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SAZETAK

Bihevioralna senzitizacija predstavlja neasocijativno ucenje u kojem ponovljena
administracija stimulansa rezultira progresivnim stepenastim povecanjem
odgovora. Bihevioralna senzitizacija kod Drosophile moze biti kratkotrajna, i trajati
krace od 30 minuta, ili dugotrajna, do dva dana. Pretpostavlja se da su u njihovoj
podlozi razli¢iti molekularni mehanizmi. Cilj rada je bio razvoj visokoprotocne
metode za razvoj dugotrajne bihevioralne senzitizacije na psihostimulanse kokain
i metamfetamin. Svi testovi provedeni su na muzjacima divljeg tipa (wt)
Drosophile melanogaster, na soju Canton S, i mutantima period (per) i timeless
(tim), od kojih je per prethodno povezan s razvojem bihevioralne senzitizacije na
kokain, dok tim nije.

Oralno administrirani metamfetamin kod musica je izazivao toleranciju, bez obzira
na doba dana administracije, koncentraciju ili duzinu trajanja administracije.
Nasuprot tome, administracija volatiliziranog kokaina ili metamfetamina dovela je
do brzog povecanja lokomotorne aktivnosti koja je bila dozno ovisna (75-1.25ul) i
ovisna o duzini trajanja (1-7 minuta). Za administraciju volatiliziranog
psihostimulansa razvili smo novu metodu gdje se regulacijom protoka zraka
volatilizirana supstanca dostavlja individualnim musicama u Drosophila Activity
Monitoring System-u. Naredni eksperimenti ¢e definirati uvjete za induciranje
bihevioralne senzitizacije na kokain i metamfetamin u ovom visokoprotocnom

sistemu.

Razvijen je i postupak za izazivanje kratkotrajne bihevioralne senzitizacije na
mehanicki stres. Musice su izlozene pocetnom jakom mehanickom stresu (startle,
ST), a potom seriji slabijih senzitiziraju¢ih podrazaja (SS1-3). Musice jace
reagiraju na SS podrazaje ukoliko su prethodno izlozene ST, Sto je u skladu s
prethodno publiciranim rezultatima. Per i tim musice na ST i SS reagiraju poput wt
Sto pokazuje po prvi puta da ti geni nisu ukljueni u regulaciju kratkotrajne
bihevioralne senzitizacije, i govore u prilog razlike u mehanizmima indukcije

kratkotrajne i dugotrajne bihevioralne senzitizacije.

Nasi rezultati su u skladu s dvoprocesnom teorijom (dual-process theory)
plasti¢nosti odgovora na ponovljenu stimulaciju, autora Groves i Thompson, 1970.,
koja govori da o jacini i trajanju podrazaja ovisi razvoj senzitizacije ili habituacije.

Oralna administracija (dugotrajan podrazaj slabog intenziteta) izazvala je



toleranciju, dok je mehanicki stres (kratkotrajan podrazaj jakog intenziteta)
inducirao razvoj bihevioralne senzitizacije. Karakteristika podrazaja dana putem
volatiliziranog kokaina zadovoljava uvjete za razvoj bihevioralne senzitizacije Sto

¢e se provoditi u narednim eksperimentima.

Kljucne rijeci: bihevioralna senzitizacija, kokain, metamfetamin, startle podrazaj,

Drosophila melanogaster



SUMMARY

Behavioral sensitization represents non-associative learning in which repeated
administration of stimulus results in a progressive increase in response. Behavioral
sensitization in Drosophila can be short-term (takes less than 30 minutes) or long-
term (lasts up to two days). It is assumed that they rely on different molecular
mechanisms. The aim of the study was the development of high-throughput
method to develop long-term behavioral sensitization to psychostimulants cocaine
and methamphetamine. All tests were performed on male wild type (wt)
Drosophila melanogaster, of strain Canton S, and mutants period (per) and
timeless (tim), of which is per previously associated with the development of

behavioral sensitization, while tim is not.

Oral administration of methamphetamine in flies induce tolerance, regardless of
the day time, concentration or duration of administration. As opposed to that, the
administration of volatilized cocaine or methamphetamine led to a rapid increase
in locomotor activity which was dose dependent (75-1.25ul) and time dependent
(1 to 7 minute length). For administration of volatilized psychostimulants we have
developed a new method where with regulation of airflow volatilized substance is
delivered to individual flies in DAMS (Drosophila Activity Monitoring System). The
next experiments will define requirements in this high-throughput system for

induction of behavioral sensitization to cocaine and methamphetamine.

Also, we developed a method for the induction of short-term bihevioral
sensitization to mechanical stress. Flies were exposed to an initial strong
mechanical stress (startle, ST), and then a series of weaker sensitizing stimulus
(SS1-3). Flies are more responsive to the SS stimulus if they were previously
treated with ST, which is in accordance with previously published results. On ST
and SS per and tim flies react like wt which shows for the first time that these
genes are not involved in the regulation of short-term bihevioral sensitization, and
indicate the differences in the mechanisms of induction of short and long-term

behavioral sensitization.

Our results are in line with dual-process theory of plasticity response to repeated
stimulation by Groves and Thompson 1970. which tells that development of
sensitizaion or habituation depends on the strength and duration of the stimulus.

Oral administration (long-terme stimulus od low intensity) caused tolerance, while



the mechanical stress (short-term stimulus of high intensity) induced development
of behavioraln sensitization. The characteristic of the stimulus given by volatilized
cocaine satisfies conditions for the development of behavioral sensitzation which

will be implemented in the next experiments.

Keywords: behavioral sensitization, cocaine, methamphetamine, startl/e stimulus,

Drosophila melanogaster
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1. UVOD

Ovisnost o drogama je poremecaj koji je okarakteriziran pretjeranom
konzumacijom droge do to¢ke kompulzivnog trazenja droge (1). Zivotinjski modeli
omogucavaju promatranje razlicitih komponenti procesa ovisnosti, u rasponu od
jednostavnog akutnog odgovora do kompleksnih ponasanja poput trazenja droge,
samoadministracije i recidiva. Selektivni uzgoj, farmakoloske manipulacije i
reverzni genetski pristupi na zivotinjskim modelima napravili su znacajan doprinos
razumijevanju mehanizama koji stoje iza preferencijalne konzumacije
psihostimulansa (2). Kako bi se istrazilo koje su neurokemijske promjene u
srediSnjem Zivéanom sustavu povezane s djelovanjem droge i ovisnosti provedeno
je niz studija na Stakorima, miSevima, babunima i majmunima (3). Takoder, i
Drosophila pokazuje elemente ovisnickog ponasanja, a psihoaktivne supstance
poput kokaina, nikotina i etanola imaju jaki bihevioralni efekt (4). Kod musica
etanol ima nagradujuci efekt, a ponovljena izlozenost kokainu moze izazvati
bihevioralnu senzitizaciju ovisno o jacini i intervalu izlozenosti. Osim toga, kokain
i metamfetamin djeluju aktiviraju¢e (povecavaju lokomociju) i pobudujuce

(smanjuju spavanje) (5,6).

Glavni cilj ovog rada je razvoj visokoprotocna metoda za izazivanje bihevioralne
senzitizacije na psihostimulanse metamfetamin i kokain. S obzirom na to da je u
dosadasnjim eksperimentima u nasem laboratoriju primijeceno kako i kontrolne
skupine reagiraju s povecanim bihevioralnim odgovorom, tema ovog rada je

definiranje vrste podrazaja koji izaziva senzitiziraju¢i odgovor kod Drosophile.

Drosophila melanogaster ili vinska musica je model organizam koji se uspjesno
koristi kako bi se razjasnili mehanizmi osnovnih bioloskih procesa poput
signalizacije, razvoja ziv€anog sustava, stani¢nog ciklusa, ponasanja i
molekularnih aspekata ljudskih bolesti (7). Zbog sli¢nosti s ljudima u temeljnim
stani¢énim neurobioloskim procesima ovaj model organizam koristi se za
razumijevanje neurobioloske baze slozenih ponasanja poput ucenja, cirkadijurnog
ponasanja i odgovora na supstance koje stvaraju ovisnost (4). Drosophila ima oko
70% konzerviranih gena sli¢nih ljudskima, brzo se razmnozava, jednostavna je za
uzgoj i kao takva predstavlja dobar temelj za razumijevanje sloZzenosti bioloskih

sustava u sisavaca (1,7).



1.1. Psihostimulansi kod Drosophile

Ovisnost o psihoaktivnim tvarima moze se okarakterizirati s tri glavna elementa:
trazenjem i uzimanjem droge, gubitkom kontrole pri uzimanju droge i pojavom
negativnih emocionalnih stanja prilikom ogranic¢enog pristupa drogi (8). Iako niti
jedan zZivotinjski model u potpunosti ne oponasa ljudsko stanje, moguce je izazvati
i mjeriti jednostavnija ponaSanja koja predstavljaju dio ovisnickog sklopa
ponasanja i onda ih koristiti za izu¢avanje molekularnih mehanizama ukljucenih u
stani¢ne procese i ponasanja. Drosophila se koristi za prouc¢avanje molekularnih
mehanizama povezanih s konzumacijom etanola, nikotina te psihostimulansa

poput kokaina i metamfetamina (2).
1.1.1. Etanol

NajviSe znanstvenih radova do sada je publicirano o psihoaktivnoj tvari etanolu
¢ije molekularne i neuronske mete nisu u potpunosti razjasnjene (4). Za razliku
od drugih droga, poput kokaina i nikotina koji imaju jasno definiranu molekularnu

metu, etanol utjeCe na razne molekule kao i na ionske kanale (1).

Bihevioralni odgovor uzrokovan etanolom konzerviran je izmedu musica i sisavaca
(2,4,9). Kod musica kao i kod sisavaca ponovljena izlozenost etanolu inducira
toleranciju, odnosno smanjenje osjetljivosti na etanol (1). Musice pri nizim dozama
etanola pokazuju lokomotornu stimulaciju, dok pri viSim pokazuju motornu

nekoordiniranost, gubitak refleksa upravljanja i sedaciju (2,4,9).

Pokazano je da musice radije konzumiraju hranu koja sadrzi etanol u odnosu na
obi¢énu hranu, povecavaju konzumaciju etanola tijekom vremena i troSe ga u
farmakoloski relevantnim koncentracijama (2). Preferiranje musica za
konzumaciju hrane koja sadrzi etanol u odnosu na obic¢nu hranu ima komponente
ovisnosti o konzumaciji alkohola kod ljudi. Osim odgovora na akutnu izlozenost
etanolu, zenke preferiraju lijegati jaja u podloge koje sadrze etanol, osim toga i
larve provode viSe vremena u agaru koji sadrzi etanol. Ova prioritetna ponasanja
vjerojatno odrazavaju evolucijsku povijest vinske musice. U prirodnom okruzenju
Drosophila Cesto susree znacCajne razine etanola proizvedenog fermentiranjem
biljnih materijala i evolucijski je razvijen mehanizam za ucinkovitu degradaciju
etanola kojega koriste kao izvor energije ili kao prekursor za biosintezu lipida (2).

Radi toga, definiranje dugorocnih promjena izazvanih psihostimulansima bilo bi



vrlo znacajno jer bi pokazalo da Drosophila moze razviti ovisni¢ku vrstu ponasanja

za droge koje nisu dio njezine evolucijske povijesti.
1.1.2. Nikotin

Istrazivanja vrsena sa psihostimulansom nikotinom pokazala su kako nikotin ima
utjecaj na ponasanje sisavaca na nacin da aktivira nikotinske acetilkolinske
receptore (1). Smatra se da je ovisnost o nikotinu posredovana izravnhom i
neizravnom aktivacijom dopaminergickih neurona, a farmakolosko snizavanje
kolicine dopamina reducira osjetljivost na nikotin (10). Lokomotorni ucinak
nikotina u musica ovisi o dopaminu, tako da musice izlozene volatiliziranom
nikotinu pokazuju lokomotornu hiperaktivnost koja je smanjena kod musica sa

smanjenom dopaminskom transmisijom (1).
1.1.3. Kokain i metamfetamin

Opojne droge imaju zajednicko svojstvo kod sisavaca: nakon administracije
prodiru u mozak i imaju psihoaktivne ovisnic¢ke ucinke, a stvaranje zadovoljstva i
gubitka kontrole moZe se pratiti utjecajem na medusobno povezana podrucja u
mozgu (11). Ti ucdinci nastaju prvenstveno djelovanjem na limbicki sustav,
odnosno skup povezanih regija koje reguliraju zadovoljstvo i motivaciju (11,12).
Poseban dio limbickog sustava, nukleus akumbens (NAc) je najvaznija meta
psihostimulansa (10,11). Osim na NAc, psihostimulansi djeluju i na memorijski dio
limbickog sustava koji se nalazi u regijama hipokampusa i amigdale. Ovi
memorijski centri pomazu prisje¢anju na uzrok uzitka, stvaraju se jake asocijacije
(u€enje uvjetovanjem) pa se kod sisavaca naknadne situacije i mjesta povezuju s

ugodom nakon Cega se javlja jaka zudnja za uzimanjem droge (11).

Kod sisavaca nakon administracije psihostimulansa (kokaina i metamfetamina) te
njihovog rapidnog ulaska u krvotok, dolazi do nakupljanja dopamina na mjestima
gdje u mozgu postoje dopaminski transporteri (11). Kokain i metamfetamin ne
utjeCu samo na promjene u ekstracelularnoj koncentraciji neurotransmitera
dopamina (DA), vec i na neurotransmitere serotonin (5HT) i noradrenalin (NA)
(10). Psihostimulansi blokiraju transportere za ove neurotransmitere, Cime se
sprjecava njihovo uklanjanje iz sinapticke pukotine, ili se potice njihovo otpustanje
iz presinaptickog neurona (6). Kokain povedava razinu dopamina blokiranjem
presinaptickog dopaminskog transportera (DAT), koji je odgovoran za reapsorpciju

dopamina natrag u stanicu koja ih je ispustila (12,13). Za razliku od kokaina,
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metamfetamin ima puno sloZenije djelovanje od c¢ega je najznacajnije povecanje
otpustanja monoamina dopamina, serotonina i noradrenalina iz sinaptickih

vezikula te iz presinaptickog neurona.

Bihevioralni efekti dva najvaznija psihostimulansa kokaina i metamfetamina su
aktivirajuéi, podrazujuéi i nagradujuéi, a mogu imati akutni i kroni¢ni efekt.
Aktivirajudi (akutni) efekt ukljucuje povecéanje lokomotorne aktivnosti i stereotipna
ponasanja, dok se podrazujuéi efekt manifestira ukupnim smanjenjem sna
(5,6,11). Nagradni (kronic¢ni) efekt inducira osje¢aj ugode i energi¢no ponasanje
uslijed administracije droge te se upravo on povezuje se s razvojem ovisnosti (13).
Naime, koli¢ina dopamina vezanog na receptore u NAc nakon djelovanja kokaina
moze premasiti iznose povezane s primarnim nagradama. Sisavcima su hrana i
seks primarne nagrade, a nagradujuci put baziran na dopaminskoj transmisiji je
evolucijski konzerviran. Svi psihostimulansi poveéavaju aktivnost nagradnog puta,
stoga neke laboratorijske zivotinje, ako im se da izbor, zanemaruju hranu i uzimaju
kokain dok se ne izgladne (11,13).

Geni ukljuceni u djelovanje psihostimulansa su konzervirani sto ukazuje na
oCuvanje mehanizama dopaminskog nagradujuéeg puta u razli¢itim vrstama (14).
Opisana inhibicija dopaminskog transportera kokainom inducira lokomotornu
hiperaktivnost kod sisavaca, no slicno je i kod musica jer imaju dopaminske
transportere te kokain takoder povecava i njihovu aktivnost (1). Kod musica je
klju¢ni regulator pobudenosti (eng. arousal) dopamin, a psihostimulansi uneseni
hranom kod njih povecavaju koncentraciju dopamina u sinapsi. U¢inak povecanja
je vidljiv na opéem porastu pobudenosti koji se manifestira kao smanjenje
prosjecnog vremena spavanja i povecanje prosjecne aktivnosti kada su musice
budne (6). Osim toga, kao i kod sisavaca, ponovljene administracije volatiliziranog
kokaina kod musica dovode do bihevioralne senzitizacije, fenomena povecanog
odgovora na drogu koji nastaje pri sekundarnoj izlozenosti nekoliko sati nakon
prve (4,15).

Administracija volatiliziranog kokaina u musica inducira motoricko ponasanje koje
je slicno onima primijecenima kod sisavaca (5). Niske doze kokaina (50-75mg)
izazivaju Ciséenje, engl. grooming, i hiperaktivnost, umjerene doze (100-150mg)
dovode do hipokinezije, tremora i stereotipne lokomocije obi¢no manifestirane kao
kruzenje, dok visoke doze (200-400 mg) izazivaju akineziju, kompletan gubitak

kretanja (4,10). S druge strane, kod musica je proveden mali broj studija koje su
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okarakterizirale u¢inke amfetamina, a najvedi fokus je stavljen na metamfetamin.
MusSicama oralno administrirani metamfetamin uzrokuje poveéanje lokomotorne
aktivnosti, ometa san, utjeCe na udvaranje muzjaka. Administracija
metamfetamina takoder je povezana i s promjenama u vizualnom pobudivanju
neuronske aktivnosti sto ukazuje da moze utjecati na vizualnu percepciju (6).
Utjecaj oralno administriranog metamfetamina na vizualnu percepciju vrlo je brz i
vidljiv je veé¢ nakon 12 minuta Sto potvrduje oralnu administraciju kao brz i

efikasan nacin administracije psihostimulansa.

Vrlo je vazno razumijevanje ovisnosti kao kompleksnog ponasanja, u ¢ijoj je osnovi
promjena funkcioniranja mozga. Kokain izaziva mnoge vrste dugoroc¢nih promjena
u funkcioniranju mozdanih stanica, no joS uvijek nije razjasnjeno kako
psihostimulansi uzrokuju dugoro¢ne promjene poput bihevioralne senzitizacije ili

tolerancije koje su temelj ovisnosti, te jesu li oni povezani s rizikom od recidiva

(5).

1.2. Bihevioralna senzitizacija i tolerancija

Tijekom vremena efekt psihostimulansa kokaina i metamfetamina se moze
pojacavati (senzitizacija) ili smanjivati (tolerancija) ukoliko se daju u ponovljenim
dozama (16). Bihevioralna senzitizacija predstavlja neasocijativno ucenje u kojem
ponovljena administracija iste koncentracije psihostimulansa rezultira u
stepenastom povecanju odgovora, dok se tolerancija ocituje kao smanjeni
fizioloski i bihevioralni odgovor na istu dozu psihostimulansa (5,17,18). Oba
ponasanja se mogu izazvati istim drogama, a o tome koji oblik ponasanja ¢e se

inducirati ovisi o koncentraciji droge te rezimu i nac¢inu administracije.

Senzitizacija i tolerancija mogu biti kratkorocne ili dugorocne (18). Kratkorocna
senzitizacija izu€avana je kao jednostavan oblik u¢enja, a tolerancija se tada zove
habituacija. Izu¢avana je na elektrofizioloSkom nivou mjerenjem promjena u
aktivnosti jednostavnih neuralnih mreza i korelacijom s promjenom u ponasanju u
organizama kao Sto je morski puz Aplysia (19). Dugoro¢na senzitizacija moze
trajati danima i mjesecima, a kod musica ona moze biti izazvana volatiliziranim

kokainom, dok toleranciju izaziva etanol (17,20).



Na jacinu bihevioralne senzitizacije utjeCu brojni cimbenici poput broja
administracija psihostimulansa, intervala izmedu administracija, jacCine doza,
spola, dobi i genetike. Razvoj bihevioralne senzitizacije moze se podijeliti u dvije
faze, inicijaciju i ekspresiju. Inicijacija je neposredan neuronski dogadaj koji
izaziva bihevioralnu senzitizaciju (promjene inicirane akutnoj izlozenosti), a
ekspresija je dugoroCna posljedica inicijalnih dogadaja. Osim samih
psihostimulansa i okolina moZe utjecati na inicijaciju i ekspresiju. Zivotinje
uzastopno izloZzene psihostimulansima pokazuju robusniju senzitizaciju pri
ponovnom izlaganju drogi u istom okoliSu, u usporedbi sa Zivotinjama testiranim

u okruzenju koje se razlikuje od onog koriStenog tijekom inicijacijske faze (18).

Bihevioralna senzitizacija se naj¢eS¢e mjeri pracenjem motoricke aktivnosti (18).
Musice mogu pokazati senzitizaciju nakon visestrukih administracija volatiliziranog
kokaina iste koncentracije pod uvjetom da su doze odvojene u intervalu od 6 do
24 sata (10,20). Kod divljeg tipa musSica motori¢ki odgovor nakon izlozenosti
drugoj dozi iste koncentracije znatno je jaci nego nakon prve (20,21). Takoder je
pokazano da su u razvoj bihevioralne senzitizacije na kokain kod Drosophile
uklju€eni i geni cirkadijurnog sata period, Clock, cycle i doubletime, a iako je s
njima u interakciji za regulaciju cirkadijalnog ponasanja ukljucen i cirkadijurni gen

timeless, on nije ukljucen u proces senzitizacije (5,15,20).

Iako je tolerancija najeSce povezana s djelovanjem etanola, kod sisavaca ju mogu
izazvati i psihostimulansi uslijed ¢ega dolazi do promjena u srediSnjem zivéanom
sustavu (CNS) sto ima slicnosti s mehanizmima ucenja i pamcenja (17). Poznato
je da etanol kod Drosophile dovodi do razvoja tolerancije, a do sada su zabiljezene
dvije vrste tolerancije, brza i kroni¢na (1). Brza tolerancija je izazvana kratkim
izlaganjem sedacijskoj koncentraciji etanola, a kroni¢na je inducirana produljenom
izlozenosti niskim koncentracijama. Brza i kroni¢na tolerancija su posredovane
razli¢itim mehanizmima, a samo je dugorocna tolerancija ovisna o sintezi proteina.
Za sada nije poznato mogu li psihostimulansi u Drosophile osim senzitizacije

izazvati i toleranciju.
1.3. Dosadasnji eseji i nacini administracije psihostimulansa

Bihevioralni esej koji je namijenjen izucavanju razvitka ovisnosti je oblik
samostalne konzumacije stimulansa u kojem Zzivotinje imaju dva izbora, od kojih

jedan sadrzi stimulans, najces¢e etanol (2). Postoji nekoliko razli¢itih nacina na



koji se musicama moze administrirati droga (22). Psihostimulansi poput etanola i
kokaina mogu biti davani u obliku pare (volatilizirani), ali se mogu davati i
pomijeSani s hranom ili saharozom (21). Takoder, psihostimulansi se mogu
aplicirati direktno na izloZeni ventralni ganglij (ekvivalentno kraljezni¢koj mozdini)

ili moze biti injektirana u abdomen gdje brzo difundira kroz organizam (3,22).

Kako bi se odredilo utjecCe li prisutnost droge na unos hrane postoji i nekoliko
jednostavnih testova hranjenja (23). Jedna od metoda je da se musice izgladne
16 do 18 sati, a zatim ih se stavi nekoliko minuta na hranu koja sadrzi drogu.
Musice u ovakvom eseju uglavnom konzumiraju velike koli¢ine droge (22). Opisani
esej omogudéuje promatranje i mjerenje akutnog efekta psihostimulansa, ali
postoje znacajne varijabilnosti u unesenoj dozi izmedu musica zbog razlicitih
veliC¢ina njihovih tijela i koli¢ine konzumirane droge. Druga metoda ukljucuje
drzanje musica na hrani tijekom duzeg vremenskog perioda, ucestalo 12 sati il
viSe, jer se na taj nacin osigurava da ce sve jedinke u prosjeku konzumirati
priblizno podjednaku koli¢inu hrane. Ovakav postupak je visoko propustan jer

omogucava istovremenu administraciju droge za veliku populaciju musica (22).

Bihevioralni efekti psihostimulansa kod musSica mogu se mjeriti ovisno o nacinu
administracije droge. U dosadasnjim istrazivanjima na musicama, bihevioralni
efekti izazivani su isklju¢ivo administracijom kokaina putem aerosola (volatilizirani
kokain), dok su efekti metamfetamina izazivani i mjereni administracijom oralnim

putem u kombinaciji s obicnom hranom (6,20,21).

Efekti metamfetamina na musice, izazvani oralnom administracijom, i njegov
utjecaj lokomotornu aktivnost pojedine musice moguce je pratiti pomocu DAMS-
a, Drosophila Activity Monitoring System-a (6,24). U DAMS monitoru istovremeno
se nalaze 32 musice smjestene u individualnim staklenim cjev¢icama s hranom.
Prolazak musice sredinom cjevcice se detektira i zbraja pomocu infracrvenog
snopa koji presijeca cjevcicu, a akumulirani ukupni zbroj prikuplja se na racunalo
u periodu od svakih 1 ili 5 minuta, ovisno o eksperimentu, tijekom cijelog dana.
Istovremeno je moguce prikupljati podatke iz velikog broja monitora. U ovom radu
smo pokusali razviti novu visokoprotocnu metodu za izazivanje bihevioralne
senzitizacije baziranu na oralnoj administraciji psihostimulansa, te mjerenjem

lokomotorne aktivnosti u DAMS monitorima.



Prethodno publicirana metoda za izazivanje bihevioralne senzitizacije na
ponovljene administracije kokainom ukljucuje izlaganje musSica aerosolu kokaina
(volatilizirani kokain), nakon ¢ega se musice prebacuju u komoru koja omogucuje
snimanje video =zapisa. Kvantifikacija ponasanja provodi se bodovanjem
najizrazajnijeg ponasanja svake musice, a postupak je vremenski zahtjevan i nije
potpuno objektivan (21). Kako bi objektivno kvantificirali ponasanje u ovom
istrazivanju smo razvili novi postupak za izazivanje bihevioralne senzitizacije gdje
smo administraciju volatiliziranih psihostimulansa povezali s mjerenjem

lokomotorne aktivnosti u DAMS-u.

Inicijalni eksperimenti oralnim administracijama psihostimulansa bazirani su na
ponovljenim administracijama droge, dok je kontrolna skupina u isto vrijeme
dobivala obic¢nu hranu. Primije¢eno je kako kontrolne skupine pokazuju nestabilnu
bazi¢nu aktivnost, ucestalo povecéajuéi lokomotornu aktivnost nakon mehanicke
manipulacije promjene hrane. Stoga smo proveli seriju eksperimenata kako bismo
provijerili izaziva li i mehanicki stimulans konzistentnu promjenu u aktivnosti sli¢nu

bihevioralnoj senzitizaciji.

Jedan od publiciranih nacina za mjerenje bihevioralne senzitizacije baziran je na
mjerenju pobudenog stanja (engl. arousal) musSica uzrokovano ponavljajuéim
mehanickim Sok (engl. Startle) stimulansom. Pomoéu ove metode mogude je
pratiti poloZaj, brzinu, akceleraciju i putanju musica u odgovoru na stimulans. Sok
stimulans ili startle, davan je musSicama u obliku Sest kratkih mlazova zraka
(200msec svakih 5 sekundi, 35 psi) Sto uzrokuju produzenu hiperaktivnost musica
u trajanju od 7 do 10 minuta (10,25). MusSice su potom pustane su da se oporave
10 minuta, nakon Cega im je dan jos jedan mlaz zraka. Odgovor musica koje su
prethodno bile izlozene start/lu bio je znatno intenzivniji u odnosu na kontrolnu
skupinu koja ga nije primila. MusSice koje su pustene da se oporave 30 minuta ne
pokazuju statisticki znacajnu razliku u naknadnom odgovoru na jedan mlaz, sto
ukazuje na to da je ovaj oblik senzitizacije kratkotrajan, za razliku od senzitizacije
na psihostimulanse (25).

Dio naseg istrazivanja kojim smo Zeljeli ispitati utjecaj mehanickog stresa na
ponasanje je serija eksperimenata u kojima smo mijerili utjecaj jake i umjerene
mehanicke stimulacije na razvoj kratkotrajne bihevioralne senzitizacije pracene

pomocu DAMS-a.



2. CILJ RADA

Cilj ovog istrazivanja je razvoj visokoproto¢ne metode za izazivanje bihevioralne
senzitizacije na psihostimulanse metamfetamin i kokain kod Drosophile
melanogaster. Senzitizacija je jedan oblik neuroplasti¢nih promjena induciranih
psihostimulansima i relevantno je za razumijevanje ovisnosti kod ljudi. Bihevioralni
efekti mogu se mijeriti ovisno o nacinu administracije psihostimulansa.
Bihevioralna senzitizacija u vidu povecane lokomotorne aktivnosti musica praéena
je pomocu DAMS-a (Drosophila Activity Monitoring System), a izazivana je na dva
nacina, viSestrukom oralnom administracijom metamfetamina ili mehanickim Sok
stimulansom. U ovom radu predstavljeni su samo eksperimenti akutne izlozenosti
koji ¢e posluziti za definiranje uvjeta viSestruke administracije. Znacajno
dostignuce ovih eksperimenata je da je po prvi puta administracija volatiliziranog
kokaina povezana s metodom koja omogudéuje kvantificiranje promjena u

lokomociji nakon administracije droge.

Kako je primije¢en utjecaj mehanickog stresa na lokomociju, ispitivano je izaziva
li mehanicki stres kratkotrajnu bihevioralnu senzitizaciju. Definirano je optimalno

trajanje, vrsta podrazaja, jacina i razmak izmedu podrazaja.

Svi testovi su provedeni na muzjacima divljeg tipa (wt) Drosophile melanogaster,
na soju Canton S, ali i cirkadijalnim mutantima period (per) i timeless (tim).
Mutanti se u prethodnim istrazivanjima razlikuju u svom odgovoru na
administraciju volatiliziranog kokaina stoga su koriSteni za validaciju metode te

kako bi se ispitala njihova uloga u kratkotrajnoj bihevioralnoj senzitizaciji.



3. MATERIJALI I METODE
3.1. Soj Drosophile i uzgoj

Svi testovi su provedeni na divljem tipu (wt) Drosophila melanogaster, na soju
Canton S (CS), i na mutantima period (per®!) i timeless (tim°!). MusSice su uzgajane
na kuhanoj hrani koja sadrzi agar, kukuruzno brasno, Secer, suhi kvasac i
nipaginsku i propionsku kiselinu kako bi se sprijecio rast plijesni i gljivica. Svi sojevi
musica uzgajani su u inkubatoru u plasticnim bocama na 35 mL hrane na
temperaturi 24°C i vlaznosti 60-70% sa stalnim 12-osatnim izmjenama svjetla i
mraka. U svim eksperimentima koriStene su musice stare od tri do pet dana. Svi

testovi provedeni su na muzjacima.
3.2. Mjerenje lokomotorne aktivnosti

Podaci o lokomotornoj aktivnosti pojedine musice prikupljani su pomoéu DAMS-a,
Drosophila Activity Monitoring System-a. U DAMS monitoru nalaze 32 musice
smjestene u individualnim staklenim cjevCicama s hranom. Prolazak musice
sredinom cjevcice se detektira i zbraja pomocu infracrvenog snopa koji presijeca
cjevCicu, a akumulirani ukupni zbroj prikuplja se na racunalo u periodu od svakih

1 ili 5 minuta, ovisno o eksperimentu, tijekom cijelog dana.
3.3. Eksperimenti oralne administracije psihostimulansa

MusSice su kroz viSse dana u razli¢itim vremenskim intervalima primale
metamfetamin putem hrane. U eksperimentima su koristene razlicite koncentracije
droge (0,5 mg/mL, 0,75 mg/mL, 1,0 mg/mL, 1,25 mg/mL). Droga je
administrirana putem hrane tijekom viSe dana, a ovisno o eksperimentu
administracija je vrSena u razli¢ito doba dana (od 20.00h navecer do 8.00h ujutro,
od 12.00h do 16.00h iliod 11.00h do 17.00h). U trenutku kada je eksperimentalna

skupina primala drogu, kontrolna skupina je dobivala svjezu obi¢nu hranu.
3.4. Startle (mehanicki stres) eksperimenti

Testovi su provedeni na divljem tipu (wt) Drosophila melanogaster, na soju Canton
S (CS) i na mutantima period (per®!) i timeless (tim°!). Eksperimenti su radeni na
dva nacina, ru¢no i mehanicki pomocéu Thermomixera. MusSice u monitorima
primale su dvije vrste podrazaja, startle podrazaj (u nastavku ST) i stimulirajuci

podrazaj (u nastavku SS). U eksperimentima su davana ukupno Cetiri podrazaja.
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Sve skupine primale su obi¢nu hranu. U prvoj verziji pokusa, eksperimentalni
monitor primao je ST podrazaj tako da je monitor bio pet puta za redom podignut
3 centimetra od podloge i pusten da padne na stol, zatim su uslijedila tri SS
podrazaja na nacin da je monitor jednom podignut oko 3 centimetra od podloge i
pusten da padne na stol. U drugoj verziji pokusa za izvedbu startle eksperimenata
Drosophila monitori za aktivnost spojeni na DAMS sistem bili u kartonskoj kutiji na
Eppendorf Thermomixeru-C. Eksperimentalni monitor primao je ST koji je trajao
10 sekundi i tri SS podrazaja u trajanju od 3 sekunde koji je ponavljan tri puta za
redom. Razmak izmedu ST i svakog od SS bio je u razliitim intervalima od 5, 10,
15 ili 20 minuta. Kontrolni monitor primao je samo tri SS podrazaja. Podrazaj je
standardno davan na 350 o/min osim u eksperimentima manipulacije jacine
podrazaja (300, 350, 400 i 450 o/min). VrSena je i manipulacija trajanja ST
podrazaja (10, 7, 5i 3 sekunde) na 350 o/min. Promjene u lokomotornoj aktivnosti

pojedinih musica praéene su svaku minutu pomocu DAMS sistema.

Shema 1. Vrijeme primanja ST i SS podrazaja kontrolne i eksperimentalne grupe

Eksperimentalna
grupa

ST SS+ SS» SS-
3

13.

Pl

grupa

13.40 13.50 14.00

3.5. Eksperimenti volatiliziranog kokaina i metamfetamina

Testovi su provedeni na divljem tipu (wt) Drosophila melanogaster, na soju Canton
S (CS). U eksperimentima je koristena platforma za administraciju droge i pradenje
aktivnosti koja ima tri glavna dijela: komoru za zagrijavanje droge, Drosophila
monitor za aktivhost spojen na DAMS sistem i sustav za dostavljanje kokaina.
Komora se sastoji od trogrle tikvice i grijace kape za volatilizaciju psihostimulansa
kokaina ili metamfetamina. Optimizirana je temperatura grijace kape na 100°C
(viSe temperature dovode do izgaranja) i vrijeme za volatilizaciju na 8 minuta.
Sredisnje grlo tikvice koristeno je za dostavu psihostimulansa. U testovima su

koristeni kokain i metamfetamin otopljeni u 96% etanolu u koncentraciji od 10
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mg/mL, a za jednu administraciju koristeno je 75 pl ili 150 pl kokain-etanol ili
metamfetamin-etanol otopine. Otopine su dodavane u volatiliziraju¢u komoru 4 do
6 sati prije administracije kako bi eliminirali efekt etanola u eksperimentu. Bo¢na
grla tikvice povezana su staklom i gumenim cijevima na Drosophila monitor za
aktivnost na jednu, a zrac¢na pumpa kao sustav za dostavu psihostimulansa na
drugu stranu. Nakon perioda zagrijavanja od 8 minuta i isparavanja kokaina,
zraCna pumpa se ukljucivala na 1, 3, 5ili 7 minuta s protokom zraka od 150 L/h
kako bi psihostimulans bio dostavljen do cjevéice s musicom. Administracija droge
vrSena je u 10.00 sati ujutro. Promjene u lokomotornoj aktivnosti pojedinih musica

pracene su svaku minutu pomoc¢u DAMS sistema.

Shema 2. Podaci koristeni za analizu lokomotorne aktivnosti tijekom administracije droge

1, 3, 5ili 7 minuta
administracije
30 minuta prije administracije droge T 30 minuta nakon administracije droge

v

8 minuta volatelizacije droge

Shema 3. Shema eseja za volatilizaciju psihostimulansa

Zratna
pumpa

W, b
W, b
‘\\ '

\

/ stezaljka

J

Volatilizirajuca komora

Pracenje aktivnosti

Platforma za administraciju droge

3.6. Staticka obrada podataka

Podaci su analizirani u programu Statistica 12. KoriStena je dvostruka ANOVA s
ponovljenim mjerenjima i trostruka ANOVA s ponovljenim mjerenjima na druga
dva faktora. Za analizu razlika unutar faktora koriSten je Bonferronijev Post hoc

test. P vrijednosti manje od 0,05 uzete su kao statisticki znacajne.
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4. REZULTATI
4.1. Utjecaj oralne administracije METH-a na lokomotornu aktivnhost
4.1.1. Dnevna administracija 0,5 mg/mL METH-a

Kako bismo izazvali bihevioralnu senzitizaciju muzjake Drosophile smo visekratno
izlozili oralnoj administraciji psihostimulansa METH-a i pratili njegov utjecaj na
lokomotornu aktivnost. Zeljeni ishod bilo bi poveéanje lokomotorne aktivnosti
eksperimentalne skupine prilikom svake naredne administracije za razliku od

kontrolne skupine koja je primala samo obi¢nu hranu.

U prvom pokusu koristili smo dva monitora muzjaka divljeg tipa (wt) Drosophile,
soj Canton S (CS). Kontrolna skupina primala je obi¢énu hranu, dok je
eksperimentalna skupina bila izlozena METH-u koncentracije 0,5 mg/mL

pomijesanog s hranom tijekom tri dana u razdoblju od 11 do 17 sati.

Kako bi ispitali utjecaj skupine i administracije na lokomotornu aktivnost koriStena
je dvostruka 2 (skupina: kontrolna i eksperimentalna) x 4 (administracija:
baseline, 1adm, 2adm, 3adm) ANOVA s ponovljenim mjerenjima (Slika 1). ANOVA
je pokazala postojanje znacajnog efekta skupine na lokomotornu aktivnost, F (1,
11)=6.23, p=0.030, pri ¢emu je eksperimentalna skupina (M=49.37, SE=4.65)
imala znacajno vece kretanje u odnosu na kontrolnu skupinu (M=45.54, SE=5.30).
ANOVA je takoder pokazala znacajan efekt administracije METH-a na lokomotornu
aktivhost, F (3, 33)=12.10, p<0.001. Bonferronijev Post hoc test pokazao je
statisticki znacajno nizu lokomotornu aktivnost u pocetnoj razini, eng. baseline,
skraceno bsl (M=38.16, SE=6.98) u odnosu na prvu administraciju, ladm
(M=56.36, SE=4.06, p<0.001) kao i na drugu administraciju, 2adm (M=49.47,
SE=4.74, p=0.051). Izmedu baseline-a i trece administracije nema razlike
(M=45.82, SE=4.87, p=0.110). Takoder se pokazala znacajna razlika izmedu prve
i trece administracije, p=0.010. Izmedu prve i druge administracije nije bilo razlike
(p=0.193), kao niti izmedu druge i treée administracije (p=1.000). ANOVA nije
pokazala znacajnu interakciju izmedu skupine i administracije droge, F (3,
33)=0.04, p<0.990.

Mjerenja pokazuju da u pokusu ima razlike izmedu skupina, odnosno dodatak
psihostimulansa u hrani doveo je do poveéane aktivnosti musica koje su primale
drogu u odnosu na kontrolu. Takoder uocena je razlika u aktivnosti izmedu

baseline-a, prve i druge administracije u obje skupine. S obzirom da su musice
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aktivnije tijekom dana ovi rezultati upuéuju na mogucnost da je promjena svjeze
hrane u kontrolnoj skupini (CTRL) bila stimulans koji je doveo do povecéanog
odgovora. Iako je uocena statisticki znacajna razlika izmedu baseline-a i prve i
druge administracije droge u eksperimentalnoj skupini, radi slicnog odgovora kod

kontrolne skupine nije mogucde tvrditi da je on bio posljedica METH-a.

SKUPINAADMIMIST,; LS Means
Cumrent effect: F(3, 33)= 03733, p= 58995
75

7o

65

]

55

50

43
40

M, lokomotoma aktivnost

33

30 -

25

- &+ CTRL
= Meth 0.5 mg/mL

20

bsl 1adm Zadm Jadm
ADMINISTRACHA

Slika 1. Oralna administracija METH-a tijekom dana ne dovodi do senzitizirajuéeg

odgovora

Prikaz srednje vrijednosti ukupne dnevne aktivnosti muzjaka koji su primali obi¢nu hranu
(CTRL, n=32) ili hranu pomijeSanu s METH-om koncentracije 0,5 mg/mL (Meth 0,5 mg/mL,
n=32) tijekom tri dana u razdoblju od 11 do 17 sati. Prosje¢na lokomotorna aktivnost
grupe musica prije administracije (bsl), usporedena je s lokomotornom aktivnos¢u za
vrijeme prve (1adm), druge (2adm) i tre¢e (3adm) administracije. Razlike su izraCunate
pomocu Bonferronijevog Post hoc testa i pokazano je da postoji statistiCki znacajna razlika
izmedu baseline-a i prve i druge administracije u kontrolnoj i eksperimentalnoj grupi

(p<0.01), kao i izmedu prve i tre¢e administracije u obje grupe (p<0.05).

4.1.2. No¢na administracija 1,25 mg/mL METH-a

Kako administracija METH-a danju nije dovela do zeljenog povecanja aktivnosti
nakon uzastopnih administracija, pokusali smo administrirati METH tijekom nodi.

Ovom eksperimentu prethodio pokus gdje su musice tijekom tri dana bile izlozene
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0,5 mg/mL u razdoblju od 20 sati naveCer do 8 sati ujutro. Rezultati tog
eksperimenta nisu prikazani u ovom diplomskom radu jer se nisu pokazale
statisticki znacajne razlike u lokomotornoj aktivnosti, sto upucuje na premalu
koncentraciju METH-a. Stoga smo ponovili eksperiment s povecanom

koncentracijom METH-a na 1,25 mg/mL.

Kako bi ispitali utjecaj skupine i administracije na lokomotornu aktivnost koristena
je dvostruka 2 (skupina: kontrolna i eksperimentalna) x 5 (administracija:
baseline, 1adm, 2adm, 3adm, 4adm) ANOVA s ponovljenim mjerenjima (Slika 2).
ANOVA je pokazala postojanje znacajnog efekta skupine na lokomotornu
aktivnhost, F (1, 11)=53.454, p<0.001, pri ¢emu je eksperimentalna skupina
(M=49.07, SE=4.91) imala znacajno vece kretanje u odnosu na kontrolnu skupinu
(M=24.81, SE=7.44).

ANOVA je takoder pokazala znacajan efekt administracije METH-a na lokomotornu
aktivhost, F (4, 44)=34.40, p<0.001. Bonferronijev Post hoc test pokazao je
statisticki znacajno nizu lokomotornu aktivnost baseline-a (M=27.54, SE=8.51) u
odnosu na prvu (M=57.58, SE=6.09, p<0.001), drugu (M=42.91, SE=6.02,
p=0.002) i treéu (M=40.37, SE=5.56, p=0.015), dok je u odnosu na Cetvrtu
administraciju ona bila visa (M=16.31, SE=6.08, p=0.049). Prva administracija je
bila znacajno visa u odnosu na drugu (p=0.004), treéu (p<0.001) i cCetvrtu
(p<0.001). Izmedu druge i trece administracije nije bilo znacajne razlike
(p=1,000), no interesantno je kako je Cetvrta administracija pokazala najnizu
lokomotornu aktivnost u odnosu na sve prethodne administracije, ukljucujudi i

baseline.

ANOVA je pokazala postojanje znacajne interakcije izmedu skupina i administracije
droge, F (4, 44)=37.02, p<0.001. Bonferronijev Post hoc test pokazao je da nema
statisticki znacajne razlike u lokomotornoj aktivnosti izmedu kontrolne i
eksperimentalne skupine u baseline mjerenju (p=1.000) kao niti u cetvrtoj
administraciji METH-a (p=1.000). S druge strane pokazala se statisticki znacajna
razlika izmedu skupina u prvoj, drugoj i trecoj administraciji, pri c¢emu
eksperimentalna grupa pokazuje znacajno visu lokomotornu aktivnost u odnosu
na kontrolnu (p<0.001). Zbog jednostavnosti prikaza aritmeticke sredine i
standardne devijacije prikazane su u tablici.
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Mjerenja pokazuju da postoji razlika izmedu skupina, odnosno oralna
administracija METH-a tijekom nodéi dovodi do povecane noéne aktivnosti musica
koje su primale drogu u odnosu na kontrolnu skupinu, osim u cetvrtoj
administraciji. Potvrdeno je da akutna, prva doza metamfetamina dovodi do
povecanja lokomotorne aktivnosti. S obzirom na to da je uoeno smanjenje
lokomotorne aktivnosti tijekom viSestrukih administracija Metha 1.25 mg/mL
tijekom noci, ovi rezultati ukazuju da oralna administracija METH-a dovodi do

pojave tolerancije kod musica.

Tablica 1. Deskriptivha statistika lokomotorne aktivnosti kontrolne (CTRL) i

eksperimentalne skupine (Meth 1.25 mg/mL)

CTRL Meth 1,25 mg/mL
bsl ladm | 2adm | 3adm | 4adm | bsl l1adm | 2adm | 3adm | 4adm
M 26,25 | 3507 | 23,41| 2395| 1539 | 28,83 | 80,09 | 62,41 | 56,78 | 17,23
SE 8,67 8,18 7,91 7,72 6,92 8,55 4,80 4,90 4,10 5,34

SKUPINA*ADMINIST, LS Means
Current effect: Fi4, 44)=37,020, p=,00000
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Slika 2. Oralna administracija METH-a tijekom no¢i dovodi do tolerancije

Prikaz znacajne interakcije skupine i administracije na lokomotornu aktivhost muzjaka koji
su primali obi¢nu hranu (CTRL, n=32) ili hranu pomijesanu s METH-om koncentracije 1,25
mg/mL (Meth 1,25 mg/mL, n=32) tijekom Cetiri dana u razdoblju od 20 sati navecer do 8

sati ujutro. ProsjeCna lokomotorna aktivnost grupe musica prije administracije (bsl),
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usporedena je s lokomotornom aktivnoséu za vrijeme prve (1adm), druge (2adm), trece
(3adm) i Cetvrte (4adm) administracije. Razlike su izracunate pomocu Bonferronijevog Post

hoc testa.

4.1.3. Utjecaj koncentracije METH-a i administracije kod CS i tim
musica

Sljedeéim eksperimentom zeljeli smo ustanoviti dovode li viSe koncentracije METH-
a do povedane lokomotorne aktivnosti uslijed uzastopnih administracija.
Eksperiment je proveden na muzjacima Drosophile, na soju Canton S (CS), i na
musicama s mutacijama u cirkadijalnim genima period (per’ - rezultati nisu
prikazani radi nekonzistentnih vrijednosti) i timeless (tim°!). Eksperimentalne
skupine bile su izlozene metamfetaminu koncentracija 0,75, 1,00 i 1,25 mg/mL
pomijesanog s hranom tijekom tri dana u razdoblju od 12 do 16 sati. Mutanti per
i tim sluze za validaciju metode, obzirom da je u eksperimentima s volatiliziranim
kokainom pokazano da per gen sudjeluje u procesu razvoja bihevioralne

senzitizacije, dok tim gen ne sudjeluje (normalna senzitizacija kod tim mutanata).

Kako bi ispitali utjecaj skupine i administracije na lokomotornu aktivnost koristena
je trostruka 2 (vrsta musica: CS, tim) x 4 (koli¢ina METH: CTRL, 0.75, 1.00, 1.25
mg/mL) x 4 (administracija: bsl, ladm, 2adm, 3adm, 4adm). ANOVA s
ponovljenim mjerenjima na druga dva faktora (Slika 3). ANOVA nije pokazala
postojanje znacajnog efekta vrste muhe na lokomotornu aktivnost, F (1, 8)=1.08,

p=0.329, sto znaci da nema razlike u odgovoru izmedu CS i tim musSica.

ANOVA je pokazala postojanje znacajnog efekta skupine na lokomotornu aktivnost
F (3, 24)=17.08, p<0.001. Bonferronijev Post hoc test pokazao je kako
eksperimentalna skupina koja je primala 1.25 mg/mL METH-a ima znacajno vecu
lokomotornu aktivhost (M=54.25, SE=5.01) u odnosu na kontrolnu skupinu
(M=41.95, SE=5.99, p<0.001), skupinu koja je primala 0.75 mg/mL METH-a
(M=45.65, SE=4.04, p=0.005) i skupinu koja je primala 1.00 mg/mL METH-a
(M=39.22, SE=4.98, p<0.001). Medu ostalim skupinama nije bilo znacajnih razlika
(Slika 3A).
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SKUPINA; LS Means
Current effect: F(3, 24)=17,080, p=,00000
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Slika 3A. Oralna administracija METH-a tijekom dana znacajno povecava lokomotornu
aktivnost u CS i tim° musica, ali samo kod skupine koja je primala 1.25 mg/mL. Kod

ostalih skupina nema znacajne razlike.

Takoder, ANOVA je pokazala znacajan utjecaj administracije METH-a na
lokomotornu aktivnost F (3, 24)=28.69, p<0.001. Bonferronijev Post hoc test
pokazao je znacajno manju lokomotornu aktivnost musica na baseline mjerenju
(M=23.80, SE=2.51) u odnosu na ladm (M=61.43, SE=5.23, p<0.001), 2adm
(M=48.87, SE=5.91, p<0.001) i 3adm (M=46.98, SE=7.20, p<0.001). Nadalje,
prva administracija je uzrokovala znacajno vecu aktivnost u odnosu na drugu
(p=0.035) i tre¢u administraciju (p=0.011) METH-a (Slika 3B). Izmedu druge i
tre¢e administracije droge nije bilo znacajne razlike u odgovoru. Interakcije
varijabli na lokomotornu aktivnost nisu se pokazale zna¢ajnima. U odnosu na prvu
administraciju, druga i tre¢a administracija uvijek daju nizi odgovor od prve, sto
opet kao u prethodnom eksperimentu upucuje na razvoj tolerancije musica na
METH.

Osim toga, ponovno je uoclen problem znacajnog povecanja odgovora kod
kontrola. Zbog nestabilnosti baseline-a rezultati za per mutant nisu prikazani, ali
uzastopne administracije METH-a nisu dovele do promijenjenog odgovora
lokomotorne aktivnosti Sto se podudara s publiciranim rezultatima koji pokazuju

da je per gen uvjet za razvoj bihevioralne senzitizacije.
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Slika 3B. Oralna administracija METH-a tijekom dana znacajno povecava
lokomotornu aktivnost u CS i tim°! musica, ali to ne dovodi do senzitiziranog

odgovora

Prikaz srednje vrijednosti lokomotorne aktivnosti (od 12 do 16 sati) CS i tim muzjaka koji
su primali obi¢nu hranu (ctrl n=16, per n=16, tim n=16) ili hranu pomijesanu s METH-om
koncentracije 0,75 mg/mL (ctrl n=16, per n=16, tim n=16), 1,00 mg/mL (ctrl n=16, per
n=16, tim n=16) i 1,25 mg/mL (ctrl n=16, per n=16, tim n=16). Podaci su analizirani
Bonferronijevim Post hoc testom. Prosje¢na lokomotorna aktivnost skupina musica prije
administracije (bsl), usporedena je s lokomotornom aktivnosc¢u za vrijeme prve (1adm),

druge (2adm), tre¢e (3adm) administracije.

4.1.4. Utjecaj prebacivanja na svjezu hranu kod CS i per musica

S obzirom na to da su musice kontrolne skupine koja je primala svjezu hranu u
svim danima izvodenja prethodnih pokusa pokazivale povecanu aktivnost nakon
prebacivanja na svjezu hranu u odnosu na pocetni baseline, cetvrti eksperiment je
ukljuc¢ivao kontrolnu skupinu koja je tijekom pet dana pokusa mirovala. Kako bi
provjerili utjecu li ¢in prebacivanja musica na svjezu hranu i mehanicki stres kojeg
pritom dozive na povecéanu lokomociju, imali smo i dvije eksperimentalne grupe;
prva je jednom dnevno u 8 sati ujutro primala svjezu hranu, dok ju je druga grupa
primala dva puta dnevno u 8 ujutro i 20 sati navecer. Eksperiment je proveden na
muzjacima Drosophile, na soju Canton S (CS) i na mutantu period (per®!).
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Kako bi ispitali utjecaj skupine i administracije na lokomotornu aktivnost koristena
je trostruka 2 (vrsta musica: CS, per) x 3 (prebacivanje muha: CTRL koja miruje,
prebacivanje u 8 ujutro, prebacivanje u 8 ujutro i 8 navecer) x 6 (broj dana
izvodenja pokusa: bsl, 1.dan, 2.dan, 3.dan, 4.dan, 5.dan) ANOVA s ponovljenim
mjerenjima na druga dva faktora (Slika 4). ANOVA nije pokazala postojanje
znacajnog efekta vrste muhe na lokomotornu aktivnost, F (1, 46)=0.92, p=0.343,

Sto znaci da nema razlike u odgovoru izmedu CS i per musica.

ANOVA je pokazala postojanje znacajnog efekta prebacivanja musica na
lokomotornu aktivhost F (2, 92)=5.16, p=0.007. Bonferronijev Post hoc test
pokazao je znacajno vecu lokomotornu aktivnost kontrolne skupine (M=47.70,
SE=4.64) u odnosu na eksperimentalnu skupinu koja je primala svjezu hranu u 8
ujutro (M=42.15, SE=5.33, p=0.007). Medu ostalim skupinama nije bilo znacajnih

razlika.

Takoder, ANOVA je pokazala znacajan utjecaj ponovljenih prebacivanja musica
tijekom svih dana izvodenja pokusa na lokomotornu aktivnost F (5, 230)=8.71,
p<0.001. Bonferronijev Post hoc test pokazao je znacajno manju lokomotornu
aktivnost musica na baseline mjerenju (M=36.97, SE=4.57) u odnosu na prvi
(M=44.67, SE=5.82, p<0.009), drugi (M=45.11, SE=5.64, p=0.004), tredi
(M=47.03, SE=5.80, p<0.001), Cetvrti (M=50.56, SE=5.40, p<0.001) i peti dan
izvodenja pokusa (M=47.73, SE=5.20, p<0.001). Medu danima izvodenja pokusa

nije bilo statistiCki znacajnih razlika.

ANOVA je pokazala postojanje znacajne interakcije izmedu prebacivanja musica i
broja dana izvodenja pokusa, F (10, 460)=2.03, p<0.001. Do znacajnosti
interakcije doslo je zbog znacajno viSe lokomotorne aktivnosti kontrolne skupine
u odnosu na eksperimentalnu skupinu koja je primala svjezu hranu u 8 ujutro u
dva mjerenja (baseline i 4.dan izvodenja pokusa, p<0.001). Takoder, u baseline
mjerenju eksperimentalna grupa koja je primala svjezu hranu u 8 ujutro i 8
navecer je imala znacajno viSu lokomotornu aktivnost u odnosu na onu koja je

primala svjezu hranu u 8 ujutro (p=0.010).

Mjerenja pokazuju da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu
eksperimentalnih skupina tijekom okretanja musica jednom ili dva puta dnevno,
ali postoji razlika u odnosu na kontrolnu skupinu koja je mirovala tijekom pet dana

izvodenja aktivnosti. Efekti koje smo dobili ne pokazuju jasan efekt prebacivanja
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musica na hranu jer je i skupina koja je mirovala tijekom svih dana eksperimenta
mijenjala aktivnosti. Te promjene su mozda posljedica tresnje police prilikom
vadenja monitora iz inkubatora Sto moze ukazivati na to da mehanicki utjecaji
imaju ulogu u aktivnosti musica Sto je u ovom eksperimentu dovelo do statisticki
znacajnih razlika. Stoga smo odludili provesti sljedeé¢i niz kontroliranih
eksperimenata mehanickim stresom.
OKRETANJ*DANI; LS Means
Current effect: F(10, 230)=2.7560, p=.00315
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Slika 4. Prikaz srednje vrijednosti ukupne 24-satne aktivnosti muzjaka koji su mirovali
(ctrl CS, n=32, ctrl per n=32) ili primali dva puta dnevno (8 ujutro i 20 sati navecer, CS
n=32, per n=32) ili jednom dnevno (8 sati ujutro, CS n=32, per n=32) svjezu obi¢nu hranu

tijekom pet dana.
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4.2. Utjecaj startle efekta (mehanickog stresa) na lokomotornu

aktivnost musica eksperimentalne grupe

Kako bi ispitali u kojoj mjeri mehanicke manipulacije utjeCu na povecanje
lokomocije, musice smo izlozili mehani¢kom stimulansu. Koristili smo modifikaciju
protokola za izazivanje lokomotorne aktivnosti (ref. Anderson i Tully), gdje smo
koristili dvije vrste podrazaja, jaki Sok stimulus, STartle (ST) i blazi Senzitizirajuci
Stimulus (SS). Kako ovakvi publicirani eksperimenti mjere kratkotrajnu
senzitizaciju koja traje kraée od 30 minuta, razvili smo novi protokol kako bi
replicirali publicirane rezultate i testirali utjecu li cirkadijalni geni na tu vrstu

senzitizacije.
4.2.1. Rucno izvodenje eksperimenta

Sve musSice su primale obi¢nu hranu i svaki od monitora primio je po cetiri
podrazaja, jedan ST gdje je monitor bio pet puta podignut oko 3 centimetra od
podloge i pusten da padne na stol i tri SS podrazaja kada je monitor bio jednom
podignut od podloge oko 3 centimetra i pusten da padne na stol. Razmak izmedu
ST i svakog od SS podrazaja bio je razliCit za pojedini monitor (5, 10, 15 i 20

minuta).

Kako bi ispitali vrste podrazaja i razmaka izmedu podrazaja na lokomotornu
aktivnost koristena je dvostruka 4 (vrsta podrazaja: ST, SS1, SS2, SS3) x 4
(razmak izmedu podrazaja: 5, 10, 15, 20 minuta) ANOVA s ponovljenim
mjerenjima (Slika 5). ANOVA je pokazala postojanje znacajnog efekta vrste
podrazaja na lokomotornu aktivnost, F (3, 45)=17.18, p<0.001. Bonferronijev
Post hoc test pokazao je znacajno vecu lokomotornu aktivhost musica nakon
primljenog ST podrazaja (M=2.23, SE=0.28) u odnosu na SS1 (M=1.20, SE=0.20,
p<0.001) i SS2 (M=1.13, SE=0.15, p<0.001), dok razlike u odnosu ST i SS3
(M=2.42, SE=0.13, p=1.000) podrazaja nije bilo. Vazno, SS3 podrazaj uzrokuje
znacajno vedi odgovor od SS1 i SS2 podrazaja (p<0.001).

ANOVA je pokazala postojanje znacajnog efekta razmaka davanih podrazaja na
lokomotornu aktivnost, F (3, 45)=7.97, p<0.001. Bonferronijev Post hoc test
pokazao je znacajno nizu lokomotornu aktivnost musica koje su primile podrazaje
u razmaku od 20 minuta (M=0.84, SE=0.18) u odnosu na podrazaje u razmaku
od 5 (M=2.27, SE=0.20, p<0.001) i 10 minuta (M=2.25, SE=0.30, p<0.001).
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Osim toga pokazala se znacajna interakcija izmedu vrste davanih podrazaja i
razmaka u kojem su davani podrazaji, F (9, 135)=2.40, p<0.015. Do znacajnosti
interakcije doslo je zbog znacajno snizene lokomotorne aktivnosti SS3 podrazaja
danom u 20 minutnom razmaku u odnosu na podrazaje daneu 5, 10i 15 minutnom

razmaku (p<0.001).

Mjerenja pokazuju da ST i SS3 podrazaji kod svih skupina pokazuju veci odgovor
kod musica u odnosu na SS1 i SS2 podrazaj. Odnosno, musice su najjace reagirale
na prvi neocekivani podrazaj, a potom se odgovor smanjivao, sto upucuje na to
da se musice adaptiraju na udarac i razvija se tolerancija. Odgovor na SS3
podrazaj bio je jaci nego li na SS1 i SS2, sto upucuje na razvoj senzitizacije. Kako
su ovi eksperimenti provodeni ru¢no te musice nisu primale standardiziranu jacinu
udarca, nije moguce s tocnosc¢u zakljuciti ako je SS3 odgovor senzitizacija ili

posljedica jaCeg udarca.

PODRAZAJ*RAZMAKP; LS Means
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Slika 5. Mehanicki stimulans ima utjecaj na lokomotornu aktivnost musica

Prikaz srednje vrijednosti aktivnosti muZjaka unutar jedne minute kada je dan ST ili SS
podrazaj (5min n=32, 10min n=32, 15 min n=32, 20min n=32). Svaki monitor primio je
Cetiri podrazaja, prvi ST kada je monitor podignut pet puta 3 cm od podloge i pusten da
padne na stol i tri SS podrazaja kada je ista radnja ponovljena samo jednom. Podaci su
analizirani Bonferronijevim Post hoc testom. Pokazano je da mehanicki stimulans uzrokuje
povecanje lokomocije muzjaka Drosophile jer mjerenja pokazuju da ST i SS3 podrazaji kod

svih skupina pokazuju veci odgovor kod musica u odnosu na SS1 i SS2 podrazaj.
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4.2.2. Eksperimenti izvodeni pomocu vibracijskog uredaja

Kako bi izbjegli subjektivnost prethodnog pokusa u narednim eksperimentima
koristen je vibracijski uredaj Thermomixer C te smo ispitali utjece li duzina ili jacina
ST podrazaja na odgovor musica. Mijenjali smo duzinu trajanja ST podrazaja, tako
da je trajao 10, 7, 5 i 3 sekunde na 350 o/min. Testirali smo cetiri jaCine ST
podrazaja: 300, 350, 400 i 450 o/min u trajanju od 10 sekundi. Sva tri SS
podrazaja davana su u trajanju od 3 sekunde na 350 o/min i vremenskim
razmakom od 10 minuta. Za razliku od prethodnog eksperimenta gdje je
provedena analiza unutar skupine, ovdje smo proveli usporedbu medu skupinama:
skupina koja je primala ST i 3 SS podrazaja, u odnosu na skupinu koja je primila
samo 3 SS. Podaci su analizirani tako da je plotirana razlika izmedu jacina
odgovora eksperimentalne skupine koja je primila ST, i kontrolne koja nije (Slika
6). Prethodni publicirani rezultati u kojima je mjerena bihevioralna senzitizacija
kod Drosophile koristili su razliku izmedu skupina koje su primile ST podrazaj kao

mjeru senzitizacije (26).

Slika 6A pokazuje da je lokomotorna aktivnost ovisna o duzini trajanja ST
podrazaja, tako da musice koje su primile ST podrazaj u trajanju od 10 sekundi
pokazuju najvedi odgovor, a musice koje su primile ST podrazaj u trajanju od 3
sekunde pokazuju najmanji odgovor. Odnosno, Sto ST podrazaj duze traje
intenzitet SS odgovora eksperimentalne skupine je veéi. Smanjenjem ST
podrazaja smanjuje se intenzitet SS odgovora eksperimentalne skupine, a

kontrolne povecava.

Jacina ST podrazaja utjecala je na lokomotornu aktivnost nakon SS podrazaja tako
da su musice eksperimentalne skupine koje su primile ST podrazaj na 350 o/min
pokazale konzistentno najveci odgovor nakon sva tri SS podrazaja, a lokomotorna
aktivnost nakon SS podrazaja se smanjuje kod skupina koje su primile ST podrazaj
jacCine 300, 400 i 450 o/min (Slika 6B). Dakle ST podrazaj u trajanju od 10 sekundi
jaCine 350 o/min daje najbolji odgovor, tako da nakon svakog sljede¢eg SS
podrazaja eksperimentalna skupina odgovara jace od kontrolne.
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6.A Utjecaj duzine ST podrazaja ja¢ine 350 o/min na
lokomotornu aktivnost nakon SS podrazaja
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6.B Utjecaj jacine ST podrazaja u trajanju od 10
sekundi na lokomotornu aktivnost nakon SS podrazaja
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Slika 6. ST podrazaj u trajanju od 10 sekundi jacine 350 o/min utjece na

lokomotornu aktivhost musica

Prikaz razlike srednjih vrijednosti aktivnosti (tijekom 10 minuta) muzjaka eksperimentalne
i kontrolne skupine SS podrazaja (n=32 u svim grupama). Musice koje su primile ST
podrazaj u trajanju od 10 sekundi na 350 o/min pokazuju najveci odgovor, dok musice koje
su primile ST podrazaj u trajanju od 3 sekunde na 350 o/min pokazuju najmanji odgovor
(Slika 6A). Musice koje su primile ST podrazaj na 350 o/min pokazuju najveci odgovor
nakon sva tri SS podrazaja, u odnosu na one koje su primile ST podrazaj jaCine 300, 400
i 450 o/min (Slika 6B).
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U sljede¢im eksperimentima smo koristili ST podrazaj u trajanju od 10 sekundi,
jaCine 350 o/min. Eksperimentalna skupina primila je ST podrazaj i tri SS
podrazaja jacine 350 o/min u trajanju od 3 sekunde. Kontrolna skupina primila je
samo tri SS podrazaja. Svi podrazaji davani su u razmaku od 10 minuta.

Kako bi ispitali utjecaj skupine i vrste podrazaja na lokomotornu aktivnost
koriStena je dvostruka 2 (skupina: kontrolna i eksperimentalna) x 4 (vrsta
podrazaja: ST, SS1, SS2, SS3) ANOVA s ponovljenim mjerenjima (Slika 7).

ANOVA je pokazala da nema znacajnog efekta skupine na lokomotornu aktivnost,
F (1, 15)=3.75, p=0.071, odnosno nema statisticki znacajne razlike u
lokomotornoj aktivnosti izmedu kontrolne i eksperimentalne skupine. ANOVA je
pokazala znacajan efekt vrste podrazaja na lokomotornu aktivnost, F (3,
45)=7.18, p<0.001. Bonferronijev Post hoc test pokazao je statisticki znacajno
viSu lokomotornu aktivnost musica nakon primljenog SS3 podrazaja (M=4.75,
SE=0.54) u odnosu na ST podrazaj (M=1.44, SE=0.37, p=0.001), SS1 podrazaj
(M=1.53, SE=0.43, p=0.002) te SS2 podrazaja (M=2.16, SE=0.92, p=0.017)
Statisticki znacajne razlike u lokomotornoj aktivnosti izmedu ostalih podrazaja nije
bilo (p=1.000).

ANOVA je takoder pokazala znacajnu interakciju izmedu skupine i vrste primljenih
podrazaja, F (3, 45)=3.31, p=0.028. Do znacajnosti interakcije doslo je zbog
znacajno vise lokomotorne aktivnosti eksperimentalne skupine nakon primitka
posljednjeg SS3 podrazaja u odnosu na kontrolnu skupinu koja nije primila ST
podrazaj (p=0.028).

Mjerenja pokazuju da kontrolna skupina koja nije primila ST podrazaj pokazuje
priblizno jednak odgovor tijekom svakog od primljenih SS podrazaja (Slika 7).
Eksperimentalna skupina koja je primila ST svakim idu¢im SS podrazajem
pokazuje stepenasto povecanje odgovora, ali statisticki znacajno tek nakon SS3
podrazaja. Povecanje lokomocije musSica eksperimentalne skupine ukazuje na
bihevioralnu senzitizaciju kod divljeg tipa musica. Isti eksperiment napravljen je i
na musicama koje nose nul mutacije u per i tim genima, ali navedeni protokol ne
izaziva bihevioralnu senzitizaciju kod cirkadijalnih mutanata (rezultati nisu

prikazani).
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SKUPINA*VRSTAPO; LS Means
Current effect: F(3, 45)=3,3141, p=,025824
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Slika 7. ST podrazaj uzrokuje bihevioralnu senzitizaciju kod muzjaka Drosophile

Prikaz srednje vrijednosti aktivnosti muzjaka unutar jedne minute kada je dan ST ili SS
podrazaj (ctrl n=32, exp n=32). Eksperimentalna skupina primila je ST podrazaj u trajanju
od 10 sekundi i tri SS podrazaja jacine 350 o/min u trajanju od 3 sekunde. Podaci su
analizirani u Bonferronijevim Post hoc testom. Pokazano je da ST podrazaj koji je primila

eksperimentalna skupina uzrokuje bihevioralnu senzitizaciju kod muzjaka Drosophile.
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4.3. Utjecaj aerosola COC i METH na lokomotornu aktivhost musica

Kako eksperimenti oralne administracije dovode do tolerancije te kako su svojstva
podrazaja koji izazivaju habituaciju i senzitizaciju slicna kod Drosophile i ostalih
zivotinjskih modela, odlucili smo modificirati svojstva podrazaja kako bi optimizirali
razvoj senzitizacije. Tako je razvijena metoda volatilizirane droge u staklenoj
tikvici koja je cijevima spojena na monitor koji omoguéava visokoproto¢nu metodu
za induciranje akutnog odgovora na psihostimulanse. Kako bismo ispitali
bihevioralne efekte psihostimulansa musice smo izlozili aerosolu kokaina i
metamfetamina i pratili njihov utjecaj na lokomotornu aktivnost. Htjeli smo vidjeti
hoce li se aktivnhost musSica koje primaju volatilizirani kokain ili metamfetamin
mijenjati ovisno o dozi i vremenu izlozenosti. Musice su primale 75 pL ili 150 pL
COC-etanol ili METH-etanol otopine i bile su izlozene aerosolu psihostimulansa 1,
3, 5ili 7 minuta. Administracija droge vrSena je u 10.00 sati ujutro.

4.3.1. Volatilizirani kokain

Kako bi ispitali utjecaj skupine i izlaganja volatiliziranom kokainu na lokomotornu
aktivnost u ovisnosti o dozi koristena je dvostruka 3 (skupina: CRTL, 75 ul, 150 pl
vol COC-a) x 2 (izlaganje: prije, poslije volatilizacije) ANOVA s ponovljenim
mjerenjima. ANOVA je pokazala postojanje znacajnog efekta skupine na
lokomotornu aktivnost, F (2, 58)=86.70, p<0.001, pri ¢emu je Bonferronijev Post
hoc test pokazao da su eksperimentalne skupine koje su primale 75 yl (M=0.43,
SE=0.04) i 150 ul (M=0.82, SE=0.05) volatiliziranog kokaina imale znacajno vece
kretanje u odnosu na kontrolnu skupinu (M=0.23, SE=0.01, p<0.001) (Slika 8A).
Takoder je skupina koja je primala 150 pl imala znacajno vece kretanje u odnosu

na skupinu koja je primala 75 pl volatiliziranog kokaina (p<0.001).

ANOVA je takoder pokazala znacajan efekt izlaganja volatiliziranom kokainu na
lokomotornu aktivnost, F (1, 29)=18.85, p<0.001. Rezultati su pokazali statisticki
znacajno nizu lokomotornu aktivnost prije (M=0.37, SE=0.02) u odnosu na
aktivhost nakon izlaganja volatiliziranom kokainu (M=0.62, SE=0.05, p<0.001).

ANOVA je pokazala postojanje znacCajne interakcije izmedu skupina i izlaganja
volatiliziranom kokainu, F (2, 58)=11.94, p<0.001. Bonferronijev Post hoc test
pokazao je da nema statisticki znacajne razlike u lokomotornoj aktivnosti u
kontrolnoj skupini prije (M=0.23, SE=0.02) u odnosu na aktivnost poslije izlaganja
(M=0.23, SE=0.02, p=1.000). Kod skupina koje su primale 75 pl ili 150 pl postoji
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znacajno visa lokomotorna aktivnost poslije izlaganja (M 75 pl=0.57, SE=0.07, M
150u1=1.05, SE=0.09) u odnosu na vrijeme prije izlaganja volatiliziranom kokainu
(M 75 ul=0.29, SE=0.03, p=0.001, M 150ul1=0.59, SE=0.04, p<0.001).

SKUPINA*IZLAGAMNJ; LS Means
Current effect: F(2, 58)=11,944, p=,00005
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Slika 8A. Adminstracija volatiliziranog kokaina znacajno povecava lokomotornu

aktivnost musica u odgovoru ovisnom o dozi

Prikaz srednje vrijednosti lokomotorne aktivnosti (30 minuta prije i poslije izlaganja
volatiliziranom kokainu) CS muzjaka (ctrl n=32, 75ul n=32, 150ul n=32). Podaci su

analizirani Bonferronijevim Post hoc testom.

Kako bi ispitali utjecaj izlaganja i trajanja izlozenosti 75 ul volatiliziranom kokainu
na lokomotornu aktivnost u ovisnosti o duzini vremenskoj izlozenosti koristena je
dvostruka 2 (izlaganje: prije, poslije volatilizacije) x 5 (trajanje izlozenosti
skupine: CRTL, 1, 3, 5, 7 minuta) ANOVA s ponovljenim mjerenjima (Slika 8B).
ANOVA je pokazala postojanje znacajnog efekta izlaganja na lokomotornu
aktivnhost, F (1, 29)=147.45, p<0.001, pri ¢emu su musice nakon izlaganja
volatiliziranom kokainu (M=0.72, SE=0.04) imale znacajno vece kretanje u odnosu

na vrijeme prije izlaganja (M=0.16, SE=0.01, p<0.001).

ANOVA je takoder pokazala znacajan efekt trajanja izloZzenosti volatiliziranom

kokainu na lokomotornu aktivnost, F (4, 116)=38.38, p<0.001. Bonferronijev Post
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hoc test pokazao je kako je kontrolna skupina imala znacajno nizu aktivnost u
odnosu na sve ostale skupine, p<0.001 (Tablica 2). Skupina koja je bila izlozena
1 minutu imala je znacajno nizu aktivnost u odnosu na skupine izlozene 5 minuta
(p=0.005) i 7 minuta (p<0.001), no u odnosu na 3 minute nije bilo razlike
(p=1.000). Skupina koja je bila izlozena 3 minute imala je znacajno nizu
aktivnostu u odnosu na skupine izlozene 5 minuta (p=0.001) i 7 minuta (p<0.001).
Izmedu skupina koje su bile izlozene 5 i 7 minuta nije bilo razlike (p=1.000). Sve
aritmeticke sredine i standardne pogreske prikazane su u Tablici 2.

Tablica 2. Deskriptivna statistika lokomotorne aktivnosti (prosjecan prijelaz sredine tube
tijekom 30 minuta u periodu od jedne minute) prema trajanju izlozenosti volatiliziranom
kokainu

Trajanje izloZzenosti

ctrl i1min | 3min | 5min | 7min

M 0.17 0.43 0.41 0.57 0.61

SE 001 | 004 | 003 | 003 | 004

ANOVA je takoder pokazala postojanje znacajne interakcije izmedu izlaganja i
trajanja izloZzenosti 75 pul volatiliziranom kokainu, F (4, 116)=38.89, p<0.001.
Bonferronijev Post hoc test je pokazao kako u kontrolnoj skupini nema znacajne
razlike u aktivnosti prije i poslije izlaganja (p=1.000). U svim ostalim skupinama
pokazala se znacCajna razlika u aktivnosti prije i poslije izlaganja volatiliziranom
kokainu, p<0.001. Sve aritmeticke sredine i standardne pogreske prikazane su u
Tablici 2 i na Slici 8B.

Tablica 3. Deskriptivna statistika lokomotorne aktivnosti 30 minuta (u periodu od jedne

minute) prije i poslije izloZzenosti volatiliziranom kokainu

PRIJE POSLIJE

ctrl imin | 3min | 5min | 7Zmin ctrl i1min | 3min | 5min | 7min

M 0.13 0.29 0.09 0.17 0.11 0.22 0.57 0.72 0.97 1.10

SE 0.03 0.03 0.02 0.02 0.02 0.01 0.07 0.07 0.08 0.06
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IZLAGANJ*TRAJANJE: LS Means
Current effect: F(4, 116)=38,8391, p=0,0000
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Slika 8B. Administracija volatiliziranog kokaina znacajno povecava lokomotornu

aktivnost musica u odgovoru ovisnom o trajanju izlozenosti

Prikaz srednje vrijednosti lokomotorne aktivnosti (30 minuta prije i poslije izlaganja
volatiliziranom kokainu) CS muzjaka (ctrl n=32, 1min n=32, 3min n=32, 5min n=32, 7min

n=32). Podaci su analizirani Bonferronijevim Post hoc testom.

4.3.2. Volatilizirani metamfetamin

Kako bi ispitali utjecaj skupine i izlaganja volatiliziranom metamfetaminu na
lokomotornu aktivnost u ovisnosti o dozi koristena je dvostruka 3 (skupina: CRTL,
75 ul, 150 pl vol METH) x 2 (izlaganje: prije, poslije volatilizacije) ANOVA s

ponovljenim mjerenjima (Slika 9A).

ANOVA je pokazala postojanje znacajnog efekta skupine na lokomotornu
aktivnost, F (2, 58)=182.55, p<0.001. Bonferronijev Post hoc test pokazao je kako
su eksperimentalne skupine koje su primale 75 uyl (M=0.54, SE=0.04) i 150 pl
(M=1.22, SE=0.05) volatiliziranog metamfetamina imale znacajno vece kretanje
u odnosu na kontrolnu skupinu (M=0.33, SE=0.03, p<0.001). Takoder skupina
koja je primala 150 ul imala je znacajno viSu aktivnost u odnosu na skupinu koja

je primala 75 pl volatiliziranog metamfetamina (p<0.001).
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ANOVA je takoder pokazala znacajan efekt izlaganja volatiliziranom
metamfetaminu na lokomotornu aktivnost, F (1, 29)=20.12, p<0.001 i statisticki
znacajno nizu lokomotornu aktivnost prije (M=0.59, SE=0.02) u odnosu na
aktivhost nakon izlaganja volatilizicanom metamfetaminu (M=0.80, SE=0.05,
p<0.001). ANOVA je pokazala postojanje znacajne interakcije izmedu skupina i
izlaganja volatiliziranom metamfetaminu, F (2, 58)=3.81, p=0.028. Bonferronijev
Post hoc test pokazao je znacajnu razliku u lokomotornoj aktivnosti kod kontrolne
skupine (p=0.002) i skupine koja je primala 150 pl (p=0.001) prije i poslije
izlaganja. Kod skupine koja je primala 75 pul nije bilo razlike (p=1.000). Sve
aritmeticke sredine i standardne pogreske prikazane su u Tablici 4.

Tablica 4. Deskriptivna statistika lokomotorne aktivnosti 30 minuta (u periodu od jedne

minute) prije i poslije izlozenosti volatiliziranom metamfetaminu

CTRL 75 pl 150 pl

prije | poslije | prije | poslije | prije | poslije

M 0.19 0.47 0.50 0.57 1.07 1.37

SE 0.01 0.06 0.03 0.07 0.06 0.06

SKUPINA*IZLAGANJ; LS Means
Current effect: F(2, 58)=3,8054, p=,02800
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Slika 9A. Administracija volatiliziranog metamfetamina znacajno povecava

lokomotornu aktivhost musica u odgovoru ovisnom o dozi
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Prikaz srednje vrijednosti lokomotorne aktivnosti (30 minuta prije i poslije izlaganja
volatiliziranom metamfetaminu) CS muzjaka (ctrl n=32, 75ul n=32, 150ul n=32). Podaci

su analizirani Bonferronijevim Post hoc testom.

Kako bi ispitali utjecaj izlaganja i trajanja izlozenosti 75 pl volatiliziranom
metamfetaminu na lokomotornu aktivnost u ovisnosti o vremenskoj izlozenosti
koriStena je dvostruka 2 (izlaganje: prije, poslije volatilizacije) x 5 (trajanje
izlozenosti skupine: CRTL, 1, 3, 5, 7 minuta) ANOVA s ponovljenim mjerenjima
(Slika 9B). ANOVA je pokazala postojanje znacajnog efekta izlaganja na
lokomotornu aktivnost, F (1, 29)=40.86, p<0.001, pri ¢emu su musice nakon
izlaganja volatilizicanom metamfetaminu (M=0.47, SE=0.02) imale znacajno vece

kretanje u odnosu na vrijeme prije izlaganja (M=0.32, SE=0.01, p<0.001).

ANOVA je takoder pokazala znacCajan efekt trajanja izlozenosti volatiliziranom
metamfetaminu na lokomotornu aktivnost, F (4, 116)=86.01, p<0.001.
Bonferronijev Post hoc test pokazao je kako je kontrolna skupina imala znacajno
nizu aktivnost u odnosu na sve ostale skupine, p<0.001 (Tablica 5). Skupina koja
je bila izlozena 1 minutu imala je znacajno nizu aktivnost u odnosu na skupine
izlozene 3 minute (p<0.001) i 7 minuta (p<0.001), no u odnosu na 5 minuta nije
bilo razlike (p=1.000). Skupina koja je bila izlozena 3 minute imala je znacajno
viSu aktivnost u odnosu na skupinu izloZzenu 5 minuta (p<0.001) i viSu u odnosu
na 7 minuta (p<0.001). Skupina koja je bila izloZzena 5 minuta imala znacajno nizu
aktivnost u odnosu na 7 minuta (p<0.001). Sve aritmeticke sredine i standardne

pogreske prikazane su u Tablici 5.

Tablica 5. Deskriptivna statistika lokomotorne aktivnosti prema trajanju izloZenosti

volatiliziranom metamfetaminu

Trajanje izloZzenosti

ctrl i1min | 3min | 5min | 7Zmin

M 0.17 0.33 0.52 0.32 0.63

SE 001 | 002 | 002 | 002 | 002
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Konacno, ANOVA je pokazala i postojanje znacajne interakcije izmedu izlaganja i
trajanja izlozenosti 75 pl volatiliziicanom metamfetaminu, F (4, 116)=3.03,
p<0.001. Bonferronijev Post hoc test pokazao je kako kod kontrolne skupine te
skupina izlozenih 1 i 5 minuta nije bilo razlike prije i poslije izlaganja, p=1.000.
Kod skupina izlozenih 3 (p<0.001) i 7 minuta (p=0.012) pokazala se znacajna
razlika u aktivnosti prije i poslije izlaganja volatiliziranom metamfetaminu. Sve

aritmeticke sredine i standardne pogreske prikazane su u Tablici 6 i na Slici 9B.

Takoder, u eksperimentima volatiliziranog metamfetamina osim akutnog odgovora
na psihostimulans uocena je i povecana lokomotorna aktivnost kontrolne skupine

poslije izvodenja pokusa (u periodu od 30 minuta).

Tablica 6. Deskriptivna statistika lokomotorne aktivnosti 30 minuta (u periodu od jedne

minute) prije i poslije izlozenosti volatiliziranom metamfetaminu

PRIJE POSLIJE

ctrl i1min | 3min | 5min | 7min ctril I1min | 3min | 5min | 7min

M 0.13 0.29 0.38 0.25 0.55 0.22 0.37 0.65 0.39 0.71

SE 0.03 0.03 0.02 0.02 0.03 0.01 0.03 0.03 0.02 0.05

IZLAGANJ TRAJANJE; LS Means
Current effect: F(4, 116)=3.0331, p=,02026
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Slika 9B. Administracija volatiliziranog metamfetamina povecava lokomotornu

aktivnost musica u odgovoru ovisnom o trajanju izlozenosti

Prikaz srednje vrijednosti lokomotorne aktivnosti (30 minuta prije i poslije izlaganja
volatiliziranom metamfetaminu) CS muzjaka (ctrl n=32, 1min n=32, 3min n=32, 5min

n=32, 7min n=32). Podaci su analizirani Bonferronijevim Post hoc testom.
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5. RASPRAVA
5.1. Pracenje lokomotorne aktivnosti uslijed oralne administracije
metamfetamina

Metamfetamin uzrokuje pojacano otpustanje dopamina iz sinaptickih vezikula i
mijenja aktivhost dopaminskog transportera Sto za posljedicu ima povecanje
razine dopamina u sinapti¢kim pukotinama (12,13). Iz literature je poznato da je
najznacajniji efekt oralno administriranog psihostimulansa metamfetamina kod
Drosophile lokomotorno aktivirajuci i pobudujuci (6). Rezultati koje smo dobili
pokazuju znacajno povecanje lokomotorne aktivnosti nakon prve, akutne doze
metamfetamina, ali nakon visestrukih doza dolazi do razvoja tolerancije (Slike 1,
2, 3B).

U nasSim eksperimentima oralne administracije metamfetamina tolerancija se
razvije nakon visestrukih doza metamfetamina administriranih bilo tijekom dana
ili tijekom nodi (Slike 1, 2, 3B). Tolerancija se razvila kod divljeg tipa musica soja
Canton S (CS) i cirkadijalnog mutanta timeless (tim). Tim musice ponasaju se kao
divlji tip musica Sto je poznato iz literature i rezultata s volatiliziranim kokainom
(20). Nazalost nemamo adekvatne rezultate za per mutant kako bismo to u
potpunosti potvrdili. Moguce je da per i tim mutanti imaju (slicnu) funkciju za
razvoj senzitizacije i tolerancije (produkt per gena sudjeluje, a tim gena ne
sudjeluje u procesu) - obzirom na to da je toleranciji i senzitizaciji zajednicko to

Sto predstavljaju dugotrajnu modulaciju fizioloSkog i bihevioralnog odgovora.

Vise doze metamfetamina (1.25 mg/mL) su efikasnije za izazivanje tolerancije, a
no¢na administracija (Slika 2) se pokazala boljom u odnosu na administraciju
tijekom dana. CS musice su razli¢ito osjetljive na droge tijekom 24 sata. Jace
povecanje lokomotorne aktivnosti tijekom nodi (Slika 2) mozemo objasniti
posljedicom podrazuju¢eg efekta, jer smanjenje koliCine spavanja dodatno
potencira aktivnost musica. Akutni efekt metamfetamina je u skladu s literaturnim
podacima, oralna administracija metamfetamina znacajno povecava lokomotornu
aktivnost musica pri prvoj administraciji (6). Medutim uzastopne administracije
izazivaju toleranciju na pobudujuce utjecaje metamfetamina tako da je aktivnost
musica pri Cetvrtoj administraciji niza od baseline mjerenja (Slika 2). Prilikom
oralne administracije metamfetamina ne mozemo znati jedu li musice manje kod

narednih administracije zbog c¢ega dolazi do razvoja tolerancije. Takoder, ne
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mozemo znati jesu li musice naucile da ¢e dobiti psihostimulans pa nisu jele ili je

uistinu doslo do razvoja tolerancije jer musice nisu imale moguénost izbora.

Bihevioralna senzitizacija je u proslosti izu¢avana na morskom puzu (morskKi
zekan), Aplysia californica, a izazivana je gill withdrawal reflex-om (refleks
povlacenja Skrge). Lagani dodir izazivao je prirodni refleks povlacenja Skrge i
sifona. Senzitizacija se izaziva na nacin da se Aplysiji da elektri¢ni Sok na repu i
nakon toga kada se da isti neutralni tactile stimulus Aplysia puno jace reagira.
Habituacija se izaziva tako da se sifon dotakne 10-15 puta Sto uzrokuje smanjenje
povlacenja skrga. Znadi za razliku od senzitizacije koja se izaziva kratkim, snaznim
podrazajem (elektricni Sok), habituacija se izaziva uzastopnim slabim podrazajima
(19,27). Oba oblika jednostavnog ucenja, senzitizacija i habituacija, na nacin kako

su izazivani kod Aplysie su relativno kratkotrajne i traju kraée od sat vremena.

Kod Drosphile nema mnogo istrazivanja kratkotrajne senzitizacije. 1z literature je
poznato da senzitizacija moze biti izazvana ponavljaju¢éim mehanic¢kim startle
stimulansom u obliku mlaza zraka. MusSice koje su prethodno primile startle
mehanicki stres lokomotorno reagiraju jace na blagi podrazaj nego li musice koje
ga nisu primile (25). Takoder, senzitizacija kod Drosophile moze biti izazvana i
kombinacijom stimulansa i mirisa. Musice koje su vorteksirane 75 sec, a zatim su
izlagane 0.5% benzaldehidu pokazuju stepenasti porast u odgovoru u odnosu na
skupinu musica koja bila izlozena vorteksu (26). Oba istrazivanja su pokazala da,
slicno kao i kod Aplysie, za izazivanje bihevioralne senzitizacije kod Drosophile
treba dati kratki i jaki podrazaj kako bi povecao jacinu odgovora na naredni slabi

podrazaj.

Dakle, za izazivanje senzitizacije potreban je kratak i snazan podrazaj, a u nasim
eksperimentima oralne administracije metamfetamina imali smo dug i relativno
slab podrazaj. S obzirom na to da su se musice hranile metamfetaminom tijekom
vrlo dugog perioda od 4 ili 12 sati, ponavljanje takvih dugih podrazaja dovodi do

razvoja tolerancije sto je u skladu s navedenom literaturom (19,27).
5.2. Kontrolne skupine imaju povecanu aktivnost

Kontrolne skupine koje su primale svjezu obi¢nu hranu u trenutku kada je i
eksperimentalna skupina primala psihostimulans takoder povecaju odgovor (Slika
1). S obzirom na to da musice tijekom dana imaju povecanu lokomotornu aktivnost

u odnosu na aktivnost tijekom nodi, ovi rezultati ukazuju da postoji moguénost da
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je sama promjena svjeze hrane kod kontrolne skupine odredena vrsta stimulansa.
Kontrolne skupine nestabilnije su tijekom dana (Slika 1) nego tijekom nodi (Slika
2), odnosno aktivnost musica tijekom dana dodatno je potencirana promjenom

svjeze hrane.

Takoder, u eksperimentu u kojem je kontrolna skupina mirovala tijekom svih dana
izvodenja pokusa dolazi do povecane lokomotorne aktivnosti (Slika 4). Moguce je
da je kontrolna skupina bez promjene hrane reagirala na mehanicke vibracije
unutar inkubatora, do kojih je doslo radi mijenjanja hrane i pomicanja ostalih
monitora. Stoga zaklju¢ujemo da je prilikom izvedbe eksperimenata bitno
proizvoditi minimalne zvukove i biti paZljiv jer su musice vrlo osjetljive.
Eksperiment prebacivanja musica na svjezu hranu nam nije dao potpuni odgovor
stoga je proveden niz eksperimenata gdje smo ispitivali utjecaj duzine i jacine
trajanja mehanickog stimulansa na lokomotorni odgovor i moguénost razvoja

kratkotrajne bihevioralne senzitizacije.

5.3. Pracenje lokomotorne aktivnosti uslijed mehanickog stimulansa

Nakon Sto smo primijetili da su musice izrazito osjetljive na vibracije krenuli smo
u ispitivanje osjetljivosti na mehanicki stimulans kako bi provjerili je li mogude
izazvati senzitizirani odgovor u vidu povecane lokomocije na mehanicki stres (Slike
5, 6, 7). Iz literature je poznato da ponavljajué¢i mehanicki startle stimulans, u
obliku mlaza zraka, kod musica uzrokuje senzitizirani odgovor. Musice koje su
prethodno primile startle mehanicki stres lokomotorno reagiraju jace na blagi
podrazaj nego li musSice koje nisu primile startle (25). U ovom radu pokusali smo
replicirati navedeno istrazivanje na dva nacina, ru¢no i mehanicki pomocu
Thermomixera, i ispitati postoji li razlika u odgovoru izmedu divljeg tipa musica i

cirkadijalnih mutanata per i tim.

U eksperimentima koji su ru¢no izvodeni, rezultati pokazuju da postoji znacajan
efekt vrste podrazaja (ST, SS1, SS2, SS3) na lokomotornu aktivnost musica (Slika
5). Davali smo jedan startle i tri blaga podrazaja, tako da je moguca usporedba
senzitiziraju¢eg podrazaja sa startle (ST) ili usporedba tri senzitiziraju¢a podrazaja
(SS1-3). Postoji znacajno vecéa lokomotorna aktivnost nakon primljenog ST
podrazaja u odnosu na SS1 i SS2, Sto je za oCekivati s obzirom da je nas startle

podrazaj po intenzitetu bio jaci nego senzitizirajuéi podrazaji. Odgovor na treci
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senzitizirajuci podrazaj slican je odgovoru na ST, Sto znacdi da su musice povecale
intenzitet odgovora na treci slabi podrazaj. Takva vrsta odgovora upuduje na
senzitizaciju, no to u ovom slucaju nije moguce tvrditi obzirom da su ovi
eksperimenti podlozni subjektivnhom utjecaju intenziteta davanja podrazaja. Uocili
smo znacajan efekt vremenskog intervala izmedu davanih podrazaja na
lokomotornu aktivnost. Musice koje su primile podrazaje u razmaku od 5 i 10
minuta pokazuju znacajno visu aktivnost na podrazaje u odnosu na razmak od 20
minuta. Ovi rezultati su u skladu s literaturom (25). Ova vrsta senzitizacije je
kratkotrajna i pove¢anjem vremenskog intervala iznad 15 minuta dolazi do gubitka

senzitiziraju¢eg odgovora kod musica.

Eksperimenti u kojima je koristen vibracijski uredaj Thermomixer pokazuju da je
lokomotorna aktivhost musSica ovisna o duzini trajanja ST podrazaja (Slika 6A).
Provedena je usporedba izmedu skupine koja je primila ST i tri SS podrazaja u
odnosu na skupinu koja je primila samo tri SS podrazaja. Ova vrsta
eksperimentalnog nacrta ekvivalentna je onom publiciranom s vorteksom i
mirisom (Asztalos i suradnici) (26). U eksperimentima u kojima je mjeren utjecaj
trajanja ST podrazaja na naknadni odgovor, ST podrazaj u trajanju od 10 sekundi
uzrokuje najvecu, a podrazaj u trajanju od 3 sekunde najmanju aktivnost musica
(Slika 6B). Sto ST podrazaj duZe traje i intenzitet SS odgovora eksperimentalne
skupine je vedi. U eksperimentima u kojima smo varirali jaCinu ST podrazaja,
musice koje su primile ST podrazaj na 350 o/min pokazuju konzistentno najvedi
odgovor nakon sva tri SS podrazaja u odnosu na skupine koje su primile ST
podrazaj jacine 300, 400 i 450 o/min. ST podrazaj u trajanju od 10 sekundi jacine
350 o/min uzrokuje najoptimalniji odgovor eksperimentalne skupine u odnosu na

kontrolnu skupinu koja nije primila ST podrazaj.

Postoji znacajan efekt vrste podrazaja (ST, SS1, SS2 i SS3) podrazaja na
lokomotornu aktivhost u eksperimentima izvodenim mehanicki pomocu
Thermomixera. SS3 podrazaj uzrokuje znacajno visu aktivnost musica u odnosu
na ST, SS1 i SS2 podrazaj (Slika 7). Kontrolna skupina koja nije primila ST
podrazaj pokazuje priblizno jednak odgovor na mehanicki stimulans prilikom
svakog od SS podrazaja. Eksperimentalna skupina koja je primila ST podrazaj
svakim idu¢im SS podrazajem pokazuje stepenasto povecanje odgovora Sto moze

ukazivati da mehanicki stimulans kod musica izaziva bihevioralnu senzitizaciju.
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Sliéne razlike u odgovoru izmedu eksperimentalne i kontrolne skupine uocene su
u literaturi (25,26).

Senzitizirajuéi odgovor nije uocen kod cirkadijalnih mutanata per i tim, Sto upuduje
na zakljucak da su oba cirkadijalna gena vazna u procesu razvoja bihevioralne
senzitizacije. Medutim, prije nego li to sa sigurnoscu tvrdimo treba provesti
dodatne eksperimente gdje ¢e se modificirati jacina ST i SS podrazaja jer je
moguce da cirkadijalni mutanti imaju razliCiti prag osjetljivosti. Takoder, navedeni
protokol ¢e se dalje optimizirati u divljem tipu musica s ciljem definiranja uvjeta

za konzistentno i izrazeno izazivanje bihevioralne senzitizacije i habituacije.

Kako se pokazalo da mehanicki stimulans zaista ima utjecaj na lokomotornu
aktivhost, mozemo =zakljuciti da je u eksperimentima oralne administracije
psihostimulansa tesko smanjiti odgovor kontrolnih musica na viSestruke
administracije obi¢ne hrane, jer je to povezano s ponoviljenim davanjima
mehanickog stimulansa. OCito je da postoji odredeni stres radi vibracija prilikom
administracija Sto uzrokuje vecu aktivnost musica i to ¢e uvijek biti artefakt koji

Ce utjecati na rezultate eksperimenata oralne administracije.

5.4. Povecanje Ilokomotorne aktivnosti uslijed administracije

volatiliziranog kokaina i metamfetamina

Zahvaljuju¢i mehanizmu povecanja dopamina uslijed blokade dopaminskih
transportera (kokain) ili povec¢anog otpustanja dopamina iz sinaptickih vezikula i
presinaptickog neurona (metamfetamin) psihostimulansi imaju akutni aktivirajuci
i pobudujuci efekt (12,13).

U nasim eksperimentima volatiliziranog kokaina musice pokazuju odgovor ovisan
o dozi i vremenu izlozenosti (Slike 8A, 8B). Rezultati su u skladu s literaturom,
potvrden je akutni efekt kokaina i njegovi bihevioralni efekti ovisni o dozi (21,28).
Nakon jednominutne izlozenosti musSice koje su primile 150 pl pokazuju vedi
odgovor u odnosu na skupinu koja je bila izlozena 75 ul volatiliziranog kokaina.
Takoder, povecanjem vremena izlozenosti volatiliziranom kokainu povecava se i
aktivnost musica. S obzirom na to da su naSi rezultati potvrdili akutni efekt
kokaina, potrebno je provesti nove eksperimente kako bi provjerili moze li se

putem ovog eseja razviti bihevioralna senzitizacija kod musica. Ovakva vrsta eseja
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predstavlja znacajan napredak u izucavanju bihevioralne senzitizacije jer je
moguce izbjeéi subjektivhost dosadasnjih testova u kojima su musSice nakon
izlaganja volatiliziranom kokainu bile snimane, a zatim im se bodovalo ponasanje
(21). Sto je jos vaznije, obzirom da je komora za volatilizirane droge povezana s
DAMS monitorom, to omogucuje visokoproto¢nost. Znaci kod velikog broja musica

moze se kvantificirati lokomotorni odgovor na akutni ili ponavljajuéi podrazaj.

Za razliku od kokaina, eksperimenti volatiliziranog metamfetamina pokazuju
slabije rezultate (Slike 8A, 8B). Akutni efekt uocen je tek pri dozi od 150 pl. Pri
izlozenosti volatiliziranom metamfetaminu u trajanju od 3 ili 7 minuta dolazi do
povecanja lokomotorne aktivnosti. S obzirom na to da akutni efekt metamfetamina
nije uoCen nakon 1 ili 5 minuta izloZzenosti, potrebno je provesti dodatne
eksperimente kako bi se utvrdilo koje su optimalne doze i vrijeme izloZzenosti. Tek
nakon prilagodbe doze i vremena trajanja izlozenosti biti ¢e moguce provesti nove
eksperimente kako bi se istrazilo moze li volatilizirani metamfetamin izazivati

bihevioralnu senzitizaciju ili toleranciju kod musica.

Takoder je u eksperimentima volatiliziranog metamfetamina pokazano kako i
kontrolne skupine povecavaju lokomotornu aktivnost. Naime, ovi eksperimenti su
provedeni u laboratoriju u uvjetima koji nisu potpuno kontrolirani (promjena
svjetla, temperature, vibracije, zvukovi). S obzirom da su prethodni eksperimenti
pokazali kako su musice izrazito osjetljive na vibracije, naredni pokusi se provode

u prostoriji sa znatno bolje kontroliranim okoliSnim uvjetima.
5.5. Rezultati potvrduju dvoprocesnu teoriju plasticnosti

Rezultati nasih eksperimenata su u skladu s dvoprocesnom teorijom (dual-process
theory) plasticnosti odgovora na ponovljenu stimulaciju. Jacina bihevioralnog
odgovora Kkoji je izazvan ponovljenim stimulansom rezultat je dva neovisna
procesa, habituacije i senzitizacije. Razvoj senzitizacije i habituacije ovisi o jacini i
trajanju podrazaja, senzitizacija se javlja u sluc¢aju kada je intenzitet podrazaja
jak, dok se habituacija javlja u slu¢aju podrazaja slabog intenziteta (29). U nasim
eksperimentima oralna administracija metamfetamina (dugotrajan podrazaj
slabog intenziteta) je izazvala toleranciju, dok je mehanicki stres (kratkotrajan
podrazaj jakog intenziteta) inducirao razvoj bihevioralne senzitizacije. Takoder,
podrazaji davani putem volatiliziranog kokaina pruzaju uvjete za razvoj

bihevioralne senzitizacije Sto ¢e se izuc¢avati u narednim eksperimentima.
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6. ZAKLIJUCAK

Bihevioralnu senzitizaciju nije mogudée izazvati oralnom administracijom jer
viSestruka administracija metamfetamina dovodi do obrnutog fenomena,
tolerancije na pobudujuce utjecaje uzastopne doze metamfetamina. Tolerancija je
primije¢ena u lokomotornoj aktivnosti divljeg tipa Drosophile, soja Canton S, ali i
cirkadijalnog mutanta timeless (tim), sto je u skladu s istrazivanjima koja su
pokazala da tim ne regulira bihevioralnu senzitizaciju. Za izazivanje tolerancije
konzistentniji rezultati dobivaju se tijekom nodi jer je i odgovor kontrolnih skupina
stabilniji. Osim toga, prilikom izvodenja eksperimenata potrebno je biti vrlo pazljiv
i zvukove i vibracije smanjiti na minimum jer smo pokazali da musice reagiraju i
na mehanicke stimulanse koji su neminovni prilikom mijenjanja hrane i

administracije droge.

Za izazivanje kratkotrajne bihevioralne senzitizacije definirali smo uvjete i
protokol. Kod divljeg tipa musica potrebno je imati kratak i snazan podrazaj, sto
smo dokazali primjenom mehanickog Sok stimulansa startle. Mehanicki stimulans
uzrokuje kratkotrajnu senzitizaciju jer do smanjenja odgovora dolazi nakon
intervala veceg od 15 minuta. Senzitiziraju¢i odgovor nije uocen kod cirkadijalnih
mutanata period i timeless, po cemu bi se njihova funkcija u regulaciji kratkotrajne
senzitizacije razlikovala od one prethodno publicirane u razvijanju dugotrajne
bihevioralne senzitizacije na kokain. Ovi rezultati su u skladu s rezultatima oralne
administracije kojom je jedino moguce izazvati toleranciju, obzirom da je podrazaj

(administracija droge) dugotrajna i relativno niskog intenziteta (koncentracija).

Pokazali smo akutni aktivirajuci efekt volatiliziranog kokaina i metamfetamina u
novom visokoproto¢nom sistemu za administraciju volatilizirane droge, koji
povezuje prostor za volatilizaciju s DAMS monitorom za pracenje lokomotorne
aktivnosti. Eksperimenti s kokainom pokazuju odgovor ovisan o dozi i trajanju
izlozenosti. Ovi eksperimenti pruzili su c¢vrste temelje za buduca istrazivanja
bihevioralne senzitizacije volatiliziranim kokainom pomocu DAMS-a (Drosophila
Activity Monitoring System).
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Laboratorij za genetiku ponasanja

- Diplomski rad 'Ispitivanje karakteristika bihevioralne senzitizacije u Drosophile
melanogaster'

- mentor dr.sc. Rozi Andreti¢-Waldowski

Glumac u predstavi, Biljeter
KUC KALVARIJA, Rijeka (Hrvatska)

- Igranje uloga u osam predstava KUC Kalvarije
- Sudjelovanje u pripremi predstava

- Osmisljavanje scenarija i scenografije

- Priprema dvorane za predstave

- Slaganje rezervacija

- Prodaja karata
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2014-2015 Hostesa
TuristiCka zajednica Grada Zadra, Zadar (Hrvatska)
- Hostesiranje na predstavama i koncertima
052014  StruCna praksa
Jadran - Galenski Laboratorij, JGL d.d.
Svilno 20, 51000 Rijeka (Hrvatska)
- rad u odjelu 'IstraZivanje i Razvoj' na radnom mijestu 'Ekspert razvojno analitiCkih
procesa'
- Mentor: Marina Kukalj Banovi¢
- rad u laboratoriju (oslobadanje djelatne tvari, dissolution)
2012 Voditelj emisije
Radio TRSAT, Rijeka (Hrvatska)
- Rad u eteru, emisija "Top topova"
- Osmisljavanje i priprema emisije
07/2011  Administrator
Ordinacija obiteliske medicine, dr. med. Nensi Bilanovié¢ Coso, Jelenje (Hrvatska)
- administrativni poslovi
- prijlem pacijenata
OSOBNE VJESTINE
Materinski jezik  hrvatski
Ostali jezici RAZUMIJEVANJE GOVOR PISANJE
Slusanje Citanje Govorna interakcija | Govorna produkcija
engleski C1 C1 C1 C1 C1
njemacki A2 A2 A2 A2 A2
Stupnjevi: A1iA2: Pocetnik - B1 i B2: Samostalni korisnik - C1 i C2: Iskusni korisnik
Zajednicki europski referentni okvir za jezike
Komunikacijske viestine ~ Odgovorna, snalaZljiva, znatizeljna, motivirana
- vjestine steCene tijekom glumackog rada u KUC Kalvariji te u eteru Radia Trsat
Digitalna kompetencija SAMOPROCJENA
Obrada K I Stvaranje . Rjesavanje
. " omunikacija o Sigurnost
informacija sadrzaja problema
S S Samostalni Samostalni Samostalni
Iskusni korisnik | Iskusni korisnik - - o
korisnik korisnik korisnik

Informacijsko-komunikaciiske tehnologije - tablica za samoprocienu
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http://europass.cedefop.europa.eu/hr/resources/european-language-levels-cefr
http://europass.cedefop.europa.eu/hr/resources/digital-competences

Ostale vjestine

Vozacka dozvola

DODATNE INFORMACIJE

ZavrSena Skola glume u KUC Kalvariji, 2010. godine

B

Priznanja i nagrade

Projekti

Case study

Konferencije

Volonterstvo

Clanstva

- Stipendist Grada Rijeke od 2011. do 2016. godine

- 'Student mentor' 2014. do 2016. godine
- srpanj 2014., Eu Youth Exchange 'People’, Madrid, Spanjolska
- sudjelovanje u aktivnostima 14. Festivala znanosti (fravanj 2016.)

- Jadran Galenski Laboratorij
-2015. - rjeSavanje problema voditelja laboratorija
-2016. - osmisljavanje novog lijeka

Aktivni sudionik 6. Studentskog kongresa neuroznanosti - NeuRi 2016. odrzanog u Rijeci
i Rabu od 22. do 24. travnja 2016.

- poster - Ana Filogevi¢, Ira Coso, Rozi Andretié Waldowski: Characterizing short and
long-term behavioral sensitization in Drosophila

Aktivni sudionik XIV.simpozija "Translation of basic immunology and neuroscience tools
to therapies: Where Are We Now?'

- poster - Ana FiloSevic, Ira Coso, Rozi Andreti¢ Waldowski: Circadian genes and
mechanisms of addiction: defining the behavioral senzitization phenotype for behavioral
screen

- Europske sveucilisne igre 2016., attaché (domacin ekipe)

Udruga studenata biotehnologije Sveucilista u Rijeci od 2014. godine
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