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SAZETAK

Ovisnost o drogama definira se kao kompulzivho uzimanje droge s gubitkom kontrole u
ogranic¢avanju unosa. To je kompleksna bolest koju karakteriziraju razliciti kognitivni,
bihevioralni i fizioloSki simptomi koji nastaju kao posljedica opetovane konzumacije
droge. Zbog svoje kompleksnosti, ovisnost se u laboratoriju istrazuje ispitivanjem
jednostavnih ponasanja koja su karakteristicna - npr. samoadministracija i
lokomotorna senzitizacija. Za laboratorijska istrazivanja neophodno je imati zivotinjske
modele, a zbog genetickih sli¢nosti izmedu ljudi i Zivotinja te brzog i jeftinog uzgoja,

Drosophila melanogaster je vrlo Cesto koristen zivotinjski model.

Cilj nasSeg istrazivanja bio je ispitati postoji li korelacija izmedu dva oblika ponasanja
karakteristiCna za ovisnost da bismo saznali postoje li dijelovi mozga koji zajednicki
utjeCu na njihovu regulaciju. Preferencijalna konzumacija droge je oblik ponasanja u
kojem jedinke svjesno i aktivho biraju hranu s dodatkom droge naspram one bez
droge, a lokomotornu senzitizaciju definiramo kao poveéanu lokomotornu aktivnost
nakon administracije droge. Preferencijalna konzumacija metamfetamina ispitivana je
pokusom samoadministracije (FlyCafe metodom), a lokomotorna senzitizacija
ispitivana je FlyBong metodom. Musice aktivno preferiraju hranu s dodatkom
metamfetamina, unato¢ gorkom okusu te povecéavaju lokomotornu aktivnost uslijed

opetovane administracije metamfetamina.

Rezultati ukazuju na to da postoji korelacija izmedu ta dva oblika ponasanja, sto
otvara mogucnost novih istrazivanja kako bi se ta korelacija bolje definirala i kako bi se

potencijalno otkrili zajednicki neuralni mehanizmi koji upravljaju tim ponasanjima.

Kljucne rijeci : ovisnost, samoadministracija, lokomotorna senzitizacija, Drosophila

melanogaster



SUMMARY

Drug addiction is defined as compulsive drug use with a loss of control in restricting
intake. It is a complex disease characterized by various cognitive, behavioral and
physiological symptoms that result from repeated drug use. Due to its complexity,
addiction is explored in the laboratory by examining the simple behaviors that are
characteristic - for example self — administration and locomotor senzitization. For
laboratory research it is necessary to have animal models, and because of genetic
similarities between humans and animals and also fast and cheap cultivation,

Drosophila melanogaster is a very often used animal model.

The goal of our study was to examine whether there is a correlation between two
addictive behaviors to find out whether there are parts of brain that affect together on
their regulation. Preferential drug consumption is a form of behavior in which species
consciously and actively choose foods with drug additions versus those without drugs,
and locomotor sensitization is increased locomotor activity after drug administration.
The preferential consumption of methamphetamine was investigated by the self-
administration experiment (FlyCafe method), and locomotor sensitization was
investigated by the FlyBong method. Flies actively prefer methamphetamine-
supplemented foods despite their bitter taste and increase locomotor activity due to

repeated administration of methamphetamine.

The results indicate that there is correlation between the two types of behaviors, which
opens up the possibility of hew research to better define this correlation and to

potentially reveal common neural mechanisms that govern these behaviors.

Keywords: addiction, self-administration, locomotor sensitization, Drosophila

melanogaster
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1. UVOD

1.1. Ovisnost i mehanizmi ovisnosti

Ovisnost o drogama definirana je kao kompulzivno uzimanje droge s gubitkom
kontrole u ograni¢avanju unosa. Definira se kao skup kognitivnih, bihevioralnih i
fizioloskih simptoma kao posljedice stalne uporabe tvari (1). Tri su glavna obrasca
ponasanja karakteristi¢na za ovisnost ; prisila za trazenjem i uzimanjem droge, gubitak
kontrole pri ograni¢avanju unosa i pojava negativhog emocionalnog stanja kada se
sprijeci pristup lijeku (npr. anksioznost, razdrazljivost) (2). Ovisnost se smatra
kroni¢nim poremecajem jer rizik od recidiva ostaje visok ¢ak i nakon zavrSetka
lijeCenja i dugotrajne apstinencije(1) . Recidiv je pojam koji oznacava ponovnu pojavu

bolesti, a olituje se kao povecana zelja za drogom nakon apstinencije.

U istrazivanjima ovisnosti na zivotinjskim modelima dokazano je da nastaju
promjene u strukturi neurotransmiterskih sustava. Te promjene mogu biti temelj za
osjecaje nagrade i motivacije koji se vezu uz konzumaciju droga, a promjene u
signalizaciji posredovanoj neurotransmiterima i regulaciji transkripcijskih faktora
smatraju se uzrokom pojave recidiva. Ponavljano i uCestalo izlaganje drogama stvara
odredene trajne promjene u mozgu, od kojih neke dovode do razvoja ovisnosti o
drogama. Vazan cilj istrazivanja ovisnosti je identificirati neuralne mehanizme koji su
vezani uz pojavu zlouporabe droga, kako bi se na osnovu toga mogle definirati

strategije lijeCenja ovisnosti (2).

1.1.1. Mehanizam djelovanja metamfetamina

Metamfetamin je kemijski srodnik amfetamina. Ima jaci i brzi u€inak od amfetamina, a

upotrebljava se u medicinske svrhe za lijeCenje prekomjerne tjelesne tezine, ADHD -



a, narkolepsije, ali se i zloupotrebljava zbog svog psihostimulativnog djelovanja.
Djeluje na nacin da povecdava razinu monoaminskih neurotransmitera : dopamina,
norepinefrina i serotonina, tako da potice njihovo oslobadanje iz ziv€anih zavrsetaka.
Dogada se redistribucija tih neurotransmitera iz sinaptickih vezikula u citoplazmu
neurona, kao i njihov transport kroz plazmatsku membranu u vanstanicni prostor
pomocu VMAT?2 (vezikularnog monoaminskog transportera)(3) .Time se stimuliraju
mozdane stanice - daje osjecaj budnosti, poboljSava raspolozenje i podize razina
energije. Zbog svoje sposobnosti da ulazi u neurone, metamfetamin moze izravno
utjecati na vezanje CREB (CAMP response element binding protein) transkripcijski
faktor (TF). CREB - TF je transkripcijski faktor koji se u normalnim uvjetima veze za
tzv. CAMP response elemente ¢ime se povecava ili smanjuje transkripcija nekog gena.
Metamfetamin na taj nacin moze direktno utjecati na regulaciju transkripcije niza gena
poput c-fos (protoonkogen), BDNF gena, gena za tirozin hidroksilazu te gene ukljucene
u cirkadijalni ritam sisavaca (PER1 i PER2) (4). Nakon viSekratne konzumacije
metamfetamin smanjuje oslobadanje dopamina uslijed aktiviranih mehanizama
homeostatske regulacije radi ¢ega dolazi do razdrazljivosti, nesanice, povisene
temperature, gréeva, tremora. Ostale posljedice konzumacije metamfetamina su razvoj
tolerancije, agresivnog ponasanja, halucinacija, poremecaja pamdenja i paranoje (5).
Metamfetamin takoder utjece na kardiovaskularni sustav - ubrzava rad srca i povisuje

krvni tlak zbog ¢ega pri velikim dozama moze uzrokovati smrt (3).

Ovisnost je kompleksna bolest koja se u laboratorijskim istrazivanjima ispituje
istrazivanjem jednostavnih ponasanja koja predstavljaju komponente ovisnosti, kao
Sto je stimulativno djelovanje na motoricki sustav ili samovoljna administracija opojne
droge. Samoadministracija droge vodi do preferencijalne konzumacije (ponasanja u
kojem modeli samovoljno izabiru drogu nad nekom drugom ponudenom opcijom koja
je za njih privlacna, npr. Secer, a lokomotorna senzitizacija je nacin mjerenja
neuroplasti¢nih promjena koje se dogadaju uslijed visekratne administracije droge. Te
promjene se biljeze kao pojacanje lokomotorne aktivnosti nakon uzastopnih doza
droge. Zivotinjski modeli su neophodni za takve pokuse, a osim $takora koji su

najcesce koristeni u laboratorijima, ovisnost se ispituje i na vinskim musicama.



1.2. Samoadministracija

Samoadministracija u laboratorijskih zZivotinja jedan je od najsli¢nijih obrazaca
ponasanja onima u ljudi pa je zato bitno razviti dobre zivotinjske modele. Kod pokusa
samoadministracije droge na zivotinjskim modelima, droge mogu biti administrirane
intravenski , intramuskularno, inhalacijski i oralno. Intravenska administracija moguca
je kod vedih Zivotinja, ali kod Drosophile se koriste oralna i inhalacijska metoda (1).
Najcesca ispitivana supstanca kod svih zivotinjskih modela je etanol, ali provodena su i
istrazivanja s kokainom, metamfetaminom i ostalim psihoaktivnim drogama.
Samoadministracija, odnosno preferencijalna konzumacija do koje vremenom dolazi je

samo jedan od aspekata ovisnosti, ali vrlo bitan za razumijevanje njenih mehanizama.

1.3. Bihevioralna senzitizacija

Senzitizacija je pojacani bihevioralni odgovor na istu koncentraciju stimulansa
nakon opetovanog izlaganja tom stimulansu. Bihevioralna senzitizacija je u zivotinjskih
modela definirana pojac¢anim motorickim reakcijama koji se javljaju kod opetovane
povremene izlozenosti odredenoj opojnoj drogi, a mjeri se pracenjem motoricke
aktivnosti. Brojni faktori kao Sto su broj tretmana, interval izmedu tretmana, doza,
spol, dob i genetika, mogu utjecati na jacinu bihevioralne senzitizacije (6). Bihevioralna
senzitizacija do sad je zabiljezena kao odgovor na kokain, amfetamin, morfij, etanol,
nikotin i THC (Delta - 9 - tetrahidrokanabinol) (7,(8)9, 10, (11). Razvoj bihevioralne
senzitizacije moze se podijeliti u dvije faze: inicijacija i ekspresija. Inicijacija je
neposredni neuronski dogadaj koji potiCe bihevioralnu senzitizaciju, a ekspresija se
odnosi na dugorocne posljedice inicijacijskih dogadaja.Na primjeru zivotinjskog modela

vinske musice, to bi znacilo da opetovana administracija kokaina dovodi do povecanja
3



lokomotorne aktivnosti (12). Istrazivanja su pokazala da i okoliSni uvjeti imaju utjecaj
na bihevioralnu senzitizaciju. Kod zZivotinja koje su opetovano izlozene drogama
(kokain, amfetamin, morfij) tijekom faze inicijacije, izrazena je snaznija senzitizacija
tijekom faze ekspresije ako je okruzenje ponovne administracije droge bilo jednako

kao i kod prethodne administracije droge (13)(14)

1.4. Drosophila melanogaster kao modelni organizam za

istrazivanja u neuroznanosti

Laboratorijska istrazivanja na zivotinjskim modelima su u znanosti neophodni za
razumijevanje procesa koji se dogadaju na bioloskoj, ali i psiholoskoj razini pa tako i za
ovisnost. Nije uvijek moguce provoditi istrazivanja na ljudima zbog velikog rizika,
moguceg ugrozavanja ljudskog zivota i mnogobrojnih ostalih etic¢kih razloga . Zbog
genetickih slicnosti izmedu ljudi i zivotinja, zakljucci doneseni na temelju pokusa na
Zivotinjama se mogu primijeniti i na bolje razumijevanje istih ili slicnih procesa /
situacija kod ljudi. Najcesce koristene zivotinje u biomedicinskim istrazivanjima su mis,

Stakor, zamorac, kuni¢, hrcak, ali i vece Zivotinje poput majmuna.

Drosophila melanogaster sve je ¢eSce koristen modelni organizam za istrazivanja u
neuroznanosti. Njezin kratki Zivotni vijek, jednostavan uzgoj, poznati genom, geneticka
slicnost s Covjekom i jeftino odrzavanje doprinose prakti¢nosti koriStenja u

laboratorijima.

Pokusi za proucavanje zlouporabe tvari na zivotinjskim modelima ukljucuju
nekontingentnu (eksperimentalnu) i kontingentnu (samostalnu) administraciju tvari. U
prvom slucaju zivotinjski modeli nemaju moguénost izbora jer nacin, koncentraciju i
kolicinu administracije kontrolira eksperimentator, a u drugom zivotinjski modeli imaju

izbor. Iako su pokusi s nekontingentnom administracijom lijekova dali mnostvo



podataka o tome kako opetovana izlozenost lijekovima mijenja funkciju neurona, ne
daju podatke o tome Zele li Zivotinjski modeli konzumirati te tvari unato¢ potencijalno
negativnim posljedicama. Model pokusa s kontingenthom administracijom droge
posebno je koristan za svrhu lijeCenja ovisnosti - kako bi se sprijecio recidiv (6). Iako
nijedan zivotinjski model ovisnosti u potpunosti ne oponasa ljudski, zivotinjski modeli
omogucuju opazanje elemenata procesa ovisnosti o drogama i dobiveni podaci sluze

kao izvor za razumijevanje molekularnih osnova ovisnosti (2).

1.5. Potencijalna povezanost samoadministracije i bihevioralne

senzitizacije

Prethodnim istrazivanjima na modelnom organizmu vinske musice utvrdeno je da
preferiraju hranu s dodatkom etanola naspram obic¢ne hrane. Privlaci ih miris etanola, a
okus im je odbojan. Rezultati pokazuju da osim Sto samoadministriraju etanol i
prebrode odbojan okus, nakon razdoblja apstinencije rapidno se vracaju konzumaciji
velike kolic¢ine etanola (15). Osim preferencijalne konzumacije etanola, radena su
ispitivanja preferencijalne konzumacije kokaina i metamfetamina koja takoder

pokazuju preferenciju musica prema hrani s dodatkom droge naspram one bez (16).

U jednom od prvih istrazivanja lokomotorne aktivnosti na musicama, musice su bile
izlozene kokainu 1 minutu, a nakon toga prebacene u komoru za gledanje gdje su
snimane tijekom 5 minuta i potom analizirane. U ovom istrazivanju rezultati pokazuju
povecanje lokomotorne senzitizacije uslijed administracije droge, ali i vecu razinu
senzitizacije kod muzjaka nego kod Zenki, vjerojatno zbog vece razine estrogena kod
zenki (17). Razlika u lokomotornoj senzitizaciji medu spolovima vidljiva je i u

istrazivanju na Stakorima(18).

Nase istrazivanje temelji se na povezivanju ta dva oblika ponasanja kako bi saznali
jesu li povezana nekim zajednickim elementima u mozgu. Npr. ako samoadministrirani

kokain utjeCe na neki dio mozga, utjece li taj isti dio na neke promjene u lokomotornoj



senzitizaciji. Postoje li neki zajednicki mehanizmi izmedu ta dva ponasanja, odnosno

postoji li njihov zajednicki utjecaj na iste dijelove mozga (12).

2. CILJ RADA

Cilj ovog zavrsnog rada je definirati i ispitati postoji li korelacija izmedu preferencijalne
konzumacije droge i lokomotorne senzitizacije na modelnom organizmu Drosophile
melanogaster. Time bi se ukazalo na postojanje zajednickih neuralnih mehanizama koji
su ukljuceni u oba oblika modulacije ponasanja izazvanog metamfetaminom. Metode
korisStene za ispitivanje ove hipoteze su pokus preferencijalne konzumacije
(samoadministracije) metamfetamina (FlyCafe) i pokus lokomotorne senzitizacije
(FlyBong metoda).

3. MATERIJALI I METODE

3.1. Uzgoj musica

Eksperimenti su radeni na Drosophila melanogaster Canton S wild type (wt)
muzjacima. Kako bi bili sigurni da su muzjaci stari 3 - 5 dana, boce s musicama su

ispraznjene od odraslih jedinki 3 — 5 dana prije postavljanja eksperimenta. Muzjaci se



od Zenki odvajaju nakon omamljivanja ugljicnim dioksidom na propusnoj podlozi koja

se nalazi ispod mikroskopa.

3.2. Kemikalije

Za pokus FlyCafe koristena je 100mM otopina saharoze te 0,1 mg/mL metamfetamina
sadrzanog u 100 mM otopini saharoze. Za FlyBong je koriSteno 75uL otopine 10mg/mL

metamfetamina u 95% - tnoj otopini etanola.

3.3. Eksperimentalni dizajn

Eksperimenti su provodeni tijekom dva tjedna koji su se razlikovali po redosljedu
pokusa FlyCafe i FlyBong. Prvi tjedan je proveden pokus samoadministracije FlyCafe
koji je trajao tri dana, a nakon toga kod istih musSica mjerila se lokomotorna
senzitizacija koristenjem FlyBong metode (Pokus 1 SA - LS). Drugi tjedan redosljed je
promijenjen, tako da se u musica najprije mjerila lokomotorna senzitizacija, a potom

samoadministracija metamfetamina (Pokus 2 LS - SA).

3.4. FlyCafe

Esej za ispitivanje preferencijalne konzumacije droge sastoji se od 4 plocice na koje
se postavljaju stakleni Stapiéi unutar kojih ¢e boraviti musice. Na oba kraja Stapica
postavljena je pripremljena hrana. Izvagano je 4 g agara u staklenoj ¢asi i dodano
vode do 100 mL. Nakon muckanja ¢asa je zagrijana u mikrovalnoj pecnici dok nije
nastala prozirna homogena tekucina. Agar je izliven u Petrijevu zdjelicu te ostavljen da

se ohladi. Slijedila je priprema sStapica u kojima su musice boravile. Na Suplje staklene
7



Stapice postavljene su kapice koje sluze kao fizicka barijera da musica ne pobjegne, ali
i pomazu ostalim dijelovima (kapilarama, komadié¢ima agara koji sluze za davanje

vlaznosti) da stoje na svom mjestu. Priprema kapica sastoji se od postavljanja tipseva
na gumene nastavke, pripreme komadi¢a agara pomocu velikog tipsa, umetanja agara
u kapice, izoliranja krajeva kapica pomocu voska kako bi se sprijecilo isuSivanje agara.

Kapice su nataknute na cjevcice s jedne strane, a nakon upuhivanja musica i s druge.

Priprema kapilara provedena je na sljedeci nacin : na 3 male Petrijeve zdjelice
stavljeno je mineralno ulje, otopina saharoze i otopina saharoze s drogom. Kapilare
najprije napunimo mineralnim uljem, svega nekoliko mililitara, a ostatak kapilare
napunimo s otopinom saharoze ili otopinom saharoze i droge.Mineralno ulje ne
propusta kisik pa se koristi za spreCavanje evaporacije sadrzaja kapilara. Izmjerimo
visinu stupca hrane u kapilari (bez mineralnog ulja) te ih postavimo u Zute nastavke
okomito na plocicu. Dio kapilare s mineralnim uljem mora biti okrenut prema gore, a

dio s otopinom mora ulaziti u stakleni stapic.

Visina se mjeri svaki dan te se izmjerene kapilare bacaju i zamjenjuju novima kojima
se takoder prije stavljanja izmjeri visina stupca otopine. Promjer (R) jedne kapilare
iznosi 0,44 mm pa se volumen otopine u kapilari racuna formulom R2 1m*h, gdje je h
izmjerena visina stupca. Vrijednost popijenog volumena otopine je potreban za
izraCunavanje preferencijskog indeksa. Preferencijski indeks (PI) je veli¢ina koja
pokazuje preferenciju musica prema otopini saharoze s drogom spram otopine Ciste
saharoze. Racuna se prema formuli (koli¢ina popijene otopine s drogom - kolicina
popijene otopine $ecera) / (ukupna koli¢ina popijene hrane). Sto je preferencijski
indeks vecdi, to su musice vise konzumirale otopinu s drogom nego otopinu Ciste

saharoze, i obrnuto.

Prikupljeno je oko 50 muzjaka, a 26 ih je potrebno za eksperiment. 6 je kontrolnih
musica koje na obje strane Stapic¢a imaju kapilare sa Secerom. 10 ih je sa Secerom na
lijevoj i metamfetaminom na desnoj strani, a 10 ih je s metamfetaminom na lijevoj i
Secerom na desnoj strani. Takav raspored kapilara bio je potreban kako bismo iskljucili
mogucénost da musice preferiraju jednu stranu i dobili preferencu musica prema
metamfetaminu. Zadnjih 6 musica predstavlja kontrolu evaporacije — u tim Stapic¢ima

se ne nalaze musice.



3.5. FlyBong

FlyBong platforma se sastoji od dva glavna dijela : dio za administraciju droge i dio
koji mjeri lokomotornu aktivnost. Dio za administraciju droge sadrzi trogrlu tikvicu
volumena 250 mL koja je s jedne strane spojena na zra¢nu pumpu. Ispod tikvice je
postavljena grijaca kapa koja sluzi zagrijavanju sadrzaja tikvice, odnosno isparavanju
otopine droge. Kroz srednji Cep se u trogrlu tikvicu ispipetira 75uL otopine 10mg/mL
metamfetamina u 95% - tnoj otopini etanola. Otopina se stavlja u tikvicu 4 - 6 sati
prije administracije droge kako bi etanol evaporirao. Dio koji mjeri lokomotornu
aktivnost sastoji se od cijevi koja provodi zrak do tubica s musicama. Tubice su
spojene na DAM4 (Drosophila Activity Monitoring), a u svakoj se nalazi po jedna

musica. Na jednom kraju svake tubice spojene na DAM, nalazi se hrana za musice.

Metamfetamin je administriran dva puta — u 9 h ujutro i 19h navecer. Na dan
eksperimenta tikvice se zacepe te se upali grijaca kapa na crvenu tipku u 08:54:55. U
08:58:45 gasi se grijaca kapa i otvara ventil, a zracnha pumpa pali se u 08:59:00. U
09:00:00 pumpa se gasi, zatvara se ventil i vadi se Cep iz tikvice. Postupak se ponovi
jednakim redoslijedom u 18:54:45, 18:58:45, 18:59:00 i 19:00:00 istog dana. Podaci
o lokomotornoj aktivnosti musica prikupljani su od 8 h ujutro do 20 h navecer u
intervalima od 1 min. DAM skuplja podatke na nacin da biljezi broj puta prelazaka

sredine cjevcice individualnih musica.

Iz tih sirovih podataka moguce je analizirati lokomotornu aktivnost musica
individualno i populacijski. U prvom tjednu ispitivanje se vrsSilo na 26 musica (jer su
musice prethodno bile izlozene samoadministracijskom pokusu), a u drugom na 32
musice. Za analizu populacije koriste se podaci od 30 minuta prije i 30 minuta nakon
administracije droge, a za analizu lokomotorne aktivnosti individualnih musica racuna
se prosjek u minuti, mjereno tijekom 5 minuta prije i 5 minuta nakon administracije.
Lokomotorna aktivnost mjerena 5 minuta prije administracije droge naziva se bazi¢na
lokomotorna aktivnost. Vrijednost bazic¢ne lokomotorne aktivnosti usporeduje se s
vrijednoscu lokomotorne aktivnosti nakon administracije droge te se zakljucuje kakva
je promjena, ako ona postoji. Mjera osjetljivosti na metamfetamin je vrijednost koja je

dobivena racunanjem postotka musica koje imaju povecanu lokomotornu aktivnost



nakon prve admisnistracije u odnosu na bazi¢nu lokomotornu aktivnost te nakon druge

administracije u odnosu na lokomotornu aktivhost nakon prve administracije.

3.6. Statisticka obrada rezultata

Za usporedbu prosjecnih volumena popijene tekuéine po musici tijekom uzastopnih
dana izmedu razliCitih grupa koristen je t — test za nezavisne uzorke. Razina

statisticke znacajnosti iznosi p<0,05.

4. REZULTATI

4.1. Utjecaj samoadministracije na lokomotornu senzitizaciju

4.1.1. FlyCafe

Mjerenjem koli¢ine popijenih otopina u kapilarama Zeljeli smo ispitati preferiraju i
vinske musice hranu obogac¢enu metamfetaminom naspram one bez. U pokusu je
koristena FlyCafe metoda, a rezultati su prikazani mjerenjem volumena otopine secera
te otopine Secera s dodatkom metamfetamina masene koncentracije 0,10 mg/mL, koje
su musice popile. Za vrijednosti volumena uzete su prosjecne kolicine popijene
tekuéine po musici u jednom danu. Statisticka znacajnost provjerena je t-testom, a

vrijednosti p<0,05 uzete su kao znacajne.

Eksperimentalna skupina musica (EXP) bila je podijeljena u dvije podskupine.
Jedna podskupina imala je ponudenu otopinu Sec¢era s metamfetaminom s lijeve
strane, a obi¢nu otopinu Sedera s desne strane. Druga podskupina imala je obrnut
raspored. Vidljiva je preferenca musica prema hrani koja sadrzi Secer i metamfetamin

— statisticki znacajna razlika p = 0,0002 (Slika 1.).
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Kontrola za ovaj eksperiment je utvrdivanje preferiraju li musice jednu stranu vise
od druge. Ako preferiraju to znaci da rezultati koje smo dobili kod eksperimentalne
skupine mogu biti lazno pozitivni. 1z tog razloga kontrolna skupina musica (CTRL)
imala je s obje strane ponudenu otopinu Secera. Utvrdeno je da musice nemaju
preferenciju prema pojedinim kapilarama ukoliko su u svima nalazi Cista otopina Secera

jer nema statisticki znacajne razlike (Slika 2.), p=0,924.

Izmedu eksperimentalne i kontrolne skupine musica postoji statisticki znacajna
razlika u ukupnom volumenu popijenih tekucina. Eksperimentalne musice su u

prosjeku popile vedi volumen tekucine u kapilarma od kontrolnih. (Slika 3.), p = 0,008.

2,0
1,8
1,6
1,4
1,2 *

1,0
08
0,6
0,4
0,2
0,0

ul/musica/dan

Secer METH 0,10 mg/mL

Slika 1. Musice preferencijalno konzumiraju metamfetamin nad Se¢erom.
. Prosjecni volumen popijene otopine $ecera te otopine Secera s metamfetaminom (METH 0,10 mg/mL)
mjeren je za pojedinu musicu tokom 3 dana, n=20. Rezultati kod kojih je p<0,05, tj. kod kojih postoji statisticki

znacajna razlika oznaceni su * na grafovima.
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Secer L Secer D

Slika 2. Preferencijalna konzumacija ne ovisi o strani na kojoj se nalazi kapilara.

Musice ne preferiraju ni lijevu ni desnu stranu kada im je s obje strane ponudena hrana koja sadrzi samo Secer.
Prosjecni volumen popijene otopine $ecera ponudene s lijeve (Seéer L) i desne (Secer D) strane mjeren je za
pojedinu musicu tokom 3 dana, n=6.

2,0
1,8
1,6
1,4
1,2

1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

CTRL EXP

/_

pl/musica/dan

Slika 3. Musice koje konzumiraju metamfetamin ukupno piju vecu koli¢inu tekucine od onih koje ne
konzumiraju metamfetamin. Eksperimentalnoj skupini musica (EXP) ponuden je izbor izmedu hrane koja
sadrzi samo Secer te hrane koja sadrzi Secer i metamfetamin. Kontrolna skupina musica (CTRL) imala je
ponudenu samo otopinu Secera .Prosjecni volumen ukupno popijenih otopina mjeren je za pojedinu musicu
tokom 3 dana. Za eksperimentalnu skupinu (EXP) broj musica n=20, a za kontrolnu skupinu (CTRL) broj musica
n=6.
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4.1.2. FlyBong

Brojanjem prelazaka sredine tube 30 minuta prije (BSL - bazi¢na lokomotorna
aktivnost), 30 minuta nakon prve administracije (1 adm) i 30 minuta nakon druge
administracije (2 adm) nakon sto su musice izlozene 75 ug METH-HCI u volatiziranom
obliku zeljeli smo ispitati lokomotornu senzitizaciju musica. Statisticka znacajnost
izraCunata je t-testom izmedu BSL (vremenski interval od 30 minuta prije
administracije METH - HCl) i 1 adm (prve administracije METH - HCl), te statisticka

razlika izmedu 1 adm i 2 adm.

Kontrolne musice koje prethodno nisu sudjelovale u FlyCafe pokusu pokazale su fenotip
lokomotorne senzitizacije jer se broj prelazaka sredine tube po minuti povecavao
administracijom droge. Postoji statisticki znacajna razlika izmedu lokomotorne
aktivnosti prije i nakon administracije te i izmedu prve i druge administracije droge.
(Slika 4.A)

Drugu skupinu kontrolnih musica predstavljale su musice koje su prethodno
sudjelovale u FlyCafe pokusu i imale i s jedne i s druge strane ponudene kapilare s
obi¢nom otopinom Secdera. Postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu lokomotorne
aktivnosti prije i nakon administracije, kao i izmedu prve i druge administracije droge.
(Slika 4.B) Usporedujuci obje kontrolne skupine vidljivo je da se lokomotorna
senzitizacija povecava administracijom droge i da boravak musica u tubicama ne utjece

na lokomotornu senzitizaciju.

Eksperimentalna skupina musica koje su prethodno sudjelovale u FlyCafe pokusu
gdje su s jedne strane imale ponudenu otopinu Secera, a s druge otopinu Secera s
metamfetaminom ne pokazuju fenotip lokomotorne senzitizacije (Slika 4. C). Ne postoji
statisticki znacajna razlika u lokomotornoj aktivnosti prije i nakon administracija droge,
p > 0,05.
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Slika 4. Samoadministracija metamfetamina utjece na lokomotornu senzitizaciju metamfetaminom

Populacijski odgovor musica koje nisu bile u FlyCafe (n =6) (A), kontrolne musice koje su bile u FlyCafe, ali su hranjene
Sec¢ernom otopinom (n =5) (B) te musice koje su prethodno bile u FlyCafe i imale su izbor izmedu Secerne otopine i
Seéerne otopine s dodatkom Meth - HCI (n =15) (C)

4.2. Utjecaj lokomotorne senzitizacije na samoadministraciju

4.2.1. FlyBong

Musice koje prethodno nisu samoadministrirale metamfetamin pokazale su fenotip
lokomotorne senzitizacije Sto je vidljivo iz toga Sto se broj prelazaka sredine tube po
minuti povecava administracijom droge. (Slika 5) Postoji statisticki znacajna razlika
izmedu lokomotorne aktivnosti prije i nakon prve administracije, prije i nakon druge

administracije te izmedu prve i druge administracije droge.
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Slika 5.Musice nakon ponovljenog izlaganja METH-HCI pokazuju fenotip lokomotorne senzitizacije. Populacijski
odgovor musica (n = 32) je prikazan kao prosje¢na vrijednost broja prelazaka sredine tube 30 minuta prije (BSL), 30
minuta nakon prve administracije (1 adm) i 30 minuta nakon druge administracije 75 pg METH-HCI (2 adm). Statisticki
znacajnarazlika (P<0,05) izmedu broja prelazaka kod BSL te 1 adm i 2 adm (*), te razlika izmedu 1 admi2 adm (#).

4.2.2. FlyCafe

Musice su iz FlyBonga prebacene u FlyCafe pokus. Zanimalo nas je hoce li
senzitizirane musice imati drugaciju preferenciju prema metamfetaminu od musica
koje prethodno nisu bile senzitizirane. Postoji statisticki znacajna razlika u
eksperimentalnoj skupina musica (EXP) koja pokazuje preferencu prema hrani koja
sadrzi Secer i metamfetamin, p=0,003. MusSice konzumiraju vecu koli€inu hrane s
metamfetaminom kad im je ponuden izbor izmedu hrane koja sadrzi samo Secer te
hrane koja sadrzi Seéer i metamfetamin (Slika 6.A). Kontrolna skupina musica (CTRL)
nije pokazala preferencu ni prema jednoj strani, odnosno ne postoji statisticki znacajna
razlika, p = 0,924 (Slika 6.B). Izmedu eksperimentalne i kontrolne skupine musica
postoji statisticki znacajna razlika u ukupnom volumenu popijenih tekucina -
eksperimentalna skupina musica u prosjeku je popila vise ukupnog volumena tekucine,
p = 0,008 (Slika 6.C).
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Slika 6. Lokomotorna senzitizacija metamfetaminom utjece na samoadministraciju metamfetamina.
.n=20. (A) n=6. (B). Za eksperimentalnu skupinu (EXP) broj musica n=20, a za kontrolnu skupinu (CTRL) broj
musica n=6. (C). Volumeni popijene tekuée hrane mjereni su za pojedinu musicu tokom 3 dana.

5. RASPRAVA

Prvi cilj istrazivanja bio je saznati hoce |li musSice preferirati hranu uz dodatak
metamfetamina nad hranom bez droge. Musice su u FlyCafe pokusu prvi tjedan aktivno
samoadministrirale hranu te pokazale preferenciju prema hrani s metamfetaminom.
Preferencija je najjaca prvi i ¢etvrti dan. Moguce objasnjenje za takav rezultat je gorak
okus metamfetamina. MusSicama je hrana s metamfetaminom odbojna radi potencijalno
gorkog okusa, medutim motivacija za uzimanjem droge prevladava nad negativnhim
posljedicama. To ukazuje da je moguce da metamfetamin djeluje na motivacijske
centre u mozgu musica, slicno kao i kod sisavaca. Rezultat se djelomic¢no poklapa s

istrazivanjem u kojem su musice pokazale preferencu prema hrani s metamfetaminom
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prvi dan, ali ostale dane je PI padao (15). Studije na Stakorskim modelima su pak,

pokazale preferencu prema metamfetaminu sve dane pokusa (18).

Nakon samoadministracije musice su stavljene u FlyBong gdje su bile izloZzene dvjema
dozama volatiziranog metamfetamina jer nas je zanimalo kakve ce biti razlike u
lokomotornoj aktivnosti. Rezultati su pokazali da se musice hranjene Se¢ernom
otopinom uz dodatak metamfetamina nisu senzitizirale. Potencijalno objasnjenje moze
biti da je samoadministracija dovela do adaptacija u dopaminskom, serotoninskom ili
oktopaminskom sustavu sto je za posljedicu imalo gubitak lokomotorne senzitizacije na
opetovanu administraciju volatiziranog metamfetamina su musice od opetovane
konzumacije metamfetamina otupile na podrazaj, koji je u ovom slucaju nova doza
metamfetamina, i posljedi¢no ne pokazuju fenotip lokomotorne senzitizacije. Ovime
smo potvrdili hipotezu da postoji korelacija izmedu preferencijalne konzumacije droge i
lokomotorne senzitizacije na modelnim organizmima Drosophile melanogaster jer

postoji razlika u senzitizaciji izmedu eksperimentalne i kontrolne skupine musica.

U narednom istrazivanju najprije smo napravili pokus kojim smo htjeli vidjeti
lokomotornu senzitizaciju opetovanom administracijomm metamfetamina. Rezultati su
pokazali da musice pokazuju fenotip lokomotorne senzitizacije, sto je u skladu s
rezultatima istrazivanja koje je proucavalo promjenu lokomotorne aktivnosti nakon
opetovane administracije volatiziranog kokaina na modelima vinskih musica (12).
Tamo je takoder ustanovljena pojava lokomotorne senzitizacije kod musica nakon
administracije droge. Ovim pokusom smo po prvi puta pokazali da opetovane
administracije volatiziranog metamfetamina dovode do lokomotorne senzitizacije kao

Sto je to slucaj s volatiziranim kokainom.

Nakon toga nas je zanimalo hoce li senzitizirane musice smanijiti ili povecati svoju
preferencu prema metamfetaminu.FlyCafe pokus je zbog okolisSnih uvjeta (promjenjive
temperature i vlaznosti) trajao tri dana, za razliku od prvog tjedna kada je trajao Cetiri
dana. Preferencija musica prema metamfetaminu bila je najviSa prvi dan, zatim je

drugi dan naglo pala te je trec¢i dan ponovno bila prisutna, iako ne toliko izrazena kao
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prvi dan. PI vrijednosti sliche onima dobivenima u pokusu kada je FlyCafe proveden
prije FlyBonga (SA - LS). Vrijednosti razine znacajnosti kod usporedivanja preference
prema metamfetaminu odnosno Seéeru za sve dane FlyCafe pokusa su i u prvom i u

drugom pokusu bile nize od 0,05.

Jedan od problema na koji smo naisli prilikom ovog istrazivanja bila je optimizacija
okolisnih uvjeta kao Sto su vlaga i temperatura. Morali smo ponoviti FlyCafe pokus
nekoliko puta jer su musice ugibale zbog preniske ili previsoke vlaznosti u zraku te

naglog pada temperature koji se u vrijeme odvijanja pokusa dogodio u gradu Rijeci.

Do sada nisu provedena istrazivanja na modelima Drosophile melanogaster, ali ni
drugim zivotinjskim modelima koja bi povezala dva tipa obrasca ponasanja vezana
uz ovisnost — samoadministraciju tvari i lokomotornu senzitizaciju. Ovo istrazivanje
je od velikog znacaja jer pronalazi korelaciju i potvrduje povezanost izmedu
preferencijalne konzumacije droge i lokomotorne senzitizacije uslijed opetovane
administracije droge. Smatram da su rezultati dobiveni u ovom radu znacajni jer
su . Potrebna su daljnja istrazivanja na ovom podrucju kako bi se Sto bolje mogla
razumjeti problematika same bolesti te mozda otkriti neki ucinkovitiji pristup
lijeCenju. Po mom misljenju sljededi korak bi trebao biti provodenje istog protokola
pokusa kao u ovom istrazivanju, samo uz povecanje broja dana FlyCafe pokusa da
bi se vidjelo na koji ¢e se nacin te hoce li se uop¢e mijenjati preferenca musica
prema metamfetaminu, kao i povecanje broja administracija METH - HCI - a u
FlyBong pokusu kako bi se vidjelo kako ¢e to utjecati na senzitizaciju musica.
Takoder ponovila bih taj protokol pokusa koristeé¢i metamfetamin,ali i kokain kako
bih uocila razlike ako ih bude bilo. Za provodenje tog sljedeéeg koraka bilo bi
potrebno optimizirati FlyCafe pokus na nacin da vanjski ¢cimbenici nemaju toliki

utjecaj nad dobivenim rezultatima.
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6. ZAKLIJUCAK

Ovim istrazivanjem potvrdili smo da je Drosophila melanogaster dobar modelni
organizam za istrazivanja jednostavnih oblika ponasanja vezanih uz ovisnost. U pokusu
samoadministracije (FlyCafe) pokazala je preferenciju prema hrani s drogom naspram
obi¢ne hrane, a u pokusu lokomotorne senzitizacije (FlyBong) pokazala je povecéanu
lokomotornu aktivnost uslijed opetovane administracije droge. Cilj nam je bio saznati
postoji li neka korelacija izmedu ova dva ponasanja, a rezultati ukazuju na to da
samoadministracija utjeCe na lokomotornu senzitizaciju, ali ne i obrnuto. To ukazuje na
djelomicno preklapanje genetskih mehanizama i anatomskih regija mozga koja

kontroliraju ta dva oblika ponasanja.

Zbog velike geneticke slicnosti Drosophile i Covjeka pretpostavka je da i kod ljudi
postoje zajednicki neuralni mehanizmi koji su ukljuceni u ispitivane oblike modulacije
ponasanja. Iako na razvoj ovisnosti kod ljudi utjecu razliciti drustveni, statusni i
kulturoloski faktori koji se ne mogu simulirati u pokusima na laboratorijskim
Zivotinjama, ipak su rezultati ovog rada znacajni za razumijevanje ove kompleksne
bolesti. Vazno je nastaviti s istrazivanjima na ovom polju kako bi se oboljelima

omogucio prikladan pristup i odgovarajuca terapija.
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8. Zivotopis

OSOBNEINFORMACIJE

RADNO ISKUSTVO

2018-2018

OBRAZOVANJE |
OSPOSOBLJAVANJE

10/2016—danas

09/2012-05/2016

Osredecki Mia

@ Nazorova 18b, 47000Karlovac(Hrvatska) 8
(+385)989602395

24osredeckim@gmail.com

Demonstrator na laboratorijskim vjezbama kolegija Organskakemija

Sveuciliste u Rijeci, Rijeka (Hrvatska)

Odjel za biotehnologiju, Preddiplomski sveucili$ni studij, Rijeka (Hrvatska)

Gimnazija Karlovac, Karlovac (Hrvatska)
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mailto:osredeckim@gmail.com

09/2005-06/2015 Glazbenik violinist

Glazbena $kola Karlovac, Karlovac (Hrvatska)

OSOBNE VJESTINE m

Materinskijezik hrvatski

Strani jezici RAZUMIJEVANJE GOVOR PISANJE
SluSanje Citanje Govorna interakcija | Govorna produkcija
engleski C1 C1 B2 B2 B2

Stupnjevi: Al i A2: Pocetnik - B1 i B2: Samostalni korisnik - C1 i
C2: Iskusni korisnik Zajednicki europski referentni okvir za jezike

Komunikacijskevjestine Dobre komunikacijske i prezentacijske vjestine zahvaljujuci iskustvu
steCenom tijekom pripreme
prezentacijaiseminaranapreddiplomskomstudiju.

Poslovnevjestine Dobrosnalazenjeutimskomradustecenotijekomobavljanjastudentskihposlova.

Sudjelovanje u provedbi Otvorenog dana Odjela za biotehnologiju 2018.godine -
demonstracija pokusa "Dugine boje"

Digitalnevjestine SAMOPROCJENA

Obrada Stvaranje

- Rjesavanje
) " Komunikacija B
informacija sadrzaja

Sigurnost problema

Samostalni korisnik| Temeljni korisnik | Samostalni korisnik. Temeljni korisnik ' Samostalni korisnik
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