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SAZETAK

Mehanizmi obiteljskog nasljedivanja razlicitih fenotipova, uzrokovanih
roditeljskom konzumacijom droga, odnose se na kombinacije genetskih i
okolisnih Cimbenika. Epigenetski faktori mogu upravljati aktivacijom i
utiSavanjem genske ekspresije, a povezani su s dugotrajnim
neuroplasticnim promjenama povezanih s uzimanjem droga u ljudskim i
zivotinjskim modelima. Takve promjene mogu perzistirati unutar vise
generacija, iako je prekinuto izlaganje izvornom podrazaju. Stoga
epigenetsko transgeneracijsko nasljede sugerira mehanizam utjecaja

roditeljske upotrebe droga na nekoliko generacija potomaka.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati kako volatirizirani metamfetamin
(VMETH) utje¢e na razvojni ciklus Drosophile melanogaster. Pomocu
FlyBong metode izvrsili smo administraciju vVMETH-a velikoj grupi muzjaka,
iz koje smo potom izdvojili 10% muzjaka koji su pokazali najveci
lokomotorni odgovor i parili ih s djevicama koje nisu bile izlozene VMETH-u.
Pracen je utjecaj izlozenosti FO odeva na brzinu razvoja i broj potomaka F1

i F2 generacije.

Rezultati su pokazali trend povecanog broja ¢ahura te povecani broj
muskih i zenskih potomaka F1 generacije u skupini koja je bila izlozena
VMETH-u. Dok je u F2 generaciji vidljiv trend povec¢anog broja Cahura i
zenskih potomaka, taj trend nije prisutan kod muskih potomaka. Stoga
rezultati sugeriraju da postoji moguéi utjecaj vMETH-a na razvojni ciklus
Drosophile  melanogaster te da takav efekt 1ima potencijalne

transgeneracijske karakteristike.

Kako bi se ovakve hipoteze potvrdile, ove preliminarne rezultate
potrebno je potvrditi preciznijim istrazivanjima utjecaja VMETH-a na
razvojni ciklus. Potrebno je utvrditi konkretne mehanizme i nasljedna

svojstva ovog efekta.

Klju¢ne rijeCi: Drosophila melanogaster, volatilizirani metamfetamin,

razvojni ciklus, epigenetika.



SUMMARY

The familial inheritance mechanism of different phenotypes caused by
parental drug use consists of genetic and environmental factors. Epigenetic
factors can govern the activation and silencing of gene expression and have
been associated with long-term neuroplastic changes related to drug use in
humans and animal models. Such changes may persist over several
generations even though exposure to the original stimulus has been
discontinued. Therefore, epigenetic transgenerational inheritance suggests
a mechanism for the influence of parental drug use on several generations

of offspring.

This research aimed to examine how volatilized methamphetamine
(VMETH) affects the developmental cycle of Drosophila melanogaster. Using
the FlyBong method, we administered VMETH to a large group of males,
from which we then selected 10% that showed the highest locomotor
response and mated them with virgins that were not exposed to vVMETH.
The impact of exposure of FO fathers on the development speed and the

number of F1 and F2 generation offspring was monitored.

In the F1 generation, the results showed a trend of an increased
number of pupae and both male and female offspring in the group exposed
to vMETH. While in the F2 generation, there is a visible trend of an increased
number of pupae and female offspring, this trend is not present in male
offspring. Therefore, the results suggest a possible influence of vMETH on
the developmental cycle of Drosophila melanogaster, and such an effect has

potential transgenerational characteristics.

In order to confirm these hypotheses, these preliminary results need
to be validated by more detailed studies of the influence of vMETH on the
development cycle. It is necessary to determine this effect's specific

mechanisms and hereditary properties.

Keywords: Drosophila melanogaster, volatilized methamphetamine,

developmental cycle, epigenetics.



1. Uvod

1.1. Drosophila melanogaster kao modelni organizam

Drosophila melanogaster (vinska musica) prepoznata je joS pocetkom
20. stolje¢a kao odlican modelni organizam za razna bioloska istrazivanja.
Glavne osobine koje su pozeljne za svaki modelni organizam predstavljaju
brzo generacijsko vrijeme, jeftin uzgoj, sekvencionirani genom i
jednostavnost odrzavanja. Vinska musica posjeduje sve te osobine te ima
oko 70% gena koji su slicni ljudskim [1]. Zbog genske homologije i
konzerviranih bioloskih puteva izmedu vinske musSice i ljudi, rezultati
dobiveni u pokusima na vinskoj musici se lako mogu translatirati i primijeniti

na sisavcima [2].

Upravo zbog slicnosti u fiziologiji ziv€éanog sustava, vinska musica je
pozeljni modelni organizam u neuroznanosti. Iako imaju primitivniji zivéani
sustav i fizioloSke funkcije, na osnovnim razinama se ukazuju sli¢nosti kao
Sto su: signalni putevi, neurotransmiteri, receptori, neuroni i funkcionalni
centri u mozgu [3]. Vinska musica takoder posjeduje dopaminergicki sustav
kao sustav neurotransmisije. Upravo ta karakteristika potaknula je brojna

istrazivanja utjecaja psihostimulansa na dopaminsku transmisiju.



1.2. Razvojni ciklus Drosophile melanogaster

Duljina razvojnog ciklusa vinske musice ovisi o razli¢itim faktorima
kao Sto su temperatura, vlaga i hrana. Standardni uvjeti pri kojima se
musice uzgajaju u laboratoriju su 25°C , 70% vlaznosti zraka te hrana na
bazi kukurznog brasna, agra ili melase. Pri standardnim laboratorijskim
uvjetima razvojni ciklus vinske musice traje oko 10 dana. Zenke, nakon
parenja s muzjacima, polazu jajasca na hranjivi medij. Na povrsini hrane
nalaze se embriji, koji se u roku od 24 sata pretvore u licinke 1. stadija a
one se nalaze na povrsini hranjivog medija i ondje se hrane. Nakon 24 sata
dolazi do prvog presvlacenja li¢inke, koja prelazi u 2. stadij gdje se ukopava
u hranu. Kroz narednih 5 dana licinke se neprestano hrane i rastu te dolazi
do zadnjeg presvlacenja kada izlaze iz hrane i traze mjesto gdje ce se
zacCahuriti. Razdoblje ¢ahure traje oko 4 dana, kada tijelo musice prolazi
kroz potpunu metamorfozu i razvija se u odraslu jedinku (Slika 1). Zenke
postaju spolno aktivhe vec¢ 8 sati nakon izlaska iz ¢ahure [4]. Prosjecni
zivotni vijek odrasle jedinke je oko mjesec dana. Udio prezivljenja od

embrija do odrasle musice je oko 70-80% [1].
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Slika 1. Ilustracijski prikaz razvojnog ciklusa D.melanogaster. Prikazani su embrij,

tri stadija licinke, ¢ahura i odrasla musica.



Zenke D.melanogaster nisu spolno aktivne narednih 8 sati nakon
izlaska iz ¢ahure. Stoga ih nazivamo djevicama i mozemo ih razlikovati od
spolno aktivnih musica. Takva karakteristika je od velikog znacaja jer je
kasnije nemoguce razlikovati oplodenu i neoplodenu Zenku. Za svog
zivotnog ciklusa, Zenke se pare se s nekoliko razli¢itih muzjaka i mogu
proizvesti do 3000 jajasaca. Zenke D.melanogaster pohranjuju spermu te
oploduju i polazu jajasca tijekom nekoliko dana. Takoder, mogu poloziti do
100 jajasaca dnevno u vrhuncu svoje plodnosti. Ona se obi¢no postize 3-5
dana nakon potpune metamorfoze. Plodnost moze biti varijabilna te ovisi o
pojedinacnim Zenkama i laboratorijskim sojevima. U optimalnim uvjetima

laboratorija, prosje¢an broj potomaka jedne Zenke je 600 jedinki [1].

1.3. Utjecaj psihostimulansa na dopaminergicki sustav

Poznato je da psihostimulansi uzrokuju povecanu lokomotornu
aktivnost te dovode do razvoja ovisnosti, radi nagradujuceg utjecaja na
ziv€ani sustav. Karakteristike ovisnosti o psihostimulansima kao Sto su
metamfetamin (METH) i kokain temelje se na njihovoj sposobnosti
povecavanja dopaminergiCke neurotransmisije u sustavu nagradivanja.
Krajem 90-ih otkriveno je da Drosophila melanogaster, nakon Sto se izlozi
psihostimulansima, ima slicne promjene u ponasanju poput sisavaca.
Takoder je pokazano da neuroni vinske musice, koji sintetiziraju i
oslobadaju dopamin (DA), koriste transportere i enzime koji su evolucijski
slicni covjeku [5]. Stoga Drosophila melanogaster predstavlja idealan
translacijski modelni organizam za proucavanje utjecaja psihostimulansa na

zivCani sustav.

DA je poznati neurotransmiter u srediSnjem zZivéanom sustavu mnogih
kraljeznjaka i beskraljeznjaka. Ima nekoliko uloga u zivéanom sustavu, od
modulacije lokomotornog ponasanja do ucenja, spavanja, motivacije i sl.
DA se sintetizira unutar presinaptickog neurona, te se pohranjuje u
unutarstani¢nim vezikulama. Okidanjem akcijskog potencijala dolazi do

oslobadanja DA iz vezikula procesom egzocitoze. Kada se DA nade u
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sinaptickoj pukotini, dolazi do vezanja za receptore postsinaptickog neurona
ili na presinapticke dopaminske receptore. Ostatak DA u sinaptickoj pukotini
se uklanja transportom pomoc¢u dopaminskog transportera u presinapticki

neuron [6].

Droge poput METH-a i kokaina, koje direktno djeluju na dompaminske
sustave, ciljano utjeCu na transportere i na taj nacin mogu sprijeciti
ponovnu pohranu DA ili pojacati njegovu sekreciju iz presinaptickog
neurona. METH djeluje na presinapticki neuron gdje sprjecava
pohranjivanje DA u vezikule i time povelava njegovu koncentraciju u
citoplazmi. Istovremeno potiCe sekreciju DA iz citoplazme u sinapticku

pukotinu, na nacin da promijeni smjer djelovanja dopaminskih transportera

[7].

1.4. Epigenetski utjecaj opojnih droga

Epigenetika je relativno nova grana znanosti, koja nham je otvorila
nove spoznaje o mogucénostima nasljedivanja. Utjecaji okoliSa na fenotip
Cesto nisu izravno posredovani klasi¢nim genetskim mehanizmima. Postizu
se putem epigenetskih mehanizama koji mogu utjecati na fenotip izlozene
jedinke, a mogu se i prenositi iz jedne generacije na drugu. Stanicne
epigenetske modifikacije kao odgovor na okolis ukljucuju remodeliranje
kromatina, modifikacije histona, nekodiraju¢e RNA i metilaciju DNA.
Histonski kompleksi sadrzavaju N-terminalni rep, koji moze biti podvrgnut
modifikacijama kao Sto su metilacija, acetilacija, fosforilacija, ubikvitilacija
i sl. Kromatin se otpusta acetilacijom histonskog repa i tako se omogucduje
transkripcija gena. Metilacija histona moze uzrokovati aktivaciju ili supresiju

gena [8].

Okolisni faktori mogu izravno utjecati na ove epigenetske procese.
Variraju od prehrane, temperature i stresa do raznih toksina iz okoliSa [9].
Takvi utjecaji vecinom rezultiraju djelovanjem na somatske stanice

odredenih tkiva tijekom kriti¢nih perioda razvoja, Sto posljedi¢no povecava



rizik od pojave bolesti u odrasloj dobi. Ovakve posljedice su Stetne samo za
odredenog pojedinca, dok su epigenetske modifikacije na zametnim
stanicama zasluzne za prijenos informacije slijedec¢oj generaciji. Prije se
smatralo da takve promjene nestaju tijekom faza gametogeneze i rane
embriogeneze. No, sada znamo da epigenetske modifikacije mogu ostati
trajno zabiljeZzene, Sto je rezultiralo u perzistiranju odredenih fenotipova

kroz iduce generacije [10].

Mnoga klini¢ka istrazivanja su prepoznala obiteljske obrasce ovisnosti
o drogama, te su studije asocijacije na cijelom genomu (GWAS)
identificirale gene koji su zasluzni u stvaranju ovisnosti [11]. Medutim,
poznato je da nisu sve nasljedne informacije prisutne samo u sekvenci DNA.
Otkriveno je da nakon izlaganja drogama dolazi do epigenetskih
modifikacija, koje mogu doprinijeti prijenosu ovisnic¢kih obrazaca kroz
generacije [12]. Fenotipske posljedice izlozenosti drogama pojavljuju se u
nekoliko iducih generacija, unato¢ tome Sto potomci nisu bili izlozeni niti su
pronadene alelne ili kromosomske varijacije [13]. Stoga kemijske izmjene
genoma, kao Sto su epigenetske modifikacije, mogu u konacnici promijeniti
funkcionalnu ekspresiju gena. Otkrivanje tocnih mehanizama epigenetskog
utjecaja je vrlo sloZzeno, no epigenetika bi mogla predstavljati klju¢ u
razumijevanju dugovjecnosti nasljednih posljedica koje se pojavljuju medu

viSe generacija.

Administracijom psihostimulansa postize se djelovanje na kriticne
regije mozga, Sto rezultira modulacijom neuralne plasti¢nosti. Epigenetske
modifikacije predstavljaju jedan od nacina na koji se postize regulacija
genske ekspresije u neuronima, Sto posljedi¢no uzrokuje razlicite neuralne
adaptacije. Takva modulacija neuralne plasti¢nosti znacajno doprinosi
procesu ovisnosti [14, 15]. Kroni¢éne doze METH-a mogu izazvati ozbiljnu
stani¢nu toksicnost, Sto rezultira oStecenjem mozga i oksidativnim stresom
[16]. METH takoder uniStava dopaminske receptore u neuronima cinedi
kroni¢ne korisnike neosjetljivima na emocije ili zadovoljstvo zbog trajnih

nedostataka u sustavu nagradivanja. Prema tome, dugoro¢nu konzumaciju
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METH-a karakterizira disfunkcija i ireverzibilne promjene u srediSnjem i

perifernom zivéanom sustavu koje mogu biti i epigenetskog karaktera [17].

Izlozenost psihostimulansima povecava razine acetilacije histona u
nucleus accumbens (NAc), klju¢nom podrucju mozga za stvaranje ovisnosti.
Kratkotrajna povecanja acetilacije histona poti¢u bihevioralne reakcije na
kokain, dok se dugotrajna povecanja opcenito suprotstavljaju ucincima
kokaina. Promijenjena acetilacija histona dokazana je na nekoliko gena
kandidata u NAc kao odgovor na psihostimulanse. Metilacija histona takoder
je ukljucena u ovisnost o drogama. Dvije histonske metiltransferaze, koje
kataliziraju dimetilirano stanje Lys9 od H3, smanjene su u NAc kroni¢cnom
primjenom kokaina ili opijata. Razine DNA metiltransferaze, povecane su u
NAc nakon produljenog prekida administracije kokaina. Zabiljezeno je da
viSestruke mMiRNA imaju povecanu ili smanjenu ekspresiju tijekom
izlozenosti drogama. Tako kokain povecava razine miR-181a i smanjuje

miR-124 u striatumu Stakora [18].

1.5. Multigeneracijski i trangeneracijski uc¢inak izlozenosti
psihostimulansima
Posljedice roditeljskog konzumiranja droga mogu biti naslijedene
posredovanjem genetskih i okoliSnih ¢imbenika. Pokazano je da nekoliko
fenotipskih posljedica izloZzenosti drogama mogu biti pronadene u vise
generacija potomaka unatoc¢ tome Sto potomci nisu bili prethodno izlozeni
takvim supstancama [8]. Provedena su mnoga pretklinic¢ka istrazivanja koja
su ispitivala razvojne ucinke prenatalne izloZzenosti psihostimulansima. Za
potrebe istrazivanja koristeni su muzjaci glodavaca, te se pratio utjecaj na
razvoj potomaka. Rezultati dosljedno pokazuju poremeceni razvoj
kortikalnog i hipokampalnog dijela mozga, te potomci izrazavaju oslabljene
kognitivne funkcije [19]. Nadalje, muski potomci Ciji su ocevi bili izlozeni
psihostimulansu, imali su smanjen promjer glave. Nakon Sto su muski
potomci dosegli odraslu dob, pokazali su poremeéaje u paznji i pamcenju,

tako $to su bili testirani pomocu paradigme labirinta. Zenski potomci su
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takoder pokazali poremecaje u paznji i pamdcenju te su ti defekti bili cak i
izrazeniji. Rezultati su pokazali da ocevo konzumiranje psihostimualnsa

prije parenja ima utjecaj na razvoj potomaka, osobito zenskih [20].

Mehanizmi putem kojih psihostimulansi postizu utjecaj na idude
generacije nazivamo multigeneracijskim i transgeneracijskim
nasljedivanjem. Razlika izmedu te dvije vrste nasljedivanja proizlazi iz toga
Ssto su multigeneracijski fenotipovi izravno izlozeni podrazaju, dok kod
transgeneracijskih fenotipova ne postoji direktna izlozenost. Stoga ako je
FO generacija prenatalno izlozena psihostimulansu, njihove zametne stanice
su takoder direktno izlozene. Prema tome i F1 generacija pripada
multigeneracijskom fenotipu, dok se F2 smatra transgeneracijskim
fenotipom buduéi da je to prva generacija kod koje nema direktne
izlozenosti. Jos jedna mogucnost je izlozenost majki FO generacije tijekom
trudnoce. Zametne stanice F1 potomaka su takoder izravno izlozene in
utero i stoga ¢e i potomci F2 poticati od izravno izlozenih zametnih stanica.
U ovom slucaju su FO roditelji, F1 i F2 potomci svi izloZzeni te su svi
fenotipovi multigeneracijski. F3 potomci ¢e tek pokazati transgeneracijski
fenotip (Slika 2) [8].

Roditeljska izlozenost Roditeljska izlozenost

L L

(,r / FO b /
° /F1 : 2 '?-.%FZ
§, Multigeneracijska Zaem B bcanics

Zametne stanice izloienost
& L &
F2: Prva generacija bez F3: Prva generacija bez
direktnog utjecaja - direktnog utjecaja -
transgeneracijska izlozenost transgeneracijska izlozenost

Slika 2. Ilustracijski prikaz multigeneracijskog i transgeneracijskog ucinka.



2. CILJ RADA

Osnovna svrha ovog istrazivackog rada je ispitati postoji li utjecaj
VMETH-a na razvojni ciklus Drosophile melanogaster te ocCituje li se takav
utjecaj na idué¢im generacijama. Cilj provedenih pokusa je uoditi razliku u
razvojnom ciklusu, skupine tretirane VvMETH-om i kontrola, kroz

kvantifikaciju broja ¢ahura i potomaka.



3. Metode i materijali

3.1. Priprema uzoraka
U eksperimentima su koristeni muzjaci i Zzenke divljeg tipa Drosophile
melanogaster, Canton S soja. MuSice su uzgajane na standardnom
hranjivom mediju koji je napravljen na bazi kukuruznog brasna. Drzane su
u inkubatoru na temperaturi od 25°C i 70% vlaznosti, u ciklusu svjetlo/mrak
(12:12). Musice su anestezirane pomocu ugljikovog dioksida i sakupljene

na prvi dan pokusa.

3.2. FlyBong sustav

FlyBong je visokopropusna metoda za kvantifikaciju podataka o
lokomotornoj aktivnosti izazvane izlaganjem volatiliziranim
psihostimulansima. Sastoji se od tikvice s trostrukim vratom, monitora za
pracenje lokomotorne aktivnosti DAMS (eng. Drosophila Activity Monitoring
System) te sustava za isporuku psihostimulansa (Slika 3). Jednu dozu droge
¢ini 75ug METH-a otopljenog u etanolu. Kako bi se sprijec¢io mogucdi utjecaj
etanola na ponasanje musica, doza se stavlja u staklenu tikvicu 4-6 sati
prije administracije. Volatilizacija se postize grijanjem tikvice pomocu
grijadih kapa 8 minuta na temperaturi 185-200°C. Zracna pumpa, staklena
tikvica i DAMS monitori su povezani pomocu gumenih cijevi koje posjeduju
ventile za kontrolu protoka. Zatim se ukljucuje protok zraka s brzinom od

2,5 L/min i otvaraju se ventili na jednu minutu kako bi se VMETH isporucio.



m \17 =
i g

Volatilization chamber

Activity monitoring

Drug delivery system

Slika 3. Shematski prikaz FlyBong sustava za mjerenje promjena u lokomotornoj aktivnosti
Drosophile melanogaster nakon administracije vMETH-a. U volatilizacijsku komoru je stavljen
METH otopljen u etanolu. Komora se zagrijava do temperature isparavanja nakon ¢ega je ukljucen
protok zraka. Na taj nacin je vMETH dostavljen do monitora gdje se nalaze musice u individualnim
cjevCicama. Lokomotorna aktivnost se mjeri prema broju prelazaka musice kroz srediste cjevcice po

minuti. Mjerenje zapocinje 30 minuta prije administracije vMETH-a i traje 30 minuta nakon [21].

DAMS monitor moze biljeziti razinu lokomotorne aktivnosti 32 musice
istovremeno, koje se nalaze u polikarbonatnim cjev¢icama. Na jednoj strani
cjevCice se nalazi hrana, dok je druga strana spojena s dispenzerom
psihostimulansa. Odgovor na dozu prati se pomocu infracrvene zrake, koja
prolazi sredinom svake cjevcice. Mjeri se broj prijelaza pojedinacne musice
u intervalu od jedne minute. Pomodéu softvera DAMFileScan povlace se i
analiziraju pohranjeni podaci koje su prikupili DAMS monitori. Tako se mogu

izdvojiti musSice s najveéim odgovorom na dozu.
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3.3. Dizajn eksperimenta

U eksperimentu su koristena cetiri DAMS monitora za pracenje
aktivnosti. Dva DAMS monitora su koristena za kontrolnu skupinu gdje su
musice izlozene zraku. U ostala dva monitora musSice su bile izloZzene
VMETH-u. Koristila se dodatna kontrolna skupina koja se nalazila izvan
FlyBong-a. Nakon administracije droge, iz svakog monitora su izdvojeni
muzjaci s najvec¢im odgovorom u zasebne kultivacijske tubice. U svaku
tubicu je bilo dodano 10 djevica (Slika 4). Promatrane su tri skupine musica,

a to su:

1. 4 tubice predstavljaju kontrolnu skupinu koja je bila izloZzena
vru¢em zraku (CTRL)

2. 4 tubice predstavljaju pokusnu skupinu koja je izlozena
volatiliziranom metamfetaminu (vMETH)

3. 4 tubice predstavljaju kontrolnu skupinu koja se nalazila pri

standardnim uvjetima izvan FlyBong-a (CTRL no bong)

FlyBong

CTRL bong CTRL bong vMETH bong vMETH bong

10increase 10increase 10increase 10increase

V1.5M + 10F V2.5M+10F| |V3.5M+10F| |V4.5M+10F |V5.5M+10F V6. 5M + 10F V7.5M + 10F V8.5M + 10F

CTRL no bong

|
[ I 1 ]

V9: 5M+10F V10: 5M+10F V11:5M+10F V12: 5M+10F

Slika 4. Dizajn eksperimenta. Eksperimentalnu skupinu cinili su muzjaci koji su bili tretirani
jednom dozom (75ug) volatiliziranog metamfetamina (VMETH skupina, n=64). U kontrolnoj skupini
nalazili su se muzjaci tretirani vruéim zrakom (CTRL skupina, n=64). Druga kontrolna skupina
uzgajana je u kultivacijskim tubicama pri normalnim uvjetima izvan FlyBong-a (CTRL no bong
skupina, n=20). Nakon administracije vMETH-a i vruceg zraka, izdvojeno je 10 muzjaka s najveéim
porastom u lokomotornoj aktivnosti. MuZzjaci su stavljeni u kultivacijske tubice tako da je svaka tubica

sadrzavala 5 muZjaka i 10 netretiranih djevica.
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Muzjaci i Zzenke su ostavljeni 3 dana u tubicama te su nakon toga
izbaceni. Pratio se broj zivucih zenki u svakoj tubici tijekom parenja, kako
bi se podaci na kraju mogli normalizirati. Cahure i nove musice su bile
prebrojavane svaki dan kroz razdoblje od 9 dana. Kod prebrojavanja novih

musica, dodatno su se razdvajali muzjaci i zenke i biljezio se njihov broj.

Prvi dan
* Administracija Osmi dan
psihostimulansa » Poletak
* Pocetak parenja brojanja pupa
Tredi dan Dvanaesti dan
* |zbaceni * Poletak brojanja
roditelji musica

Slika 5. Kronoloski tijek eksperimenta.

Istrazivan je i utjecaj METH-a na razvojni ciklus druge generacije.
Odvojena su po 3 muzjaka i 3 zenke iz prve generacije. Musice su
premjestene u nove kultivacijske tubice, te je proces opazanja razvojnog

ciklusa ponovljen.

3.4. Prikaz, obrada i statisticka analiza podataka

Za preliminarnu obradu podataka koristio se program MS Excel
pomocu kojeg je vrSena i analiza lokomotorne aktivnosti, nakon prve
administracije METH-a. Napravljena su dva ponavljanja pokusa te su podaci
iz oba pokusa objedinjeni. Rezultati su prikazani u obliku linijskih krivulja u
dvije vrste grafova. Jedan graf prikazuje kumulativni prinos jedne djevice u
razdoblju od 10 dana, dok drugi graf prikazuje srednju vrijednost prinosa
jedne djevice po danima. Statisticka analiza podataka provedena je pomocu
softvera GraphPad Prism verzija 9.4.0. KoriSten je test One way ANOVA
(post hoc: Tukey multiple comparison test) koji se koristi za usporedbu dvije

ili viSe grupa.
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4. Rezultati

Ovim pokusom htjeli smo ispitati utjecaj vMETH-a na razvojni ciklus
Drosophile melanogaster. METH je bio administriran 4x32 muzjaka koristeci
FlyBong metodu. Izlozenost METH-u izaziva povecanje lokomotorne
aktivnosti inhibirajué¢i ponovnu pohranu i olakSavajuéi oslobadanje DA.
Prema tome se mijerila lokomotorna aktivnhost kako bi se na temelju
kvantificiranih podataka mogli izdvojiti muzjaci s najve¢im odgovorom na
dozu. Pojam ,netretirane djevice" oznacuje zenke koje nisu bile tretirane
drogom niti vru¢im zrakom, te su bile izdvojene u stadiju djevica. Nakon
toga su stavljene na parenje s muzjacima koji su pokazali najveci odgovor
na METH. Svakodnevno su biljezeni brojevi novih ¢ahura i musica. Pokus se
provodio na tri skupine: CTRL, VMETH i CTRL no bong. Pracen je efekt i na
drugu generaciju. Niti u jednom rezultatu nije dobivena statistic¢ki znacajna
razlika radi malog broj uzoraka, ali je vidljiv trend povecanog broja u

usporedbi s kontrolama.

4.1. Utjecaj izlaganja muzjaka vMETH-u na razvojni ciklus
u 1. generaciji
Nakon parenja tretiranih muzjaka i netretiranih djevica, Zenke su
polozile embrije u hranu. U razdoblju od 24 sata iz embrija su se razvile
licinke. Za njih je tesko utvrditi to¢no vrijeme pojavljivanja zbog toga sSto je
dio licinki bio ukopan u hranu. Tokom Sestog i sedmog dana li¢inke su pocele
puzati po stijenkama tubice gdje su se zacahurile i presle u stadij ¢ahure.
Osmi dan uocena je prva Cahura i zapocelo je svakodnevno brojanje novih

Cahura.

Pokus je pokazao da postoji trend povecanog broja ¢ahura izmedu
VMETH skupine i kontrolnih skupina CTRL i CTRL no bong za pojedine dane
(Slika 6.A). Najvedi broj ¢ahura za sve tri skupine uocen je na tre¢em danu
brojanja. Petog dana uoceno je jos jedno povecanje broja ¢ahura za VMETH
skupinu (Slika 6.B).
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A)

20
15+
4+
o
2 10+ -o- CTRL bong
'g -m- vMETH
5 -+ CTRL

B)

e+ CTRL bong
-# vMETH

Broj pupa
N

Slika 6. Utjecaj izlaganja muzjaka vVMETH-u na broj ¢ahura. Cahure su brojane svaki dan
tijekom 10 dana. A) Kumulativni prikaz broja ¢ahura. B) Prikaz broja ¢ahura za pojedinacne dane.

Rezultati prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska. NZ-nema statisticke znacajnosti.

Tijekom stadija ¢ahure, koji je trajao 4 dana odvijao se proces
metamorfoze i 12. dana razvile su se nove odrasle musice koje su pocele
izlaziti iz ¢ahura. Kako bi utvrdili postoji li razlic¢it utjecaj METH-a na spolove

kvantificirali smo broj muzjaka i zenki.
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Uocili smo trend povecanja broja muskih potomaka iz skupine
tretirane VMETH u usporedbi s kontrolnim skupinama CTRL i CTRL no bong
(Slika 7.A). Drugog dana bio je najvedi broj potomaka za VMETH skupinu.
Te nesto manji porast petog dana (Slika 7.B).

A)
8-
NZ
g
3,
é‘ 4- .®- CTRL bong
= -=- VMETH
6 5. - CTRL
0
0
Dan
B)
2.0~
c 1.5
s
g 1.0 .e- CTRL bong
5 -=- VMETH
@ 5 -+ CTRL
0.0

Slika 7. Utjecaj izlaganja muzjaka vMETH-u na broj muskih potomaka. Potomci muzjaka koji
su bili izloZeni 75ug VMETH su prebrojavani svaki dan kroz razdoblje od 10 dana. A) Kumulativni
prikaz broja muskih potomaka. B) Prikaz broja muskih potomaka za pojedinacne dane. Rezultati

prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska. NZ-nema statisticke znacajnosti.
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U broju zenskih potomaka takoder je vidljiv trend povecanog broja
izmedu tretirane skupine vVMETH i kontrolnih skupina CTRL i CTRL no bong,
no razlike nisu statisticki znacajne (Slika 8.A). Slicno kao i kod muzjaka,
najvedéi broj zenskih potomaka bio je drugog dana brojanja za vMETH
skupinu. Na petom danu je takoder vidljiv manji porast za vMETH skupinu
(Slika 8.B).

A
) g .
6-
'% o+ CTRL bong
2 44 -= vMETH
Q) - CTRL
m
2-
0
0
Dan
B)
2.0-
NZ
1.54
g o+ CTRL bong
c
8 1.0 -= VMETH bong
'§' =+« CTRL no bong
m
0.5+
0.0
0

Slika 8. Utjecaj izlaganja muzjaka vMETH-u na broj Zzenskih potomaka. Potomci muzjaka koji
su bili izloZeni 75ug VMETH su prebrojavani svaki dan kroz razdoblje od 10 dana. A) Kumulativni
prikaz broja Zenskih potomaka. B) Prikaz broja Zenskih potomaka za pojedinacne dane. Rezultati

prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska. NZ-nema statisticke znacajnosti.
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4.2. Utjecaj izlaganja muzjaka vMETH-u na razvojni ciklus
u 2. generaciji
Kako bi se ispitalo postoji li utjecaj vMETH-a nulte generacije na drugu
generaciju, nasumicno je izdvojeno 3 muzjaka i 3 zenke iz svih skupina prve
generacije te je ponovno pracen razvojni ciklus. Kao i u prvoj generaciji,

prva Cahura se pojavila osmi dan pokusa.

U drugoj generaciji je takoder uocen trend povecanog broja ¢ahura
VMETH skupine naspram kontrolnih skupina CTRL i CTRL no bong (Slika

9.A). Najvedi broj ¢ahura je treceg dana za sve tri skupine (Slika 9.B).

A)
60~ NZ
T 404
g -®- CTRL bong
o
> -= vMETH
M 20- - CTRL
0 |
0 10
B)
20~
15+ NZ
3 - CTRL bong
2 40 -m- VMETH
g - CTRL
11]
5-
0 ]
0 10

Slika 9. Utjecaj izlaganja muzjaka vVMETH-u na broj ¢ahura druge generacije. Cahure su
prebrojavane svaki dan kroz razdoblje od 10 dana. A) Kumulativni prikaz broja ¢ahura. B) Prikaz
broja ¢ahura za pojedinacne dane. Rezultati prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska.

NZ-nema statisticke znacajnosti.
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MusSice su pocele izlaziti iz Cahura dvanaestog dana pokusa.
Prebrojavane su svaki dan te su razdvajani muzjaci i zenke. Dobiveni
rezultati nisu pokazali utjecaj VMETH-a na muske potomke druge

generacije.

Usporedujuci sve tri skupine, nije uocena statisticki znacajna razlika
niti trend povecanog broja muskih potomaka vMETH skupine (Slika 10.A).
Najveéi broj potomaka nalazi se na Cetvrtom danu brojanja za sve tri
skupine (Slika 10.B).

A)
304
NZ
£ 2 e~ CTRL bong
E = VMETH
= — CTRL
S 10-
o
0
0
B)
10-
8=
[
i N - CTRL bong
E = VMETH
= 4 - CTRL
1
11]
2=
0 .
0 10

Slika 10. Utjecaj izlaganja muzjaka vMETH-u na broj muskih potomaka druge generacije.
Potomci su prebrojavani svaki dan kroz razdoblje od 10 dana. A) Kumulativni prikaz broja muskih
potomaka. B) Prikaz broja muskih potomaka za pojedinacne dane. Rezultati prikazani kao srednja
vrijednost + standardna pogreska. NZ-nema statisti¢cke znacajnosti.
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Za razliku od muskih potomaka, VMETH pokazuje efekt na drugu
generaciju zenskih potomaka. Ponovno je vidljiv trend povecanja broja
potomaka VMETH skupine u usporedbi s CTRL i CTRL no bong skupinama
(Slika 11.A). Najvedi broj zenskih potomaka, za sve skupine, je na ¢etvrtom
danu pokusa (Slika 11.B).

A)
30+ NZ
.% 20- o CTRL bong
2 -=- VvMETH
[ - CTRL
0o 104
0 1
0 10
B)
10~ NZ
8-
< ] o+ CTRL bong
= J :
2 ;,f. v -= VvMETH
o 44 ‘T -~ CTRL
m
2=
0
0

Slika 11. Utjecaj izlaganja muzjaka vMETH-u na broj zenskih potomaka druge generacije.
Potomci su prebrojavani svaki dan kroz razdoblje od 10 dana. A) Kumulativni prikaz broja zenskih
potomaka. B) Prikaz broja zenskih potomaka za pojedinacne dane. Rezultati prikazani kao srednja
vrijednost + standardna pogreska. NZ-nema statisticke znacajnosti.
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5. Rasprava

Cilj ovog pokusa bio je ispitati utjecaj vMETH-a na razvojni ciklus
vinske musice. Pretpostavljeno je da bi METH mogao ubrzati razvojni ciklus
te utjecati na broj potomaka. Dobiveni rezultati nisu prikazali ubrzanje
razvojnog ciklusa, ali je uocen trend povecanog broja ¢ahura i potomaka u
pokusnoj skupini vVMETH naspram kontrolnih skupina CTRL i CTRL no bong.
U prvog generaciji je vidljiv trend povec¢anog broja potomaka vMETH
skupine u oba spola potomaka, dok se u drugoj generaciji svojstvo
povecanog broja muskih potomaka gubi. Efekt povecanog broja zenskih
potomaka vMETH skupine u drugoj generaciji je i dalje prisutan. Zbog malog
broja uzoraka i ponavljanja nije bilo opravdano koristiti statisticke testove,
te ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u rezultatima. Stoga se govori o
vidljivom trendu povecanog broja ¢ahura i potomaka. Uocili smo mogudi
utjecaj METH-a prenio na drugu generaciju, ali samo po zenskoj liniji. Prema
tome jedna doza METH-a, dana muzjacima vinske musice prije parenja,

postize potencijalni multigeneracijski i transgeneracijski utjecaj.

Ovisnosti su nasljedni poremecaji gdje procjena nasljednosti moze
varirati ¢ak do 72%. Nekoliko razliCitih istrazivanja povezalo je ocevu
ovisnost s ovisnosti njihovih potomaka [22]. Medutim joS uvijek nije
potpuno jasno na koje sve to¢no nacine se mogu nasljedivati fenotipovi
povezani s konzumacijom droge poput METH-a. U ovom pokusu METH je
pokazao potencijalni multigeneracijski i transgeneracijski utjecaj. Prema
pregledanoj literaturi i rezultatima ovog pokusa, epigenetsko
transgeneracijsko nasljedivanje bi se moglo navesti kao jedan od mogucih
mehanizama nasljedivanja. Epigenetsko transgeneracijsko nasljedivanje
definirano je kao "nasljedivanje epigenetskih informacija izmedu generacija
posredovano zametnom linijom u odsutnosti izravnih utjecaja okoline koje
dovodi do fenotipske varijacije" [23]. Posljedice koje se mogu pojaviti u
buduéim generacijama su promjene u ponasanju, biokemijske ili fizioloske
disfunkcije [8].
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Istrazivanja  trangeneracijskih i  multigeneracijskih  utjecaja
psihostimulansa na Stakorima su takoder ukazala na moguénost
epigenetskog nasljedivanja. Proveden je pokus koji je pokazao da izlozenost
oCeva FO generacije kokainu ukazuju na promjene u ponasanju F1
potomaka. Rezultati su takoder ukazali na razlic¢ito nasljedivanje izmedu
muskih i Zenskih potomaka. Tako su F1 muski potomci pokazali smanjenu
preferenciju prema kokainu, dok Zenski F1 potomci nisu [8]. Nekoliko
fizioloSkih razlika moglo bi biti u pozadini razlicitih reakcija na kokain izmedu
muzjaka i zenki Stakora. Naime, muzjaci izluCuju testosteron tijekom kasne
gestacije i ranih neonatalnih razdoblja, Sto rezultira spolno dimorfnim
karakteristikama u reproduktivnoj endokrinologiji, mozdanoj jezgri i
osobinama ponasanja odraslih jedinki. Ciklus gonadnih hormona kod Zenki
Stakora takoder moze igrati ulogu u tome da estrogen pojacava ucinke

kokaina, dok progesteron ima suprotan ucinak.

Utjecaj kokaina na transkripciju gena i naknadni hormonalni utjecaji
vjerojatno doprinose fenotipovima razliCitog ponasanja muzjaka i Zenki
Stakora. Istrazivanja ukazuju na to da spermatozoidi nisu samo pasivni
nositelji oCevog genoma s malim epigenetskim utjecajem na potomstvo.
Spermatozoidni histoni visoko su acetilirani i ti se epigenetski tragovi
prenose u oocite gdje utjecu na pocetak zigotske ekspresije gena i reguliraju
ekspresiju gena tijekom rane embriogeneze. Stoga, kokainom izazvane
promjene u acetilaciji histona sperme predstavljaju vjerojatan mehanizam
za medugeneracijsko nasljedivanje promatranog fenotipa otpornosti na
kokain [24]. Ovakvi rezultati ukazuju da izlozenost oca psihostimulansima
rezultira epigenetskim modifikacijama na zametnoj liniji, Sto utjeCe na
gensku ekspresiju te se fenotip moze razliCito ocitovati u spolovima

potomaka.
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Prema glavnim rezultatima pokusa moze se primijetiti kako je efekt
METH-a vidljiv u oba spola F1 generacije, dok se u F2 generaciji olituje
samo na zenskim potomcima. Obzirom na epigenetske transgeneracijske
mehanizme nasljedivanja, mogli bismo postaviti hipotezu o utjecaju
epigenetskih modifikacija na oCeve autosomne i spolne kromosome. Takva
kombinacija epigenetskih modifikacija bi mogla objasniti izgubljen utjecaj
METH-a na muskim potomcima druge generacije, ako pretpostavimo da se
epigenetska modifikacija pojavila samo na oevom X kromosomu. Hipoteza
postavljena na taj nacin bi potencijalno mogla objasniti zasto je efekt METH-
a vidljiv na samo jednom spolu druge generacije. Za daljnje istrazivanje
ovog svojstva moglo bi se postaviti pitanje koliko je reverzibilna ili
ireverzibilna takva epigenetska modifikacija te do koje generacije moze
perzistirati. JoS jedno moguce objasnjenje razliCite ekspresije fenotipa
izmedu muskih i zenskih potomaka su funkcionalne i morfoloske razlike u
endokrinom sustavu Drosophile melanogaster [25]. U istrazivanjima
provedenim na sisavcima, pokazano je kako muski i zenski spolni hormoni
postizu razli¢it utjecaj na djelovanje psihostimulansa u roditelja te se prema

tome ispoljavaju razliciti fenotipovi kod potomaka [24].

Provedeni pokusi su pokazali preliminarne rezultate, ali zbog malog
broja ispitivanih uzoraka i ponavljanja nema statisticki znacajnih razlika,
iako smo uodili odredene trendove. Stoga je u buduénosti potrebno ponoviti
pokuse s naglaskom na odredene metodoloske modifikacije. Prvo, potrebno
je koristiti veci broj uzoraka u pokusu, te napraviti veéi broj ponavljanja
kako bi se u idu¢im pokusima mogla uociti statisticka znacajnost. Drugo,
problem koji je bio prisutan je velik broj ¢ahura i potomaka sto je moglo
rezultirati u nepreciznosti tijekom prebrojavanja. Uzorci su sadrzavali 5
muzjaka i 10 djevica koji su stavljeni na parenje tijekom 3 dana. Trece,
problem koji se javljao tijekom parenja je pomor djevica u vedini tubica te
kompletan pomor musSica u pojedinim tubicama. Zbog velikog broja
roditelja bilo je problemati¢no zamijetiti u kojem to¢no trenutku je doslo do

pomora i koji broj musica je bio zahvacden. Kako bi se olaksalo pracenje
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procesa parenja i razvojnog ciklusa, vrijeme parenja trebalo bi se skratiti
na 24 sata te staviti jedan par roditelja. Nakon izbacivanja roditelja bilo bi
potrebno prebrojati polozene embrije. Prema tome bi se moglo usporediti
broj embrija koji je bio polozen s ukupnim brojem odraslih jedinki, Sto bi

dalo podatak o postotku prezivljenja tijekom razvojnih faza.

Za daljnja istrazivanja bilo bi zanimljivo ispitati dolazi li do
epigenetskih modifikacija i gdje se one pojavljuju tijekom izlaganja muzjaka
METH-u. Takoder bi bilo potrebno istraziti utjeCe li METH na duljinu i
kvalitetu zivota iducih generacija, te napraviti pokus prezivljenja potomaka
Ciji je roditelj bio izlozen METH-u. Jos jedan pokus koji bi pomogao u boljem
razumijevanju transgeneracijskog nasljedivanja, je ispitati do koje
generacije se prenosi odredeno svojstvo i perzistira li ta osobina u

nasljedivanju ili je takva promjena na genomu reverzibilna.
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6. Zakljucak

Ideja o utjecaju roditeljske izlozenosti drogama na razvojni ciklus
potomaka nije nova. Izuzetan naglasak je stavljan na Stetne utjecaje
majcinske izlozenosti drogama, pogotovo tijekom razdoblja trudnoce.
Medutim, nekoliko studija je pokazalo kako oceva izlozenost drogama
rezultira u promjenama na razini epigenoma. Takve promjene posljedi¢no
ostvaruju prijenos stetnih fenotipova na potomke. Stoga je klju¢no produbiti
razumijevanje epigenetskih modifikacija na genomu, kako bi se identificirali
potencijalni mehanizmi multigeneracijskog i  transgeneracijskog

nasljedivanja.

Za potrebe ovog pokusa koristili smo muzjake Drosophile
melanogaster, kojima smo administrirali vVMETH pomodéu FlyBong metode.
Nakon izlaganja muzjaka psihostimulansu, stavili smo ih na parenje s
zenkama djevicama u kultivacijske tubice. Pratili smo utjecaj METH-a na
dvije generacije. Vrsili smo svakodnevna promatranja razvojnog ciklusa

vinske musice te smo biljezili i kvantificirali svaku promjenu.

Rezultati nisu pokazali statisti¢ki znacajnu razliku izmedu pokusne
skupine i kontrolnih skupina zbog malog broja uzoraka. Medutim uocen je
trend povedanog broja Cahura i potomaka F1 generacije vVMETH skupine. U
drugoj generaciji, trend povecanog broja ¢ahura i jedinki oCitovan je samo
u zenskih potomaka VMETH skupine. Prema tome, mozemo govoriti o
trendu koji ukazuje na mogudi utjecaj METH-a na razvojni ciklus Drosophile

melanogaster.

Ovi preliminarni rezultati ukazuju da ¢ak i ako se inducirajuéi podrazaj
ukloni, epigenetski transgeneracijski fenotip se i dalje moze prenijeti.
Zabiljezeno je nekoliko slucajeva transgeneracijskog nasljedivanja kod
izlozenosti drogama. Medutim, postoji manjak studija koje ispituju
transgeneracijsko nasljedivanje fenotipova nakon izloZzenosti drogama FO

oCeva. Stoga bi buduce studije trebale biti usmjerene na identifikaciju
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funkcionalnih epigenetskih modifikacija u somatskim i zametnim stanicama

FO, F1 i F2 generacije, koje nastaju nakon izlozenosti FO generacije.
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