) jsme
piekvapivé pozorovali jeji zlepSeni. VSechny studované substance signifikantné zvysily télesnou
teplotu potkanti nehled¢ na podminky ustdjeni (samostatné vs. po péti). V testu CPP vedl nafyron
k signifikantné¢ zvySenému preferenénimu skore pro arénu spojenou s jeho podanim. Letalni

davka metylonu byla 40 mg/kg.

Zavér: Syntetické katinony mefedron, metylon a nafyron pisobily stimula¢né, jako
nejpotentnéj$i stimulant se ukdzal byt mefedron. VSechny testované substance vyvolaly
hypertermii, av§ak v porovnani s jinymi serotonergnimi NSD jejich vliv na télesnou teplotu
nebyl tak robustni. Diivod hypertermie tedy shledavame ve zvySené behavioralni aktivité spise
nez jako projev serotoninové toxicity. Na zéklad¢ naSich zjiSténi hodnotime mefedron, metylon a
nafyron jako substance pilisobici pfevazné pies dopaminergni neurotransmisi s potencidlem

vyvolavat zavislost.



ABSTRACT

Introduction: Since the beginning of this century, new synthetic drugs (NSD) have become a
popular component of Czech Republic and worldwide drug scene. The main reason for their
popularity and prevalence is their legality and the interest of users to seek new experiences. This
leads to a constant production of substances with various chemical structure's modifications, but
information about acute and chronic effects, pharmacology and toxicology are mostly missing or

they are not sufficient.

Aims: The main aim of this doctoral thesis was to evaluate NSD from the ranks of cathinones.
The subobjectives were as follows: 1) evaluation of stimulation potential 2) evaluation of
potency to disrupt sensorimotor gating 3) evaluation of acute toxicity in terms of the risk of

hyperthermia 4) evaluation of addictive potential.

Methods: The NSDs tested in this thesis were mephedrone (2.5, 5, 20 mg/kg), methylone 5, 10,
20, 40 mg/kg) and naphyrone (5, 10, 20 mg/kg). All NSDs were administered subcutaneously in
a volume of 2 ml/kg. Adult male Wistar rats were behaviourally tested in the open field test (n =
10/group), the prepulse inhibition test (n = 10/group) and the conditioned place preference test (n
= 13/group). For pharmacokinetic experiments, serum and organs (brain, lungs, liver) were
collected at predetermined intervals, n = 8/group. To evaluate the effect of NSD on body
temperature, the rectal temperature was measured, n = 10/group. The target structure for the
microdialysis experiment was nucleus accumbens (NAcc) and dopamine levels were evaluated

after NSD administration, n = 10/group.

Results: The investigated synthetic cathinones showed rapid absorption, fast crossing of blood-
brain barrier and accumulation in lung tissue. Levels of synthetic cathinones in the brain were

much higher than those in serum - the brain/serum ratio was 1.19 for mephedrone, 4.54 for



methylone and 6.5 for naphyrone. The stimulation effect was present at all administered
substances with the most pronounced effect 5 min (mephedrone) and 15 min (methylone,
naphyrone) after administration. Prepulse inhibition was not disrupted by any mephedrone or
methylone dose, surprisingly we observed an improvement after naphyrone (20 mg/kg). All
studied substances significantly increased the body temperature of rats regardless of housing
conditions (alone vs. five). In the conditioned place preference test, naphyrone led to
significantly increased preferential score for the arena associated with its administration. The

lethal dose of methylone was 40 mg/kg.

Conclusion: Synthetic cathinones mephedrone, methylone and naphyrone had a stimulation
effect, with mephedrone as the most potent stimulant. All substances induced hyperthermia, but
compared to other serotonergic NSDs, their effect on body temperature was less robust. Thus,
hyperthermia was most probably caused by increased behavioural activity rather than by a
serotonin toxicity. Based on our findings, we evaluate mephedrone, methylone and naphyrone as

substances acting mainly through dopaminergic neurotransmission with an addictive potential.
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1. UvoD

Nové syntetické drogy (NSD), nové také pod oznaCenim nové psychoaktivni substance
(NPS), se s prelomem tisicileti staly populdrni slozkou drogové scény nejen v Ceské republice,
ale 1 po celém svéte. Mezi Sirokou vefejnosti jsou NSD zndme pod oznacenim ,,designer drugs®,
»legal highs* ¢i ,,bath salts*. V poslednich deseti letech mizeme o NSD hovofit jako o fenoménu
tanecnich party a vecirki. V roce 2014 byl Evropskym monitorovacim centrem pro drogy a
drogovou zavislost (EMCDDA) zaznamenan nartst NSD o 101 novych latek. V roce 2016 uz
bylo monitorovano vice jak 620 novych NSD, s pfibliznym naristem jedné NSD za tyden
(EMCDDA, 2017). Co do u¢inkii jdou NSD napfi¢ spektrem — mohou byt stimulacni,
entaktogenni, halucinogenni ale i tlumivé. Jako dva hlavni diivody oblibenosti a rozsifenosti
NSD miizeme uvést jejich legalnost a zalibu uZivateli vyhledavat nové zazitky. Legislativni
proces zafazeni drog na seznam kontrolovanych omamnych a psychoaktivnich latek uréitou dobu
trvd a do té doby jsou vybrané NSD de facto povolenou nekontrolovanou drogou. Taktéz
prekursory NSD jsou voln€ dostupné a nejsou monitorovany. Ve snaze vyrobcll a distributori
udrzet se v legalnich mezich zdkona dochazi k neustidle novému produkovani substanci
s nejriuznéjSimi chemickymi modifikacemi struktury (van Amsterdam et al., 2013). Tento fakt
muze mit fatdlni dopad na lidské zdravi. Riizné chemické varianty NSD vychazejici ze stejného
prekurzoru se mohou zasadné liSit svou potenci a vzhledem k jejich rozmanitosti a po¢tu na trhu
nejsou u vetsiny z nich k dispozici odbornd data o akutnich a chronickych ucincich, farmakologii
a toxikologii. Informace o ucincich NSD jsou Cerpany ptfedevsim z diskusnich fér na internetu,
kde své zazitky popisuji sami uzivatelé, dale pak ze zdravotnickych zafizenich ¢i soudné
toxikologickych laboratoii v pfipad€ vazné intoxikace ¢i umrti (Elliott & Evans, 2014; Green et

al., 2014; Tormey & Moore, 2013).
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Jak jiz bylo zminéno, informace o NSD pievazn¢ chybi nebo jsou nedostacujici.
Vzhledem k rychlosti, s jakou se NSD dostavaji na trh a mezi uzivatele, je stézejnim bodem
porozumét neurobiologii ucinku, navykovému potencidlu NSD a ohodnoceni miry rizika
spojeného s jejich uZivanim. V ramci této disertaéni prace jsme ve spolupraci s Ustavem
soudniho 1ékafstvi a toxikologie (USLTOX), 1. 1ékai'ska fakulta, Univerzita Karlova v Praze a ve
spolupraci s Laboratofi forenzni analyzy biologicky aktivnich latek (BAFA), Vysoka skola
chemicko-technologickd v Praze uskutecnili evaluaci vybranych NSD ziad syntetickych

katinoni a ptispéli tak k rozsiteni dostupnych poznatk.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Rozdéleni novych syntetickych drog

Cela mnozina NSD skyta nepfeberné mnozstvi chemickych substanci a drogovych
skupin. Neni zdaleka v moznostech této prace vénovat se detailnimu popisu kazdé z nich, a proto
uvedeme pouze prehled zakladniho ¢lenéni; detailnéjsi pohled 1ze nalézt v nasi recentni publikaci
,INové psychoaktivni substance* (Danda et al., 2020). Je zapotiebi na tomto misté zminit, ze
NSD jsou dynamickou nesourodou skupinou a kazdym dnem se jejich pocet rozriistd o nové
derivaty a chemické skupiny. Jelikoz hlavni zamé&feni této prace je na stimulacni NSD z fad
syntetickych katinont, bude tato skupina podrobnéji popsana v nasledujici samostatné kapitole.
Jedny z prvnich syntetizovanych NSD byly latky ze skupiny fenyletylamini a tryptamint, které
byly popsany a uvedeny do Siroké vefejnosti prof. Shulginem v knihdch PIHKAL (Shulgin &

Shulgin, 1991) a TIHKAL (Shulgin & Shulgin, 1997).

Fenyletylaminy. Fenyletylamin je latka, ktera se vyskytuje ve volné pfirodé¢ v rostlinach,

ale 1 pfirozené v lidském téle. Zde je produkovana mj. septem limbického systému (Burden &
Philips, 1980). Fenyletylamin jako takovy psychoaktivni u¢inky nemad, avSak jeho derivaty ano.
Utinky jsou zejména stimulaéni, entaktogenni a halucinogenni. Popsanych derivati
fenyletylaminu je vice jak 200. Mezi nejznaméjsi patii klasické drogy jako amfetamin,
metamfetamin ¢i 3,4-methylendioxymethamfetamin (MDMA neboli extaze). Z fad NSD jsou to
pak napf. 3,4-methylendioxyamfetamin (MDA), para-methoxyamfetamin (PMA), para-
methoxymetamfetamin (PMMA), 4-brom-2,5-dimethoxyfenylethylamin (2C-B) ¢i  2,5-
dimethoxy-4-bromoamfetamin (DOB) ¢i aktudln€ se vyskytujici vysoce potentni a soucasné
toxickd psychedelika charakterizovand jako NBOMe — derivaty N-methoxybenzyl-

methoxyfenylethylaminu, napf. N-(2-methoxybenzyl)-2,5-dimethoxy-4-bromofenethylamin
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(25B-NBOMe), 2-(4-Iodo-2,5-dimethoxyfenyl)-N-[(2-methoxyfenyl)methyl]ethanamin  (25I-

NBOMe) apod. (Laskowski et al., 2015).

Tryptaminy jsou latky, které¢ se také vyskytuji ptirozené v piirod¢ v houbach, rostlinach
a v mozku savcil, kde plni funkci neurotransmiteru a neuromodulatoru. Neméné dulezitou roli
v neurobiologii mozku hraji i derivaty tryptaminu — serotonin (5-HT) a melatonin (Jones, 1982;
Kousara et al., 2017). Psychoaktivni derivaty tryptaminu pfirodniho piivodu mizeme najit napf.
v houbach rodu psilocybe (psilocin), v rostlinach rodu mimosa (Dimethyltryptamin, zkracené
DMT) ¢i v jedu ropuchy Bufo alvarius (5-methoxy-N,N-dimethyltryptamin, zkracen¢ 5-MeO-
DMT). Taktéz rostlinny lektvar amazonskych Saman ayahuasca pripraveny z liany
banisteropisis caapi a rostliny psychotria viridis obsahuje mimo jiné latku DMT (Griffiths et al.,
2019; Weil & Davis, 1994). Mezi syntetické derivaty fadime znamy N,N-diethylamid kyseliny
lysergové (LSD), alfa-metyltryptamin (AMT), diisopropyltryptamin (DIPT). Derivaty

tryptaminu jsou vyhledavany pro své halucinogenni u¢inky.

Syntetické piperaziny jsou pro své stimula¢né entaktogenni u€inky prodavany zejména

jako nahrazka za MDMA ¢i jsou piiddvany jako piimési do tablet a vydavany za MDMA
(Kersten & McLaughlin, 2015). Ne vSechny derivaty piperazinu maji psychoaktivni G¢inky a
fada z nich se pouziva v klasické medicin€ jako antihistaminika ¢i antidepresiva (Abou-Gharbia
et al., 1995; Brito et al., 2019). Mezi NSD odvozenych od piperazini patii napt. benzylpiperazin

(BZP), 3-trifluoromethylphenylpiperazin (TFMPP) ¢i m-chlorofenylpiperazin (mCPP).

Syntetické kanabinoidy jsou velkou a nesourodou skupinou. Jelikoz se v této praci

zabyvame stimulanty zfad katinonil, uvedeme jen zékladni ¢lenéni a piehled. Na zdkladé
chemické struktury mizeme syntetické kanabinoidy rozdélit do 4 skupin: 1) derivaty indol 3-

karbonylu 2) 3-karbonilamodové derivaty 3) 3-karbonilové derivaty pyrrolu a indazolu 4) 3-
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karbonylesterové derivaty indolu nebo indazolu (Castaneto et al., 2014; Seely et al., 2012;
Spaderna et al., 2013). Tyto latky byly inicidln€¢ vyrobeny védci po celém svéteé za ucelem
testovani interakci kanabinoidniho systému, konkrétné CB1 a CB» receptort. Ackoliv jiz nékteré
designované derivaty byly znadmy jiz fadu let, na drogovém trhu se objevily teprve béhem
minulé¢ho desetileti jako pridavek k rostlinnym smésim. Mezi nejzndméjsi svého Casu patiily
Spice, K2 nebo JWH (EISohly et al., 2014), termin Spice se pak uchytil jako obecny nazev pro
tyto smeési. Svym uclinkem jsou syntetické kanabinoidy podobné ucinkim delta-9-
tetrahydrocannabinolu (THC), néckteré 1 kanabidiolu (CBD). V porovnani s pfirodnimi
kanabinoidy maji ovSem Casto nasobné vyssi afinitu a aktivitu na receptorech kanabinoidniho

systému a mohou vyvolavat zdvazné intoxikace (Kersten & McLaughlin, 2015).

Svyntetické opioidy. Stejn¢ jako mnohé vySe zminéné skupiny NSD, maji 1 syntetické

opioidy své kotfeny ve védeckém vyzkumu. V 70. letech 20.stoleti vzniklo mnoho derivati, které
meéli potencial nahradit morfin. Ve vétSin€ piipadii se jednalo o derivaty fentanylu, které jsou
stale nejrozsirengj$imi zneuzivanymi latkami v této skupiné (Armenian et al., 2017; Prekupec et
al., 2017). Syntetické opioidy maji stejny mechanismus uc¢inku jako klasické opioidy, tedy pies
p-opiodini receptory v CNS, PNS a GIT (Pathan & Williams, 2012). Svym ucinkem jsou ale
nasobn¢ potentn&j$i a tim paddem hrozi riziko snadného pfedavkovani. Jako piiklad mizeme
uvést synteticky opioid karfentanil, ktery je 10.000x potentnéjsi neZ morfin a 100x neZ fentanyl
(George et al., 2010) a na jehoz ptfedavkovani zemtela fada lidi v USA 1 v Evropé (O’Donnell et
al., 2020; Swanson et al., 2017). Dalsi zastupci této skupiny jsou 1-substituted-4-(1,2-
diphenylethyl) piperazin (MT-45), 3,4-dichloro-N-{[1-(dimethylamino)cyclohexyl]methyl}

benzamid (AH-7921), desomorfin (Krokodil).
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Disociativni_anestetika ztad NSD maji stejny mechanismus uc¢inku jako klasicka

disociativni  anestetika, tedy zpravidla agonist¢ N-metyl-D-aspartaitovych (NMDA)
glutamatovych receptorti. Mezi prvnim disociativnim anestetikem nabizenym na drogovém trhu
byl fencyklidin (PCP), ktery byl postupné nahrazen novymi syntetickymi disociativnimi
anestetiky jako metoxydin (4-MeO-PCP), metoxetamin (MXE) ¢i deschlorketamin (Morris &
Wallach, 2014). Synteticka disociativni anestetika jsou vyhledavana pro svou potenci v nizkych
davkach a klasické uc¢inky pro tuto skupinu, tedy derealizace, odpojeni od vnéjSiho svéta, pocit

klidu a porozuméni sobé samému (Corazza et al., 2012; Horsley et al., 2016).

Syntetické aminoindany jsou z pohledu NSD pomérn¢ nové se vyskytujici skupinou.

Pocatek aminoindanii miizeme vystopovat ve 40. a 60. letech 20. stoleti, kdy se zkoumal jejich
bronchodilata¢ni, vasokonstrikéni a analgeticky potencidl (Levin et al., 1944; Solomons & Sam,
1973). Psychoaktivni G¢inek aminoindant se ovSem do popiedi z4jmu dostal az se zavedenim
nové tfidy drog — entaktogeny/empatogeny (Nichols et al., 1986). Cilem bylo najit latku, ktera
bude mit stejné ucinky jako MDMA, ale nebude jevit zndmky neurotoxicity a bude se moci
vyuzit pro facilitaci psychoterapie (Nichols & Oberlender, 1990). Syntetické aminoindany se na
trhu objevily po roce 2009 jako ndhrada za kontrolované syntetické katinony a piperaziny
(EDND, 2017). Jeden zprvnich syntetickych aminoindanti byl 5,6-methylenedioxy-2-
aminoindan (MDALI), déale pak miZeme zminit 5,6-Methylenedioxy-N-methyl-2-aminoindan
(MDMAI), 2-Aminoindan (2-Al) nebo 5-lodo-2-aminoindane (5-IAI). Vice o tématu
syntetickych aminoindant v pfilozené publikaci autora ,,Synthetic Aminoindanes: A Summary of

Existing Knowledge* (Pinterova et al., 2017).
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2.2. Syntetické Katinony

2.3. Kata jedla — kolébka syntetickych katinonu

Kata jedla (catha edulis) je nizky stromek ¢i ket dorustajici vysky az 5 m. Jeji pfirozené
misto vyskytu je vychodni rovnikova Afrika a Arabsky poloostrov. Nejvétsi popularité se pak
t&s1 v Jemenu (zabird plochu az 40% zeméd¢€lské piidy), Dzibuti ¢i Etiopii. Pro své psychoaktivni
ucinky zahrnujici euforii, komunikativnost, druznost a celkovou stimulaci je v muslimskych
zemich do zna¢né miry ndhrazkou alkoholu, ktery je tomuto naboZenstvi zapovézeno.
Konzumace katy je v mnoha ptipadech jiz soucasti kultury, socidlnich kontaktl a rituélii po cela
staleti. Zvykaji se Gerstvé listy a vyhonky, které maji nejvétsi obsah alkaloidu katinonu a katinu.

Oba alkaloidy maji psychostimulacni u¢inky a jsou na seznamu kontrolovanych latek (Balint et

al., 2009).

Psychoaktivni alkaloid katin byl z listii katy izolovan jiz v roce 1887 a az do 60.let 20.
stoleti byl povaZovan za hlavni psychoaktivni slozku. Teprve roku 1975 byl pak izolovéan katinon
a probéhly studie zabyvajici se otdzkou, ktery alkaloid je dominantni psychoaktivni agens
(Patel, 2000; Szendrei, 1980). Dnes jiz vime, Ze je to katinon, ktery se uvoliiuje zZvykanim
mladych listi. Ten je velice labilni a rozpadd se na katin a norefedrin (Balint et al., 2009).
Ackoliv ma katinon podobné ucinky jako amfetamin a plisobi obecnou stimulaci a euforii, jeho
potence je nizsi. V prvni poloviné 20. stoleti pak byl syntetizovan prvni katinon — metkatinon —
(efedron) za ucelem vyvoje alternativni latky k efedrinu (Hyde et al., 1928). O rok pozd¢ji byl
poprvé syntetizovan 4-methylmethkathinon (mefedron, znamy také jako 4-MMC nebo jako
droga milau mnau), jenZ se na pocatku 21. stoleti stal jednou z nejpopularnéjsich rekreacnich

NSD (Valente et al., 2014).
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2.4. Chemicka struktura
Ackoliv. ma katinon podobnou strukturu jako amfetamin, jsou katinony casto
vycleniovany do samostatné skupiny mimo fenyletylaminy. Na rozdil od amfetaminu ma katinon
navazanou B-keto skupinu na B-uhliku fetézce, jsou to tedy B-keto-amfetaminy. Syntetické

katinony jsou pak rtzné modifikovany substituenty na pozicich vedlejsiho fetézce (Obr. 1)

(Karila et al., 2014).

Z chemického hlediska se syntetické katinony daji rozdélit do 4 skupin. 1) N-alkylace na
pozici R1 a/nebo R2, piipadné¢ R3 (efedron, mefedron) 2) 3,4-methylenedioxy na benzylovém
kruhu (metylon, etylon) 3) pyrrolidinova substitice na atomu dusiku - o-
pyrrolidinopropiophenon (a-PPP), a-pyrrolidinopentiophenon (a-PVP) 4) kombinace skupiny 2 a
3, tedy latky obsahujici 3,4-methylenedioxy a  N-pyrrolidinovou skupinu —
Methylenedioxypyrovaleron (MDPV), 3',4'-Methylenedioxy-a-pyrrolidinopropiophenon
(MDPPP). Mimo pravé zminéné skupiny stoji naftylpyrovaleron (nafyron), ktery ma ve své

struktufe naftylovy kruh a patii mezi syntetické katinony druhé generace (Valente et al., 2014).

R2
CH, CH,

R3

Obr. 1: Chemicka struktura katinou (A) a obecna struktura derivatt vychazejicich z katinonu (B). Pievzato z

(EMCDDA, 2012).
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2.4.1. Mefedron

Jedna z prvnich rekreacnich NSD, ktera se stala Siroce rozSifenou a popularni, byl
mefedron (Brunt et al., 2011). Ackoliv byl mefedron prvné syntetizovan roku 1929 za ucelem
terapeutického vyuziti (Kelly, 2011; Valente et al., 2014), teprve na pocatku 21. stoleti byl
objeven drogovym trhem. Uzivateli se stal velice popularni pro své psychoaktivni u¢inky a byl
hojné uzivan na tanecnich party pod jménem ,,meow meow (mnau mnau)“ ¢i ,,M-Cat* (Hill &
Thomas, 2011; Iversen et al., 2013). Pro svoji nizkou cenu a legalnost se ve Velké Britanii stal
rychle stejné rozsifeny jako kokain (Winstock et al., 2011). V dubnu 2010 byl mefedron ptidan
na seznam kontrolovanych latek nejprve Velkou Britanii, pozdéji i ostatnimi staty Evropské unie

(EU). V roce 2012 byl pak mefedron zakazan i v USA (Green et al., 2014).

Subjektivni U€inky uzivatelii jsou popisovany jako ucinky amfetaminu, kokainu, MDMA
¢i jejich kombinace. Jsou to zejména euforie, stimulacni efekt, zvySend empatie a afrodiziakdlni
ucinky (Assi et al.,, 2017; Carhart-Harris et al., 2011). Zpisob podani je nejcastéji oralni a
intranazalni ($Sflupanim), objevuje se 1 injekéni (Wood et al., 2010). Typické stfedni davka pti
ordlnim podani je 100-200 mg (Measham et al., 2010). Mezi hlavni neZadouci efekty mefedronu
patii bruxismus, poceni, bolest hlavy, Uizkost, panika, halucinace (Carhart-Harris et al., 2011;
Dargan et al., 2010). V Mad’arsku byl mefedron kolem roku 2010 dokonce uZivan jako nahrada
za heroin, ktery byl vté dobé téZko k dostani a ve Spatné kvalit¢ (Racz et al., 2015).
S mefedronem je spojovéna fada vaznych intoxikaci a umrti — pfedavkovani, sebevrazdy, srde¢ni
zastava, bronchopneumonie aj. (Adamowicz et al., 2013; Dickson et al., 2010; Graham et al.,

2014; Loi et al., 2015; Schifano et al., 2012; Wood et al., 2011).
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2.4.2. Metylon

Metylon byl poprvé syntetizovan roku 1996 jako antidepresivum a antiparkinsonikum
(Jacob & Shulgin, 1996), nicmén¢ pro tyto ucely pak nebyl nikdy vyuzit. Na drogovém trhu se
metylon poprvé objevil v Nizozemi v roce 2004 pod ndzvem ,,Explosion® a nésledné se rozsitil
po celém svéte (Bossong et al., 2005; Spiller et al., 2011). Od roku 2005 byl metylon jiz
monitorovan EMCDDA a v dubnu 2010 byl spolu s mefedronem umistén na seznam
kontrolovanych latek ve Velké Britanii (Ramsey et al., 2010). V USA byl metylon

kontrolovanou substanci nasledujici rok a nasledovaly 1 ostatni zem¢é EU (Karila et al., 2016).

Metylon mé strukturné velice blizko k MDMA — 1i8i se pouze pfitomnosti ketonovou
skupinou na benzylové pozici — coZz se odrazi i na jeho podobnych ucincich a alternativnim
nazvu beta-keto-MDMA (bk-MDMA) (Cozzi et al., 1999; Iversen et al., 2014). Po poziti
metylonu pfichazi stimulace, mirnd euforie, zvySend empatie a pozornost (Karila et al., 2016).
V subjektivnim hodnoceni uzivatell nicméné metylon svymi U¢inky zaostdvd za MDMA
(Bossong et al., 2005; Lopez-Arnau et al., 2012). Nejcastéjsi zplisob podani je oradlné, pak
intranasalné, rektalné i1 injekéné (Karila et al., 2016). Stfedni davka pro ordlni podani je 100 —
250 mg (Warrick et al., 2012). Nezadouci ucinky metylonu jsou stejné jak pro ostatni syntetické
katinony, bruxismus, tachykardie, poceni, zvySena télesna teplota, uzkost (Karila et al., 2016;
Prosser & Nelson, 2012). S uZitim metylonu jsou spojované zavazné intoxikace a umrti —
sebevrazdy, srde¢ni zastava, kieCové zachvaty aj. (Cawrse et al., 2012; Pearson et al., 2012;

Warrick et al., 2012).

2.4.3. Nafyron
Jak bylo zminéno vySe, nafyron je synteticky katinon obsahujici pyrrolidinovy
substituent a naftylovy kruh (Valente et al., 2014). Bezprostiedné poté, co byl mefedron a
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metylon v dubnu 2010 pifidan na seznam kontrolovanych latek ve Velké Britanii, nafyron se
objevil na trhu jako jeho legalni alternativa pod ndzvem Energy-1, NGR-1 (Luethi et al., 2017).
Nicméné jiz v ¢ervenci téhoz roku byl na seznamu kontrolovanych latek i nafyron (Brandt et al.,

2010).

Utinek nafyronu je podobny jako mefedronu, tedy euforie, veseld nalada, stimulace
mentalniho vykonu a empatie. V porovnani s mefedronem je ale ke kyzenému efektu potieba
mensi davka (stfedni davka pii ordlnim podani pro mefedron je 100-200 mg, pro nafyron pouze
20-35 mg). Jako nezadouci uc¢inky jsou popisovany poceni, tachykardie, hypertenze, zvysena

télesna teplota (Assi et al., 2017; Jebadurai et al., 2013; Measham et al., 2010).

2.5. Mechanismus ucinku

Syntetické katinony jsou potentnimi inhibitory monoaminovych transportérii, konkrétné
dopaminového transportéru (DAT), noradrenalinového transportéru (NAT) a serotoninového
transportéru (SERT), avSak selektivita k témto transportériim se mezi jednotlivymi substancemi
1181 (Baumann et al., 2012; Simmler et al., 2013). Dtsledkem toho dochazi ke zvySeni synaptické
hladiny katecholamini (pfedev§im dopaminu, noradrenalinu a serotoninu), zvySeni stimulace
postsynaptickych receptorti a dostavuje se pozadovany efekt stimulace a euforie. Tento
mechanismus je jeSt¢ podpofen zvySenym vyplavovanim katecholaminii z presynaptického

neuronu ¢i inhibici enzymil, které je odbouravaji (Coppola & Mondola, 2012).

V zévislosti na to, v jakém poméru jsou DAT a SERT inhibovany, tzv. DAT/SERT ratio,
muzeme odvodit ucinky jednotlivych syntetickych katinonti. Zastupce entaktogeni MDMA
selektivné inhibuje SERT a DAT/SERT ratio je 0.08 (Simmler et al., 2013), potence vyplaveni

DA/5-HT ratio je 0.97 (Baumann et al., 2012), viz Tab.1. U&inek MDMA je zejména dobra
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nalada a lehka stimulace. Oproti tomu metamfetamin, klasicky stimulant, je vice selektivni pro
DAT a jeho DAT/SERT ratio je >10, potence vylevu DA/5-HT ratio je 152 (Baumann et al.,
2012), viz Tab.1. U¢inky metamfetaminu jsou primarné stimula¢ni. Na zakladé DAT/SERT ratia
a schopnosti indukovat vylev neurotransmiterdi, rozd¢€lili Simmler et al. (2013) syntetické

katinony do nasledujicich skupin:

1. MDMA-kokainu podobné: substance, které maji podobné jako kokain relativné
neselektivné inhibuji monoaminové transportéry. Radime sem napi. mefedron, metylon,
etylon, butylon a nafyron. S vyjimkou nafyronu v§echny zminéni substance puasobi i vylev
5-HT.

2. Metamfetaminu podobné: substance, které podobné amfetamin a metamfetamin inhibuji
hlavné DAT a NET a zarovei puisobi vylev dopaminu. Radime sem katinon, metkatinon,
flefedron.

3. Pyrovaleronové: substance, které ptusobi vysoce selektivné a potentné na inhibici DAT a

NET. Radime sem pyrovaleron, MDPV ¢&i a-PVP (zndmy také jako droga ,,Flakka®).

Ptes hematoencefalickou bariéru prochéazeji syntetické katinony hiife nez amfetaminy. Je
tomu tak kviili navazané B-keto skuping, diky niZ jsou vice polarni. Vyjimku tvoii pyrrolidinové
derivaty (MDPV, nafyron apod.) (Coppola & Mondola, 2012; Krikorian, 1984; Zawilska &

Wojcieszak, 2013).

Zmény v hladinach neurotransmitert vyvolané plsobenim NSD mohou vést
k patologickym a Zivotu nebezpecnym staviim. V piipad€ syntetickych katinonti jde hlavné o
zdravotni rizika spojena s nadmérnym mnozstvim serotoninu a dopaminu. V prvnim ptipadé
hrozi vznik serotoninového syndromu, v druhém piipadé mozny vznik zavislosti. Tato tematika

bude popsana nasledujicich samostatnych kapitolach.
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Substance bAT SERT DAT/SERT ratio
ICso (uM) ICso (M)
MDMA 17 1.36 0.08
Etylon 5.68 4.46 0.8
Mefedron 3.31 4.64 1.4
Nafyron 0.47 0.96 2.0
Butylon 2.90 6.22 2.1
Kokain 0.768 2.37 3.1
Metylon 4.82 15.5 33
Flefedron 6.35 >10 5.8
Katinon 14.0 >100 >10
Metkatinon 1.12 >10 >10
Amfetamin 1.30 >10 >10
Metamfetamin 1.05 >10 >10
Pyrovaleron 0.035 13.0 >100
MDPV 0.031 9.30 >100
a-PVP 0.04 >100 >1000

Tab. 1: Piehled polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace (ICsp) pro DAT a SERT a DAT/SERT ratio. Razeno dle

DAT/SERT ratio vzestupné. Pfevzato a upraveno dle Simmler et al. (2013) a Rickli et al. (2015).

3. Serotoninovy syndrom

Serotonin hraje diilezitou roli nejen v centralni nervové soustavé (CNS), ale 1 v periferni
nervové soustavé (PNS). V PNS se serotonin uc€astni vazokonstrikci hladkého svalstva, agregace
trombocytl, déloznich kontrakci, stfevni peristaltiky a bronchokonstrikce. V. CNS ma serotonin
hlavni roli v fizeni nalady, pozornosti, percepce, kontrole motorickych funkci, spanku, teploty a
sexualni funkce. Jelikoz serotonin neni schopen piejit pifes hematoencefalickou bariéru, je
produkovan separatné v CNS (raphe nuclei) a PNS (enterochromafinni bunky) (Ener et al.,

2003).
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Kdyz dojde k depolarizaci membrany, serotonin se vyplavi do synaptické Stérbiny. Zde se
muze navazat na postsynaptické ¢i presynaptické serotoninové receptory (5-HT receptory).
Celkem je zndmo 7 rodin 5-HT receptorti (Volpi-Abadie et al., 2013). Serotonin je ze synaptické
Stérbiny bud’ zpétné vychytavan pumpami nebo degradovan pomoci monoamin oxiddz (MAO)
dvou typi: MAO-A a MAO-B. MAO-A ma vétsi afinitu k serotoninu, MAO-B ma vétsi afinitu
ke katecholaminiim (Sporer, 1995). V momenté¢, kdy je v CNS i PNS nadbytek serotoninu, ktery
nadmérné aktivuje 5S-HT receptory, a nefunguji mechanismy jeho regulace — zpétné vychytavani

¢1 degradace — dochazi k rozvoji serotoninového syndromu (Volpi-Abadie et al., 2013).

Symptomy serotoninového syndromu muzeme rozdélit do 3 skupin 1) neuromuskularni
hyperaktivita 2) hyperaktivita autonomniho nervstva 3) poruchy mentalniho stavu (Dvir &
Smallwood, 2008). Jednotlivé symptomy jsou rozepsany v Tab. 2. V piipad¢ animalniho modelu
jsou popisovany behaviordlni projevy serotoninového syndromu jako zmény télesné teploty,
salivace, poceni, abnormalni pohyby koncetin, najeZena srst, prohnuty a zvednuty ocas (Green et

al., 1995; Palenicek et al., 2011, 2016; Spanos & Yamamoto, 1989).

Symptomy

Neuromuskularni hyperaktivita tremor, hyperreflexie, hypertonie, myoklonus,

bruxismus, ataxie, nystagmus

Hyperaktivita autonomniho nervstva mydridza, tachykardie, arytmie, tachypnoe,
prijem, zvraceni, bolesti bficha, hypertermie,

hypertenze

Poruchy mentalniho stavu agitace, strach, excitace, hyperaktivita, neklid,

dezorientace, halucinace, delirium

Tab. 2: Pfehled symptomi serotoninového syndromu
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Se serotoninovym syndromem byla asociovdna fada 1éCiv (néktera antidepresiva,
antipsychotika, antibiotika, analgetika apod.) a drog (Scotton et al., 2019), mimo jiné i syntetické

katinony (Warrick et al., 2012; Zaami et al., 2018).

4. Neurobiologie zavislosti

Drogova zavislost je chronické recidivujici onemocnéni charakterizované kompulsivnim
chovanim ve snaze obstarat a pozit drogu, ztratou kontroly nad jejim uzivanim a vznikem
negativnich emocnich stavii pokud droga neni dostupnd (Koob & Volkow, 2010).
Nekontrolované bazeni (craving) po droze potlacuje ostatni chovani, zavislad osoba uziva drogu i

pies jeji nezdravé, Zivot ohrozujici nasledky (Vetulani, 2001).

Jedna zklicovych oblasti pro rozvoj =zavislosti je systétm odmény. Hlavnim
neurotransmiterem v tomto systému je dopamin a jeho mezokortiko-limbickd drdha: z ventralni
tegmentalni oblasti (VTA) do limbického systému (zejména nucleus accumbens, NAcc) a
nasledné do prefrontalniho kortexu (Wise & Rompre, 1989). Za fyziologickych podminek se
hladiny dopaminy v téchto strukturdch zvySuji, pokud se vénujeme libym cinnostem jako je
piijem potravy, piti ¢i sexualni aktivité (Vetulani, 2001). Pokud je organismus vystaven piisobeni
navykovych latek, hladiny dopaminu v NAcc se zvySuji a je naruSena neurotransmise v celé
oblasti. Organismus nedokaze rozlisit, zda aktivace systému odmeény je uméle vytvorena drogou
¢1 pfirozenym podmétem, a tak se cely proces poZiti drogy a libych pocitii posili jako pozitivni a
zvysi se jeho frekvence opakovani (Kopnisky & Hyman, 2002). Pfirozené podnéty vyvolavajici
libé pocity pak nedokézi piebit efekt drogy a zavisla osoba tak pro navozeni piijemnych pocitl
musi opét uzit drogu (Hyman et al., 2006). Pti chronickém uzivani navykovych latek pak
nastavaji molekuldrni adaptivni mechanismy v dopaminergni transmisi, které mohou vyustit

v toleranci, senzitizaci, zavislost a kompulzivitu (Kopnisky & Hyman, 2002; Vetulani, 2001).
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5. Animalni behavioralni modely

5.1. Test otevireného pole (Open field, OF)
OF test je hojn¢€ pouzivan pro evaluaci chovani a provadi se v oteviené Ctvercové aréne.
V ramci tohoto testu lze ohodnotit miru lokomocni aktivity, exploraci a anxietu. Pfi méfeni
lokomoc¢ni aktivity se nejcastéji pouziva celkova délka trajektorie. Pro méfeni anxiety se pak
sleduje prostorova distribuce pohybu — pohyb u stén vs. pohyb ve stiedu arény. Pohyb u stén
(tigmotaxe) se dava do souvislosti s anxietou, kterou Ize hodnotit i mirou defekace. Mezi dalsi
prvky, které lze hodnotit spadd Ccisténi (grooming), explorativni cenichdni (sniffing),

panackovani (rearing), nehybnost apod. (Gould et al., 2009; Seibenhener & Wooten, 2015).

Pfi podani navykovych latek dochazi k narusSeni typickych vzorcii chovéan. V ptipadé
stimulantli byvé casto lokomoce zvySena a objevuji se stereotypické prvky chovani (Palenicek et

al., 2005).

5.2. Test prepulzni inhibice ulekové reakce (PPI)

Prepulzni inhibice je neurologicky fenomén, pfi kterém slabsi stimul (prepulz) zeslabuje
ulekovou reakci na nasledny silnéjsi stimul (pulz). Pfi testu se nej€astéji pouziva zvukovy stimul
a ulekova reakce se hodnoti motorickou odpovédi. Ulekova reakce na samotny pulz by méla byt
vetsi, néz na pulz predchazeny prepulzem (Bubenikova et al., 2002). Prepulzni inhibice odrazi
schopnost nervového systému filtrovat senzomotorické informace pfichéazejici z okolniho
prostfedi. Pokud je senzomotorické zpracovani naruseno, md to za nasledek zahlceni
nepotiebnymi informacemi a deficit kognitivnich funkei (Butler et al., 1990; Weiss & Feldon,

2001).
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Senzomotorické zpracovani je typicky naruseno pii patologickych stavech jako jsou
psychozy, ale byva naruseno i intoxikaci drogami (zejména halucinogeny a stimulanty) ¢i jinymi

farmaky (Palenicek et al., 2005; Perry et al., 2001).

5.3. Test podminéné preference mista (CPP)

Podminéna preference mista je behavioralni test, ktery slouzi k hodnoceni adiktivniho
potencialu navykovych latek a je neinvazivni alternativou k testim self-administrace. Jak jiz
nazev napovida, hlavnim principem je podminovani, kdy se podani navykové latky kontextualné
paruje se stale stejnym podnétem (vétSinou vzor arény, podlazky v aréné apod.) (Bardo &
Bevins, 2000). V odli$né¢ vypadajici aréné pak zvifata dostavaji neaktivni latku. Ob¢ arény jsou
soucasti jedné aparatury. Pfed samotnym podmitiovanim a po skonceni podmiiniovani je zvite
vypusténo voln€ do celé aparatury s ptistupem do obou arén a sleduje se Cas traveny v kazdé
znich. Pokud se v zavéreCném testu zvife zdrzuje prevazn€ v aréné parované s navykovou
latkou, hodnoti se tento vysledek jako adiktivni potencial dané latky (Bardo & Bevins, 2000;

Cunningham et al., 2006).
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6. CILE PRACE A HYPOTEZY

Vzhledem k tomu, Ze jsme se v této praci zameétili na NSD se stimula¢nimi G¢inky, a to
zejména z fad katinonti, bylo naSim cilem 1) zhodnotit miru intenzity stimulac¢nich u¢inka 2)
zhodnotit miru naruSeni senzomotorického zpracovani 3) zhodnotit akutni toxicitu z hlediska
rizika hypertermie 4) zhodnotit navykovy potencial. Zjisténé poznatky byly porovnany
s u¢inkem jiz znamych, dobfe prozkoumanych drog jako je MDMA, kokain, amfetamin apod.
Disertaéni prace byla sepsana v ramci grantového projektu Ministerstva vnitra CR , Nové

syntetické drogy — komplexni mezioborové vyzkumné centrum* (VI20172020056).

Vramci této disertacni prace jsme pracovali s nasledujicimi hypotézami 1) NSD
s ptevazujicim serotonergnim mechanismem U¢inku maji vyS$$i riziko vzniku hypertermie 2)
NSD s ptfevazujicim dopaminergnim mechanismem ucinku maji vyssi riziko vzniku zavislosti 3)
NSD s pfevazujicim dopaminergnim mechanismem U€inku maji vysSi riziko naruSeni

senzomotorického zpracovani.
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7. MATERIAL A METODIKA

7.1. Laboratorni potkani

Dospéli samci laboratorniho potkana kmene Wistar (Velaz, Ceska republika) byli ustajeni
v parech ¢i po Ctyfech, dle velikosti zvifat, v plastovych boxech v rezimu 12/12 h svétlo/tma.
V piipad¢, Ze jednalo o zvifata z mikrodialyzacniho experimentu byli potkani po stereotaktické
implantaci umisténi v kleci samostatné, aby si neponicili implantovany vodi¢. Boxy s potkany
byly umistény v klimatizované mistnosti s nepfetrzitou kontrolou teploty (22 + 2 °C) a vlhkosti
(30-70 %). Ptistup k vod¢ a potravé ad libitum. Aklimatizace potkant trvala po dobu nejméné 7
dni, kdy byli zarovent hendlovani a vdZeni. VSechny experimenty byly provedeny v souladu se
Smérnici Evropského parlamentu a Rady 86/609/EU o ochrané zvitat pouzivanych pro védecké
ucely a byly schvaleny Narodni referencni laboratoii pro ochranu laboratornich zvifat pod
¢islem: MEYSCR-27527/2012-31. V behavioralnich testech otevieného pole (OF), prepulzni
inhibice (PPI), v termoregulacnim experimentu a mikrodialyze byl experimentdlni design n =
10/skupina. V experimentu podminéné preference mista (CPP) bylo n = 13/skupina. Pro
farmakokinetické méfeni n = 8/skupina. Kazdy jedinec byl testovdn pouze jednou. Z divodu
minimalizace po¢tu pouzitych zvifat byli potkani z behavioralnich pokusti utraceni v riznych

casovych rozestupech od aplikace s cilem stanoveni farmakokinetiky a distribuce latek.
7.2. Drogy

7.2.1. Mefedron
Mefedron byl zakoupen prostfednictvim internetu a nasledné konvertovan na mefedron
hydrochlorid spole¢nosti Alfarma s.r.o. (Ceska republika) s deklaraci 99.18 % istoty

(analyzovano infraCervenou spektroskopii). Purifikovany mefedron byl zarovenn vychozim
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standardem pro farmakokinetickou analyzu za pouziti kapalinové chromatografie. Skladovani
mefedronu bylo na suchém a tmavém miste, bezprostfedné pred experimentem byl rozpustén ve
fyziologickém roztoku (0.9 % NaCl) a aplikovany s.c. v objemu 2 ml/kg. Pouzité davky do
behavioralnich pokust: OF, PPI 2.5, 5 a 20 mg/kg; termoregulacni experiment 5 a 20 mg/kg;

farmakokinetika 5 mg/kg.

7.2.2. Metylon

Metylon byl zakoupen prostiednictvim internetu a néasledné ptecistén a konvertovan na
metylon hydrochlorid spolegnosti Alfarma s.r.o. (Ceska republika) s deklaraci 99.18 % gistoty
(analyzovano infracervenou spektroskopii). Purifikovany metylon byl zaroveii vychozim
standardem pro farmakokinetickou analyzu za pouziti kapalinové chromatografie. Skladovéani
metylonu bylo na suchém a tmavém misté, bezprostiedné pied experimentem byl rozpustén ve
fyziologickém roztoku (0.9 % NaCl) a aplikovany s.c. v objemu 2 ml/kg. PouZité davky do
behaviordlnich pokust: OF, PPI 5, 10 a 20 mg/kg; termoregula¢ni experiment 10 a 20 mg/kg;

farmakokinetika 10 mg/kg; akutni toxicita 40 mg/kg.

7.2.3. Nafyron

Nafyron byl zakoupen prostfednictvim internetu a nasledné piecistén a konvertovan na
nafyron hydrochlorid spoleénosti Alfarma s.r.o. (Ceska republika) s deklaraci 99.88 % ¢istoty
(analyzovano infracervenou spektroskopii). Purifikovany nafyron byl zaroven vychozim
standardem pro farmakokinetickou analyzu za pouziti kapalinové chromatografie. Skladovani
nafyronu bylo na suchém a tmavém misté, bezprostfedné pred experimentem byl rozpustén ve
fyziologickém roztoku (0.9 % NaCl) a aplikovan s.c. v objemu 2 ml/kg. Pouzité davky do
behaviordlnich pokust: OF, PPI, CPP 5, 10 a 20 mg/kg; termoregulacni experiment 20 mg/kg;

farmakokinetika 10 mg/kg.
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7.3. Ostatni latky
Metamfetamin hydrochlorid byl ziskdn darem od Kriminalistického tustavu Praha,
precistény na Cistotu > 98%. Skladovani metamfetaminu bylo na suchém a tmavém misté,
bezprostiedné pfed experimentem byl rozpustén ve fyziologickém roztoku (0.9 % NaCl) a
aplikovany s.c. vobjemu 2 ml/kg a davce 1.5 mgkg v CPP experimentu a 1 m/kg

v mikrodialyzanim experimentu.
7.4. Behavioralni metody

7.4.1. Test otevireného pole

OF ctvercova aparatura byla vyrobena z ¢erného plastu o rozmérech 68 cm x 68 cm x 30
cm a umisténa ve zvukotésné mistnosti s tlumenym rovnomérné rozptylenym svétlem. Aktivita
potkana v aparatufe byla zaznamendvana automatickym sledovacim video systémem
(EthoVision Color Pro v. 3.1.1, Noldus, Nizozemi). Potkan byl po aplikaci latky umistén do
sttedu arény a po dobu 30 min mu byl umoznén volny pohyb. Cas, kdy bylo zvife do arény
umisténo, se 1isi v zavislosti na farmakokinetice dané latky (5 min, 15 min, 40 min nebo 60 min
po aplikaci). Po kazdém testu byla aparatura omyta 50 % roztokem etanolu, aby se smyly

pachové stopy.

Pro potieby analyzy byla aréna OF virtualné€ rozdélena na 5 x 5 identickych ctverct, kdy
16 ctverch tvorily periferni zonu arény a 9 Ctverci predstavovalo centralni zénu arény.
M¢tfenymi proménnymi pak byly (i) ¢as straveny v centralni zon€; Tcenter (Etimecentraini zona) (i1)
tigmotaxe (Zfperiferni zoona/Zfvsechny zony, f = frekvence vyskytu v zon€) (iii) celkova lokomoce (cm)
(iv) lokomoce v 5 min intervalu. OF test a ndslednd analyza byla shodna s pfedchozimi

publikovanymi pracemi (Horsley et al., 2016; Palenicek et al., 2011, 2013, 2016).

34



7.4.2. Test prepulzni inhibice

Pro méteni tlekové reakce a prepulzni inhibice byly pouzity 2 ulekové komory (SR-
LAB, San Diego Instruments, CA, USA) se stabilizacnim valcem z plexiskla (vnitini pramér 8.7
cm). Intenzita bilého Sumu pozadi byla nastavena na 75 dB. Experimentalni design byl pfevzaty
z predeslych studii (Horsley et al., 2016; Palenicek et al., 2011, 2013, 2016) a byl nésledujici: 2
dny pied samotnym testem probchla aklimatizace, kdy byli potkani vystaveni 6ti ulekovym
pulzim (115 dB/20 ms). V samotném experimentu byli potkani po aplikaci latky umisténi do
ulekové komory (Cas, kdy bylo zvife do komory umisténo, se li§i v zavislosti na farmakokinetice
dané¢ latky — 5 min, 15 min, 40 min nebo 60 min po aplikaci) a néasledoval 5 min blok
s prezentaci akustického bilého Sumu, ktery byl zakonéen 6-ti tlekovymi pulzy (125 dB/40 ms).
Vlastni test se skladal z 60-ti pseudorandomizovanych sekvenci: (i) ulekovy pulz (125 dB/ 40
ms) (i) prepulz-pulz (83 dB/ 20 ms nebo 91 dB/ 20 ms prepulz nasledovany pulzem 125 dB/ 40
ms v intervalu 30, 60 nebo 120 ms; mezistimulovy interval (primér 70 ms) (iii) Zadny stimulus
60 ms. Test byl zakon¢en 6ti tlekovymi pulzy (125 dB/ 40 ms). Celkovy pocet sekvenci byl 72

s intervalem 4-20 s (pramér 12.27 s).

Habituace byla vyjadfena procentualnim sniZzenim ulekové reakce twvodnich 6-ti
ulekovych pulzli v porovnani se zavérecnymi 6ti ulekovymi pulzy. Vypocet PPI byl dle
nasledujiciho vzorce: [100 — (primérna odpovéd’ na prepulz-pulz/primérnd odpoveéd na tlekovy
pulz) x 100]. Primérna akustickd ulekovd reakce (ASR) v arbitrarnich jednotkdch byla

vypocitana jako plocha pod kiivkou (AVG) z odpovédi na ulekové pulzy (125 dB).

7.4.3. Test podminéné preference mista
Plastova aparatura pro CPP byla slozena ze tii oddili: dvé stejné velké podminovaci

arény (45 x 50 cm) a neutralni zona (35 x 20 cm). Kazd4 z podmiinovacich arén méla odlisny
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vzor stén (pruhy x ¢tverce) a podlah (pruhované x kulaté otvory). Neutralni zéna byla prithledna.
Arény byly mezi sebou rozdéleny gilotinovym typem dvifek ovladanych experimentatorem. Cas
potkana straveny vkazdé zarén byl zaznamenavana automatickym videomonitoraénim

systémem (EthoVision Color Pro v. 3.1.1, Noldus, Nizozemi).

Kompletni experiment CPP trval 11 dni a skladal se z nasledujicich fazi: (i) habituace na
testovaci aparaturu (den 1); (ii) pfedpodminovaci test (den 2); (iii) podminovani (den 3-10); (iv)
zavéreCny test (den 11). Béhem habituace a predpodminovaciho testu byla potkanim
bezprostiedné pired jejich umisténim do neutralni zony aplikovana neaktivni latka. Dvitka byla
oteviena a potkani mohli explorovat celou aparaturu po dobu 15 min. Potkani, ktefi
v pfedpodminovacim testu travili ptes 80 % casu v jedné zpodminovacich arén, byli
z experimentu vytazeni kvili primarni preferenci (Berry et al., 2012). Potkani pak byli
pseudondhodné roziazeni do skupin a k podminovacim arénam. Béhem podminovani, které
probiha 8 dni, byli potkani bezprostfedné po aplikaci latky umisténi do jedné z podminovacich
arén na dobu 30 min, gilotinova dvitka byla zavfend. Stfida se podminovani aktivni latky
s jednou arénou a neaktivni latky s druhou arénou. Po skonceni podminovaci fdze nasleduje
zavereCny test. VSem potkanim byla aplikovana neaktivni latka a byli testovani stejné jako
v pfedpodminovacim testu. Preferencni skore se vypocitalo jako €as straveny v jednotlivych

podminovacich arénach/ celkovy ¢as v obou arénach dohromady.

7.5. Télesna teplota
Vliv na télesnou teplotu byl posuzovan méfenim rektalni teploty digitdlnim
rychloteplomérem. Po aplikaci latky byla zvifata umisténa do klece po péti (tzv. agregovana
kondice) nebo samostatné po jednom (izolovana kondice). Kazdé zvife podstoupilo 13 méfeni

(jedno mé&feni trva 10 s), béhem kterého byl na kratky ¢asovy usek imobilizovan v plexisklovém
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valci. Casovy diagram méfeni byl nasledujici: (i) 7:00— 9:00 h hodinovy interval méfeni teploty
pied aplikaci latky, celkem 3 meéfeni (ii) 9:00 h aplikace latky (iii) 9:30—11:00 h pilhodinovy
interval méfeni teploty po aplikaci latky, celkem 4 méieni (iv) 12:00-17:00 h hodinovy interval

meéfeni teploty po aplikaci latky, celkem 6 méteni.

7.6. Mikrodialyza

Potkani byli anestetizovani inhalacnim anestetikem (Isofluran) a umisténi do
stereotaktického zafizeni (Stoelting co., Illinois, USA). Po oc€isténi lebky od tkani a zamé&feni
koordinat byl vyvrtan vstup pro vodi¢ (MAB 4.15.IC; AgnTho’s AB, Sweden). Vodi¢ byl
implantovan 2 mm nad strukturu nucleus accumbens shell (A: +2.0 mm, L: +1.2 mm, V: -6.2
mm od bregmy) (Paxinos & Watson, 2003). Po ukonceni operace byli potkani umisténi do kleci
po jednom a ponechani 7 dni k zotaveni z operace. V den sbéru mikrodialyzat byla potkanim
pfes vodi¢ zavedena kanyla (MAB 4.15.2. Cu; AgnTho’s AB, Svédsko; kuprofanova 2 mm
membrana, MWCO! 6 kD) do NAcc shell. Proba byla napojena na pumpu (Univentor 864;
Univentor Limited, Malta) a promyvéna Ringrovym roztokem o pritoku 2 pl/min. Sbér
mikrodialyzati byl zahdjen 60 min po napojeni proby a to v intervalech 20 min. Mikrodialyzaty
byly sbirany do plastovych vialek po dobu 4 h. NSD byla aplikovana 60 min po zahajeni sbéru
mikordialyzati (po 3 odbérech bazéalnich hladin). Po ukonceni experimentu byli potkani
usmrceni dekapitaci hlavy. Pro histologickou verifikaci polohy proby byly vyjmuty mozky a

uchovény v 10 % formalinu.

7.7. Farmakokinetika
Pro stanoveni farmakokinetiky byla vybrana jedna, zpravidla stfedni davka vybrané NSD.

Casové tiseky pro stanoveni koncentraci byly stanoveny na zakladé odhadu dle délky trvani

' MWCO - délici rozsah membran udiva molekulovou hmotnost, ktera jiz neprojde membranou.
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ucinka 30, 60, 120, 240 a 480 min po aplikaci latky. Pro kazdy casovy bod bylo pouzito
sérum/tkan z 8 zvifat. Zvirata byla usmrcena dekapitaci, jejich sérum, mozek, plice a jatra byly

ihned odebrany a zamrazeny na -20°C.

Analyza vzorkli pro zde zahrnutd meéfeni byla provedena v ramci institucionalni
spoluprace s pracovistém Ustavu soudniho lékafstvi a toxikologie (USLTOX) na Univerzité
Karlové v Praze, 1. 1¢kaiské fakulté. Pouzité metody jsou rozepsané v prilozenych publikacich in

extenso.

7.8. Statisticka analyza dat
Pro statistické hodnoceni dat ztestu OF a PPI byla pouzita dvoufaktorova analyza
rozptylu (ANOVA). Jako nezavislé proménné byly zvoleny dévka studované substance, resp.
vehikulum (meziskupinovy faktor) a Casovy rozestup experimentu od aplikace

(vnitini faktor).

Pti hodnoceni zmény délky trajektorie v 5 min blocich byla pouZzita tfifaktorovda ANOVA
pro opakovana méfeni s nezavislymi meziskupinovymi proménnymi: davka/vehikulum
(meziskupinovy faktor) a casovy rozestup (vnitfni faktor 1); 5 min interval jako opakovana

proménna (vnitini faktor 2).

TtifaktorovdA ANOVA pro opakovand meéfeni byla téz pouzita k vyhodnoceni zmén
télesné teploty. Meziskupinové nezavislé proménné: davka/vehikulum a podminky ustdjeni; Cas

méfteni jako opakovana proménna.

Dvoufaktorovd ANOVA pro opakované méfeni byla zvolena k hodnoceni dat z CPP.
Nezéavislou proménnou byla davka/vehikulum, opakovanou proménnou byl test

(pfedpodminovaci, zavérecny test).
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ANOVA pro opakované méfeni byla zvolena k hodnoceni mikrodialyza¢nich dat.

Nezavislou proménnou byl Cas, opakovanou promeénnou byla koncentrace dopamimu.

Jako statisticky vyznamné byly povazovany rozdily nad 5 % hladiny vyznamnosti (p <

0,05). Nasledna porovnani byla provedena nezavislymi t-testy nebo post hoc testy.
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8. VYSLEDKY

8.1. Test otevireného pole

Mefedron: V testu otevieného pole byl prokazan hlavni efekt davky [F (3, 72) = 24.75, p
< 0.001], casového rozestupu experimentu od administrace [F (1, 72) = 72.042, p < 0.001] 1 5
min intervall [F (5, 360) = 101.67, p < 0.001]. Rovnéz interakce davka X ¢as X intervaly byla
signifikantni [minimum F (15, 360) = 2.979, p < 0.001]. Nasledné¢ post hoc testy ukazaly
signifikantni vliv v8ech ddvek mefedronu (2.5 mg/kg, 5 mg/kg a 20 mg/kg) v Case testovani 5
min po aplikaci, kdy v porovndni s kontrolni skupinou byli potkani hyperaktivni ve vS§ech 5 min
intervalech (p < 0.001). V ¢ase 40 min po aplikaci nebyl v lokomoc¢ni aktivit¢ mezi skupinami

signifikantni rozdil (p > 0.05).

Cas straveny v centru a tigmotaxe byly signifikantné ovlivnény davkou i ¢asem, stejné
tak jejich interakce; [minimum F (3, 72) = 5.385, p < 0.01] pro Tcenter 2 [minimum F (3, 72) =
6.792, p < 0.001] pro tigmotaxi. Post hoc testy prokazaly, ze skupiny 2.5 mg/kg a 5 mg/kg, cas
testovani 5 min po podani mefedronu, stravily v porovnani s kontrolou signifikantn€ vice ¢asu
v centru arény (p < 0.001). Naopak nejvice Casu na periferii travili potkani po davce 20 mg/kg,

Cas testovani 5 min po podani mefedronu (p < 0.001).

Metylon: V testu oteviené¢ho pole byl prokézan hlavni efekt davky [F (3, 71) =22.43, p <
0.001], ¢asového rozestupu experimentu od administrace [F (1, 71) = 50.68, p < 0.001] 1 5 min
intervali [F (3, 211) = 188.43, p <0.001]. Jako statisticky vyznamna vysla interakce davka X Cas
[F (3,71)=28.37, p<0.001] a ¢as X intervaly [F (3, 211) = 6.81, p < 0.001]. Vzhledem k tomu,
ze interakce davka X interval nevysla signifikantn€, pouzili jsme nasledné nezavislé t-testy pro

celkovou lokomoci. T-testy odhalily signifikantni vliv vSech davek metylonu (5 mg/kg, 10
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mg/kg a 20 mg/kg) a to v obou Casech po aplikaci (15 min resp. 60 min), kdy v porovnani
s kontrolni skupinou vykazovali delsi trajektorii, tedy zvySenou lokomoci [minimum ¢ (13) =

5.17, p < 0.001] resp. [minimum # (12) = 2.99, p < 0.05].

Pro Cas straveny v centru vysel signifikantn¢ vliv davky [F (3, 71) = 9.82, p < 0.001] a
interakce davka X cas [F (3, 71) = 6.37, p < 0.001]. Nezavislé t-testy odhalily, Ze vSechny davky
metylonu a v obou Casech (kromé davky 20 mg/kg v ¢ase 15 min a 10 mg/kg v ¢ase 60 min)
signifikantné zvysili ¢as trdveny v centru arény [minimu ¢ (11) = 3.44, p < 0.05]. Tigmotaxe byla
signifikantné ovlivnéna davkou [F (3, 71) = 7.38, p < 0.001] i ¢asem [F (1, 71) = 22.15, p <

0.001], stejné tak jejich interakce [F (3, 71) = 14.89, p < 0.001].

Nafyron: Jako signifikantni byl prokazan hlavni efekt davky [F (3, 72) = 23.65, p <
0.001], ¢asového rozestupu experimentu od administrace [F (1, 72) = 4.09, p < 0.05] a 5 min
intervald [F (3, 236 = 297.7, p < 0.001]. Statisticky vyznamna byla interakce davka X intervaly
[F (10, 236) = 6.06, p < 0.001] a ¢as X intervaly [F (3, 236) = 6.71, p < 0.001]. Néasledné
nezavislé t-testy prokézaly signifikantné vyssi lokomoci od druhého az po Sesty Smin interval u
vSech davek nafyronu (5 mg/kg, 10 mg/kg a 20 mg/kg) v casovém odstupu od aplikace 15 min,
v porovnani s kontrolou [minimum ¢ (11) = 2.24, p < 0.05]. V ¢ase 60 min od aplikace byla
lokomoce u vSech davek nafyronu zvySena ve vSech 5 min intervalech, v porovnani s kontrolni

skupinou [minimum ¢ (18) = 2.21, p < 0.05].

Cas straveny v centru arény byl signifikantné ovlivnén pouze davkou [F (3, 72) = 13.22,
p < 0.001]. Nezavislé t-testy ukazaly, Ze vSechny davky nafyronu (nehled¢ na ¢as od aplikace)
zvySily oproti kontrolni skupiné cas strdveny v centru [minimum ¢ (25) = 5.03, p <0.001].
Tigmotaxe byla statisticky vyznamné ovlivnéna davkou [F (3, 72) = 7.86, p < 0.001] i casem od

aplikace [F (1, 72) = 4.63, p < 0.05], avsak vliv interakce nebyl prokdzan. Nezavislé t-testy
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prokézaly, ze vSechny davky nafyronu snizily vyskyt potkani v perifernich zonach [minimum ¢

(38)=2.03, p < 0.05].

Srovnani lokomoce po administraci mefedronu, metylonu a nafyronu v Obr. 2.

Podrobné¢;jsi vysledky a grafy v ptilozenych publikacich autora.
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Obr. 2: Délka trajektorie (cm) v 5 min blocich po dobu 30 min v ¢ase 5 min po s.c. administraci mefedronu

(MEPH) 2.5 mg/kg, 5 mg/kg, 20 mg/kg a nor-mefedronu (nor-MEPH) 5 mg/kg (A), pfevzato z Sichova et al.

(2018), 15 min po administraci metylonu 5 mg/kg, 10 mg/kg a 20 mg/kg (B), pievzato ze Stefkova et al. (2018),

15 min po administraci nafyronu 5 mg/kg, 10 mg/kg a 20 mg/kg (C), pevzato z Pinterova-Leca et al. (2020). (D)

znazoriiuje typické trajektorie 5 min pod administraci mefedronu a 15 min po administraci metylonu, resp.

nafyronu. Zobrazeny jsou priméry a chybové usecky znazoriuji stfedni chybu priméru (SEM).
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8.2. Test prepulzni inhibice
Mefedron: ASR nebyla ovlivnéna davkou ani Casovym rozestupem experimentu od
administrace nebo jejich interakci [maximum F (1, 72) = 3.322, p > 0.05]. PPI nebyla ovlivnéna
davkou ani Casem, avSak jejich interakce byla signifikantni [F (3, 71) = 3.483, p < 0.05]. Post
hoc testy ovSem odhalily v porovnani s kontrolou pouze marginalni efekt davky 5 mg/kg a 20

mg/kg v Case testovani 40 min po aplikaci (p = 0.062 resp. p = 0.081) na disrupci PPI.

Metylon: Akusticka ulekova reakce a prepulzni inhibice byly signifikantné ovlivnény
davkou metylonu [F (3, 72) = 2.83, p < 0.05] resp. [F (3, 72) = 2.88, p < 0.05], ale bez vyznamné
interakce. Nasledné t-testy neprokéazaly zadny signifikantni vysledek, pouze trend v naruseni PPI

pro davku 20 mg/kg v €ase 15 min, v porovnani s kontrolni skupinou # (18) = 1.91, p =0.1.

Nafyron: ASR ani PPI nebyly statisticky vyznamné ovlivnény davkou ¢i ¢asem testovani
od aplikace. Pouze u PPI byla prokazana signifikantni interakce davka X ¢as [F (3, 70) = 3.10, p
< 0.05]. Nezavislé t-testy odhalily signifikantni navySeni PPI po nafyronu 20 mg/kg v ¢ase od

aplikace 15 min [minimum ¢ (18) = 1.80, p < 0.05].

Srovnani PPI po administraci mefedronu, metylonu, nafyronu a MDAI v Obr. 3.

Podrobné;jsi vysledky a grafy v pfilozenych publikacich autora.
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Obr. 3: Prepulzni inhibice (%) 5 min po s.c administraci mefedronu 2.5 mg/kg. Smg/ kg a 20 mg/kg (A), 15 min
po s.c. administraci metylonu 5 mg/kg, 10 mg/kg, 20 mg/kg a nor-metylonu 10 mg/kg (B), pievzato z Stefkova
et al. (2017), 15 min po s.c. administraci nafyronu 5 mg/kg, 10 mg/kg a 20 mg/kg (C), pievzato z Pinterova-Leca
et al. (2020). Pro srovnani uvadime graf prepulzni inhibice 15 a 60 min po s.c. administraci MDAI 5 mg/kg, 10
mg/kg a 20 mg/kg (D), ktery ptisobi dominantn€ na serotonergnim systém na rozdil od pfedchozich latek, které
jsou vice dopaminergni (vice viz diskuze). Pfevzato z Palenicek et al. (2016). Zobrazeny jsou priméry a chybové

usecky znazoriuji stiedni chybu priméru (SEM). * p < 0.05.

8.3. Podminéna preference mista
Nafyron: Signifikantni vliv na Cas strdveny v aréné¢ spojené s drogou méla davka [F (1,
46) = 31.78), p < 0.0001]. Nasledny Bonferoniho post-hoc test odhalil signifikantni navySeni
preferen¢niho skére u davky nafyron 5 mg/kg (p = 0.0352), 20 mg/kg (p = 0.007) a
metamfetamin 1.5 mg/kg (p = 0.0305) v porovnani zavereny test vs. predpodminovaci test.
Nafyron 10 mg/kg byl na hranici statistické vyznamnosti (p = 0.0752). Grafické zndzornéni viz

Obr. 4.
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Obr. 4: Zména v preferencnim skoére po podani nafyronu 5 mg/kg, 10mg/kg a 20 mg/kg vs. amfetaminu 1.5
mg/kg. Zobrazeny jsou priméry a chybové usecky znazornuji stiedni chybu praméru (SEM). ** p <0.01, * p <

0.05.

8.4. Télesna teplota

Mefedron: Té¢lesna teplota byla signifikantné ovlivnéna davkou [F (2, 54) = 9.409, p <
0.001] a casem [F (12, 648) = 124.560, p < 0.001], nikoliv vSak podminkami ust4jeni
(samostatné resp. po péti) [F (1, 54) = 0.127, p > 0.05]. Jako signifikantni vysly interakce davka
X ¢as X podminky ustajeni [minimum F (12, 648) = 2.406, p < 0.01]. Post hoc testy neodhalily
signifikantni rozdil mezi ddvkou 5 mg/kg mefedronu a kontrolou, pouze v ¢asovém useku 30
min od administrace mefedronu ve skupiné hromadn¢ ustajenych (p < 0.05). Pro davku 20 mg/kg
bylo signifikantni navySeni teploty detekovano 1 h po administraci mefedronu (samostatné

ustdjeni potkani) a trvalo dal§i 2 h (minimum p < 0.001). Pro stejnou davku, ale u hromadné
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ustajenych potkant bylo signifikantni navySeni teploty detekovéano jiz 30 min po administraci

mefedronu a trvalo dalsi 2 h (minimum p < 0.001).

Metylon: Signifikantni vliv na télesnou teplotu mé¢la davka [F (2, 54) = 5.29, p < 0.05],
podminky ustajeni [F (1, 54) = 4.41, p < 0.05] a cas [F (5, 289) = 161.58, p < 0.001]. Jako
signifikantni vysla interakce ddvka X cas X podminky ustdjeni [F (11, 289) = 4.3, p < 0.001].
Nezavislé t-testy prokazali signifikantné zvySenou télesnou teplotu u samostatné ustdjenych
potkand 30 min po administraci metylonu 10 mg/kg a 20 mg/kg trvajici jesté 4 h resp. Sh po
administraci [minimum ¢ (18) = 2.15, p < 0.05] resp. [minimum ¢ (18) = 2.07, p = 0.05]. Potkani
ustajeni po péti vykazovali signifikantn€ vyssi t€lesnou teplotu 30 min po administraci metylonu
trvajici 1.5 h resp. 2 h po administraci 10 mg/kg resp. 20 mg/kg [minimum ¢ (18) = 2.6, p < 0.05]

resp. [minimum 7 (18) = 2.46, p < 0.05].

Nafyron: Na télesnou teplotu méla signifikantni vliv davka [F (1, 36) = 49.50, p < 0.001]
a Cas [F (6.34, 432) = 58.33, p < 0.001], nikoliv vSak podminky ustdjeni. Signifikantni byla téz
interakce davka X cas [F (6.34, 432) = 19.42, p < 0.001]. Nezavisl¢ t-testy odhalily statisticky
vyznamné zvySeni teploty po davce 20 mg/kg od Casu administrace trvajici nésledujici 4 h

[minimum ¢ (38) = 3.42, p = 0.001].

Srovnani télesné teploty mefedronu, metylonu a nafyronu v Obr. 5. Podrobnéjsi vysledky

a grafy v pfiloZenych publikacich autora.
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Obr. 5: Vyvoj rektalni télesné teploty (°C) u samostatné ustajenych potkanti po s.c. administraci mefedronu

(MEPH) 5 mg/kg a 20 mg/kg (A) pfevzato z Sichova et al. (2017), metylonu 10 mg/kg a 20 mg/kg (B) pievzato

z Stefkova et al. (2017) a nafyronu 20 mg/kg (C) pievzato z Pinterova-Leca et al. (2020). Zobrazeny jsou

praméry a chybové usecky znazornuji stfedni chybu priméru (SEM). *** p <0.001, ** p < 0.01, * p <0.05.

8.5. Farmakokinetika
Mefedron: Maximalni primérna koncentrace mefedronu v séru (826.2 ng/ml) byla

dosazena v 30 min po administraci. TaktéZ maximalni primérnd koncentrace mefedronu
v mozku (767 ng/g) byla ve 30 min po administraci. Robustni akumulace mefedronu byla

v plicich (1044.5 ng/g) 30 min po administraci.

Metylon: Maximalni primérna koncentrace metylonu v séru (2316.37 ng/ml) byla
dosazena v 30 min po administraci. TaktéZ maximalni primérnéd koncentrace metylonu v mozku

(10523.4 ng/g) byla ve 30 min po administraci.

47



Nafyron: Medianova hodnota koncentrace nafyronu v séru (269 ng/ml) byla dosazena
v 30 min po administraci. Taktéz medianova hodnota koncentrace nafyronu v mozku (1737 ng/g)
byla ve 30 min po administraci. Robustni akumulace nafyronu byla v plicich (3025 ng/g) 30 min

po administraci.

Podrobnéjsi vysledky a grafy v ptilozenych publikacich autora.

8.6. Akutni toxicita
Metylon: potkaniim byl s.c. aplikovan metylon 40 mg/kg v ¢ase 15 min pied planovanym
testem PPI. Potkani 2 h po aplikaci pouze lezeli a nevykazovali zddné znamky chovani. Do 24 h
Sest potkanil z deseti uhynulo. Stejny prubéh byl sledovan i u potkani aplikovanych stejnou

davkou pro OF test. Dalsi sady experimentl byly v ndvaznosti na popsané skutecnosti zruseny.

8.7. Mikrodialyza

Z diivodu naro¢ného vyvoje analytické metody na piistroji QTRAP 6500 v kombinaci s
mikropriitokovou kapalinovou chromatografii nejsou vzorky z mikrodialyza¢nich experimenti s
NSD dosud analyzovany. Pfi¢inou byl na jedné stran¢ jednak vyvoj metody, ktera dosud nebyla
realizovdna na tomto typu pfistroje, jednak i z diivodu extrémni ¢asové narocnosti pro pratok
vzorku pfistrojem, kdy se jeden vzorek analyzuje 1.5 hodiny. Aktualné tedy sice nejsou vysledky
s NSD k dispozici, nicméné, niZze uvadime pilotni data — vliv metamfetaminu 1 mg/kg na hladiny
dopaminu v NAcc, na kterych byla metoda validovana. Tato pilotni data budou pouzita pro
srovnani s ucinky NSD. Samotné mikrodialyzacni experimenty s NSD byly provedeny, viz Obr.

6.

Metamfetamin: na hladinu dopaminu mél signifikantni vliv ¢as (administrace

metamfetaminu) [F (11,77 ) =28.614, p < 0.001]. Nasledné post hoc testy odhalily signifikantni
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narust dopaminu v ¢ase 80, 100 a 120 min (po podani metamfetaminu) v porovnani s vychozimi

hladinami dopaminu v ¢ase 0, 20, 40 a 60 min (p < 0.001), viz Obr. 7.

Figure 25

Interaural 9.96 mm — e Bregma 0.96 mm

Obr. 6: Horni levé foto zachycuje potkana po stereotaktické implantaci vodi¢e. Horni pravé foto ukazuje priabéh
mikrodialyza¢niho experimentu, kdy jsou potkani v domaci kleci napojeni na mikrodialyza¢ni pumpu a probiha
sbér mikrodialyzati. Dolni levy obrazek ukazuje ve stereotaktickém atlase umisténi kanyly po histologickém

ovéteni pozice (dolni pravy obrazek).
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Obr. 7: Zmény v hladinach dopaminu po administraci metamfetaminu 1 mg/kg v ¢ase 60 min. Zobrazeny jsou

praméry a chybové usecky znazornuji stfedni chybu priméru (SEM). *** p <0.001.
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9. DISKUZE

Vsechny nami zkoumané syntetické katinony vykazovaly rychlou absorpci (nejvyssi
koncentrace byly dosazeny 30 min po s.c. administraci) a pruichod hematoencefalickou bariérou.
V porovnani s jinymi pracemi vénovanymi farmakokinetice NSD z fad syntetickych katinont,
byly nejvyssi koncentrace méfeny do 15 min po aplikaci (Aarde et al., 2013; Elmore et al.,
2017). S ptihlédnutim k faktu, Ze nejmarkantnéjsi zvyseni lokomoce v OF testu bylo
zaznamenano 5-10 min po aplikaci mefedronu, je pravdépodobné, Ze nejvyssi bod koncentrace
studovanych NSD byla v intervalu do 30 min, tedy jeSt¢ pfed prvnim méfenim v naSich
experimentech. Koncentrace syntetickych katinond byly v mozku u vétSiny nadsobné vyssi nez
v séru — mozek/sérum ratio bylo pro mefedron 1.19, pro metylon 4.54 a pro nafyron 6.5. Jelikoz
nafyron obsahuje pyrrolidinovy kruh, ktery snizuje jeho polaritu, prochdzi hematoencefalickou
bariérou rychleji, nez mefedron ¢i metylon (Coppola & Mondola, 2012). Vzhledem k tomu, ze
mefedron, metylon i nafyron jsou latky lipofilni, podobné jako jiné nami testované substance
MDALI ¢i MDPV (Horsley et al., 2018; Palenicek et al., 2016), dochdzelo k zna¢né akumulaci
v plicich, coZ miZe byt zplsobeno relativné velkym objemem krve protékajicim plicemi a
naslednému transportu latek do plicni tkan€, kde jsou zachyceny (Upton & Doolette, 1999).
Kineticky profil metylonu 1 mefedronu byl oproti nafyronu pomérné kratkodoby. Mefedron byl
v dobé 4 h po aplikaci jiz témétf nedetekovatelny jak v séru, tak ve vSech ostatnich tkanich,
podobné metylon. Tato rychld eliminace z organismu je v souladu s uZivatelskymi reporty o
kratkodobych Ucincich a castém opakovaném uziti béhem jednoho vecera ¢i kombinovani
s jinymi drogami (Karila et al., 2016; Measham et al., 2010). Nafyron se drzel ve vysokych

koncentracich prvni 2 h a pak pozvolna klesal. Ve vSech tkdnich mimo sérum byl detekovan jesté

51



8 h po aplikaci. Tyto poznatky jsou v souladu s reportovanym rychlym nastupem ucinku a jejich

dlouhodobym trvanim jak u lidi, tak u potkana (Derungs et al., 2011; Meltzer et al., 2006).

Zmény v lokomoc¢ni aktivit¢ po aplikaci syntetickych katinonli odpovidaly jejich
farmakokinetickému profilu. Stimula¢ni efekt byl patrny u  vSech podanych latek
s nejvyraznéjsim efektem 5 min (mefedron) a 15 min po aplikaci (metylon, nafyron). Typickym
jevem pro mnohé stimulanty je obrdcend U-kiivka lokomoc¢ni aktivity, tedy ze vyssi davky
mohou vést ke snizeni lokomoce (Aarde et al., 2013; McNamara et al., 2006). To jsme mohli
pozorovat u mefedronu, kdy nejvyssi davka 20 mg/kg vedla k nizsi celkové lokomoci nez davka
5 mg/kg. Stejny efekt pozorovali i Gatch et al. (2016) ve své studii na mySich, kde lokomoc¢ni
aktivita po davce mefedronu 30 mg/kg byla niz8i nez po davce 10 mg/kg. V ptipadé metylonu a
nafyronu naznacuji nase vysledky spise zvysujici se lokomoci spolu s rostouci davkou. Moznym
vysvétlenim miizou byt ndmi zvolené nizké davky, tedy davky umisténé stale jesté na stoupajici
¢asti kiivky. Tomu by napovidaly zvolené davky pro metylon a nafyron ve jiz vySe zminéné
praci Gatch et al. (2016), kdy nejvyssi davka metylonu byla 20 mg/kg a nafyronu 100 mg/kg.
Ob¢ substance v téchto davkach indukovaly niZ$i lokomo¢ni aktivitu s porovnanim s jejich nizsi
davkou. Jinym moZnym vysvétlenim v pfipadé nafyronu miiZze byt jeho hlavni G¢inek na
serotonergnim systém. Jak bylo jiz popsano u MDMA, v nizkych davkach je hyperlokomoce
indukovana primarné pies serotonergnim systém a teprve az ve vysSSich davkach se projevi efekt
dopaminergniho systému (Palenicek et al., 2005). Jako nejefektivnéjsi stimulant se v OF testu
ukézal byt mefedron, ovSem s relativné kratkodobym uc¢inkem, coz je ve shod¢ s vyse popsanou
farmakokinetikou. Naopak pomérné slabym stimulantem se ukazal byt nafyron. Ackoliv jeho
potence inhibovat DAT je vétsi nez u kokainu (Simmler et al., 2013), jeho efekt nebyl nijak

vyrazny a v porovnani s jinym pyrrovaleronovym katinonem MDPV (Horsley et al., 2018) je az
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piekvapujici, ze hyperlokomoce neni tak rozvinutd. Tento rozdil v u¢inku mize byt divod, pro¢
nafyron nikdy nenabyl velké popularity v porovnani s jinymi NSD. Pii analyze trajektorie zvirat
varéné po podani nafyronu se prokazala vyssi frekvence vyskytu zvifat v centralni zoné
v zavislosti na davce. Jelikoz zaroven frekvence vyskytu v perifernich zénach klesla, vyskyt
v centru arény nebyl navySen v disledku hyperlokomoce. ZvySeny vyskyt v centru arény je
spojovan se zvysenou exploraci a snizenou anxietou, stejné jako po aplikaci MDMA (Palenicek
et al., 2005). Stereotypni chovani typické pro stimulanty nebylo pozorovano. Behavioralni
stereotypie byly naopak pozorovany po podani vysSich ddvek mefedronu a metylonu, stejné jako
po aplikaci jinych NSD z naSich ptedeslych studii — MDPV, MDAI ¢i PMMA (Horsley et al.,
2018; Palenicek et al., 2011, 2016). U metylonu a mefedronu byl patrny bifazicky efekt odvisly
od davky — nizké davky zvySovaly frekvenci pobytu v centru arény (zvySena explorace a snizena
anxieta), vyssi davky naopak zvySovaly tigmotaxi (zvySend anxieta ¢i obraz stereotypniho béhani

podél stén).

PPI, tedy senzomotorické zpracovani informaci nebylo naruseno zadnou davkou
mefedronu ani metylonu. Tyto vysledky jsou v souladu s pozorovanim Shortall et al. (2013), kde
zadny z podanych katinont nenarusil PPI. Nicmén¢ jak ukazal ve své praci Banjaw et al. (2005),
PPI bylo katinony signifikantn€ naruSeno v modelu chronického podani (po ctvrté davce),
nikoliv po akutni aplikaci. A¢koliv jsme naruseni PPI po akutni aplikaci metylonu ani mefedronu
nepozorovali, z vySe popsaného vyplyva, ze jejich efekt na senzomotorické zpracovani mize byt
spojené s dlouhodobym uzivanim katinont (Kalix, 1991). Porovnadme-li data z PPI experimentu
s jinymi fenetylaminy, katinony ¢i aminoindany studovanymi v na$i laboratofi, jinym mozZnym
vysvétlenim mize byt mira G¢inku na serotonergni systém. Substance plsobici pfevazné pres

serotonergnim systém jako MDMA, MDAI ¢i PMMA statisticky vyznamné narusovali PPI jiz
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v nizkych davkach (Bubenikova et al., 2005; Palenicek et al., 2011, 2016), naproti tomu MDPV,
kde ptevazuje ucinek na dopaminovy systém (DAT/SERT ratio je > 100) (Simmler et al., 2013),
narusovalo PPI pouze ve vysokych davkach (Horsley et al., 2018). NaruSeni PPI ve vysokych
davkach je pozorovano u klasickych stimulantti jako je amfetamin ¢i metamfetamin (Hadamitzky
et al., 2011; Palenicek et al., 2013). V pfipadé¢ nafyronu jsme piekvapivé u nejvyssi davky
pozorovali zlepSeni PPI. Moznym vysvétlenim miize byt fakt, ze stimulanty v nizSich davkach
zpusobuji kognitivni nabuzeni a zlepSeni vykonu (Spencer et al., 2015) a nami zvolené davky

nebyly dostate¢né vysoké pro naruseni PPI.

Jednim z Castych nezadoucich G¢inkd po uziti syntetickych katinond je zvysSend télesna
teplota, poceni €1 jiné problémy s termoregulaci (Zawilska & Wojcieszak, 2013). VSechny
studované substance signifikantné zvySily télesnou teplotu potkanti nehledé na podminky
ustdjeni (samostatné vs. po péti). Piekvapive, potkani ustajeni samostatné vykazovali zvySenou
télesnou teplotu del$i dobu, nez potkani ustijeni po péti. Divodem miZze byt zrychleny
metabolismus u potkanll ustajenych po péti jako disledek vzniku mozného mikroklimatu s vyssi
teplotou v domaci kleci piipadné v disledku vyssi télesné teploty (~ 1°C) oproti potkanim
ustajenych samostatné. JelikoZ serotonin je hlavnim neuromoduldtorem zahrnuty do télesné
termoregulace, robustni vliv na zmény v télesné teplot¢ maji zejména substance plisobic na
serotonergnim systém. Pfikladem mizeme uvést MDMA, PMMA ¢i MDAI (Bubenikova et al.,
2005; Palenicek et al., 2011, 2016). MDALI, které pusobi potentné na vylev serotoninu i na
inhibici jeho zpétného vychytavani (Johnson, Conarty et al., 1991; Johnson, Frescas et al., 1991),
zvysilo v davce 20 mg/kg télesnou teplotu potkani témer k teploté 40°C (ustijeni o péti) a
v davce nad 25 mg/kg vykazovali potkani znamky serotoninového syndromu (Palenicek et al.,

2016). Nami studované syntetické katinony plisobi pfevazné na inhibici DAT a ackoliv indukuji 1
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vylev serotoninu, plisobi méné potentné¢ nez MDMA (Simmler et al., 2013). Ptiklanime se proto
k nadzoru, ze ndmi pozorovana hypertermie byla spiSe diasledkem zvySené behavioralni aktivity

zpusobené dopaminovou stimulaci stejné jako v pripadé MDPV (Horsley et al., 2018).

V testu CPP vedl nafyron (nizkd a vysokd davka) k signifikantn¢ zvySenému
preferen¢nimu skére pro arénu spojenou s jeho podanim. Stejny vysledek pozorovali i u jinych
katinont jako je mefedron, metylon ¢i MDPV, kde preferencni skore bylo dokonce vétsi nez pro
srovnatelnou davku amfetaminu (Karlsson et al., 2014; Lisek et al., 2012). Z vySe uvedeného

vyplyva, ze uzivani nafyronu i jinych syntetickych katinonti mize vést k zavislosti.

Pti behavioralnich pokusech po s.c. administraci metylonu 40 mg/kg jsme necekané
dostali k letalni davce. Pozorované symptomy byly hyperventilace a zaskuby. Stejnou letalni
davku na mysSim modelu popsali ve své praci Piao et al. (2015). Ve studii pracovali s DAT a
SERT KO? my$mi, pii¢emz letalita se tykala pouze SERT KO mysi. Tento poznatek nasvédéuje

tomu, ze letalita metylonu je asociovana s dopaminergnim systémem.

2 Knock-out — vyfazeni genu z funkce
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10. ZAVER

V této praci jsme se zabyvali evaluaci NSD z tad syntetickych katinonti. VSechny nami
studované NSD se rychle absorbovaly a snadno a rychle prochdzely hematoencefalickou
bariérou. Z hlediska stimula¢nich ucinkti bychom mohli latky sefadit v nasledujicim poradi:
mefedron > nafyron > metylon. A¢koliv vSechny ndmi zkoumané NSD zpuisobovaly hypertermii,
pravdépodobny podklad shledavame ve zvySené behavioralni aktivité spiSe nez jako projev
serotoninové toxicity. NaruSeni senzomotorického zpracovani po akutnim podéani prakticky
nebylo prokdzano, avSak vliv chronického uzivani zistdvd otdzkou. Nami pozorované
behaviordlni zmény odpovidaji jako hlavnimu mechanismu G¢inku plisobeni na dopaminovou
neurotransmisi, coZ je ve shodé s DAT/SERT ratiem evaluovanych NSD v této praci. Ve shodé s
timto tvrzenim nase vysledky dale naznacuji, Ze nafyron je drogou s adiktivnim potencidlem. S
pfihlédnutim k vysledkiim z jinych studii a mizeme tento pfedpoklad aplikovat ke skupiné
syntetickych katinonli se stimulacnim U¢inkem. Na zdklad¢ téchto zjisténi tedy mulzeme
konstatovat, Ze prvni dvé nami zvolené hypotézy byly vesmés potvrzeny, tzn. Ze 1) katinony
jakozto latky s prevazujicim dopaminergnim uc¢inkem méli sice vliv na zvyseni télesné teploty,
ale nebyly tak vyznamné jako po serotonergnich latkich PMMA nebo MDALI a 2) Ze katinony
maji potencial vyvolavat zavislost. Naopak nepotvrdila se hypotéza 3) Ze nami zvolené katinony

budou naruSovat senzomotorické zpracovani informaci.

NSD zkoumané v této praci v mnoha ohledech postradaji kompletni portfolio ucinki
»klasickych® drog jako je MDMA ¢i amfetamin. I kdyZ nekteré NSD byly ve své legélni ére
velice popularni (mefedron), jiné naopak drogovy trh a uzivatele vyrazné neoslovily (nafyron).
Tento fakt koresponduje s vysledky animdlnich studii uvedenych v této praci. Profily

syntetickych katinonil vzniklé na zakladé¢ studii uvedenych v této disertacni praci mohou pomoci

56



mimo jiné i v predikci NSD, které maji potencial rozsifit se na drogovém trhu a odhadnout rizika

spojena s jejich uzitim.
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