Univerzita Karlova
Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Fyziologie ZivocCich(

Bc. Katefina Syrova

Akutni Gcinky nové psychoaktivni latky ze skupiny derivata
fenyletylaminu — animalni studie

Acute effects of new psychoactive substance from the group of
phenethylamine derivatives — an animal study

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: Mgr. Klara Sichova, PhD.

Praha 2019



’

Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem zdvérecnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prdce ani jeji podstatnd ¢ast nebyla

predloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze 11. 8. 2019

Podpis:

Katefina Syrova



Podékovani

Velmi rada bych zde podékovala své $kolitelce Mgr. Klafe Sichové, Ph.D. za viechen jeji
Cas, ochotu, spoustu cennych rad zvlast se statistikou, ale hlavné za nekoncici prival
pozitivni energie. S diky nesmim zapomenout také na Mgr. Hynka Dandu za ohromnou
pomoc pfi vyhodnocovani dat aZz po odpovidani na nekonecné privaly dotazu, Ing. Evu
Lhotkovou za neocenitelnou pomoc pii experimentech, Mgr. et Mgr. Kristynu Stefkovou,
Ph.D. za rady se statistikou a Mgr. Cestmira Vejmolu za rady pfi psani teoretické ¢asti.
Velké podékovani patfi také vedoucimu nasi skupiny MUDr. TomdasSovi Palenickovi za
vsechny faktické poznamky, cenné pfipominky a vstficnost. V neposledni fadé chci moc
podékovat své rodiné, pritelovi a kamaradiim za podporu, motivaci a trpélivost béhem

studia.

Tato diplomova prace vznikla béhem projektu , UdrzZitelnost pro Narodni Ustav dusevniho
zdravi“, registracni ¢islo LO1611, financovaného z Evropského fondu pro regionalni rozvoj,

a také diky grantu VG20122015075.



Abstrakt

Syntetické N-metoxy-benzylové (,NBOMe”) derivaty fenyletylamind byly vyvinuty
jako vysoce potentni agonisté pro vyzkum 5-hydroxytryptaminovych receptord,
poslednich par let vSak zacaly byt dostupné na cerném trhu. Jsou vyhleddvany
rekreacnimi uzivateli jako ,legdlni LSD“, v horSich pfipadech byva zdména nevédoma a
tyto latky se stdvaji pri¢inou vazné intoxikace se znaky serotoninové toxicity. Je o nich
zatim jen velmi malo dostupnych dat, avSak nizka cena, snadnd dostupnost pres internet a
legdlni status z téchto latek Cini zajimavy cil rekreaénich uzZivatell a velkou vyzvu pro
védce i zdkonodarce. Do této skupiny patfi také latka 2CBFly-NBOMe. Zatim se sice
nevyskytly informace o jejim rekreacnim uZivani, to je vSak nejspiSe pouze otdzkou casu.
Cilem této studie je urcit akutni ucinky 2CBFly-NBOMe na potkanech kmene Wistar.
Aktivni latka vyrazné snizovala lokomocni aktivitu zvirat a pusobila vy$si anxietu, narusila
také senzorimotorické zpracovani informaci a sniZzovala télesnou teplotu zvifat.
Farmakokineticky profil se podafil naméfit pouze v krevnim séru, nejvyssi koncentrace
2CBFly-NBOMe byly detekovany 30 — 60 minut po aplikaci halucinogenu. Tato prace
pfindsi prvni informace o pusobeni 2CBFly-NBOMe na behavioralni a fyziologické

parametry v animalnim modelu.
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2CBFly-NBOMe, derivat fenyletylaminu, animalni model, Wistar, test otevieného pole,

prepulzni inhibice akustické ulekové reakce, test vyvySeného kfizového bludisté



Abstract

Synthetic N-methoxybenzyl (,NBOMe“) phenylethylamine derivatives were
developed as highly potent agonists for the research of 5-hydroxytryptamine receptors,
however they have become available on the black market in the past few years. They are
sought by recreational users as “legal LSD”, in worse cases the replacement is
unsuspected and these substances are a cause of serious intoxication with signs of
serotonin toxicity. At this moment, there is very little data available, but their low price,
easy access via the internet and legal status make these substances an interesting target
for recreational users and a big challenge for scientists and for the lawmakers. 2CBFly-
NBOMe belongs to this group. There is no information about its recreational use for now,
but thiat is probably only a matter of time. The aim of this study is to determine acute
effects of 2CBFly-NBOMe in Wistar rats. Active substance significantly reduced locomotor
activity of the animals and caused higher anxiety, it also disrupted sensorimotor gating
and lowered body temperature of animals. Pharmacokinetic profile was measured only in
the blood serum, the highest concentrations of 2CBFly-NBOMe were detected 30-60
minutes after the administration of hallucinogen. This paper provides first information on
the effect of 2CBFly-NBOMe on behavioral and physiological parameters in an animal

model.
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1. Uvod

Halucinogeny jsou velmi rozmanitou skupinou psychoaktivnich latek pusobicich na
fungovani nervové soustavy a chovani organismu. Zahrnuji pfirodni i uméle syntetizované
latky, jejich molekuldarni mechanismus plsobeni vyrazné ovliviiuje spektrum ucink( —
nicméné hlavnim efektem jsou vizualni a jiné halucinace (auditorni, taktilni), mohou
indukovat zmény vnimani, védomi (tzv. altered states of consciousness — zménéné stavy
védomi), mysleni (novy, nekonformni a kreativni Uhel pohledu) a silné zvraty nalad. Také
znacné moduluji fyziologii organismu na Urovni termoregulace, parametr(

kardiovaskularniho systému atd.

Nové psychoaktivni substance (NPS) jsou fenoménem poslednich let. Jedna se o
latky syntetizované modifikaci molekuldrni struktury jiz znamych a nelegalnich drog pfi
zachovani stejného nebo podobného ucinku. Konzumace NPS se za poslednich deset let

stala vaznym problémem mnoha evropskych zemi.

N-metoxy-benzylové (,NBOMe"“) derivaty fenyletylamind jsou skupinou
spadajicich pravé do NPS. Pocty jimi vainé intoxikovanych lidi neustale rostou, presto se o

NBOMe substancich vi jen velmi malo.

V prvni ¢asti prace popisuji klasicka (serotonergni) psychedelika a mechanismus
jejich plsobeni, dale se vénuji charakteristice vybranych zadstupct syntetickych derivatl

fenetylaminu se zvlastnim ddrazem na NBOMe substance.

V experimentalni ¢asti zhodnotim akutni Ucinky 2CBFly-NBOMe na behavioralni a
fyziologické parametry potkani kmene Wistar. Behavioralni odpovédi budou zhodnoceny
v testu otevieného pole, testu vyvyseného kiizového bludisté a v testu prepulzni inhibice
akustické ulekové reakce, uUc¢inky na termoregulaci budou posouzeny sledovanim zmén

télesné teploty.



2. Literarni prehled

2.1 Serotonergni psychedelika

Serotonergni (,klasicka“) psychedelika jsou strukturné velmi podobné serotoninu.
Agonistickym plUsobenim primarné na 5-HT.a receptorech ovliviiuji hladiny serotoninu
v mozku (Heal et al., 1985). Téla serotonergnich neuront jsou ulozend v rafedlnich jadrech
mozkového kmene, serotonergni drahy z nich projikuji do ostatnich ¢asti mozku. Rafedlni
jadra maji samy vysokou koncentraci presynaptickych 5-HT1a receptort, které funguji jako
inhibi¢ni autoreceptory modulujici vylev neurotransmiteru z rafealnich jader (Siegel et al.,
2006). Dalsi klicovou strukturou pro plsobeni psychedelik je patd vrstva neokortexu
s velkymi pyramidalnimi neurony, kde se naléza nejvyssi koncentrace 5HT.a receptort v
mozku. Tretim dllezitym mistem je thalamus a jeho retikuldrni jadra, projikujici do
thalamu inhibi¢ni GABAergni synapse. Po aplikaci psychedelik nasledné dochazi k jejich

interakci s témito tremi strukturami:

1. V rafedlnich jadrech se molekuly halucinogenl vaZou na presynaptické 5-HTia
receptory, coz spousti inhibi¢ni kaskadu pres Gai proteiny, coz vede k hyperpolarizaci
bunék rafedlnich jader, tedy ke sniZzenému vylevu serotoninu. Halucinogeny se mohou
vazat také na 5-HTa receptory GABAergnich neuront, které také inhibuji aktivitu bunék

rafedlnich jader (Liu et al., 2000).

2. V paté vrstvé neokortexu psychedelika po aktivaci 5-HT.a receptorl stimuluji vylev

glutamatu z pyramidovych bunék, coZ vede ke zvysené excitabilité kortexu.

3. Cinnost thalamu psychedelika moduluji pfes GABAergni signalizaci jeho retikularnich
jader. Inhibuje se tim senzorimotorické zpracovani informaci (,,thalamicky filtr) — selekce
dllezitych signalt ze senzorickych vstupl od nepotifebného Sumu, ktery by thalamus za
normalnich okolnosti pred jejich vstupem do kortexu vyfiltroval. Proto nastava zahlceni

kortexu neptebernym mnozstvim informaci (Nichols, 2004).
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Obr. 1: Zjednodusené schéma mozZné signalizace v mozku po administraci halucinogenl. Mezi ovlivnéné
oblasti patfi hlavné 5. vstva prefrontalniho kortexu, rafedlni jadra a talamus. Signalizace se Ucastni také LC
vysilajici noradrenergni projekce do talamu a kdry, a VTA s dopaminergni signalizaci do kortexu. 5-HT =
serotonin, DA = dopamin, GLU = glutamat, LC = locus coeruleus, NE = noradrenalin, R = rafedlni jadra, VTA =

ventralni tegmentdlni oblast. Upraveno podle Nichols 2004.

Vramci behavioralnich experimentli se jako koreldt halucinogennich ucinka
vyvolanych po aplikaci psychedelik u laboratornich mysi bere tzv. head-twitch response.
Tento druh stereotypniho chovani v podobé rychlého rotacniho pohybu hlavou je
zprostredkovan aktivaci 5-HT,a receptorl. Nepsychedeli¢ti agonisté toto chovani
neindukuji (Heal et al., 1985). Analogické chovani u potkan( se nazyvad wet dog shake a

zahrnuje i pohyb krku a trupu zvirete (Bedard & Pycock, 1977).

Serotonergni psychedelika se podle strukturalni pfibuznosti déli na fenetylaminy,
ergoliny a tryptaminy. Mezi fenetylaminy patfi napf. meskalin, svou molekuldrni
strukturou jsou podobné spiSe dopaminu. Do ergolini patfi LSD a LSA. Tryptaminy jsou

napr. psilocybin, DMT a 5-MeQ-DMT, strukturné jsou velmi podobné serotoninu.

11
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Obr. 2: Porovnani molekularni struktury serotoninu a vybranych serotonergnich psychedelik. Upraveno

podle Nichols 2004.

2.1.1LSD

Diethylamid kyseliny lysergové (LSD), strukturnim vzorcem (6aR,9R)-N,N-diethyl-7-
methyl-4,6,6a,7,8,9-hexahydroindolo-[4,3-fg]-chinolin-9-karboxamid, slangové Lucy nebo
acid, se radi do skupiny ergolinovych derivata. Parentalni sloucenina kyselina lysergova se
bézné vyskytuje v pfirodé (v houbé Claviceps purpurea). LSD bylo prvné syntetizovano ve
Svycarsku Albertem Hofmannem vroce 1938. Rada animdlnich a humdnnich studii
naznacuje jeho potencidl v |écbé resistentni deprese, Uzkostnych poruch a zavislosti na
alkoholu a nikotinu (Bender et al., 1962; Nichols, 2004). Od Sedesatych let do soudasnosti
se hojné pouziva k rekreacnim ucellim (zvlasté na tanecni scéné), jelikoz je jednou z velmi

potentnich halucinogennich latek (Marek & Aghajanian, 1996).
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LSD se primdrné vaze na 5-HT receptory. V rekreaénich davkach aktivuje hlavné 5-
HT1a, 5-HT2a a 5-HT2c podtyp, ke kterym ma znacnou selektivitu (Titeler, Lyon, & Glennon,
1988). Byla prokazana interakce LSD také s dopaminovymi a noradrenergnimi receptory

(Andén et al., 1968).

JelikoZ je LSD velmi potentnim halucinogenem, efektivni davky pro rekreacni uZiti ¢ini dle
reportd uzivatell jiz kolem 15-25 pg pro prahovy efekt. BéZna davka se udava mezi 75-
150 pg (EMCDDA, 2018). Prvni ucinky LSD se zacinaji projevovat kolem 30 — 40 minut po
aplikaci a mohou trvat 8 — 12 hodin. Aplikuje se sublingualné pres aplikacni papirek
(, blotter”), ordlné, méné ve formé tablet nebo Zelatiny (Carhart-Harris et al., 2016; Dolder

et al.,, 2015).

2.2 2C latky

2.2.1 Charakteristika

Substance ,,2C“ tvori vyznamnou skupinu syntetickych derivatd fenetylaminu.
Jejich nazev odkazuje na jejich molekularni strukturu — dva atomy uhliku spojujici
benzenovy kruh a aminoskupinu. Obsahuji metoxy funkéni skupinu na pozici 2 a 5
benzenového jadra. Viz Obr. 3. VétSinu téchto latek poprvé syntetizoval a popsal
Alexander Shulgin, znamy americky védec a popularizator psychedelik (Shulgin & Carter,

1975). V soucasné dobé je to velmi vyhleddvana skupina NPS.

Obr. 3: Obecna molekularni struktura 2C latek. Prevzato z Dean et al., 2013.

Molekuly se strukturou obsahujici dihydrofuranovy kruh se nazyvaji ,fly“. Kdyz

jsou furanové kruhy nesaturované, molekula nese nazev ,hemifly”. Kdyz se v molekule

13



namisto furanu vyskytuje vétsi dipyran, molekula se nazyva ,butterfly”, viz Obr. 4. 2C
psychedelika molekuldrné pusobi jako potentni agonisté 5-HT.a receptor. K5-HTxc
receptorlim se nechovaji selektivné. Podobné jako MDMA pUlsobi také inhibicné na
monoaminové transportéry (serotoninovy, noradrenalinovy a dopaminovy) (Shulgin &

Carter, 1975).

Radi se mezi né napfiklad 2-(4-brom-2,5-dimetoxy-fenyl)etan-1-amin (2C-B), 2-(4-
chloro-2,5-dimetoxyfenyl)etan-1-amin (2C-C), 2-(4-etyl-2,5-dimetoxyfenyl)-etanamin (2C-
E), 2-(4-iodo-2,5-dimetoxyfenyl)etan-1-amin (2C-1), 2-[2,5-dimetoxy-4-
(metylsulfanyl)fenyl]letan-1-amin (2C-T), 2-[4-(etylsulfanyl)-2,5-dimethoxyfenyl]etan-1-
amin (2C-T-2) a 2-[2,5-dimetoxy-4-(propylsulfanyl)fenylletan-1-amin (2C-T-7).

NHz NH;

Br Br

o]
© o]
2CB-5-hemifly 2CB-fly
2CB-butterfly

ZT

Br
2CBfly-NBOMe

Obr. 4: Molekularni struktura vybranych halucinogent ze skupiny 2C. Upraveno podle en.wikipedia.org

2.2.22C-B

Halucinogen 2C-B (2-(4-Bromo-2,5-dimethoxyfenyl)ethanamin), slangové také
Nexus, Venus nebo Bromo, byl prvné syntetizovan A. Shulginem v roce 1974 (Shulgin &
Carter, 1975). Na kratkou dobu nasel své vyuziti dokonce v psychiatrii, ale vzhledem k
zakazu uzivani psychoaktivnich latek v 70. letech se od téchto lé¢ebnych metod brzy

upustilo. Nyni je jednou z nejrozsitenéjSich NPS na ¢erném trhu v Evropé (King, 2014).

14
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Obr. 5: Molekuldrni struktura 2C-B. Pfevzato od Papoutsis & Nikolau, 2015.

2C-B funguje jako inhibitor serotoninovych transportérd, castecné také
noradrenalinovych a dopaminovych (Gonzdlez et al., 2015). ZvySuje hladiny dopaminu
v nucleus accumbens a snizuje hladiny jeho derivatu kyseliny 3,4-hydroxyfenyloctové, coz
naznacuje inhibici plsobeni monoaminooxidazy (Palenicek et al., 2013). Také pUsobi jako
CasteCny agonista 5-HT,a a 5-HTac receptor( (Rickli et al.,, 2015). Zajimavy poznatek
pfinesly studie na oocytech Zab Xenopus laevis, kde 2C-B fungovalo jako slabé afinni
agonista, resp. jako antagonista 5-HTa receptord (Acuna-Castillo et al., 2002, Villalobos et

al., 2004). Pro molekularni strukturu 2C-B viz Obr. 5.

Dle reportl uzivatell je béZznd ddvka 2C-B kolem 20 mg pfi perordlnim uziti
(Caudevilla-Galligo et al., 2012). V nizsich davkach (pod 10 mg) vyvoldva pocity euforie a
stimulaci, ve vysSich davkach (10-20 mg) ma halucinogenni a entaktogenni ucinky
podobné MDMA. V extrémni ddvce (nad 30 mg) se chova jako velmi silny halucinogen,
mUzZe vyvolat tachykardii, hypertenzi a hypertermii (Huang & Bai, 2011). 2C-B se uziva
hlavné peroralné, malokdy nazalné — $flupani 2C-B je Gdajné velmi bolestivé. U&inky trvaji

kolem 6-8 hodin.

Studie zkoumajici akutni ucinky této latky zjistila rozdilné plsobeni 2C-B podle
pohlavi — sniZzenou Unavu a ucinky podobné amfetaminu u muzd a spiSe entaktogenni

ucinky u Zen (Gonzalez et al., 2015).

2.2.3 2C-B-Fly
2C-B-Fly (2-(4-bromo-2,3,6,7-tetrahydrofuro[2,3-f][1]benzofuran-8-yl)ethanamin)

je dihydrodifuranovy analog molekuly 2C-B, viz Obr. 6. Prvné byl syntetizovan v roce 1996

15



a vyskytuje se na ¢erném trhu jako rekreacni droga, presto bylo provedeno mizivé

mnozstvi odbornych studii popisujicich farmakologické plsobeni tohoto halucinogenu.

NH,

Br

Obr.6: Molekularni struktura 2C-B-Fly, prevzato z Westphal et al., 2008.

2C-B-Fly plsobi jako potentni ¢astecny agonista 5-HT.a receptorli, se silnou
afinitou se vaze i na dalsi serotoninové receptory, mj. na 5-HT1a, 5-HT2g a 5-HT2c (Gonzalez
et al., 2015). Monoaminové transportéry blokuje jen ve velmi silnych ddvkach. Chova se

jako halucinogen s entaktogennimi G¢inky podobnymi MDMA (Rickli et al., 2015).

UZiva se v miligramovych davkach, A. Shulgin popisuje jako vhodnou davku pfi
perordlnim uziti 10 mg. Internetova féra udavaji davku 10-18 mg ordlné pro stfedni silu
ucinkd, nad 25 mg se uz projevuje velmi silné. Nastup ucinkd byva kolem 30-90 min, doba
trvani je kolem 6-8 hodin. PUsobi jako halucinogen, v nizsich davkach ma entaktogenni
ucinky. Podoba se 2C-B, meskalinu ¢i MDA. Vznikaji pocity euforie, empatie, jasnéjsich
barev, vizualnich halucinaci, mydriaza, snizenad chut kjidlu, poceni, stimulacni efekt,
zmatenost a neklid. Toxicita 2C-B-Fly neni znama, byla zaznamendna dvé umrti v roce
2009 v Dansku a USA, ale nakonec $lo o zaménu s pfibuznou a mnohem silnéjsi latkou
Bromo-DragonFLY, kterd se na rozdil od 2C-B-Fly davkuje vradech mikrogrami

(erowid.org).
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2.3 NBOMe substance

2.3.1 Charakteristika

Za nejnovéjsi skupinu NPS srychle rostouci popularitou jsou povazovany N-2-
methoxybenzylové (tzv. ,NBOMe"“) derivaty fenyletylaminu z rodiny 2C halucinogen.
Plavodné byly vyvinuty pro efektivnéjsi vyzkum 5-HTa receptor(, kolem roku 2010 se vsak
objevuji v prodeji na internetu jako ,,research chemicals”, odkud se dostavaji na drogovou
scénu (Elz et al., 2002, Zuba & Seku, 2012). Pomérné snadnd syntéza, dostupnost pres

internet a stale legalni status ve vétsiné zemi vede k rychlému Sifeni téchto latek.

Nejcastéji se vyskytujicimi zdstupci této skupiny jsou 2-(4-bromo-2,5-
dimetoxyphenyl)-N-[(2-metoxyfenyl) metylletanamin (25B-NBOMe), 2-(4-Chloro-2,5-
dimetoxyphenyl)-N-[(2-metoxyfenyl)metylletanamin  (25C-NBOMe) a 2-(4-lodo-2,5-
dimetoxyphenyl)-N-[(2-metoxyfenyl)metylletanamin (25I-NBOMe), pro jejich molekuldrni

strukturu viz Obr. 7.

NH NH

25|-NBOMe 25C-NBOMe

NH

25B-NBOMe

Obr. 7: Strukturni vzorce 251-NBOMe, 25C-NBOMe a 25B-NBOMe, upraveno podle Halberstadt 2017.

2.3.2 Farmakokinetika a farmakodynamika
Objev NBOMe substanci se poji spokusy o modulaci molekuly 5-HT,a antagonisty
ketanserinu. Jeho derivaty v experimentu prekvapivé plsobily na stejny receptor jako

slabi parcialni agonisté, coz postupné vedlo kdalSim Upravam na principu vztahu
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struktura-aktivita a ke vzniku az 250x silnéjSich parcidlnich agonist(. Tento postup Uprav
k vy$si potenci molekul priddnim konkrétnich chemickych skupin (N-2-methoxybenzylové,
N-2-hydroxy-benzylové) aplikovany u fady dalSich latek nakonec ved! ke vzniku NBOMe
(Elz et al., 2002). Tyto latky obsahuji N-2-methoxybenzylovou skupinu, kterd dramaticky
zvySuje jejich afinitu k 5-HTzaR. Jejich velmi silny parcidlni agonismus byl potvrzen v in
vitro esejich, kdy kvazbé na receptory stacily subnanomoldrni koncentrace (Elz et al.,
2002, Ettrup et al., 2010), 25C-NBOMe bylo v in vitro vazebné studii oznaceno dokonce
jako ,,superpotentni” latka (Braden et al., 2006). Na druhou stranu zvysena afinita nevedla
ke stejné vyraznému navysSeni potence aktivace receptoru in vitro. Pfesto oproti
serotoninu vykazuji az 1350x vyssi potenci (Heim, 2003). K receptoru jsou také vysoce
selektivni. Prokazala se také vyznamna interakce s a-adrenergnimi, dopaminovymi a
histaminovymi receptory, interakce s monoaminovymi transportéry se zdd byt jen mal3
(Rickli et al., 2015). V in vitro vazebnych studiich a in vivo zobrazovacich studiich ¢asto
nesou oznaceni Cimbi-x podle Centra pro integrované molekularni zobrazovani mozku

v Dénsku (Ettrup et al., 2010, Ettrup et al., 2011).

NBOMe jsou nejspiSe masivné metabolizovany, z 251-NBOMe bylo detekovano 37
vzniklych metabolitd ve fazi | a 31 metabolitli ve fazi Il biotransformace (Caspar et al.,
2015). V pripadové studii vazné intoxikace mladé divky latkou 25I-NBOMe byla provedena
detekce latky v modi. Tfi hodiny po aplikaci byla zaznamenana 80x vyssi koncentrace
demetylovaného metabolitu oproti parentdlni latce, dalsi demetylovany produkt byl

pfitomen v koncentraci podobné 251-NBOMe (Stellpflug et al., 2013).

Zatim postradame standardizovany postup detekce téchto latek a jejich
metabolitl v organismu. Je pravdépodobné, Ze po jejich zavedeni bude ptipadl spojenych

s témito latkami detekovdno mnohem vice.

2.3.3 Formy aplikace a ucinky

NBOMe latky se na ¢erném trhu vyskytuji ve formé papirkd napusténych roztokem
aktivni latky (slangové ,blotter” nebo ,trip“), prasku nebo roztoku. Nastup a trvani jejich
ucinku se lisi podle cesty vstupu do organismu, nejcastéjsi je sublingudlni aplikace, kdy

pro nastup ucinku staci nepatrné, vyrazné submiligramové koncentrace, prah nastupu
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ucinkd je udavan kolem 100-250 pg (Suzuki et al., 2014). Dale je castd nazalni aplikace
s rychlym a intenzivnim nastupem ucinkG (Bersani et al., 2014). Mohou se pozit také
bukdlné, ordlné, intramuskularné, intravenézné nebo rektdlné. Zajimavé je, Ze pfi
peroralnim podani maji NBOMe velmi nizkou biodostupnost vlivem efektu prvniho
prichodu a vysoké jaterni clearance (Leth-Petersen et al., 2018). U¢&inky podle typu
administrace a velikosti ddvky trvaji kolem 3-13 hodin, nékdy vSak mohou setrvavat i

nékolik dni.

Mezi vyhledavané ucinky patfi podobné jako u psilocybinu nebo LSD pocity
euforie, silné halucinace (vizualni, auditorni a jiné), mystické zazitky, zvySenda empatie
(Suzuki et al., 2014). Vykazuji ale také stimulacni ucinky (Tang et al., 2014). Reporty
rekreacnich uzivatell pfipodobriuji u¢inky NBOMe k Gcinkdm LSD a MDMA.

2.3.4 Rizika spojena s uzivanim NBOMe

Jeden z faktori nebezpecnosti NBOMe (a mnoha jinych NPS) je to, Ze se casto
vydavaji za jinou, ,klasickou” — tedy nelegalni drogu. V internetovych obchodech byvaji
béiné prodavané jako ,faleSné”“ nebo ,legdini LSD“. Problém této zdmény je
v diametrdlné odlisSné toxicité, LSD je vorganismu dobfe snasSené, naopak NBOMe

vrve

Andreasen et al., 2015; Kanju et al., 2015; Poklis et al., 2014; Walterscheid et al., 2014).

Jeden vzorek mlze obsahovat vedle hlavni latky hned nékolik dalsich NBOMe,
ackoliv spiSe v minimalnim mnozstvi jako necistoty vzniklé béhem procesu ilegalni vyroby.

Takto mohou byt neimysiné pozity rlizné kombinace drog (Poklis et al., 2015).

Existuji vyznamné fluktuace v namérenych koncentracich na aplika¢nich papircich,
patrné z nedokonalého procesu vyroby v nelegalnich laboratofich. Realné koncentrace

aktivnich latek jsou pak i 3x vy$si nez uddvané (Coelho Neto, 2015, Poklis et al., 2015).

Pfedavkovani NBOMe se projevuje Uzkosti, zmatkem, dezorientaci, panikou,
agresi, Sokem, mohou se projevit bizarni projevy chovani, ztraty védomi i pokusy o
sebevrazdu (Suzuki et al.,, 2014). Objevuji se fyziologické symptomy odpovidajici

serotoninovému a sympatomimetickému syndromu: hypertenze, tachykardie, mydriaza
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zornic, hypertermie, metabolickd aciddza, rhabdomyolyza, selhani jater a diseminovana
intravaskuldrni koagulace (Andreasen et al., 2015, Kanju et al., 2015). Pro sniZeni akutni
sympatomimetické toxicity se lékarsky podavaji benzodiazepiny, pfi akutni serotoninové

toxicité se aplikuje roztok rokuronia (Stellpflug et al., 2013, Humston et al., 2017).

2.3.5 Pripadové studie — extrémni intoxikace

Prvni zaznamenany pfipad smrti v souvislosti s NBOMe z Australie popisuje
kombinovanou toxicitu tfi latek z této skupiny: 25I-NBOMe, 25H-NBOMe a 25C-NBOMe.
Mlada Zena (23 let) pozila bily prasek vdomnéni, Ze se jedna o LSD. Zacala projevovat
znamky agitace, mluvila nesrozumitelné, poté kfi¢ela, chovala se agresivné, zachvatové,
nasledné zvracela a zkolabovala. Toxikologicky rozbor potvrdil nejvétsi koncentraci 25I-
NBOMe, zbylé dvé latky se nasly v mizivém mnozZstvi. V téle se navic nasly i zbytky dalSich

drog, THC, methylamfetaminu a prometazinu (Kueppers & Cooke, 2015).

25I-NBOMe

S latkou 251-NBOMe se zatim poji nejvice pripadl vaznych a smrtelnych intoxikaci
konkrétni latce (Lawn et al., 2014). K tomu se ¢asto nechténé zaménuje za LSD. Negativni
pfiznaky zahrnuji tachykardii, hypertenzi, Uzkosti, zmatek, paranoidni chovani, vyskytuji se
i pokusy o sebevrazdu ve snaze ukoncit velmi nepfijemnou zkuSenost (Suzuki et al., 2014).
MuUzZe nastat akutni multiorganové selhani. Jeden pfipad zaznamenava vypadnuti jedince

z balkonu pfi intoxikaci (Poklis et al., 2014).

25B-NBOMe

Prvni pripad umrti na tuto latku byl zaznamenan v Japonsku. Pfiznaky intoxikace
25B-NBOMe mohou zahrnovat nejprve potize s artikulaci, ndsledné kfik, zacdind se
projevovat agresivni chovani, kiece, tachykardie, tachypnoe, hypertermie vyzadujici
aktivni chlazeni hlavy, hypertenze, mydridza a pomala reakce oci na svétlo, nasledné se

muZe rozvinout naopak hypotenze, rhabdomyolyza, acidéza a multiorganové selhani.
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Autopsie mlze odhalit svalové, subkutanni, subdurdlni nebo subarachnoidalni krvaceni
(Poklis et al., 2013, Yoshida et al., 2015). Prabéh intoxikace mize zahrnovat také bledost,
cyandzu a arytmie, vedouci az k ventrikularnim fibrilacim a nasledné srdecni zastavé (Al-

Imam, 2018).

25C-NBOMe

Pfipad smrtelné intoxikace mladého muZze v Dansku, ktery ale halucinogen
zkombinoval s THC a s vysokou davkou amfetaminu, vedl k pfiznaklim serotoninového
syndromu. 25C-NBOMe uZili dva lidé, u jednoho probéhla intoxikace bez negativnich
nasledkd, druhy zemrel 12 hodin po poziti halucinogenu. Nastala hypertermie, namérena
teplota télesného jadra byla 40°C, nastalo difuzni krvaceni ze sliznic, respiracni a
metabolickd acidéza, rhabdomyolyza, vysokd hladina kyseliny mlécné, anurie a
hyperkalémie. Vzniklo organové preplnéni, slizni¢ni krvaceni a krvaceni ze vSech dutin,
nastalo multiorgdnové selhdni. V organismu bylo detekovdno 25C-NBOMe a jeho

metabolity (Andreasen et al., 2015).

2.4 2CBFly-NBOMe

Substance 2CBFly-NBOMe, jinak nazyvand NBOMe-2C-B-Fly, systematickym
nazvem N-(2-methoxy-benzyl)-1-(8-bromo-2,3,6,7-tetrahydrobenzo[1,2-b:4,5-b‘]difuran-
4-yl)-2-aminoethan, patfi do skupiny syntetickych, N-benzylovych derivat fenetylaminu.
Nazev této latky je ¢asteéné odvozen od vzhledu jeji molekuly — dva furanové kruhy a
benzenové jadro, ke kterému jsou pfipojeny, tvofi dohromady strukturu pripominajici

musku s kridélky, viz Obr. 8..

B <

Obr. 8: Strukturni vzorec 2CBFly-NBOMe, pfevzato z en.wikipedia.org
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2CBFly-NBOMe plvodné vzniklo pod nazvem Cimbi-31 za ucelem zkoumani
molekuldrnich mechanism( plsobeni 5-HT,a receptoru. Srovnavaci in vitro vazebna studie
deviti Cimbi fenetylamini naméfila u Cimbi-31 jednu ze dvou nejvy$sich afinit
k receptoru, pozitronova emisni tomografie v in vivo studii na prasatech odhalila
vyznamnou distribuci této latky v kortexu po intravendzni aplikaci radioznaceného ligandu
(Ettrup et al., 2011). Doposud ale bylo provedeno jen mizivé mnoZstvi studii a neexistuje
zadny experiment, ktery by mapoval jeji Ucinky na fyziologické procesy Zivého organismu.
Proto, jelikoz je spiSe otazkou Casu, nez se tato potentni latka vyskytne na ¢erném trhu a
bude vyuzivdna rekreacné, jsme se rozhodli urcit farmakokineticky profil 2CBFly-NBOMe a

také vyhodnotit jeho akutni ucinky na chovani a termoregulaci laboratornich zvitat.
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2.5 Animalni modely

2.5.1 Test otevreného pole

Test otevieného pole (Open field test, OFT) je zakladnim behavioralnim
experimentem pro méreni exploracniho chovani a celkové aktivity zvifat. Nej¢astéji se
provadi na laboratornich potkanech nebo mysich, mohou ho podstoupit chovna zvirata,
existuje také lidska varianta OFT (Fraser, 1974; Kilgour, 1975; de Passillé et al., 1995; Walz
et al.,, 2016). Aréna je nejCastéji ¢tvercového tvaru, pouziva se také obdélnikovy nebo
kruhovy tvar. Okraje jsou ohrani¢eny sténami k zamezeni Uniku zvifete. Plocha OFT musi

byt vyrazné vétsi nez plocha bézné ubikace zvifete (Hall, 1934). Viz. Obr. 9.

Obr. 9: Standardni aréna pro test otevieného pole. Pfevzato z noldus.com

Zakladnim vystupem je mira lokomoce testovanych subjekt(l. Byva nejvice
ovlivnéna vli explorovat nové prostiedi, coz je pfirozené chovani spojené s hledanim
potravy. DalSi namérenou proménnou muzZe byt celkovy cas aktivity zvifete, horizontalni a
vertikalni distribuce lokomoce. Vile zvitat explorovat arénu je v konfliktu s dalSim (pro
hlodavce charakteristickym) chovanim — tigmotaxi, tj. vyraznou preferenci pohybu v
okrajovych zénach arény (blizko stén). Souvisi s pfirozenym strachem z nekrytého, jasné
osvétleného prostoru. Mira tigmotaxe se bézné uziva jako koreldt anxiety u zvirat, dalsSim

parametrem vyssi anxiety mlze byt zvySena defekace zvirat (Hall, 1934; Valle, 1970).
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Za ptirozenych podminek zvife zaéne postupem casu prozkoumdvat i centrdlni zény
arény, zacne jevit zndmky habituace na prostfedi arény (Cisténi srsti na konkrétnim
misté). Je mozné pozorovat také snizujici se miru lokomoce zvifat v pribéhu testu (Eilam

vvvvvv

v testu - viz Obr. 10.

OFT slouZi nejéastéji ke zmapovani ucinkl podanych latek. Po podani psychedelik
se objevuji zmény lokomoce oproti kontrolnim zvifatim — typicky se u nich projevuje
bifazicky efekt na zdkladé podané koncentrace nebo ¢asového odstupu experimentu od

aplikace (Yamamoto & Ueki, 1975; Palenicek et al., 2008; Palenicek et al., 2013).

OFT je pro vyssi reliabilitu vysledk( vhodné provést v kombinaci s minimalné
jednim dals$im testem anxiety (napf. test vyvySeného kfizového bludisté) z davodu
potencialnich rozdil(i v baseline anxiety vlivem rozdild v handlingu a emo¢nimu statusu

zvirat (Schmitt, 1998; Ramos, 2008).
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Obr. 10: Typické prvky chovani potkan(. Upraveno podle Casarrubea et al., 2015

V mechanismu bifazického ucinku psychedelik na lokomoci zvifat hraje dllezitou
roli dopaminergni systém. Aktivace serotoninového systému ma své pfimé ucinky na
organismus, nepfimo ale psychedelika mohou pres aktivaci 5-HT,a a 5-HTac receptort

modulovat pravé vylev dopaminu (Palenicek et al., 2013; Vollenweider et al., 1998).
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Zvysené koncentrace tohoto neurotransmiteru jsou spojeny se stimulaénimi uc¢inky drog
(Bankson & Cunningham, 2001; Halberstadt et al., 2008). Navyseni jeho hladin mUzZe byt
natolik vyrazné, Ze vyvold opoZdénou stimulaci — prodleva aktivace dopaminergnich
neuronll je patrné provdzanda s farmakokinetickym profilem psychoaktivni [atky,

predevsim rychlosti jeji prostupnosti do mozkové tkané.

2.5.2 Prepulzni inhibice akustické ulekové reakce

Prepulzni inhibice (prepulse inhibition, PPI) akustické ulekové reakce (acoustic
startle response, ASR) je paradigma pouzivané pro méfeni naruseni senzorimotorického
zpracovani informaci testovaného subjektu (Geyer et al., 1993). Pokusnym subjektim se
pousti vyrazné zvukové pulzy, a to samostatné nebo velmi rychle po kratkém zvukovém
prepulzu. Délka a intenzita prepulzli je rdzna, intenzita je ale vidy jen nepatrné vétsi
oproti intenzité kontinudlniho Sumu. Nasledna ASR na hlavni pulz po expozici prepulzu je

u zdravych subjektl snizena. Viz. Obr. 11.

Obr. 11: Schéma prepulzni inhibice akustické ulekové reakce u zdravého jedince. Pfevzato a upraveno

z Encyclopedia of psychopharmacology.
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Mechanismus senzorimotorického zpracovani informaci vsak byva narusen typicky
pfi vyskytu psychotického onemocnéni, typicky schizofrenie (Braff & Mark, 1990).
V animalnich experimentech byva po administraci psychedelik pozorovdno vyznamné
naruSeni PPl ASR (Krebs-Thomson et al., 2006; Ouagazzal et al., 2000; Sipes & Geyer,
1997). Ve studiich ucinkd psychedelik na ¢lovéka se hodnota PPl ASR lisi v zavislosti na

Casovych intervalech mezi pulzy a prepulzy (Vollenweider et al., 2007).

2.5.3 Test vyvySeného krizového bludisté

Test vyvyseného kfizového bludisté (Elevated plus maze, EPM) byl vyvinut jako
animdlni model anxiety (Handley & Mithani, 1984). Bludisté tvofi dvé oteviend, dvé
uzaviena ramena (stejnd ramena jsou naproti sobé) a mald centralni zéna, kam se zvife na
zacCatku experimentu vklada (hlavou musi sméfovat do otevieného ramene), viz Obr. 12.
Cela aparatura je ve vySce 50 cm nad podlahou. Analogicky k EPM se da pouzit vyvysené

kruhové bludisté (Shepherd et al., 1994).

Princip EPM je v konfliktu apetence-averze (approach-avoidance) — strach ze
svétlého, vyvySeného a otevieného ramene a preference uzavieného, malo osvétleného
ramene (Handley & Mithani, 1984; Pellow et al., 1985). Hlavnimi vystupnimi parametry
jsou celkova lokomoce, pocet vstupl do jednotlivych zon (ramena a centrdlni zéna) a c¢as
v nich straveny. Mohou se sledovat i dalsi prvky chovani jako panackovani, nofeni hlavy
(head dips), protaZeni (stretch-attend) nebo mira defekace. Vyrazné mensi pocet vstupl
do uzavrenych ramen, méné ¢asu straveného v nich a vyssi mira defekace oproti kontrolni

skupiné zvirat jsou ukazateli vyssi anxiety.

Tento test se uzivd hlavné k urceni anxiolytického potencidlu farmak pro léceni
Uzkostnych poruch, zjisténi anxiolytického/anxiogenniho profilu ostatnich 1ékd, drog a
hormont. Aplikace anxiolytik (napf. benzodiazepiny) sniZuje pfirozenou averzi
z otevienych ramen a zvifata poté vice exploruji v otevienych ramenech (Gentsch et al.,
1987; Pellow et al., 1985). Psychedelika patrné plsobi spiSe jako anxiogenni latky (Horsley
et al., 2018; Cameron et al., 2018).
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Obr. 12: Aparatura vyvyseného kfizového bludisté. Prevzato z en.wikipedia.org
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3. Cile prace

Cilem této diplomové prace je zhodnotit akutni behaviordlni a fyziologické ucinky tfi

koncentraci nové syntetické drogy 2CBFLY-NBOMe.

Testované hypotézy:
H1a: Akutni podani 2CBFLY-NBOMe ovlivni intenzitu lokomoc¢ni aktivity v OFT.

H1ls: Zména intenzity lokomocni aktivity bude rozdilnd v zavislosti na velikosti podané

davky.

H1lc: Zména intenzity lokomocni aktivity bude rozdilnd v zavislosti na ¢asovém rozestupu

mezi aplikaci a mérenim.

H2a: Akutni podani 2CBFLY-NBOMe ovlivni prostorovou distribuci pohybu zvifete v OFT.

H2g: Zména prostorové distribuce pohybu bude rozdilna v zavislosti na velikosti podané

davky.

H2c: Zména prostorové distribuce pohybu bude rozdilnd v zavislosti na ¢asovém

rozestupu mezi podanim latky a mérenim.

H3a: Akutni podani 2CBFLY-NBOMe ovlivni prostorovou distribuci pohybu zvifete v EPM.

H3s: Zména prostorové distribuce pohybu bude rozdilna v zavislosti na velikosti podané

davky.

H3c: Zména prostorové distribuce pohybu bude rozdilnd v zavislosti na ¢asovém

rozestupu mezi podanim latky a mérenim.

H4a: Akutni podani 2CBFLY-NBOMe povede k naruseni prepulzni inhibice akustické

ulekové reakce.
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H4g: Mira naruseni prepulzni inhibice ulekové reakce bude rozdilna v zavislosti na velikosti

podané latky.

H4c: Mira naruseni prepulzni inhibice Ulekové reakce bude rozdilna v zavislosti na

Casovém rozestupu mezi podanim latky a méfenim.

H5a: Akutni podani 2CBFLY-NBOMe zpUsobi zménu télesné teploty.
H5g: Zména télesné teploty bude rozdilnd v zavislosti na velikosti podané Iatky.

H5c: Zména télesné teploty bude rozdilnd v zavislosti na prostredi, ve kterém budou

zmény sledovany (jeden vs. pét potkan( v boxu).

H5p: Zména télesné teploty bude rozdilna v zavislosti na ¢asovém rozestupu mezi

podanim latky a mérenim.
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4. Material a metody

4.1 Experimentdlni zvirata

Vsechny experimenty byly provadény na potkanich samcich kmene Wistar (Velaz)
o hmotnosti 250-300 g. Zvifata byla umisténa do ubikaci po dvou, ve zvéfinci se stalymi
podminkami (teplota 22+2°C, humidita 30-70 %, svételny rezim 12:12h svétlo:tma,
svételna faze 6-18h). Pfistup k vodé a peletdm méla zvifata po celou dobu ad libitum. Po
prijeti byla zvitata tyden uvykana na prostfedi zvéfince a na experimentdtory (kazdodenni
handling a vaZeni). Kazdé zvife bylo pouZito k experimentu pouze jednou z podstaty
akutnich behavioralnich experimentd, vyjimkou byla kontrolni zvifata — v rdmci pravidla
3R a ve snaze co nejvice sniZit pocet pouZzitych zvirat byla zvitata aplikovand vehikulem
v behaviordlnich experimentech pouZita ke zméfeni zmén télesné teploty. VSechny

pokusy se tidily platnou legislativou ohledné ochrany zvirat.

4.2 Substance a davky

Aktivni latka 2CBFly-NBOMe bylo zajiSténa z firmy Alfarma, s.r.o. Pfed aplikaci byla
rozpusténa v deionizované vodé, nejvyssi davka 5 mg/kg musela byt rozpusténa pomoci
ultrazvuku. Pro behaviordlni experimenty byly zvifatim aplikovany tfi koncentrace
2CBFly-NBOMe: 0.2, 1 a 5 mg/kg. Pro farmakokineticky test a méreni télesné teploty byla
aplikovana davka 5 mg/kg. Kontrolnim skupinam byla administrovana deionizovana voda.

Veskeré aplikace byly podany injekéné subkutanné (s. c.) v celkovém objemu 2 ml/kg.
Davky aktivni latky byly stanoveny s ohledem na:

1) detekci pripadného bifazického ucinku 2CBFly-NBOMe

2) extrémni potenci NBOMe latek podle pripadovych studii (Walterscheid et al., 2014)

3) davky v behavioralni studii pfibuzného 25I-NBOMe (Halberstadt, 2017)

4) vysledky in vitro vazebnych studii, které prokdzaly enormni afinitu a potenci 2CBFly-

NBOMe a jinych NBOMe na 5-HT:a receptorech (Ettrup et al., 2011; Rickli et al., 2015)

5) naSe zkusSenosti s pribuznymi latkami testovanymi na stejném kmeni potkand; jako

evvs
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signifikantni behavioralni zmény (LSD, Palenicek et al., 2010). Zpusob podani latky s. c. byl
zvolen proto, aby bylo mozné ziskané vysledky porovnat s Udaji o pusobeni podobnych
psychoaktivnich latek, které byly v nasi laboratofi jiz testovany (2C-B, Palenicek et al.,
2013; MDMA, Palenicek et al., 2011; LSD, Palenicek et al., 2010; meskalin, Palenicek et al.,
2008).

4.3 Farmakokinetickd analyza

Aktivni latka (5 mg/kg) byla s. c. aplikovana 48 zviratim (8 zvirat/skupina).
Nasledné utraceni zvifat dekapitaci probéhlo 30 min, 1, 2, 4, 8 a 24 hod po aplikaci a byly
odebrany vzorky séra, mozku, plic, jater a ledvin. Séra a mozky byly uloZzeny v mrazaku pfi
teploté -20°C. Tkané byly pro farmakokineticky rozbor expedovadny do Laboratore
forenzni analyzy biologicky aktivnich latek na Vysoké skole chemicko-technologické

v Praze, Technicka 3, 166 28, Praha 6.

Postup pfi zpracovani séra

200 pl séra bylo v mikrozkumavkach naredéno 200 pl 1% roztoku amoniaku a
obsah byl homogenizovan v Bullet Blender tkdriovém homogenizatoru (rychlost 2, doba 5
min). Pomoci automatického ddvkovace bylo pfiddno 400 pl ethyl-acetdtu a obsah byl
opét homogenizovan (rychlost 3, doba 5 min); nasledné byl znovu pfidadn ethyl-acetat ve
stejném mnoistvi a opét provedena homogenizace. Homogenizat byl poté odstfedén

v centrifuze (10 min, 25°C, 12000 ot/min).

Do novych mikrozkumavek bylo odebrano 600 ul z horni vrstvy, bylo pfidano 50 pl
10% roztoku kyseliny mravenci (HCOOH). Po protfepani byl roztok odparen v CentriVap
koncentratoru. Odparek byl rozpustén ve 100 pl methanolu a tfepan po dobu 10 minut.

Pfed analyzou byl roztok nafedén deionizovanou vodou v poméru 1:1.
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LC-MS analyza

K analyze vzork( bylo pouZito metody vysoce vykonné kapalné chromatografie
(Ultra-high performance liquid chromatography, UHPLC) v kapalinovém chromatografu
Agilent 1290 Infinity 1l (Agilent Technologies, USA) ve spojeni standemovym
hmotnostnim spektrometrem s trojitym kvadrupdlovym filtrem, Agilent 6460 Triple
Quadrupole (Agilent Technologies, USA). Byla provedena ionizace Agilent Jet Stream
elektrosprejem (Agilent Technologies, USA) v pozitivnim mddu. K separaci byla vyuZita
kolona Kinetex Biphenyl (100 x 2.1 mm, 2.6 um) s predkolonou, vSe termostatovano na
35°C. Byla pouzita gradientova eluce s mobilnimi fazemi A: 5 mM mravencan amonny
s prfidavkem 0.01% HCOOH; B: methanol s pfidavkem 0.01% HCOOH. Pocatecni podminky
byly 10 % B, narlst na 50 % B v 0.5 min a 100 % B ve 2 min, do 4 min byly podminky
konstantni a az v ¢ase 4.5 min bylo sloZeni mobilni faze opét 10 % B; zbylé 2 min byly
ponechany na 10 % B. Data byla sbirdna v reZimu monitorovani vicendsobnych reakci
(multiple reaction monitoring, MRM). Pro vyhodnoceni byl zvolen jeden kvantifikacni iont
a tfi konfirmacni ionty. Vzorky byly kvantifikovany na zdkladé matri¢ni kalibrace

provedené ve dvou opakovanich, v duplikatu byly zpracovany i realné vzorky.

4.4 Méreni télesné teploty

Télesnd teplota byla zmérena rektalné digitdlnim teplomérem. Méreni probihalo
v mistnosti s kontrolovanou teplotou (22+2°C) a bylo provedeno vidy mezi 7:00 — 17:00.
Pfi méreni bylo kazdé zvite vlozeno do imobilizacniho vélce po dobu nezbytné dlouhou
pro zméreni (priblizné 15 sekund), poté bylo opét vraceno zpét do ubikace. Zvirata byla
béhem méreni drzena v boxech po jednom/péti jedincich (viz Tab. 1) - cilem drZeni zvifat
po péti bylo alesponi c¢astecné simulovat prostiedi, ve kterém k uzivani novych
syntetickych latek zpravidla dochdzi (uzaviené prostory tanecnich klubud). Celkem bylo
pouzito 40 zvifat rozdélenych do c¢tyf skupin (10 zvifat/skupina) na zakladé druhu
aplikované latky a poctu jedincl v boxu - viz Tab. 1. Aplikace latek byla provedena v 9:00,
méreni teplot probihalo v 7:00, 8:00, 9:00, 9:30, 10:00, 10:30, 11:00, 12:00, 13:00, 14:00,
15:00, 16:00 a 17:00.
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SKUPINA LATKA DAVKA (mg/kg) POCET POTKANU V BOXU
1 VEHIKULUM - 1
2 2CBFly-NBOMe 5 1
3 VEHIKULUM - 5
4 2CBFly-NBOMe 5 5

Tab. 1: Nazorné schéma rozdéleni zvifat do pokusnych skupin podle druhu aplikované latky a celkového

poc¢tu potkand v kleci; n = 10 zvitat/skupina.

4.5 Behavioralni experimenty

Behavioralni experimenty byly provedeny ve svételné fazi dne (zpravidla mezi 7:00
— 14:00) ve zvukové izolované mistnosti s kontrolovanou teplotou (22+2°C). Zvifata byla
rozdélena do experimentalnich skupin na zdkladé druhu aplikované latky a ¢asového
rozestupu mezi jeji aplikaci a zapocetim testu (OFT/PPI ASR) - viz Tab. 2. Dva rdzné ¢asové
rozestupy mezi aplikaci latky a iniciaci testu byly zvoleny s cilem zachytit pripadné
opozdéné ucinky aktivni latky; délka téchto rozestupl byla stanovena na zakladé jiz
znamého farmakologického profilu pfibuzného syntetického 2C-B (Rohanova et al., 2008).
Pred zapocetim pokust byla zvifata vidy priblizné hodinu uvykdna na prostredi
experimentalni mistnosti. Po celou dobu s nimi bylo zachazeno co nejSetrnéji. VSechny
pouzivané aparatury byly mezi jednotlivymi sezenimi dikladné vymyty jarovou vodou a
roztokem 30% ethanolu (EtOH) s cilem eliminovat pfipadné pachové znacky, jejichz

pritomnost by mohla vést ke zkresleni vysledka.
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SKUPINA LATKA DAVKA (mg/kg) CASOVY ROZESTUP
1 VEHIKULUM - 15 min
2 2CBFly-NBOMe 0.2 15 min
3 2CBFly-NBOMe 1 15 min
4 2CBFly-NBOMe 5 15 min
5 VEHIKULUM - 60 min
6 2CBFly-NBOMe 0.2 60 min
7 2CBFly-NBOMe 1 60 min
8 2CBFly-NBOMe 5 60 min

Tab. 2: Nazorné schéma rozdéleni zvifat do pokusnych skupin podle aplikované latky, davky a ¢asového

rozestupu aplikace od za¢atku experimentu.

4.5.1 Test otevieného pole

OFT byl proveden v rovhomérné nasvicené aréné ¢tvercového tvaru (80 x 80 x 40
cm). Kazdé sezeni bylo zahajeno Setrnym umisténim zvifete do experimentdlni aparatury,
kde mu byla umozZnéna volna explorace po dobu 30 minut.

Test absolvovalo celkem 80 potkan( (10 zvifat/skupina) rozdélenych podle druhu
aplikované latky, davky a ¢asového rozestupu mezi aplikaci a testem — viz Tab. 2, Kap. 4.5
Behavioralni experimenty.

Kazdé zvife bylo vloZzeno do stfedového Ctverce OFT a ponechalo se 30 minut
volné explorovat arénu. Jeho lokomoc¢ni aktivita byla automaticky registrovana a nasledné
zanalyzovédna pomoci programu EthoVision XT 14.0 (Noldus, Nizozemsko). Ziskany byly
tyto parametry:

1. celkovd délka trajektorie pohybu
2. casovy vyvoj trajektorie v pétiminutovych intervalech

3. prostorova distribuce trajektorie
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Pro vyhodnoceni prostorové distribuce trajektorie byla podstava pokusné arény
virtualné rozdélena na 25 ¢tvercovych casti - 16 perifernich a 9 centralnich (viz Obr. 13).
Nasledné byla kvantifikovdna mira tigmotaxe (pravdépodobnost vyskytu zvifete v
periferni zéné arény, Yfperiferni zony/> fuzechny z6ny, T = celkovy pocet vstupl do kazidé zény) a

Cas straveny v centralni ¢asti (suma ¢asu stravenych v centrdlnich ¢tvercich, Teentr=3 €asi-9).

Obr. 13: Virtualni rozdéleni arény na 25 stejnych ctvercovych ploch k vyhodnoceni prostorové distribuce

pohybu zvitat v OFT. Sedé ¢tverce znadi okrajové zény (16), bilé Etverce centralni zény (9) arény.

4.5.2 Prepulzni inhibice akustické ulekové reakce

Experiment PPI ASR byl proveden v komorach SR-LAB (San Diego Instruments,
USA). Zvukotésna, uvniti rovhomérné nasvicena komora obsahuje valec z prihledného
plexiskla (vnitfni @ = 8.7 cm) s piezoelektrickym akcelerometrem. Vysokofrekvenéni
reproduktor, tvorfici akustické stimuly, je umistény 24 cm nad vdlcem. Piezoelektricky
akcelerometr s dynamickym kalibracnim systémem pro stejnou citlivost komor
zaznamendava hodnoty ulekovych reakci zvirat.

Celkem bylo otestovano 80 potkanu, ktefi byli rozdéleni do skupin (10
zvirat/skupina) na zakladé druhu aplikované latky a ¢asového rozestupu mezi jeji aplikaci
a zapocetim testu (viz Tab. 2, Kap. 4.5 Behaviordlni experimenty).

Testovana zvirata byla dva dny pred testem po dobu péti min habituovana na
prostiedi aparatury, kde byla vystavena bilému Sumu (75 dB) a celkem Sesti samostatnym
pulzim o velikosti 125 dB a délce trvani 40 ms. V den experimentu byla potkaniim

aplikovana ptislusna latka, a to 15 nebo 60 minut pred testem. Kazdé zvire podstoupilo 72
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sekvenci testu, mezi nimiz byl interval 15-30 s. Po pétiminutové aklimatizaci na
kontinualni bily Sum ndsledovalo Sest samostatnych pulz( (125 dB, 40 ms). Poté
v pseudorandomizovaném poradi nasledovalo 60 sekvenci rizného typu:
1. samostatny ulekovy pulz (125 dB, 40 ms)
prepulz (83 dB, 20 ms)
prepulz (83 dB, 20 ms), 30 ms interval mezi, Ulekovy pulz (125 dB, 40 ms)
prepulz (83 dB, 20 ms), 60 ms inverval, Ulekovy pulz (125 dB, 40 ms)
prepulz (83 dB, 20 ms), 120 ms interval, ulekovy pulz (125 dB, 40 ms)
prepulz (91 dB, 20 ms)
prepulz (91 dB, 20 ms), 30 ms interval, ulekovy pulz (125 dB, 40 ms)

prepulz (91 dB, 20 ms), 60 ms inverval, Ulekovy pulz (125 dB, 40 ms)

w 0 N o U B W N

prepulz (91 dB, 20 ms), 120 ms interval, ulekovy pulz (125 dB, 40 ms)
10. Zadny podnét, bily Sum (75 dB, 60 ms)

Sada sekvenci byla zakoncéena Sesti ulekovymi pulzy (125 dB, 40 ms).

Namérend data byla digitalizovana pro statistickou analyzu. Byla vypocitana mira
habituace (procentualni pokles motorické reakce mezi prvnimi a poslednimi Sesti
ulekovymi pulzy), velikost ASR (primeérna hodnota motorické reakce na sekvence jen s
ulekovymi pulzy) a PPI dle vzorce: % PPl = 100 — [(pramérna motoricka reakce na prepulz
+ ulekovy pulz) / (prdimérna motoricka reakce na ulekovy pulz) * 100]. Nonrespondentni
zvirata, jejichz priimérna hodnota motorické reakce v prlibéhu inicialni sekvence Sesti

ulekovych pulzl nepresahla 10 mikroV, nebyla zahrnuta do ndsledné analyzy PPI.

4.5.3 Test vyvySeného krizového bludisté
EPM test byl proveden v rovnomérné nasvicené aparature z ¢erného plastu (vyska
EPM = 50 cm, centralni ¢ast 10x10 cm, Sifka ramen = 10 cm, délka ramen = 50 cm, vyska

uzavienych ramen =40 cm).

Bylo otestovano 80 potkanu, kteti byli opét rozdéleni do skupin na zékladé druhu
aplikované latky a ¢asového rozestupu mezi aplikaci a zapocetim testu (viz Tab. 2, Kap. 4.5

Behaviordlni experimenty).
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Kazdé zvire bylo umisténo do centrdlni ¢asti arény tak, aby hlavou smérovalo vidy
do otevieného ramene. Poté mu byla po dobu péti minut umoznéna volna explorace

v bludisti.

Data byla zaznamendna programem EthoVision XT 14.0 (Noldus, Nizozemsko) a
zpracovana v programech EthoVision XT 14.0 a Observer XT 12.5 (Noldus, Nizozemsko).
Sledovana byla mira lokomoce na zdkladé délky celkové trajektorie zvifat a prostorova
distribuce pohybu v jednotlivych zénach EPM (oteviena a uzaviend ramena, centralni
oblast), viz Obr. 14.

Dvé zvirata, kterd béhem testu z aparatury seskocila, nebyla do vysledné analyzy

zahrnuta (ze skupin: 1 mg/kg, ¢asovy rozestup 15 min a 5 mg/kg, ¢asovy rozestup 60 min).

otevfené rameno

- uzaviené rameno

centralni zéna

Obr. 14: Schéma rozdéleni arény EPM na tfi zony: dvé oteviend ramena (Sedou barvou), dvé zaviena

ramena (Cernou) a centralni zénu (bilou). Pohled shora. Upraveno podle mazeengineers.com
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4.6 Statisticka analyza

Dvoufaktorova analyza rozptylu (Two-Way ANOVA) byla pouzita k vyhodnoceni
zmén v celkové lokomoc¢ni aktivité, prostorové distribuci pohybu v OFT a EPM a v mife
habituace, ASR a PPl ASR. Do analyzy byly pouzity jako vstupni faktory I|écba
(vehikulum/2CBFly-NBOMe ve tfech rliznych davkach) a casovy rozestup mezi aplikaci a
mérenim (15/60 min). V pfipadé vyznamného rozdilu mezi jednotlivymi skupinami
potkand v ASR byla tato proménna pouZita jako kovariata v nasledné analyze hodnot PPI

provedené dvoufaktorovou analyzou kovariance (Two-Way ANCOVA).

Zmény lokomoce v pribéhu testu byly ohodnoceny pomoci tfifaktorové analyzy
variance pro opakovand méreni (Three-way repeated Measures ANOVA) s nezdvislymi
meziskupinovymi proménnymi: |é¢ba (vehikulum/2CBFly-NBOMe ve tfech rGznych
davkach) a casovy rozestup mezi aplikaci a mérenim (15/60 min); 5-min intervaly do

analyzy vstupovaly jako opakovand proménna.

Trifaktorovad analyza variance pro opakovand méreni byla pouzita rovnéz pro
ohodnoceni zmén télesné teploty s nezavislymi meziskupinovymi proménnymi: |écba
(vehikulum/2CBFly-NBOMe ve tfech rGznych davkach) a pocet zvifat ve sdileném boxu
(jeden/pét potkan() a casem méreni jako opakovanou proménnou. Takto byly porovnany
i baselinové hodnoty sledovanych zvifat (namérené pred aplikaci latky - tj. v 7:00, 8:00 a

9:00).

Jako signifikantni byly brany rozdily nad 5 % hladiny vyznamnosti (alfa < 0.05).
Naslednd post hoc porovnani byla provedena Tukey testem. Data byla vyhodnocena

v programu STATISTICA 9.1 (StatSoft).
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5. Vysledky

5.1 Farmakokineticka analyza

Vysledek farmakokinetické analyzy zvitat (n = 8) je zndzornén v Grafu 1. Nejvyssi
pramérna koncentrace aktivni latky v séru (28 — 27 ng/ml) byla pozorovana béhem 30 —
60 minut od aplikace, 8 hodin po aplikaci byla pfitomnost drogy v séru jiz jen tésné nad
detekénim limitem. Koncentrace 2CBFly-NBOMe v mozku, plicich, jatrech ani ledvinach se

zkvantifikovat nepodafilo.

Koncentrace 2CBFly-NBOMe v krevnim séru

40
35
30
25
20

15

koncentrace [ng/ml]

10

0 1 2 3 4 5 6 7 8
¢as [hod]

Graf 1: Casovy priibéh koncentrace 2CBFly-NBOMe v krevnim séru zvitat (n = 8) po s. c. podani 5 mg/kg.

Vyneseny jsou priiméry, chybové Usecky zobrazuji £1 SEM.

5.2 Vliv 2CBFly-NBOMe na télesnou teplotu

Baselinové hodnoty télesné teploty jednotlivych skupin potkan( se vyznamné
nelisily, signifikantni byl pouze jejich rozdilny ¢asovy vyvoj u zvirat drzenych jednotlivé a
po péti jedincich (interakce ¢as x pocet potkanl v boxu [F (2, 72) = 3,88, p = 0,025], viz
Graf 2). Po aplikaci latek byl zjistén vyznamny vliv [écby [F (1, 36) = 6,373, p = 0,016],

projevujici se celkovym snizenim télesné teploty u potkanu intoxikovanych aktivni latkou
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(prmérné o 0.2°C nizsi oproti teploté kontrolnich zvitat). Ddle byl zjiStén vyrazny vliv
poctu potkanl v boxu [F (1, 36) = 15,395, p < 0.001], teplota potkan(i drzenych po jednom
byla celkové nizsi, nez tomu bylo v pfipadé jedincl sdilejicich klec po péti (prameéry:
36,4°C vs. 36,7°C). Vyznamna byla také interakce ¢as x pocet potkan(l v boxu [F (11, 396) =
1,913, p = 0,036]. Vzhledem k vyznamnému vlivu poctu zvitat v kleci na hodnoty teplot i
na jejich ¢asovy vyvoj (interakce ¢as x pocet potkan( v boxu) byla nasledna post hoc
porovnani provedena pro jednotliva prostfedi zvlast. Nejvyznamnéjsi snizeni teploty
vyvolané aktivni l[atkou bylo zjiSténo u jednotlivé drzenych zvifat v prvnich 90 minutach po
aplikaci (10:00 - p = 0.020, 10:30 - p = 0.030; viz Graf 2). U potkan( drzenych po péti byl

pozorovan pouze obdobny, o pll hodiny opoZzdény, nesignifikantni trend. Viz Graf 2.
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Graf 2: Porovnani priimérnych rektalnich teplot zvitat drzenych (A) po jednom; (B) po péti v boxu. V 9:00

probéhla aplikace. Chybové usecky zobrazuji 1 SEM.
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5.3 Vliv 2CBFly-NBOMe na lokomoc¢ni aktivitu

5.3.1 Celkova lokomoc¢ni aktivita

Celkova délka trajektorie pohybu byla v OFT vyznamné ovlivnéna lécbou [F (3,72) =
64.911, p < 0.001] a ¢asovym rozestupem mezi aplikaci a méfrenim [F (1,72) = 13.416, p <
0.001]. Signifikantni byla rovnéz interakce Iécba x Casovy rozestup [F (3,72) = 4.545, p =
0.006] - nasledné post hoc testy byly proto provedeny pro jednotlivé ¢asové rozestupy
zvlast. V porovnani s kontrolou vykazovaly skupiny 2CBFly-NBOMe 1 a 5 mg/kg vyznamné
davky (0.2 mg/kg) byl tento efekt vyznamny pouze u zvifat testovanych 15 minut po
aplikaci (p < 0.001), viz Graf 3.

A B
vehikulum
2CBFly-NBOMe 0,2 mg/kg
T BE 2CBFly-NBOMe 1 mg/kg
—" B 2CBFly-NBOMe 5 mg/kg
100007 l 10000 - i
* %% * %%
5000 e 5000 ks
0 0

Graf 3: Porovnani délek trajektorii pohybu jednotlivych skupin zvifat testovanych (A) 15 min a (B) 60 min od
aplikace latky. Zobrazeny jsou praméry, chybové Usecky znazorfuji £1 SEM; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <

0.001.

5.3.2. Lokomoc¢ni aktivita v pétiminutovych intervalech

Délka trajektorie pohybu v prlibéhu experimentu (v pétiminutovych intervalech)
se mezi jednotlivymi skupinami potkanu signifikantné lisila [F (5,360) = 86.715, p < 0.001].
Vzhledem k vyznamné interakci lécba x ¢asovy blok (F (15, 360) = 16,005, p < 0.001),

vysledklm predchozi analyzy celkové lokomocni aktivity a zjisténé interakci lécba x
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casovy rozestup testu od aplikace [F (3,72) = 4.545, p < 0.01] byla nasledna post hoc
porovndni provedena separatné pro jednotlivé Casové rozestupy aplikace-test a pro
pétiminutové intervaly. U zvifat, ktera byla do testu umisténa 15 minut po aplikaci, byl
patrny vyznamny hypolokomocni efekt aktivni latky, a to prvnich 15 min u davky 0.2
mg/kg (p < 0.001), 20 min u davky 1 mg/kg (p < 0.05 — 0.001) a po celou dobu trvani testu
u nejvyssi koncentrace 5 mg/kg (p < 0.05 — 0.001). Obdobny efekt byl pozorovan i u zvirat
testovanych 60 minut od aplikace (snizend lokomocni aktivita), nejnizsi davka 0.2 mg/kg
méla signifikantni efekt prvnich 10 min (p < 0.05 — 0.001), po témér celou dobu
experimentu mimo poslednich péti minut byl pozorovdn signifikantni efekt u skupin 1

mg/kg (p <0.01-0.001) a 5 mg/kg (p < 0.001 —0.001). Viz Graf 4.
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Graf 4: Porovnani primérnych délek trajektorii jednotlivych skupin zvifat rozdélenych do pétiminutovych

interval(, ¢as experimentu (A) 15 min a (B) 60 min od doby aplikace. Chybové Usecky znazornuji +1 SEM.
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5.3.3 Vliv 2CBFly-NBOMe na prostorovou distribuci zvirat
Prostorova distribuce v OFT

Stredni a nejvyssi davka aktivni latky (1 a 5 mg/kg) vedla k vyraznému az uplnému
Utlumu lokomocni aktivity zvirat, prevaznd vétSina téchto zvirat tak nenavstivila obé
vytyéené zony arény (centralni ¢ast a periferii — viz Obr. 15, Vizualizace trajektorii v OFT).

Z tohoto divodu nebylo mozné zminéné skupiny zahrnout do naslednych analyz, které

evvs

Cas straveny v centralni ¢asti aparatury byl vyznamné ovlivnén lé¢bou [F (1, 36) =
27,939, p < 0.001] a ¢asovym rozestupem aplikace-test [F (1, 36) = 17,550, p < 0.001;
pramér skupin: 15 min - 53 s, 60 min - 98 s), jejich vzajemna interakce nebyla vyznamna.
Zvirata intoxikovand aktivni latkou trdvila v centrdlni ¢asti vyrazné méné casu, nez tomu
bylo u kontrolnich jedincl (Graf 5). | pres nesignifikantni interakci faktor(i je Graf 5
proveden pro lepsi ilustrativnost a srovnatelnost s dalSimi vysledky zvlast pro jednotlivé

¢asové rozestupy.

A B
150 150 vehikulum
T T 2CBFly-NBOMe 0,2 mg/kg
1 L
100 - 100 T
50 50
1
L
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Graf 5: Porovnani casu strdveného kontrolni skupinou zvifat a skupinou 2CBFly-NBOMe 0.2 mg/kg
v centrdlni ¢asti aparatury (A) 15 min a (B) 60 min od doby aplikace. Vyneseny jsou praméry, chybové

Usecky znazornuji 1 SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Obr. 15: Vizualizace trajektorii v OFT. Charakteristické vzorce trajektorii zvifat v OFT v zavislosti na podanou

latku, jeji koncentraci a ¢asovy rozestup: vehikulum (A) onset 15 min, (E) 60 min, 2CBFLy-NBOMe: 0.2 mg/kg
(B) 15 min, (F) 60 min, 1 mg/kg (C) 15 min, (G) 60 min, 5 mg/kg (D) 15 min, (H) 60 min.
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Mira tigmotaxe byla vyznamné ovlivnéna lécbou [F (1, 36) = 6,835, p = 0,014], vliv
Casového rozestupu aplikace-test byl pouze na hranici prlikaznosti [F (1, 36) = 3,800, p =
0,059], jejich vzdjemna interakce byla nevyznamna. Mira tigmotaxe zvifat intoxikovanych
aktivni latkou prevySovala hodnoty kontrolni skupiny (Graf 6). | pres nesignifikantni
interakci faktor( je Graf 6 proveden pro lepsi ilustrativnost a porovnatelnost s dalSimi

vysledky zvlast pro jednotlivé ¢asové rozestupy.

A B
vehikulum
1.0 1.0 2CBFly-NBOMe 0,2 mag/kg
* I T
-
0.8 - 0.8 _— 1
X
g<> 0.6 0.6
s
o
S _|
E) 0.4 0.4
o
0.2 0.2
0.0 0.0

Graf 6: Porovnani pravdépodobnosti vyskytu kontrolni skupiny zvifat a skupiny 2CBFly-NBOMe 0.2 mg/kg
v periferni ¢asti aparatury v ¢asech (A) 15 min a (B) 60 min od aplikace. Vyneseny jsou priméry, chybové

usecky znazornuji 1 SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

Prostorova distribuce v EPM

Podobné jako v OFT i v EPM vedla stfedni a nejvy$si ddvka aktivni latky (1 a 5
mg/kg) k vyraznému utlumu lokomocéni aktivity zvifat (priméry skupin pro oba casové
rozestupy aplikace-test: kontroly = 1537 cm; 2CBFly-NBOMe 0.2 mg/kg = 872 cm; 2CBFly-
NBOMe 1 mg/kg = 427 cm; 2CBFly-NBOMe 5 mg/kg = 272 cm). Pfevazna vétsina potkan(
z téchto dvou skupin nenavstivila vSechny vytyéené zény arény (oteviena a uzaviend
ramena — viz Obr. 16, Vizualizace trajektorii v EPM). Z tohoto divodu nebylo moziné

evvs

davku 0.2 mg/kg.
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Obr. 16: Vizualizace trajektorii v EPM. Charakteristické vzorce trajektorii zvifat v EPM v zavislosti na
podanou latku, jeji koncentraci a ¢asovy rozestup; vehikulum (A) onset 15 min, (E) 60 min, 2CBFLy-NBOMe:

0.2 mg/kg (B) 15 min, (F) 60 min, 1 mg/kg (C) 15 min, (G) 60 min, 5 mg/kg (D) 15 min, (H) 60 min.
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Pocet vstuplli do otevienych ramen byl vyznamné ovlivnén lécbou [F (1, 36) =
17,977, p < 0.001) a ¢asovym rozestupem aplikace-test [F (1, 36) = 11,025, p = 0.002],
jejich vzdjemna interakce nebyla vyznamna. Pocet vstupl na oteviené rameno byl u
potkani intoxikovanych aktivni l[atkou vyznamné vyssi, nez tomu bylo u kontrolni skupiny,
délka casového rozestupu aplikace-test byla u obou sledovanych skupin pfimo Umérna
poctu vstupl do otevienych ramen. | pfes nesignifikantni interakci faktor(i je graf
proveden pro lepsi ilustrativnost a srovnatelnost s dalSimi vysledky zvlast pro jednotlivé

Casové rozestupy. Viz Graf 7.
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Graf 7: Porovnani poctu vstupl do otevienych ramen aparatury pro jednotlivé skupiny zvirat v ¢asech (A) 15
min a (B) 60 min od aplikace. Zobrazeny jsou priméry, chybové Gsecky zndzornuji £1 SEM; * p < 0.05, ** p <

0.01, *** p < 0.001.

5.4 Vliv 2CBFly-NBOMe na prepulzni inhibici akustické ulekové reakce

Velikost habituace nebyla ovlivnéna ani jednim ztestovanych faktor( ci jejich
interakci. Velikost ASR byla vyznamné ovlivnéna |écbou [F (3,72) = 23.355, p < 0.001],
efekt casové rozestupu aplikace-test a jeho interakce sléébou vyznamny nebyl. Ve
srovnani s kontrolni skupinou vykazovala zvifata administrovand aktivni latkou vyznamné

snizeni ulekové reakce, a to v pripadé vsech pouzitych davek (p < 0.001) - Graf 8.
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Graf 8: Porovnani hodnot ASR jednotlivych skupin zvifat pro oba ¢asové rozestupy aplikace-test, zobrazeny

jsou prameéry. Chybové usecky znazornuji +1 SEM; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

Nonrespondentni zvifata, jejichz primérnd hodnota motorické reakce v pribéhu
inicidlni sekvence Sesti ulekovych pulzi nepresahla 10 mikroV, nemohla byt zahrnuta do

analyzy PPI. Takto bylo vyfazeno jedno zvife ze skupiny 2CBFly-NBOMe 5 mg/kg.

Procento PPI bylo vyznamné ovlivnéno lécbou [F (3, 72) = 9,193, p < 0.001], efekt
Casového rozestupu a jeho interakce s Ié¢bou nebyl vyznamny . V porovnani s kontrolni
skupinou, doslo u zvifat intoxikovanych aktivni latkou k vyraznému naruseni PPI, a to v

pripadé viech pouZitych davek (p = 0.020 - p < 0.001) - Graf 9.
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Graf 9: Porovnani hodnot PPI ASR jednotlivych skupin zvifat pro oba ¢asové rozestupy aplikace, zobrazeny

jsou primeéry. Chybové Usecky znazornuji £1 SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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6. Diskuze

Vysledky této prace shrnuji farmakokineticky profil, vliv na termoregulaci a akutni
behavioralni uc¢inky psychoaktivni latky 2CBFly-NBOMe ze skupiny 2C syntetickych
derivati fenetylaminu, testované na samcich potkand kmene Wistar. 2CBFly-NBOMe
velmi rychle pronikalo do krevniho séra, kde jeho koncentrace dosahla nejvyssi hodnoty
30 minut po aplikaci, v nizSich koncentracich zde byla latka detekovatelnd az osm hodin
po aplikaci. Télesnd teplota byla vdusledku puUsobeni aktivni latky snizena, a to
nejvyraznéji 90 minut po jeji aplikaci (intoxikovana skupina méla v priiméru o 0,5 - 1°C
nizsi télesnou teplotu v porovndni s kontrolami). Ddle byly demonstrovdny vyrazné
behavioralni ucinky testované latky, projevujici se zfetelnym snizenim (v pfipadé nejvyssi
davky 5 mg/kg az Uplnym utlumenim) lokomocni aktivity zvifat a pfitomnosti anxieté
podobného chovani v testech otevieného pole a vyvySeného kfizového bludisté. Vyrazné
bylo také naruseni prepulzni inhibice akustické ulekové reakce u vSech skupin

aplikovanych 2CBFly-NBOMe.

Pfitomnost 2CBFly-NBOMe v krevnim séru jesté osm hodin po aplikaci je
zajimavym zjisténim dokladajicim velmi pomalou rychlost jeho odbouravani z organismu.
Tato skutec¢nost muze byt ddle demonstrovdna i porovnanim s farmakokinetickym
profilem blizce pribuzné Ilatky, 2C-B, jehoZz pfitomnost v krevnim séru je témér
nedetekovatelna jiz po dvou hodindach, a to i pfipadé koncentrace desetkrat vyssi, nez
tomu bylo v této studii (50 mg/kg, Rohanova et al., 2008). Dlouhotrvajici pfitomnost
2CBFly-NBOMe v séru, spolecné s rychlosti jeho pronikdni (pik koncentrace 30 minut po

aplikaci), koresponduje s daty objevujicimi se v lidské studii (Lawn et al., 2014).

Prestoze jsme predpokladali vysokou penetraci 2CBFly-NBOMe do mozku, analyza
vzorkd mozkové tkané ani ostatnich (plic, jater a ledvin) se standardnimi metodami zatim
nezdafrila. Dlvodem mohou byt nizké vytézky nebo matri¢ni efekt tkani u LC-MS analyzy
s elektrosprejovou ionizaci. Nestandardizované postupy detekce v organismu jsou
znaénym problémem u potentnich NBOMe substanci. Jejich signal ve tkanich byva tézko
detekovatelny a velmi slaby vzhledem kjejich schopnosti vyvolat silné ucinky

v submiligramovych koncentracich (Kyriakou et al., 2015). Uspé&§né provedeni zminéné
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analyzy bude predmétem dalSich studii 2CBFly-NBOMe, stejné jako zhodnoceni ucinku
jeho pfipadnych aktivnich metabolitl. Jejich pfitomnost a pravdépodobné spolupodileni
se na fyziologickém pUlsobeni lze predpokladat na zdkladé vysledk(l pripadové studie
intoxikace mladé divky blizce pfibuznou superpotentni latkou 251-NBOMe (Stellpflug et
al., 2013). Ve vzorku moci odebraném tfi hodiny po uziti drogy, zde byla zjiSténa
pfitomnost nezménéné formy drogy a v80x vétsi koncentraci také jejiho

demethylovaného metabolitu ve formé glukuronidového konjugatu.

Psychedelika a dalsi agonisté 5-HT,a receptor( plsobi zvyseni télesné teploty, coz
v pfipadé nékterych psychedelik ze skupiny NPS muizZe vést az k vainé hypertermii —
jednomu z pfiznakli serotoninového syndromu (Gudelsky et al., 1986; Matuszewich &
Yamamoto, 2003; Menon & Dandiya, 1969; Murakami & Sakata, 1980). Podle dostupnych
informaci z ptipadovych studii extrémnich intoxikaci plsobi latky ze skupiny NBOMe
vétSinou hypertermicky, v extrémnich pfipadech musi dokonce dochdazet k aktivnimu

chlazeni pacienta, zejména pak hlavy (Andreasen et al., 2015).

Pfi nasich experimentech jsme zvySeni télesné teploty nezaznamenali u Zadné z
pozorovanych skupin. Naopak teplota téchto zvitat byla v porovnani s kontrolni skupinou
vyrazné nizsi. Nejvice se tento trend projevil u skupiny driené béhem méreni v boxech
samostatné, a to zejména v prvnich 90 minutdch po aplikaci latky. Jako jedno z mozZnych
vysvétleni se nabizi pisobeni 2CBFly-NBOMe jako agonisty 5-HT1a receptor(, u kterych je
pozorovan hypotermicky efekt (Cryan et al., 1999; Gudelsky et al., 1986). Ten zplsobuje
naptiklad  7-(dipropylamino)-5,6,7,8-tetrahydronaftalen-1-ol  (8-OHDPAT) — jeden
z nejdrive objevenych agonistl 5-HT1a receptord (Wozniak et al., 1988). Dalsi latky, které
jsou agonisty 5-HTia receptorli, flesinoxan (agonista), ipsapiron (selektivni parcidlni
agonista), eltoprazin (neselektivni parcidlni agonista) také indukuji hypotermii. Rozvoj
hypotermie je naopak blokovan aplikaci antagonisty 5-HT1a receptorti WAY 100635 (nizsi
davky v testu blokovaly Ucinky parcidlnich agonist(, vyssi davky vSechny agonisty), coz
dokazuje, Ze hypotermie zpUsobend témito latkami je opravdu zprostfedkovana
plsobenim na 5-HT1a receptory (Cryan et al., 1999). Hypotermicky efekt primarné cestou

aktivace 5-HT1a receptord ma také yohimbin (Papeschi et al., 1971).

U skupin umisténych v boxech po péti nebylo tak vyrazné snizeni teploty
pozorovano - to podporuje puvodni myslenku, Ze v prostiedi, ve kterém je vétsi mnozstvi
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jedinci na mensim prostoru, mize dochazet ke zvySeni télesné teploty a v pfipadé

rozvinuti hypertermie patrné i k jeji potenciaci.

U psychedelik (napf. LSD, 2C-B, meskalin) je velmi ¢asto pozorovdno bifazické
ovlivnéni lokomocni aktivity zvitat (Bourn et al., 1978; Ouagazzal et al., 2000; Pélenicek et
al.,, 2010, 2013). Bifazicky ucinek byl zjistén i u 2CBFly-NBOMe blizce pribuzného 25I-
NBOMe, kdy aplikace davky 0.1 mg/kg indukovala po 60 minutach signifikantni zvyseni
lokomoce, naopak davka 3 mg/kg vedla k vyraznému snizeni lokomoce u C57BL/6J mysi
(Halberstadt, 2017). Tento vysledek je v ¢aste¢né shodé s nasimi daty, kdy nejvyssi a
stfedni davka 2CBFly-NBOMe (1 a 5 mg/kg) vedla po 60 minutach také k vyraznému
testovanych 15 minut po jeji aplikaci, nicméné u skupiny testované po 60 minutach od
aplikace bylo toto snizeni vyznamné pouze v prvnich 15 minutdch testu, poté zde byl
pfitomny spiSe trend k jejimu zvySovani. Zodpovézeni otazky, zda se jednalo o pocatek
opozdéné hyperlokomoce naznacujici bifazicky ucinek 2CBFly-NBOMe bude predmétem
dalSich studii, v nichz budou pouzity nizsi davky aktivni latky a zvifata budou sledovana po

delsi dobu.

Podani latek spadajicich do skupiny psychedelik vede u pokusnych zvifat velmi
¢asto k rozvoji anxieté podobného chovani, a to jak v pfipadé akutnich (LSD, Palenicek et
al., 2010), tak chronickych pozorovani (psilocin, Horsley et al., 2018). Obdobna zjisténi
dokladd i naSe studie, kde byl zjiStén vyrazny rozvoj anxieté podobného chovani
(vyjddreny zvySenou mirou tigmotaxe a snizenim c¢asu straveného v centru v OFT a
mensim mnoZstvim vstupl na oteviena ramena EPM), a to zejména u zvirat, kterym byla

aktivni latka (v davce 0.2 mg/kg) aplikovana 15 minut pred zapocetim testu.

Analyzu anxieté podobného chovani nebylo mozné provést pro davky 1 a 5 mg/kg
2CBFly-NBOMe, jelikoz prevaind vétsina jedinch zlstavala po vloZeni do aparatury
v bezprostfednim okoli tohoto mista, kde setrvala po cely zbytek experimentu. Namérené
parametry tudiZz nebylo mozné vnimat jako ukazatel anxieté podobného chovani. Toto
zjisténi doklada skutecné velmi vysokou potenci testované latky, prevysujici teoreticky
predpoklad. Opét se zde nabizi prostor pro budouci studie, v nichZ budou pouzity vyrazné

nizsi (submiligramové) davky aktivni latky, jelikoz na zakladé stavajicich vysledkd neni
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mozné zcela vyloucit bifazicky efekt sledované latky, ktery byl pozorovan napfiklad u

pfibuzného DOI (Onaivi et al., 1995).

2CBFly-NBOMe ve vsech davkach signifikantné sniZzovalo reakci zvifat na ulekové
stimuly a naruSovalo prepulzni inhibici akustické ulekové reakce, prokazatelné tedy
narusuje senzorimotorické zpracovani informace. Tento vysledek byl o¢ekdvany, jelikoz
mechanismus naruseni prepulzni inhibice cestou aktivace 5-HT2a receptorll je dobfe znam
- infuze DOI do ventralniho pallida naruSuje prepulzni inhibici zvifat, soucasnd aplikace
antagonisty 5-HT,a receptoru MDL 100,907 tento Ucinek zvrati (Sipes & Geyer, 1997).
Vyznam mohou pfi tomto procesu mit také 5-HTia a 5-HT,c receptory, WAY-100635
(antagonista 5-HT1a receptortl) a SER-082 (antagonista 5-HTc receptori) byly samostatné
schopny narusit disrupci prepulzni inhibice indukované halucinogenem 5-MeO-DMT

(Krebs-Thomson et al., 2006).

S pouZitim stavajicich davek a ¢asovych rozestupl vsak opét nelze zcela vyloucit
bifazické ovlivnéni parametri PPl ASR, ktery byl u halucinogen(i opakované pozorovan
(Davis & Walters, 1977; Palenicek et al.,, 2013). Je mozné, Ze hladiny 2CBFly-NBOMe
v mozku kulminuji pozdéji, nez je tomu v krevnim séru, coZz by mohlo pfipadné vést
k pfitomnosti opozdéného behaviordlniho ucinku. V blizké dobé je vplanu rozsireni
vysledk(l OFT a PPl o data z dalSich skupin, zvifata budou tentokrat aplikovana nizsimi
davkami 2CBFly-NBOMe v fadech jednotek — desitek pg/kg). Casovy rozestup bude
pfipadné upraven na zdkladé vysledk( farmakokinetické analyzy mozku, variantou je
aplikace nejnizsi jiz pouzitou davkou (0.2 mg/kg) a vyraznéjsi ¢asovy odstup (4 — 6 hodin)
pro zachyceni pfipadné zpozdéné hyperlokomoce v OFT. V testu PPl ASR zvolime stejny
postup a budeme usilovat o naméreni vys$si ASR u zvifat pod vlivem aktivni latky. Data

budou po doplnéni nasledné vyuzita k sepsani impaktované publikace.
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7. Zavér

Tato prace jako prvni in vivo studie popisuje akutni uc¢inky 2CBFly-NBOMe, vysoce
selektivniho parcidlniho agonisty 5-HT,a receptorli, na fyziologické a behavioralni
parametry potkanich samcl kmene Wistar. Latka velmi silné inhibovala pohyb a pUsobila
vyrazné snizeni télesné teploty u zvifat drzenych v domovské kleci samostatné, naopak u
zvitat drzenych v klecich po péti nenastaly Zadné vyrazné zmény. 2CBFly-NBOMe projevilo
anxiogenni profil a schopnost silné narusit senzorimotorické zpracovani informace.
Aktivni latka v krevnim séru kulminovala prvnich 30 — 60 minut, jeji pfitomnost byla
detekovana jesté osm hodin po aplikaci. V planu je rozsifit vysledky pro pripadné
zmapovani bifazického efektu 2CBFly-NBOMe. Vzhledem k nebezpecnosti a rozsifenosti
substanci ze skupiny NBOMe a NPS obecné by se mél vyzkum zamérit predevsim na
standardizaci postup pro rychlou a spolehlivou detekci téchto latek v organismu, také je

do budoucna vhodné dlikladné zmapovat jejich akutni i chronické pisobeni.
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