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Sammendrag

@kningen av nye rusmidler pd det globale rusmiddelmarkedet siden 2010 har blitt drevet av
okt tilgjengelighet via internett. Slike nye psykoaktive stoffer (NPS) er definert som nye
stoffer som ikke er kontrollert av FNs narkotikakonvensjoner. Nye psykoaktive stoffer, ogsa
kjent som "designerdop", "legal highs", "spice" eller "badesalt", etterligner effekten av
tradisjonelle rusmidler. Noen av disse nye rusmidlene er svert potente og kan medfere

alvorlige psykiske og fysiske reaksjoner.

12021 var syntetiske katinoner den nest storste klassen nye psykoaktive stoffer som ble
overvaket av EUs narkotikaovervakningsorgan. Syntetiske katinoner er sentralstimulerende
stoffer og blir solgt som alternativer til kokain, amfetamin eller MDMA. Det finnes begrenset
kunnskap om disse nye stoffene, og det er derfor utfordrende for helsevesenet & kunne
behandle potensielle forgiftninger. Mélet med denne masteroppgaven var a studere
farmakologiske egenskaper til to nye syntetiske katinoner tilgjenglige pa det norske og
europeiske rusmiddelmarkedet. Farmakodynamiske og farmakokinetiske egenskaper av 3-
metyletkatinon (3-MEC) og a-pyrrolidinoisoheksanofenon (a-PiHP) ble sammenlignet med
henholdsvis metkatinon og a-pyrrolidinovalerofenon (a-PVP), som ble benyttet som

referansestoffer gjennom hele studien i mus som modelldyr.

Det ble utfort in vitro-forsek i nerveterminaler isolert fra musecerebrum for & undersoke
virkningsmekanisme og potens av rusmidlene. Videre ble det utfort in vivo-forsek i mus for &
undersoke akutt ruseffekt, stereotypisk adferd og endringer i kroppstemperatur etter
eksponering for ulike doser av rusmidlene. Effekten av rusmidlene i in vivo-forsekene ble
sammenlignet med kontrolldyr for & undersgke om det var en signifikant forskjell. Blod og
hjernevev fra mus ble analysert for rusmiddelkonsentrasjon for & undersoke stoffenes

farmakokinetikk.

Hovedfunnene fra studien er at 3-MEC ga mindre ruseffekt og endring i kroppstemperatur,
sammenlignet med referansestoffet metkatinon. Farmakokinetisk profil var noksa lik for de to
stoffene, mens 3-MEC viste noe kortere halveringstid sammenlignet med metkatinon. 3-MEC
er en potent hemmer av monoaminopptak, men var 2,5-3,5 ganger mindre potent hemmer av
noradrenalin- og dopamin-opptaket, og 13,6 ganger mer potent hemmer av serotonin-opptaket

sammenlignet med metkatinon.



a-PiHP ga mindre ruseffekt og endring i kroppstemperatur sammenlignet med
referansestoffet a-PVP. Begge stoffer ga stereotypisk atferd etter injeksjon av doser pa eller
hayere enn henholdsvis 7,5 mg/kg a-PiHP eller 3,75 mg/kg a-PVP. Farmakokinetisk profil
var noksa lik for a-PiHP og a-PVP, men a-PiHP distribueres mer til hjernen sammenlignet
med a-PVP. Videre var a-PiHP en like potent og litt mindre potent hemmer av henholdsvis
dopamin- og noradrenalin-opptaket, og noe mer potent hemmer av serotonin-opptaket
sammenlignet med a-PVP. Bdde in vitro- og in vivo-studiene indikerer at 3-MEC og a-PiHP

er mindre potente enn de respektive referansestoffene.
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Forkortelser

(NH4)2COs Ammoniumkarbonat

[*H]-5-HT Radioaktivt merket serotonin

[*H]-DA Radioaktivt merket dopamin

[*H]-NA) Radioaktivt merket noradrenalin

3-MEC 3-metyletkatinon (3-methylethcathinone)
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CaCl, Kalsiumklorid
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cv Cone-spenning

DA Dopamin

DAT Dopamintransporter

Emax Maksimal lokomotorisk aktivitet

eV Elektronvolt

FOTS Forseksdyrforvaltningens tilsyns- og seknadssystem

VIII



HCI
HNO;
1Cso

IS

KCl

m/z
MDMA
MDPV
MeOH
MgCl,
MK
MRM
NA
NazPOg4
NaCl
NaHCO;
NAT
NH4HCO>

NPS

Hydroklorid

Salpetersyre

Konsentrasjonen av rusmiddel som gir 50 % hemmende effekt
Internstandard

Stigningskonstanten

Kaliumklorid

Mass-to-charge (masse til ladning)
3,4-metylendioksymetamfetamin
3,4-metylendioksipyrovaleron

Metanol

Magnesiumklorid

Metkatinon

Multippel reaksjonsmonitoreringsanalyse
Noradrenalin

Dinatriumhydrogenfosfat

Natriumklorid
Natriumhydrogenkarbonat
Noradrenalintransporter
Ammoniumformat

Nye psykoaktive stoffer

IX



PMMA

PMSK

RPM

UHPLC/MS-MS

S.c.

SEM

SERT

T

Tmax

a-PiHP

a-PVP

Oksygen

Parametoksymetamfetamin

Person med serskilt kontrollansvar

Revolutions per minute (omdreininger per min)
Ultraeffektiv vaeskekromatografi tandem massespektrometri
Subkutan

Standardfeil

Serotonintransporter

Halveringstid

Tiden som gir maksimal effekt eller konsentrasjon
Volt

a-Pyrrolidinoisoheksanofenon

a-pyrrolidinovarlerofenon eller a-pyrrolidinopentiofenon



Innholdsfortegnelse

1

INEPOAUKSTON ..ttt ettt et et e s abe bt e b e eteeenaeenne 1
1.1 Nye pSYK0aKtive STOTTET ....ccuiiiuiiiiieiieeiiee e 1
1.1.1 Et rusmiddelmarked i endring...........coceeviieiiiiiieniiiiieee e 1
1.2 K@HIOMET ...ttt ettt ettt sb et et b et e bt et saeenees 3
1.2.1 KOat-planten ..........cooouiiiiieiieie ettt et 4
1.2.2 Endogene katekolaminer og sympatomimetika ............cccoeveeeeriieniiienieniiieieenen. 5
1.2.3 Terapeutisk bruk av syntetiske katinoner.............cccoccveveiieninniiienieniieieeeeee 6
1.3 Farmakologiske effekter av syntetiske katinoner.............coceveevenieniiiininccncnnene. 7
1.3.1 Noradrenerg, dopaminerg og serotonerg stimulering ............cocceeveercieenivennnnne. 7
1.3.2 Akutte uenskede effekter og dadsfall............ccoooieiiiiiiiniiiii e, 8
1.4  Virkningsmekanisme av syntetiske Katinoner...........c.ccocceveeveenienieneenenieneeieneee 8
1.4.1 Monoaminsignalering i sentralnervesysStemet.........coceeververeerierieneenienieneenns 8
1.4.2 Hemmere eller substrater for monoamintransporterer ............cceeeveeeveereeennnenne. 10
1.5  Inndeling av syntetiske KatiNONET............cceevieeiieniiiiieiie et 11
1.6 Hensikt Med StUAICN .....ovuiiriiiiiiiiiieiec et 13
Materialer 0Z METOUET .........ieiuiiieiiiiieiie ettt ettt ettt e et e et eeabeebeeseneeseens 14
2.1 Kjemikalier 0g 1aboratori@UISLYT .......ccveeruiieiieiieeiiecee ettt 14
2.2 FOTSOKSAYT .ottt ettt et et eabe e ennas 17
2.3 Forseksoppsett til i77 Vivo-StUAIET ..........cocvieiiieiiieiieiieeieeee e 18
2.3.1 Rusmidler og rusmiddel@sninger ...........ccceeveerieniieniieniieieeieeee e 19
24 LokomotoriSK aKEIVIEEE ......cceevueriiriieitieieniterie ettt sttt 20
2.5 Stereotypisk adferd..........c.ooouiiiiiiiiee e 21
2.6 TemperaturMAlINGEr .......c.ccoiiieiiieriieeiierieeteeete et te et et eeteeseaeesbeessaeebeesaseenseennnas 22
2.6.1 Implantering av teMPETaturSENSOT .........cevuierieeriierieeieesreerteesreeseesereenseesneeenne 22
2.6.2 Avlesing av KroppStEMPETAtUL .......cc.eeeviierieeiiieiieeiieeieeite et sveeeee e e 23
2.7  FarmakoKinetikKSTUAIC .........ccoueriiriiiiiiiiieiie et 24
2.7.1 Uttak av blod 0Z hJeINe ........ooouiiiiiiiieiiee ettt 24
2.7.2 Homogenisering av hjerne ...........coccveeiieriieiiieniie et e 25
2.7.3 Preveopparbeidelse for UHPLC-MS/MS.........cccoooiiiiiniieieeeeeeee e 25
2.7.4 Konsentrasjonsbestemmelse med UHPLC-MS/MS..........ccooviiviiniiiinnennene. 27
2.8 Nevrotransmitteropptak i SynaptoSOMEr i7 VItFO........cceeeveeieeeeieeriieneeenieesieeieenenes 29



2.8.1 Isolering av synaptosomer fra musehjerne............cceeeeviienienciienienieceeee, 29

2.8.2 MonoaminOPPLaK 72 VItFO .........occueeviieeiieiieeiieiie et 32
2.9 Statistikk 0g dataanalySe ..........c.ceceeviieiiiiiiiciieeee e 33
3 RESUIALET ...ttt sttt 34
3.1 Lokomotorisk aktiVITet .......cc.eeruieiiriiriieieiieeee s 34
3.1.1 Effekt av 3-MEC 0g metkatinon ...........cccceeviiiiieiiieniienieciiece e 34
3.1.2 Effekt av @-PIHP 0g @-PVP .....c.cocooiiiiiiieeeeeeee e, 37
3.2 Stereotypisk adferd..........c.ooouiiiiiiiee e 40
33 Kroppstemperatur etter eKSPONETING ..........cecveeriieiiierieeiiieeieeiieeieeiee e eiee e eeens 41
3.3.1 Effekt av 3-MEC 0g metkatinon ...........cccceeviiiiieiiieniienieeiieeeeee e 41
332 Effekt av a-PiHP 08 @-PVP ....cccoooiiiiiie e 42
3.4  Farmakokinetikk i blod 0g hjernevev..........cccoeviieriiiiiiiiiiiiieieceeeece e 44
34.1 Konsentrasjonskurver for 3-MEC og metkatinon ..............ccceeeveevienieenieennnnne. 44
342 Konsentrasjonskurver for @-PiHP og @-PVP ..........ccccoooiiiiiiiiiiiiei, 46
3.5 MonoaminOPPLAK ....cc.eeeiieiieiiieiie ettt e enee s 48
3.5.1 Effekt av 3-MEC 0g metkatinon ...........cccceeviiiiieiiienienieeiiece e 48
3.5.2 Effekt av a-PiHP 08 @-PVP ....cccooiiiii e, 50

A DISKUSJON...ceutiiiieeiie ettt ettt et e st e et e st e bt e s ab e e bt e esbeebeeeabeenseenneas 52
4.1 Farmakodynamiske og farmakokinetiske egenskaper av 3-MEC og metkatinon.... 52
4.1.1 3-MEC er en mer potent hemmer av SERT ........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee, 52
4.1.2 Akutt ruseffekt og stereotypisk aktivitet av 3-MEC .........ccccoevieiiiinieninenn. 53
4.1.3 3-MECs farmakoKinetikK ..........ccccoveriiniiiiniiniiieiieiecceeeeeeeee e 55
4.1.4 3-MEC induserer hypertermi ...........ccceevueenieeiiieniieeieerie e 56
4.2  Farmakodynamiske og farmakokinetiske effekter a-PiHP og a-PVP...................... 57
4.2.1 a-PiHP er en mer potent hemmer av SERT ........cccocoiiiiiiniiiiniiniieieeee 57
4.2.2 Akutt ruseffekt og stereotypisk aktivitet av @-PiHP ..........ccccooceeviiiniininenn. 58
423 a-PiHPs farmakoKinetikk ...........ccccoviiiiiiiniiniiiiiccececee e 60
4.2.4 a-PiHP induserer hypertermi..........occvevieeiiieniieiiieniecieeee e 60
4.3 Sammenligning av de syntetiske katinonene ............ccccceeeveevieeiieniencieenieeiceeeee, 61
4.3.1 Kliniske vurderinger og potens av 3-MEC og a-PiHP ...........c..cccoeiirnnnnnnnn. 61
432 Pyrrolidinkatinoner krysser blod-hjernebarrieren i sterre grad........................ 62
433 Mindre fare for hypertermi etter 3-MEC og a@-PiHP ............ccccooeiiiiiinnnnnne 62
4.4  Overforbarhet fra mus til MENNESKET ..........cceviiriiiiiiiniieecee e 63

XII



4.5 VEAETE STUAIET e ennnns 63

5 KONKIUSJOM 1.ttt ettt ettt et e et e et e e bt e enbe e teesnbeenbeesnbeenneen 64
LAtETAtUITISTE ..ttt ettt st sb et et sbe et s e b enae 65
Vedlegg A — Skaringskjema for evaluering av smerte og humane endepunkter ..................... 72
Vedlegg B — UHPLC-MS/MS ... ..ottt ettt ettt et st sae e 74
Vedlegg C — Linearitet mellom vevskonsentrasjon og opptak .........cccceceevienciiiniienciienienieene, 75
Vedlegg D — Observert stereotypisk adferd ...........ccoooveiiiiiiiiiiniiceeee e 79

XIII






1 Introduksjon

1.1 Nye psykoaktive stoffer

Psykoaktive stoffer er kjemiske substanser som pavirker det sentrale nervesystemet, og kan
dermed pavirke humer, oppfatninger, bevissthet og adferd (1 s. 629). Nye psykoaktive stoffer
(NPS) defineres som psykoaktive stoffer som ikke er internasjonalt kontrollert av FNs
narkotikakonvensjoner (2, 3). Disse stoffene blir syntetisert for a etterligne den
farmakologiske effekten til tradisjonelle rusmidler eller legemidler (2, 3). NPS er ogsé kjent
som «designerdop», «legal highs», «research chemicals», «krydder», eller «badesalt» (2, 3,

4).

Antallet NPS pa rusmiddelmarkedet har okt bdde globalt og i Norge (2, 4, 5, 6). Noen av disse
stoffene er svaert potente og kan gi alvorlige psykiske reaksjoner og livstruende forgiftninger
(6). Den begrensede kunnskapen om virkningen av disse stoffene utgjor en betydelig
utfordring for helsevesenet nar det gjelder & behandle forgiftninger (6). EUs
narkotikaovervékningsorgan kategoriserer NPS inn i ulike grupper som syntetiske
cannabinoider, katinoner, opioider, arylsykloheksylaminer, fenetylaminer, tryptaminer,

benzodiazepiner og andre stoffer (7).

1.1.1 Et rusmiddelmarked i endring

Rundt 2010 ble det registrert en bemerkelsesverdig ekning i antall NPS pa markedet (8). I det
aret ble det registrert 41 NPS for forste gang pa det norske og europeiske rusmiddelmarkedet
(Figur 1.1) (2). 12014 og 2015 alene ble det registrert omtrent 100 nye NPS (2). Qkningen av
NPS skyldes i stor grad globalisering, der internett og ny teknologi muliggjorde okt
distribusjon av NPS (5). Dette skapte et skifte i produksjonssted fra smé illegale laboratorier
Europa til storskalaproduksjon hos kjemiske eller farmaseytiske bedrifter primert i Kina, men
ogsa i India (2, 5). Som et resultat av denne endringen i produksjonssted kan NPS bli

syntetisert med hey renhet og bli solgt rimelig (5).
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Figur 1.1 Nye psykoaktive stoffer (NPS) som ble rapportert for forste gang til EUs overvakingssystem for tidlig
varsling fra 2005 t.o.m. 2021 (2). Figuren er gjengitt med tillatelse fra Det europeiske overvékingssenteret for
narkotika og narkotikamisbruk, 2022.

Fra og med 2014 utgjorde flertallet av NPS som ble tilgjengelige pa rusmiddelmarkedet to
hovedkategorier: syntetiske cannabinoider og syntetiske katinoner (2, 4, 5). Syntetiske
cannabinoider, ogsa kjent som «spice» eller «krydder» blir markedsfert som «lovlige»
alternativer til cannabis (2, 4, 8). Syntetiske katinoner blir solgt under produktnavn som
«badesalt» (4, 8, 9) og markedsfort som «lovlige» alternativer til sentralstimulerende stoffer

som amfetamin, kokain eller MDMA (figur 1.3) (2, 4, 8).

Syntetiske katinoner er tilgjengelige som pulver eller krystaller og kan administreres
intranasalt, intravengst eller oralt (3, 8). Vanlige virkestoffer som har blitt solgt som
«badesalty inkluderer hovedsakelig 4-metylmetkatinon (mefedron), 3,4-
metylendioksymetkatinon (metylon) og 3,4-metylendioksipyrovaleron (MDPV) (3, 4, 10).
Rundt 2011 ble ogsa a-pyrrolidinovalerofenon (a-PVP; a-pyrrolidinopentiofenon)

introdusert pa rusmiddelmarkedet og brukt under gatenavnet «flakka» (11).

Fra 2015 til 2022 ble antall nyregistrerte NPS pé rusmiddelmarkedet redusert fra omtrent 100
til 50 hvert ar, 1 motsetning til trenden 1 2014 og 2015 (2). I lepet av de siste seks arene har
det blitt observert en gkning i utviklingen av mer potente stoffer innen klassen syntetiske

opioider, som fentanylanaloger og nitrazener, som har forarsaket dedsfall (2).

12021 ble totalt 884 NPS overvaket pa det europeiske rusmiddelmarkedet, hvorav 162 tilherte

klassen syntetiske katinoner (7) (figur 1.2). Dette gjor syntetiske katinoner til den nest storste



klassen av NPS som blir overvéket etter syntetiske cannabinoider (7). For informasjon om

utbredelse av de ovrige klassene NPS, se figur 1.2.

Antall stoffer overvaket av EUs system for tidlig varsling, etter kategori

41 27
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Figur 1.2 Totalt antall nye psykoaktive stoffer (NPS) som overvakes i EU 2022 (7). Figuren er gjengitt med
tillatelse fra Det europeiske overvakingssenteret for narkotika og narkotikamisbruk, 2022 (7).

1.2 Katinoner

Syntetiske katinoner er kjemiske analoger av det naturlige alkaloidet katinon, og har lignende
farmakologiske effekter (3). Strukturelt sett er katinon en naturlig analog av amfetamin (12).
Den strukturelle forskjellen mellom katinon og amfetamin er at katinon inneholder et keton i

[B-posisjon fra amingruppen pa amfetaminmolekylet (3, 13) (figur 1.3).
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Figur 1.3 Strukturformler av A) katinon, B) kokain , C) amfetamin, D) metamfetamin og E) 3,4-
metylendioksymetamfetamin (MDMA). Katinon skiller seg fra amfetamin ved at katinon inneholder et keton
(lys bld) 1 B-posisjon fra amingruppen pa amfetaminmolekylet (3, 13). Figurene er laget i MolView.

1.2.1 Khat-planten

I generasjoner har den stimulerende effekten av Khat-planten, Catha edulis, vert kjent i
mange land 1 Ost-Afrika og ser pé den arabiske halveya (3). Den forste nedskrevne bruken av
Khat var pa 1300-tallet (14) og planten har blitt kultivert og brukt i mange land i de
overnevnte omradene fram til dags dato (3, 12). Det var forst i 1975 at katinon ble isolert fra
Khat-planten og identifisert (10, 12, 15). Katinon er et alkaloid som forekommer naturlig i
bladene til Khat-planten, og er det mest aktive virkestoffet som forérsaker den
sentralstimulerende effekten til Khat (3, 10, 12, 16)(figur 1.3). Katinon er en relativt ustabil
forbindelse, og det brytes ned til katin (norpseudoefedrin) og norefedrin (fenylpropanolamin)
etter innhesting og terking (12, 17). Katin har ogsé psykoaktive egenskaper, men er mindre
stimulerende sammenlignet med katinon, mens norefedrin ikke induserer psykoaktive effekter
(17). P& grunn av nedbrytningsprosesser vil ferske blad fra Khat-planten gi mest ruseffekt (16,
17). Nar fersk Khat tygges langsomt blir katinon frigjort fra planten og absorbert fra
munnhulen og magesekken (18). Khat kan ogsé inntas ved reyking eller ved & drikke te laget

av planten (18).



1.2.2 Endogene katekolaminer og sympatomimetika

Katinon er strukturelt lik katekolaminer, som er en klasse endogene signalstoffer i hjernen (1
s. 197, 12) Katekolaminer har et strukturskjelett av f-fenetylamin og to hydroksylgrupper i
ringstrukturen, som illustrert i (figur 1.4)(1 s. 197, 12). De endogene katekolaminene dopamin
(DA), noradrenalin (NA) og adrenalin er nevrotransmittere som virker pa de adrenerge
reseptorene i det sympatiske nervesystemet, samt pd dopaminerge og adrenerge reseptorer i
det sentrale nervesystemet (12). Sympatomimetika er stoffer som etterligner effekten av
noradrenalin og adrenalin, og kan gke nevrotransmittertransmisjonen av enten direkte ved a
virke som agonister pd adrenerge reseptorer, eller indirekte ved & eke mengden av endogene
katekolaminer i synapsespalten (se avsnitt 1.4.2)(1 s. 214, 12). Amfetamin og kokain (figur

1.3 B og C) er sympatomimetika som virker indirekte pd adrenerge reseptorer (19).

Adrenerge reseptorer deles hovedsakelig inn etter a- og -subtyper, spesifikt ai1- og a»-eller
p1-, B2-, og fi-reseptorer (1 s. 198). Hovedeffektene ved stimulering av ai-reseptorer
inkluderer vasokonstriksjon av glatte muskulatur, avslapping av glatte muskelceller i mage-
tarmkanalen, okt spyttsekresjon og glykogenolyse (1 s. 198). P& den andre siden forer
stimulering av a»-reseptorer til hemming av nevrotransmitterfrigjering i noradrenerge
nerveceller, aggregering av blodplater, vasokonstriksjon av glatte muskelceller, og hemming
av insulinutskillelse (1 s. 198). Nar det gjelder S-reseptorer resulterer stimulering av f1-
reseptorer til gkt hjertefrekvens og kontraksjonskraft, mens stimulering av >-reseptorer
dilaterer glatt muskulatur 1 bronkiene og i indre organer (1 s. 198). Stimulering av [53-

reseptorer forer til lipolyse og termogenese (1 s. 198).

Katinon er et sympatomimetikum (12, 20) med sentralstimulerende effekt som gir blant annet
eufori og arvékenhet. Effekten oppnds en halv time etter tygging av khat og kan vare i opp til
3 timer (12). Akutte ugnskede effekter etter inntak er assosiert med aktivering av det
sympatiske nervesystemet, og inneberer kardiovaskulere effekter som gkt puls og blodtrykk,
og hypertermi (12, 16, 18). Etter hoydose eller langvarig bruk av Khat har det blitt
dokumentert andre uenskede effekter som psykose og psykisk avhengighet (16, 18).
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Figur 1.4 Strukturformler for katekolaminer. Strukturskjelettet til katekolaminer er strukturelle analoger av A)
[-fenetylamin. B) Dopamin, C) noradrenalin og D) adrenalin er endogene signalstoffer (nevrotransmittere) som
kategoriseres som katekolaminer (12). Strukturformlene er laget i MolView.

1.2.3 Terapeutisk bruk av syntetiske katinoner

Metkatinon regnes som det forste syntetiserte katinonet (10), og ble framstilt for forste gang i
1928 1 hap om at det skulle ha terapeutisk potensiale (21). Metkatinon ble markedsfort som et
antidepressivum pd 1930- og 1940-tallet i1 det tidligere Sovjetunionen (22). Senere ble flere
metkatinon-analoger (figur 1.5) syntetisert som potensielle legemiddelkandidater for
behandling av depresjon og overvekt (3, 13). P4 1960-tallet ble a-PVP patentert som et
sentralstimulerende og blodtrykk-ekende legemiddel av legemiddelfirmaet Boehringer
Ingelheim (23). a-PVP ble imidlerltid trukket tilbake fra markedet etter rapportert misbruk av
legemiddelet (11). @kende misbruk av metkatinon pa 1970-tallet i tidligere Sovjetunionen og
1 USA pa 1900-tallet, forte til bekymringer knyttet til misbruk- og avhengighetspotensialet av
syntetiske katinoner (13, 22). P4 grunn av misbruk- og avhengighetspotensialet, er det bare ett

syntetisk katinon som har fatt markedsforingstillatelse i Norge i dag (13). Bupropion, som er



virkestoffet i Wellbutrin®, er en katinon-analog som ble introdusert pa 1980-tallet, og som

fortsatt brukes i behandling av depresjon (3, 22).
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Figur 1.5 Generell struktur for analoger av syntetiske katinoner. R-gruppene viser hvor substituenter kan inngé i
molekylet for & lage nye analoger av katinon. R1 viser mulig substitusjon i den aromatiske ringen, R2 viser
mulig substitusjon pa a-karbonet i sidekjeden, og R3 og R4 viser mulig substitusjon pa aminet.

1.3 Farmakologiske effekter av syntetiske katinoner

De farmakologiske effektene av syntetiske katinoner er et resultat av noradrenerge,

dopaminerge, og serotonerge effekter bade sentralt og perifert i nervesystemet (9, 12).

1.3.1 Noradrenerg, dopaminerg og serotonerg stimulering

Syntetiske katinoner aktiverer det noradrenerge systemet (9, 24, 25), hvor NA spiller en rolle i
regulering av vékenhet, blodtrykk, seksualdrift og humer (1 s. 501). Syntetiske katinoner som
stimulerer til noradrenerg aktivitet bidrar til stimulerende effekter som gkt energi, bedre
humer, gkt drvakenhet og oppmerksomhet (8, 26). Ugnskede effekter av syntetiske katinoner
er hovedsakelig knyttet til sympatomimetiske effekter med fokus pa hjerte- og karsystemet
(13, 27). Hoye doser og langvarig bruk av katinoner kan fore til aggressiv oppfersel,

hypertermi, hypertensjon, takykardi og hjertestans (28, 29, 30).



Dopaminerge hjernebaner regulerer motorisk funksjon som koordinasjon og bevegelse,
folelser og belenning (1 s. 504). I lave doser gir syntetiske katinoner en folelse av eufori og
nytelse (8) pd grunn av stimulering av belenningsomrédet i hjernen som ligger i den
mesolimbiske nervebanen (31, 32). Syntetiske katinoner har derfor et hayt
avhengighetspotensiale (9, 33). Syntetiske katinoner som stimulerer til gkt dopaminerg

aktivitet kan i tillegg gi hallusinasjoner (4, 34).

De serotonerge nervebanene er assosiert med regulering av sevn, vikenhet, humer,
kroppstemperatur, appetitt, og oppfatning av smerte (1 s. 506). I hoye doser kan syntetiske
katinoner med serotonerg aktivitet forarsake serotonergt syndrom med forvirring,

hallusinasjoner og hypertermi (4, 9).

1.3.2 Akutte ugnskede effekter og dedsfall

Dodsfall forarsaket av syntetiske katinoner skyldes akutte uenskede effekter som hypertermi,
hypertensjon, hjertestans og serotonergt syndrom (13). Det har ogsd veart rapportert 128
dedsfall 1 Storbritannia knyttet til mefedron i en periode pa to ar pa 2010-tallet, hvorav 26 var
direkte knyttet til akutt toksisitet av mefedron (27). Fra 2012 til 2015 var det ogsa rapportert
115 dedsfall knyttet til a-PVP i Europa, hvorav 23 var direkte knyttet til akutt toksisitet (35).
12019 ble det forste dedsfallet knyttet til a-PiHP registrert (36), og det har nylig vert et
dedsfall som folge av akutt toksisitet av a-PiHP (37).

1.4 Virkningsmekanisme av syntetiske katinoner

1.4.1 Monoaminsignalering i sentralnervesystemet

For a kunne forsta virkningsmekanismen til syntetiske katinoner, er det essensielt & ha innsikt

1 hvordan monoaminsignalering i hjernen foregar.

I sentralnervesystemet til pattedyr finnes det i stor grad nerveceller som syntetiserer, lagrer og
frigjeor monoaminene DA, NA og serotonin 5-HT (38). Under fysiologiske betingelser vil et
stimuli fore til signaloverforing mellom nerveceller (figur 1.6) (39). Dette foregar ved
frigjoring av nevrotransmittere som DA, NA og 5-HT fra vesikler i nerveterminalen via
eksocytose (39). Nevrotransmitterne DA, NA og 5-HT diffunderer over synapsespalten og

aktiverer de postsynaptiske reseptorene, henholdsvis dopaminerge, adrenerge og serotonerge
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reseptorer. Aktivering av disse reseptorene forer til en respons i den postsynaptiske
nervecellen (39). Presynaptiske nerveceller har cellemembranproteiner som fungerer som
dopamintransporterer (DAT), noradrenalintransporterer (NAT) og serotonintransporterer
(SERT) (3, 4, 24). Signaloverforingen mellom nervecellene oppherer ved aktivt reopptak av
de frigjorte monaminene fra synapsespalten tilbake inn i nervecellen gjennom
monoamintransporterene (38). Denne reopptaksprosessen bidrar til resirkulering av DA, NA

og 5-HT, slik at de kan benyttes pa nytt ved et nytt signal (40).

Presynaptisk Presynaptisk
nervecelle nervecelle
Vesikkel
med DA/NA Vesikkel
med 5-HT
("] Q
0® (L)
Q, (]
0°. o® °
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[}
@
Eksocytose Eksocytose
Q @
OO DAT / NAT O‘ SERT
[}
Dopamin / o © Q °® @ 0@ P P ()
noradrenalin @ ® ®
) @ @ @ © )
@ Serotonin o0 9O g [ JPS P
® @ o @
2 b
5-HT-
Adrenerge Dopamin- reseptor
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Postsynaptisk
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Figur 1.6 Forenklet illustrasjon pa signaloverfering mellom dopaminerge, noradrenerge og serotonerge
nerveceller. Et stimuli forer til frigjering av nevrotransmitterne dopamin (DA), noradrenalin (NA) og serotonin
(5-HT) fra den presynaptiske cellen (39). Nevrotransmitterne binder seg til reseptorer pa den postsynaptiske
cellen og utever en respons i malcellen (39). Dopamintransporterer (DAT), noradrenalintransporterer (NAT) og
serotonintransporter (SERT) transporterer henholdsvis DA, NA og 5-HT tilbake i den presynaptiske nervecellen
og signaloverferingen oppherer (38). Figuren er laget i biorender.com.



1.4.2 Hemmere eller substrater for monoamintransportorer

Syntetiske katinoner utever sin effekt ved & virke p4 monoamintransporterene DAT, NAT og
SERT (figur 1.7) (3, 4, 24). Virkningen er avhengig av den kjemiske strukturen, som avgjer
affiniteten og selektiviteten til DAT, NAT og SERT (9, 29). Syntetiske katinoner virker pé to
forskjellige mater: ved & hemme reopptaket av monoaminer, eller som substrater for
monoamintransporterene (3, 29, 38, 41). Basert pa ulik selektivitet til
monoamintransporterene vil de ulike katinonene kunne gi varierende sentralstimulerende

effekter ved forskjellige doser, i tillegg til & ha ulikt avhengighetspotensial (13, 25, 29).

Syntetiske katinoner hemmer reopptak ved binding til det aktive setet i transporterene, uten &
bli transportert inn i cellen (3, 41). Syntetiske katinoner kan ogsa bli transportert inn i
cytoplasma gjennom aktiv transport, og dermed fungere som substrat for transporterene (38).
Nér de syntetiske katinonene transporteres inn i cytoplasma ferer det til effluks av
monoaminer giennom monoamintransporteren, ogsa kalt transport-mediert frigjering (39, 42,
43). Resultatet av blokkerte transporterer og effluks av monoaminer gjennom
monoamintransporterene er gkte ekstracellulere konsentrasjoner av monoaminene DA, NA
og 5-HT, som forlenger aktiveringen av postsynaptiske reseptorer (3, 13, 25, 38, 44). De
postsynaptiske reseptorene er delt inn etter subtyper av DA, NA og 5-HT, hvor DA-reseptorer
er delt inn 1 Di- og Da-reseptorer, som er viktige i hukommelse, oppmerksombhet,

impulskontroll, og motorisk aktivitet (45).
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Figur 1.7 Forenklet illustrasjon av virkestedet til nye syntetiske katinoner. Katinoner gker konsentrasjonen av
monoaminer i synapsespalten ved & virke som: 1) reopptakshemmer av dopamin (DA), noradrenalin (NA) og
serotonin (5-HT) (venstre nerveterminal) og 2) som substrat for monoamintransporteren (hoyre nerveterminal)
(3, 29, 38, 41). Ved a oke konsentrasjonen av monoaminer i synapsespalten vil signaler forlenges fra de
postsynaptiske reseptorene og videre til malcellene, hvor responsen uteves (38). De postsynaptiske reseptorene
kan vere adrenerge reseptorer, dopaminreseptorer eller 5-HT-reseptorer. Figuren er laget i biorender.com.

1.5 Inndeling av syntetiske katinoner

Syntetiske katinoner kan deles inn 1 tre grupper basert pa virkningsmekanisme og effekt pd
monoamintransporterene i in vitro-studier (24). Dette inkluderer i hvor stor grad katinonene
hemmer reopptak av DA, NA og 5-HT, og effekt pa frigjeringen av disse nevrotransmitterne

(24, 29).

Den forste gruppen er syntetiske katinoner som har lignende virkningsmekanisme som kokain
(figur 1.3 B) og MDMA (figur 1.3 E), som f.eks mefedron og metylon (24, 29). Denne
gruppen syntetiske katinoner virker som ikke-selektive monoaminreopptakshemmere pé

DAT, NAT og SERT men er mer selektiv til DAT enn SERT, som er virkningen av kokain
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(24, 29). 1 tillegg inneholder denne gruppen syntetiske katinoner som kan frigjere 5-HT fra

nerveterminalene, som er virkningen av MDMA (24, 29).

Den andre gruppen er syntetiske katinoner og har egenskaper som ligner metamfetamin (figur
1.3 D), og inkluderer katinon (figur 1.3 A) og metkatinon (figur 1.8 A)(24, 29). Denne
gruppen katinoner virker som katekolaminreopptakshemmere av NAT og DAT, og frigjer DA

fra nerveterminalene (24, 29).

Den tredje gruppen er pyrrolidinkatinoner, som er potente og selektive
katekolaminreopptakshemmere med liten effekt pd SERT (24, 29). Pyrrolidinkatinoner i
denne gruppen fungerer ikke som et substrat av monoaminene, og gir derfor ikke frigjoring av
nevrotransmittere (24, 29, 46). Eksempler pa syntetiske katinoner i denne gruppen er MDPV
og a-PVP (figur 1.8 C) (24, 29, 46).

(] (o]
0% s
| I
’L\ ¢\/
A Metkatinon B 3-MEC (3-metyletkatinon)
o] o
¢ d\g/
C a-PVP (a-pyrrolidinovalerofenon) D a-PiHP (a-pyrrolidinoisoheksanofenon)

Figur 1.8 Strukturformler for de syntetiske katinonene som studeres i denne oppgaven, henholdsvis A)
metkatinon, B) 3-metyletkatinon (3-MEC), C) a-pyrrolidinovalerofenon (a-PVP; a-pyrrolidinopentiofenon) og
D) a-pyrrolidinoisoheksanofenon (a-PiHP).
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Prekliniske studier har vist at selektiviteten til DAT sammenlignet med SERT er avgjorende
for hvor avhengighetsskapende et rusmiddel er (3, 47). DAT/SERT-ratioen blir beregnet med
slik: 1/ICso DAT:1/ICso SERT (48). Jo mer potent effekt pd DAT i forhold til SERT
(DAT/SERT-ratio > 10), desto mer avhengighetsskapende effekt har rusmiddelet (3, 13, 24,
47), da ekt DA-frigjering stimulerer belenningssystemet (31, 32). Dersom et rusmiddel har et
lavt DAT/SERT-ratio indikerer dette at rusmiddelet har mindre avhengighetsskapende effekt
(3, 47, 49). Dette henger sammen med at 5-HT frigjering har en hemmende effekt pé

belenningssystemet og dermed kan redusere risikoen for avhengighet (3, 47, 49)

1.6 Hensikt med studien

Formalet med denne studien var & undersoke farmakodynamiske og farmakokinetiske
egenskaper til to nye syntetiske katinoner som er tilgjengelige pa det norske og europeiske
rusmiddelmarkedet. Det finnes lite informasjon om virkning av disse stoffene, og dermed

stoffenes helseskadelige effekter.

I denne studien ble mus brukt som dyremodell for in vivo- og in vitro-studier for de syntetiske
katinonene 3-metyletkatinon (3-MEC) og a-pyrrolidinoisoheksanofenon (a-PiHP). De
farmakologiske egenskapene til 3-MEC og a-PiHP ble sammenlignet med henholdsvis
metkatinon og a-pyrrolidinovalerofenon (a-PVP), som ble benyttet som referansestoffer

gjennom hele studien.
Delmal for studien:

e Undersgke virkningsmekanisme og potens av 3-MEC og a-PiHP i in vitro-

eksponering for & kunne klassifisere stoffene.

e Undersegke farmakodynamiske effekter som akutt ruseffekt, stereotypisk aktivitet og

endringer i kroppstemperatur etter in vivo-eksponering for 3-MEC og a-PiHP i mus.

e Undersgke farmakokinetikken til 3-MEC og a-PiHP etter in vivo-eksponering i mus.
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2 Materialer og metoder

2.1 Kjemikalier og laboratorieutstyr

Alle kjemikalier som ble benyttet i denne masteroppgaven er vist i tabell 2.1. Oversikt over

laboratorieutstyr er vist i tabell 2.2 Standard laboratorietutstyr som pipetter, pipettespisser,

sentrifugerer, spatler, veieskip, sproyter og kanyler ble levert fra kommersielle leveranderer

av laboratorieutstyr.

Tabell 2.1 Kjemikalier og kjemikalielgsninger.

Produkt

Produsent/leverander

3-metyletkatinon hydroklorid (3-MEC HCI)

Chiron AS, Trondheim, Norge

Ammoniumformat ( NHsHCO,)

Sigma Aldrich, St.Louis, USA

Ammoniumkarbonat (NH4)>CO3

Sigma Aldrich, St.Louis, USA

Benztropinmesylat

Merck, Darmstadt, Tyskland

Bovint serumalbumin (BSA)

Sigma Aldrich, St.Louis, USA

D-(+)-glukose

Sigma Aldrich, St.Louis, USA

Dihydroksyfenyletylamin-3-4-[ring-2,5,6-*H]-Dopamin
(PH]-DA)

PerkinElmer Inc., Waltham,
USA

Dinatriumhydrogenfosfat-2-hydrat

VWR Avantor, Radnor, USA

Etanolbasert desinfeksjon (70%) (Antibac®)

KiiltoClean AS, Lempéélé,
Finland

Etylacetat

Sigma Aldrich, St.Louis, USA

Fluoksetin hydroklorid

Merck, Darmstadt, Tyskland

Heparin (100 IE/mL)

Leo, Ballerup, Danmark

HT)

Hydroksytryptamin kreatininsulfat, 5-[1,2-*H[N]] ([*H]-5-

PerkinElmer Inc., Waltham,
USA

Isofluran

Baxter international, Deerfield,
USA
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Isoton saltvannslgsning (0,9 % NaCl)

B. Braun Medical, Melsungen,
Tyskland

Kaliumklorid (KCI)

Sigma Aldrich, St.Louis, USA

Kalsiumklorid tetrahydrat

Merck, Darmstadt, Tyskland

Magnesiumklorid heksahydrat

Merck, Darmstadt, Tyskland

Metanol

Sigma Aldrich, St.Louis, USA

Metkatinon hydroklorid

Chiron AS, Trondheim, Norge

n-Heptan

Merck, Darmstadt, Tyskland

Natriumhydrogenkarbonat (NaHCO3)

Sigma Aldrich, St.Louis, USA

Natriumklorid (NaCl)

Sigma Aldrich, St.Louis, USA

Noradrenalin levo-[ring-2,5,6-*H]([?’H]-NA)

PerkinElmer Inc., Waltham,
USA

Polyetylenimin solution (50%)

Sigma Aldrich, St.Louis, USA

Reboksetinmesylat Merck, Darmstadt, Tyskland
Salpetersyre (HNO3) VWR Avantor, Radnor, USA
Sukrose Sigma Aldrich, St.Louis, USA

Trizma® hydroklorid (Tris HCI)

Sigma Aldrich, St.Louis, USA

UltimaGold™ tellevaske

PerkinElmer Inc., Waltham,
USA

a-pyrrolidinisoheksanofenon hydroklorid (a-PiHP HCl)

Chiron AS, Trondheim, Norge

a-pyrrolidinovalerofenone hydroklorid (a-PVP HCI; a-
pyrrolidinopentiofenon)

Chiron AS, Trondheim, Norge
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Tabell 2.2 Laboratorieutstyr

Produkt

Produsent/leverander

Analysevekt (Excellence plus XP205)

Metler Toledo, Greifensee,
Sveits

Anestesiapparat med induksjonskammer og maske
(Fluovac og MiniVac)

Hugo Sachs Elektronik —
Harvard Apparatus, March,
Tyskland

Inndamper (Turbovap®)

Biotage, Uppsala, Sverige

Insulinsprayte (0,5 mL, 29G)

Becton Dickinson and
Company, New Jersey, USA

Knivhomogenisator (IKA® T10 Basic Ultra-Turrax®)

Ika Werke, Staufen im
Breisgau, Tyskland

Lux-maler

Clas Ohlson, Oslo, Norge

Mikrofiber glassfilter (Whatman GF/B 25 mm diameter)

GE healthcare

MQ-vannrensesystem (Milli-Q®)

Merck, Darmstadt, Tyskland

Multi Tube-vortexer (VX-2500)

VWR Avantor, Radnor, USA

Multipipette (Multipette® E3x)

Eppendorf, Hamburg,
Tyskland

pH-elektrode (WTW Sentix® 62 )

Xylem Inc., Washington, D.C.,
USA

pH-meter (pH 211 Microprocessor)

Hanna Instruments, Smithfield,
USA

Ristevannbad (GLS Aqua 12 Plus)

Grant Instruments, Cambridge,
UK

Scintillasjonsteller (Tri-carb 28 10TR)

PerkinElmer Inc., Waltham,
USA

Sentrifuge (Avanti J- 301) med JA-17-rotor

Beckman Coulter, Brea, USA

Sentrifuge (X15-R)

Beckman Coulter, Brea, USA

Temperaturavleser (DAS-80271US)

Bio Medic Data Systems, Inc,
Delaware, USA
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Temperatursensor (IPTT-300) Bio Medic Data Systems Inc.,
Delaware, USA

Vakuumbette Millipore (Merck), Darmstadt,
Tyskland

Vekt (TE601) Sartorius, Gottingen, Tyskland

Versamax analyzer Omnitech Electronics Inc.,
Ohio, USA

Versamax Animal Activity Monitor Omnitech Electronics Inc.,
Ohio, USA

Vevshomogenisator (Eurostar power B) Ika Werke, Staufen im
Breisgau, Tyskland

2.2 Forsgksdyr

Hannmus av typen C57BL/6JRj (8—14 uker gamle, Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle,
Frankrike) ble benyttet i alle forsek. Alt arbeid med forseksdyr ble utfort ved Avdeling for
komparativ medisin, Institutt for medisinske basalfag, Universitetet i Oslo (UiO). Etter
ankomst ble dyrene akklimatisert i henholdsvis én eller to uker for de ble inkludert i in vitro-
eller in vivo-forsek. Mus til in vitro-studien (n=45) ble oppstallet i grupper pa 5 mus per 500
cm?-bur. Mus til in vivo-studien (n=203) ble oppstallet i grupper pa 8 mus per 900 cm?>-bur.
Burene inneholdt stre, miljeberikelse (plasthus/iglo og lapehjul) og materiale til redebygging.
Dyrene hadde fri tilgang pa vann og for (10 mm pellets, ssniff® M—Z autoclavable, ssniff
Spezialdidten GmbH, Soest, Tyskland). Musene ble oppstallet ved konstant temperatur (21 +
2°C) og luftfuktighet (50 £+ 10 %), og 12 timers lysperiode fra k1 07.00 til k1 19.00.

In vivo-studien var godkjent av Mattilsynet (Forseksdyrforvaltningens tilsyns- og
soknadssytem — FOTS) for oppstart (FOTS-ID: 29696). In vitro-studien, hvor dyr ble avlivet
for uttak av hjernevev, var godkjent av person med sarskilt kontrollansvar (PMSK) ved
Avdeling for komparativ medisin (Prosjekt-ID: A054). Alle prosedyrer i forsekene ble utfort i
henhold til lov om dyrevelferd, forskrift om bruk av dyr i forsek og EU-direktivet
2010/63/EU.
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2.3 Forsgksoppsett til in vivo-studier

Musene ankom Avdeling for komparativ medisin da de var 8 uker gamle. Figur 2.1 viser en

skjematisk oversikt over in vivo-studien.

For & redusere antall forseksdyr i studien i henhold til 3R-prinsippet (replace, reduce, refine),
inngikk hver mus i flere forsek. For 4 sikre at den forste rusmiddeldosen var fullstendig
eliminert fra kroppen for temperatur- og kinetikkstudiene ble forsek utfort tidligst én uke etter
studiene av rusmiddelindusert lokomotorisk aktivitet. @remerking ble gjort minst fire dager
for musene ble inkludert i forsek for & unnga at stressreaksjoner fra eremerking skulle pévirke

resultatene.

Totalt 203 mus ble inkludert for 4 undersoke i rusmiddelindusert lokomotorisk aktivitet. En
uke etter méling av lokomotorisk aktivitet ble temperatursensorer implantert i 78 mus. Det ble
tilstrebet 6 mus per dose rusmiddel og kontroll i lokomosjonsstudien og temperaturstudien.
Maling av kroppstemperatur og uttak av blod og hjerne til konsentrasjonsmalinger ble utfort
tidligst 4 dager etter implantering av temperatursensor. Uttak av blod og hjerne til kinetikk ble
utfort i 123 mus (ca. 30 mus per rusmiddel, 6 mus per tidspunkt) i1 kinetikkstudien.

Hver mus fikk totalt to injeksjoner av enten 3-MEC, metkatinon, a-PiHP, a-PVP eller 0,9 %
NaCl, og alle injeksjoner ble satt subkutant (s.c.) pd ryggen til musene (10 mL/kg). Det ble

tilstrebet at mus i in vivo-studien fikk samme rusmiddel ved begge injeksjoner.
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Figur 2.1 Tidslinje for in vivo-studien illustrert for én mus. Musene ble inkludert i studie av rusmiddelindusert
lokomotorisk aktivitet etter 3 uker akklimatisering. Rusmidlene som ble injisert s.c. var 3-MEC, metkatinon, a-
PiHP og a-PVP. Kontrolldyr fikk 0,9 % NaCl. Temperatursensor ble implantert én uke etter méling av
rusmiddelindusert lokomotorisk aktivitet. Tidligst 4 dager etter implantering av temperatursensor ble musene
inkludert i temperatur- og/eller kinetikkstudier. Hver mus fikk totalt 2 injeksjoner av rusmiddel. Figuren er laget
1 biorender.com.

2.3.1 Rusmidler og rusmiddelgsninger

Stamlesninger av hvert rusmiddel (0,25, 1, 2,5, 5 mg/mL) ble laget ved Seksjon for
rusmiddelforskning, Avdeling for rettsmedisinske fag, Oslo Universitetssykehus (OUS), og
oppbevart i maksimalt 4 uker ved -20 °C pa Avdeling for komparativ medisin, UiO.
Rusmidlene 3-MEC, metkatinon, a-PiHP og a-PVP ble lgst i og fortynnet med 0,9 % NaCl.
Stamlesningene ble fortynnet til onsket konsentrasjon. Ferdig fortynnet losning ble injisert i

musene samme dag som de ble laget ved Avdeling for komparativ medisin, UiO.
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2.4 Lokomotorisk aktivitet

Inntak av rusmidler forer til okt frigjoring av dopamin i hjernen, spesielt i belenningsomradet
som befinner seg i den mesolimbiske nervebanen (31, 32). I mus forer okt frigjoring av
dopamin i belgnningsomradet til gkt lokomotorisk aktivitet (50). P4 denne méten vil
eksponering for sentralstimulernede rusmidler som amfetamin og kokain i mus resultere i gkt
motorisk aktivitet (50, 51). Endring i lokomotorisk aktivitet er en veletablert metode for &
studere akutt ruseffekt i mus, som tidligere beskrevet av Andersen et al. og Merland et al. (51,

52).

Forsekene ble utfort i et stille rom med dempet belysning (18-25 lux, malt med en lux-maéler).
Registrering av lokomotorisk aktivitet ble gjort 1 9 lokomosjonskammer (Versamax Animal
Activity Monitor, 40 X 40 X 40 cm) med et infraradt rutenett med (2,5 cm X 2,5 cm) i
bunnen av kamrene. Hvert lokomosjonskammer var inndelt i fire kvadranter (20 cm X 20 cm)
med skillevegger 1 pleksiglass, hvor to mus ble plassert diagonalt overfor hverandre for &
unngi forstyrrelser i aktivitetsregistreringen til musene (figur 2.2). Musenes
bevegelsesmeonster ble registrert ved hjelp av det infrarade rutenettet. Lokomotorisk aktivitet

ble registrert i avstand (cm) per intervall pa 5 min.

Figur 2.2 Lokomosjonskammer (Versamax Animal Activity Monitor)
Lokomosjonskammeret var delt inn i kvadranter pa 20 cm X 20 cm med pleksiglass. Musene ble plassert
diagonalt overfor hverandre i hvert sitt kammer for & unngé forstyrrelser i aktivitetsregistreringen
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For forsgket ble musene veid for & bestemme injeksjonsvolum (10 mL/kg). Musene ble
plassert i lokomosjonskammeret i 60 min for tilvenning (habitueringsfase). Etter habituering
fikk musene en s.c. injeksjon med enten metkatinon (1-25 mg/kg), 3-MEC (2,5-30 mg/kg),
a-PVP (0,5-10 mg/kg), a-PiHP (1-15 mg/kg) eller NaCl. Umiddelbart etter injeksjonen ble
hver mus plassert i det lokomosjonskammeret den var habituert i og lokomotorisk aktivitet ble
maélt i 240 min i programvaren Fusion versjon 5.5 VersaMax edition (Omnitech Electronics,
Inc., Ohio, USA). Etter endt lokomosjonsforsgk ble kamrene vasket grundig med mildt

sapevann for 4 unnga at lukt skulle pavirke adferd i neste forsek.

Dosene som ble testet innledningsvis (2,5, 10 og 25 mg/kg) ble valgt pd bakgrunn av tidligere
studier med syntetiske katinoner (53, 54, 55). Basert pa resultatene fra disse dosene, ble flere
doser valgt for & finne den laveste dosen som induserte lokomotorisk aktivitet, og dosen som

ga maksimal lokomotorisk aktivitet (Emax).

Lokomotorisk aktivitet og Emax ble registrert i cm per 5 min intervall (cm/5 min). Emax ble
funnet av intervallet (cm/5 min) som ga den hgyeste gjennomsnittlige registrerte
lokomotoriske aktiviteten etter administrering av de ulike dosene rusmiddel. Total
lokomotorisk aktivitet ble registrert som total tilbakelagt distanse i1 hele forseket (cm/240

min).

2.5 Stereotypisk adferd

Stereotypisk adferd er definert som repetitiv adferd uten formal (56). Slik stereotypisk adferd
er unormal adferd som & rygge, gnage eller slikke pa omgivelsene (vegg og gulv), bevege
hodet raskt fram og tilbake eller opp og ned, eller unormal hyppig og repetitiv normalatferd
som & reise seg pa bakbena, snuse i luften og overdrevent stell eller pussing. Musenes adferd
ble registrert manuelt 15 og 30 min etter injeksjon av enten 3-MEC (2,5-30 mg/kg),
metkatinon (1,025 mg/kg), a-PiHP (1-15 mg/kg), a-PVP (0,5-10 mg/kg) eller NaCl
samtidig som dyrene deltok i lokomosjonsstudien. Observasjonene varte i totalt 5 min pa

hvert maletidspunkt.
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2.6 Temperaturmalinger

For a undersgke hvordan 3-MEC og a-PiHP, samt referansestoffene metkatinon og a-PVP,
pavirker kroppstemperatur, ble musene implantert med en temperatursensor.
Temperatursensoren ble brukt til & registrere kroppstemperatur ved ulike tidspunkt etter

eksponering for rusmidlene.

2.6.1 Implantering av temperatursensor

Hver mus ble plassert i et induksjonskammer med 2,5-3 % isofluran og 800 mL/min O». Da
musen hadde falt til ro ble den lagt pa magen i en induksjonsmaske (2,5 % isofluran, 800
mL/min O2). En pinsett ble brukt til & klemme pa foten for a sjekke
tilbaketrekningsrefleksen.Ved refleks ble musen liggende litt lenger i anestesi for refleksene
ble sjekket pd nytt. Ved fravaer av refleks ble musen ansett & vare tilstrekkelig anestesert.
Ryggen og injeksjonsstedet ble desinfisert med kompresser (Mesoft®) dynket med 75 %
etanol (Antibac). Temperatursensoren (IPTT-300, 14 X 2 mm transponder) var integrert i en

12 G kanyle (figur 2.3), og ble injisert s.c. over den ene skulderen.

Etter implantering ble musen plassert i et bur med stro for oppvakning. Musene ble observert
daglig i 3 pafelgende dager etter implantering for & vurdere sardannelse pé injeksjonsstedet og
musenes allmenntilstand. Se vedlegg A for skaringskjema for evaluering av smerte og
humane endepunkter. Ingen av dyrene fikk sdrdannelse etter implantering av
temperatursensor, men én mus manglet temperatursensorsignal. Arsaken til dette er uviss,
men kan skyldes at sensoren hadde falt ut, at sensoren ikke var blitt implantert i

utgangspunktet, eller at sensoren var defekt.
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Figur 2.3 Temperaturtransponder (IPTT-300) med kanyle. Temperaturtransponderen er 14 mm lang og 2 mm
bred og ble injisert s.c. over skulderen pa musene. Temperatursensoren er avbildet ved siden av en kulepenn for
a vise starrelsesforholdet.

2.6.2 Avlesing av kroppstemperatur

Musene ble veid for & bestemme volum injeksjonslesning (10 mL/kg). Deretter ble musenes
kroppstemperatur (utgangstemperatur) malt ved hjelp av en handholdt temperaturavleser
(DAS-8027IUS) 5-8 cm fra transponderen uten a berere musen, som tidligere beskrevet av
Glatfelter et al. (57). Musene ble oppstallet i hvert sitt enkeltbur med strg og materiale til

redebygging gjennom hele forseket, som varte i 240 min etter injeksjon av testsubstans.

Hver mus fikk en s.c. injeksjon av enten 3-MEC (2,5, 10 eller 25 mg/kg), metkatinon (2,5,

10 eller 25 mg/kg), a-PiHP (1, 2,5 eller 10 mg/kg), a-PVP (1, 2,5 eller 10 mg/kg) eller 0,9 %
NaCl (10 mL/kg). Musene ble deretter plassert tilbake i1 buret sitt. Temperaturen til musene
ble lestav ved 5, 15, 30, 60, 120 og 240 min etter injeksjon av 3-MEC, metkatinon, a-
PiHP, a-PVP eller NaCl.

Rusmiddeldosene ble valgt ut fra resultatene i lokomosjonsforsekene. 3-MEC og a-PiHP ble

testet ved de samme 3 dosene som referansestoffene, henholdsvis metkatinon og a-PVP. Det
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ble tilstrebet & velge én dose som ga litt ekning 1 lokomotorisk aktivitet, én dose som ga 50%

av maksimal aktivitet og én dose som ga maksimal lokomotorisk atktivitet.

Mus som ble injisert med 2,5 mg/kg 3-MEC, metkatinon, a-PiHP eller a-PVP ble lagt i
isoflurananestesi etter 238 min for uttak av blod og hjerne ved 240 min. Dette vevet ble brukt
i farmakokinetikkstudien. For nermere beskrivelse, se kap. 2.7.1 Uttak av blod og hjerne.

Alle ovrige dyr som inngikk i temperaturstudien ble avlivet ved nakkestrekk etter endt forsek.

2.7 Farmakokinetikkstudie

For a studere farmakokinetikken til 3-MEC og a-PiHP, samt referansestoffene metkatinon og
a-PVP, ble blod og hjerne tatt ut ved ulike tidspunkt etter rusmiddelinjeksjon og analysert for
konsentrasjon av rusmiddel ved hjelp av vaskekromatografi-tandem massespektrometri.
Musene ble veid for a beregne volumet av injeksjonslesning (10 mL/kg). Musene fikk en s.c.
injeksjon med 2,5 mg/kg av enten 3-MEC, metkatinon a-PiHP eller a-PVP. Musene ble
deretter plassert i hvert sitt bur med stre og nestingmateriale inntil tidspunktet for uttak av

blod og hjerne, som var 5, 15, 30, 60, 120 og 240 min etter injeksjon.

2.7.1 Uttak av blod og hjerne

Blodprever ble tatt ved tomtapping fra hjertet under isoflurananestesi. To min for tidspunkt
for uttak av blod- og hjerneprover ble musen plassert i et induksjonskammer med 2,5-3 %
isofluran og 800 mL/min O». Etter at musen hadde falt til ro, ble den lagt pa ryggen med hodet
inn 1 en induksjonsmaske (2,5-3 % isofluran, 800 mL/min O,). Tilbaketrekningsrefleks ble
sjekket som tidligere beskrevet i kap. 2.6.1 Implantering av temperatursensor. Ved fraver av

refleks ble musen ansett & veere tilstrekkelig anestesert.

Huden pé brystet ble klippet opp for & lettere kunne se hjertets plassering (figur 2.4).
Engangsspreyter (1 mL, 25 G kanyle) ble forhdndsfylt med 20 pL heparin (100 IE/mL) i
dedvolumet for & hindre koagulering av blodet etter uttak. Spreytene ble brukt til & tappe ca.
300-500 pL blod fra hjertet til hvert dyr. Blodet ble umiddelbart overfort til to eppendorfrer
plassert pa is, hvorav 100 pL ble pipettert over til hvert plastrer. Umiddelbart etter uttak av
blodpreve ble musen avlivet ved nakkestrekk. Hjernen ble dissekert ut, lagt pa
aluminiumsfoliedekket is og delt sagitalt i heyre og venstre cerebrum, som ble overfort til

hvert sitt eppendorfrer. Blodpravene og hjernehalvdelene ble umiddelbart frosset ned pa
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torris. Provene ble oppbevart og fraktet pa terris til Seksjon for rusmiddelforskning samme

dag, hvor de ble oppbevart ved -80 °C fram til de ble analysert.

A

Figur 2.4 Uttak av blod fra hjertet til en mus som ligger i isoflurananestesi. Huden pa brystet ble klippet opp for
a lettere kunne finne hjertets plassering. En sproyte forhdndsfylt med 20 pL heparin (100 IE/mL) ble brukt til &
tappe 300-500 pL fra hjertet til hvert dyr. Heparin ble tilsatt sproyten for & unnga koagulering av blodet.

2.7.2 Homogenisering av hjerne

Hoyre cerebrum ble benyttet til konsentrasjonsmalinger. Hver cerebrum ble veid og deretter
homogenisert i iskald 5 mM ammoniumformatlesning med pH 3,1 (4 mL tilsatt per gram
hjerne) med en knivhomogenisator (IKA® T10 Basic Ultra-Turrax®) (5-8 sek pa hastighet 4).
Homogenatet ble overfort til to eppendorfrer, hvorav 50 puL ble pipettert over til i hvert ror og
umiddelbart fryst i flytende nitrogen. Pravene ble oppbevart ved -80 °C fram til
proveopparbeidelse pafelgende dag.

2.7.3 Proveopparbeidelse for UHPLC-MS/MS

I preveopparbeidelsen ble vaske-veaeskeekstraksjon benyttet for & ekstrahere rusmidlene fra
blod og hjernevev. Det ble benyttet 100 pL blod og 50 pL hjernehomogenat til

proveopparbeidelsen.
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Prever med ueksponert blod eller hjernehomogenat (nullprever) ble inkludert i
proveopparbeidelsen for & kunne oppdage interferens fra matrikskomponenter i provene (58).
Standardlesninger som inneholdt kjent konsentrasjon av rusmidlene ble brukt til & lage en
standardkurve for & kunne kvantifisere mengde rusmiddel i pravene (58). Kontrollprever ble
brukt for & kvalitetssikre at standardkurven var korrekt. Standard- og kontrollpraver ble tilsatt
internstandard (IS) for & korrigere for analytiske feil f.eks variasjon i injeksjonsvolum eller
tap av prove i praveopparbeidelsen (58). Ved 4 analysere kromatogrammene fra standardene
ble topparealforholdet mellom IS og analyttene beregnet (58). Dette forholdet ble plottet som
en funksjon av konsentrasjonen og brukt til & bestemme konsentrasjonen av rusmidlene i

provene (58).

Standard-, kontroll- og nullprever ble inkludert i hver serie med preover. Standarder, kontroller
og IS ble lost i metanol:vann (1:1, v:v) og oppbevart ved -4 °C i maksimalt 5 uker. I
praveopparbeidelsen av bade blod og hjernehomogenat ble 50 pL av 8-9 romtempererte
standarder (4-26010 nM) og 4 kontroller (6—8000 nM) benyttet. Se vedlegg B for
konsentrasjoner av standarder- og kontrollesninger. For & kompensere for volum fra IS ble
nullprever ble tilsatt ulikt volum av metanol:vann (1:1, v:v), henholdsvis 75 pL i nullpreve

uten IS og 50 pL i nullpreve med IS.

Standard-, kontroll- og nullprever ble tilsatt 100 pL blod fra ueksponert mus eller rotte, eller
50 pL hjernehomogenat fra ueksponert mus for & ha de samme betingelsene som provene.
Innsamlet blod og hjernehomogenat ble tint i kaldt vann og oppbevart pa is fram til
ekstraksjonen. For & kompensere for volum av tilsatt standard eller kontroll-lesning, ble de
tinte prevene tilsatt 50 L. metanol:vann (1:1, v:v). Det ble tilsatt 25 pL IS (10,06 uM
metkatinon dz og 10 uM a-PVP ds) til alle prever, bortsett fra nullpreve uten IS. Innholdet i
rorene ble blandet i en multivortexer (VX-2500) i 10 sek. Det ble tilsatt 100 uL 0,2 M
ammoniumkarbonatbuffer (pH 9,3) i alle ror. Rorene ble korket og ristet i 10 sek pé
multivortexer (VX-2500).

Ekstraksjonen ble initiert ved 4 tilsette 1,2 mL etylacetat:heptan (4:1,v:v) i alle ror. Rerene ble
korket, ristet pa multivortexer (VX-2500) i 10 sek og satt pa en vippemaskin i 10 min.
Prevene ble deretter sentrifugert (Beckman Coulter sentrifuge, X15-R) i 5 min ved 4750 rpm
(3600 x g) og 4 °C. Deretter ble 1000 pL av supernatanten (organisk fase) overfort til glassror

(5§ mL) for inndamping til terrhet under en strom av nitrogen (1,5 L/min) ved 40 °C i 30 min.
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For & unnga kontaminering av inndamper (Turbovap®) ble det tilsatt 10 uL 0,01 % HNOs3 i
alle ror for inndamping. Prover, standarder og kontroller ble relest i 500 uL MeOH:10 mM
ammoniumformatbuffer med pH 3,1 (10:90, v:v). Rarene ble korket og ristet pa multivortexer
12 min for de ble sentrifugert (Beckman Coulter X15-R) ved 4750 rpm (3600 x g) i 5 min og
4 °C. Supernatanten (250 pL) ble overfort til autosamplerer (300 uL) og analysert som
beskrevet i kap. 2.7.4 Konsentrajsonsbestemmelse med UHPLC-MS/MS.

2.7.4 Konsentrasjonsbestemmelse med UHPLC-MS/MS

Konsentrasjonsbestemmelse av 3-MEC og a-PiHP, samt referansestoffene metkatinon og a-
PVP, iblod og hjernevev ble analysert ved hjelp av veeskekromatografi (Acquity™ UHPLC-
system) koblet til et tandem massespektrometer (Xevo-TQS, Waters, Milford, USA).
Analyttene 3-MEC, metkatinon a-PiHP og a-PVP ble forst separert i UHPLC-systemet, og
ionisert, detektert og kvantifisert i MS/MS-systemet.

Analyttene ble separert ved hjelp av en BEH C18-kolonne (2,1 x 100 mm) med 1,7 um
partikkelstorrelse og gradienteluering, hvor sammensetningen av mobilfasen gradvis endret
seg 1 lopet av analysen. Elueringen varte i totalt 8 min og gradienten bestod av to mobilfaser:
10 mM ammoniumformatbuffer med pH 3,1 (mobilfase A) og MeOH (mobilfase B).
Sammensetningen av mobilfasen er beskrevet i tabell 2.3. Provene ble analysert med
mobilfasehastighet pd 0,5 mL/min, kolonnetemperatur 60 °C og et injeksjonsvolum pa 0,5 pL

per prove.

Tabell 2.3 Sammensetning av mobilfase A (% 10 mM ammoniumformatbuffer) og B (% metanol) ved
gradienteluering.

Tid (min) Mobilfase A (%) Mobilfase B (%)
(10 mM (MeOH)
ammoniumformatbuffer)

0 90 10

0,1 90 10

0,6 80 20

1,1 74 26

2,6 74 26
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5,0 0 100

6,8 0 100

7,0 90 10

En multippel reaksjonsmonitoreringsanalyse (MRM) ble brukt i MS/MS-analysen. Analyttene
ble positivt ladet med elektrosprayionisering (ESI+) og de fragmenterte ionene ble selektert
og detektert ved hjelp av en trippelkvadrupol. En trippelkvadrupol inneholder to
masseanalysatorer og en kollisjonscelle (59) s.153. I den forste masseanalysatoren blir
forlaperionet selektert og sendt videre til kollisjonscellen, som fragmenterer forloperionet til
fragmentioner (59) s. 153. Fragmentionene ble selektert pd nytt i den andre masseanalysatoren
og detektert (59) s. 154. Overgangen fra forleperion til fragmention for hvert rusmiddel er

beskrevet nedenfor.

3-MEC, metkatinon, a-PiHP og a-PVP hadde en retensjonstid pa henholdsvis 2,20, 1,29,
3,73 og 2,78 min.

Overgangene for 3-MEC var: m/z 192,2 > 174,1 (cone-spenning (cv): 22 V, kollisjonsenergi
(ce): 12 eV); m/z 192,2 >145,0 (cv: 22V, ce: 20 eV) og m/z 192,2 >144,0 (cv: 22 V, ce: 25
eV).

Overgangene for metkatinon var: m/z 164,1 > 146,1 (cv: 22 V og ce: 8 eV); m/z 164,1 > 131,1
(cv: 22V, ce: 18 eV) og m/z 164,1 > 130,0 (cv: 22 V, ce: 30 eV)

Overgangene for a-PiHP var: m/z 246,2 > 140,1 (cv: 36 V, ce: 20 eV); m/z 246,2 > 105,0 (cv:
36 'V, ce: 26 eV) og m/z 246,2 > 91,10 (cv: 36 V, ce: 20 eV).

Overgangene for a-PVP var: m/z 232,2 > 161,1 (cv: 36 V, ce: 18 eV); m/z 232,2>105,0 (cv:
36 V,ce: 26 eV) og m/z 232,2 > 91,1 (cv: 36 V, ce: 20 eV)

Innstillingene til MRM var som felger: kapillerspenning pa 1000 V, ioneblokktemperatur pé
150 °C, desolvateringstemperatur pd 500 °C, cone-gasstrom pa 300 L/time og

desolvateringsgasstrom pa 1000 L/time.

Programvaren MassLynx Mass Spectrometry Software versjon 4.1 (Waters, Milford, USA)

ble brukt til 4 kvantifisere rusmiddelkonsentrasjonene (uM) i blod og hjernehomogenat.
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Konsentrasjoner av 3-MEC, metkatinon a-PiHP og a-PVP ble regnet om til henholdsvis ng
per mL blod og ng per g hjernevev ved de ulike tidspunktene for uttak. Farmakokinetiske
parametere for 3-MEC, metkatinon, a-PiHP og a-PVP i blod og hjernevev ble beregnet i
Microsoft® Office Excel versjon 16.71 (Microsoft Corporation, Redmond, USA). Maksimal
konsentrasjon (Cmax) og tidspunkt for Cmax (Tmax) ble funnet ut ifra de eksperimentelle
dataene. Arealet under konsentrasjonskurvene ble beregnet med trapesmetoden fra tid O til
uendelig (AUCo-«). Halveringstiden (t12) ble funnet ved stigningskonstanten (k): In2/k.
Distribusjonsvolumet (Vq) ble beregnet ut fra gitt dose delt pa konsentrasjonen ved 5 min

(Co).

2.8 Nevrotransmitteropptak i synaptosomer in vitro

For a studere virkningsmekanismen til 3-MEC og a-PiHP, samt referansestoffene metkatinon
og a-PiHP, ble reopptaket av DA, NA og 5-HT undersokt i synaptosomer. Synaptosomer er
avsnerte nerveterminaler som dannes ved homogenisering av hjernevev og flere pafelgende
sentrifugeringstrinn (60, 61, 62). Ved homogenisering rives nerveterminalene av aksoner og
dendritter (61, 62, 63). Nerveterminalene vil deretter lukke seg spontant til sferiske partikler
(62, 63). Synaptosomer inneholder alle bestanddeler til en pre- eller post-synaptisk
nerveterminal, som vesikler og organeller som f.eks mitokondrier (61, 63). In vitro-studier i
synaptosomer kan brukes for & f& informasjon om hvilke monoaminer som pavirkes av

syntetiske katinoner (25).

Synaptosomer ble isolert basert pa framgangsmaten beskrevet av Gray and Whitaker (60) og
Tuv et al. (64).

Innledningsvis ble det utfert forsek med ulike mengder hjernevev for & velge den
konsentrasjonen av hjernehomogenat som ga heyest mulig spesifikt opptak og dermed lavest
mulig uspesifikt opptak. Dette ble gjort for a sikre at resultatene viste spesifikt opptak
gjennom monoamintransporterene. Se vedlegg C for linearitet mellom vevkonsentrasjoner og

opptak.

2.8.1 Isolering av synaptosomer fra musehjerne

Hannmus (C57BL/6JRj) (8-15 uker) ble avlivet ved nakkestrekk. Umiddelbart etter avlivning

ble cerebrum dissekert ut og nedkjolt pd is dekket med aluminiumsfolie. Hjernehomogenat og
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alle kjemikalielgsninger ble oppbevart pa is under hele forsgket, og synaptosomene ble brukt i
forsek senest 1 time etter uttak av hjerne. For skjematisk framstilling av protokollen for

isolering av synaptosomer, se figur 2.5.

Cerebrum ble veid og deretter homogenisert i iskald 0,32 M sukrose (20 mL per gram hjerne).
Cerebrum ble homogenisert ved hjelp av en glass-teflonhomogenisator (IKA Eurostar power-
b)(10-12 strek pa 700 rpm). Homogenatet ble overfort til 50 mL sentrifugerer og sentrifugert
(Beckman Coulter Avanti J- 30I) ved 1000 X g og 4 °C i 10 min for & separere synaptosomer,
myelin og mitokondrier fra cellekjerner og cellulert avfall (60). Supernatanten med blant
annet myelin (S1) ble overfort til et nytt ror og volumet ble malt. Supernatanten ble deretter
blandet med 1,3 M iskald sukrose i1 forholdet 1:1 (v:v) for & fa en lesning med
sluttkonsentrasjon pa 0,8 M sukrose (65). Lasningen ble sentrifugert ved 21000 X g i 30 min
og 4 °C for & fa en pellet (P2) uten myelin (65). Supernatanten (Sz) ble helt forsiktig av
umiddelbart etter sentrifugering. Pelleten (P2) ble deretter resuspendert i iskald 0,32 M

sukrose (4 mL per gram utgangsvekt hjerne).
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Hjerne ble homogeniserert i 0,32 M
sukrose (20 mL per gram hjerne)

Sentrifugert ved 1000 X g i 10 minutter

Pellet, P, Supernatant, S,
- -
N4
Inneholdt Inneholdt
vevsrester og synaptosomer,
celluleert avfall myelin og

mitokondrier

1) Supernatanten ble blandet
med 1,3 M sukrose (1:1, v:v).

2) Sentrifugerert ved 21000 X g
i 30 minutter

Pellet, P, Supernatant, S,

Inneholdt /—\
synaptosomer
Pelleten ble relgst i 0,32 M

sukrose (4 mL per gram
utgangsvekt hjerne)

Isolerte
synaptosomer

Figur 2.5 Skjematisk framstilling av protokollen for isolering av synaptosomer. Figuren er laget i
BioRender.com.

31



2.8.2 Monoaminopptak in vitro

For a undersgke effekten av 3-MEC, metkatinon, a-PiHP og a-PVP pa reopptak via
dopamintransporterene (DAT), noradrenalintransporterene (NAT) og serotonintransporterene
(SERT), ble henholdsvis radioaktivt merket dopamin ([*H]-DA), noradrenalin ([*H]-NA) og
serotonin ([*H]-5-HT) benyttet som substrat. Studier av monoaminopptak var basert pa

metodene til Rothman et al. (19, 66) og Bogen et al. (67).

Ved DA- og NA-opptak ble synaptosomer (20 pL) tilsatt hvert ror med tris-krebs-buffer (450
pL; 10 mM Tris HCL, 140 mM NacCl, 5 mM KCI, 5 mM NaHCO;, 1 mM MgCl,, 1,2 mM
NaxPOy4, 10 mM glukose, 1,2 mM CaCly; justert til pH 7,4) med ulike konsentrasjoner av
rusmidlene (5 pL). Effekten av 3-MEC (0,05-25 uM), metkatinon (0,001-2,5 uM), a-PiHP
og a-PVP (0,001-2,5 uM) pa DA- og NA-opptak ble studert.

Ved opptak av 5-HT ble provene behandlet pd neyaktig samme mate som prevene ved DA-
og NA-opptak, bortsett fra at det ble tilsatt et hoyere volum av rusmidler for & oppna hey nok
konsentrasjon i noen av rerene. Det ble tilsatt 5,81 pL 3-MEC, 6,25 pL metkatinon, 3,52 pL
a-PiHP og 3,33 uL a-PVP for 4 fa en konsentrasjon pa 500 uM i rerene. Det ble tilsatt 6,67
uL a-PVP for a fa en konsentrasjon pa 1000 uM.

Kontrollrer tilsatt monoaminreopptakshemmer ble inkludert i forseket for & male uspesifikt
opptak, og kontrollrer uten rusmiddel ble inkludert for méle maksimalt monoaminopptak. For
a male uspesifikt opptak av DA, NA og 5-HT ble henholdsvis DAT-hemmeren
benztropinmesylat (10 uM), NAT-hemmeren reboksetinmesylat (100 uM), og SERT-
hemmeren fluoksetin HCI (50 uM) tilsatt. Alle kontrollerr ble behandlet pd neyaktig samme

mate som prgvene.

Prevene ble preinkubert ved 25 °C i1 15 min pé ristevannbad (Grant GLS Aqua 12 Plus). For &
starte opptaket ble radioaktivt merket substrat tilsatt til en sluttkonsentrasjon pa 6,6 nM [*H]-
DA (0,125 uCi), 4,6 nM [*H]-NA (0,125 uCi), eller 7,5 nM [*H]-5-HT (0,125 pCi) i
totaltvolum pa 500 uL. Pravene ble inkubert videre pa vannbad ved 25 °C i 9 min for
reaksjonen ble stoppet ved 4 tilsette 4 mL iskald stopplesning (0,15 M NaCl med 0,05% (w/v)
bovint serumalbumin). Prevene ble umiddelbart filtrert giennom et Whatman GF/B-filter (25
mm) i en Millipore-vakuummaskin og skylt ytterligere tre ganger med 4 mL stopplesning.

Filtrene ble overfort til polyetylenrer (5 mL) og tilsatt 4 mL UltimaGold™ tellevaske og
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ristet 1 3 min. Radioaktiviteten i1 provene ble malt i en Scintillasjonsteller (Perkin Elmer Tri-

carb 2810TR).

Alle prover ble utfort i duplikater og forsekene ble gjentatt i hjernehomogenat fra 4-5 mus for

hvert monoamin (DA, NA og 5-HT).

Spesifikt opptak av DA, NA og 5-HT ble beregnet ved a trekke fra uspesifikt opptak
(kontrollprever tilsatt monoaminreopptakshemmer) fra det totale opptaket i prevene. Spesifikt
opptak i prever som var tilsatt rusmiddel ble regnet om til prosentvis opptak av kontrollprever
uten rusmiddel for de respektive substratene DA, NA og 5-HT. GraphPad Prizm versjon 9.4.1
(Dotmatics, San Diego, USA) ble brukt til & beregne ICso-verdier. ICso-verdien forteller
hvilken konsentrasjon som kreves for at opptaket av nevrotransmitter blir hemmet med 50 %

(68)

2.9 Statistikk og dataanalyse

Alle data er presentert som gjennomsnitt + standardfeil (SEM), bortsett fra endring i
kroppstemperatur som er oppgitt med gjennomsnit + SEM og lokomotorisk aktivitet som
framstilles uten SEM 1 den grafiske framstillingen for & kunne skille de ulike kurvene fra

hverandre.

Alle statistiske analyser ble utfert i IBM® SPSS® Statistics versjon 29 (IBM, New York,
USA). Enveis variansanalyse (ANOVA) med Dunnett’s post hoc-test ble utfort for &
sammenligne de eksponerte gruppene for 3-MEC, metkatinon, a-PiHP og a-PVP mot
kontrollgruppen. For & analysere totallokomosjon, Emax, 0g temperaturendring ble derfor
enveis ANOVA benyttet. T-test for to uavhengige utvalg ble benyttet for & underseke om det
var en statistisk signifikant forskjell mellom to eksponerte grupper, henholdsvis 3-MEC og
metkatinon, samt a-PiHP og a-PVP. Tosidige tester ble utfort i alle analysene. P-verdier

under 0,05 ble ansett som statistisk signifikante.

Microsoft® Office Excel versjon 16.71 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) ble brukt til

a beregne verdier og lage alle grafiske framstillinger.
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3 Resultater

3.1 Lokomotorisk aktivitet

3.1.1 Effekt av 3-MEC og metkatinon

Lokomotorisk aktivitet ble studert i mus etter én s.c. injeksjon av 2,5-30 mg/kg 3-MEC, 1-25
mg/kg metkatinon og NaCl (kontroll) i mus. Bade 3-MEC og metkatinon forte til en
umiddelbar doseavhengig ekning i lokomotorisk aktivitet (figur 3.1).

Tmax var 5-20 min etter injeksjon av de ulike dosene med 3-MEC og metkatinon. Etter 35-90
min var aktiviteten til dyrene som ble injisert med 2,5-25 mg/kg 3-MEC tilbake pa samme
niva som kontrolldyrene, mens musene som fikk den hayeste dosen (30 mg/kg) lop mer enn

kontrolldyrene helt fram til ca. 200 min (figur 3.1 A).

Dyrene som ble injisert med 1-10 mg/kg metkatinon var pd det samme aktivitetsnivaet som
kontrolldyrene etter 85—170 min (figur 3.1 B). Administrasjon av 12,5 mg/kg og 25 mg/kg
metkatinon ga to topper i lokomosjonskurven, hvor den hegyeste kom etter 5 min. Musene som
fikk 12,5 mg/kg metkatinon hadde en ny topp etter 55 min, men var tilbake pa samme
aktivitetsniva som kontrolldyrene etter 190 min. Musene som fikk den heyeste dosen (25
mg/kg) hadde en ekning i aktivitet fra 90 min som holdt seg hayere enn kontrolldyrene til

forsaket ble avsluttet.
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Figur 3.1 Lokomotorisk aktivitet i mus etter injeksjon av A) 3-MEC og B) metkatinon. Lokomotorisk aktivitet
(cm/5 min) ble registrert i 240 min etter injeksjon av 2,5-30 mg/kg 3-MEC, 1-25 mg/kg metkatinon og NaCl
(kontroll). Musene ble habituert i kamrene i 60 min for de ble injisert ved t=0. Data er framstilt som
gjennomsnitt, n=5-8, med unntak av dosene 25 og 30 mg/kg 3-MEC som ble studert i henholdsvis 3 og 4 mus,
og 5 mg/kg metkatinon som ble studert i 9 mus. Kurvene er framstilt uten SEM for & kunne skille de ulike
kurvene fra hverandre.

Figur 3.2 viser den totale lokomotoriske aktiviteten til musene fra tidspunktet for injeksjon av
2,5-30 mg/kg 3-MEC, 1-25 mg/kg metkatinon, og NaCl til 240 min. Total lokomotorisk
aktivitet etter 3-MEC-eksponering var hoyest etter 30 mg/kg (32857 £ 10116 cm/240 min),
og var signifikant hgyere enn for kontrolldyrene (2413 + 1041 cm/240 min, p < 0,001,

figur 3.2 A). Administrasjon av 10-25 mg/kg 3-MEC forte ogsa til noe gkning i lokomotorisk

aktivitet, men denne ekningen var ikke signifikant forskjellig fra kontroll.

Den totale lokomotoriske aktiviteten etter administrasjon av 5 mg/kg (18560 + 3874 cm/240
min), 7,5 mg/kg (19131+£ 3692 cm/240 min), 10 mg/kg (24010 + 3445 cm/240 min) og 12,5
mg/kg (25746 £ 6015 cm/240 min) metkatinon var signifikant heyere enn for kontrolldyrene
(2413 £ 1041 cm/240 min, p <0,001, figur 3.2 B). Den hoyeste totale aktiviteten ble malt

etter administrasjon av 12,5 mg/kg metkatinon. Det var ingen signifikant forskjell mellom 25

mg/kg metkatinon og kontroll.
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Figur 3.2 Total lokomotorisk aktivitet i mus etter injeksjon av A) 3-MEC og B) metkatinon. Total lokomotorisk
aktivitet (cm/240 min) ble beregnet fra tidspunktet for injeksjon til 240 min etter injeksjon av 2,5-30 mg/kg 3-
MEC, 1-25 mg/kg metkatinon og NaCl (kontroll). Data er framstilt som gjennomsnitt + SEM, n = 5-8, med
unntak av dosene 25 og 30 mg/kg 3-MEC som ble studert i henholdsvis 3 og 4 mus, og 5 mg/kg metkatinon som
ble studert i 9 mus. Signifikante forskjeller i total lokomotorisk aktivitet for de ulike dosene sammenlignet med
kontroll er vist med asterisk(*) over seylene (***p < 0,001). Statistiske analyser ble utfort med enveis ANOVA
etterfulgt av Dunnett’s post-hoc test.

Figur 3.3 viser Emax etter injeksjon av 2,5-30 mg/kg 3-MEC, 1-25 mg/kg metkatinon og
NaCl.

Eksponering for bade 20 mg/kg (1141 £+ 299 cm/5 min) og 30 mg/kg (2023 £ 425 cm/5 min)
3-MEC ga en signifikant hoyere Emax sammenlignet med kontrolldyrene (271 £+ 93 cm/5
min, p <0,05, p<0,001) og ble malt etter 20 mg/kg og 30 mg/kg (figur 3.3 A).
Administrasjon av 30 mg/kg 3-MEC ga heoyest Emax.

For metkatinon var Emax signifikant heyere enn for kontrolldyrene (271 & 93 cm/5 min, p <
0,001) etter administrasjon av 5 mg/kg (1411 £ 190 cm/5 min), 7,5 mg/kg (1806 + 162 cm/5
min), 10 mg/kg (1885 + 103 cm/5 min) og 12,5 mg/kg (1528 + 293 cm/5 min), som ble malt
etter henholdsvis 5,20, 15, 20 og 10 min (figur 3.3 B). Hoyest Emax ble malt etter
administrasjon av 10 mg/kg metkatinon. En ytterligere okning av dosen til 12,5 eller 25

mg/kg metkatinon reduserte Emax sammenlignet med 10 mg/kg.
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Figur 3.3 Maksimal lokomotorisk aktivitet (Emax) 1 mus etter injeksjon av A) 3-MEC og B) metkatinon. Emax
(cm/5 min) ble beregnet for hver dose ut ifra 5 min-intervallet som ga den heyeste gjennomsnittlige registrerte
aktiviteten etter injeksjon av 2,5-30 mg/kg 3-MEC, 1-25 mg/kg metkatinon og NaCl (kontroll. Data er framstilt
som gjennomsnitt + SEM, n = 5-8, med unntak av dosene 25 og 30 mg/kg 3-MEC som ble studert i henholdsvis
3 og 4 mus, og 5 mg/kg metkatinon som ble studert i 9 mus. Signifikante forskjeller i Emax ved de ulike dosene
sammenlignet med kontroll er vist med asterisk(*) over seylene (*p < 0,05, ***p < 0,001). Statistiske analyser
ble utfort med enveis ANOVA etterfulgt av Dunnett’s post-hoc test.

3.1.2 Effekt av a-PiHP og a-PVP

Lokomotorisk aktivitet ble studert i mus etter én s.c. injeksjon av 1-15 mg/kg a-PiHP, 0,5-10
mg/kg a-PVP og NaCl (kontroll). Bdde a-PiHP og a-PVP forte til en umiddelbar
doseavhengig ekning i lokomotorisk aktivitet (figur 3.4).

Tmax var 5-20 min etter injeksjon av de ulike dosene a-PiHP, mens Tmax ble registrert 5-35

min etter injeksjon av a-PVP.

Etter 55-170 min var aktiviteten til dyrene som ble injisert med 1-5 mg/kg a-PiHP tilbake pé
samme nivd som kontrolldyrene, mens musene som ble injisert med dosene 7,5—15 mg/kg
hadde fortsatt hoyere aktivitet sammenlignet med kontrolldyrene etter 240 min (figur 3.4 A).
Administrasjon av 12,5 mg/kg og 15 mg/kg a-PiHP ga to topper i lokomosjonskurvene: den

forste etter 5 min og den andre etter 45 min.
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Etter eksponering for 0,5-3,75 mg/kg a-PVP var den lokomotoriske aktiviteten tilbake pa
samme niva som kontrolldyrene etter 60—190 min (figur 3.4 B). Administrasjon av 5 mg/kg
og 10 mg/kg a-PVP ga to topper i lokomosjonskurven hvor den hoyeste var etter 5 min, og
den andre etter henholdsvis 55 min og 100 min, og 3,5 mg/kg ga antydning til to topper.
Aktiviteten til musene som fikk 5 mg/kg var tilbake pd det samme nivdet som kontrolldyrene
etter 170 min, mens musene som fikk 10 mg/kg hadde et hayere aktivitetsniva enn

kontrolldyrene helt til 210 min.
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Figur 3.4 Lokomotorisk aktivitet i mus etter injeksjon av A) a-PiHP og B) a-PVP. Lokomotorisk aktivitet
(cm/5min) ble registrert i 240 min etter injeksjon av 1-15 mg/kg a-PiHP, 0,5-10 mg/kg a-PVP og NaCl
(kontroll). Musene ble habituert i kamrene i 60 min for de ble injisert ved t=0. Data er framstilt som
gjennomsnitt, n = 5-8. Kurvene er framstilt uten SEM for & kunne skille de ulike kurvene fra hverandre.

Figur 3.5 viser den totale lokomotoriske aktiviteten til musene fra tidspunktet for injeksjon av

1-15 mg/kg a-PiHP, 0,5-10 mg/kg a-PVP og NaCl til 240 min.

Total lokomotorisk aktivitet etter eksponering for 5 mg/kg (18194 + 3218 cm/240 min), 7,5
mg/kg (27145 £ 4904 cm/240 min), 10 mg/kg (32101 £ 5693 cm/240 min), 12,5 mg/kg
(28642 £+ 5092 cm/240 min) og 15 mg/kg (19984 + 4532 cm/240 min) a-PiHP var
signifikant heyere sammenlignet med kontrolldyrene (2413 + 1041 cm/240 min, p < 0,001,
figur 3.5 A). Den hayeste totale aktiviteten ble mélt etter administrasjon av 10 mg/kg a-PiHP.
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Den totale lokomotoriske aktiviteten etter eksponering for 1,75 mg/kg (14557 £ 3350 cm/240
min), 2,5 mg/kg (18504 £+ 3075 cm/240 min), 3,75 mg/kg (20035 + 4414 cm/240 min) og
5 mg/kg (15592 + 5924 cm/240 min) a-PVP var signifikant heyere enn for kontrolldyrene
(2413 £ 1041 cm/240 min, p <0,05, p<0,01, p<0,001, figur 3.5 B). Den hayeste totale
aktiviteten ble registrert etter administrasjon av 3,75 mg/kg. Det var ingen signifikant forskjell

mellom 10 mg/kg a-PVP og kontroll.
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Figur 3.5 Total lokomotorisk aktivitet i mus etter injeksjon av A) a-PiHP og B) a-PVP. Total lokomotorisk
aktivitet (cm/240 min) ble beregnet fra tidspunktet for injeksjon til 240 min etter injeksjon av 1-15 mg/kg a-
PiHP, 0,5-10 mg/kg a-PVP og NaCl (kontroll). Data er framstilt som gjennomsnitt + SEM, n = 5-8.
Signifikante forskjeller i total lokomotorisk aktivitet for de ulike dosene sammenlignet med kontroll er vist med
asterisk (*) over sgylene (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). Statistiske analyser ble utfert med enveis
ANOVA etterfulgt av Dunnett’s post-hoc test.

Figur 3.6 viser Emax etter injeksjon av 1-15 mg/kg a-PiHP, 0,5-10 mg/kg a-PVP og NaCl.

For a-PiHP var Enax signifikant heyere enn for kontrolldyrene (271 £ 93 cm/5 min, p <
0,05, p<0,01, p<0,001) etter administrasjon av 5 mg/kg (1350 + 104 cm/5 min), 7,5
mg/kg (1073 £ 341 cm/5 min), 10 mg/kg (1279 + 157 cm/5 min), 12,5 mg/kg (1775 £ 195
cm/5 min) og 15 mg/kg (1257 + 212 cm/5 min), som ble mélt etter henholdsvis 15, 5, 15, 5
og 5 min (figur 3.6 A). Hoyest Enax ble mélt etter administrasjon av 12,5 mg/kg a-PiHP. En
okning av dose til 15 mg/kg a-PiHP ga ingen ytterligere okning i Emax.
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For a-PVP var Enax signifikant hayere enn for kontrolldyrene (271 £ 93 cm/5 min, p <

0,05, p<0,01, p<0,001) etter administrasjon av 1,75 mg/kg (1100 + 227 cm/5min), 2,5
mg/kg (1682 £+ 124 cm/5 min), 3,75 mg/kg (1215 £ 228 cm/5 min) og 5 mg/kg (1430 £+ 195
cm/5 min), som ble malt etter henholdsvis 15, 10, 10 og 5 min (figur 3.6 B). Hoyest Enax ble
maélt etter eksponering for 2,5 mg/kg a-PVP. En gkning av dosen til 3,75 mg/kg a-PVP eller
hoyere ga ingen ytterligere ekning i Emax.
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Figur 3.6 Maksimal lokomotorisk aktivitet (Emax) 1 mus etter injeksjon av A) a-PiHP og B) a-PVP. Emax (cm/5
min) ble beregnet for hver dose ut ifra 5S-min-intervallet som ga den heyeste gjennomsnittlige aktiviteten etter
injeksjon av 1-15 mg/kg a-PiHP, 0,5-10 mg/kg a-PVP og NaCl (kontroll. Data er framstilt som gjennomsnitt +
SEM, n = 5-8. Signifikante forskjeller i Emax for de ulike dosene sammenlignet med kontroll er vist med
asterisk(*) over sgylene (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). Statistiske analyser ble utfort med enveis
ANOVA etterfulgt av Dunnett’s post-hoc test.

3.2 Stereotypisk adferd

Mens musene var i lokomosjonskamrene, ble stereotypisk adferd observert ved 15 og 30 min.
Stereotypisk adferd som ble registrert manuelt var unormal adferd som a rygge, gnage eller
slikke pa omgivelsene (vegg og gulv), samt bevegelse av hodet raskt fram og tilbake eller opp
og ned. Det ble ogsa observert unormal og hyppig repetitiv normaladferd som a reise seg pa

bakbena, snuse rundt i luften og overdrevent stell eller pussing. Alle de nevnte
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observasjonene av stereotypisk adferd ble gjort ved ekende doser av 3-MEC, metkatinon, a-

PiHP og a-PVP.

Mus som fikk a-PiHP gnagde og slikket pd vegg og gulv 15 og 30 min etter injeksjon av
dosene 7,5, 12,5, og 15 mg/kg, mens noen mus ogsé rygget etter administrering av 12,5

mg/kg.

Noen mus gnagde pd vegg og gulv 15 min etter injeksjon av 3,75 mg/kg a-PVP. Ved
eksponering for 5, 7,5 og 10 mg/kg a-PVP gnagde samtlige mus pa vegg og gulv etter 15 og
30 min. I tillegg ble det observert at noen mus som fikk 7,5 og 10 mg/kg a-PVP rygget. For

en fullstendig oversikt over registrert stereotypisk adferd, se vedlegg D.

3.3 Kroppstemperatur etter eksponering

3.3.1 Effekt av 3-MEC og metkatinon

Figur 3.7 viser endring i musenes kroppstemperatur fra utgangstemperatur malt 5, 15, 30,
60, 120 og 240 min etter eksponering for 2,5, 10 og 25 mg/kg 3-MEC eller metkatinon, og
NaCl. For kontrolldyrene ble det registrert en gkning i temperatur umiddelbart etter
eksponering, for kroppstemperaturen ble gradvis lavere enn utgangstemperatuen. Ved 60, 120

og 240 min var kroppstemperaturen i kontrolldyrene lavere enn utgangstemperaturen.

Eksponering for 25 mg/kg 3-MEC forte til en signifikant reduksjon i kroppstemperatur ved 15
min (1,2 £ 0,3 °C) sammenlignet med kontroll 0,5 + 0,3 °C, p <0,01, figur 3.7 A). Ved 30
min var det en signifikant ekning i kroppstemperatur (0,8 + 0,2 °C) etter eksponering for 25
mg/kg 3-MEC, sammenlignet med kontroll (0,2 £+ 0,3 °C, p <0,001). Ved 60 min og 0,9 +
0,3 °C var endring i kroppstemperatur signifikant hayere enn for kontrolldyrene, som hadde
redusert kroppstemperatur sammenlignet med utgangstemperatur ved 60 min (1,0 + 0,3 °C, p
<0,01). Eksponering for 10 mg/kg 3-MEC ga ogsa en gkning i kroppstemperatur etter 60
min (1,2 £ 0,3 °C), som var signifikant forskjellig fra kontrolldyrene.
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Figur 3.7 Endringer i kroppstemperatur etter injeksjon av A) 3-MEC og B) metkatinon. Temperaturendring fra
utgangstemperatur (t=0) ble registrert ved 5, 15, 30, 60, 120 og 240 min etter injeksjon av 2,5, 10 og 25
mg/kg 3-MEC eller metkatinon eller NaCl (kontroll). Data er vist som gjennomsnitt + SEM for en mer
oversiktlig framstilling, n = 5-6. Signifikante forskjeller i temperaturendring for de 3 dosene sammenlignet med
kontroll er vist med asterisk (*) over verdiene (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001). Statistiske analyser ble
utfort med enveis ANOVA etterfulgt av Dunnett’s post-hoc test.

Figur 3.7 B viser at jo hoyere dose av metkatinon som ble administrert, desto sterre var
endringen i kroppstemperatur. Ved 60 min var endringen i kroppstemperatur etter
eksponering for 2,5 mg/kg (0,6 £+ 0,4 °C), 10 mg/kg (1,5+ 0,2 °C) og 25 mg/kg (2,1+ 0,3 °C)
metkatinon signifikant heyere enn i kontrolldyrene, som hadde redusert kroppstemperatur
sammenlignet med utgangstemperatur (1,0 + 0,3 °C, p <0,01, p <0,001). Etter 120 min ga
10 mg/kg (1,1 + 0,2 °C) og 25 mg/kg (1,3 £ 0,3 °C) metkatinon ogsa en temperaturgkning
som var signifikant heyere enn i kontrolldyrene, som hadde redusert kroppstemperatur
sammenlignet med utgangstemperatur (1,9 + 0,5 °C, p <0,001). Kroppstemperaturen var

lavere enn utgangstemperaturen i alle gruppene ved 240 min.

3.3.2 Effekt av a-PiHP og a-PVP

Figur 3.8 viser endring i musenes kroppstemperatur fra utgangstemperatur malt 5, 15, 30,

60, 120 og 240 min etter eksponering for 1, 2,5 og 10 mg/kg a-PiHP eller a-PVP, og NaCl.
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Eksponering for 2,5 mg/kg forte til en signifikant endring i kroppstemperatur ved 60 min (0,8
+ 0,3 °C) som var signifikant heyere

Administrasjon av 2,5 mg/kg (0,8 + 0,3 °C) og 10 mg/kg (0,8 £ 0,1 °C) a-PiHP ga en
temperaturendring ved 60 min som var signifikant heyere enn for kontrolldyrene, som hadde
redusert kroppstemperatur sammenlignet med utgangstemperatur (1,0 £+ 0,3 °C, p <0,01,
figur 3.8 A). Eksponering for 2,5 mg/kg resulterte i en reduksjon i kroppstemperatur ved 120
min (0,1 £ 0,5 °C), som var signifikant hgyere enn i kontrolldyrene, som hadde redusert
kroppstemperatur sammenlignet med utgangstemperatur (1,9 + 0,5 °C, p <0,05).
Eksponering for 10 mg/kg (0,5 £ 0,1 °C) ga en endring i kroppstemperatur ved 120 min som
var signifikant hgyere enn i kontrolldyrene. Kroppstemperaturen var lavere enn

utgangstemperaturen i alle gruppene ved 240 min.
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Figur 3.8 Endringer i kroppstemperatur fra utgangstemperatur etter eksponering for A) a-PiHP og B) a-PVP
Temperaturendring fra utgangstemperatur ble registrert ved 5, 15, 30, 60, 120 og 240 min etter s.c. injeksjon av
2,5, 10, og 25 mg/kg a-PiHP eller a-PVP og NaCl (kontroll). Data er framstilt som gjennomsnitt + SEM, for en
mer oversiktlig framstilling, n = 5-6. Signifikante forskjeller i temperaturendring for de 3 dosene sammenlignet
med kontroll er vist med asterisk (*) over verdiene (* p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001). Statistiske analyser
ble utfort med enveis ANOVA etterfulgt av Dunnett’s post-hoc test.
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Eksponering for 2,5 mg/kg (1,1 £+ 0,3 °C) og 10 mg/kg (0,9 + 0,4 °C) a-PVP ga en endring i
kroppstemperatur ved 60 min som var signifikant heyere enn i kontrolldyrene, som hadde
redusert kroppstemperatur sammenlignet med utgangstemperatur (1,0 + 0,3 °C, p < 0,001
figur 3.8 B). Eksponering for 2,5 mg/kg (0,3 £ 0,3 °C) og 10 mg/kg (0,8 £+ 0,4 °C) ga en
endring i kroppstemperatur etter 120 min som var signifikant heyere enn kontrolldyrene, som
hadde redusert kroppstemperatur sammenlignet med utgangstemperatur (1,9 £ 0,5 °C, p <

0,001). Kroppstemperaturen var lavere enn utgangstemperaturen i alle gruppene ved 240 min.

3.4 Farmakokinetikk i blod og hjernevev

3.4.1 Konsentrasjonskurver for 3-MEC og metkatinon

Rusmiddelkonsentrasjoner ble malt i blod (ng/mL) og hjernevev (ng/g) tatt fra mus 5, 15,
30, 60, 120 og 240 min etter eksponering for 2,5 mg/kg 3-MEC eller metkatinon.

Figur 3.9 viser konsentrasjonskurvene for 3-MEC og metkatinon i blod og hjerne. Cnax for 3-
MEC i blod (772 £ 141 ng/mL) ble malt 5 min etter administrasjon av 3-MEC, mens Crax 1
hjernevev (2706 + 121 ng/g) ble malt etter 15 min (Tmax, figur 3.9 A, tabell 3.1). Etter 120
min var 3-MEC nesten fullstendig eliminert fra blod og hjernevev. T1 til 3-MEC var 19 min i
bade blod og hjernevev. V4 var 81 mL og AUC var heyere i hjernevev (94298 ng - min/g)
sammenlignet med blodet (24461 ng - min/mL) etter eksponering for 3-MEC.

Cmax 1 blod (859 £ 91 ng/mL) etter eksponering for metkatinon ble méilt etter 5 min, mens
Cmax 1 hjernevev (2316 £ 82 ng/g) ble malt etter 15 min (Tmax, figur 3.9 B, tabell 3.1). Det
var mindre enn 10 % av Cmax igjen i blod og hjerne 120 min etter eksponering for metkatinon.
T2 til metkatinon var 27 min i blod og 29 min 1 hjerne. V4 var 73 mL i blod og AUC var
hayere 1 hjernevev (125992 ng - min/g) sammenlignet med blod (38403 ng - min/mL).

Cmax var henholdsvis 3,5 og 2,7 ganger hayere i hjernevev sammenlignet med blodet etter

eksponering for henholdsvis 3-MEC og metkatinon (figur 3.9 A og B, tabell 3.1).
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Figur 3.9 Konsentrasjonskurver for A) 3-MEC og B) metkatinon i blod (ng/mL) og hjerne (ng/g).
Rusmiddelkonsentrasjonene ble malt i blod og hjernevev som ble tatt ut 5, 15, 30, 60, 120 og 240 min etter én
s.c. injeksjon av 2,5 mg/kg 3-MEC eller metkatinon. Data er framstilt som gjennomsnitt + SEM, n = 6.
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Tabell 3.1 Farmakokinetiske parametere og variabler for 3-MEC og metkatinon i blod og hjerne. Det er ikke
oppgitt spredningsmal pa Tmax, AUC, t12, Vafordi beregningene ikke er basert pé gjentatte malinger.

3-MEC Metkatinon
Farmakokinetiske Blod Hjernevev | Hjerne:blod Blod Hjernevev | Hjerne:blod
parametere og
variabler
Cunax" 772 + 141 | 2706 £+ 121 3,5 859 +91 | 2316 + 82 2,7
(ng/mL / ng/g)
Tomax” (min) 5 15 - 5 15 —
AUC* 24461 94298 3.9 38403 125992 3,3
(ng - min/ mL)
(ng - min/g)
T . (min) 19 19 - 27 29 —
Vd° (mL) 81 - - 73 - -

“Maksimal konsentrasjon av rusmiddel, "tiden ved maksimal konsentrasjon av rusmiddel, “arealet under
konsentrasjonskurven, halveringstid, og °distribusjonsvolum.
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3.4.2 Konsentrasjonskurver for a-PiHP og a-PVP

Rusmiddelkonsentrasjoner ble malt i blod (ng/mL) og hjernevev (ng/g) tatt fra mus 5, 15,
30, 60, 120 og 240 min etter eksponering for 2,5 mg/kg a-PiHP eller a-PVP.

Figur 3.10 viser konsentrasjonskurvene for a-PiHP og a-PVP i blod og hjerne. Cmax for a-
PiHP i blod (252 £ 50 ng/mL) og hjernevev (1015 + 205 ng/g) ble malt 5 min (Tmax) etter
administrasjon av a-PiHP (figur 3.10 A, tabell 3.2). Det var mindre enn 10 % av Cmaxigjen i
blod og hjerne 120 min etter eksponering for a-PiHP. T1. for a-PiHP var 32 min i bade blod
og hjernevev. Vg4 var 248 mL og AUC var heyere i hjernevev (41679 ng - min/g)
sammenlignet med blod (9413 ng - min/mL).

Cmax 1 blod (442 £ 43 ng/mL) og hjernevev (1624 + 97 ng/g) etter administrasjon av a-PVP
ble mélt etter 5 min (Tmax, figur 3.10 B, tabell 3.2). Etter 120 min var a-PVP nesten
fullstendig eliminert fra bade blod og hjernevev. Ti,» for a-PVP var beregnet til 21 min i blod
og 18 min i hjernevev. Vg4 var 141 mL og AUC var 10706 ng - min/mL i blodet og 48724 ng -

min/g i hjernevev.

Cmax var henholdsvis 4 og 3,7 ganger hoyere i hjernevev sammenlignet med blodet etter

eksponering for henholdsvis a-PiHP og a-PVP (figur 3.10).
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Figur 3.10 Konsentrasjoner for A) a-PiHP og B) a-PVP i blod (ng/mL) og hjerne (ng/g).
Rusmiddelkonsentrasjonene ble malt i blod og hjernevev som ble tatt ut 5, 15, 30, 60, 120 og 240 min etter s.c.

injeksjon av 2,5 mg/kg a-PiHP eller a-PVP. Data er framstilt som gjennomsnitt + SEM, n = 5-6
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Tabell 3.2 Farmakokinetiske parametere og variabler for a-PiHP og a-PVP i blod og hjerne. Det er ikke oppgitt
spredningsmal pa Tmax, AUC, t12, Va fordi beregningene ikke er basert pa gjentatte malinger.

a-PiHP a-PVP
Farmakokineti Blod Hjernevev | Hjerne:blod Blod Hjernevev | Hjerne:blod
ske parametere
og variabler
Cunax” 252+ 50 | 1015 £ 205 4,0 442 +43 | 1624+ 97 3,7
(ng/mL / ng/g)
Tmaxb (mill) 5 5 - 5 5 -
AUC* 9413 41679 4,4 10706 48724 4,6
(ng - min/ mL)
(ng * min/g)
T . (min) 32 32 — 21 18 =
Vd° (mL) 248 — — 141 — -

“Maksimal konsentrasjon av rusmiddel, "tiden ved maksimal konsentrasjon av rusmiddel, “arealet under
konsentrasjonskurven, halveringstid, og °distribusjonsvolum.
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3.5 Monoaminopptak

3.5.1 Effekt av 3-MEC og metkatinon

Opptak av monoaminer i synaptosomer fra musehjerne ble studert etter eksponering for 3-
MEC og metkatinon. Figur 3.11 viser at jo hoyere konsentrasjon av 3-MEC eller metkatinon
synaptosomene ble eksponert for, desto kraftigere ble opptaket av DA, NA og 5-HT gjennom
henholdsvis DAT, NAT og SERT hemmet.

Figur 3.11 viser at hoyere konsentrasjon av 3-MEC var nedvendig for & hemme opptaket av
DA og NA i samme grad som metkatinon. Dette bekreftes av ICso-verdiene som var
signifikant heyere for 3-MEC sammenlignet med metkatinon (p < 0,001, tabell 3.3). ICso-
verdiene i tabell 3.3 viser at 3-MEC var 3,5 ganger mindre potent hemmer av DAT og 2,6

ganger mindre potent hemmer av NAT sammenlignet med metkatinon.

Kurveforlepet for 5-HT (figur 3.11 C) viser at en 3-MEC var mer potent hemmer av 5-HT-
opptaket sammenlignet med metkatinon. Dette bekreftes av ICso-verdiene i tabell 3.3, som
viser at en signifikant lavere konsentrasjon av 3-MEC var ngdvendig for & hemme opptaket av
5-HT i samme grad som metkatinon (p < 0,001). 3-MEC var 13,6 ganger mer potent hemmer

av SERT sammenlignet med metkatinon.

Tabell 3.3 ICso-verdier for 3-MEC og metkatinon p& opptaket av DA-, NA og 5-HT i synaptosomer fra mus.
Data er framstilt som gjennomsnitt + SEM, n = 4-5. Signifikante forskjeller i ICso er vist med asterisk (*) ved
verdiene (***p < 0,001). Statistiske analyser ble utfert med t-test for to uavhengige utvalg.

ICso® i [*H]-DA-opptak | [*H]-NA-opptak [*H]-5-HT-opptak
synaptosomer

3-MEC (uM) 1,13 £ 0,03%** 0,41 £ 0,04%** 1,17 £ 0,10%**
Metkatinon (uM) | 0,32 +0,02 0,16 £0,01 15,92+ 0,34

*Konsentrasjon av rusmiddel som kreves for 8 hemme opptaket av nevrotransmitter med 50 %.
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Figur 3.11 Effekt av 3-MEC og metkatinon pa opptak av A) radiomerket DA etter eksponering for 0,05-10 pM
3-MEC og 0,01-10 uM metkatinon, B) radiomerket NA etter eksponering for 0,05-5 uM 3-MEC og 0,1-5 uM
metkatinon og C) radiomerket 5-HT etter eksponering for 0,01-50 pM 3-MEC og 0,1-50 pM metkatinon i
synaptosomer fra musehjerne. Resultatene er regnet ut som % av kontroll, og er framstilt som gjennomsnitt
SEM, n = 4-5. Var oppmerksom pé at konsentrasjonene pa x-aksen er forskjellig i grafene.
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3.5.2 Effekt av a-PiHP og a-PVP

Opptak av monoaminer i synaptosomer fra musehjerne ble studert etter eksponering for a-
PiHP og a-PVP. Figur 3.12 viser at jo heyere konsentrasjon av a-PiHP eller a-PVP
synaptosomene ble eksponert for, desto kraftigere ble opptaket av DA, NA og 5-HT gjennom
henholdsvis DAT, NAT og SERT hemmet.

Kurveforlopet for DA (figur 3.12 A) viser at a-PiHP og a-PVP hemmet DA-opptaket i like
stor grad. Dette bekreftes av ICso-verdiene i (tabell 3.4). Figur 3.12 B viser at en hoyere

konsentrasjon av a-PiHP var nedvendig for & hemme opptaket av NA i samme grad som a-
PVP. ICso-verdiene i tabell 3.4 viser at a-PiHP var en signifikant mindre potent hemmer av

NAT sammenlignet med a-PVP (p < 0,002).

Kuveforlapet for 5-HT i figur 3.12 C viser at a-PiHP var en mer potent hemmer av SERT
sammenlignet med a-PVP. Dette bekreftes av ICso-verdiene i tabell 3.4, som viser at en
signifikant lavere konsentrasjon av a-PiHP var nedvendig for & hemme opptaket av 5-HT 1
samme grad som a-PVP (p <0,001). a-PiHP var 2,2 ganger mer potent hemmer av SERT

sammenlignet med a-PVP.

Tabell 3.4 ICso-verdier for a-PiHP og a-PVP pa opptaket av DA-, NA og 5-HT i synaptosomer fra mus. Data er
framstilt som gjennomsnitt + SEM, n = 4. Signifikante forskjeller i ICso er vist med asterisk(*) ved verdiene
(**p < 0,002, ***p < 0,001). Statistiske analyser ble utfort med t-test for to uavhengige utvalg.

ICso® i [*H]-DA-opptak [*H]-NA-opptak [*H]-5-HT-opptak
synaptosomer

a-PiHP (uM) 0,014 + 0,002 0,013 +£0,001** 36,95 £ 5,54 %**
a-PVP (uM) 0,014 + 0,001 0,009 + 0,000 81,60 + 5,54

*Konsentrasjon av rusmiddel som kreves for & hemme opptaket av nevrotransmitter med 50 %.
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Figur 3.12 Effekt av a-PiHP og a-PVP pa opptak av A) radiomerket DA etter eksponering for 0,001-2,5 uM a-
PiHP og a-PVP, B) radiomerket NA etter eksponering for 0,001-0,1 uM a-PiHP og a-PVP og C) radiomerket
5-HT etter eksponering for 1-500 pM a-PiHP og a-PVP i synaptosomer fra musehjerne. Resultatene er regnet

ut som % av kontroll og framstilt som gjennomsnitt + SEM, n = 4. Var oppmerksom pé at konsentrasjonen pa
x-aksen er forskjellig i grafene.
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4 Diskusjon

Hensikten med denne studien var & undersoke farmakodynamiske og farmakokinetiske
egenskaper til de nye syntetiske katinonene 3-MEC og a-PiHP, samt deres respektive
referansestoff metkatinon og a-PVP. Ved hjelp av bade in vivo-studier i mus og in vitro-
studier 1 isolerte nerveterminaler fra musehjerne, ble farmakodynamiske effekter,

farmakokinetikk, virkningsmekanisme og potens for de nevnte stoffene undersokt.

4.1 Farmakodynamiske og farmakokinetiske
egenskaper av 3-MEC og metkatinon

4.1.1 3-MEC er en mer potent hemmer av SERT

Resultatene vare viser at 3-MEC er en potent hemmer av DAT og NAT, i likhet med
metkatinon. Det krevde derimot en hayere konsentrasjon av 3-MEC sammenlignet med
metkatinon for at opptaket av DA og NA skulle bli hemmet med 50 % (ICso). 3-MEC er
dermed en noe mindre potent hemmer av DAT og NAT med ICso-verdier pa henholdsvis 1,13
uM og 0,41 uM, sammenlignet med metkatinon som hadde lavere ICso-verdier pa 0,32 uM og
0,16 uM ved henholdsvis DAT og NAT. Tidligere studier har vist at metkatinon er en potent
DAT-hemmer med ICso-verdier pa 0,34 uM i rottesynaptosomer (69) og ICso-verdier fra 0,36
uM (70) til 1,12 uM (24) i transfekterte humane HEK293-celler. Tilsvarende har tidligere
studier av metkatinon i HEK293-celler vist ICso-verdier pa 0,085 uM (24) til 0,5 uM (70) ved
NAT.

Det er interessant & merke seg at 3-MEC var nesten 14 ganger mer potent som hemmer av
SERT med ICso-verdi pa 1,17 uM, sammenlignet med metkatinon med en ICso-verdi pa 15,92
uM. Studier av metkatinons effekt pa opptak via SERT i rottesynaptosomer fant ICso pd 21,3
uM (69), og fra 10 uM (24) til 35 uM (70) i humane celler. Som forventet er det noe
variasjon i metkatinons effekt pd monoaminreopptak i ulike celle- og vevspreparater fra ulike
arter. Likevel viser alle studiene (24, 69, 70) samme trend med potent hemming av DAT- og
NAT-reopptak og liten effekt pA SERT-reopptak i det samme mikromolaromradet, som

samsvarer med vére resultater.
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En studie av Cozzi et al. (71) kan gi en mulig forklaring p& hvorfor 3-MEC (figur 1.8 B) er en
mer potent hemmer av SERT sammenlignet med metkatinon. Cozzi et al. (71) viste at en
fluor-substituering i 3-posisjon pa fenylringen til metkatinon ferte til gkt hemming av SERT
og mindre potent hemming av DAT og NAT. MDMA (figur 1.3 E), ogsé kjent som
virkestoffet i ecstasy), har substituenter i 3- og 4-posisjon pé fenylringen og hemmer SERT i
storre grad enn DAT og NAT (9, 24, 28). Det kan dermed tenkes at en gkt serotonerg effekt er

forbundet med substitusjon i 3- og 4-poisjon pa fenylringen pa metamfetaminmolekylet.

3-MEC har en DAT/SERT-ratio pa 1 som er betydelig lavere enn for metkatinon (50). Siden
3-MEC er en mer potent hemmer av SERT sammenlignet med metkatinon, indikerer det at 3-

MEC kan ha en mindre avhengighetsskapende effekt som folge av en lavere DAT/SERT-ratio
(3, 47).

Pa grunnlag av vare studier av monoaminopptak kan 3-MEC klassifiseres som syntetiske
katinoner med lignende egenskaper som kokain og MDMA, ettersom 3-MEC virker som en
ikke-selektiv monoaminreopptakshemmer av DAT, NAT og SERT (24, 53). Likevel ber det
gjores studier pa frigjering av monoaminene for & kunne konkludere noe helt sikkert om
hvilken klasse katinoner 3-MEC tilherer. Metkatinon tilherer derimot gruppen
metamfetaminlignende syntetiske katinoner, da metkatinon er en potent DAT- og NAT-

hemmer, som ogsa frigjor DA fra nerveterminalene (9, 24, 53, 70, 71).

4.1.2 Akutt ruseffekt og stereotypisk aktivitet av 3-MEC

Resultatene fra lokomosjonsstudien viser en dose- og tidsavhengig respons i lokomotorisk
aktivitet etter eksponering for 3-MEC og metkatinon. Musenes lokomotorisk aktivitet er en
indikator pd akutt ruseffekt (72), da eksponering av stimulerende rusmidler som amfetamin og
kokain ferer til okt bevegelsesaktivitet hos mus (50). Dette observeres ved lgping, ekt
utforsking av omgivelsene og generelt gkt motorisk aktivitet (50). Pa denne maten kan
aktivitetsnivaet i mus gi en indikasjon pa det generelle stimulerende potensialet til et

rusmiddel.

Bare den hoyeste dosen av 3-MEC pa 30 mg/kg induserte total lokomotorisk aktivitet som var
signifikant, mens dette gjaldt lavere doser av metkatinon fra 5-12,5 mg/kg. Dette samsvarer
godt med én tidligere studie i mus som viste signifikant ekning i total lokomotorisk aktivitet

etter s.c. injeksjon av 10 mg/kg metkatinon (53). Den hayeste dosen pa 30 mg/kg 3-MEC
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induserte Emax (2023 cm/5 min) som var signifikant heyere enn kontroll etter 20 min.
Metkatinon induserte den hoyeste aktiviteten 15 min etter eksponering for 10 mg/kg
metkatinon (1885 cm/5 min), som samsvarer med en annen studie i mus (73). Ettersom Tmax
er lengre for 3-MEC (20 min) sammenlignet med metkatinon (5—20 min) kan det ha en

betydning for risikoen for overdosering, dersom 3-MEC administreres kort tid etter.

Det er verdt & merke seg at det var en kraftig okning 1 total lokomotorisk aktivitet og Emax ved
overgangen fra en dose pa 25 mg/kg 3-MEC til en dose pd 30 mg/kg. Dette indikerer at selv
en liten okning i doseringen kan gi sterkere effekter av 3-MEC, som potensielt kan oke

risikoen for overdosering av stoffet.

En in vivo-studie i rotter (74) viste at gkte nivaer av 5-HT i hjernen er sterkt korrelert med
stereotypisk adferd. Stereotypisk adferd kan brukes som en indikator pa rusnivdet hos musene
(75). Det ble observert stereotypisk adferd i form av unormal og hyppig repetitiv
normaladferd i forsekene med 3-MEC, mens unormal og hyppig repetitiv adferd ble observert
for metkatinon. Basert pa resultatene fra in vitro-studien er det sannsynlig at 3-MEC induserer
en hoy serotonerg aktivitet. Det er dermed mulig at heyere doser av 3-MEC enn det vi har
testet i denne studien ogsa kan indusere unormal og repetitiv oppfersel som & gnage og slikke
pa vegger. Studier som undersgker hoyere doser av 3-MEC er derfor nedvendig for a si noe
mer om stereotypisk aktivitet, ettersom det bare var én dose som induserte en signifikant

hayere totalaktivitet.

Vare studier viser at det kreves en 2,4 og 3 ganger storre dose av 3-MEC for & oppna det
samme nivédet av henholdsvis total lokomotorisk aktivitet og Emax sammenlignet med
metkatinon. Dette tyder pd at 3-MEC er mindre potent ved DAT enn metkatinon, basert pa
sammenhengen mellom lokomotorisk aktivitet og ekt frigjering av dopamin i hjernen til mus
(50, 51). Selv om 3-MEC var noe mindre potent ved DAT i in vitro-studien, antyder det
imidlertid at aktiviteten til 3-MEC er noe lavere enn metkatinon pé grunn av serotonerge
effekter. Dette kan begrunnes ut ifra flere studier (75-78), som har indikert at gkte
ekstracellulere nivder av 5-HT 1 hjernen etter administrasjon av stimulerende rusmidler kan
redusere virkningen av DA pa lokomotorisk aktivitet, og dermed evnen til & skape
avhengighet. To tidligere studier utfert av Cozzi et al. og Schindler et al. (71, 76) har blant
annet undersegkt om interaksjoner mellom dopaminerge og serotonerge effekter in vitro-funn

av syntetiske katinoner kan relateres til lokomotorisk aktivitet og kommet fram til samme
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konklusjon: en mer potent SERT-hemmer vil i sterre grad kunne redusere DA-indusert

lokomotorisk aktivitet.

For doser av metkatinon pd 12,5 mg/kg eller hoyere ble det registrert to aktivitetsfaser. P&
bakgrunn av observasjon av musene og erfaring fra tidligere studier, kunne vi konkludere med
at musene var for ruset til & kunne koordinere lopsaktivitet ved disse dosene. I slike tilfeller
begynner ofte musene & vere aktive igjen nar rusmiddelet har blitt metabolisert og
hjernekonsentrasjonen nér et niva som tillater at musene gar eller loper framover (73, 79).

Vare funn tyder pd at dette nivdet ble nddd etter 90 min, da aktiviteten tiltok igjen.

Virkningen av 3-MEC var generelt kortere sammenlignet med metkatinon, da 10 mg/kg 3-
MEC varte 1 omtrent 60 min, mens samme dose av metkatinon varte i omtrent 150 min. Vare
resultater av metkatinon samsvarer med en studie i mus som viste at virkningen av 10 mg/kg

metkatinon varte i 100—180 min (73).

Sa vidt vi kjenner til har ikke 3-MECs effekt pa lokomotorisk aktivitet blitt studert tidligere.
Viére resultater av metkatinon samsvarer godt med to tidligere studier (53, 73) som viser den

samme dose-responsprofilen.

4.1.3 3-MECs farmakokinetikk

3-MECs Cmax 0g AUC var henholdsvis 3,5 og 3,9 ganger hoyere i hjernevev, sammenlignet
med blod. 3-MEC var lik farmakokinetikkprofilen til metkatinon, der Cimax 0g AUC var

henholdsvis 2,7 og 3,3 ganger hayere i hjernevev sammenlignet med blod. 3-MEC nadde en
Cmax pd 772 ng/mL 1 blod og 2706 ng/g i hjernevev, sammenlignet med 859 ng/mL og 2316
ng/g metkatinon i henholdsvis blod og hjernevev. Tmax ble observert etter 5 min i blod og 15

min i hjerne for bdde 3-MEC og metkatinon.

Cmax av 3-MEC er hoayere i hjernen sammenlignet med metkatinon, som tyder pa at 3-MEC i
storre grad gar over blod-hjernebarrieren (24). Dette kan forklares ut ifra at 3-MEC er et mer
lipofilt molekyl enn metkatinon péd grunn av metylsubstituert fenylring og en etylgruppe
koblet til aminet. Dette stottes opp av log P-verdiene som forteller noe om hvordan
rusmiddelet fordeler seg mellom oktanol og vann ved fysiologiske betingelser (37 °C og pH
7,4) (80). 3-MEC har en log P pa 2,3 (81) som er hgyere enn log P for metkatinon pé 1,6 (82).

log P-verdien bekrefter at 3-MEC er et mer lipofilt molekyl enn metkatinon, noe som
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indikerer at 3-MEC fordeler seg mer i kroppens vev (80). V4 samsvarer ogsd med disse
funnene, da 3-MEC (81 mL) hadde et storre V4 enn metkatinon (73 mL). Dette bekrefter en
hayere fordeling i vevet, og dermed hjernen, i forhold til blodet (83 s. 32).

T2 for 3-MEC (19 min) i blod og hjerne var kortere sammenlignet med metkatinon (30 min).
Ettersom ti/; for et legemiddel eller rusmiddel er konstant og uavhengig av dose for 1. ordens
kinetikk (83) s. 62, betyr det at 3-MEC elimineres hurtigere enn metkatinon ved den samme

dosen.

Sa vidt vi kjenner til har ikke 3-MECs farmakokinetiske egenskaper blitt studert tidligere, og
det er kun to tidligere in vivo-studier av metkatinons farmakokinetikk i henholdsvis mus (84)

og kanin (85), hvor ti» var mye lengre enn det vi har funnet i vér studie.

4.1.4 3-MEC induserer hypertermi

Eksponering for 10 og 25 mg/kg 3-MEC forte til den sterste signifkante ekningen i
kroppstemperatur pd 0,8—1,2 °C ved 60 min, og var lavere enn metkatinon ved samme
tidspunkt og doser (1,5-2,1 °C). Vare funn samsvarer godt med en annen studie av
metkatinon utfert i mus av Anneken et al., som fant en en dose-avhengig ekning av

kroppstemperatur pd 1,5-2 °C ved dosene 20 og 40 mg/kg (86).

Det er verdt 4 merke seg at eksponering for 25 mg/kg 3-MEC forte til en signifikant reduksjon
av kroppstemperatur pa 1,2 °C i forhold til kontroll ferste 15 min etter injeksjon, etterfulgt av
en gkning i kroppstemperatur sammenlignet med kontroll. En nedgang i kroppstemperatur 3—
4 °C lavere enn kontroll har tidligere blitt rapportert ved heye doser (80 mg/kg) av metkatinon
(86—88). Sa vidt vi kjenner til er det ingen studier av 3-MEC som viser pavirkning pa
kroppstemperatur, og fa studier av metkatinon til dags dato. Dosene vi benyttet 1 var studie
var lavere enn i studien til Anneken et al. Det kan dermed tenkes at en slik effekt med
reduksjon i temperatur kan bli forventet ved heyere doser av bade 3-MEC og metkatinon.
Dette er begrunnet ut i fra at studien til Anneken et al. som ogsd viste gkt kroppstemperatur
sammenlignet med kontroll for 2040 mg/kg metkatinon (86). Véare funn viser at 3-MEC kan

fordrsake hypertermi i store doser, som kan vere av klinisk betydning.

Det var forventet at kroppstemperaturen til kontrolldyrene skulle veere uforandret gjennom

forsgket. Umiddelbart etter s.c. injeksjon av saltvann gkte temperaturen ca. 0,5 °C, for
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deretter & synke til ca. 2,5 °C lavere enn utgangstemperaturen 240 min etter injeksjon. Det er
annerkjent at stressresponser kan gke kroppstemperaturen hos mus som felge av handtering
ved a f.eks bli holdt fast ved injeksjon (89, 90). Det er dermed en sannsynlig at
stressresponser forer til den umiddelbare ekningen i temperatur hos kontrolldyrene. Tidligere
studier (91-96) har vist at romtemperatur kan pavirke kroppstemperatur i mus etter
eksponering for rusmidler, og har dermed gitt et varierende utfall i om stoffer induserer
hypotermi eller hypertermi. Studier utfert i romtemperatur har vist 4 senke kroppstemperatur

(91, 92, 94, 95).

For forsekene vare stod musene oppstallet med andre mus, og kroppstemperaturen kunne ha
blitt lavere etter 240 min som folge av at de stod oppstallet enkeltvis i forseket. Denne
nedgangen i kroppstemperatur i kontrollmus har ogsé blitt sett i tidligere studier som bruker
samme temperatursensor (88, 89, 97, 98), men har ikke blitt adressert. En annen mulig
forklaring pa en redusert kroppstemperatur kan vaere at forseksrommet der musene stod

oppstallet hadde en lavere temperatur enn vanlige oppstallingsbetingelser pa 21 + 0,2 °C.

4.2 Farmakodynamiske og farmakokinetiske effekter
a-PiHP og a-PVP

4.2.1 a-PiHP er en mer potent hemmer av SERT

Vare in vitro-studier viste at a-PiHP er en like potent hemmer av DAT som a-PVP, som
begge hadde en ICso-verdi pd 0,014 pM. For & hemme NAT-opptak med 50 % krevde det en
noe hayere konsentrasjon av a-PiHP (ICso: 0,013 uM), sammenlignet med a-PVP (ICso:
0,009 uM). Tidligere studier i rottesynaptosomer har vist at a-PVP er en potent
katekolaminreopptakshemmer med ICso-verdier pa 0,013 uM (99) til 0,019 uM (68, 100) ved
DAT, og ICso-verdier fra 0,014 (99) uM til 0,028 uM (68) ved NAT. Som forventet er det noe
variasjon i ICso-verdier for monoaminopptak mellom ulike studier. Dette kan skyldes bruk av
ulike biologiske preparater, ulike arter eller stammer, og ulike forseksbetingelser. Likevel
viser alle studiene (68, 99, 100) den samme trenden med potent hemming av DAT- og NAT-

reopptak i det samme mikromolaromréidet.

Flere studier (99—102) har vist at en okt lengde av a-karbonkjeden i pyrrolidinkatinoner eker
potensen som DAT- og NAT-hemmer, opp til en viss lengde (103). En mer forgreinet a-
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karbonkjede bidrar ogsa til & opprettholde en hoy affinitet til DAT (100). a-PiHP (figur 1.6
D) er strukturelt lik a-PVP (figur 1.6 C), med unntak av en forgreinet a-karbonkjede med en
ekstra metylgruppe (isobutylgruppe). Vi fant ingen forskjell i hemming av DA-opptak for a-
PiHP og a-PVP og konkluderer med at en forgrenet alkylkjede pd a-karbonet bidrar til &
opprettholde potentensen som DAT-hemmer, nar det gjelder a-PiHP.

Det er interessant & merke seg at a-PiHP var 2,2 ganger mer potent som hemmer av SERT,
med en ICsp-verdi pa 36,96 uM, i forhold til a-PVP som hadde en ICso-verdi pa 81,60 uM.
Studier i rottesynaptosomer har vist ICso-verdier for a-PVP over 10 uM (99) til 75 uM (68)

ved SERT, hvor studien til Gannon et al. (68) samsvarer godt med vare funn.

a-PiHP har en DAT/SERT-ratio pa 2639, som er noe hoyere enn for a-PVP (5829). En mer
potent SERT-hemming kan indikere en mindre avhengighetsskapende effekt av a-PiHP
sammenlignet med a-PVP, pa grunn av en mindre DAT/SERT-ratio (3, 47). Selv om a-PiHP
hemmer SERT i storre grad enn a-PVP, er likevel a-PiHP en betydelig mer potent hemmer

av DAT og NAT enn SERT.

Pa bakgrunn av vare studier av monoaminopptak, tilherer a-PiHP gruppen
pyrrolidinkatinoner, som inneholder en pyrrolidinring pa amingruppen, med varierende a-
karbonkjede (3, 24, 101). Pyrrolidinkatinoner er potente og selektive hemmere av DAT og
NAT med liten effekt pa SERT (3, 23, 24), og inkluderer a-PVP (68). Pyrrolidinkatinoner er
derimot ikke et substrat for monoamintransporterene og frigjor derfor ikke monoaminer (24,
46, 99). Frigjeringsstudier av a-PiHP pa monoaminer kreves likevel for & kunne si noe sikkert

om a-PiHP er et substrat for monoamintransporterene.

4.2.2 Akutt ruseffekt og stereotypisk aktivitet av a-PiHP

Resultatene fra lokomosjonsstudien viste en dose- og tidsavhengig respons i lokomotorisk

aktivitet etter eksponering for a-PiHP og a-PVP, som er en indikator péd akutt ruseffekt (72) .

Doser fra 5-15 mg/kg a-PiHP induserte total lokomotorisk aktivitet og Emax som var
signifikante sammenlignet med kontroll, mens dette gjaldt lavere doser av a-PVP fra 1,75-5
mg/kg. En signifikant ekning i totalaktivitet har tidligere blitt rapportert for doser av 1-20
mg/kg a-PVP i mus (103, 104) og 3—10 mg/kg a-PVP i rotte (99).
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Hoyest totalaktivitet ble observert etter injeksjon av 10 mg/kg a-PiHP (32101 cm/240 min)
og 3,75 mg/kg a-PVP (20035 cm/240 min). En 2,7 ganger hgyere dose var nedvendig for &
oppnd Emax etter a-PiHP, sammenlignet med a-PVP. Denne forskjellen ma skyldes andre
faktorer enn effekt pd DAT, siden monoaminreopptaksstudien viste at a-PiHP og a-PVP var
like potente hemmere av DAT (50). Som tidligere nevnt, har tidligere studier pé syntetiske
katinoner (71, 76) indikert at gkende potens som SERT-hemmer vil i sterre grad kunne
redusere DA-indusert lokomotorisk aktivitet. I lys av dette kan det tenkes at det kreves en
storre dose av a-PiHP for & oppné samme lokomotorisk aktivitet som a-PVP, fordi a-PiHP

var dobbelt sd potent hemmer av SERT sammenlignet med a-PVP.

For doser av a-PiHP pa 12,5 mg/kg eller hoyere observerte vi redusert lokomotorisk aktivitet,
trolig fordi hjernekonsentrasjonen av rusmiddel var sd hay at dyrene ikke greide 4 koordinere
lopsaktivitet etter administrasjon av disse dosene. Denne reduksjonen i lokomotorisk aktivitet
sammenfalt med observasjoner av stereotypisk aktivitet 15 og 30 min etter administrasjon av
hoye doser a-PiHP (12,5 og 15 mg/kg), sammenlignet med a-PVP (3,75-10 mg/kg). Andre
studier har ogsa vist at denne reduksjonen i aktivitet er forbundet med stereotypisk adferd,

etterfulgt av en gkning 1 aktivitet som folge av at dosen avtar (104—106).

To aktivitetsfaser ble ogsa sett ved hoye doser av a-PVP (3,75-10 mg/kg), og andre studier av

a-PVP (104-106) sammenfaller med vére observasjoner av stereotypisk adferd.

En studie av Baumann et al. (74) p& MDMA in vivo i rotter viste at gkte nivaer av 5-HT i
hjernen er sterkt korrelert med stereotypisk adferd. Ettersom hey serotonerg aktivitet i form
av serotonergt syndrom kan forarsake forvirring, hallusinasjoner og hypertermi (4, 9), kan det
tenkes at a-PiHP hemming av SERT utever en slik effekt, da det ved heoye doser ble observert

unormal og repetitiv oppfersel som a gnage og slikke pé vegger.

Sa vidt vi kjenner til finnes det bare én studie av a-PiHP i mus, og den viser den samme dose-
responsprofilen for a-PiHP etter dosering av 2,5-10 mg/kg (107), som samsvarer med vare
funn. Dose-responsprofilen for a-PVP kan ogsa bekreftes av tidligere studier i mus (103,

104).
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4.2.3 a-PiHPs farmakokinetikk

a-PiHPs Cimax 0g AUC var 4 ganger hoyere i hjernevev sammenlignet med blod. Tilsvarende
for a-PVP var Cnax 0g AUC av henholdsvis 3,7 og 3,3 ganger hayere i hjernevev
sammenlignet med blod. Det ble mélt en Cmax pd 252 ng/mL i blod og 1015 ng/mL i
hjernevev av a-PiHP, som var lavere sammenlignet med 442 ng/g og 1624 ng/g a-PVP i
henholdsvis blod og hjernevev. Tmax ble observert etter 5 min i blod og hjerne for bade a-
PiHP og a-PVP, som indikerer en rask virkning. Det har ogsa nylig blitt rapportert hoye
konsentrasjoner av a-PiHP i blod (9662377 ng/mL) hjernevev (852—1016 ng/g) etter et
dedsfall assosiert med stoffet (37).

Hoyere konsentrasjon av a-PiHP i hjernevev sammenlignet med i blod indikerer at a-PiHP i
stor grad krysser blod-hjernebarrieren. Dette kan forklares ved at a-PiHP (figur 1.6 D) er et
mer lipofilt molekyl enn a-PVP pa grunn av en ekstra metylgruppe pa a-karbonkjeden a-
PiHP har en log P-verdi pa 3,9 (108), som er noe hegyere enn a-PVP (log P: 3,4)(109). log P-
verdien bekrefter dermed at a-PiHP er mer lipofilt enn a-PVP. V4 samsvarer ogsa med disse
funnene da a-PiHP (248 mL) i hjernen var hayere enn for a-PVP (148 mL), som bekrefter at

a-PiHP fordeler seg mer i vevet, og dermed hjernen (83 s. 32).

T2 for a-PiHP var 32 min i1 blod og hjernevev, som var lengre enn ti2 for a-PVP (ca. 20

min). Dette betyr at a-PiHP elimineres saktere enn a-PVP ved den samme dosen.

4.2.4 a-PiHP induserer hypertermi

Eksponering for 10 mg/kg a-PiHP forte til den storste signifikante ekningen 1
kroppstemperatur pa 0,8 °C etter 60 min, sammenlignet med a-PVP som viste en signifikant
temperaturekning pd 0,9 °C ved samme dose og tidspunkt. Ved 120 min induserte a-PiHP en
okning 1 kroppstemperatur som var signifikant heyere enn kontrolldyrene i likhet med a-PVP,

som antyder at a-PiHP har en langvarig effekt pa kroppstemperatur.

Resultatene fra temperatustudien viste at eksponering for de heyeste dosene av a-PiHP og a-
PVP (2,5 og 10 mg/kg) forte til en dose- og tidsavhengig ekning kroppstemperatur som
samsvarer med litteraturen pa a-PVP (98, 106) Vare funn viser at @-PiHP kan forarsake

hypertermi i store doser, som kan vere av klinisk betydning.
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Sa vidt vi kjenner til er det ingen studier pd a-PiHP og fi studier pa a-PVP som viser hvordan
disse stoffene pavirker kroppstemperatur til dags dato, og de som finnes presenterer
motstridende funn. To studier i rotter viste at doser fra 5-10 mg/kg a-PVP reduserte
kroppstemperatur sammenlignet med utgangstemperaturen hos kontrolldyr (106, 110), mens
studien til Taffe et al. (110) viste at en dose pa 1 mg/kg eker kroppstemperaturen i rotte.
Studien til Nelson et al. i rotte (98) er i samsvar med vére funn, som viser at
kroppstemperaturen eker etter eksponering for 0,3-3 mg/kg a-PVP. En mulig forklaring pé
motstridende funn 1 studier pa endring i kroppstemperatur er at romtemperatur pavirker
responsen i rottene etter eksponering for rusmiddel, noe som har blitt sett ved administrering
av blant annet MDMA (91, 92), mefedron (93, 94) og metamfetamin (95, 96).
Romtemperaturer ved vanlige laboratoriebetingelser (2224 °C) kan fore til en lavere
kroppstemperatur, mens heyere romtemperaturer over 26 °C gir en heyere kroppstemperatur
(91, 92, 94, 95). Det kreves dermed flere studier som viser hvordan a-PiHP pavirker
kroppstemperatur.

4.3 Sammenligning av de syntetiske katinonene

4.3.1 Kliniske vurderinger og potens av 3-MEC og a-PiHP

Basert pa vare studier av monoaminopptak var 3-MEC en ikke-selektiv
monoaminreopptakshemmer av DAT, NAT og SERT, og kan klassifiseres som et syntetisk
katinon med lignende egenskaper som kokain og MDMA (24, 53). Metkatinon tilherer
derimot gruppen metamfetaminlignende syntetiske katinoner, da metkatinon er en potent
DAT- og NAT-hemmer, som ogsa frigjer DA fra nerveterminalene (9, 24, 53, 70, 71).
Tilsvarende tilherer a-PiHP gruppen pyrrolidinkatinoner, som er potente og selektive

hemmere av DAT og NAT med begrenset aktivitet pA SERT (3, 23, 24)

3-MEC var nesten 14 ganger mer potent som hemmer av SERT sammenlignet med
referansestoffet metkatinon. Dette kan indikere en mindre avhengighetsskapende effekt av 3-
MEC pé grunn av en hgyere DAT/SERT-ratio (3, 47) pd 1, sammenlignet med metkatinon
med en ratio pa 50. Okte konsentrasjoner av 5-HT kan ogsé bidra til & hemme DA-indusert
lokomotorisk aktivitet (75—78). For & oppné en signifikant ekning i total aktivitet i mus med
3-MEC, krevde det en 6 ganger sa hgy dose sammenlignet med metkatinon. Vare funn

antyder dermed at 3-MEC er mindre potent enn metkatinon. Sammenlignet med andre
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stimulerende rusmidler, har kokain en DAT/SERT-ratio pé ca. 3 og metamfetamin en ratio pa
ca. 22 (9, 13, 24, 48). Basert pd DAT/SERT-ratioer er 3-MEC sannsynligvis mindre

avhengighetsskapende enn kokain og metamfetamin.

a-PiHP er en 2,2 ganger mer potent hemmer av SERT sammenlignet med referansestoffet a-
PVP. Dette kan indikere en mindre avhengighetsskapende effekt (3, 47) av a-PiHP pa grunn
av en lavere DAT/SERT-ratio pa 2639, sammenlignet med a-PVP som har en ratio pd 5829.
Vare funn tyder pd at a-PiHP er mindre potent sammenlignet med a-PVP. DAT/SERT-
ratioene for bade a-PiHP og a-PVP er imidlertid betydelig hayere sammenlignet med 3-MEC
og metkatinon pa grunn av en lav hemming av SERT (3, 47). Dette indikerer at bade a-PiHP
og a-PVP er mer avhengighetsskapende pa tvers av gruppene syntetiske katinoner, ogsa

sammenlignet med amfetamin og kokain.

4.3.2 Pyrrolidinkatinoner krysser blod-hjernebarrieren i sterre grad

3-MEC og a-PiHP, samt referansestoffene metkatinon og a-PVP hadde 2,7-4 ganger hoyere
Cmax 1 hjernevev sammenlignet med i blodet, hvor a-PiHP og a-PVP hadde hayest ratio.
Pyrrolidinkatinoner som a-PiHP og a-PVP er mer lipofile enn andre grupper syntetiske
katinoner pa grunn av pyrrolidinringen pa amingruppen (26). Dette gjenspeiler seg i log P-
verdiene til a-PiHP (3,9) og a-PVP (3,4), som er hgyere enn for 3-MEC (2,3) og metkatinon
(1,6). a-PiHP og a-PVP gér i stor grad over blod-hjernebarrieren pa grunn av hey lipofilisitet
og har dermed et hayt Vq4 (9, 24). a-PiHP har et V4 pd 248 mL, som gir lengre ti2 (11) 1
blodet og i hjerne pa 32 min, sammenlignet med a-PVP, 3-MEC og metkatinon som alle
hadde lavere Vg4 og kortere t12 . Som en konsekvens av den ekte lipofilisiteten er Tmax for a-
PiHP og a-PVP kortere ssmmenlignet med 3-MEC og metkatinon. Dette indikerer en raskere
virkning av a-PiHP og a-PVP, sammenlignet med 3-MEC og metkatinon.

4.3.3 Mindre fare for hypertermi etter 3-MEC og a-PiHP

Okning i kroppstemperatur etter eksponering for a-PiHP (0,8 °C) og a-PVP (0,9-1,1 °C) var
mindre sammenlignet med eksponering for 3-MEC (0,9-1,2 °C) og metkatinon (0,6-2,1°C).
Dette kan bety at det er mindre fare for hypertermi etter inntak av a-PiHP sammenlignet med

3-MEC. En studie av MDMA viser en gkning pa ca. 1,5 °C etter administrering (111), som er
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likt funnene vére for 3-MEC og metkatinon. Dette tyder pd at disse stoffene kan ha en

lignende effekt pa kroppstemperatur som MDMA.

4.4 Overforbarhet fra mus til mennesker

Mus og rotter er ofte foretrukket som modellorganismer pa grunn av deres likheter med
mennesker nér det gjelder hjerneanatomi, fysiologi og genetikk (112). Selv om det er likheter
mellom gnagere og mennesker, er det likevel artsspesifikke forskjeller som avgjer virkningen
av et legemiddel eller rusmiddel (113). Det er derfor utfordrende & trekke konklusjoner og
generalisere funn fra dyrestudier til mennesker, ettersom resultatene ikke kan overfores med
absolutt sikkerhet (113). Likevel bidrar studier i mus med en verdifull innsikt om
arsakssammenhenger, da de kan si noe om egenskapene til rusmidler innad i en art.

Dyrestudier er dermed en viktig del av & kunne gi en indikasjon pa virkningen hos mennesker.

4.5 Videre studier

Det er indentifisert mange potensielle virkesteder i nerveterminaler for syntetiske katinoner
(71), hvorav monoamintransporterene DAT, NAT og SERT er de viktigste som har blitt
undersekt i denne oppgaven. For & fi et helhetlig bilde pd virkningsmekanismen til 3-MEC og
a-PiHP, er det nedvendig & utfere in vitro-studier pd nevrotransmitterfrigjoring, for & kunne si
noe helt sikkert om 3-MEC og a-PiHP er hemmere eller substrater for

monoamintransporterene.

Videre er det nadvendig & undersgke om ekning i lokomotorisk aktivitet skyldes okt
aktivering av D1 og D»-reseptorene. Ved & administrere D1 og D-antagonister for injeksjon av
3-MEC og a-PiHP i lokomosjonsforsekene er det mulig & observere om lokomotorisk
aktivitet kan tilskrives aktivering av D1 og D»-reseptorene i mus. Dette bidrar til 4 eke

forstaelsen av hvordan stoffet virker pa et molekylert niva in vivo.
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5 Konklusjon
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In vitro-studiene viste at 3-MEC var en potent hemmer av monoaminopptak, men var
2,5-3,5 ganger mindre potent hemmer av DA-og NA-opptak, og 13,6 ganger mer
potent hemmer av 5-HT-opptaket sammenlignet med metkatinon. 3-MEC var en ikke-
selektiv potent hemmer av DAT, NAT og SERT, og kan derfor klassifiseres som et
syntetisk katinon med lignende egenskaper som kokain og MDMA.

a-PiHP var like potent og litt mindre potent hemmer av henholdsvis DA- og NA-
opptaket, og en noe mer potent hemmer av 5-HT-opptaket sammenlignet med a-PVP.
a-PiHP var potent hemmer av DAT og NAT, med liten effekt pa SERT in vitro, og

kan derfor klassifiseres som et pyrrolidinkatinon.

In vivo-eksponering for 3-MEC og a-PiHP viste en umiddelbar effekt, der Emax ble
maélt etter henholdsvis 20 min og 5-20 min. For & indusere aktivitet var det nedvendig
med en hoyere dose av a-PiHP og 3-MEC noe som indikerer at a-PiHP og 3-MEC ga

mindre ruseffekt og var mindre potente enn referansestoffene.

Lokomosjonsstudiene indikerte at stereotypisk adferd var forbundet med haye
konsentrasjoner av rusmidlene i hjernen. 3-MEC induserte stereotypisk adferd som var
unormal og hyppig repetitiv normaladferd ved en dose pa 30 mg/kg. a-PiHP og a-
PVP induserte stereotypisk atferd som var unormal og hyppig repetitiv etter injeksjon

av doser pa eller hgyere enn henholdsvis 7,5 mg/kg eller 3,75 mg/kg.

3-MEC og a-PiHP forarsaket en mindre ekning i kroppstemperaturen hos mus,
sammenlignet med referansestoffene metkatinon og a-PVP. Likevel er det mulig at 3-

MEC og a-PiHP kan fordrsake hypertermi ved haye doser.

Konsentrasjonsmalinger fra kinetikkstudien viser at 3-MEC og a-PiHP fordeler seg
henholdsvis 3,5 og 4 ganger mer i hjernen sammenlignet med i blodet. Ciax av 3-MEC
og a-PiHP i hjernen ble mélt henholdsvis 15 og 5 min etter administrering. T1/> for 3-
MEC var 19 min, noe som kan tyde pa en kortere ruseffekt sammenlignet med
metkatinon. Ti2 for a-PiHP var 32 min og kan indikere en lengre ruseffekt

sammenlignet med a-PVP.
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Vedlegg A — Skaringskjema for evaluering
av smerte og humane endepunkter

Evaluation of pain and definition of human endpoint FOTS 29696

Parameters State Score Date Date Date Date Date Date
Normal, normal skin tent and posture 1
Appearance Slight skin tent present on dorsum 2
/hy(tlrtatlon Moderate skin tent, hunched posture, 3
status piloerection present
Severe skin tent, eyes sunken in, 4
piloerection
Normal, active in cage prior to and 1
during handling, nesting, sleeping in
groups
Decreased activity, isolated but alert, 2
responsive to handling, labored
breathing
Natural Lethargic,. isolgted, decrease resistance 3
behavior to handling, increased or decreased
respiration rates
Nonresponsive, mouse only moves 4
when touched, vocalization, dyspnea,
open mouth breathing
Loss <5 1
Loss 6-10% 2
Body weight Loss 11-14% 3
Loss > 15% or 4
10% within 24 h
No or minor wound on injection site 1
Small wound/irritation on injection site 2
light erythema, mild edema
Injection site
for Enlarged wound on injection site 3
temperature mild erythema/edema
transponder
Open wound on injection site, severe 4
erythema/edema purulent exudate
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Total score

4.5
6-10

11-12
=12

proceed with the planned experiment

pay close attention; provide supplementary care, e.g. extra fluids, wet food, analgesia treatment, review progress
with veterinarian

supplementary care, consider euthanasia

human endpoint/euthanasia

Single score = 2 closely monitor health status/consider supportive actions /contact group leader

Single score = 3 closely monitor health status/ supportive actions/contact group leader/ consider euthanasia
Single score = 4 or 3 (respiratory distress/dyspnea) human endpoint/euthanasia

Supportive actions
In case of wound infection

Consider local antibiotics treatment (Bacimycin, 2-3 times a day for 5 days). Antibiotics

treatment should be used only when necessary. Consider sacrifice in case of the progressive or
severe infection.

Consider temporal isolation in case of co-habitant's behavior cause poor wound healing.
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Vedlegg B — UHPLC-MS/MS

Oversikt over konsentrasjonene til kontrollene

Tabell 1 Kontroll 1-4 ble benyttet i proveopparbeidelse av blod og hjernehomogenat

3-MEC

Metkatinon

a-PiHP

a-PVP

Kontroll 1
(nM)

5

6

Kontroll 2
(nM)

23
30
30

30

Kontroll 3

Oversikt over konsentrasjonene til standardene

(nM)
3000
4000
4000

4000

Kontroll 4
(nM)

6010
8010
8000

8000

Tabell 2 Standard 2 —6 ble benyttet i preveopparbeidelse av blod og standard '2—7 ble benyttet i
proveopparbeidelse av hjernehomogenat.

Metkatinon

74

3-MEC

a-PiHP

a-PVP

STD 2

(nM)
4

5

STD 1

(nM)
8
10
10

10

STD 2

(nM)
19
25
25

25

STD 3
(nM)

40
50
50

50

STD 4

(nM)
80
100
100

100

STDS STDS %
(nM) (nM)
750 3750
1000 5000
1000 5010
1000 5000

STD 6
(nM)

7500
10010
10010

10000

STD 7
(nM)

18750
25020
25030

26010



Vedlegg C — Linearitet mellom
vevskonsentrasjon og opptak

Resultater DA-opptak
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Figur 5 Uspesifikt opptak av [*H]-DA med og uten hemmer ved ulike vevskonsentrasjoner
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Figur 6 Spesifikt opptak av [*H]-DA



Resultater NA-opptak
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Figur 7 Uspesifikt opptak av [*H]-NA med og uten hemmer ved ulike vevskonsentrasjoner
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Figur 8 Spesifikt opptak av [3H]-NA

76



Resultater 5-HT-opptak
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Figur 9 Uspesifikt opptak av [°*H]-5-HT med og uten hemmer ved ulike vevskonsentrasjoner
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Figur 10 Spesifikt opptak av [*'H]-5-HT
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Konklusjon

Forholdet mellom totalt opptak av DA og opptak med hemmer er hoyt. Jo hayere ratioen er, jo
mer er det sikkert at dopamintransporteren (DAT) ble hemmet. Spesifikt opptak viser hvor
stort reopptaket er av dopamin gjennom DAT. Spesifikt opptak viser ogsa at det er en lineaer
sammenheng mellom vevskonsentrasjon og opptak. Hoye telletall av spesifikt opptak viser at
det ble tilsatt nok radioaktivt substrat. Fortynnet vev til 25% (4 mL per utgangsvekt gram
hjerne) ga heyt nok ratio av totalt opptak og opptak med hemmer til at vevskonsentrasjonen
ble brukt videre i forsekene.

Den samme konklusjonen gjelder ogsé for NA og 5-HT-opptak.
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Vedlegg D — Observert stereotypisk adferd

Dose (mg/kg)

3-MEC 2,5
3-MEC 10
3-MEC 15

3-MEC 20
3-MEC 25
3-MEC 30
MK 1
MK 2,5
MK S

MK 7,5
MK 10
MK 12,5

MK 25
o-PiHP 1
o-PiHP 2.5
o-PiHP 5

o-PiHP 7,5
o-PiHP 10
o-PiHP 12,5
o-PiHP 15
a-PVP 0,5
a-PVP 1
a-PVP 1,75
o-PVP 2,5
a-PVP 3,75
a-PVP 5
a-PVP 7,5

a-PVP 10

15 min

Pusser seg.

Rykker framover.

Pusser seg.

Snuser rundt, reiser seg pa bakbena
inntil veggen, rykker fram.

Reiser seg pd bakbena inntil
veggen.

Gnager pa veggen.

Rygger og gnager pd veggen.
Gnager pa gulvet.

Pusser seg.

Gnager pa veggen.

Skraper pa veggen i hjernet og
gnager pa gulv og vegg.
Rygger og rykker framover.

Gnager pa gulvet.

30 min

Gar 1 rundt seg selv i sirkler.

Vasker seg.

Rykker framover.

Vasker seg, rykker fram.

Gnaging pé gulvet.

Reiser seg pd bakbena inntil
veggen, vasker seg, rykker fram og
til siden med hodet.

Gnager pa veggen.

Rygger og gnager pd veggen.

Reiser seg pd bakbena inntil
veggen.

Rykker fram og tilbake, reiser seg
pa bakbena

Reiser seg pd bakbena inntil
veggen, pusser seg, beveger hodet
fort opp og ned.

Gnager pa veggen i hjernet, rykker
framover.
Gnager pa gulvet.

Rygger, er sammenkrepet, prover a
reise seg, men sjangler. Star
oppreist pa bakbena inntil veggen
0g snuser.
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