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Sazetak

Metamfetanim (METH) je psihostimulans koji dovodi do razvoja ovisnosti.
NasSi preliminarni rezultati su pokazali da METH dovodi do promjena u broju
potomaka muzjaka vinske musice. Razvojni ciklus je povezan s
metabolizmmom, a time i sa razvojem reaktivnih oksidacijskih vrsta. METH
povecava stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i ometa njihovo
uklanjanje, uzrokujuéi oksidativni stres. Kvercetin (QUE) je molekula s
poznatim antioksidativhim svojstvima koja bi potencijalno mogla djelovati

na promjene u razvojnom ciklusu uzrokovane METH-om.

Cilj eksperimentalnog rada je bio ispitati kako promjene u oksidacijskom
statusu (QUE) utjecCu na broj potomaka muzjaka izlozenih vMETH-a. METH
je administriran grupi muzjaka pomocu FlyBong metode, nakon cega je
izdvojeno 20% muzjaka s najvecim lokomotornim odgovorom na METH.
Muzjaci su pareni sa netretiranim Zenkama na hrani s razliCitim
koncentracijama QUE (0.6 mM i 3.2 mM). Praéen je utjecaj QUE na broj

potomaka tijekom tri generacije.

Rezultati su pokazali statisticki znacajno povecanje broja embrija prve
generacije u skupini koja je bila izlozena METH-u kao i trend povecanog
broja Cahura i musSica. Utjecaji METH-a se nije prenio na naredne
generacije, dok je utjecaj QUE-a bio vidljiv u drugoj, ali ne i trecoj
generaciji. Rezultati upucuju na potencijalan transgeneracijski utjecaj QUE

na redoks ravnotezu.

Kako bi se ovi rezultati statsticki potvrdili, eksperiment je potrebno

ponoviti s povec¢anim brojem replika i poboljSanom formulacijom hrane.

Klju€ne rijeci: Drosophila melanogaster, volatilizirani metamfetamin,

razvojni ciklus, oksidacijski status, kvercetin.



Summary

Methamphetamine (METH) is a psychostimulant that leads to the
development of addiction. Our preliminary results showed that METH leads
to changes in the number of male fruit fly offspring. The development cycle
is connected with metabolism, and thus with the development of reactive
oxidation species. METH increases the generation of reactive oxygen
species (ROS) and interferes with their removal, causing oxidative stress.
Quercetin (QUE) is a molecule with known antioxidant properties that could

potentially act on METH-induced changes in the developmental cycle.

The aim of the experimental work was to examine how changes in
oxidation status (QUE) affect the nhumber of offspring of males exposed to
vMETH. METH was administered to a group of males using the FlyBong
method, after which 20% of males with the highest locomotor response to
METH were selected. Males were mated with untreated females on food
with different concentrations of QUE (0.6 mM and 3.2 mM). The influence

of QUE on the number of offspring was monitored over three generations.

The results showed a statistically significant increase in the number of
embryos of the first generation in the group that was exposed to METH, as
well as a trend of an increased number of cocoons and flies. The effects of
METH were not transmitted to subsequent generations, while the influence
of QUE was visible in the second but not the third generation. The results

suggest a potential transgenerational influence of QUE on redox balance.

In order to statistically confirm these results, the experiment needs to be
repeated with an increased number of replicates and an improved food

formulation.

Keywords: Drosophila melanogaster, volatilized methamphetamine,

developmental cycle, oxidation status, quercetin.



1. Uvod

1.1 Razvojni ciklus vinske musice

Razvojni ciklus vinske musice D. melanogaster je relativho kratak sto
omogucuje lako uzgajanje velikog broja musica za geneticka, biokemijska
i molekularna istrazivanja. Brzina razvoja uvelike ovisi o temperaturi. Pri
viSim temperaturama ciklus je kraéi dok se na nizim produljuje (pri 18°C
ciklus traje 18-20 dana) [1]. U standardnim uvjetima koji se odrzavaju u
nasem laboratoriju na temperaturi od 25°C, 70%-tnoj vlaznosti zraka i
hrani na bazi kukuruznog brasna ili melase, agara, Secera, kvasca i vode

razvojni ciklus traje oko 10 dana.

Vinske musice su holometabolni kukci Sto znaci da prolaze kroz potpunu
metamorfozu tijekom svog razvojnog ciklusa koji se moze podijeliti u Cetiri
stadija: jajasce (embrij), licinka, ¢ahura (kukuljica) i odrasla musica (Slika
1) [1]. Razvojni ciklus zapocCinje kada Zenka, nakon parenja, polozi jajasca
(embrije) na hranjivi medij. Embriju je potreban 1 dan da se razvije u
licinku 1. stadija koja puze po povrsini hranjivog medija kako bi se hranila.
Licinka 1. stadija raste i presvlaci se u li¢inku 2. stadija koja krec¢e u potragu
za hranom dublje kroz hranjivi medij. Unutar hranjivog medija li¢inka se
hrani naredna 3-4 dana. Nakon 4 dana izlazi iz hranjivog medija i postaje
licinka 3. stadija koja puze po stijenci tubice u potrazi za mjestom na kojem
¢e se zacCahuriti i provesti razdoblje metamorfoze. Metamorfoza se moze
podijeliti u dva stadija: prijelaz iz licinke u ¢ahuru (12 sati) i razdoblje
c¢ahure koje traje 84 sata. Prijelaz licinke u ¢ahuru je obiljezeno naglim
oslobadanjem ekdisteroidnog hormona izlu¢enog iz prstenaste Zlijezde.
Kutikula li¢inke postaje omotac ¢ahure te dolazi do povlacenje epidermisa
s kutikule licinke. Zatim se u abdomenu formira plinski mjehuri¢ Sto
omogucuje da Cahura u razvoju moze plutati u vodi. Izvrtanje glave
oznacava pocetak pravog stadija Cahure. U ovom stadiju vecina tkiva li¢inke
se razgraduje i dolazi do formiranja vanjskih struktura i organa kao sto je
oblik glave, prsni koS, abdomen, krila i noge [2].
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Musice koje su tek izasle iz ¢ahure nazivaju se djevice/djevci i razlikuju se
od odraslih musica. Djevice/djevci su svjetliji i napuhnutiji u odnosu na
odrasle musice te imaju tamnu tocku na abdomenu koja se naziva mekonij
(ostatci prehrane li¢inke) koji nestane par sati od izlaska iz ¢ahure. Djevice
i djevci prvih par sati nakon izlaska iz ¢ahure nisu spolno aktivni (8-12 sati).
Zenke postaju spolno zrele 1-4 dana nakon izlaska iz ¢ahure, dok muZjaci
to Cine za 2-3 dana [3], [4]. Vrhunac plodnosti, koji se obi¢no postize
izmedu 3 i 5 dana nakon izlaska iz ¢ahure, omogucuje zenkama da poloze
do 100 jaja dnevno, a mogu proizvesti izmedu 1000 i 3000 jajasaca tijekom

svog zivotnog vijeka [5].

Odrasle musice

Djevice/ Embrij
djevci
Lic¢inka
’ ' Fihriva 1. stadija
Lic¢inka Lic¢inka
- 3. stadija 2. stadija

Slika 1. Prikaz razvojnog ciklusa vinske musice. Razvojni ciklus vinske musice se sastoji od

Cetiri stadija: embrij, 3 stadija li¢inke, ¢ahura i odrasla musica.
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1.2 Utjecaj METH-a na redoks ravnotezu

Odrzavanje homeostaze neophodno je za pravilnu funkciju svakog
organizma. Stvaranje reaktivnih oksidacijskih (ROS) i dusikovih vrsta
(NOS) te njihovo uklanjanje sastavni je mehanizam odrzavanja redoks
ravnoteze stanice. Ukoliko stvaranje reaktivnih vrsta (ROS i NOS) premasi
antioksidativni kapacitet stanice nastaje oksidativni stres. Oksidativni stres
moze uzrokovati ostecenja funkcionalnih jedinica stanice Sto u konacnici

moze dovesti do stani¢ne smrti [6].

Izlaganje opojnima drogama i psihostimulansima dovodi do stvaranja
ovisnosti, a time i do razvoja ROS-a. Poznato je da su svojstva ovisnosti o
psihostimulansima i njihova terapijska ucinkovitost pod utjecajem
genetskih i okolisSnih ¢imbenika, no identificirano je vrlo malo gena koji
reguliraju te procese kod ljudi. To je uglavhom zbog heterogenosti
populacije koja podrazumijeva potrebu za velikim uzorcima. Drosophila
melanogaster pokazuje sli¢ne psihostimulativne odgovore kao i ljudi, visok
stupanj o¢uvanja gena i omogucuje provodenje testova ponasanja u velikoj
populaciji, stoga je vrlo koristen modelni organizam u istrazivanjima
neurogenetike u koju spadaju istrazivanja ovisnosti [7]. Ovisnost o
psihostimulansima kao Sto su kokain, amfetamin i metamfetamin (METH)
temelji se na njihovoj sposobnosti da poveéaju dopaminergicku
neurotransmisiju u sustavu nagradivanja [8]. METH je snazan modulator
dopaminskog sustava koji je vazan za stvaranje osjecaja nagrade, ali i izvor
ROS-a u mozgu, stoga igra ulogu u odredivanju redoks homeostaze
neurona [9]. Izlaganjem METH-u u dopaminergi¢ckim neuronima se
povecavaju citoplazmatske i izvanstani¢ne razine dopamina (DA). Povecane
razine DA podlijezu autooksidaciji ¢ime stvaraju ROS, kao Sto su vodikov
peroksid (H,0,), hidroksilni radikal (OH™) i superoksidni radikal (03) koji
mogu ostetiti proteine, lipide, DNA i RNA stanice ako se ne detoksificiraju

antioksidansima ili antioksidativnim enzimima [10].



1.3 Antioksidativna obrana

Detoksikacijom slobodnih radikala i sprjeCavanjem ostecenja stanica,
antioksidativni obrambeni sustav funkcionira kao mehanizam za ciséenje.
Antioksidativna obrana se sastoji od enzimskih (endogenih) i neenzimatski
(egzogenih) antioksidansa koji sustavno djeluju na uklanjanje slobodnih
radikala. Enzimski antioksidativni sustav glavna je obrana protiv ROS-a in
vivo i sastoji se od superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT), glutation
peroksidaze (GPx) i glutation reduktaze (GR) [10]. Nakon interakcije sa
reaktivnim vrstama enzimski antioksidansi se ucinkovito recikliraju [11].
SOD moze katalizirati reakciju razgradnje superoksidnih anionskih radikala
u vodikov peroksid, koji ¢e se zatim pretvoriti u vodu i kisik pomocu CAT ili
GPx [12].

Neenzimski antioksidativni sustav sluzi kao drugi obrambeni sustav protiv
slobodnih radikala. Neenzimski antioksidansi direktno sudjeluju u hvatanju
slobodnih radikala i pojacavaju funkciju endogenih enzimskih antioksidansa
sinergistickim uklanjanjem reaktivnih slobodnih radikala [12], [13]. U
reakciji djeluju doniranjem elektrona ili protona radikalu i time stvaraju
stabilnu strukturu radikala, pri ¢emu sam antioksidans postaje oksidiran.
Takav oblik antioksidansa je Stetan za stanicu i mora biti reduciran.
Primjerice, tijekom peroksidacije lipida stvara se lipidni peroksilni radikal
Stetan za stanicu. Na njega kao cCistac djeluje vitamin E pri ¢emu se vitamin
E oksidira i postaje toksican i beskoristan antioksidativnoj obrani. Oksidiran
oblik vitamina E reducira GSH (glutation) stvaraju¢i GSSG (oksidirani oblik
GSH), ¢ime je vitamin E ocuvan [13]. Osim vitamina, studije su pokazale
da egzogeni antioksidansi poput flavonoida mogu preuzeti ulogu vitamina
E [14]. S obzirom na sposobnosti egzogenih antioksidansa da uklanjaju
ROS i slobodne radikale brojne studije su ispitivale moguce djelotvorne
uCinke antioksidansa na zdravlje. Kod bolesnika s dijabetesom,
suplementacija prehrane lipoicnom kiselinom (600 mg/dan) je smanijila

parametre oksidativhog stresa i aktivhost NF-kB [15]. Nadalje, u



istrazivanjima na zivotinjskim modelima gdje su Stakorima inducirana
oksidacijska ostecenja izazvana kokainom, predtretman antioksidansom
(TEMPOL) je smanjio produkciju ROS-a [16].

Istrazivanja o antioksidativnim efektima egzogenih antioksidansa je
proucavana i kod Drosophile melanogaster [17]. Zabiljezeno je da sastojci
hrane, kao sSto su polifenoli jabuke i ekstrakt borovnice, imaju
antioksidativne ucinke. Primjerice, otpornost protiv oksidativnog stresa te
duljina Zivotnog vijeka je znacajno poboljSana kod divljeg tipa vinske
musice, nakon suplementacije prehrane navedenim antioksidansima, u
odnosu na mutante s defektnim antioksidativnim enzimima (SOD i CAT) Sto
ukazuje na bitnu ulogu endogenih antioksidansa u posredovanju funkcija
egzogenih antioksidansa [18], [19]. Prehrana obogacena antioksidansima
takoder pozitivno utjeCe na plodnost i oCuvanje reproduktivhog sustava
[20].

1.4 Kvercetin

Najaktivniji ¢lan obitelji flavonoida je kvercetin (QUE). Njegov naziv dolazi
od latinske rijeCi "Quercetum" Sto znacli hrastova Suma. Jedan je od
najrasprostranjenijih flavonoida u prehrani te se moze pronadi u raznim
namirnicama, ukljucujuc¢i maslinovo ulje, luk, zeleni ¢aj, crveno grozde,
crno vino, tamne tresSnje i bobicasto voce. Prvenstveno se nalazi u
agrumima i zelenom lisnatom povréu. Koristi se kao dodatak prehrani i
moze pomodi u prevenciji raznih bolesti. Kardiovaskularna zastita,

antikancerogeno, protuupalno, antidijabeti¢ko djelovanje i antioksidativna

zastita samo su neki od njegovih pozitivnih uc¢inaka [21].

In vitro ispitivanja su pokazala da je QUE superioran antioksidans i
najucinkovitiji ¢ista¢ ROS-a u obitelji flavonoida. Antioksidativna svojstva
QUE pripisuju se postojanju dvaju antioksidativnhih farmakofora unutar

molekule, naime kateholne skupine u B prstenu i OH skupine na poziciji 3



AC prstena, koje imaju idealnu konfiguraciju za hvatanje slobodnih radikala
(Slika 2) [22]. QUE moze pomodi u zastiti od slobodnih radikala
uzrokovanim okoliSnim utjecajima, poput pusenja. Studija je dokazala da
slobodni radikali iz katrana cigareta oStecuju membrane eritrocita te da
QUE i njegovi konjugirani metaboliti mogu zastititi eritrocite od Stete koju
pusenje Cini njihovim membranama [23]. QUE zajedno s askorbinskom
kiselinom smanjuje ucestalost oksidativhog osteéenja ljudskih limfocita i
neurovaskularnih struktura u kozi te inhibira ostecenje neurona. Dobro je
poznato da Stiti mozdano tkivo od oksidativnog stresa, koji osStecuje stanice

i uzrokuje Alzheimerovu bolest i druge neuroloske bolesti [17], [24].

Slika 2. Molekulska struktura kvercetina.

Izvor: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S00142999080028847?via%3Dihub



1.5 Utjecaj redoksa na epigenetske promjene

Epigenetske modifikacije izazvane psihostimulansima koji modificiraju
stani¢nu fiziologiju mozga dovode do osStecenja neurona. Nedavna
istrazivanja su pokazala da redoks stanje stanice moze utjecat na
epigenetske modifikacije koje mogu imati znacajan utjecaj na ljudsko
zdravlje [25]. Primjena psihostimulansa koji povecavaju oksidativne vrste
posljedicno dovode do epigenetskih promjena koje utjeCu na mnoge
stanicne funkcije u mozgu, ukljucujuéi neuroplasticnost, upalu i
metabolicke procese. Jedna od tih epigenetskih promjena je metilacija DNA
koja dominantno regulira ekspresiju gena i modifikaciju proteina u mozgu
sisavaca tijekom ovisnosti. Promjene u metilaciji DNA uocene su kod droga,
poput kokaina i METH-a [26]. U Drosophile melanogaster metilacija DNA

nije uCestala vec¢ se prvenstveno dogadaju promjene na histonima.

NeurolosSki problemi povezani sa stvaranjem ROS-a izazvani uporabom
psihostimulansa mogu se bolje razumjeti u kontekstu epigenetskih
promjena. Novi pristupi lijeCenju ovisnosti pojavili su se kroz istrazivanje
epigenetskih mehanizama koji se oslanjaju na redoks reakcije tijekom
koristenja psihostimulansa [26]. Iako nema radova koji ispituju utjecaj
epigenetskih promjena povezanih s redoks ravnotezom kod D.
melanogaster ideja je da se administracijom QUE smanje oksidativne vrste,
¢ime bi sprijecili negativne posljedice koje ROS ima na neuralnu plasti¢nost
i druge promjene koje se deSavaju u mozgu kao Sto su epigenetske

promjene.



2. Cilj rada

Glavna svrha ovog istrazivackog rada je ispitati potencijalan ucinak
antioksidansa QUE-a na razvojni ciklus uslijed administracije METH-a kod
Drosophile melanogaster. Glavna hipoteza se temelji na cinjenici da
promjene u redoks statusu stanice utjecu na histonske promjene u spolnim
stanicama muzZjaka koji su izlozeni METH-u. QUE radi svojih
antioksidativnih svojstava, potencijalno moze smanijiti u¢inak oksidativnog
stresa uvjetovanog METH-om. Utjecaj QUE-a na razvojni ciklus praéen je
nakon izlaganja muzjaka METH-u tako Sto je pomijesan s hranom u

razli¢itim koncentracijama.

Cilj rada je istraziti utjecaj dvaju koncentracija QUE na promjene u
razvojnom ciklusu nakon izlaganja vMETH-u kroz kvantifikaciju broja

embrija, ¢ahura i musica.



3. Materijali i metode

3.1. Soj vinske musice

Za eksperiment su koristeni wild type Canton S. muzjaci i zenke vinske
musice, D. melanogaster, 3 do 5 dana starosti. MuSice su uzgajane na
standardnom mediju od kukuruznog brasna i agara, a cuvane su u
inkubatoru u uvjetima svjetlo/mrak (12 sati:12 sati) na temperaturi od
25°C i 70% vlaznosti.

3.2. Kemikalije

Psihostimulans metamfetamin-hidroklorid (METH) i kvercetin dihidrat
(QUE) su dobavljeni od tvrtke Sigma Alrich. QUE je koristen u eksperimentu
kao dodatak prehrani, pomijeSan s melasa hranom u dvije koncentracije
(0.6 mM i 3.2 mM). Koristene koncentracije QUE su prethodno literaturno

utvrdene kao netoksic¢ne za musice.

3.3. Priprema uzoraka za FlyBong

Dan prije eksperimenta je prikupljeno 128 muzjaka D. melanogaster
pomocu CO, anestezije. Hrana iz vijalica u kojima su musice uzgojene je
koristena za pripremu cjevCica DAM (eng. Drosophila activity monitoring)
sustava. Hrana je izrezana na ploske debljine 5 mm i ostavljena na
papirnatoj maramici kako bi se apsorbirao visak tekuéine. Hrana je zatim
stavljena u polikarbonatne DAM cjevcice tako da se cjevcica okomito utisne

u hranu, a kako se hrana ne bi isusila taj kraj cjevcice se omota parafilmom.

Muzjaci su individualno prebaceni u DAM cjevCice pomocu aspiratora
najmanje 12 sati prije eksperimenta radi privikavanja na novi okolis. Na taj

nacin je pripremljeno 128 DAM cjevcica za 4 FlyBong monitora.



3.4. Administracija METH-a

FlyBong je metoda za mjerenje lokomotorne aktivnosti musica nakon
izlaganja psihostimulansu (PS). Sastoji se od sustava za administraciju PS
i DAM sustava za pracenje lokomotorne aktivnosti (Slika 3). Sustav za
administraciju PS cine staklena tikvica s tri grla i grija¢a kapa koje zajedno
tvore volatilizacijsku komoru. U tikvicu se dodaje otopina PS (75 pL METH-
a) i etanola 4 do 6 sati prije administracije METH-a kako bi se osiguralo
potpuno isparavanje etanola. Grijace kape zagrijavaju tikvicu 8 minuta do
temperature 185-200°C, kada dolazi do isparavanja METH-a.
Volatilizacijska komora je povezana gumenim cijevima sa zracnom
pumpom i DAM sustavom. Nakon zagrijavanja, ukljudivanjem zracnih
pumpi s protokom zraka od 2,5 L/min se putem gumenih cijevi volatilizirani
METH (vMETH) potiskuje do DAM sustava 1 minutu [27]. Kontrolna skupina
podlegnuta je istom postupku, ali bez vMETH-a tako da je izlozena samo

vruéem zraku.

Volatilization chamber

Activity monitoring

Drug delivery system

Slika 3. Shema FlyBong metode za administraciju vVMETH-a i prac¢enje lokomotorne
aktivnosti musica. U volatilizacijsku komoru se pipetira METH otopljen u etanolu. Nakon Sto etanol
ispari zagrijava se volatilizacijska komora do temperature isparavanja METH-a. Aktiviranjem zracne
pumpe musice se jednu minutu izlazu vMETH-u. Tijekom 30 minuta prije i 30 minuta nakon izlaganja
VMETH-u, lokomotorna aktivnost se biljezi za svaku minutu kao broj prelazaka kroz sredinu DAM
cjevcice [27].
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3.5. Selekcija muzjaka i kvantifikacija razvojnog ciklusa

Najvedi utjecaj jedne doze METH-a je vidljiv u prvih 10 min nakon
administracije, stoga je na temelju tih podataka od ukupno izlozena 64
muzjaka odabrano 12 muzjaka s najvecim lokomotornim odgovorom na
VMETH i vrudi zrak (kontrola za eksperimentalnu grupu - ZRAK. Netretirana
kontrola (KONTROLA) bili su muzjaci koji su nasumic¢no odabrani iz

kultivacijskih vijalica (12 muzjaka).

Muzjaci su prebaceni u vijalice na hranu bez QUE, ili sa 0.6 mM QUE i 3.2
mM QUE (Slika 4). Svakom muzjaku je dodana netretirana djevica i oni
oznacavaju *FO generaciju, nakon c¢ega su ostavljeni na hrani 6 dana kako
bi oplodene Zenke polozZile jajasca. Embriji su prebrojavani svaki dan
tijekom 7 dana od pojave prvog embrija. Prva ¢ahura se pojavila 6. dan, a
prva musica se izlegla 10. dan. Cahure i musice su prebrojavane svaki dan
tijekom 10 dana. Musice F1 generacije su stavljene na parenje 13 dan od
pocCetka eksperimenta. Prve ¢ahure su se pojavile 9. dan, a prve musice su
se izlegle 13. dan od pocletka parenja F1 generacije. Musice F2 generacije
su stavljene na parenje 34 dan od pocetka eksperimenta. Prve ¢ahure su
se pojavile 6. dan, a prve musice su se izlegle 10. dan od pocetka parenja
F2 generacije. Cahure F2 i F3 generacije su prebrojavane tijekom 8 dana,

a musice tijekom 10 dana (Slika 5).

*F0 generacija su roditelji; muzjaci izlozeni METH-u i netretirane djevice.
F1 generacija su potomci FO, F2 su potomci F1, a F3 su potomci F2

generacije.
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Kontrola Zrak vMETH

bez QUE

0.6 mM QUE
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Slika 4. Dizajn eksperimenta. Eksperiment se sastojao od tri skupine; KONTROLA=netretirani
muZjaci (n=12), ZRAK= muzjaci koji su primili vruci zrak u FlyBong-u (n=12) i vMETH= muZjaci
koji su primili 1 dozu VMETH na 1 min (n=12). U svakoj skupini su bile tri podskupine razliitih
koncentracija QUE pomijesanog u hranu: krizié= hrana bez QUE, crni krug= 0.6 mM QUE i bijeli
krug= 3.2 mM QUE. Svakom muzjaku je dodana djevica koja nije bila prethodno tretirana. Musice

su ostavljene na hrani 6 dana. n=broj muzjaka.

Parenje FO  F1generacija F2 generacija F3 generacija
generacije ‘ ‘ ‘
T ‘% L i, 4 ﬁ R 8 ﬁ
/ 14
1 doza o P F1 = .
YMETH-a 1. pupa 1. musica g:\eenrJ:cije 1. pupa 1. musica gz;e:rl:c;i 1. pupa eI
C s s O S ey ’
1 dan 6 dan 10 dan 13 dan 22 dan 26 dan 34 dan 40 dan 44 dan

Slika 5. Kronoloski tijek eksperimenta.

3.6. Obrada podataka, statisticka analiza i prikaz rezultata

Za unos podataka koristen je program MS Excel, a daljnje statisticke
analize su radene programom GraphPad Prism 9.4.0. Podatci za kontrolnu
skupinu (KONTROLA), skupinu ZRAK i eksperimentalnu skupinu (vMETH)
su analizirani u programu GraphPad Prism 9.4.0. jednosmjernim ANOVA
testom i Tukey testom za viSestruku usporedbu. Podaci su analizirani i
dvosmjernim ANOVA testom (mjeSoviti model). Rezultati su prikazani u
obliku kumulativnih grafova, histograma i kruznih dijagrama (engl. pie
chart).
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4. Rezultati

Provedenim pokusom smo ispitali djelovanje antioksidansa (QUE) na
promjene u oksidacijskom statusu uslijed izlaganja vMETH-u. FlyBong
metodom je 64 muzjaka izlozeno jednoj dozi vMETH-a (grupa vMETH), a
64 muzjaka je izlozeno istom postupku bez METH-a (grupa ZRAK).
Izdvojeni su muzjaci s najveéim lokomotornim odgovorom na VMETH i
ZRAK te netretirani muzjaci (KONTROLA) koji su pareni 6 dana s
netretiranim djevicama u vijalicama s hranom oboga¢enom QUE (0.6 mM i
3.2 mM) ili bez QUE. Nakon toga je kvantificiran broj embrija, ¢ahura i

musica. Utjecaj METH-a i QUE-a je pracen tijekom tri generacije.

4.1. METH povecava broj embrija u F1 generaciji

Izlaganje muzjaka VMETH-u bez tretmana QUE dovelo je do znacajnog
povecanja broja embrija (Slika 6.A). Statisticka znacajnost je vidljiva od
trecega dana od pojave prvog embrija (Slika 6.B). Dodatak 0.6 ili 3.2 mM
QUE ponistio je utjecaj vMETH-a na povecanje broja embrija (Slika 7.A i
B). 0.6 mM koncntracija QUE je smanjila broj embrija u grupi vMETH, a 3.2
mM QUE jos viSe (Slika 7.E). KONTROLNA skupina je imala najmanji broj
embrija na hrani bez QUE i 0.6 mM QUE, dok je 3.2 mM QUE povecao broj
embrija (Slika 7.C). Rezultati pokazuju da je 3.2 mM QUE povecao broj
embrija kod KONTROLNE grupe u odnosu na hranu bez QUE i 0.6 mM QUE.
3.2 mM QUE je osim sto je kao i 0.6 mM QUE smanjio broj vVMETH embrija,
znacajnije smanjio broj embrija u grupi ZRAK (Slika 7.D).

S obzirom na dobivene rezultate utjecaja VMETH-a na broj embrija
ocekivali smo povecéan broj ¢ahura i musica bez tretmana QUE. Medutim,
samo izlaganje vVMETH-u nije dovelo do ocekivanih rezultata te samim time
ni QUE nije doveo do znacajnog povecanja i smanjenja broja cahura i
musica. Iako nije dosSlo do statisticki znacajne razlike u VMETH skupini

uocen je trend povecanja broja ¢ahura i musica (Slika 8.A i D). Najmanji
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broj ¢ahura i musica je i dalje u KONTROLNOJ grupi na hrani bez QUE i 0.6
mM QUE, dok je najvedi kod 3.2 mM QUE (Slika 8.). 3.2 mM QUE je smanjio
broj ¢ahura u grupi ZRAK (Slika 8.C).
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Slika 6. QUE smanjuje povecanje broja embrija uslijed izlaganja vMETH-u. Nakon primljene
doze vVMETH-a muZjaci su pareni 6 dana s netretiranim djevicama. Embriji su prebrojavani svaki dan
tijekom 7 dana. Grafovi prikazuju kumulativni broj embrija tri skupine (KONTROLA=netretirane
musice, ZRAK=kontrola za eksperimentalnu manipulaciju i vVMETH=muzjaci izlozeni vMETH-u) na
hrani: A) bez QUE, C) 0.6 mM QUE i D) 3.2 mM QUE. B) Histogramski prikaz kumulativnog broja
embrija po danima. Jednosmjerna ANOVA statisticka analiza s Tukey testom visestrukih usporedbi
pokazala je viSestruku znacajnost: * znacajnost p<0,0500, ** p<0,0100.
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Slika 7. 3.2 mM koncentracija QUE povecava broj embrija kod netretiranih musica. Grafovi
prikazuju kumulativni broj embrija tri skupine (KONTROLA=netretirane musice, ZRAK=kontrola za
eksperimentalnu manipulaciju i VMETH=muZjaci izlozeni vMETH-u) na hrani: A) 0.6 mM QUE i B)
3.2 mM QUE. Histogramski prikaz kumulativhog maksimuma broja embrija za 7 dana kod skupina:
C) Netretirana KONTROLA, D) ZRAK i E) VMETH s obzirom na koncentraciju QUE (0, 0.6 i 3.2 mM
QUE). Jednosmjerna ANOVA statistiCka analiza s Tukey testom visestrukih usporedb nije pokazala

statisticku znacajnost izmedu skupina: ns= nema znacajnosti.
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Slika 8. METH ne dovodi do povecanja broja ¢ahura i musica F1 generacije. Pojavom prve
¢ahure zapoceto je njihovo prebrojavanje. Cahure i musice su prebrojavane svaki dan tijekom 10
dana. Na grafovima je prikazan kumulativni broj ¢ahura i musica s obzirom na koncentraciju QUE u
hrani: A) ¢ahure odrasle na hrani bez QUE, B) hrani s 0.6 mM QUE i C) hrani s 3.2 mM QUE, D)
musice odrasle na hrani bez QUE, E) hrani s 0.6 mM QUE i F) hrani s 3.2 mM QUE

Usporedno s brojem embrija, ¢ahura i musSica promatrana je i duzina
razvojnih stadija. Praceno je trajanje razvoja od embrija do ¢ahure i od
c¢ahure do musice. Iako rezultati nisu statisticki znacajni vidljiv je trend
produljenja perioda razvoja od embrija do ¢ahura nakon izlaganja muzjaka
VMETH-u. Razvoj je u prosjeku produljen za 1 dan u odnosu na skupine
KONTROLA i ZRAK (Slika 9.A). QUE nije imao znacajnog utjecaja na
skrac¢enje razvoja u grupi KONTROLA i ZRAK, vec¢ je i tu prisutan trend
produljenog perioda razvoja za grupu VMETH u usporedbi s kontrolnim
skupinama (Slika 9.B i C). Vidljivo je krace trajanje razvoja embrija do
caure kod kontrolne skupine na 0.6 mM QUE (Slika 9.B), no takav rezultat
se moze pripisati nedovoljnom broju replika te se stoga taj podatak ne

moze koristiti za tumacenje utjecaja METH-a i QUE-a.
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Slika 9. Potencijalni utjecaj METH-a na produljenje razvojnog ciklusa od embrija do
cahure. A) Histogramski prikaz duljine razvojnog ciklusa musica, bez tretmana QUE, po
skupinama; KONTROLA (netretirane musice), ZRAK (kontrola za eksperimentalnu manipulaciju) i
VMETH (muzjaci izlozeni vMETH-u) s prikazima trajanja pojedinih stadija u obliku kruznih dijagrama
za opisane skupine, crno= od embrija do ¢ahure, sivo= od ¢ahure do musice B) Histogramski prikaz
duljine razvojnog ciklusa musica, s tretmanom 0.6 mM QUE, s prikazima trajanja pojedinih stadija
u obliku kruznih dijagrama za navedene skupine. C) Histogramski prikaz duljine razvojnog ciklusa
musica, s tretmanom 3.2 mM QUE, s prikazima trajanja pojedinih stadija u obliku kruznih dijagrama

za navedene skupine.
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4.2. METH-a nije utjecao na razvojni ciklus F2 generacije

Kako bi uodili prenosi |i se utjecaj vMETH-a i QUE-a na F2 generaciju
nasumicno su odabrani potomci F1 generacije, 3 muzjaka i 3 Zenke iz svake
skupine (KONTROLA, ZRAK i vMETH), te su stavljeni na hranu bez dodatka
QUE. Utjecaj vMETH-a nije prenesen na broj ¢ahura i musica F2 generacije
(Slika 10.), Sto je ocekivano s obzirom da utjecaj nije bilo statisticki
znacajan kod F1 generacije. Nagli skok broja musica s petog na sesti dan
je propust u brojanju musica jer nedostaju rezultati za Cetvrti i peti dan
(Slika 10.D, E i F). Iako tretman vMETH-om ne dovodi do povecéanja broja
Cahura i musica F2 generacije, tretman QUE pokazuje trend povecanja
broja potomaka kod KONTROLE (Slika 10.C i F). 3.2 mM QUE je u
KONTROLNOJ grupi ponovno uvjetovao najvedi broj ¢ahura i musica, dok
je na hrani bez QUE i 0.6 mM QUE imao najmanji utjecaj (Slika 10.). QUE
i METH nisu imali utjecaja na duljine stadija razvojnog ciklusa (Slika 11.).
Skracéenje razvojnog ciklusa u kontrolnoj grupi za 3.2 mM QUE odstupa od
ostalih zbog nedostatka replika te stoga rezultat nije znacajan za

interpretaciju.
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Slika 10. Potencijalni uc¢inak 3.2 mM QUE na povecanje broja cahura i musica F2
generacije. Kumulativni prikaz broja ¢ahura i musSica F2 generacije. 3 muZjaka i 3 Zenke F1
generacije iz svake skupine su stavljeni na parenje na hranu bez dodatka QUE. Pojavom 1. ¢ahure i
1. musice zapoceto je njihovo prebrojavanje. Cahure su prebrojavane svaki dan tijekom 8 dana, a
musice tijekom 10 dana. Na grafovima je prikazan kumulativni broj ¢ahura (A, B i C) i musica (D,

E i F) s obzirom na skupinu iz koje su potekle (skupine s obzirom na koncentraciju QUE u hrani).
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Slika 11. Utjecaj METH-a i QUE-a na duljinu razvojnog ciklusa F2 generacije musica. A)
Histogramski prikaz duljine razvojnog ciklusa musica, bez tretmana QUE, po skupinama;
KONTROLA (netretirane musice), ZRAK (kontrola za eksperimentalnu manipulaciju) i vMETH
(muzjaci izlozeni vVMETH-u) s prikazima trajanja pojedinih stadija u obliku kruznih dijagrama za
opisane skupine, crno= od embrija do ¢ahure, sivo= od ¢ahure do musice B) Histogramski prikaz
duljine razvojnog ciklusa musica, s tretmanom 0.6 mM QUE, s prikazima trajanja pojedinih stadija
u obliku kruznih dijagrama za navedene skupine. C) Histogramski prikaz duljine razvojnog ciklusa
musica, s tretmanom 3.2 mM QUE, s prikazima trajanja pojedinih stadija u obliku kruznih dijagrama

za navedene skupine.

Isti eksperiment ponovili smo i za F3 generaciju. Nasumic¢nim odabirom
su takoder izdvojena 3 muzjaka i 3 zenke F2 generacije koji su pareni na
hrani bez dodatka QUE. Rezultati su pokazali da nema utjecaja VMETH-a i
QUE-a na broj ¢ahura i musica. Sukladno tome nema razlika u trajanju

razvoja od embrija do Cahure izmedu skupina (prilog slika 12.i 13.).
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5. Rasprava

U ovom eksperimentalnom radu ispitan je utjecaj antioksidansa QUE, na
oksidacijske promjene uslijed izlaganja muzjaka vinske musice VMETH-u.
Nakon izlaganja VMETH-u musice su stavljene na hranu obogacenu QUE u
dvije koncentracije (0.6 mM i 3.2 mM). Prema preliminarnim rezultatima
[28] pokazano je da VMETH utjece na razvojni ciklus vinske musice tako da
povecava broj potomaka. Nasa hipoteza pretpostavija da ¢e prehrana
obogacena QUE-om smanjiti ucinke koje VMETH-a ima na redoks
ravnotezu, a time i ponistiti utjecaj METH-a na broj potomaka. Dobiveni
rezultati su pokazali da VMETH dovodi do statisticki znacajnog povecanog
broja embrija te vidljivog trenda povecanja broja c¢ahura i musica F1
generacije sto je u suglasnosti s preliminarnim rezultatima [28]. Dobiveni
rezultati su takoder pokazali da postoji potencijalni ucinak QUE-a na
smanjenje broja potomaka F1 generacije. 3.2 mM koncentracija QUE-a je
pokazala trend povecanja broja embrija, ¢ahura i musica kod netretirane
kontrole. Takoder prema preliminarnim rezultatima pretpostavljeno je da
Ce se utjecaj vMETH-a prenijeti i na F2 generaciju. Medutim, nasi rezultati
ne pokazuju prijenos utjecaja VMETH-a na F2 i F3 generaciju. No, zanimljivo
je da je utjecaj 3.2 mM koncentracije QUE-a pokazala trend povecanja
broja ¢ahura i musica kod netretirane kontrole u F2, ali ne i u F3 generaciji.
Ovi rezultati upucéuju na potencijalni intergeneracijski i transgeneracijski

utjecaj antioksidativne prehrane na broj potomaka.

Okolisni utjecaji, kao Sto je izlozenost drogama i prehrana roditelja
poznati su utjecaji koji mogu biti naslijedeni kroz generacije preko
epigenetskih modifikacija. Brojne studije pokazuju nasljedivanje takvih
utjecaja preko majcine linije. Epigenetske promjene mogu se dogoditi kada
je majka izloZzena drogi u razli¢itim periodima, prije trudnoce ili i za vrijeme.
Sve je viSe istrazivanja i o izlozenosti oCeva i vaznosti nasljedivanja preko
oceve linije. U studiji na miSevima pokazano je da ocCeva izlozenost kokainu

utjeCe na razvoj potomaka. Potomstvo oceva izlozenih kokainu je imalo
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smanjen promjer glave i poremecéaje paznje i pamcenja [29]. U nasem
istrazivanju nakon izlaganja muzjaka vVMETH-u utjecaj se prenio na F1, ali
ne i na F2 generaciju te je time pokazan potencijalni intergeneracijski, ali
ne i transgeneracijski utjecaj sto je djelomi¢no u skladu s nasSim

preliminarnim rezultatima.

Prethodne studije o transgeneracijskim ucincima kod Drosophile
melanogaster sugeriraju da roditeljska prehrana moze utjecati na veli¢inu
tijela, trajanje razvoja i veliCinu jajasca sljedece generacije [30] Sto se
prenosi pod utjecajem epigenetskih promjena koje se mogu dogoditi u
odrasloj dobi, pubertetu ili na zametnim stanicama. Stoga su epigenetske
promjene jedan od potencijalnih objasnjenja prijenosa utjecaja QUE-a na
F1 i F2 generaciju. Studije u kojima su promatrali kako promjene u prehrani
(bogata ili siromasna prehrana Sec¢erom i proteinima) utjeCu na fenotip
potomaka pokazuju da kada se uzmu u obzir samo dvije generacije (FO i
F1), na fenotipove potomaka je primarno utjecala njihova vlastita
prehrana, a u manjoj mjeri prehrana roditelja. Medutim, kada se uzmu u
obzir tri generacije (FO, F1 i F2), na fenotipove potomaka je prvenstveno
utjecala prehrana FO generacije i njihova vlastita prehrana. Kada je FO
generacija slabo hranjena, a F1 generacija bogato, F1 generacija je
polagala znacajno veca jajasca kojima je razvoj trajao duze [31]. U drugim
istrazivanjima pokazano je da ocCeva pothranjenost moze promijeniti
epigenom sperme, Sto moze utjecati na razvoj fetusa i povecati rizik od
metabolickih bolesti kod odraslih jedinki [32].

Posljednjih godina sve je vise radova koji ispituju utjecaj prehrambenih
antioksidansa kod smanjenja oksidativhog stresa. U studiji na D.
melanogaster pokazano je da je predtretman antioksidansom (lipoi¢nom
kiselinom) smanjio oksidativni stres izazvan parakvatom (herbicid) [20].
Izlaganje muzjaka parakvatom bez predtretmana antioksidansom
negativno je utjecalo na broj potomstva. NasSi rezultati nisu u korelaciji s
ovim rezultatom te je u nasem slucaju izlaganje VMETH-om pozitivho
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utjecalo na broj potomstva. Jedno od mogucdih objasnjenja za takav rezultat
je snazna antioksidativna obrana aktivirana izlaganjem muzjaka jednoj dozi
vMETH-a. Naime, u istrazivanju gdje je mjerena koncentracija vodikovog
peroksida u glavama musica, prije izlaganja VMETH-u, te nakon 1. i 2. doze,
pokazano je da se koncentracija vodikovog peroksida smanjuje nakon 1.
doze, a povecava nakon 2. doze [33]. Takvi rezultati upuéuju na pojacanu
antioksidativhu obranu koja je potencijalno eliminirala oksidacijski stres
uzrokovan VMETH-om. Ako se to objasnjenje primjeni na nase rezultate to
bi znacilo da je smanjenje vodikovog peroksida, a time potencijalno i ROS-

a pozitivno utjecalo na povecanje broja potomstva.

Potencijalni ucinak 3.2 mM koncentracije QUE-a na poveéan broj
potomaka netretirane skupine se moze objasniti i na temelju vitalnosti
spermija pri konzumaciji prehrane obogacene antioksidansima. Prethodno
spomenuta studija u kojoj su muzjaci D. melanogaster primili predtretman
lipoicnom kiselinom i melatoninom te su zatim bili izloZzeni parakvatu je
takoder pokazala da suplementacija prehrane antioksidansima povecava
privlacnost muzjaka i fertilitet te pojaCava obranu spolnih stanica od
oksidativnog stresa. Prehrana obogadena lipoicnom kiselinom je dovela do
povecanja broja spermija i povecala razinu antioksidativne zastite od
toksi¢nih utjecaja parakvata Sto je rezultiralo veéem broju potomaka u

odnosu na netretiranu kontrolu [20].

NasSi rezultati ukazuju na znacaj prehrane obogacene QUE-om na
promjene u redoks statusu uslijed izlaganja vMETH-u. No, zbog nedovoljne
optimizacije eksperimenta (mali broj replika i kvaliteta hrane) dobiveni
rezultati nisu statisticki znacajni iako su vidljivi trendovi smanjenja broja
potomaka u VMETH grupi i povedanja u KONTROLNOQOJ] grupi. Naime,
problem nedovoljno kvalitetne hrane uzrokovan je velikom koli¢inom agara
koji stvara precvrstu mrezu na povrsini hranjivog medija, stoga musice nisu
bile u moguénosti doé¢i do svih potrebnih hranjivih tvari zbog cega je
znacajan broj musica uginuo. Nedovoljno dobra kvaliteta hrane je najvedi
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utjecaj imala na djevice koje su ugibale kada su stavljene na parenje s
muzjakom. Pomor Zenki je uzrokovao produljenje pracenja pocetka
razvojnog ciklusa iz razloga sto je u svaku vijalicu stavljan samo jedan par
musica, odnosno jedna Zenka (djevica) i muzjak. Kada bi Zenka u razdoblju
parenja uginula nije bila u mogucnosti polozZiti jajaSca te se time odgada
pocCetka razvojnog ciklusa. Svaka uginula zenka je zamijenjena novom. No,
novoj zenki je opet potrebno vrijeme za parenje (oko 24-48h) i polaganje
jajasca. Time je vrijeme pocetka ciklusa produljeno sSto je otezalo

interpretaciju brzine razvoja musica i trajanja ciklusa.

Maleni broj replika je takoder oteZao interpretaciju rezultata. Radi niskog
prezivljenja zenki FO generacije u pojedinim skupinama bi ostala samo
jedna replika (vijalica) na temelju koje ne mozemo zakljucdivati o utjecajima
vMETH-a i QUE-a. Na temelju navedenih nedostataka eksperimenta bilo je
tesko interpretirati dobivene rezultate i potvrditi utjecaj QUE-a na razvojne
posljedice vMETH-a. No, bez obzira na propuste rezultati utjecaja QUE-a na
broj embrija, ¢ahura i musica F1 i F2 generacije netretiranih roditelja (FO)
upucuju na potencijalan ucinak QUE-a na redoks ravnotezu spolnih stanica

roditelja FO generacije i potencijalno F1 generacije.

U buducénosti bi se eksperiment trebao ponoviti s optimiziranom
formulacijom hrane, odnosno kolicinom agara koja se dodaje u hranu.
Manja koli¢ina agara ¢e na povrSini hranjivog medija omoguditi laksu
dostupnost hranjivih tvari musSicama. Time bi se omogudilo vece
prezivljenje zenki i pra¢enje brzine razvojnog ciklusa. Zatim je potrebno
povecati broj replika za svaku skupinu kako bi rezultati bili statisticki

znacajni za interpretaciju.

U buducnosti bilo bi zanimljivo pratiti utjecaj dvije doze vMETH-a na broj
potomstva i kako predtretman antioksidansom na to utjece. Takoder bi
trebalo ispitati koje se epigenetske promjene dogadaju uslijed izlaganja
VMETH-u i tretmanu QUE.
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6. Zakljucak

Zlouporaba psihostimulansa, kao Sto je METH dovodi do razvoja ovisnosti
i oksidativnog stresa koji narusava redoks ravnotezu stanice i utjece na
epigenetske promjene u mozgu. Tretman QUE-om, molekulom s
antioksidatvnim svojstvima bi potencijalno mogao smanjiti posljedice
administracije psihostimulansa koje su nastale kao posljedica oksidativnog

stresa.

Za eksperiment su korisSteni muzjaci vinske musice koji su izlozeni jednoj
dozi vVMETH-a pomocu FlyBong metode. Muzjaci su nakon izlaganja vVMETH-
u pareni sa zenkama koje nisu bile izlozene VMETH-u na hrani obogacenoj
razli¢itim koncentracijama QUE-a. Tijekom razvojnog ciklusa pracen je

utjecaj QUE-a i vMETH-a na broj potomstva tri generacije.

Rezultati su pokazali da VMETH dovodi do znacajnog povecanja broja
embrija i pokazuje trend povecanog broja ¢ahura i musica F1 generacije,
dok 3.2 mM koncentracija QUE smanjuje broj potomaka F1 generacije u
skupini vVMETH, a povecdava broja potomaka F1 generacije kod netretirane
skupine. Utjecaj vMETH-a se nije prenio na F2 generaciju, dok je utjecaj
QUE-a vidljiv u F2 generaciji. Takvi rezultati upucuju na potencijalan
transgeneracijski utjecaj antioksidansa QUE-a na oksidativhe promjene

izazvane VMETH-om.

NasSi rezultati ukazuju na znacaj prehrane obogacene QUE-om na
promjene u redoks statusu uslijed izlaganja vVMETH-u. U buducnosti bi
studije trebale biti usmjerene na otkrivanju epigenetskih promjena koje se
dogadaju na spolnim stanicama muzjaka uslijed izlaganja

psihostimulansima.
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Prilog zavrsnog rada:

4.3. Utjecaj METH-a i QUE-a na razvoj ¢cahura i musica F3 generacije
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Slika 12. METH i QUE nemaju utjecaja na broj ¢ahura i musica F3 generacije. Kumulativni

prikaz broja ¢ahura i musica 3. generacije. 3 muzjaka i 3 Zenke 2. generacije iz svake skupine su
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stavljeni na parenje na hranu bez dodatka QUE. Pojavom 1. ¢ahure i 1. musice zapoceto je njihovo
prebrojavanje. Cahure su prebrojavane svaki dan tijekom 8 dana, a musice tijekom 10 dana. Na
grafovima je prikazan kumulativni broj ¢ahura (A, B i C) i musica (D, E i F) s obzirom na skupinu iz
koje su potekle (skupine s obzirom na koncentraciju QUE u hrani).
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Slika 13. Utjecaj METH-a i QUE na duljinu razvojnog ciklusa F3 generacije musica. A)
Histogramski prikaz duljine razvojnog ciklusa musica, bez tretmana QUE, po skupinama;
KONTROLA (netretirane musice), ZRAK (kontrola za eksperimentalnu manipulaciju) i vMETH
(muzjaci izlozeni vVMETH-u) s prikazima trajanja pojedinih stadija u obliku kruznih dijagrama za
opisane skupine, crno= od embrija do ¢ahure, sivo= od ¢ahure do musice B) Histogramski prikaz
duljine razvojnog ciklusa musica, s tretmanom 0.6 mM QUE, s prikazima trajanja pojedinih stadija
u obliku kruznih dijagrama za navedene skupine. C) Histogramski prikaz duljine razvojnog ciklusa
musica, s tretmanom 3.2 mM QUE, s prikazima trajanja pojedinih stadija u obliku kruznih dijagrama

za navedene skupine.
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