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Sazetak

T.H.Morgan je potetkom proslog stoljeta pocteo koristiti Drosophilu mela-
nogaster kao modelni organizam koji omogucuje relativno lako, brzo, jeftino i
kontrolirano znanstveno istraZivanje u laboratorijskim uvijetima. Drosophila se
koristi i danas kao jedan od najpogodnijih laboratorijskih organizama radi na-
knadno uotene visoke genske slicnost sa sisavcima.

Dva pristupa zasluzna da je Drosophila postala modelni organizam bez
premca su: genski probir i genski inZenjering (metode integriranja Zeljenih gena u
genom). Genski probir primjer je genotipskog pristupa (engl. Forward Genetics),
i sluZi za otkrivanje novih gena koji sudjeluju u odredenom procesu, dok metode
genskog inZenjeringa koriste fenotipski pristup (engl. Reverse Genetics), kojim se
definira funkcija novootkrivenh gena.

Metode genskog inZenjerstva, od kojih je najpoznatiji binarni izraZajni sustav,
omogucuju vrlo preciznu anatomsku i vremensku kontrolu nad genskom izraZaj-
noscu. Upotreba genskog inZenjeringa omogucila je definiranje neuralnih mreza
koje generiraju ponasanje kroz detaljnu analizu stanicnog i ponasajnog fenotipa.
Razumijevanje sloZenih obrazaca ponasanja proteklih je godina znatajno uzna-
predovalo koristenjem optogenetskih pristupa te primjenom metode genskog ure-
divanja (engl. editing), CRISPR/Cas9.

Radi genske homologije sa sisavcima, otkrica na Drosophili, lako se prevode
na ostale organizme, te tako dovode do znatajnih napredaka u razumijevanju
bazitnih mehanizama funkcioniranja i raznih patoloska stanja.

Kljucne rijeci: Drosophila; ponasanje; genetika; metode genskog inZenjerstva
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POVIJESNI UVOD

»,There was much to be done; there were many new ideas to be tested, and
many new experimental techniques to be developed. There can have been few
times and places in scientific laboratories with such an atmosphere of excite-
ment and with such a record of sustained enthusiasm. This was due in part to
Morgan’s own attitude, compounded with enthusiasm combined with a strong
critical sense, generosity, open-mindedness, and a remarkable sense of humor.”

(Sturtevant, A.H., Thomas Hunt Morgan: Biographical Memoirs)

Davne 1904. godine, Thomas Hunt Morgan trazio je modelni organizam koji
¢e biti pogodan za ispitivanje nasljedivanja i razvojne biologije, organizam kojeg
¢e biti lako, brzo i jednostavno uzgajati u relativho sku¢enom prostoru njegova
laboratorija na Cornell University. Njegova odluka pala je na Drosophilu radi
njenog: kratkog generacijskog vremena, jeftinog i jednostavnog uzgoja, te kro-
mosomske sli¢nosti sa kraljeZnjacima (diploidan genom sa 3 para autosoma i
jednim parom spolnih kromosoma). Koliko je Morganov odabir Drosophile kao
modelnog organizma bio dobar, toliko je bio dobar i njegov odabir bliskih su-
radnika, koji su kroz suradnju baziranu na demokrati¢nosti, kriti¢nosti, otvore-
nosti, propitivanju i humoru stvorili izuzetno produktivnu atmosferu koja je u
roku od par desetljeca rezultirala dvijema Nobelovim nagradama. Morgan nije
mogao ni naslutiti da ¢e se Drosophila nakon vise od stoljeca kasnije smatrati
jednim od glavnih genetskih modelnih organizama radi istih kriterija radi kojih
ju je on odabrao, te radi njene znacajne geneske homologije sa ljudima, koja je
otkrivena znatno kasnije (1). Morgan je zananosti u nasljedstvo ostavio ne samo
Drosophilu kao modelni organizam, nego i atmosferu istrazivanja baziranu na
otvorenosti, suradnji i kriti¢nosti, za razliku od hijerarhijski organiziranih labo-
ratorija europske tradicije.

Morganovi najpoznatiji suradnici u ranom periodu bili su Calvin Bridges
i Alfred Sturtenvant. Bridges je skicirao i pobrojao prstenove na politenim (gi-
gantskim) kromosomima, a njihova numerizacija koristi se i danas. Alfred Stur-
tenvant je u Morganovom laboratoriju jo$ kao dodiplomac napravio prvu kro-
mosomsku mapu, kada je uvidio da se ucestalost rekombinacije moze koristiti
da bi se poredali geni uzduz kromosoma.

Otkri¢a Morgana i suradnika rezultirala su Nobelovom nagradom dodje-
lienom Morganu 1933.g. za otkri¢a o ulozi kromosoma u nasljedivanju. 1946.g.
jedan od Morganovih znanstvenih potomaka, H.J.Muller dobio je Nobelovu na-
gradu za otkrice kako rendgenske zrake izazivaju genetske mutacije. Koristeci
mutagene da bi saturirali genom mutacijama i definirali gene koji utjecu na rani
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embrionalni razvoj, 1995.g. E. B. Lewis, C. Nusslein-Volhardt, E.F.Wieschaus do-
bili su Nobelovu nagradu za istrazivanja koja su stoljece ranije motivirali Mora-
gana da odabere Drosophilu za rad u laboratoriju.

Velika ekspanzija istrazivanja na Drosophili desila se nakon 2000.g. kada je
sekvenciran njen genom i kada se uocilo da postoji znacajna genska homologija
izmedu ljudi i Drosophile, te da je oko 75% gena koji su u podlozi ljudskih bolesti
prisutno u Drosophili. To je ukazalo da se genetika i genski mehanizam raznih
bolesti moze ispitivati na genetski vrlo pogodnom organizmu, a otkrica se po-
tom mogu prevesti na kraljeZnjake i ljude (2). Tako je recentna Nobelova nagra-
da 2011.g. za koristenje Drosophile u ispitivanjima aktivacije urodenog imuniteta
koja je dodijeljena J.A.Hoffmanu, posljedica genskih istrazivanja zasnovanih na
znacajnoj sli¢nosti Drosophile i ljudi.

Osnovne karakteristike Drosophile

Drosophila, iako naizgled vrlo razli¢ita od ljudi, bioloski nam je vrlo sli¢na.
Kao i ljudi Drosophila je diploidna i ima spolno dimorfne gamete. Bazi¢ni prin-
cipi stani¢ne biologije su vrlo sli¢ni s onima kod sisavaca. Zivéani sustav Dro-
sophile ima oko 100, 000 neurona od kojih je veéina smjestena u glavi (centralni
mozak, ocne polutke i podezofagalni ganglion), te torakalni ganglion koji se na-
lazi u torakalnom dijelu (Drosophila se sastoji od 3 segmenta: glava, torakalni
i abdominalni segment). Centralni mozak sastoji se od povrsinskog neuropila
(aksoni, dendriti i glia) organiziranog u funkcionalna podrucja, koja sudjeluju u
regulaciji ponasanja kao i analogne strukture kod sisavaca. Radi relativno ma-
log broja neurona koji reguliraju relativno sloZena ponasanja, Drosophila omogu-
Cuje sofisticirane neuroelektorfizioloske analize aktivnosti neuronskih mreza za
kontrolu ponasanja.

No jo$ je Morgan koristio Drosophilu zato $to je laka za odrzavanje i baratanje.
Drosophila melanogster na latinskom znaci tamnog trbuha koja voli vlagu (radi
omjera povrsine naspram mase tijela sklona je isusivanju, pa je stoga najvise ak-
tivna u doba dana s pove¢anom vlagom u zraku, zoru i sumrak). U laboratoriju
uzgoj se vrsi na hranjivom mediju na bazi: Secera, kvasca, brasna i agara, koja se
kuha svakih tjedan do dva. MusSice se ¢uvaju u tubama ili bocama koje primaju
nekoliko desetina do stotina jedinki, te se svakog tjedna musice prebacuju u
boce sa svjezim hranjivim medijem. Razvrstavanje Drosophile vrsi se pod mikro-
skopom na poroznoj podlozi koja ispusta nisku koli¢inu ugljicnog dioksida za
uspavljivanje musica. Oporavak nakon takvog postupka je u roku od nekoliko
minuta. Generacijsko vrijeme od jajasca koje Zenka izlijeze do odrasle jedinke
ovisi o temperaturi, te na 25°C iznosi 10 dana. Boce s Drosophilom obi¢no se ¢uva-
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ju u inkubatorima s konstantnom temperaturom od oko 25°C i vlagom oko 70%,
te izmjenom svjetla i mraka svakih 12 sati. Tijekom Zivota Zenka izlijeZe oko 500
jajasaca, a razvoj do odrasle musSice karakteriziraju 3 glavna razvojna stadija:
jajasca prelaze u stadij licinke (larve) koja se zacahuri, te nakon metamorfoze iz
¢ahure izlazi odrasla jedinka.

Osim genske homologije s ljudima, napredne genske tehnike koje se stal-
no usavrsavaju su ono sto je omogucilo da se Drosophila danas smatra jednim
od tri glavna modelna organizma (2). Danasnji razvoj sofisticiranih tehnika za
gensku manipulaciju baziran je na nekoliko genetskih osobitosti Drosophile, a to
su: gigantski kromosomi koji su ve¢ davno omogucdili pracenje rekombinacije i
kreiranje fizikalne i genske mape kromosoma, ravnotezni (engl. balancer) kro-
mosomi koji su omogucili cuvanje letalnih mutacija u populaciji, te nepostojanje
rekombinacije kod muZzjaka Sto olaksava pracenje mutacija tijekom krizanja (3).
Osim toga Drosophila ima mnostvo morfoloskih mutacija (engl. marker mutati-
ons); lako uocljivih mutacija u boji o¢iju, obliku krila ili boji eksoskeletona koje
u kombinaciji s ravnoteznim kromosomom znatno olaksavaju pracenje mutacija
tijekom krizanja. Ravnotezni kromosomi sprije¢avaju rekombinaciju jer posje-
duju mnostvo velikih kromosomskih promijena (inverzija, traslokacija) tako da
za vrijeme mejoze kada se homologni kromosomi poravnaju, ukrizeno povezi-
vanje nije moguce radi nepostojanja homologije. U populaciji musica koja nosi
letalnu mutaciju kao heterozigot bez ravnoteZnih kromosoma mutacija bi se vre-
menom izgubila, jer bi homozigoti uginuli, a prezivjela bi mjeSavina heterozi-
gota i musica divljeg tipa. Medutim s ravnoteznim kromosomom, sve musice u
populaciji su istog genotipa; heterozigoti s jednim ravnoteznim kromosomom i
drugim s letalnom mutacijom.

U drugoj polovici 20.st. velika ekspanzija u bioloSkim istrazivanjima na Dro-
sophili usljedila je radi razvoja novih genskih metoda za jednostavnu gensku
manipulaciju, tako da je Drosophila postala alat za identifikaciju i karakterizaci-
ju gena znacajnih za ljudsko zdravlje (4). Unaprijedene su tehnike genotipskog
pristupa, kao sto je genski probir za nepristrano identificiranje novih gena koji
sudjeluju u odredenom procesu, i metode fenotipskog pristupa, koje omogucu-
ju gensku manipulaciju. Osim toga, tkiva Drosophile su relativno jednostavna,
laka za vizualiziranje i nema etickih ogranicenja u radu, za razliku od rada na
glodavcima. Osim visoke genske sli¢nosti sa sisavacima, genom Drosophile je
nisko redundantan jer uglavnom posjeduje samo jednu varijantu gena, a ne vise
njih kao $to je to slucaj u sisavaca, sto onda omogucuje precizniju interpretaciju
genskih mutacija. Laboratoriji koje koriste Drosophili otvoreno i slobodno raz-
mjenjuju materijale i informacije. Na internetu postoji niz baza s informacijama
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o Drosophili, kao i nekoliko baza Sirom svijeta za narucivanje sojeva Drosophile
(razne vrste mutacija i sojevi sa ubacenim kopijama dizajniranih genag).

Genske metode rada na Drosophili

Spoznaje o genskoj podlozi raznih procesa i patoloskih stanja su u velikoj
mjeri proizasle radi koristenje genotipskog pristupa, koji je na Drosophili rela-
tivno lako primjenjiv. Genotipski pristup omogucava identifikaciju gena koji
reguliraju odredeni proces na nacin da se iz populacije musica koje nose na-
sumicne mutacije po cijelom genomu identificiraju jedinke s promijenjenim fe-
notipom. Promjena fenotipa posljedica je mutacije u jednom genu, nakon ¢ega
slijedi istrazivanje funkcije gena i mehanizama djelovanja. Kako bi se identifi-
cirali novi geni unutar odredenog signalnog puta primijenjuje se modificirani
probir (engl. Modifyer Screen), kada se mutageneza provodi na Drosophili s
prethodno mutiranim fenotipom kako bi se identifikacirali genski mutanti koji
¢e taj fentip ublaziti ili pogorsati (uvijet je da do promijene fenotipa dolazi zato
$to nova mutacija sudjeluje u istom signalnom putu kao ona u polaznoj muti-
ranoj genskoj pozadini).

Jedna od velikih prednosti Drosophile u bioloskim istraZivanjima je da na-
predak tehnika koje se koriste za provedbu genotipskog i fenotipskog pristupa
omogucuju da se posljedica mutacije proucava na nekoliko nivoa od genskog,
stanicnog, sistemskog do ponasanja (4). Takoder je moguce proucavanje uzroc-
no-posljedi¢nih veza u tzv. Rescue eksperimentima, gdje se ubacivanjem nor-
malne kopije gena u musicu koja nosi mutiranu verziju istog gena, pokazuje
da li je gen dovoljan ili neophodan (engl. necessary or sufficient) za odredeni
proces.

Vedina genotipskih i fenotipskih tehnika bazirana je na upotrebi P-eleme-
nata (2). Interesantno je da su P-elementi u populaciju Drosophila u prirodi usli
nakon Sto su izolirani sojevi musSica divljeg tipa koje se danas koriste u labo-
ratorijima (najpopularniji od kojih su OregonR i CantonS). Radi toga kriZanje
laboratorijskih musica s onima iz prirode izaziva fenomen hibridne disgene-
ze (engl. Hybrid Dysgenesis), kada je stabilno integriran P-element u popu-
laciji vanlaboratorijskih musSica induciran na transpoziciju (mijenjanje mjesta
integracije u genomu) radi enzima traspozaze koja se krizanjem aktivira, Sto
rezultira sterilnim jedinkama ili smréu. Taj fenomen ujedno objasnjava zasto
odbjegle mutirane ili genski inZenjirane laboratorijske musice ne predstavljaju
opasnost za populaciju vanlaboratorijskih musSica.

P-elementi koji se danas koriste u Drosophili su modificirani transpozicijski
elementi koji sadrzavaju gen kojeg se Zeli istraziti, te razne markere. Genski in-
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Zenjering, ubacivanje P-elementa u genom musice relativno je jednostavan, no
za to danas postoje specijalizirani servisi. P-element se mozZe stabilno integrira-
ti i koristiti u eksperimentima fenotipskog pristupa kada se ispituje posljedica
unosa normalne ili modificirane kopije gena na fenotip. P-elemente moguce je
mobilizirati te je to oblik mutageneze koja nastaje usljed nasumicnog ubacivanja
P-elementa na novo mjesto u genomu $to moze poremetiti pravilnu gensku izra-
zajnost. Mutageneza sa P-elementima znatno olakSava kloniranje gena.

Daljnja pogodnost upotrebe P-elemenata je da omogucuju relativno laku
anatomsku i vremensku kontrolu nad genom koji je sadrzan u P-elementu. Je-
dan od klasi¢nih nacina je vremenska kontrola koriStenjem promotora toplin-
skog Soka povezanog sa genom od interesa, kada se gen aktivira premjeStanjem
musica sa sobne, inaktiviraju¢e temperature, na povisenu, aktiviraju¢u tempe-
raturu od 29°C. Medutim radi niza pogodnosti, danas se najcesce koristi izra-
zajni sistem UAS/GAL4, baziran na vezivanju transkripcijskog faktora GAL4 iz
kvasca na uzvodnu aktiviraju¢u sekvencu (engl. Upstream Activating Sequen-
ce, UAS). Za postizanje preciznog anatomskog izraZaja gena potrebna su dva
genski inZenjirana soja musica; prvi nosi P-element u kojem je GAL4 izrazen
pod kontrolom odgovarajuceg promotora, a drugi soj posjeduje P-element gdje je
gen od interesa izraZen pod kontrolom UAS promotora, veznog mjesta za GAL4
transkripcijski faktor. U GAL4 i UAS sojevima ponaosob ne dolazi do aktivacije
gena, a genski izraZaj gena od interesa postiZe se jedino u potomcima parenja
takva dva soja, kada su GAL4 i UAS prisutni u istoj jedinki. Gen od interesa
moze biti bilo koji gen kojeg se Zeli izraziti, no postoje nekoliko grupa gena koji
kada su izraZzeni mijenjanju neuronsku aktivnost pa su pogodni za ispitivanje
posljedica koje usljed toga nastaju na ponasanje. Tako UAS promotor moZe kon-
trolirati gene koji mjenjaju provodljivost elektri¢nih kanala ili mjenjaju kolicinu
neurotransmisije, Sto rezultira pove¢anom ili smanjenom aktivnosti odredenih
neurona, te se tako moze odrediti njihova uloga u regulaciji ponasanja (5).

Vilo su popularne modifikacije UAS/GAL4 sistema koji omogucavaju uz
anatomsku i vremensku kontrolu izrazajnosti. Na taj nacin mogu se izbjeci ne-
gativni razvojni utjecaji koje izrazajnost nekog gena moze imati, ili se gen moze
izraziti samo tijekom kratkog vremenskog perioda koji je kriti¢an za razumije-
vanje nekog procesa, npr. tijekom procesa ucenja, ali ne tijekom pamcenja ili po-
novnog testiranja. Vremenska kontrola postize se regulacijom GAL4 vezivanja,
pa tako postoje geni koji su temperaturno osjetljivi, kao sto je GAL80* , inhibitor
GAL4 izraZenosti. Na sobnoj temperaturi GAL80" je vezan na UAS promoter
i time sprijeava aktivaciju gena, dok premjestanjem musica na temperaturu
od 29°C dolazi do inaktivacije inhibicije GAL80* tako da GAL4 moze aktivi-
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rati gen. Drugi nac¢in vremenske kontrole je genska modifikacija koja gen uci-
ni temperaturno osjetljivim. Tako je neuronsku aktivnost moguce kontrolirati
izrazennos$c¢u gena Shibire® koji pri poviSenoj temperaturi inaktivira neuronsku
aktivnost, ili TrpA1 kationskog kanala koji pri povisenoj temperaturi povecava
neuronsku aktivnost. Za vizualizaciju aktivnosti neurona i posljedice na fenotip
koriste se razni optogenetski geni-reporteri. Tada je moguce aktivnost neurona
modulirati izlaganjem musica svjetlu odredene valne duzine koja gen aktivira
ili inaktivira, pa se tako postigne vrlo dobra i brza vremenska rezolucija koja se
moze kombinirati s elektorfizioloSkim snimanjima aktivnosti neurona ili mjere-
njem promijena u ponasanju. Daljnje modifikacije UAS/GAL4 tehnike danas su
rezultirale generacijom GAL4 sojeva koji omogucuju selektivnu i kontroliranu
aktivaciju gena na nivou jednog pojedinacnog neurona (5).

Drosophila u istrazivanjima genetike ponasanja

Prvi eksperimentalni dokaz da slozeno ponaSanje moze biti pod utjecajem
(jednog) gena publiciran je 1971.g. kada su Seymour Benzer i Ronald Konop-
ka nakon mutageneze i primjene genskog probira u Drosophili identificirali gen
kojeg su nazvali period (per), koji kontrolira populacijski dnevni ritam izlazka
iz ¢ahure mladih musica (engl. eclosion) (6). Kroz naredna desetljeca funkcija
per gena se detaljno ispitivala od molekularnog do sistemskog nivoa kako bi se
shvatila njegova funkcija u regulaciji ponasanja.

Cilj genetike ponasanja je definirati koji geni i na koji nacin reguliraju pona-
Sanje, a prednost Drosophile je da omogucava izucavanje svih nivoa regulacije;
od gena do ponasanja (4). Prvi korak je nepristrana identifikacija gena koji utjecu
na regulaciju ponasanja, a u Drosophile najefikasniji nacin je genski probir. Sli-
jedi izucavanje genske regulacije i interakcije s ostalim genima. Potom se izu-
¢ava stanicna biologija proteina kojega gen predstavlja, regulacija i istraZivanje
signalnih puteva u kojima protein sudjeluje. Slijede elektrofizioloska istraziva-
nja neurona u kojima je gen izrazen, te utvrdivanje promijena u funkcioniranju
neurona koje razne varijante (alele ili mutacije) gena mogu izazvati. S time je
povezano istrazivanje neuronskih mreZa, komunikacija i povezanost s ostalim
dijelovima mozga, te ispitivanje kako procesuiranje informacija dovodi do pla-
sti¢nih promijena. Razumijevanje ponasanja nije moguce prije nego li se istraze
svi nivoi na koje pojedini gen utjece, pri ¢emu treba uzeti u obzir da su pona-
Sanja pod utjecajem viSe od jednog gena, te da je genski izrazaj pod utjecajem
okolinskih utjecaja.

Znacajna genska slicnost Drosophile i ljudi koja je uocena nakon sekvencira-
nja genoma rezultirala je da se u 21.st. Drosophila sve viSe koristi kao modelni



Zbornik radova sa znanstvenog simpozija: Istrazivanja na modelima laboratorijskih Zivotinja (2016, Rijeka)

organizam za izucavanje niza ljudskih bolesti, ukljucuju¢i neuredegenerativne
i psihijatrijske poremecaje. Genotipski pristup zahtijeva da Drosophila pokazuje
odredeni relevatni fenotip, kako bi se provela mutageneza, testirao veliki broj
jedinki za identifikaciju onih s znacajnim odstupanjima u fenotipu, te potom
identificirao mutirani gen koji utjece na fenotip. Kako je preduvijet za provode-
nje genskog probira dobro definiran fenotip, odnosno test koji kvantificira pona-
Sanje i koji ¢e uspjesno diferencirati izmedu prosje¢nog ponasanja i mutiranog,
tako je dizajniranje testova za mjerenje ponasanja jedna od znacajnih podrudja
znanstvenog rada na Drosophili.

U Drosophile je moguce ispitivati i mjeriti ponaSanja koja ona spontano poka-
zuje, kao $to je to cirkadijalno regulirana lokomotorna aktivnost, ali moguce je
dizajnirati testove koji mjere inducirana ponasanja koja predstavljaju endofeno-
tipove (manje sloZene vraijente ponasanja). Endofneotip je moguce objektivno
mjeriti u laboratorijskih Zivotinja, a stoga $to predstavlja integralnu komponentu
znatno slozenijeg ljudskog poremecaja, spoznaje koje se steknu na jednostav-
nom organizmu vazna su za razumijevanje poremecaja u ljudi. Tako se ovisnost
o opojnim drogama, alkoholu i kokainu, na Drosophili ispituje ve¢ skoro dva
desetljeca,. Endofenotipovi koji se u Drosophile mjere su: osjetljivost, tolerancija,
samovoljna konzumacija i nagradujuci utjecaj alkohola. Za mjerenje ponasanja
izazvanih administracijom kokaina u Drosophile se mjeri osjetljivost i senzitiza-
cija ponasanja (7).

Senzitizacija ponasanja se u laboratorijskih Zivotinja kvantificira kao poveca-
nje motorickog odgovora na uzastopne doze iste koncentracije droge. Ponasanja
izazvana kokainom u Drosophile pokazuju evolucijsku sa¢uvanost neurobiolos-
kih i genskih mehanizama. Tako psihostimulansi poput kokaina i metamfe-
tamina u Drosophili djeluju aktiviraju¢e na motoricki sustav i pobudujuce na
ziv€ani sustav. Medutim, jos uvijek nije pokazano da li psihostimulansi djeluju
nagradujuce, Sto bi omogucilo provedbu genskih probira za ponasanja koja kod
ljudi rezultiraju pove¢anom zZudnjom za drogom i stvaranjem ovisnosti.

Slicnosti izmedu posljedica administracije kokaina u sisavaca i Drosophile
uocene su nakon izlaganja Drosophile kokainskom dimu, kada je otkriveno ne-
koliko gena bitnih za razvoj senzitizacije ponasanja, a njihova uloga u regulaciji
odgovora na razne vrste droga je potom potvrdena u sisavaca (8). Medutim test
za mjerenje senzitizacije ponasanja u tim istrazivanjima nije adekvatan za pro-
vodenje genskog probira jer ne omogucava brzo, kvantificirano i jednostavno
testiranje velikog broja jedinki. Tako je u mojem laboratoriju u tijeku realizacija
istrazivackog projekta kojeg financira HRZZ (“Definiranje uloge cirkadijurnih
gena kod bihevioralne senzitizacije na psihostimulanse kod Drosophile”), gdje
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je jedan od ciljeva razvoj novog visokoprotocnog testa za mjerenje senzitizacije
ponasanja na psihostimulanse.

Novi visokoprotocan test za mjerenje senzitizacije ponasanja na kokain u
Drosophile je uspjesno razvijen. Tijekom njegovog razvoja i validacije pokazazano
je da se parametri za izazivanje senzitizacije na kokain razlikuju od onih za me-
tamfetamin. Takoder potvrdene su i dalje definirane karakteristike podrzaja koje
utje¢u na razvoj primitivnih oblika ucenja kao Sto su senzitizacija i habituacija.
Sa novim visokoproto¢nim testom sada ce biti moguce provesti genski probir i
identificirati nove gene koji sudjeluju u procesu senzitizacije ponasanja, kao obli-
ka neuralne plasti¢nosti.

KoriStenjem nove genske tehnike CRISPR/Cas9 za uredivanje gena, relativ-
no se lako izazivaju ili popravljaju mutacije u sisavcima, slicno kao Sto je to do
sada bilo moguce u Drosophile, no to vrijedi samo za prethodno identificirane
gene. Da bi se gene moglo identificirati, najbolje orude i dalje ostaje Drosophila,
jer genski probiri u glodavaca ostaju izrazito komplicirani, dugotrajni i skupi.
Stoga, unato¢ svakodnevnom napretku u razvoju genskih tehnika u sisavaca,
Drosophila ostaje laboratorijski organizam koji omogucava kombinaciju razlic¢itih
pristupa i tehnika na nacin kako to nije moguce niti u jednom drugom organiz-
mu. Vrlo vazna je i ¢injenica da Drosophila u potpunosti zadovoljava europski
naputak o dobroj laboratorijskoj praksi, 3R (zamjena, smanjenje, poboljSanje). Za
istrazivace u Hrvatskoj, gdje su financijska sredstva vrlo ogranicena, privlacnost
Drosophile treba biti i u ¢injenici da ona omogucava provodenje visoko vidljivih
i relevatnih istrazivanja sa relativno malim pocetnim financijskim ulaganjima.
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Drosophila melanogaster: model organism for basic and medical research
Summary

At the beginning of last century T.H.Morgan choose Drosophila melanogaster
as a model organism becuse it enabled him to do relatively fast, inexpensive and
controlled scientific research in laboratory conditions. Drosophila continues to
be used today as one of the most versatile laboratory organisms, also because it
contains high genetic homology with mammals.

Two approaches used in Drosophila that caused it to become a model organi-
sm without comparison are: genetic screen and transgenetic techniques. Genetic
screen is an example of forward genetic approach and is used for discovering
new genes wich contribute to a biological process, while transgenic methods use
reverse genetics for defining the function of new genes.

The most common transgenic method is UAS/GAL4 binary expression system,
which enables precise anatomical and temporal control over gene expression.
Use of transgenic methods led to identification of neural networks which generate
behavior through precise analysis of cellular and behavioral phenotype. Under-
standing of complex behavior has significantly advanced with the application of
the optogenetic methods and new method for gene editing, CRISPR/Cas9.

Because of its genetic homology with mammals, discoveries in Drosophila
are easily translated to other organisms and lead to significant developments in
understanding of the basic functioning as well as patologies.
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