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Sazetak:

Ovisnost 0 metamfetaminu (METH) okarakterizirana je brojnim
promjenama na razini neurona kao Sto je nastanak i nakupljanje
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i fluorescentnih zavrsnih produkata
naprednih glikacijskih reakcija (fAGEs). Drosophila melanogaster se vec
desetlje¢ima koristi u istrazivanju ovisnosti radi slicnosti sa sisavcima u
bihevioralnom, monoaminiskom i molekularnom odgovoru na
psihostimulanse.

U ovome radu istrazen je utjecaj vodenog ekstrakta Crocus sativus
(Safrana) koji je muzjacima administriran kroz hranu u razdoblju od
sedam dana prije prisilnog ili svojevoljnog izlaganja METH-u u
bihevioralnim testovima lokomotorne senzitizacije i preferencijalne
konzumacije, nakon kojih su provedeni biokemijski eseji kvantificiranja
koncentracije vodikovog peroksida (H20.) i fAGEs-a u ekstraktima glave i
tijela.

Potvrdili smo potencijal C.sativus da ublazava odredene efekte koji nastaju
kao posljedica konzumacije psihostimulansa. C.sativus djelovao je
anksioliticki tako Sto je utjecao na smanjenje lokomotorne aktivnosti
nakon drugog izlaganja D.melanogaster volatiliziranom metamfetaminu
(vMETH). Mjerenjem koncentracije H.0>, nakon izlaganja vinskih musica
VMETH-u, primijeceno je antioksidativnho djelovanje C.sativus Ciji je
predtretman sprijecio njegovo nakupljanje u tijelima do kojega je doslo u
kontrolnoj skupini vinskih musica.

Mogucnosti vodenog ekstrakta C.sativus su brojne te se njegova svojstva
trebaju dalje istraziti kako bi se u potpunosti iskoristio njegov potencijal.
Govoredi o njegovom utjecaju na D.melanogaster induciranu
metamfetaminom, naredna istrazivanja trebaju se usmijeriti na razliCite
starosne skupine vinskih musica, ali i na prilagodavanje optimalne
koncentracije ekstrakta C.sativus koja ¢e imati najvedi utjecaj na
posljedice psihostimulansa.

Kljuéne rijeci: metamfetamin, Drosophila melanogaster, Crocus sativus,
reaktivne kisikove vrste (ROS), AGEs



Summary:

Addiction to methamphetamines (METH) is characterized by numerous
changes at the level of neurons such as the generation and accumulation
of reactive oxygen species (ROS) and fluorescent end products of
advanced glycation reactions (AGEs). Drosophila melanogaster has been
used for decades in addiction research due to its similarity with mammals
in the behavioral, monoaminic and molecular response to
psychostimulants.

In this paper, we investigated the influence of the aqueous extract of
Crocus sativus (saffron), which was administered to males through food
during the seven day period before forced or voluntary exposure to METH
in behavioral tests of locomotor sensitization and preferential
consumption. After that, biochemical assays were performed to quantify
the concentration of hydrogen peroxide (H202) and fAGEs in head and
body extracts.

We have confirmed the potential of C.sativus to alleviate certain effects
that occur as a result of the consumption of psychostimulants. C.sativus
had an anxiolytic effect by reducing locomotor activity after a second
exposure of D.melanogaster to volatilized methamphetamine (VMETH). By
measuring the concentrations of H20: after exposure of flies to vMETH, the
antioxidant effect of C.sativus was observed, whose pretreatment
prevented its accumulation in the bodies, which occurred in the control
group of flies.

The possibilities of the water extract C.sativus are numerous and its
properties need further research in order to fully exploit its potential.
Speaking about its influence on D.melanogaster induced by
methamphetamine, further research should focus on different age groups
of flies, but also on adjusting the optimal concentrations of C.sativus
extract that will have the greatest impact on the effects of
psihostimulants.

Key words: metamphetamine, Drosophila melanogaster, Crocus sativus,

reactive oxygen species (ROS), AGEs
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1. UVOD

1.1. Metamfetamin (METH)

Psihostimulansi, medu njima i metamfetamin (METH), djeluju
neurotoksi¢no na sredidnji Zivéani sustav (SZS) te razvijaju ovisnost.
Dugotrajna konzumacija METH-a ostavlja ozbiljne fizicke i psihicke
posljedice kao Sto su povecani rizik za sr¢ana oboljenja i infekcije HIV-om
i hepatitisom. Zbog neurotoksi¢nog djelovanja, konzumenti ¢esée
obolijevaju od neurodegenerativnih bolesti, depresije, Sizofrenije i psihoze.
Neurotoksicni efekti METH-a ukljucuju ostecenje u putu dopamina (DA) i
serotonina, neuralnu apoptozu te aktivaciju glije i mikroglije koje uzrokuju

neuroinflamaciju unutar mozga [1].

Povecanje koncentracije reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) jedan je
od znakova starenja. Osim kod starenja, povecane koncentracije ROS-a
uocCene su i kod neurodegenerativnih bolesti. Takoder, tijekom ovisnosti o
psihostimulansima dolazi do povecanja ROS-a Sto uzrokuje ostecenja
proteina, lipida i DNA te u konacnici dolazi do neurotoksi¢nosti [2].
Izlaganje METH-u dovodi do povecanja razine DA u sinaptickoj pukotini
koji se zatim metabolizira auto-oksidacijom Sto dovodi do stvaranja ROS-a

i dopaminskih kinona sto dovodi do mitohondrijske disfunkcije [3].

Pokazalo se da je vazan faktor stani¢ne toksi¢nosti oksidativni stres.
METH uzrokuje povecanje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) kao Sto su
hidroksilni radikali (OH"), vodikov peroksid (H202) i superoksidni anion
(O27) tako Sto dovodi do povecane oksidacije DA. Zbog svoje lipidne
topljivosti, prolazi kroz krvno mozdanu barijeru te ulazi u dopaminergicne
terminale preko transportera dopamina (DAT) i pasivhom difuzijom s
obzirom da je strukturom vrlo sliCan dopaminu. Narusavanjem funkcije
vezikularnog transportera monoamina 2 (VMAT2) dolazi do povecanija
kocentracije DA u citosolu i sinaptickoj pukotini. Nastali viSak DA auto-

oksidira na kinone i semi-kinone te nastaju velike koli¢ine OH-, H.O. i O>".
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Vodikov peroksid nastaje i kao nusprotukt metaboliziranja manje kolicine
DA preko monoamin oksidaze (MAO) ili katehol-O-metiltransferaze
(COMT). Vremenom, nakupine ROS-a uzrokuju niz reakcija kao Sto su
peroksidacija lipida i aktivacija proteaza Sto dovodi do pokretanja puteva

stani¢ne smrti [1].

Advanced Glycation End (AGEs) produkti su glikacijskih reakcija i
jedni od pokazatelja starenja, neurodegenerativnih bolesti te problema u
antioksidativhom sustavu kao odgovor na oksidativni stres. Pokazalo se da
prehrana moze utjecati na koli¢inu AGEs-a, a posebno prehrana bogata
antioksidantima koja dokazano smanjuje njihovu koncentraciju. fAGE je
podgrupa AGEs-a a svojstvima auto-fluorescencije te je zbog toga
jednostavna za identifikaciju i kvantifikaciju u D.melanogaster koja je bila

nas model organizam u eksperimentima [4].

Prema nekim saznanjima, do nakupljanja fAGEs-a dolazi zbog
osStecenja u dopaminergic¢noj signalizaciji koja je karakteristi¢na i za
brojna stanja kao Sto su neurodegeneracija i ovisnost [4]. DA regulira
neuralnu plasti¢nost nakon administracije psihostimulansa sto dovodi do
promjena u ponasanju te do karakteristicnog ovisnickog ponasanja [4]. U
nasim eksperimentima koncentracija fAGEs-a mjerena je nakon izlaganja
METH-u.

1.2.Drosophila melanogaster kao model organizam za

proucCavanje ovisnosti

Zivotinjski modeli omogucavaju istrazivanje razli¢itih aspekata
ovisnosti o drogama, od jednostavnog, akutnog odgovora na droge, do
slozenijih ponasanja kao Sto su potraga za drogom, samoadministracija i
recidiv. U odnosu na istrazivanja na glodavcima, istrazivanja na
D.melanogaster (vinska musica) su jeftinija, potrebno je manje vremena

za njihov uzgoj te je njihovo odrzavanje i provedba pokusa jednostavnija.



Iako sisavci imaju dva do tri puta viSe gena od musica, ¢ak 75% gena
povezanih s bolestima u ljudima ima svoje srodne gene u D.melanogaster.
Taj podatak joj omogucava da bude dobar model organizam za
proucavanje funkcije velikog broja gena koji su ukljuceni u bolesti sisavaca
[5]. Pokazalo se da su vinske musice dobar model za proucavanje razvoja
tumora, molekularnih mehanizama neurodegenerativnih bolesti kao Sto su
Alzheimerova, Huntingtonova i Parkinsonova bolest te za druge bolesti
degeneracije misic¢a i intestinalne disfunkcije [6] (Slika 1). Zbog toga sSto
sadrzi transportere dopamina koji mogu vezati METH i kokain,

D.melanogaster je dobar model organizam za proucavanje ovisnosti. [7]
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{ s <[‘>~:" Neurodegeneracija
3
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Slika 1. Modeliranje bolesti u vinskim musicama. U D.melanogaster je moguce
proucavati razne ljudske bolesti i poremecaje kao Sto su neurodegeneracija, razvoj

tumora, degeneracija misi¢a te intestinalna disfunkcija i inflamacija. [6]

1.2.1. Bihevioralni odgovor na psihostimulanse

Kao i kod glodavaca, u vinskim musicama je primijeceno ponasanje
koje se povezuje s konzumacijom psihostimulansa ovisno o koncentraciji.

To ponasanje ukljucuje povecanu seksualnu aktivnost, hiperlokomociju,



nekontroliranu motori¢ku aktivnost i smrt. Esejima je moguce izmjeriti
osjetljivost i senzitizaciju na psihostimulanse. Senzitizacija ukljucuje
razvoj povecane osjetljivosti na efekte psihostimulansa nakon ponovljenog
izlaganja, a ukljucuje neuroadaptaciju koja povecava podrazaje u sustavu
za nagradivanje u mozgu [8]. Lokomotorna senzitizacija podrazumijeva
povecanje lokomotornog odgovora nakon ponovljenog izlaganja
psihostimulansima, dok je bihevioralna senzitizacija poveéanje
stereotipnog, motori¢ckog ponasanja. Jacina senzitizacije moze ovisiti o
starosti vinskih musica, spolu, broju te vremenskom intervalu izmedu
administracija [9]. Samo-administracija i preferencijalna konzumacija
psihostimulansa jos je jedna od karakteristika D.melanogaster. "Capillary
Feeder Assay'" (CAFE) je naj¢eS¢a metoda za mjerenje samo-
administracije gdje vinske musice imaju izbor izmedu dvije vrste hrane,
Secerna hrana ili ista ta hrana u kojoj se nalazi psihostimulans. Tom
metodom moguce je izracunati individualnu preferenciju vinske musice,
kao i njihovu ukupnu preferenciju jedne vrste hrane u odnosu na drugu.
Brojna istrazivanja pokazala su preferenciju vinskih musica u konzumaciji
etanola umjesto Secerne hrane, a slicno je i s METH-om kojeg vinske

musice preferencijalno konzumiraju u koncentraciji od 15 mg/mL [10].

1.2. Crocus sativus

Crocus sativus L. (Safran) je biljka iz porodice perunika (Iridaceae)
kojih ima viSe od 85 vrsta. C.sativus je tradicionalna mediteranska biljka,
a uzgaja se u razli¢itim podrucjima kao Sto su Iran, Indija, Maroko,
Spanjolska, Gréka, Italija i druge drzave. Cvijet se sastoji od Sest
ljubicastih latica, tri zlatno-zuta prasnika i jednog crvenog tucka koji na
vrhu ima tri razgranate stigme (filamenta) koji susenjem daju zacin (Slika
2). Zacin C.sativus najskuplji je zacin na svijetu s obzirom na to da je za
proizvodnju njegovog jednog kilograma potrebno oko 230 000 cvjetova

[11]. Tradicionalni je zacin koji se koristi za kuhanje, bojanje i u



medicinske svrhe. C.sativus poboljSava cirkulaciju krvi te pomaze kod
depresije i ima smirujuce efekte [12]. Prema modernim studijama, aktivne
tvari C.sativus kao Sto su krocetin, krocin i Safranal pokazuju svojstva
antioksidacije, protuupalna svojstva, poboljSavaju funkciju mitohondrija te
imaju potencijal i za korisStenje u antidepresivima [12]. Svaka od
navedenih aktivnih tvari dokazano djeluje na smanjenje oksidativnog

stresa i neuroinflamacije [11].

Slika 2. Cvijet C.sativus i osusene stigme iz kojih se proizvodi zacin. [13]

Krocin je glikozilni ester krocetina koji nastaje esterifikacijom
krocetina pomocu raznih glikozida (Slika 3A) te je odgovoran za
karakteristi¢nu crvenu boju zacina. Cesto je predmet istrazivanja zbog
antioksidativnih svojstava koja Stite stanice od oksidativnog stresa. Iako
je karotenoid, za razliku od vecine spojeva iz grupe karotenoida, krocin je
topljiv u vodi. Vecina njegovih svojstava gubi se nakon izlaganja svjetlosti,
toplini i kisiku. Nakon oralne administracije, apsorpcija se odvija
hidrolizacijom u intestinalnim epitelnim stanicama gdje nastaje
deglikolizirani trans-krocetin koji se absorbira pasivhom difuzijom kroz

intestinalnu barijeru [11].

Krocetin je hidrofobni karotenoid (Slika 3B) koji nije topljiv u vodi

niti u vecini organskih otapala, osim u piridinu i dimetilsulfoksidu. Isto kao



i krocin, ima malenu stabilnost, ali, za razliku od njega, ima brzu

apsorpciju [11].

Safranal je monoterpenski aldehid (Slika 3C) koji je zasluzan za
karakteristicnu aromu C.sativus. Njegova bioaktivnost je manje poznata te
se farmakoloska svojstva C.sativus vecinom pripisuju karotenoidima,

krocinu i krocetinu [11].

(a) o ()
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Slika 3. Strukturne formule aktivnih tvari C.sativus. A) Krocin, B) Krocetin,
C) Safranal [11]

Utjecaj vodenog ekstrakta C.sativus prethodno je ispitivan i na
fiziCckim i psihickim simptomima koji se javljaju tijekom odvikavanja od
psihostimulansa. Istrazivanje na miSevima pokazalo je kako vodeni
ekstrakt C.sativus smanjuje njihovu anksioznost te ponasanja slicna
depresiji uzrokovana odvikavanjem od etanola u slicnoj mjeri kao i
administracija antidepresiva diazepama [14]. U istom istrazivanju
misevima je ubrizgan pentilentetrazol koji izaziva napadaje i konvulzije
nakon konzumacije etanola te se pokazalo da vodeni ekstrakt C.sativus
povelava granicu za napadaje te tako djeluje antiepilepticki [14]. Sli¢no
tome, drugo istrazivanje pokazalo je da vodeni ekstrakt smanjuje
anksioznost i depresiju uzrokovanu odvikavanjem od morfija u Stakora. S
obzirom da je C.sativus doveo do povecanih razina serotonina,
pretpostavlja se da je povecanje serotonina zasluzno za njegove
anksioliticke i antidepresivne ucinke [15].
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in vitro istrazivanja pokazala su da vodeni ekstrakt C.sativus
smanjuje intracelularnu koncentraciju ROS-a izazvanog stresom [13].
Osim toga, pokazalo se i da smanjuje DNA ostecenja uzrokovana ROS-om
[13]. Druge studije su pokazale utjecaj vodenog ekstrakta na
koncentraciju AGEs-a kod Stakora s dijabetesom koji inace imaju poveéane
razine AGEs-a [16]. Sli¢no, druga istrazivanja na Stakorima sa
dijabetesom pokazala su znacajno smanjenje AGEs-a nakon tretiranja sa
krocinom, jednom od aktivnih tvari C.sativusa [17]. Krocin je smanjio i
razine ROS-a u stanicama tretiranim akrilamidom koji uzrokuje
neurotoksi¢nost [18]. Osim krocina, i krocetin je pokazao utjecaj na

smanjeno stvaranje AGEs-a [19].



2. CILJ RADA

Cilj ovog istrazivanja je izmjeriti postoje li pozitivni ucinci vodenog
ekstrakta C.sativus i njegovih aktivnih tvari na bihevioralne i biokemijske
posljedice konzumacije psihostimulansa u D.melanogaster. S obzirom na
to da 75% gena povezanih s bolesti u [judima ima srodne gene u
D.melanogaster te postoje slicnosti u njihovom bihevioralnom odgovoru
na psihostimulanse, otkri¢a u ovom istrazivanju mogla bi se primijeniti na

lijeCenje ovisnosti u ljudima.

Glavni cilj realizirat ¢e se kroz prvi potcilj, promatranje utjecaja
predtretmana C.sativus na bihevioralni odgovor D.melanogaster.
Bihevioralni fenotipovi nakon izlaganja psihostimulansima istrazit ¢e se
preko FlyBong i FlyCAFE eseja. Vinske musice ¢e METH primiti putem
aerosola u FlyBong eseju u kojem se METH volatilizira te upuhuje u
cjevcice s vinskim musicama i oralnim putem u FlyCAFE eseju gdje ¢e
modi birati izmedu konzumacije tekuce Secerne hrane i tekuce Secerne
hrane s METH-om. Bihevioralni odgovor usporedivat ¢e se izmedu vinskih

musica koje su imale predtretman sa C.sativus i onih koje nisu.

Drugi potcilj istrazivat ¢e se nakon konzumacije METH-a putem FlyBong
ili FlyCAFE eseja, gdje ¢e se vinskim musSicama mjeriti koncentracije
vodikovog peroksida (H20;) i fAGEs-a u glavama i tijelima. Usporedujuci
dobivene koncentracije u vinskih musica koje su bile na predtremanu sa
C.sativus sa onima koje nisu, dobit ¢e se rezultati koji upucuju na utjecaj
vodenog ekstrakta C.sativus na biokemijske posljedice koje nastaju uslijed

konzumacije psihostimulansa.



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Uzgoj D.melanogaster

U eksperimentima su koriSteni muzjaci divljeg tipa (wt)
D.melanogaster CantonS. Vinske musice su uzgajane u plasti¢nim bocama
s kukuruznom hranom. Za pripremu jedne litre hrane potrebno je
prokuhati 1 L vodovodne vode sa 79,3 g Secera, 8,5 g agara tipa Il, 72 g
kukuruznog brasna i 50 g suhog kvasca. Tijekom kuhanja potrebno je
dodati 200 mL vode zbog isparavanja. Kako ne bi doslo do razvoja plijesni
dodaje se 8 mL propionske kiseline i 15 mL 10 %-tne otopine nipagina u
95%-tnom etanolu. Boce s vinskim musicama su smjestene u inkubatoru
pri konstantnoj temperaturi od 22°C i 60-75%-tnoj vlaznosti zraka uz

izmjenu svijetla i tame u razdobljima od 12 sati.

U eksperimentima su koriSteni muzjaci starosti 5-7 dana odvojeni
koristenjem mikroskopa i anestezije ugljicnim dioksidom. Kontrolna
skupina smjestena je u tubice s kukuruznom hranom, a testna skupina u
tubicu u kojoj se nalazila kukuruzna hrana s dodatkom vodenoga
ekstrakta Crocus sativus u koncentraciji od 2 mg/mL. Nakon 4 dana obje
skupine su prebacene na svjezu hranu, a ukupno trajanje tretmana je
sedam dana. (Slika 4).



_ ﬁ PREDTRETMAN BIHEVIORALNI

Pl ESEJI
LY
P FlyBong
Ty 4 1 ) 7 dana /
Uzgoj musica Odvajanje FIlyCAFE
(10-15 dana) muzZjaka Kukuruzna Kukurzna
hrana hrana + 2mg/
mL C.sativus

Slika 4. Shematski prikaz predtretmana vinskih musica do bihevioralnih

eksperimenata.

3.2. Bihevioralni eseji

Nakon predtretmana vinskih musica, koristeni su bihevioralni eseji
povezani s mjerenjem ponasanja izazvanih prisilnom administracijom
psihostimulansa FlyBong metodom i preferencijalnom samo-
administracijom FIlyCAFE metodom. FlyBong platforma se sastoji od dijela
koji sluzi za dostavu droge i dijela koji mjeri lokomotornu aktivnost. Ovom
metodom se mjeri lokomotorna aktivnost inducirana akutnim i/ili
ponovljenim administriranjem psihostimulansa. FlyCAFE metoda je
razvijena kao kombinacija standardnog "two-choice" CAFE eseja i DAMS s
4 infracrvene zrake. CAFE esej (eng. Capillary Feeder Assay) je metoda
koja je prvotno razvijena za kvantifikaciju konzumirane hrane u grupi
vinskih musica, no kasnijim modifikacijama omogucena je kvantifikacija

preferencijalne konzumacije jednog izvora hrane u odnosu na drugi [10].

3.2.1. FlyBong

Za dostavu droge koristi se volatilizacijska komora (trogrla tikvica u

grijacoj kapi) koja je s jedne strane spojena na zracnu pumpu, a s druge
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strane na dispenzor i monitor pomocéu gumenih cjevcica (Slika 5). Za
mjerenje lokomotorne aktivnosti koristi se DAM sustav (Drosophila Activity

Monitoring).

=
(LY =
Q{llpal]h l

Volatilizacijska komora

Sustav za pracenje aktivnosti

Sustav za dostavu droge

Slika 5. FlyBong platorma za dostavu volatiliziranog psihostimulansa [20]

Sredisnji otvor trogrle tikvice koristi se za pipetiranje 10 mg/mL
METH-a u 95% etanolu kojeg se dodavalo u volumenu od 75 pL. Otopina
se dodaje 4-6 sati prije eksperimenta kako bi etanol ispario te se sprijecili
njegovi eventualni utjecaji. Zatvorena tikvica zagrijava se 8 minuta do
185°C. Za to vrijeme zatvoren je ventil na gumenoj cjevcici koja povezuje
tikvicu i dispenzor. Nakon 8 minuta, gasi se grijaca kapa, pali zracna
pumpa i otvara ventil pri Cemu se aerosol dostavlja u dispenzor i na kraju
do polikarbonatnih cjevcica s dvije rupice na kraju uz protok od 150L/h u
trajanju jedne minute. Administracija volatiliziranog METH-a (VMETH) se
ponavlja 2 puta u danu (9h i 19h) uz kontrolne eksperimente u kojima se
vinske musice izlaze samo struji vruceg zraka. Pokusi se izvode u
inkubatoru pri temperaturi 24 °C i vlaznosti 75% u uvjetima izmjene
svjetla i tame (12h:12h).

U svaki DAMS monitor moguce je smjestiti 32 cjevcice sa po jednom
vinskom musicom. Cjevcice s jedne strane sadrze kukuruznu hranu kako

bi se sprijecila dehidracija i izgladnjivanje te dvije male rupice koje
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omogucavanju strujanje aerosola kroz sustav. Kroz sredinu cjevcice
prolazi infracrvena zraka koja biljezi lokomotornu aktivnost kao broj

prelazaka sredine tubice u periodu od 1 minute.

U eksperimentu su koristena 4 DAM monitora sa po 32 vinske
musice (n=128). U prvom monitoru (n=32) bile su vinske musice koje su
7 dana bile na kukuruznoj hrani i primile su vVMETH, dok su u drugom
monitoru bile kontrolne vinske musice koje su primile vruéi zrak (n=32). U
trecem i Cetvrtom monitoru na isti nacin bile su vinske musice koje su 7
dana bile na hrani sa 2 mg/mL vodenog ekstrakta C.sativus (VMETH

(n=32) i vrudi zrak-kontrola (n=32)) (Slika 6). Pokus je ponovljen tri

puta.

Predtretman: kukuruzna hrana
OO0O0O0OO000O OO0O0O0O00O0
OO0O0O0OO000O OO0O0O00O00O0
OO0OO0O00O0O0O CQOO0OO0O000OO0O
OO0O0O0OO0O00O OO0O0O0O00O

vVMETH 75 pL \ / vruéi zrak=kontrola \
n=32 n=32

Predtretman: kukuruzna hrana

+ 2 mg/mL C.sativus
OO0O0O0O0O00O0 OO0O0OO0000O
OO0O0O0O0O000 OO0O0O0O0O000
OOO00OO0O0OO OO0 0OO0O0O0O
0100101010100 COO0OO0OO0O00OO0O
/ vMETH 75 pL \ / vruci zrak=kontrola \
n=32 n=32

Slika 6. Prikaz eksperimenata u kojima je koristen FlyBong esej.

Upotrebom FlyBonga se analiziraju rezultati na populacijskoj i

individualnoj razini. Odgovor na prvu dozu VMETH se naziva osjetljivost
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(OS), dok se odgovor na ponovljenu dozu naziva lokomotorna senzitizacija
(LS).

Pri analizi rezultata u obzir se uzimaju podaci o aktivnosti u
razdoblju od 10 minuta prije administracije vMETH te 10 minuta nakon
jedne (OS) i dvije (LS) doze. Usporedujuéi srednju vrijednost aktivnosti 10
minuta prije administracije te 10 minuta nakon prve doze vMETH,
dobivamo rezultate OS vinskih musica na individualnoj razini ako se gleda
srednja vrijednost aktivnosti jedne vinske musice izrazena kako postotak
od ukupnog broja vinskih musica u eksperimentu, te na populacijskoj
razini ako se gleda srednja vrijednost aktivnosti sve 32 vinske musice koja

se onda izrazava kao broj prelazaka u jednoj minuti.

3.2.2. FIyCAFE

U DAMS monitor s Cetiri infracrvene zrake se smjeste 32 vinske
musice po jedna u staklenu cjevCicu. Sa svake strane staklene cjevcice
postavi se gumeni prsten koji je s vanjske strane zatvoren komadi¢em
mrezice. Na vrhu gumenog prstena nalazi se rupica u koju se stavlja
plasti¢ni nastavak za pipetu od 200 pL. Nastavak je modificiran kako bi u
njega smjestili staklenu kapilaru volumena 5 uL i duljine 3 cm (Slika 7).
Sa svake strane se postavi po jedna kapilara napunjena teku¢om hranom
ili teku¢om hranom s dodatkom METH-a dok se monitor postavi na stalak
u posudu s vodom koja je pokrivena s prozirnom folijom i postavi u
inkubator pri temperaturi 24 °C i vlaznosti 75% u uvjetima konstantne

tame.
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Tips za pipetu
___—Kapilara b

Infracrvena
T~ Mineralno ulje ke Parafilm

Tekuda hrana / ki
Musica rezica

»

Gumenl prsten
L J
DAMS staklena cjevcica

~1cm
B
X Prozirna folija INKUBATOR
-

'
|

DAMSM

monitor  Stalak Plasticna  Voda 32 DAMS

posuda staklene cjevcice

Slika 7. FlyCAFE: metoda za mjerenje preferencijalne konzumacije hrane kod
individualnih vinskih musica. A) Drosophila Activity Monitoring System (DAMS)
staklena cjevcica s modificiranim krajevima za umetanje staklenih kapilara s teku¢om
hranom. B) FIyCAFE sustav sastavljen od DAM5M monitora s 32 staklene cjevcice u
kojima su individualne vinske musice, postavljen na stalak u plasti¢noj posudi sa vodom
[10].

Kapilare se prvo pune mineralnim uljem koje minimizira isparavanje
hrane i tekuée hrane (0,1M saharoza i 0,25 g/mL otopina kvasca).
Eksperimentalnim skupinama u hranu se dodaje i METH (0,1 mg/mL).
Prije stavljanja kapilare u tips, pomoc¢u ravnala izmjeri se visina stupca

hrane u svakoj kapilari. Iduc¢i dan mjeri se koli¢ina preostale hrane te se
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stavlja nova kapilara s hranom. Koli¢ina popijene hrane za svaku kapilaru
se racuna kao razlika pocetnoga volumena prvoga dana i preostaloga
volumena drugoga dana. Mjerenje se vrsi tri dana za redom u isto

vrijeme.

Za kontrolu evaporacije, sa monitorima se stavljaju kapilare bez
vinskih musica koje su napunjene teku¢om hranom (tri kapilare) te
hranom s dodatkom 0,1 mg/mL METH-a (tri kapilare). Nakon Sto se
izmjeri kolic¢ina hrane koja je isparila u evaporacijskim kontrolama, ta
vrijednost se oduzima od svake izmjerene kapilare s vinskim musicama
kako bi se dobio stvarni volumen hrane koje su vinske musice
konzumirale. Na osnovu podataka o volumenu konzumirane hrane
izracuna se 24 satna preferencija prema hrani s METH-om kao razlika
volumena konzumirane hrane bez dodatka METH-a i s dodatkom METH-a

na individualnom nivou za tri uzastopna dana.

U eksperimentu su bila koriStena dva monitora (2x32 vinske
musice). Jedan monitor sadrzavao je vinske musice koje su sedam dana
konzumirale obi¢nu hranu, a u drugom monitoru bile su vinske musice
koje su sedam dana konzumirale hranu sa vodenim ekstraktom C.sativus
(2 mg/mL). Vinske musice su u monitoru postavljene na nacin da 10
kontrolnih vinskih musica dobiva kapilare s obicnom hranom na oba kraja
staklene cjevcice. 11 vinskih musica ima obi¢nu hranu na lijevoj strani, a
hranu s METH-om na desnoj, dok su strane zamijenjene kod ostalih 11
vinskih musica kako bi eliminirali preferenciju strane (Slika 8). Za kontrolu
evaporacije, koriStene su staklene cjevcice s kapilarama pripremljenim na

prethodno opisani nacin, ali one nisu sadrzavale vinske musice.
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Predtretman:

METH= eksperimentalna grupa
CTRL= kontrolna grupa

METH= METH hrana (0,1 M
saharoza, 0,25 g/mol kvasac
+ 0,7 mg/mL meth)

SECER= secerna hrana (0,1 M
saharoza, 0,25 g/mol kvasac)

L= lijeva strana staklene
cjevéice

D= desna strana staklene
cjevcice

kukuruzna 7
hrana ;
—t —
Musice 1-10 Musice 11-32
CTRL METH
Muéicé 1-10 Musice 11-21 Musice 22-32
J ) 1 ‘f . 1’ !T § T.
SEGER SEGER  SECER METH METH SECER
L D L D L D
Predtretman:
kukuruzna y =
hrana + 2mg/ - —
p ——
mL C.sativus Musgice 1-10 usice 11-32
CTRL METH
Musice 1-10 Musice 11-21 Musice 22-32
J ) \ .! ; !! .T § 1'
SECER SECER  SECER METH METH SECER
L D L D L D

Slika 8. Prikaz eksperimenata u kojima je koristen FlyCAFE esej. [10]

3.2. Biokemijski eseji

Koli¢ina fAGEs-a i ROS-a je mjerena nakon bihevioralnih eksperimenta

upotrebom FlyBong i FlyCAFE metode. Nakon imobilizacije ledom pomocu

pincete i disekcijskog pribora razdvajaju se glave od ostatka tijela te se

stavljaju u oznacene i prethodno izvagane Eppendorf tubice. Ekstrakcijski
pufer koji je koristen je PBS x 1 (za 1 L: 8 g NaCl, 0,20 g KCI, 1,44 g
NazxHPO4, 0,24 g KH2PO4) + TritonX 0,1% = PBT. Za 5 mg uzorka tkiva,

potrebno je 300 pL pufera. Uzorci se mehanicki homogeniziraju s puferom

te centrifugiraju 30 minuta pri 4°Ci 14.000 rpm.
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3.3.1. Mjerenje fAGEs-a

4 uL uzorka dodaje se u 196 pyL NaxHPO4 (0,2M; pH 7,4) u
triplikatima u crnu mikrotitarsku plocicu s 96 jazica (Slika 9).
Fluorescencija se mjeri na uredaju Tecan Infinite 200 PRO koristeci
eksitacijsku valnu duljinu od 360 nm i 440 nm emisijske valne duljine.
Kvantifikacija je napravljena pomoc¢u fAGEs-BSA kalibracijske krivulje i
unaprijed postavljene Excel formule. Mjerenja su radena na

homogenatima glave i tijela (Slika 9).

fAGEs
7D= predtretman musica s
7D Csativus 7D  Csativus 7D C.sativus kukuruznom hranom
CTizU CTIRU CTIRLZ CTII?{LZ MEITH MEITH
T 6T GIIT g1 glIT gIIT g1 C.sativus= predtretman

musica s kukuruznom
hranom + 2 mg/mL

196 pL Na,HPO !
(02M: pH 7.4) 000000000000 Gradihis
; CPPECPREEODO CTRL1= musice na kojima

4 pL uzorka 000000000000 nije vréen eksperiment
0000006060600 VN
96 uL Na,HPO
e BOEEHOLEOHIBRS niisice kole s

konzumirale samo tekucéu
hranu (FlyCAFE)

METH= musice izlozene
volatiliziranom METH-u
(FlyBong)/

musice koje su
konzumirale tekucéu hranu
s METH-om (0,1 mg/mL)
(FIyCAFE)

Slika 9. Mjerenje kolic¢ine fAGEs-a u uzorcima homogenata tijela (T) i glava (G)
vinskih musica nakon 7 dana tretmana s vodenim ekstraktom C.sativus (2

mg/mL). Ista mjerenja su ponovljena nakon FlyBong i FlyCAFE.
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3.3.2. Mjerenje ROS-a

U jazice na crnoj mikrotitarskoj plocici pipetira se po 200 pyL 10 pM

DHE fluorescentne boje (fotoosjetljiva) u PBS x 1 te se u to dodaje po 5

WL uzorka u triplikatu (Slika 10). Plocica sa uzorcima inkubira se 30

minuta na 37°C u mraku. Fluorescencija se mjeri na uredaju Tecan

Infinite 200 PRO koristedi eksitacijsku valnu duljinu od 480 nm i 625 nm

emsijske valne duljine. Kvantifikacija je napravljena pomocu kalibracijske

krivulje za DHE sa poznatim koncentracijama H>0,. Mjerenja su radena na

homogenatima glave i tijela (Slika 10).

200 pL 10 uM
DHE uPBS X 1
+

5 pL uzorka

200 pL 10 pM
DHE u PBS x 1

ROS

7D C.sativus 7D  C.sativus 7D  C.sativus
CTRL1 CTRLT CTRL2 CTRL2 METH METH

|
T 6T 6T cIfT G UT c¢IT G

7D= predtretman musica s
kukuruznom hranom

C.sativus= predtretman
musica s kukuruznom
hranom + 2 mg/mL
C.sativus

CTRL1= musice na kojima
nije vréen eksperiment

CTRL2= musice izlozene
vruéem zraku (FlyBong) /
musice koje su
konzumirale samo tekucéu
hranu (FIlyCAFE)

METH= musice izloZzene
volatiliziranom METH-u
(FlyBong)/

musice koje su
konzumirale teku¢u hranu
s METH-om (0,1 mg/mL)
(FIyCAFE)

Slika 10. Mjerenje kolicine ROS-a u uzorcima homogenata tijela (T) i glava (G)

vinskih musica nakon 7 dana tretmana s vodenim ekstraktom C.sativus (2

mg/mL). Ista mjerenja su ponovljena nakon FlyBonga i FlyCAFE.
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3.4. Statisticka obrada rezultata

Primarna statisticka analiza rezultata obradena je u programu Excel.
Grafovi i rezultati statisticke znacajnosti izradeni su koristenjem GraphPad
Prism softvera, verzije 9.5.1. Podaci su analizirani pomocu t-testa za
nezavisne uzorke, two-way ANOVE te pomocu analize mijesanih efekata.

Provedene su i post-hoc analize Tukey's multiple comparison testa.

19



4. REZULTATI

4.1. Bihevioralni eseji

Znajudi da psihostimulansi imaju veliki utjecaj na lokomotornu
aktivnost vinskih musica i da vinske musice preferencijalno konzumiraju
hranu s METH-om umjesto obi¢ne hrane, zeljeli smo ispitati kako ¢e
predtretman sa C.sativus utjecati na takva njihova ponasanja. Da bismo

to ispitali, proveli smo bihevioralne eseje.

4.1.1. FlyBong

Kako bi testirali utjecaj predtretmana sa C.sativus na lokomotornu
aktivnost vinskih musica, izlozili smo ih vVMETH-u putem FlyBong
platforme. Odgovor na prvu dozu VMETH se naziva osjetljivost (OS/SENS),
dok se odgovor na ponovljenu dozu naziva lokomotorna senzitizacija (LS).
Populacijskom analizom utvrdena je statisticki povec¢ana lokomotorna
aktivnost vinskih musica koje su bile na predtretmanu sa C.sativus nakon
izlaganja vVMETH-u, kada se usporeduje BSL (broj prelazaka 10 minuta
prije eksperimenta) i razdoblje nakon prvog izlaganja (Slika 11A). Nakon
njihovog drugog izlaganja vMETH-u, lokomotorna aktivnost znacajno se

smanjila u odnosu na prvo izlaganje, ali i u odnosu na BSL (Slika 11A).
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Slika 11. IzloZzenost vinskih musica vVMETH-u znacajno smanjuje njihovu
lokomotornu aktivhost nakon druge doze. A) Populacijska analiza lokomotorne
aktivnosti nakon izlaganja VMETH-u vinskih musica koje su bile na predtretmanu s
kukuruznom hranom (CTRL) i musica koje su bile na predtretmanu s kukuruznom
hranom i C.sativus (2 mg/mL). B) Individualna analiza osjetljivosti (OS/SENS). C)
Individualna analiza lokomotorne senzitizacije (LS). Two-way ANOVA, Turkey post-hoc
analiza (**p<0,01; ****p<0,0001)

Kod individualne analize ne postoji statisticki znacajna razlika u postotku
vinskih musica koje su razvile osjetljivost (Slika 11B) ili lokomotornu

senzitizaciju (Slika 11C) nakon izlaganja vVMETH-u izmedu skupina.

4.1.2. FIlyCAFE

FlyCAFE esejem Zzeljeli smo provjeriti ima li predtretman sa C.sativus
utjecaj na preferencijalnu konzumaciju hrane s METH-om usporedujudi
preferenciju s vinskim musicama koje nisu bile izlozene C.sativus. Kod
vinskih musica koje su sedam dana bile na obi¢noj hrani prije FlyCAFE-a
nije primije¢ena razlika izmedu volumena konzumirane tekuce hrane i
tekuée hrane s METH-om (Slika 12A), iako je doslo do statisticki
znacajnog smanjenja volumena konzumirane hrane s METH-om drugi dan

u odnosu na prvi. Promatrajudi vinske musice koje su tijekom
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predtretmana imale C.sativus u svojoj hrani, mozemo vidjeti da su prvi
dan konzumirale znacajno viSe hrane s METH-om, nego obi¢ne hrane
(Slika 12B). Drugi dan dolazi do izjednacenja konzumiranih volumena, dok
je tredi dan volumen konzumirane hrane s METH-om neznacajno manji.
Kada gledamo volumen konzumirane hrane s METH-om kroz tri dana,
mozemo uoditi da se taj volumen znacajno smanjivao iz dana u dan (Slika
12B).

A B * K K K
\
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Slika 12. Predtretman vodenim ekstraktom C.sativus povecava preferenciju za
METH treéi dan eksperimenta. A) Volumen konzumirane hrane kontrolnih vinskih
musica kroz tri dana (predtretman s kukuruznom hranom), CTRL=Secerna hrana,
METH=s8ecerna hrana + 0,1 mg/mL METH. B) Volumen konzumirane hrane

eksperimentalnih vinskih musSica kroz 3 dana (predtretman s kukuruznom hranom + 2
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mg/mL C.sativus), CTRL=Secerna hrana, METH=Secerna hrana + 0,1 mg/mL METH. C)
Preferencijalna konzumacija kontrolnih i eksperimentalnih vinskih musica. D) Prosjecna
preferencijalna konzumacija kontrolnih i eksperimentalnih vinskih musica kroz 3 dana.
Two way ANOVA, Turkey post-hoc analiza, t-test za nezavisne uzorke (*p<0,05;
***p<0,001; ****p<0,0001)

Iako su vinske musice koje su bile na predtremanu sa C.sativus trec¢i dan
imale znacajno vecu preferencijalnu konzumaciju za METH od kontrolnih
(Slika 12C), kod ukupne preferencijalne konzumacije kroz sva tri dana,
nema znacajne razlike izmedu kontrolnih i eksperimentalnih vinskih
musica (Slika 12D).

4.2. Biokemijski eseji

Zbog poznatih antioksidativnih svojstava C.sativus, zeljeli smo
ispitati utjecaj predtretmana vinskih musica sa C.sativus na koncentraciju
fAGEs-a i vodikovog peroksida nakon njihovog prethodnog izlaganja
METH-u putem FlyBong i FlyCAFE eseja. Posebno su se promatrale

koncentracije u glavama te u tijelima.

4.2.1. fAGEs

Izlaganje vinskih musica METH-u putem FlyBong eseja nije doprinijelo
znacajnim razlikama u koncentracijama fAGEs-a u tijelima vinskih musica
(Slika 13A), kao niti u glavama (Slika 13C).
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Slika 13. Predtretman sa C.sativus povecava koncentraciju fAGEs-a u tijelima
vinskih musica koje su konzumirale METH putem FlyCAFE eseja. A) Koncentracija
fAGEs-a u tijelima vinskih musica nakon FlyBong eseja. B) Koncentracija fAGEs-a u
tijelima vinskih musSica nakon FlyCAFE eseja. C) Koncentracija fAGEs-a u glavama vinskih
musica nakon FlyBong eseja. D) Koncentracija fAGEs-a u glavama vinskih musica nakon
FlyCAFE eseja. Two-way ANOVA, Turkey post-hoc analiza, analiza mijeSanih efekata
(*p<0,05; **p<0,01)

Nakon Sto su vinske musice bile izlozene METH-u putem FlyCAFE
eseja, one koje su bile na predtretmanu sa C.sativus imaju znacajno vecéu
koncentraciju fAGEs-a u tijelima. Takoder, doslo je i do povecanja
koncentracije fAGEs-a nakon konzumacije METH-a u odnosu na vinske
musice koje su konzumirale samo Sec¢ernu hranu (Slika 13B). U glavama
vinskih musica nakon FlyCAFE eseja nije doslo do znacajnih razlika u
koncentracijama fAGEs-a (Slika 13D).
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4.2.2. Vodikov peroksid

Osim Sto ima antioksidativna svojstva, poznato je i da C.sativus ima
pozitivan utjecaj na reaktivne kisikove vrste (ROS). Stoga su se ispitivale i
koncentracije H20O2 u glavama i tijelima kontrolnih i eksperimentalnih
vinskih musica nakon FlyBong i FlyCAFE eseja. Kontrolne vinske musice
koje su tijekom eksperimenta ostale u kultivacijskim vialicama imaju
manju koncentraciju H20; u tijelima u odnosu na vinske musice koje su
primile vMETH putem FlyBonga. Osim toga, imaju i znacajno manju
koncentraciju u tijelu od vinskih musica koje su bile na predtretmanu sa
C.sativus, a takoder su tijekom eksperimenta ostale u kultivacijskim
vialicama (Slika 14A). Kontrolne vinske musice koje su putem FlyBonga
primile VMETH imaju znacajno manje koncentracije H.02 u glavama od
onih koje su primile samo vrudéi zrak i od onih koje su ostale u
kultivacijskim vialicama. Uoceno je i da nakon izlaganja vruéem zraku,
eksperimentalne vinske musice imaju manju koncentraciju H.O2 u

glavama u odnosu na kontrolne (Slika 14C).
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Slika 14. Predtretman sa C.sativus nema konzistentan ucinak na promijenu H,0>
u tijelima ili glavama vinskih musica. A) Koncentracija H20; u tijelima vinskih musica
nakon FlyBong eseja. B) Koncentracija H.0> u tijelima vinskih musica nakon FlyCAFE
eseja. €) Koncentracija H.0, u glavama vinskih musSica nakon FlyBong eseja. D)
Koncentracija H.02 u glavama vinskih musica nakon FlyCAFE eseja. Two-way ANOVA,
Turkey post-hoc analiza ((*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Mjerenja nakon FlyCAFE eseja pokazala su da je koncentracija H202 u
tijelima eksperimentalnih vinskih musica najvec¢a kod onih koje su se
hranile samo Se¢erom, a znac¢ajno manja kod onih koje su bile u
kultivacijskim vialicama i onih koje su u hrani imale i METH. Znacajno je

veca i koncentracija H20. eksperimentalnih vinskih musSica na seceru,
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negoli kontrolnih, takoder na Seceru (Slika 14B). U glavama primjecujemo
trend povecanja koncentracije H202 u vinskih musica koje su se hranile
Secerom u odnosu na kultivacijske, a koncentracije opadaju konzumacijom

METH-a (Slika 14D).
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju proucavao se utjecaj hranjenja muzjaka
D.melanogaster s vodenim ekstraktom C.sativus na ponasanje inducirano
METH-om. Ponasanje se induciralo i mjerilo upotrebom FlyBong i FlyCAFE
eseja nakon ¢ega su mjerene koncentracije fAGEs-a i ROS-a u njihovim

tijelima i glavama kako bi se ispitao utjecaj na biokemijskoj razini.

FlyBong esej se koristi za induciranje i mjerenje lokomotornog
ponasanja nakon administracije 75 ug volatiliziranog METH-a (VMETH)
koje se za jednu dozu naziva osjetljivost, a za dvije doze lokomotorna
senzitizacija. Podaci dobiveni ovom metodom se interpretiraju na
populacijskom i individualnom nivou. Uz provedbu eksperimenata vrse se
kontrolna mjerenja gdje su vinske musice izlozene struji vruéeg zraka koji
je u eseju zagrijan na 180 °C i struji protokom od 2,5 L/min. Vinske
musice koje su primile jednu dozu vMETH-a, a nisu bile na predtretmanu
sa C.sativus, nisu znacajno povecale lokomotornu aktivnost na
populacijskom nivou nakon prve doze u odnosu na aktivnost prije
izlaganja (Slika 11A) sto znaci da nije dosSlo do izazivanja oCekivane
osjetljivosti na jednu dozu koja je ranije pokazana [10]. Ovo zapazanje se
moze objasniti i time da je koriStena doza od 75 ug vVMETH-a u vinskih
musica koje su 10-12 dana stare previsoka ili preniska te bi bilo potrebno
testirati vinske musice s nizim i visSim dozama vMETH-a kako bi se utvrdio
utjecaj doze. Skupina vinskih musica koja je bila na predtretmanu sa
C.sativus znacajno je povecala aktivnost nakon prve doze vMETH-a u
odnosu na vrijeme prije izlaganja, a zatim se ta aktivnost znacajno
smanjila nakon drugog izlaganja (Slika 11A). Ovaj podatak ukazuje na
mogudi potencijal vodenog ekstrata C.sativus da ublazava bihevioralne
efekte koji nastaju nakon izlaganja psihostimulansima. Takav rezultat
moze biti zbog poznatog anksiolitickog djelovanja C.sativus [15], te
antiokisdativhog djelovanje komponeti ekstrakta [11]. Ranije je pokazano

da predtretman s prirodnim antioksidansima utjece na osjetljivost i

28



lokomotornu senzitizaciju induciranu s kokainom preko utjecaja na
koncentraciju vodikovog peroksida i aktivhoga oblika dopamina u lizatima
glava musica [2], Sto potencijalno moze objasniti uc¢inak C.sativus.
Takoder, C.sativus djeluje pozitivho na mozdani neurotrofni ¢imbenik koji
ima neuroprotektivni utjecaj te je povezan s lijeCenjem depresije kod ljudi
[22]. Na individualnoj razini analize podataka dobivenih FlyBongom (Slika
11B,C) nisu primije¢ene razlike izmedu skupina koje su bile na hrani s ili
bez C.sativus. Za pretpostaviti je da vinskim musicama koje su ukupno
10-12 dana stare doza od 75 pg nije adekvatna te bi ih trebalo testirati s
vec¢im i manjim dozama, jer je poznato da je SENS dozno ovisni fenotip za
VMETH [10].

Pokazano je kako vinske musice, kada im se ponudi otopina Secera i
otopina Sec¢era s METH, preferiraju otopinu s METH [23]. Takvo ponasanje
se inace izu€ava kod miSeva i Stakora u kontekstu preferencijalne
konzumacije psihostimulansa [24]. Kako se za provedbu ovih istrazivanja
koristi grupa vinskih musica, razvijen je test FIlyCAFE koji omogucuje
mjerenje preferencijalne konzumacije kod individualnih jedinki [25]. U
prethodnim istrazivanjima pokazano kako vinske musice u FlyCAFE eseju
preferencijalno konzumiraju METH umjesto tekuce Secerne hrane [10]. U
nasem eksperimentu pokazana je povecana preferencija za METH tredi
dan eksperimenta u vinskih musica koje su bile na predtretmanu sa
C.sativus u odnosu na one koje nisu (Slika 12C). Obzirom da se
preferencija za METH racuna kao razlika volumena konzumirane Secerne
otopine s METH i otopine bez METH, pogledali smo volumene konzumirane
otopine za obje skupine po danima (Slika 12A,B). Vinske musice koje su
bile 7 dana na predtretmanu samo sa kukuruznom hranom nisu pokazivale
razliku u volumenu izmedu hrane bez i s dodatkom METH-a tijekom tri
uzastopna dana (Slika 12A). One koje su bile na predtremanu sa
C.sativus, prvi dan su znacajno vise konzumirale hranu s METH, no ta
konzumacija se do tre¢eg dana znacajno smanjila (Slika 12B). Obzirom na

spomenute antioksidativne komponente ekstrakta C.sativus, opazeno
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smanjenje konzumacije METH-a u skupini koja je bila na predtretmanu s
C.sativus je u odredenoj mjeri ocekivano. Medutim, nije oc¢ekivano da ¢e
vinske musice koje su grupirane sedam dana te onda postavljene u
FlyCAFE smanijiti preferenciju za METH. Takav rezultat moguc je zbog vece
starosti musica ili zbog navedene grupacije vinskih musica u razdoblju od

sedam dana.

Nakon provedbe bihevioralnih eseja upotrebom FlyBonga i FlyCAFE
mjereni su parametri koncentracije vodikova peroksida i fluorescentnih
produkata uznapredovale glikacije (engl. fluorescent Advanced Glycation
End products, fAGEs ) u glavama i tijelima vinskih musica koje su bile u
eseju i onih koje nisu. Razlog fokusa na ove parametre je spomenuti
antioksidativni utjecaj C.sativus te utjecaj METH-a na koncentraciju
slobodnoga dopamina i produkciju radikala kisika. Obzirom na ranije
spomenutu povezanost koncentracije dopamina i vodikovog peroksida s
lokomotornim efektima psihostimulansa, vazna je i povezanost koli¢ine
slobodnog oblika dopamina s formiranjem fluorescentnih produkata
uznapredovale glikacije (engl. fluorescent Advanced Glycation End
products, fAGEs ) [4]. Mjerenjem koncentracije vodikovog peroksida
pokazano je potencijalno antioksidativno djelovanje C.sativus, te ujedno

utjecaj METH-a na oksidativni status.

U ovom istrazivanju predtretman s C.sativus nije imao utjecaj na
smanjenje koncentracije fAGEs-a u tijelima i glavama vinskih musica
nakon izlaganja VMETH-u (Slika 13A,C). Ipak, primijecen je trend
smanjenja koncentracije fAGEs-a u tijelima vinskih musica koje su bile na
predtretmanu sa C.sativus nakon izlaganja VMETH-u u odnosu na one bez
predtretmana C.sativus. Obzirom da je izlaganje vMETH kratko i radi se o
malim dozama nije doslo do znacajnog povecanja fAGEs-a kako u
kontrolnoj tako i eksperimentalnoj skupini bilo da se radi o tijelima ili
glavama, dok kod oralne administracije pri vecoj dozi inaCe dolazi do
akumulacije fAGEs-a u tijelima zbog ostecenja u dopaminergicnoj

signalizaciji koje je karakteristi¢no za izlaganje psihostimulansima [7].
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Kod samoadministracije METH-a (FIyCAFE esej), u tijelima vinskih
musica koje su bile na predtretmanu sa C.sativus pronadene su vece
koncentracije fAGEs-a u odnosu na kontrolne (bez predtretmana sa
C.sativus) koje su takoder samoadministrirale METH (Slika 13B,D), Sto
moze biti zbog njihove znacajno veée konzumacije hrane s METH-om prvi
dan FlyCAFE eseja (Slika 12A,B). Do povecéanja koncentracije fAGEs-a u
tijelima je doslo i u odnosu na vinske musice koje nisu imale ponuden
METH, vec su konzumirale samo tekucéu hranu sa sec¢erom, a takoder su
bile na predtretmanu sa C.sativus. U glavama vinskih musica nakon
FIyCAFE eseja nije bilo znacajnih razlika u koncentraciji fAGEs-a
usporedujuci one koje su bile na predtretmanu sa C.sativus i one koje

nisu.

U tijelima vinskih musSica koje nisu bile podvrgnute eksperimentima,
vec su ostale dodatna 3 dana u kultivacijskim vialicama s hranom,
pronadena je povecana koncentracija vodikovog peroksida (H202) nakon
predtremana sa C.sativus u odnosu na vinske musice koje u kultivacijskim
vialicama s hranom nisu imale C.sativus. Dok je u kontrolnih vinskih
musica doslo do povecanja H20; u tijelima nakon izlaganja VMETH-u,
usporedujuci koncentracije s onim iz kultivacijskih vialica, predtretman sa
C.sativus izgledno je sprijecCio to povecanje te nema znacajne razlike u
koncentraciji vodikovog peroksida u tijelima nakon izlaganja vinskih
musica VMETH-u (Slika 14). Sli¢an utjecaj zamijecen je i u istrazivanju
kojim se pokazalo da predtretman ekstraktom C.sativus i krocina
sprjeCava nakupljanje ROS-a u tijelima i glavama vinskih musica
induciranih rotenonom koji djeluje neurotoksi¢no [26]. Kao posljedica
izlaganja vinskih musica vruéem zraku, stresoru, dolazi do nakupljanja
ROS-a u mozgu [27], a kod onih koje su bile na predtretmanu sa
C.sativus, njegova koncentracija nakon samo vruceg zraka u glavama je
znacajno manja nego kod kontrolnih vinskih musica koje nisu imale
C.sativus kao predtretman sSto znaci da je C.sativus mogao imati pozitivan

utjecaj na nastali stres i na manju koncentraciju ROS-a.

31



Vinske musice koje su bile na predtretmanu sa C.sativus te zatim
stavljene u FIlyCAFE esej kao kontrole (ponudena samo Secerna hrana)
imale su vecéu koncentraciju ROS-a u tijelima u odnosu na one u
kultivacijskim vialicama koje nisu bile podvrgnute eksperimentu. Mogudi
razlog takvom rezultatu je stres prouzrokovan izolacijom za vrijeme
eksperimenta, a takvo povecanje koncentracije ROS-a kao posljedica
socijalne izolacije prethodno je istrazivano na miSevima, ali u njihovom
mozgu [28], dok ovdje govorimo o tijelu te vidimo da posljedice nisu
ograni¢ene samo na mozak, vec se javljaju u cijelom tijelu. Medutim,
samoadministracija METH-a znacajno je smanjila poveéanu koncentraciju
ROS-a u tijelu uzrokovanu izolacijom u vinskim musicama prethodno
tretiranih sa C.sativus. Ovdje mozemo govoriti o Warburgovom efektu
gdje se organizam nakon konzumacije METH-a prebacuje na anaerobni
metabolizam glukoze na bazi laktata kod kojeg ne dolazi do nakupljanja
ROS-a kao kod aerobnog koji ga proizvodi. Slican trend mozemo vidjeti i u
glavama vinskih musica gdje je koncentracija ROS-a neznacajno porasla
nakon izolacije u FlyCAFE eseju te se blago smanjila nakon konzumacije
METH-a.

Iako nam prethodna istrazivanja ukazuju da C.sativus smanjuje efekte
uzrokovane psihostimulansima, neki rezultati ovog istrazivanja nisu u
skladu s time. U ovom istrazivanju musice su primile vodeni ekstrakt
C.sativus oralno, kroz hranu, te prije izlaganja METH-u. S obzirom da
krocin, jedan od glavnih aktivnih tvari C.sativus zasluznih za njegova
antioksidativna svojstva, ima slabu bioraspolozivost nakon konzumacije
oralnim putem [11], mijeSanje C.sativus s hranom mozda nije najbolje
rjeSenje za proucavanje njegovih efekata, vec bi se trebao prouciti i
njegov utjecaj nakon direktnog injektiranja u tijelo. Osim problema s
oralnom administracijom C.sativus, trebalo bi pokusati s administracijom
C.sativus nakon izlaganja psihostimulansima ili za vrijeme trajanja eseja,
umjesto predtretmana. U tom slucaju, C.sativus bi sluzio kao sredstvo

kojim se ublazavaju posljedice, umjesto preventivhog sredstva koji je u
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nasem slucaju trebao sprijeciti nastanak negativnih efekta. Mogudi
problem odredenim nepoklapanjima rezultata s literaturom je i starost
vinskih musica koje su bile prosjecne starosti 9-12 dana, dok su u
literaturi stare 3-5 dana. U tom slucaju, vinske musice bi trebale krace biti
na predtretmanu sa C.sativus te bi se mogla povecati njegova

koncentracija.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom istrazivanju pokazali smo utjecaj vodenog ekstrakta C.sativus
na bihevioralne fenotipove D.melanogaster inducirane METH-om te na
koncentracije reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i zavrsnih produkata
glikacijskih reakcija (fAGEs).

Vodeni ekstrakt C.sativus pokazao je potencijal za anksioliticko
djelovanje tako Sto je doslo do smanjenja lokomotorne aktivnosti koja se
povecala nakon administracije vVMETH-a u D.melanogaster. Osim Sto je
izgledno smanjio lokomotornu aktivnost, sprijecio je i nakupljanje ROS-a
koje je nastalo uslijed izlaganja VMETH-u i vru¢em zraku u vinskih musica
koje nisu bile na predtretmanu sa C.sativus. Time otvaramo mogucénost
C.sativus da djeluje smirujuce i antioksidativno. C.sativus je utjecao i na
nastanak Warburgovog efekta gdje je nakon konzumacije METH-a doslo do
smanjenja koncentracije ROS-a koji je nastao zbog stresa uzrokovanog
socijalnom izolacijom vinskih musica. Utjecaj predtretmana sa C.sativus

na smanjenje koncentracije fAGEs-a u ovom istrazivanju nije potvrden.

Otvorili smo mogucnost daljnjeg istrazivanja antioksidativnih i
anksiolitickih svojstava C.sativus te njegovog utjecaja na efekte koji
nastaju kao posljedica konzumacije psihostimulansa kao Sto su povecdanje
lokomotorne aktivnosti i povecanje koncentracije ROS-a. Daljnja
istrazivanja zasigurno su potrebna, a trebala bi i¢i u smjeru promatranja
utjecaja C.sativus na razliCite starosne skupine vinskih musica te sa
razliitim koncentracijama C.sativus kako bi se odredila ona optimalna

koja ¢e imati najvedi efekt.

Buducim istrazivanjima C.sativus bi mogao postati vazno sredstvo u
lijeCenju simptoma i posljedica ovisnosti o psihostimulansima, bilo kao
aktivna tvar nekog novog lijeka ili kao dodatno sredstvo lijeCenja uz

dosadasnju terapiju lijekovima koji se koriste.
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8. ZIVOTOPIS

RADNO ISKUSTVO
[ 01/2023 - 07/2023 ]

[ 05/07/2021 - 16/07/2021 ]

OBRAZOVANJE I OSPO-
SOBLJAVANJE
[ 2021 - Trenutacno ]

[2018 - 2021]

[2014-2018]

JEZICNE VJESTINE

B8 europass

Natali Cindric

@ Kucna : Josipa BlaZevica Blaza 3, 51311, Skrad, Hrvatska
¥ E-adresa: natali.cindricl@gmail.com R, Telefonski broj: (+385) 958562390

Datum rodenja: 06/02/2000 DrZavljanstvo: hrvatsko

IstraZivacki rad u Laboratoriju za genetiku pona3anja

Mjesto: SveuciliSte u Rijeci

Zemlja: Hrvatska

Istrazivacki rad u Laboratoriju za genetiku ponasanja u sklopu izrade diplomskog rada
pod nazivom "Utjecaj vodenog ekstrakta Crocus sativus na bihevioralne fenotipove
muzjaka Drosophile melanogaster inducirane metamfetaminom i redoks parametre" pod
mentorstvom Doc.dr.dc.Rozi Andreti¢-Waldowski

Odjel za biotehnologiju, Sveuciliste u Rijeci

Strucna praksa

Ljekarna Melita Racki-Buri¢

Mjesto: Skrad

Zemlja: Hrvatska

-upoznavanje s radom i ustrojem ljekarne
-upoznavanje s farmaceutskim knjigama
-slaganje lijekova za ru¢nu prodaju

-izrada praSaka, krema, emulzija, suspenzija

Diplomski sveuciliSni studij "Biotehnologija u medicini"

Odjel za biotehnologiju, SveuciliSte u Rijeci  https://www.biotech.uniri.hr/hr/
studiji/diplomski-sveucilisni-studij-biotehnologija-u-medicini.html

Mjesto: Rijeka
Zemlja: Hrvatska
Sveucilisna prvostupnica Biotehnologije i istraZivanja lijekova

Odjel za biotehnologiju, SveuciliSte u Rijeci  https://www.biotech.uniri.hr/hr/
studiji/preddiplomski-sveucilisni-studij-biotehnologija-i-istrazivanje-lijekova.html

Mjesto: Rijeka
Zemlja: Hrvatska

Opc¢a gimnazija
Srednja Skola Delnice

Mjesto: Delnice
Zemlja: Hrvatska

Materinski jezik/jezici: hrvatski
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Drugi jezici:

engleski

SLUSANJE C2 CITANJE C2 PISANJE C2

GOVORNA PRODUKCIJA C2 GOVORNA INTERAKCIJA C2
njemacki

SLUSANJE A1 CITANJE A2 PISANJE A1

GOVORNA PRODUKCIJA AT GOVORNA INTERAKCIJA A1

Razine: A1 i A2: temeljni korisnik; B1 i B2: samostalni korisnik; C1 i C2: iskusni Korisnik

DIGITALNE VJESTINE
MS Office (Word, Powerpoint, Outlook, Excel) | Izvrsno sluzenje komunikacijskim
programima (Skype, Zoom, Google meet, Teams) | Poznavanje rada u programima
Avogadro PyMOL Chimera VDM | Napredno koristenje internetskih trazilica i
pretrazivanje baza podataka | Rad u programima za statisti¢ku analizu (GraphPad,
Statistica)

POCASTI | NAGRADE
Studentska stipendija Ustanova koja je dodijelila priznanje/nagradu: Op¢ina Skrad

Dobitnica studentske stipendije Op¢ine Skrad kroz sve godine studija (2018.-2023.)

VOZACKA DOZVOLA
Automobili: B

ORGANIZACIJSKE VJE-
STINE
Organizacija koncerata
Sudjelovanje u organizaciji koncerata "Woodrock" u sklopu Udruge mladih "Initium"
Skrad.
Koncerti sluze promociji Gorskog kotara, Opcine Skrad te poboljSanju drustvenog Zivota
mladih na tom podrugju.

MREZE | CLANSTVA
[2015-Trenutatno] Clan upravnog odbora Udruge mladih "Initium" Skrad Opcina Skrad

Udruga mladih "Initium" Skrad neprofitna je udruga koja okuplja mlade na podrug¢ju
Op¢ine Skrad. Rad Udruge temelji se na organizaciji raznih manifestacija, radionica i
dogadaja koji promoviraju Op¢inu i poti¢u mlade na medusobno druZenje.

KOMUNIKACIJSKE | ME-
DULJUDSKE VJESTINE
Komunikacijske i meduljudske vjeStine

Tijekom studiranja i obavljanja studentskog posla razvila sam odli¢ne komunikacijske
vjestine, stekla iskustvo u javnom prezentiranju radova te sam odli¢na u radu u timu.
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