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SAZETAK

Povecanje dopaminske neurotransmisije inducirano psihostimulansima
predstavlja jedan od inicijalnih faktora za razvoj ovisnosti. Bududi da oksidativni
metabolizam dopamina stvara reaktivne kinone i slobodne radikale, istrazivanja
sugeriraju da oksidativni stres ima utjecaja na bihevioralne promjene ukljucujudi
lokomotornu senzitizaciju. Istrazivanja na glodavcima su pokazala kako
administracije kokaina (COC) ili metamfetamina (METH) povecavaju oksidativne
markere u regiji mozga koja je vazna za ekspresiju lokomotorne senzitizacije.
Svrha diplomskog rada je definirati ulogu poveéanog i smanjenog oksidativnog
statusa na razvoj lokomotorne senzitizacije na modelnom organizmu vinske

musice (Drosophila melanogaster).

Musice su prehranom tretirane s prooksidansima i/ili antioksidansima prije
i tijekom administracije volatiliziranog COC ili METH te su pracene promjene u
lokomotornoj aktivnosti. Administrirane su dvije iste doze psihostimulansa kroz
odredeni vremenski interval kako bi pratili razvoj lokomotorne senzitizacije.
Mjerenjem oksidativnih markera (aktivnost katalaze CAT i superoksid dismutaze
SOD; koncentracija vodikovog peroksida H,O, i superoksidnog anion radikala
0,*") ispitivali smo kako smanjenje ili povecanje oksidativnog statusa inducirano
tretmanom s prooksidansima i antioksidansima dovodi do promjena u

lokomotornoj aktivnosti na ponovljene administracije psihostimulansa.

Razvoj lokomotorne senzitizacije na COC i METH je sprijeCen kod musica
tretiranih antioksidansima, kao i kod musica tretiranih s prooksidansima.
Dodatno, pokazali smo da kombinirani tretman s prooksidansima i
antioksidansima dovodi do obnavljanja lokomotorne senzitizacije na METH.
Mjerenjem parametara oksidativnog statusa uodili smo razlike izmedu tretmana,
kao i razlike izmedu COC i METH. Nasi rezultati sugeriraju da egzogena primjena
prooksidansa ili antioksidansa dovodi do promjena u oksidativhom statusu Sto se
ocituje na sprjeCavanje lokomotorne senzitizacije. Identifikacija promjena u
oksidativnom statusu koje dovode do promjena u bihevioralnom odgovoru ¢e
pomoci objasniti kompleksnost mehanizama ovisnosti te poticati razvoj

ucinkovitih terapija za svladavanje ovisnosti.

Kljuéne rijeci: lokomotorna senzitizacija, psihostimulansi, Drosophila

melanogaster, oksidativni status



SUMMARY

Psychostimulants induced increase in dopamine neurotransmission is considered
to be one of the initial factors for the development of addiction. Since oxidative
metabolism of dopamine produces reactive quinones and free radicals, studies
suggest that oxidative stress has implications for behavioral changes including
locomotor sensitization. Research on rodents has shown that administration of
cocaine (COC) or methamphetamine (METH) increases oxidative markers in the

brain region which is important for expression of locomotor sensitization.

The purpose of the master thesis is to define the role of increased and decreased
oxidative status on the development of locomotor sensitization in fruit fly

(Drosophila melanogaster).

Flies were fed with pro-oxidants and/or antioxidants before and during
administration of volatilized COC or METH and changes in locomotor activity were
examined. To monitor the development of locomotor sensitization, two doses of
psychostimulant were administered over a certain time interval. By measuring
oxidative markers (activity of catalase CAT and superoxide dismutase SOD;
concentration of hydrogen peroxide H,0, and superoxide anion radical 0,*"), we
investigated how decrease or increase in oxidative status, induced by pro-oxidant
or antioxidant treatment, leads to changes in locomotor activity after repeated

administration of psychostimulants.

Locomotor sensitization to COC and METH is abolished in flies treated with
antioxidants, as well as in flies treated with pro-oxidants. In addition, we report
that combined treatment with pro-oxidants and antioxidants restores locomotor
sensitization to METH. We observed differences between treatments, as well as
differences between COC and METH.

Our results suggest that the exogenous exposure to pro-oxidants or antioxidants
results in changes in oxidative status, which is evident in the abolished locomotor
sensitization. Identifying changes in oxidative status that lead to changes in
behavioral response will help explain the complexity of addiction mechanisms

and encourage the development of effective therapy for addiction.

Key words: locomotor  sensitization, psychostimulants, Drosophila

melanogaster, oxidative status
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i1.UuvoD

1.1. Ovisnost i lokomotorna senzitizacija

Ovisnost  predstavlja kroni¢ni recidivni poremedaj karakteriziran
kompulzivhom upotrebom psihostimulansa unato¢ negativnim posljedicama koje
ima za ljudski organizam (1). Adiktivni psihostimulansi poput kokaina i
metamfetamina uzrokuju dugoroCne promjene ponasanja mijenjajuci plasti¢nost
sinapsi u odredenim regijama mozga (2). Posljedica neuronalnih promjena je
poremecaj homeostaze organizma na molekularnoj i stani¢noj razini (3). Tocan
mehanizam kojim psihostimulansi vrSe svoje efekte nije razjasnjen, no
dosadasnja istrazivanja navode povecanje dopaminergi¢ne neurotransmisije kao

jedan od inicijalnih faktora za razvoj ovisnosti.

Dopamin (DA) je neurotransmiter koji modulira neuronalne funkcije
ukljucujuéi lokomotorno ponasanje, spavanje, ucenje, pamcenje te ponasanje
povezano s nagradom i motivacijom (4). Sinteza DA zapocinje hidroksilacijom
aminokiseline tirozina u L-dihidroksifenilalanin (DOPA) djelovanjem enzima
tirozin hidroksilaze (TH) (5). Zatim dekarboksilaza aromatskih aminokiselina
katalizira pretvorbu DOPA u DA. Nakon biosinteze u citosolu neurona, DA se
transportira u sinapticke vezikule pomocu vezikularnog monoaminskog
transportera 2 (VMAT2) gdje ostaje pohranjen do otpustanja iz neurona (Slika
1.). Ekscitacija presinaptickog DA neurona uzrokuje egzocitozu vezikula u
sinaptiCcku pukotinu Sto dovodi do interakcije DA sa dopaminskim receptorima
(DAR) na postsinaptickom neuronu. Signaliziranje se zaustavlja uklanjanjem DA
iz sinapticke pukotine degradacijom ili ponovnim unosom u presinapticki neuron
preko dopaminskog transportera (DAT) (6). Ponovnim ulaskom u citosol
presinaptickog neurona, DA se degradira ili pohranjuje u sinapticke vezikule
pomocu VMAT?2.
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Slika 1. Shematski prikaz dopaminergi¢éne neurotransmisije (TH-tirozin
hidroksilaza; AADC-dekarboksilaza aromatskih aminokiselina; DOPA-L-
dihidroksifenilalanin; DA-dopamin; VMAT-vezikularni monoaminski transporter; DAT-

dopaminski transporter; DAR-dopaminski receptor)

Povecanje dopaminergi¢ne signalizacije se odvija u mezokortikalnim i
mezolimbickim putevima. Mezolimbicki sustav Cine dopaminski neuroni koji
proizlaze iz ventralnog tegmentalnog podrucja (VTA) i projektiraju se u nukleus
akumbens (NAc) i prefrontalni korteks (1). Otpustanje DA u mezolimbickom
sustavu je povezano s motivacijskim i nagradujuéim dogadajima. Kada
organizam dozivi novi stimulus, bio on pozitivan (hrana) ili negativan (stresor),
aktivnost DA neurona u VTA se mijenja. Svojim otpusStanjem, DA daje znak
organizmu da se odvija motiviraju¢i dogadaj i da je potrebno prilagoditi
bihevioralni odgovor (povecati ili smanjiti otpustanje DA) (7). Dopaminski
receptori su kolokalizirani sa glutamatnim receptorima u NAc i zajedno proizvode
dugorocne promjene u sinapti¢noj plasti¢nosti. Dopaminergi¢na neurotransmisija
kao odgovor na psihostimulans proizvodi lokomotorni i nagradujuéi efekt dok
glutaminergi¢na neurotransmisija rezultira uc¢enjem i memorijom povezanom s
konzumacijom psihostimulansa (8). Istrazivanja na modelima glodavaca i
primata s izmijenjenom funkcijom DAR su ustanovila da je podtip DAR-D2 klju¢ni

modulator lokomotorne aktivnosti (9).



Bihevioralna (lokomotorna) senzitizacija predstavlja fenomen
progresivnog povecanja lokomotornog odgovora nakon ponovljenih
administracija iste doze psihostimulansa (10). Razvoj bihevioralne senzitizacije
se moze podijeliti na inicijalnu fazu (povezanu s VTA) i ekspresijsku fazu
(povezanu s NAc). Inicijalna faza predstavlja neposredne neuronalne dogadaje
koji induciraju bihevioralnu senzitizaciju, dok ekspresijska faza predstavlja
dugorocne posljedice inicijalnih dogadaja. Brojna istrazivanja povezuju
bihevioralnu senzitizaciju sa neuroadaptacijama u mezolimbi¢ckom sustavu koji je
vazan posrednik nagradujucih i lokomotornih efekata droge. IstraZivanja na
senzitiziranim zivotinjama su pokazala da se u mezolimbi¢kom sustavu odvijaju
pre- i postsinapticke neuroadaptacije (3). Presinapticka adaptacija predstavlja
povecanje otpustanja DA nakon primjene psihostimulansa, dok postsinapticka
adaptacija ukljucuje povecanje osjetljivosti DAR i smanjenje osjetljivosti
glutamatnih receptora. Bihevioralna senzitizacija moze biti dugoro¢no prisutna, a
na njenu snagu utjeCu mnogi cimbenici: spol, dob, genetika te doza

psihostimulansa i vremenski interval izmedu administracija (10).

1.1.1. Mehanizam djelovanja psihostimulansa

DAT je primarno mjesto djelovanja psihostimulansa. Uklanjanje DA iz
sinapticke pukotine u presinapticki neuron preko DAT je klju¢no za kontrolu i
terminaciju neurotransmisije. Kokain (COC) kompetitivno inhibira DAT Sto
rezultira pove¢anom koncentracijom DA u sinaptickoj pukotini (Slika 2.) (7).
Ekstracelularni DA zatim ostvaruje produljenu interakciju sa DAR Sto proizvodi
povecani lokomotorni odgovor. Metamfetamin (METH) takoder povecava
koncentraciju ekstracelularnog DA, ali ne inhibira DAT. Zbog strukturne sli¢nosti
sa DA, METH ulazi u neuron kroz DAT i inhibira djelovanje VMAT2 (11). Povecava
se koncentracija DA u citosolu jer se odvija reverzni transport kroz VMAT2 stoga
se DA ne moze pohraniti u sinapticku vezikulu (12). Preopterecenost DAT-a sa
METH-om i citosolnim DA mijenja pravac djelovanja DAT te se povecane

koncentracije DA reverznim transportom otpustaju u sinapticku pukotinu.
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Slika 2. Shematski prikaz mehanizma djelovanja a)kokaina (COC) i
b)metamfetamina (METH) COC inhibira DAT i onemogucuje ponovni ulazak DA u
presinapticki neuron. METH ulazi u presinapticki neuron preko DAT, inhibira funkciju
VMAT?2 i uzrokuje reverzni transport citosolnog DA kroz DAT. (DA-dopamin; VMAT-
vezikularni monoaminski transporter; DAT- dopaminski transporter; DAR-dopaminski

receptor)

Administracija psihostimulansa moZe inducirati lokomotorni i nagradujuci
efekt kroz DAT neovisne mehanizme koji uklju¢uju vezanje na transportere
neurotransmitera serotonina (5-HT) i norepinefrina (NE). Smatra se da 5-HT i NE
transporteri imaju ulogu u ponovnom unosu DA u neuron, no ti transporteri
mogu biti inhibirani vezanjem psihostimulansa. Vaznost DAT neovisnih
mehanizama su potvrdila istrazivanja na DAT knock out miSevima gdje su COC i
METH povecali ekstracelularni DA u NAc i proizveli nagradujuce efekte (13).
Istrazivanja pokazuju da kompleksne interakcije izmedu neurotransmiterskih
sustava moraju biti koordinirane kako bi obrazac otpustanja DA ostao

nepromijenjen.



1.1.2. Drosophila melanogaster kao model organizam za istrazivanje
ovisnosti

Drosophila melanogaster (vinska musica) se desetljeCima koristi kao
model organizam zbog privlacnih karakteristika poput brzog replikacijskog
ciklusa, malih troskova wuzgoja i jednostavne genetske manipulacije.
Konzervirana bioloska homologija sa covjekom ju cini vrijednim alatom u
istrazivanjima patologije metabolic¢kih, genetskih i neurodegenerativnih bolesti.
Smatra se da oko 75% gena koji su povezani s bolestima kod ljudi imaju

funkcionalne ortologe kod musice (14).

Postoji  strukturna i funkcionalna konzerviranost dopaminergicne
neurotransmisije izmedu vinske musice i sisavaca. Kod musice su karakterizirani
enzimi biosinteze dopamina, VMAT, DAT te dopaminski receptori podtipa D1 i D2.
Nedostatak DAT kod musSice uzrokuje pretjeranu hiperaktivhost, odnosno
povecanu lokomociju (4). Istrazivanje na DAR-D2 transgeni¢nim musicama je
pokazalo da smanjena razina D2 receptora znacajno smanjuje lokomotornu
aktivnost Sto potvrduje konzerviranost uloge DAR na lokomotorno ponasanje kod
musice i sisavaca (9). Ipak, musice i sisavci ne dijele jednakost u svim
neurotransmiterskim  sustavima. Primjerice norepinefrin, koji je dio
adrenergi¢nog neurotransmiterskog sustava kod ljudi, ne postoji kod musice.
FizioloSku funkciju adrenergi¢nog sustava kod musice obavlja neurotransmiter
oktopamin (koji se kod ljudi nalazi u tragovima) (14). Takoder, uloge
neurotransmitera glutamata i acetilkolina su suprotne kod musice i Covjeka,
stoga je potreban je oprez kod interpretacije rezultata istrazivanja na musicama i

ekstrapolacije na organizam covijeka.

Gledano s aspekta ovisnosti, pokazane su slicnosti u razvoju fenotipa
lokomotorne senzitizacije kod musica u usporedbi sa glodavcima. U obje vrste je
pokazana senzitizacija ovisna o vremenskom intervalu izmedu doza i razlicita

osjetljivost na psihostimulanse kod muzjaka i zenki (15).



1.1.3. Kvantifikacija Ilokomotorne senzitizacije kod Drosophile
melanogaster

Lokomotorna senzitizacija se eksperimentalno moze kvantificirati kao
povecanje lokomotornog odgovora nakon ponovljenih administracija iste doze
psihostimulansa. Jednostavni eseji mjerenja lokomotorne aktivnosti na modelima
glodavaca su otkrili nekoliko gena i molekularnih mehanizma za koje se smatra
da su povezani s indukcijom i ekspresijom lokomotorne senzitizacije. Kod vinske
musice, prvotna metoda mjerenja lokomotornog odgovora nakon administracije
psihostimulansa je ukljucivala snimanje musica uz bodovanje ponasanja. Nakon
jednominutne administracije volatiliziranog kokaina, musSice su prebacene u
arenu za snimanje nakon c¢ega je bihevioralni odgovor ocijenjen po odredenoj
bodovnoj ljestvici (0 bodova:normalna lokomocija - 5 bodova:hiperlokomocija -
7 bodova:akinezija/smrt) (16). Bihevioralni odgovori su bodovani kao blagi
(normalna lokomocija i cis¢enje), umjereni (sporija lokomocija cirkularnog
obrasca, ubrzano zujanje) i teski (tremor bez lokomocije, smrt). Nedostatak ove
metode je subjektivhost eksperimentatora prilikom ocjenjivanja i dugotrajnost
eksperimenta. Takoder, ova metoda nije visokoproto¢na, a rukovanje

zivotinjama nakon administracije psihostimulansa moze utjecati na rezultate.

Danas je komercijalno dostupan automatizirani sustav za mjerenje
lokomotorne aktivnosti — Drosophila Activity Monitoring System (DAMS). DAMS
omogucuje identifikaciju obrazaca ponasanja (lokomocije) kroz viSesatne il
viSednevne periode na populacijskoj i/ili individualnoj razini. Sustav snima
aktivnost individualnih musica koje se nalaze u zatvorenim staklenim cjevCicama
u monitorima za pracenje aktivnosti (14). Sredinom svake cjevcéice prolazi
infracrvena (IR) zraka koja se prekida svaki puta kada musica prijede sredinu
cjevCice. Prekid IR zrake predstavlja aktivnost detektiranu kroz odredeni
vremenski interval i zabiljezenu za svaku musicu u eksperimentu. Bududéi da
jedno racunalo moze simultano mjeriti aktivnost stotine musica, ovaj sustav je
koristan za visoko proto¢ne analize, poput genetskog probira za identifikaciju

novih gena.



1.2. Slobodni radikali i oksidativni stres

Slobodni radikali se definiraju kao molekule koje sadrze jedan ili vise
nesparenih elektrona u atomskoj orbitali (17). Zbog prisutnosti nesparenog
elektrona, mnogi radikali su nestabilni i visoko reaktivni. Slobodni radikali
sudjeluju u redoks reakcijama primanja elektrona (redukcija) i otpustanja
elektrona (oksidacija). Najvaznija skupina slobodnih radikala su reaktivne vrste
kisika (engl. Reactive oxygen species; ROS). Molekularni kisik moze uzimati
elektrone drugim molekulama te autooksidacijom prije¢i u radikal (18).
Redukcijom jednog elektrona kisika nastaje superoksidni anion radikal (0O,*") dok
redukcijom dva elektrona nastaje vodikov peroksid (H,0,). Najpotentniji
prooksidans je hidroksilni radikal (*OH) koji nastaje u Fenton-ovoj reakciji kada
metal Zeljeza transferira treéi elektron na vodikov peroksid. Radikal dusikovog
oksida (NO®) pripada reaktivhim dusikovim vrstama (engl. Reactive nitrogen
species; RNS). Reakcijom radikala dusikovog oksida i superoksidnog aniona
nastaje peroksinitrit (ONOQO).

Slobodni radikali svakodnevno nastaju u metabolickim procesima koji
ukljuCuju transfer elektrona. Primarno mjesto nastanka superoksidnog anion
radikala je mitohondrij, gdje slobodni kisik ,krade™ elektrone koji cure iz
respiratornog elektron transportnog lanca (15). Vodikov peroksid nastaje u
peroksisomima, dok peroksinitrit nastaje tijekom upalnih procesa. ROS-ovi mogu
nastati i u enzimatskim reakcijama koje su uklju¢ene u procese fagocitoze i
sinteze prostaglandina (19). Vanjski izvori ROS-ova ukljucuju zagadenja zraka i

okolisa (npr.dim cigarete, industrijska otapala, pesticidi i zracenje).

U malim koncentracijama slobodni radikali imaju povoljan utjecaj na
organizam. Korisni su u procesima diferencijacije, organogeneze, regulacije
imunoloskog odgovora i vaskularnog tonusa (17). Pretpostavlja se da ROS-ovi
djeluju kao sekundarni glasnici te su nuzni za pravilno odvijanje stani¢nog
signaliziranja. Prekomjerna proizvodnja slobodnih radikala i nedostatna
eliminacija iz organizma putem antioksidativnih sustava rezultiraju poremecéajem
redoks homeostaze. Ovisno o tome koji su radikali povecani, stanje se naziva
oksidativni ili nitrozativni stres. Suvisak ROS-ova cilja bioloski vazne molekule

poput lipida, proteina i nukleinskih kiselina te svojim djelovanjem uzrokuju



ostedenja stanice (19). Lipidna peroksidacija oznacava oksidaciju viSestruko
nezasi¢enih masnih kiselina koje su strukturni dio stani¢énih membrana.
Osteéenje membrana, ukljucujuéi i membranu mitohondrija, dovodi do jos veceg
povecanja ROS-ova i stani¢ne smrti. Oksidacijom aminokiselina ROS-ovi imaju
utjecaj na promjenu aktivnosti enzima, receptora i membranskog transporta.
Hidroksilni radikali se vezu na nukleinske baze i uzrokuju lomove nukleinskih
kiselina Sto rezultira mutagenezom. Smatra se da oksidativni stres (OS) ima
ulogu u patologiji neuroinflamatornih, neurodegenerativnih, kardiovaskularnih i

gastrointestinalnih bolesti (18).

1.2.1. Oksidativni stres induciran dopaminom

Metabolizam DA je povezan s oksidativnim stresom. Pri normalnim
fizioloSkim uvjetima, DA je stabilan unutar sinapticke vezikule. Prekomjerna
koli¢ina citosolnog i/ili ekstracelularnog DA podlijeze degradaciji pri ¢emu se
stvaraju citotoksicni ROS-ovi (Slika 3.) (6). Monoaminooksidaza (MAO)
oksidativnhom deaminacijom pretvara citosolni DA u reaktivhi DOPAL (3,4-
dihidroksifenilacetaldehid) i H,O, . Alkohol dehidrogenaza (ADH) ili aldehid
dehidrogenaza (ALDH) pretvaraju DOPAL u DOPAC (3,4-dihidroksifeniloctena
kiselina). Ekstracelularni DA se uklanja iz sinapticke pukotine ponovnim unosom
u neuron ili degradacijom putem glija stanica. U glija stanicama se, osim enzima
MAO,ADH i ALDH, nalazi katehol-O-metiltranferaza (COMT) koja pretvara DOPAC

u homovanilinsku kiselinu (HVA).

Spontanom autooksidacijom DA u citosolu nastaju reaktivni kinoni i ROS.
DA i DOPA se lako oksidiraju i nastaju visoko reaktivni DA- i DOPA-kinoni (DA-Q i
DOPA-Q) (20). Uz kinone nastaje superoksidni anion radikal koji posljedi¢no
povecdava koncentraciju ROS i dovodi do oksidativnog stresa. Oksidacija
dopamina se moze katalizirati i sa enzimima koji posjeduju peroksidaznu
aktivhost (npr. prostaglandin H sintaza, tirozinaza, lipooksigenaza,...) (5). Kinoni
i ROS-ovi se mogu nespecificno vezati za stanicne komponente stoga su

potencijalno neurodegenerativni.
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Slika 3. Shematski prikaz degradacije dopamina MAO enzimi se nalaze na vanjskim
membranama mitohondrija u neuronima i glija stanicama, dok se COMT nalazi pretezno u
glija stanicama (Sliku izradila studentica prema radu: Meiser ], Weindl D, Hiller K.

Complexity of dopamine metabolism. Cell Commun Signal CCS.,2013.;11(1):34, str.3)

1.3. Antioksidativni sustav

Redoks homeostaza organizma se zasniva na ravnotezi izmedu proizvodnje
i eliminacije ROS. Ravnoteza izmedu prooksidansa i antioksidansa je vazna jer uz
eliminaciju i prevenciju Stetnih utjecaja radikala, potrebna je i podrSka korisnog
utjecaja radikala na stani¢no signaliziranje, redoks regulaciju te obranu od
patogenih mikroorganizama (21). Cilj antioksidativhog sustava je obrana
organizma od Stetnih ucinaka slobodnih radikala na nacin da minimizira stvaranje
i prekomjernu koli¢cinu ROS. Antioksidansi su stabilne molekule koje
neutraliziraju slobodne radikale i time preveniraju oksidativha ostecenja stanice
(19). Neki od glavnih mehanizama antioksidativnhe obrane ukljucuju ,hvatanje"
(engl.scavenging) slobodnih radikala kroz doniranje elektrona ili atoma vodika.
Osim hvatanja radikala, antioksidansi mogu djelovati kao kelatori metala
(posebice onih koji sudjeluju u stvaranju ROS) te kao regulatori genske

ekspresije (21).



U organizmu su prisutni prirodni antioksidansi koji ¢ine enzimatske sustave
obrane dok se neenzimatski i sinteticki antioksidansi mogu unijeti u organizam
putem hrane. Neki od najvaznijih endogenih antioksidativnih sustava Cine enzimi
superoksid dismutaza (SOD), glutation peroksidaza (GPx) te katalaza (CAT). SOD
katalizira pretvorbu superoksidnog anion radikala u vodikov peroksid kojeg zatim
GPx i CAT pretvaraju u kisik i vodu (18). Egzogeni antioksidansi se uglavhom
unose putem hrane ili dodataka prehrani, a najpoznatiji predstavnici su vitamin C
i vitamin E (19). U mnogim modelima oksidativhog stresa, istrazivano je
antioksidativno djelovanje sintetski dobivenog TEMPOL-a. TEMPOL je redoks
ciklirajuéi spoj, mimetik SOD koji uspjesno eliminira superoksidne anion radikale
(22). Takoder, pokazao je Siroko antioksidativho djelovanje protiv ostalih ROS i

RNS uklju€ujuci hidroksil radikale i peroksinitrite.

1.3.1. Egzogeni antioksidansi — Polifenoli

Smatra se da optimalan dnevni unos voca i povréa pokazuje blagotvoran
utjecaj na opcenito zdravlje te poboljSava antioksidativni status organizma (21).
Upravo su u biljkama identificirani kemijski spojevi koje Cesto prepoznajemo pod
zajednickim imenom polifenoli. Polifenoli su velika skupina sekundarnih
metabolita biljaka koji pokazuju reducirajuca svojstva (doniraju atom vodika) i
svojstva keliranja metala Sto ih Cini potencijalnim antioksidansima (23). Osim
direktnog antioksidativhog djelovanja, polifenoli mogu djelovati kao regulatori
genske transkripcije i time utjecati na procese stani¢ne smrti i starenja. Sve se
viSe istrazuje utjecaj polifenola na neuroloska patoloska stanja, ukljucujudi
neuroprotekciju dopaminskih neurona od oksidativhog ostecenja te utjecaj na

moduliranje aktivnosti neurotransmiterskih transportera (23-25).

Flavonoidi su najbrojnija podskupina polifenola, a neki od glavnih
predstavnika su kvercetin, resveratrol i kurkumin. Buduéi da kvercetin moze
prije¢i  krvno-mozdanu barijeru, prouCavana su njegova potencijalna
neuroprotektivha svojstva. Kvercetin moze djelovati kao direktni antioksidans
(hvatanjem ROS i RNS), no moze modulirati antioksidativhu obranu organizma
aktivacijomm Nrf2-ARE puta (26). Aktivacija Nrf2-ARE signalnog puta vodi do
transkripcije brojnih antioksidativnih gena ukljucujuéi gene za SOD, GPx i CAT.

Smatra se da je najbolji nac¢in za povecanje endogenih antioksidansa zapravo
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sami oksidativni stres (21), stoga je moguce da se kvercetin, u sluc¢aju aktivacije

Nrf2-ARE, ponasa kao prooksidans.

Tirosol i hidroksitirosol su prirodni fenolni spojevi koji pripadaju
polifenolnim antioksidansima. U istrazivanjima je pokazano da hidroksitirosol
sprjecava citotoksi¢nost induciranu vodikovim peroksidom, dok tirosol smanjuje
proizvodnju ROS (27). Iako su tirosol i hidroksitirosol prirodni polifenoli koji se
pretezito nalaze u maslinovom ulju, istrazivanja su otkrila put njihove endogene
sinteze (28). U manjem putu oksidativhog metabolizma dopamina, reducira se
DOPAL sa aldehid reduktazom i nastaje DOPET, odnosno hidroksitirosol. S druge
strane, endogeni tirosol se moze stvoriti iz oksidativnhog metabolizma tiramina,
gdje se tiramin nakon deaminacije sa MAO dalje reducira u tirosol uz pomoc¢
alkohol dehidrogenaze. StoviSe, nedavna istrazivanja pokazuju da se egzogeni
tirosol moze biotransformirati u hidroksitirosol putem CYP enzimatskih sustava.
Hidroksitirosol, kao i kvercetin ispoljava endogenu antioksidativhu aktivnost u
mozgu putem aktiviranja Nrf2-ARE signalnog puta (29). Na Slici 4. su prikazane
kemijske strukture neurotransmitera dopamina te antioksidativnih spojeva

tempola, kvercetina, hidroksitirosola i tirosola.

TEMPOL KVERCETIN
H #o HQ
HO_OE ;z !”0—<\ z Q_\
NH, Q OH
DOPAMIN HIDROKSITIROSOL TIROSOL

Slika 4. Kemijske strukture dopamina i antioksidansa tempola, kvercetina,

hidroksitirosola i tirosola
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1.4. Utjecaj oksidativhog statusa na lokomotornu senzitizaciju

Povecanje lokomotorne aktivnosti nakon administracije COC i METH je
primarno posredovano sa otpustanjem DA u sinapticku pukotinu. Vec
spomenuto, oksidativhi metabolizam DA proizvodi ROS-ove i reaktivhe DA-
kinone. Mozak je posebno podloZzan oksidativhom osteéenju jer koristi puno
kisika, posjeduje redoks metale poput Zeljeza te ima visok udio viSestruko
nezasi¢enih masnih kiselina koje su podlozne lipidnoj peroksidaciji (17). Za
METH je poznato da uzrokuje neurotoksicnost dopaminskih neurona koja je
vjerojatno posredovana oksidativnim stresom. Glavni mehanizmi
neurotoksi¢nosti METH ukljucuju enzimatsku oksidaciju i autooksidaciju DA,
aktivaciju glutamatnog NMDA receptora te mitohondrijsku disrupciju (30).
Aktivacija NMDA receptora omogucava ulazak kalcija (Ca**) u neuron te dodatno
povecava ROS i RNS. Povecanje radikala i akumulacija METH remeti elektron
transportni lanac mitohondrija i dolazi do apoptoze dopaminergi¢nih neurona.
Krajnji rezultat METH neurotoksi¢nosti je smanjena razina DA, DAT i TH (31). S
druge strane, akutna i ponovljena administracija COC poveéava ROS u
dopaminergi¢nim mozdanim strukturama stakora, no za razliku od METH, COC ne
inducira neuronalnu apoptozu (32). Istrazivanja su pokazala se tijekom
oksidativhog metabolizma kokaina proizvode metaboliti (norkokain i derivati
norkokaina) koji sudjeluju u redoks cikliranju i tako stvaraju slobodne radikale
(8,33).

Slobodni radikali mogu biti ukljuceni u stani¢no signaliziranje i provedbu
redoks procesa koji utjecu na neuromodulaciju, transkripciju te transport iona.
Upravo zbog utjecaja slobodnih radikala na enzime i proteine koji su osjetljivi na
redoks stanje, sve se viSe istrazuje povezanost oksidativnhog stresa sa
modulacijama u proteinskom signaliziranju koje mogu doprinijeti razvoju
adiktivnog fenotipa. Utjecaj redoks posttranslacijskih modifikacija na proteine jos
uvijek nije razjasnjen u aspektu ovisnosti, no smatra se kako DA-kinoni ciljaju
cisteinske ostatke proteina. Vezanjem za cisteinske ostatke, DA-kinoni inhibiraju
funkciju proteina i posljedi¢no dovode do citotoksi¢nosti. Na taj nacin, DA kinoni
inaktiviraju TH i DAT Sto posljedi¢no inhibira sintezu DA i ponovni unos u neuron
(34,35). Istrazivanja pokazuju kako se nakon administracije psihostimulansa

mijenja redoks stanje neurona, osobito u dopaminergi¢cnom sustavu nagrade te
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da je povecanje oksidativnhog stresa povezano sa lokomotornim odgovorom na
psihostimulanse (35-38). Prethodna istrazivanja su pokazala kako akutna
administracija COC povecava oksidativho osteéenje u regijama mozga koje su
vazne za lokomotornu senzitizaciju (NAc i prefrontalni korteks) te da je
povecanje lokomotornog odgovora na ponovljenu administraciju povezano s
povecanjem oksidativnih markera (36,39). S obzirom da i METH dovodi do
povecanja oksidativnhog stresa, sve je vedéi fokus istrazivaca za potencijalnim
pronalaskom povezanosti redoks stanja i bihevioralnih promjena induciranih

psihostimulansima.
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2. CILJ RADA

Svrha istrazivackog rada je ispitati utjecaj povecanog ili smanjenog oksidativnog

statusa na razvoj lokomotorne senzitizacije na ponovljenu administraciju COC i

METH kod vinske musice.

Ciljevi istrazivackog rada:

1-

2-

3-

Pokazati fenotip lokomotorne senzitizacije kod wt musica koji je posljedica

ponavljanih administracija COC i METH.

Istraziti utjecaj povecanog ili smanjenog oksidativnog statusa na promjenu
lokomotorne aktivnosti nakon administracije COC i METH.

S obzirom na literaturne podatke, ocekujemo da je oksidativni
status povezan s promjenama u lokomotornoj aktivnosti koju induciraju
COC i METH te da c¢e povecanje i/ili smanjenje oksidativhog statusa
dovesti do moduliranja lokomotornog odgovora. Nasa hipoteza je bila da
¢e egzogena primjena prooksidansa povecati oksidativni stres te ce
lokomotorni odgovor na COC i METH biti veéi kod tretiranih musSica u
odnosu na kontrolu. Sukladno tome, egzogena primjena antioksidansa ce
smanjiti oksidativni stres te ¢e lokomotorni odgovor biti manji kod

tretiranih musica u odnosu na kontrolu.

Istraziti da li administracija psihostimulansa dovodi do promjena u razini
oksidativnih markera: aktivhost enzima SOD i CAT i relativna
koncentracija H,0, i 0O,*. Kako bi ispitali da Ii predtretmani s
prooksidansima i antioksidansima utjeCu na oksidativni status te tako
mijenjaju bihevioralni fenotip, mjeriti ¢emo navedene parametre kod

predtretiranih musica nakon ponovljene administracije COC i METH.

Usporediti bihevioralni ( lokomotorna aktivnost) i biokemijski (oksidativni
markeri) odgovor na opetovanu administraciju COC i METH kod musSica
predtretiranih s prooksidansima i antioksidansima sa netretiranim

musicama.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Uzgoj i sortiranje vinske musice (Drosophila melanogaster)
U ovom istrazivanju kao model organizam je koriStena vinska musica

divljeg tipa (engl.wild type, wt) - Drosophila melanogaster, soja Canton S. U
svrhu razmnozavanja, musice su uzgajane u plasticnim bocama na hrani koja
sadrzi vodu, Seler, agar, kukuruzno brasno i suhi kvasac uz dodatak
antifungicida propionske kiseline i nipagina. Musice su uzgajane na hrani s
kukuruznim brasnom na 25°C uz 60-75% vlaznosti u 12-satnim svjetlo/mrak

ciklusima.

Najmanje jedan dan prije predvidenog eksperimenta, provedena je
anestezija s ugljikovim dioksidom (CO,) s ciljem prikupljanja dovoljnog broja
musica odredenog spola. Musice su iz plasticnih boca prebaene u praznu
plasticnu tubu gdje su prvo anestezirane, a zatim postavljene na poroznu
podlogu koja otpusta CO,. Sortiranje muzjaka i zenki je provedeno pod
svjetlosnim mikroskopom pomocu kista. Sortirane musSice su prebacene u
plasticne tube na hranu koja sadrzi vodu, Secer, agar, melasu, suhi kvasac,
propionsku kiselinu i nipagin. MusSice su na hrani s melasom uzgajane u istim

kontroliranim uvjetima koji su odredeni za uzgoj na hrani s kukuruznim brasnom.
Priprema hrane sa suplementima

Utjecaj oksidativhog stresa se istrazivao na musSicama hranjenim
prooksidansima i/ili antioksidansima koji su dodani u standardnu hranu s
melasom. Za pripremu hrane sa suplementima najprije je u plasticnu tubu
dodana otopina suplementa, a zatim 10 ml otopljene standardne hrane s

melasom. Smjesa je vorteksirana jednu minutu.

Volumeni suplementa koji su dodani u 10ml standardne hrane su 133ul 30%
otopine vodikovog peroksida (H,0,), 500ul otopine 80mM parakvata (PQ), 500ul
otopine 60mM tempola (TML), 480pul otopine 0,1mM kvercetina (QUE) i 124,5ul
otopine 1 mM tirosola (TYR).

Konacne koncentracije suplementa u hrani za istrazivanje prooksidativnog

djelovanja su iznosile 0,4% vodikov peroksid (H,O,) i 4mM parakvat (PQ).
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Konacne koncentracije suplementa u hrani za istrazivanje antioksidativnog
djelovanja su iznosile 3mM tempol (TML), 4,8mM kvercetin (QUE) i 12,45uM
tirosol (TYR).

3.2. Utjecaj prooksidansa i antioksidansa na osjetljivost i lokomotornu
senzitizaciju
Fly Bong platforma je koriStena za administraciju psihostimulansa te

pracenje lokomotornog odgovora prije, nakon prve i nakon druge administracije.
Osjetljivost predstavlja povecanje lokomotornog odgovora na akutnu (prvu) dozu
psihostimulansa u odnosu na lokomotorni odgovor prije administracije.
Lokomotorna senzitizacija predstavlja povecanje lokomotornog odgovora nakon
opetovane (druge) administracije psihostimulansa u odnosu na povecanje nakon

prve doze.
Opis platforme

Slika 5. prikazuje shemu visokoprotocne Fly Bong platforme. Platformu cini
sustav za administraciju psihostimulansa (a) i sustav za pracéenje i biljezenje
lokomotorne aktivnosti (b). Volatilizacijska komora (c) je dio sustava za
administraciju, a sastoji se od grija¢e kape i trogrle tikvice. Trogrla tikvica je
sustavom cjevcica spojena na zracnu pumpu (d) s jednim otvorom, a s drugim
otvorom je spojena na DAMS (Drosophila Activity Monitoring System) monitor (f)
preko dispenzora (g). DAMS monitor je spojen na racunalo konektorima i
telefonskim zicama. U DAMS monitoru se nalaze 32 plasti¢na Stapi¢a sa hranom

te se u svakom nalazi jedna musica.

ventil

LYV,

L—J e) DAMS monitor E
grijaca kapa

¢) Volatilizacijska komora

a) Sustav za administraciju psihostimulansa

Slika 5. Shema FlyBong platforme za administraciju volatiliziranog

psihostimulansa i prac¢enje linearne lokomocije
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Priprema DAMS stapica

DAMS stapié¢i su otvoreni s oba kraja te se na jednom kraju nalaze
odvodne rupice za zrak. Kraj Stapi¢a na kojem su odvodne rupice se umetne u
hranu i zatvori parafilmom kako se hrana ne bi osusila (Slika 6.). Ovim
postupkom pripremljeni su Stapiéi sa standardnom hranom na bazi melase i sa
standardnom hranom sa suplementima (H.O,, PQ, TML, QUE i TYR). Pomocu
aspiratora upuhuje se po jedna musica u svaki Stapi¢ te se prazni kraj Stapica

umetne u dispenzor koji je spojen na DAMS monitor.

/" -
DAMS Stapic zatvoren parafilmom

Slika 6. Priprema DAMS stapica

Administracija psihostimulansa

Svi eksperimenti su provedeni na muzjacima wt starim tri do pet dana.
Netretirane (kontrolne) musice su hranjene sa standardnom hranom dok su
tretirane hranjene s 0,4% H,0,, 4mM PQ, 3mM TML, 4,8mM QUE i/ili 12,45uM
TYR. Tretirane musice (H,0,,PQ,TML,QUE i TYR) su prebaene na hranu sa
suplementima 17-18 sati prije administracije te su ostale na istoj hrani tijekom
obje administracije odnosno do kraja eksperimenta. KoriSteni su psihostimulansi
kokain (COC) i metamfetamin (METH). Otopina COC je dobivena otapanjem
10mg kokain hidroklorida u 1ml 100% etanola. Otopina METH je dobivena
otapanjem 10mg metamfetamin hidroklorida u 1ml 100% etanola. Otopina
psihostimulansa u koncentraciji od 75ug je dodana u trogrlu tikvicu najmanje
Cetiri sata prije administracije kako bi etanol ishlapio prije pocetka eksperimenta
i tako ne bi dodatno utjecao na ishode eksperimenata. Zagrijavanje
psihostimulansa i pretvorba u volatilizirani oblik (aerosol) traje osam minuta i

izvodi se pomocu grijace kape koja dostize temperaturu od 100-120°C. Nakon
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zagrijavanja, otvara se ventil za zrak i pali se zracna pumpa koja dostavlja
aerosol u dispenzor koji ga ravnomjerno rasporeduje u 32 Stapi¢a. Duljina
izlaganja volatiliziranom psihostimulansu iznosila je 1 minutu. Stapiéi u kojima se
nalaze musice u DAMS monitoru su postavljeni tako da po sredini Stapi¢a prolazi
infracrvena (IR) zraka (Slika 7.). Svaki put kada musica prijede sredinu Stapica,
IR zraka se prekida i prekid se u racunalu biljezi kao lokomotorna aktivnost. Prva
administracija 75ug COC je bila u 9:00, a druga administracija iste doze u 15:00
(interval izmedu administracija je 6 sati). Prva administracija 75ug METH je bila
u 9:00, a druga administracija iste doze u 19:00 (interval izmedu administracija
je 10 sati).

infracrvena (IR) zraka

parafilm

_)__
\—‘X-

DAMS monitor

IRzraka

Slika 7. Shema prolaska IR zrake u DAMS monitoru i nacin postavljanja DAMS

stapica

3.3. Odredivanje markera oksidativhog statusa

3.3.1. Mjerenje aktivnosti enzima katalaze

Za svaku eksperimentalnu skupinu odredena je enzimska aktivnost
katalaze (CAT) prije, nakon prve i nakon druge administracije psihostimulansa.
Enzimski ekstrakti su pripremljeni homogenizacijom 5 odraslih musica u 800yl
homogenizacijske otopine. Homogenizacijska otopina se sastoji od 0,05M
kalijevog fosfata (pH 6,9) i 0,1% neionskog detergenta Triton X-100. Ekstrakti su
centrifugirani 20 min na 14000rpm pri 4°C. Nakon centrifugiranja, 300pl
supernatanta je razrijedeno sa 600ul homogenizacijske otopine. U mikrotitarsku
ploCicu koja ima 48 jazica odpipetirano je 450ul otopine supstrata koja sadrzi
0,05M fosfatni pufer (pH 6,9) i 15mM H,0,. Spektrofotometrom (infinite m200-
Pro) je mjerena apsorbancija pri 240nm Sto predstavlja koncentraciju vodikovog

peroksida prije dodanog enzimskog ekstrakta musSica. Radeni su triplikati
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enzimskih ekstrakata musSica u koncentracijama od 10,15,20 i 25ul. Nakon
dodatka enzimskih ekstrakata u otopinu supstrata, mjerena je apsorbancija pri
240nm u periodu od 5 minuta. Dodatkom enzima, smanjuje se koncentracija
vodikovog peroksida i racuna se promjena u optickoj gustoli (OD,4) tijekom 5
minuta. Izmjerene vrijednosti su dobivene u programu Tecan i-control. Kao
rezultat je uzet prosjek vrijednosti OD,4 triplikata za svaku dodanu koncentraciju
ekstrakta zajedno sa pripadaju¢om standardnom pogreskom. Aktivnost enzima
CAT je prikazana kao promjena ODy4o po minuti i po 0,1 mikrogramu enzimskog
ekstrakta (ODy40/minuta/0,1 mg).

3.3.2.Mjerenje aktivnosti enzima superoksid dismutaze

Za svaku eksperimentalnu skupinu odredena je enzimska aktivhost
superoksid dismutaze (SOD) prije, nakon prve i nakon druge administracije
psihostimulansa. Enzimski ekstrakti su pripremljeni na isti nacin kao za mjerenje
aktivnosti enzima CAT. U mikrotitarsku plocicu koja ima 48 jazica odpipetirano je
450ul otopine supstrata koja sadrzi 20mM fosfatnog pufera (pH 10), 0,8mM
TEMED-a, 0,8mM EDTA-e i 0,5mM kvercetina. Spektrofotometrom (infinite
m200-Pro) je mjerena apsorbancija pri 406nm Sto predstavlja koncentraciju
kvercetina. Radeni su triplikati enzimskih ekstrakata u koncentracijama od
10,15,20 i 25ul. Nakon dodatka enzimskih ekstrakata u otopinu supstrata,
mjerena je apsorbancija pri 406nm u periodu od 10 minuta. Dodatkom enzima,
smanjuje se oksidacija kvercetina u prisutnosti TEMED-a i raCuna se promjena u
optickoj gustoli (OD4gs) tijekom 10 minuta. Izmjerene vrijednosti su dobivene u
programu Tecan i-control. Aktivhost SOD je mjera u kojoj je oksidacija
kvercetina u prisutnosti TEMED-a inhibirana sa enzimskim ekstraktom. Kao
rezultat je uzet prosjek vrijednosti OD4gg triplikata za svaku dodanu koncentraciju
ekstrakta zajedno sa pripadaju¢om standardnom pogreskom. Aktivnost enzima
SOD je prikazana kao % inhibicije oksidacije kvercetina po minuti i po 0,1

mikrogramu enzimskog ekstrakta (%inhibicije oksidacije QUE/minuta/0,1 mg).

3.3.3.Mjerenje koncentracije vodikovog peroksida

Za svaku eksperimentalnu skupinu, odredena je koncentracija vodikovog
peroksida (H,O,) u ekstraktima cijelih musica prije, nakon prve i nakon druge
administracije psihostimulansa. Za mjerenje koncentracije vodikovog peroksida,

koristen je 2°,7 -diklorofluorescein (H,DCF). U prisutstvu vodikovog peroksida,
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H,DCF se konvertira u fluorescentni spoj. Homogenizirane su tri musice u 150ul
ekstracijskog pufera RIPA. Uzorci su centrifugirani 20 min na 14000 rpm pri 4°C.
Na mikrotitarskoj plodici sa 96 jazica, odpipetirano je 10ul homogenata u
triplikatu i dodano je 140ul PBS koji sadrzi 50uM H,DCF. Reakcija je inkubirana
60 minuta na sobnoj temperaturi. Spektrofotometrom (infinite m200-Pro) je
mjerena  fluorescencija na 515nm ekscitacije i 680nm emisije. Relativni
intenzitet fluorescencije je normaliziran sa koncentracijom proteina.
Koncentracija vodikovog peroksida je prikazana kao relativni intenzitet

fluorescencije pri 515nm/680nm.

3.3.4.Mjerenje koncentracije superoksidnog anion radikala

Za svaku eksperimentalnu skupinu, odredena je koncentracija superoksidnog
anion radikala (0;*) u ekstraktima cijelih musica prije, nakon prve i nakon
druge administracije psihostimulansa. Za mjerenje koncentracije superoksidnog
anion radikala, koristen je dihidroetidij (DHE). U prisutstvu superoksidnog anion
radikala, DHE se konvertira u fluorescentni spoj. Homogenizirane su tri musice u
150yl pufera za lizu (50mM HEPES pH 7,4, 5mM CHAPS i 5mM DTT). Uzorci su
centrifugirani na 14000rpm kroz 20 minuta na 4°C. Na mikrotitarskoj plocici sa
96 jazica, odpipetirano je 10upl homogenata u triplikatu i dodano je 140ul PBS
koji sadrzi 10uM DHE. Reakcija je inkubirana u mraku na sobnoj temperaturi u
periodu od 10minuta. Spektrofotometrom (infinite m200-Pro) je mjerena
fluorescencija na 485nm ekscitacije i 585nm emisije. Relativni intenzitet
fluorescencije je normaliziran sa koncentracijom proteina. Koncentracija
superoksidnog anion radikala je prikazana kao relativni intenzitet fluorescencije
pri 485nm/585nm.

3.4. Prikaz, analiza i statisticka obrada rezultata

Analiza izlaznih podataka DAMS sustava o lokomotornoj aktivnosti je
obradena u programima Actogram ] i Excel. Analizom podataka je utvrdena
lokomotorna aktivhost prije, nakon prve i nakon druge administracije
psihostimulansa kod svih eksperimentalnih skupina. Rezultati su prikazani
histogramom kao populacijski odgovor musica 10 ili 20 minuta prije te nakon
prve i nakon druge administracije psihostimulansa. Histogrami koji prikazuju

populacijski odgovor u 10 minuta, oznacavaju period od 0. do 10. minute, dok
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populacijski odgovor u 20 minuta oznacava period od 11. do 30. minute prije ili
nakon administracije. Prosjecni lokomotorni odgovor musica 10 minuta nakon
prve administracije predstavlja mjeru osjetljivosti, dok prosjec¢ni lokomotorni
odgovor musica 10 minuta nakon druge administracije predstavlja
prisutstvo/odsutstvo lokomotorne senzitizacije. Takoder, rezultati su prikazani
kao linijske krivulje koje predstavljaju prosjec¢ni broj prelazaka musica u
pojedinoj minuti. U daljnjem tekstu, pojam ,netretirane™ se odnosi na vrstu
hrane na kojoj su musice uzgajane, a ne na administraciju psihostimulansa
(netretirane ili kontrolne musice su hranjene sa standardnom hranom na bazi
melase). Izlazni podaci o promjeni apsorbancije za mjerenje biomarkera
oksidativhog statusa su dobiveni u programu Tecan i-control, a analiza je
obradena u Excel-u. Statisticki testovi su provedeni u programu Statistica 8. Za
usporedbu lokomotornog odgovora unutar ispitivane skupine koristen je t-test za
zavisne uzorke. Za usporedbu lokomotornog odgovora izmedu razliCitih
ispitivanih skupina koriSten je t-test za nezavisne uzorke. Za usporedbu
aktivnosti antioksidativnih enzima koriStena je One way ANOVA (post hoc: Tukey
multiple comparison test). Odreden je Pearsonov koeficijent korelacije za
odredivanje korelacije izmedu markera oksidativhog statusa i antioksidativnih
enzima te je interpretacija provedena po Petzovoj ljestvici. Razina statisticke

znacajnosti iznosi p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Lokomotorna senzitizacija na ponovljenu dozu psihostimulansa

Testirali smo utjecaj volatiliziranog COC i METH na promjenu lokomotorne
aktivnosti nakon akutne (prve) i ponovljene (druge) administracije kod wt
musica. S obzirom na prethodna saznanja, vremenski interval izmedu dvije
administracije iste doze COC za izazivanje lokomotorne senzitizacije je iznosio 6
sati, a za METH 10 sati. Ista doza psihostimulansa, administrirana u navedenim
vremenskim intervalima dovodi do progresivhog poveéanja lokomotornog

odgovora sto je vidljivo iz Slike 8.a i b.

a) 75ug COC — 6h b) 75ug METH — 10h
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Slika 8. Ponovljena administracija iste doze METH razvija lokomotornu

senzitizaciju kod wt musica DAMS sustavom se mijerila lokomotorna aktivnost musica prije
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i nakon dvije administracije 75ug volatiliziranog COC ili METH. Prosjec¢na lokomotorna
aktivnost je prikazana kao prosjecni broj prelazaka DAMS stapi¢a po minuti tijekom 30
minuta za populaciju musica izlozenih COC (a), ili izlozenih METH (b), a isti rezultati su
prikazani kao srednja aritmeticka sredina+ standardna pogreska za period od prvih 10
(c) i drugih 20 (d) minuta. MusSice su hranjene sa standardnom hranom na bazi melase
(n=64). Prva administracija COC i METH je provedena u 09:00. Druga administracija za
COC je provedena u 15:00, a za METH u 19:00. 0-10 (c) ili 11-30 minuta (d) prije
administracije (0), nakon prve administracije (1) ili nakon druge administracije (2);

*p<0,05 (t-test za zavisne uzorke)

Slika 8.c prikazuje prosjecnu lokomotornu aktivnost 10 minuta prije i 10
minuta nakon administracije COC ili METH. wt musice pokazuju osjetljivost na
prvu dozu METH, a ponovljena administracija iste doze dovodi do povecanja
lokomotorne aktivnosti Sto se naziva lokomotorna senzitizacija. Iako nije
statisticki znacajno, prva administracija COC dovodi do povecanja lokomocije u
usporedbi s bazalnim odgovorom (lokomotorna aktivhost prije administracije).
Opetovana administracija COC dovodi do znacajnog povecéanja lokomotorne

aktivnosti u odnosu na aktivnost nakon prve administracije.

Slika 8.d prikazuje prosjecnu lokomotornu aktivnhost u periodu od 20
minuta, odnosno lokomotorni odgovor od 11.-30. minute prije te nakon
administracije COC ili METH. Musice koje su primile METH pokazuju perzistentnu
lokomotornu senzitizaciju i nakon 10 minuta, dok musice koje su primile COC
pokazuju znacajno smanjenje lokomotorne aktivnosti nakon obje administracije.
Ovi rezultati pokazuju da METH u koncentraciji od 75ug pokazuje jaci i
dugotrajniji utjecaj na povecanje lokomotorne aktivnosti i razvoj lokomotorne

senzitizacije u usporedbi s istom koncentracijom COC.

4.2. Utjecaj prooksidansa i antioksidansa na razvoj lokomotorne
senzitizacije

Evaluirali smo utjecaj oksidativnog statusa na lokomotornu aktivnost prije i
nakon primjene volatiliziranog COC ili METH. Kako bi testirali hipotezu da ¢e
oksidativni status promijeniti lokomotorni odgovor na prvu i ponovljenu dozu
psihostimulansa u odnosu na kontrolu, musice su hranjene standardnom hranom

uz dodatak prooksidansa ili antioksidansa. Za induciranje oksidativhog stresa
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koristeni su vodikov peroksid (H,0,) i parakvat (PQ), a za suprimiranje tempol
(TML), kvercetin (QUE) i tirosol (TYR).

Prooksidansi: Vodikov peroksid i parakvat

Bududi da se literaturno navodi da je oksidativni stres induciran COC ili
METH povezan sa razvojem lokomotorne senzitizacije (35-39), ocekivali smo da
¢e tretman s prooksidansima povecati lokomotornu aktivhost nakon

administracija psihostimulansa u odnosu na kontrolu.

Tretman s prooksidansima je sprijeCio razvoj lokomotorne senzitizacije na
ponovljenu administraciju COC (Slika 9.). U odnosu na kontrolne netretirane
musice, lokomotorni odgovor na prvu administraciju je znacajno vedi kod oba
prooksidativna tretmana dok je odgovor na drugu administraciju znac¢ajno manji
u odnosu na prvu administraciju. Prooksidansi odrzavaju povecani lokomotorni
odgovor na prvu administraciju te povecéavaju odgovor na drugu administraciju u
odnosu na kontrolu (Slika 9.b). Razlike izmedu djelovanja H,0, i parakvata su te
da parakvat podize bazalnu aktivnost tijekom 30 minuta, dok H,0, povecéava

lokomotorni odgovor na prvu administraciju (dodatni materijali: Slika 1.).

75ug COC
a) 0-10 minuta b) 11-30 minuta
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Slika 9. Vodikov peroksid (H,0,) i parakvat (PQ) sprjecavaju razvoj
lokomotorne senzitizacije na opetovanu administraciju COC DAMS sustavom se

mjerila lokomotorna aktivnost musica prije i nakon dvije administracije 75ug
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volatiliziranog COC u razmaku od 6 sati. Odreden je prosjecni lokomotorni odgovor prije,
nakon prve i nakon druge administracije COC za netretirane NT (n=64) i tretirane
muzjake s 0,4% H,0, (n=64) i 4mM PQ (n=32). Prosjecni lokomotorni odgovor pojedine
musice po minuti je izrazen kao broj prelazaka sredine DAMS Stapica u periodu od prvih
10 i drugih 20 minuta. Rezultati su prikazani kao srednja aritmeticka sredinax
standardna pogreska. 0-10 (a) ili 11-30 minuta (b) prije administracije (0), nakon prve
administracije (1) ili nakon druge administracije (2); *p<0,05 (t-test unutar skupine za
zavisne uzorke), a = p<0,05 u odnosu na NT prije administracije, b= p<0,05 u odnosu
na NT nakon prve administracije, c= p<0,05 u odnosu na NT nakon druge administracije

(a,bi c - t-test izmedu skupina za nezavisne uzorke)

Slicno kao kod COC, tretman s prooksidansima je sprijeCio razvoj
lokomotorne senzitizacije na ponovljenu administraciju METH (Slika 10.). U prvih
10 minuta, prva administracija METH ne dovodi do znacajnih razlika u lokomociji
izmedu kontrolnih i tretiranih musica te ne dovodi do poveéanja odgovora na
drugu administraciju (Slika 10.a). U drugih 20 minuta, oba prooksidansa
pokazuju vedi lokomotorni odgovor na prvu administraciju u odnosu na kontrolu
(Slika 10.b). Tretman s parakvatom pokazuje konzistentno povecanje bazalne
aktivhosti u odnosu na kontrolu, dok u usporedbi s H,0, pokazuje manju

lokomotornu aktivnost nakon prve administracije (dodatni materijali: Slika 4.).
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Slika 10. Vodikov peroksid (H,0,) i parakvat (PQ) sprjecavaju razvoj
lokomotorne senzitizacije na opetovanu administraciju METH DAMS sustavom se

mjerila lokomotorna aktivnost musica prije i nakon dvije administracije 75ug
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volatiliziranog METH u razmaku od 10 sati. Odreden je prosjecni lokomotorni odgovor
prije, nakon prve i nakon druge administracije METH za netretirane NT (n=64) i tretirane
muzjake s 0,4% H,0, (n=64) i 4mM PQ (n=32). Prosjecni lokomotorni odgovor pojedine
musice po minuti je izrazen kao broj prelazaka sredine DAMS Stapica u periodu od prvih
10 i drugih 20 minuta. Rezultati su prikazani kao srednja aritmeticka sredinax
standardna pogreska. 0-10 (a) ili 11-30 minuta (b) prije administracije (0), nakon prve
administracije (1) ili nakon druge administracije (2); *p<0,05 (t-test unutar skupine za
zavisne uzorke), a = p<0,05 u odnosu na NT prije administracije, b= p<0,05 u odnosu
na NT nakon prve administracije, c= p<0,05 u odnosu na NT nakon druge administracije

(a,bi c - t-test izmedu skupina za nezavisne uzorke)

Antioksidansi: Tempol, kvercetin i tirosol

Kako bi testirali hipotezu da li ¢e egzogena primjena antioksidansa smanjiti
oksidativni status induciran COC i METH te sprijeciti lokomotornu senzitizaciju,
musice smo tretirali s antioksidansima prije i tijekom dvije administracije COC ili
METH.

Svi tretmani s antioksidansima su sprijecili razvoj lokomotorne
senzitizacije na ponovljenu administraciju COC (Slika 11.). Postoje razlike izmedu
antioksidativnih tretmana u lokomotornoj aktivnosti prije te nakon prve
administracije. Bazi¢na aktivnost musica tretiranih s tempolom i tirosolom je
znacajno veca od kontrole tijekom 30 minuta. U prvih 10 minuta, lokomotorni
odgovor na prvu administraciju je znacajno vedéi kod musica tretiranih tempolom
i kvercetinom u odnosu na kontrolu. Usporedbom antioksidativnih tretmana,
uoceno je da tempol znacajno povecava lokomotornu aktivnost u prvih 10 minuta
nakon obje administracije COC u odnosu na kvercetin i tirosol (dodatni
materijali: Slika 6.). S obzirom da je lokomotorni odgovor na COC kod kontrolnih
musica gotov u prvih 10 minuta, koli¢ina lokomocije u drugih 20 minuta je jako
niska. U odnosu na kontrolu, svi antioksidativni tretmani su znacajno povecali

bazalnu aktivnost te aktivnost nakon prve administracije (Slika 11.b).
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Slika 11. Tempol (TML), kvercetin (QUE) i tirosol (TYR) sprjecavaju razvoj
lokomotorne senzitizacije na opetovanu administraciju COC DAMS sustavom se
mjerila lokomotorna aktivnost musica prije i nakon dvije administracije 75ug
volatiliziranog COC u razmaku od 6 sati. Odreden je prosjecni lokomotorni odgovor prije,
nakon prve i nakon druge administracije COC za netretirane NT (n=64) i tretirane
muzjake s 3mM TML (n=32), 4,8mM QUE (n=64) i 12,45uM TYR (n=64). Prosjecni
lokomotorni odgovor pojedine musice po minuti je izrazen kao broj prelazaka sredine
DAMS Stapi¢a u periodu od prvih 10 i drugih 20 minuta. Rezultati su prikazani kao
srednja aritmeticka sredina+ standardna pogreska. 0-10 (a) ili 11-30 minuta (b) prije
administracije (0), nakon prve administracije (1) ili nakon druge administracije (2);
*p<0,05 (t-test unutar skupine za zavisne uzorke), a = p<0,05 u odnosu na NT prije
administracije, b= p<0,05 u odnosu na NT nakon prve administracije, c= p<0,05 u
odnosu na NT nakon druge administracije (a,b i ¢ — t-test izmedu skupina za nezavisne

uzorke)

Kao i kod COC, tretmani s antioksidansima su sprijecili razvoj lokomotorne
senzitizacije na ponovljenu administraciju METH (Slika 12.). U prvih 10 minuta
svi tretmani znacajno ne povecavaju lokomotornu aktivhost nakon prve
administracije, iako je bazalna razina lokomocije veca nego kod kontrola.
Usporedbom antioksidativnih tretmana u prvih 10 minuta, nisu uocene znacajne
razlike u lokomotornoj aktivnosti nakon druge administracije, dok je kvercetin
pokazao najveci odgovor na prvu administraciju (dodatni materijali: Slika 8.). U
drugih 20 minuta, svi antioksidansi pokazuju slican obrazac promjena

lokomotorne aktivnosti (Slika 12.b).
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75ug METH
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Slika 12. Tempol (TML), kvercetin (QUE) i tirosol (TYR) sprjecavaju razvoj
lokomotorne senzitizacije na opetovanu administraciju METH DAMS sustavom se
mjerila lokomotorna aktivnost musica prije i nakon dvije administracije 75ug
volatiliziranog METH u razmaku od 10 sati. Odreden je prosjec¢ni lokomotorni odgovor
prije, nakon prve i nakon druge administracije METH za netretirane NT (n=64) i tretirane
muzjake s 3mM TML (n=32), 4,8mM QUE (n=64) i 12,45uM TYR (n=64). Prosjecni
lokomotorni odgovor pojedine musice po minuti je izrazen kao broj prelazaka sredine
DAMS Stapi¢a u periodu od prvih 10 i drugih 20 minuta. Rezultati su prikazani kao
srednja aritmeticka sredina+ standardna pogreska. 0-10 (a) ili 11-30 minuta (b) prije
administracije (0), nakon prve administracije (1) ili nakon druge administracije (2);
*p<0,05 (t-test unutar skupine za zavisne uzorke), a = p<0,05 u odnosu na NT prije
administracije, b= p<0,05 u odnosu na NT nakon prve administracije, c= p<0,05 u
odnosu na NT nakon druge administracije (a,b i ¢ — t-test izmedu skupina za nezavisne

uzorke)
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4.3. Utjecaj kombiniranog tretmana s prooksidansom i antioksidansom

na razvoj lokomotorne senzitizacije

Tretmani s prooksidansima i tretmani s antioksidansima su doveli do
neocCekivanih rezultata, gdje su i povecanje i smanjenje oksidativhog statusa
sprijecili lokomotornu senzitizaciju. Stoga smo postavili hipotezu da je za razvoj
lokomotorne senzitizacije vazna redoks ravnoteza. Kako bi to testirali, musice
smo istovremeno tretirali sa kombinacijom prooksidansa i antioksidansa.
Tretirane musSice su hranjene standardnom hranom uz dodatak vodikovog
peroksida i kvercetina (H,0,+QUE) ili vodikovog peroksida i tirosola (H,O,+TYR)
prije i tijekom dvije administracije COC ili METH.

Tretman koji sadrzi kombinaciju prooksidansa i antioksidansa dovodi do
obnavljanja lokomotorne senzitizacije sto je vidljivo iz Slike 13. koja usporeduje
lokomotorni odgovor prije te nakon prve i ponovljene administracije METH. Iako
oba kombinirana tretmana pokazuju povedanje bazalne aktivnosti, METH
povecava lokomotornu aktivnost nakon prve administracije u prvih 10 minuta
kod H,0,+QUE i H,0,+TYR tretiranih musica (Slika 13.a). Nakon druge
administracije dolazi do razvoja lokomotorne senzitizacije slicno kao kod
kontrole. U odnosu na kontrolu, intenzitet promjena lokomotorne aktivnosti je

slabiji u prvih 10 minuta, a jaci u ostalih 20 minuta.

Kombinirani tretman s H,0,+QUE znacajno povecava lokomociju nakon
prve administracije u odnosu na kontrolu pa ponoviljena administracija nema
znaCajan efekt. Slicno, u periodu od 11. do 30. minute, bazalna razina
lokomocije kod H,0,+QUE je veca od kontrole pa prva administracija ne dovodi
do znacajnog povecanja lokomocije. Medutim, i kod H,0,+QUE i H,0,+TYR,
odgovor na drugu administraciju tijekom drugih 20 minuta je vrlo intenzivan te

je vedi u odnosu na prvu administraciju i u odnosu na kontrolu (Slika 13.b.).

Kombinirani tretman s H,0,+QUE pokazuje vecu lokomotornu aktivnost u
svim segmentima usporedbe (bazalna te aktivhost nakon prve i druge

administracije) u odnosu na tretman s H,0,+TYR (dodatni materijali; Slika 10.).
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Slika 13. Kombinirani tretman s H,0, i TYR obnavlja lokomotornu senzitizaciju
na opetovanu administraciju METH DAMS sustavom se mjerila lokomotorna aktivnost
musica prije i nakon dvije administracije 75ug volatiliziranog METH u razmaku od 10 sati.
Odreden je prosjecni lokomotorni odgovor prije, nakon prve i nakon druge administracije
METH za netretirane NT (n=64) i tretirane muZjake s 3mM TML (n=32), 4,8mM QUE
(n=64) i 12,45uM TYR (n=64). Prosjecni lokomotorni odgovor pojedine musice po minuti
je izrazen kao broj prelazaka sredine DAMS Stapic¢a u periodu od prvih 10 i drugih 20
minuta. Rezultati su prikazani kao srednja aritmeticka sredinax standardna pogreska. 0-
10 (a) ili 11-30 minuta (b) prije administracije (0), nakon prve administracije (1) ili
nakon druge administracije (2); *p<0,05 (t-test unutar skupine za zavisne uzorke), a =
p<0,05 u odnosu na NT prije administracije, b= p<0,05 u odnosu na NT nakon prve
administracije, c= p<0,05 u odnosu na NT nakon druge administracije (a,b i ¢ — t-test

izmedu skupina za nezavisne uzorke)
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4.4. Utjecaj prooksidansa i antioksidansa na aktivhost antioksidativnih

enzima nakon administracije psihostimulansa

Mjerili smo aktivnost antioksidativnih enzima prije i nakon dvije
administracije COC i METH kod netretiranih i tretiranih skupina (H,O,, QUE i TYR)
kako bi vidjeli da li psihostimulansi dovode do promjena u njihovoj aktivnosti.
Takoder, zanimalo nas je da li ¢e uocene promjene i¢i u istom smjeru kod
tretmana s prooksidansom kao i tretmana s antioksidansima buduéi da su

pokazali slicno djelovanje na lokomotornu senzitizaciju.
Katalaza

Administracija COC i METH dovodi do povecanja aktivnosti katalaze (CAT)
kod netretiranih, kontrolnih musica (Slika 14 i 15.a i b). Prva administracija
METH dovodi do znacajnog povecéanja aktivnosti CAT, a ista se smanjuje nakon
ponovljene administracije. Za razliku od METH, COC slabije inducira aktivnost
CAT, ali je povecéanje progresivno. Povecanje nakon druge administracije COC il
METH je slicno bazalnoj aktivnosti CAT koju pokazuju musice tretirane s H,0,.
Kod tretiranih musica, oba psihostimulansa nakon druge administracije smanjuju
aktivnost CAT (Slika 14.a i b).
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Slika 14. Psihostimulansi povecavaju, a u kombinaciji s vodikovim peroksidom
(H»0;) smanjuju aktivhost CAT Odredena je aktivnost katalaze (CAT) prije (0), nakon
prve (1) i nakon druge (2) administracije COC (a) i METH (b) za netretirane NT i tretirane
muzjake s 0,4% H,0, (n=5 za svaku eksperimentalnu skupinu). Aktivhost CAT je

odredena mjerenjem promjene apsorbancije H,O, (pri 240nm) u periodu od 5 minuta u
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enzimskim ekstraktima cijelih musica. *p<0,05 (One way ANOVA, Tukey multiple
comparison test); a = p<0,05 u odnosu na NT prije administracije, b= p<0,05 u odnosu

na NT nakon prve administracije, c= p<0,05 u odnosu na NT nakon druge administracije

Promjene aktivnosti CAT nakon administracije COC i METH idu u istom
smjeru kod musica tretiranih s H,0, i kod musica tretiranih s kvercetinom (Slika
15.a i b). Administracije COC smanjuju aktivhost CAT kod musica tretiranih
kvercetinom, dok kod tirosola nema znacajnih promjena u odnosu na bazalnu
aktivnost (Slika 15.a). Nakon administracija METH, tretman s tirosolom pokazuje
slican obrazac promjena kao kontrola, ali je intenzitet promjena slabiji (Slika
15.b).
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Slika 15. Aktivhost CAT nakon administracije METH je slicna kod netretiranih i
musica tretiranih tirosolom (TYR) Odredena je aktivnost katalaze (CAT) prije (0),
nakon prve (1) i nakon druge (2) administracije COC (a) i METH (b) za netretirane NT i
tretirane muzjake s 4,8mM QUE i 12,45uM TYR (n=5 za svaku eksperimentalnu skupinu).
Aktivnost CAT je odredena mjerenjem promjene apsorbancije H,O, (pri 240nm) u
periodu od 5 minuta u enzimskim ekstraktima cijelih musica. *p<0,05 (One way ANOVA,
Tukey multiple comparison test); a = p<0,05 u odnosu na NT prije administracije, b=
p<0,05 u odnosu na NT nakon prve administracije, c= p<0,05 u odnosu na NT nakon

druge administracije
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Superoksid dismutaza

Administracija COC i METH dovodi do smanjenja aktivhosti superoksid
dismutaze (SOD) kod netretiranih, kontrolnih musica (Slika 16 i 17.a i b).
Tretman s H,0O, mijenja bazalnu aktivhost SOD u odnosu na kontrolu (Slika 16.a i
b). Kod musica tretiranih s H,0,, prva administracija COC ili METH uzrokuje
znacajno smanjenje aktivnosti SOD, slicno kontroli, dok druga administracija

COC povecava aktivnost SOD u usporedbi s kontrolom.
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Slika 16. Promjene aktivhosti SOD nakon administracije COC i METH su slicne
kod netretiranih i musica tretiranih s vodikovim peroksidom (H,0,) Odredena je
aktivnost superoksid dismutaze (SOD) prije (0), nakon prve (1) i nakon druge (2)
administracije COC (a) i METH (b) za netretirane NT i tretirane muzjake s 0,4%H,0,
(n=5 za svaku eksperimentalnu skupinu). Aktivhost SOD je odredena mjerenjem
promjene apsorbancije kvercetina (pri 406nm) u periodu od 10 minuta u enzimskim
ekstraktima cijelih musica. *p<0,05 (One way ANOVA, Tukey multiple comparison test);
a = p<0,05 u odnosu na NT prije administracije, b= p<0,05 u odnosu na NT nakon prve

administracije, c= p<0,05 u odnosu na NT nakon druge administracije

Za razliku od utjecaja prooksidansa (H»0,), tretmani s antioksidansima
djeluju suprotno na aktivhost SOD od samih psihostimulansa. Tretmani s
kvercetinom i tirosolom pokazuju progresivno povecanje aktivnosti SOD nakon
administracije COC u odnosu na kontrolu (Slika 17.a). Nakon administracije
METH, tretman s kvercetinom u potpunosti mijenja smjer promjena aktivnosti

SOD u odnosu na kontrolu, dok se kod tirosola to primje¢uje samo nakon prve
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administracije (Slika 17.b). Oba antioksidansa konzistentno smanjuju aktivnost

SOD prije administracije COC i METH u usporedbi s kontrolom.
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Slika 17. Musice tretirane s kvercetinom (QUE) i tirosolom (TYR) pokazuju
suprotne promjene aktivnosti SOD nakon administracije COC i METH u odnosu
na netretirane musice Odredena je aktivnost superoksid dismutaze (SOD) prije (0),
nakon prve (1) i nakon druge (2) administracije COC (a) i METH (b) za netretirane NT i
tretirane muzjake s 4,8mM QUE i 12,45uM TYR (n=5 za svaku eksperimentalnu skupinu).
Aktivnost SOD je odredena mjerenjem promjene apsorbancije kvercetina (pri 406nm) u
periodu od 10 minuta u enzimskim ekstraktima cijelih musSica. *p<0,05 (One way
ANOVA, Tukey multiple comparison test); a = p<0,05 u odnosu na NT prije
administracije, b= p<0,05 u odnosu na NT nakon prve administracije, c= p<0,05 u

odnosu na NT nakon druge administracije
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4.5. Utjecaj prooksidansa i antioksidansa na kolicinu markera

oksidativnhog statusa nakon administracije psihostimulansa

Kako bi dobili bolji uvid u promjene oksidativhog statusa koje su
inducirane administracijom psihostimulansa, mjerili smo koncentraciju vodikovog
peroksida (H,0,) i superoksidnog anion radikala (0,*") u ekstraktima cijelih
musica kod netretiranih i tretiranih skupina (H,O,, QUE i TYR). Krivulje aktivnosti
antioksidativnih enzima (CAT i SOD) su plotirane radi interpretacije dinamike i

smjera promjena koncentracije H,O,i O,*.

Kako bi uvidjeli mogucu povezanost izmedu markera oksidativnog statusa i
aktivnosti antioksidativhih enzima, korelirali smo aktivhost CAT sa
koncentracijom H,0O, te aktivhost SOD sa koncentracijom O,*". Pronadena je jaka
negativna korelacija izmedu vrijednosti koncentracija oksidativnih markera i
aktivnosti enzima nakon administracija COC (Pearsonov koeficijent korelacije r=
-0,89; p<0,001) i METH (Pearsonov koeficijent korelacije r= -0,72; p<0,001).
Negativha korelacija znaci da je smanjenje koncentracije oksidativnih markera

praceno povecanjem aktivnosti antioksidativnih enzima i obrnuto.

Prva administracija COC smanjuje, dok ponovljena povecava koncentraciju
H,O, kod kontrolnih musica (Slika 18.a). Bazalne koncentracije i koncentracije
H,O, nakon druge administracije COC su manje kod svih tretmana u usporedbi s
kontrolom. U slu¢aju METH, prva i druga administracija smanjuju koncentraciju
H,O, kod kontrolnih musica (Slika 18.b). Bazalne koncentracije H,0, su manje
kod svih tretmana, a tretman s H,0, i tirosolom povedava koncentraciju H,0,

nakon druge administracije METH u odnosu na kontrolu.

Kontrolne musice pokazuju progresivno povecanje koncentracije 0,*
nakon administracija COC (Slika 18.c). Kod svih tretiranih musica, uoceno je
smanjenje koncentracije O,*" nakon druge administracije, u odnosu na kontrolu,
dok ni prva ni druga administracija METH ne uzrokuje znacajno povecanje
koncentracije 0,*" kod kontrolnih musica (Slika 18.d). Kod svih tretmana je
uoceno smanjenje koncentracije O,*" nakon prve administracije METH u odnosu

na kontrolu.
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Slika 18. Koncentracije H,0, (a,b) i 0, (c,d) su u korelaciji sa promjenama
aktivnosti antioksidativnhih enzima nakon administracija volatiliziranog COC i
METH Odredena je koncentracija vodikovog peroksida i superoksidnog radikala prije (0),
nakon prve (1) i nakon druge (2) administracije 75ug COC i 75ug METH kod netretiranih i
tretiranih skupina. Musice su tretirane s 0,4% H202, 4,8mM QUE ili 12,45uM TYR (n=3
za svaku eksperimentalnu skupinu). Apscisa prikazuje koncentraciju vodikovog peroksida
kao relativni intenzitet fluorescencije pri 515nm/680nm,dok sekundarna ordinata
prikazuje aktivnost CAT (a i b). Apscisa prikazuje koncentraciju superoksidnog radikala
kao relativni intenzitet fluorescencije pri 485nm/585nm, dok sekundarna ordinata

prikazuje aktivhost SOD (ci d).
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5. RASPRAVA

Glavni rezultati ovog istrazivanja su pokazali da kod vinske musice
tretman s prooksidansima ili antioksidansima sprjecava lokomotornu senzitizaciju
na ponovljenu administraciju COC ili METH. Sukladno promjenama lokomotorne
aktivnosti, pokazali smo da se mijenja razina antioksidativnih enzima SOD i CAT i
razina oksidativnih markera H,O, i O,*. Nasi rezultati sugeriraju da oksidativne
promjene reguliraju neuralnu plasticnost, odnosno utjeCu na promjene u

lokomotornoj aktivnosti koje su inducirane psihostimulansima.

COC i METH su psihostimulansi Cija administracija uzrokuje povecanje
lokomotornog odgovora, a ponovljena administracija iste doze dovodi do
lokomotorne senzitizacije gdje je lokomotorni odgovor na ponovljenu dozu jaci u
usporedbi s odgovorom na prvu dozu (3). S obzirom da prethodna saznanja iz
naseg laboratorija, wt musicama smo inducirali lokomotornu senzitizaciju sa
psihostimulansima i pokazali smo da METH ima jaci utjecaj na povecanje
lokomotorne aktivnosti i razvoj lokomotorne senzitizacije u usporedbi s istom
koncentracijom COC. Kod wt musica, ponovljena doza METH nakon 10 sati je
razvila dugotrajnu lokomotornu senzitizaciju koja je prisutna tijekom 30 minuta.
Za razliku od METH, lokomotorna senzitizacija kod COC je inducirana u
vremenskom intervalu od 6 sati, a povecanje lokomotorne aktivnosti je prisutno
u prvih 10 minuta eksperimenta. Moguce objasnjenje ove razlike je da COC
uzrokuje stereotipna ponasanja poput cirkularne lokomocije musica te zujanja na
jednom mjestu koja DAMS sustav ne detektira kao linearno povedéanje

lokomotorne aktivnosti.

Mi smo postavili hipotezu da ¢e tretman s prooksidansima (H,0, i PQ) kod
vinskih musica ojacati lokomotorni odgovor na ponovljenu administraciju COC ili
METH te da ¢e lokomotorna senzitizacija biti intenzivnija u odnosu na kontrolu
(wt). Buduc¢i da administracija COC i METH povecava oksidativhe markere,
smatrali smo da ¢e egzogeno povecanje oksidativnog statusa, uz hipotezu da ima
utjecaja na lokomotornu senzitizaciju, dovesti do pojacanja lokomotorne
senzitizacije. Kao prooksidans smo koristili H,O, jer on nastaje u metabolickim
reakcijama koje ukljucuju slobodne radikale i metabolizam DA. PQ se u

istrazivanjima koristi za induciranje oksidativhog stresa i dobivanje modela
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Parkinsonove bolesti koju karakterizira gubitak DA neurona (40), stoga smo

pretpostavili da neurotoksi¢nost PQ moze biti slicna onoj koju inducira METH.

Suprotno ocekivanjima, tretmani s prooksidansima su sprijecili razvoj
lokomotorne senzitizacije na ponovljene administracije COC ili METH. Iako do
sada nije ispitivan utjecaj prooksidansa na lokomotorni odgovor na
psihostimulanse, istrazivan je utjecaj prooksidansa na lokomotornu aktivnost.
Tako H,0; inicijalno povecava lokomotornu aktivnost, no nakon 12 sati supresira
dnevni lokomotorni ritam - musice su bile viSe aktivne tijekom perioda spavanja
i manje aktivne tijekom perioda budnosti u odnosu na kontrolu (41). Ti rezultati
sugeriraju ulogu H,O, u lokomotornom ponasanju kod musica, a bududi da H,0,
nastaje nakon administracije psihostimulansa pretpostavljamo da on djeluje na

promjenu lokomotornog odgovora na COC i METH.

Nadalje, pronadeno je da viSak H,0, reverzibilno inhibira DAT (35), a taj
mehanizam je ovisan o Ca®' (42). Nasi rezultati pokazuju da tretman s H,O,
znacCajno povecava lokomociju nakon prve administracije COC. Mozemo
pretpostaviti kako povecana lokomocija nakon prve administracije COC kod H,0,
tretiranih musica dovodi do inhibicije DAT koja ostaje prisutna i u odsustvu
kokaina, stoga ekstracelularni DA joS uvijek pretjerano stimulira DAR. S druge
strane, prva administracija METH nije dovela do znacajnih promjena u
lokomotornoj aktivnosti musica tretiranih s H,O, i netretiranih musica.
Pretpostavljamo da zbog inhibicije DAT, druga administracija METH ne moze
ispoljiti svoje djelovanje na reverzni transport citosolnog DA kroz DAT stoga je i
stimulacija DAR receptora manja, a s time i lokomocija. Za METH je vec
spomenuto kako kroz aktivaciju glutamatnih NMDA receptora omogucuje ulazak

Ca* u neuron $to vjerojatno moZze posredovati djelovanju H,0..

Smatra se da PQ uzrokuje neurotoksi¢nost DA neurona zbog povecanja
ROS-a u mitohondriju, ponajvise superoksidnog anion radikala (43,44).
Istrazivanja pokazuju da PQ utjece na funkciju DA kroz smanjenje DOPAC i HVA,
povecavanje podloznosti DA autooksidaciji i u konacnici smanjenju lokomotorne
aktivnosti (40,44,45). U literaturi, PQ utjeCe na smanjenje lokomocije, no nasi
rezultati pokazuju da tretman s PQ povecava bazalnu aktivnost prije
administracije COC ili METH. Mogudi razlog neslaganja je efekt doze, jer smo mi

koristili zna¢ajno manju koncentraciju PQ u usporedbi s literaturnim. Zbog toga
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pretpostavlijamo kako u malim koncentracijama PQ mozZe utjecati na ekspresiju

endogenih antioksidativnih sustava Sto ¢e smanijiti uc¢inak neurotoksi¢nosti.

Radi toga Sto psihostimulansi induciraju oksidativni stres postavili smo
hipotezu da ¢e tretman s antioksidansima smanjiti oksidativni stres i tako
umanjiti lokomotornu senzitizaciju, a nasi rezultati na COC i na METH su to i
potvrdili. Nasi rezultati se slazu s literaturnim, gdje je pokazano da kod
glodavaca predtretman s TML smanjuje oksidativno osteéenje te sprjeCava razvoj
lokomotorne senzitizacije na ponovljenu administraciju COC i METH (36,39,46).
Istrazivanja pokazuju da kod Stakora TML smanjuje povecanje lokomotorne
aktivnosti inducirane METH-om, ali bez utjecaja na bazalnu aktivhost (37).
Medutim, nasi rezultati pokazuju da svi antioksidativni tretmani (TML, QUE i TYR)
povecavaju bazalnu aktivnost prije administracije METH, dok je u slu¢aju COC
bazalna aktivhost povecana kod TML i TYR tretmana. Iako postoje pojedine
razlike izmedu antioksidativnih tretmana, njihovo djelovanje na lokomotornu
senzitizaciju je konzistentno stoga mozemo pretpostaviti da imaju slican

mehanizam antioksidativnhog djelovanija.

U istrazivanju na misevima, autori su pratili utjecaj sulforafana
(antioksidans iz povréa) na lokomotornu senzitizaciju na METH (31). Antioksidans
sulforafan je sprijeCio razvoj lokomotorne senzitizacije, kao i antioksidansi iz
naseg istrazivanja, a sugerira se da neuroprotektivni ucinak ispoljava kroz
aktivaciju Nrf2-ARE puta. Stoga pretpostavljamo da je jedan od potencijalnih
mehanizama djelovanja antioksidansa u nasim eksperimentima aktivacija Nrf2-
ARE puta, Sto je i literaturno potvrdeno za polifenol QUE (26). Jedno od
objasnjenja nasih rezultata, gdje su prooksidansi i antioksidansi pokazali slican
ucinak, je da se polifenoli (antioksidansi) u danim koncentracijama zapravo
ponasaju kao prooksidansi. U stanju blagog oksidativhog stresa, dogada se

aktivacija Nrf2-ARE puta i povecava se endogena antioksidativna obrana.

Kako bi ispitali da je za razvoj lokomotorne senzitizacije vazna ravnoteza u
redoks statusu pratili smo ucinak kombiniranog tretmana s prooksidansom i
antioksidansom na promjenu lokomotorne aktivnosti nakon administracije
METH. Kombinirani tretmani s H,O, i QUE, odnosno H,O, i TYR su obnovili
lokomotornu senzitizaciju na ponovljenu administraciju METH. Iako je bazalna

aktivnost bila veéa kod tretiranih musica, doslo je do progresivhog povecéanja

39



odgovora na ponovljenu administraciju METH. Bazalna aktivnost je bila povecana
i kod samostalnih tretmana s prooksidansima ili antioksidansima te je ostala
povecana i kod kombiniranog tretmana. Samostalni tretmani s prooksidansima i
antioksidansima su pokazali slican obrazac promjena lokomocije, a s obzirom da
se antioksidansi mogu ponasati kao prooksidansi, moguée objasnjenje je da
kombinirani tretman dovodi do pojacanog prooksidativhog djelovanja. To moze
odgovoriti na nasu postavljenu hipotezu da ¢e povecdanje prooksidativhog
djelovanja dovesti do pojacane lokomotorne senzitizacije. Medutim, bududi da su
prooksidansi i antioksidansi zajedno stavljeni u hranu, postoji mogucnost
medusobne interakcije ve¢ u hrani, a manjak interakcije u organizmu musice. Mi
sugeriramo da postoji i alternativho objasnjenje da se prooksidansi i
antioksidansi ve¢ u hrani neutraliziraju stoga se nakon administracije METH

pokazuje wt fenotip lokomotorne senzitizacije.

Istrazivanja pokazuju da polifenoli mogu stupati u interakciju sa DAT i time
regulirati DA neurotransmisiju (23). QUE povecava ponovni unos DA kroz DAT
Sto objasnjava njegovu potencijalnu neuroprotektivhu ulogu (25). Pretpostavka
je da polifenoli mogu pruziti pozitivhu ulogu kod ovisni¢kog fenotipa jer uklanjaju
prekomjerni ekstracelularni DA iz sinapticke pukotine, c¢ime se sprjeCava
stimulacija receptora i lokomotorna senzitizacija. S obzirom na literaturne
podatke, povedanje antioksidativhe obrane u mozgu administracijom egzogenih
antioksidansa dovodi do smanjenja lokomotorne senzitizacije Sto sugerira da su
kljuéni proteini ukljuceni u ovisnicka ponasanja, primjerice DAT, mogudi redoks

senzori koji su osjetljivi na promjene oksidativhog statusa.

Nasa mjerenja su provedena na ekstraktima cijelim musica, stoga ne
znamo koje se promjene dogadaju u mozgu. Ipak, znacajan dio DA se proizvodi i
izvan mozga (6), a kod vinske musice DA je jednako prisutan u cijelom tijelu (4).
Moguce je da se promjene oksidativnog statusa dogadaju u cijelom organizmu te
da psihostimulansi imaju znacajan utjecaj na oksidativni status izvan mozga sto
objasnjava nasu konzistentnost i korelaciju izmedu antioksidativnih enzima i

oksidativnih markera.

Nasi rezultati pokazuju da se s porastom aktivnosti antioksidativnih enzima
SOD i CAT smanjuje koncentracija oksidativnih markera H,0O, i O,*, i obrnuto.

Kod wt kontrolnih musica, prva administracija COC ili METH povecava aktivnost
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CAT, dok druga administracija COC povecava, a METH smanjuje koncentraciju
H,O,. Ti rezultati se slazu sa istrazivanjima koja pokazuju da METH inhibira

enzim MAO stoga ne dolazi do prekomjerne pretvorbe H,0, (34).

Zanimljivo je da tretman s QUE pokazuje slican efekt kao tretman s H,0,
na smanjenje aktivnosti CAT nakon administracije COC i METH. U isto vrijeme,
koncentracija H,0, se povecava pa mozemo pretpostaviti da se QUE ponasa kao
prooksidans. Tretman s TYR je pokazao najmanju koncentraciju H,O, stoga
pretpostavljamo da TYR posjeduje direktna antioksidativha svojstva jer
istovremeno odrzava bazalnu razinu CAT kao i kod kontrole, te antagonizira

povecanje CAT nakon administracije COC ili METH.

Rezultati su pokazali da je aktivnhost SOD smanjena kod kontrolnih musica
nakon ponovljene administracije COC ili METH. I u ovom slucaju su uocene
razlike izmedu psihostimulansa, gdje administracija COC progresivho povecava

koncentraciju O,*", dok METH ne uzrokuje znacajne promjene koncentracije O,*".

Nasi rezultati su pokazali da prooksidansi imaju slican ucinak na aktivnost
SOD kao i sami psihostimulansi (kod kontrolnih musica) gdje je aktivhost SOD
nakon administracije smanjena. Interesantno je da su tretmani s
antioksidansima pokazali suprotne ucinke na aktivhost SOD od prooksidansa i
netretiranih musica. QUE i TYR su pokazali znacajno smanjenje aktivnosti SOD
prije administracije psihostimulansa u odnosu na kontrolu, Sto sugerira njihovo

konzistentno djelovanje na endogenu aktivhost SOD.

Bududi da je TML kao mimik SOD u prethodno navedenim istrazivanjima
doveo do smanjenja oksidativnih markera te je sprijedio razvoj lokomotorne
senzitizacije na COC i METH, smatra se da je 0,* vazan za promjene lokomocije

inducirane psihostimulansima.

Nadalje, administracija METH povecava DA autooksidaciju u neuronima sto
dovodi do nastanka DA kinona i O,*, a uz utjecaj METH na mitohondrij dodatno
se povecava 0,*. U istrazivanjima su pronasli da su NAc neuroni glavni izvor
ROS nakon administracije COC i METH, dok u glija stanicama nisu pronasli
znacCajna povecanja (36,37). Uz inhibiciju enzima MAO, pretpostavka je da
dolazi do prekomjerne proizvodnje O,* i DA-kinona koji svojim djelovanjem na

redoks osjetljive proteine mogu utjecati na dopaminergi¢nu neurotransmisiju.
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Vazno je za spomenuti kako se smatra da SOD moze djelovati kao semikinon
oksidoreduktaza ¢ime prevenira proizvodnju DA kinona te da aktivacija Nrf2-ARE
puta pokazuje isti uCinak (47). Nadalje, istrazivanja pokazuju kako apoptoza DA
neurona moze biti sprijeCena sa dodatkom SOD, ali ne i CAT Sto ide u prilog

potencijalnoj ulozi O, u lokomotornom odgovoru na psihostimualnse (20).

Nerazmjernost u korelaciji izmedu koncentracija oksidativnih markera i
antioksidativnih enzima je naj¢esce uocena nakon druge administracije COC ili
METH. Pretpostavka je da antioksidativni enzimi nisu u moguénosti nositi se s
prevelikom kolicinom radikala koja dolazi nakon administracije psihostimulansa,
no ne mozemo iskljuditi potencijalni mehanizam direktnog djelovanja na
,hvatanje" slobodnih radikala. Stovi$e, budu¢i da smo u nekim slu¢ajevima uodili
da tretmani s antioksidansima smanjuju koncentracije oksidativnih markera
nakon administracije psihostimulansa, moze se pretpostaviti da posjeduju i
direktna antioksidativna svojstva. S druge strane, nestabilnost radikala dovodi
do njihove brze pretvorbe u druge vrste radikala gdje primjerice O,*" i H,0,
mogu prije¢i u peroksinitrite i hidroksil radikale te je moguce da su izmjene
radikala razlog smanjenja koncentracije u nasSim rezultatima. Smjernice za
buduca istrazivanja ukljucuju dodatna mjerenja viSe vrsta slobodnih radikala,
ROS i RNS i njihovo medusobno koreliranje prije te nakon administracije

psihostimulansa.
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6. ZAKLJUCAK

NasSi rezultati pokazuju da promjene oksidativhog statusa moduliraju
neuralnu plasti¢nost induciranu administracijom psihostimulansa. Iznenadujuce
otkrice je slicnost izmedu djelovanja prooksidansa i antioksidansa na
sprjeCavanje lokomotorne senzitizacije, stoga je moguée objasnjenje da
posjeduju slican mehanizam koji ukljucuje povecanje ekspresije endogene
antioksidativne obrane. Alternativho objasnjenje je da su stanice osjetljive na
promjenu oksidativhog statusa te da povecdanje ili smanjenje dovodi do slicnog
bihevioralnog odgovora. To potvrduju ishodi nasih rezultata gdje smo

kombinacijom prooksidansa i antioksidansa obnovili lokomotornu senzitizaciju.

Sljedec¢a istrazivanja ¢e se usmjeriti na optimiziranje koncentracija
prooksidansa i antioksidansa kako bi se potencijalno ustanovile koncentracije
koje neée utjecati na bazalnu lokomotornu aktivnost. S tako optimiziranih
koncentracijama se nadamo dobiti bolji uvid u mehanizme djelovanja
prooksidansa i antioksidansa na lokomotornu aktivnost. Zbog kratkog poluzivota
slobodnih radikala, stabilnija mjera posljedica djelovanja slobodnih radikala bi
bilo mjeriti produkte oksidativhog ostecenja, primjerice produkte lipidne

peroksidacije.

Iz nasih mjerenja nije poznato koliko je bihevioralni i biokemijski fenotip
posljedica oksidativnih promjena u mozgu u odnosu na cijeli organizam, stoga bi
se sljedeca istrazivanja trebala bazirati na mjerenju oksidativnih markera na
razini mozga i mitohondrija musSice. Jedan od klju¢nih enzima u DA
neurotransmisiji je DAT, za kojeg je literaturno pokazano da se ponasa kao
redoks senzor te se njegova funkcija mijenja ovisno o indukciji ili supresiji
oksidativnog statusa. Daljnje poboljSanje specificnosti i anatomske lokalizacije
relevantnih biokemijskih promjena biti ¢e moguce koriStenjem musSicama koje
posjeduju mutaciju u genima koji su klju¢ni za dopaminergi¢nu neurotransmisiju
(TH,DAT,VMAT) te za antioksidativhu obranu (CAT,SOD).

U ovom radu nije identificiran precizan mehanizam kojim prooksidansi ili
antioksidansi dovode do sprjecavanja lokomotorne senzitizacije, no bududi da se
nasi rezultati djelomic¢no slazu s literaturnim mozemo zakljuciti da je vinska

musica dobar model za ispitivanje povezanosti oksidativnih i bihevioralnih
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promjena koje nastaju kao posljedica administracije psihostimulansa. Smatramo
da bi nova saznanja mogla dovesti do identifikacije mehanizama kojim promjene
u oksidativhom statusu dovode do promjena u DA neurotransmisiji te da bi
pronalaskom optimalnog polifenola (antioksidansa) mogli dobiti potencijalni

tretman za smanjenje negativnih efekata psihostimulansa.
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8. DODATNI MATERIJALI
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Slika 1. Utjecaj vodikovog peroksida (H,0,) i parakvata (PQ) na lokomotornu

aktivnost musica tijekom 30 minuta nakon prve i druge administracije

volatiliziranog COC DAMS sustavom se mjerila lokomotorna aktivnost musica nakon
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prve i druge administracije 75ug volatiliziranog COC kod netretiranih NT (n=64) i
tretiranih muzjaka s 0,4% H,0, (n=64) i 4mM PQ (n=32). Prosjecni lokomotorni
odgovor musica je izrazen kao broj prelazaka sredine DAMS Stapic¢a u pojedinoj minuti za
populaciju musica tijekom 30 minuta. Rezultati su prikazani kao srednja aritmeticka
sredinatstandardna pogreska za usporedbu izmedu NT i tretiranih s H,O0, (a), NT i
tretiranih s PQ (b) i usporedbu tretiranih s H,O0, i PQ (c); prva administracija - lijevi

stupac, druga administracija — desni stupac

75ug COC
a) 0-10 minuta b) 11-30 minuta
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Slika 2. Usporedba djelovanja vodikovog peroksida (H,0,) i parakvata (PQ) na
bazicnu lokomotornu aktivnost (0) i lokomotornu aktivnost induciranu prvom
(1) i drugom (2) administracijom volatiliziranog COC DAMS sustavom se mjerila
lokomotorna aktivnost musica nakon prve i druge administracije 75ug volatiliziranog COC
kod tretiranih muzjaka s 0,4% H,0, (n=64) i 4mM PQ (n=32). Prosjec¢ni lokomotorni
odgovor pojedine musice po minuti je izrazen kao broj prelazaka sredine DAMS Stapica u
periodu od prvih 10 i drugih 20 minuta. Rezultati su prikazani kao srednja aritmeticka
sredinax standardna pogreska. 0-10 (a) ili 11-30 minuta (b) prije administracije (0),
nakon prve administracije (1) ili nakon druge administracije (2); *p<0,05 (t-test izmedu

skupina za nezavisne uzorke)
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Slika 3. Utjecaj vodikovog peroksida (H,0,) i parakvata (PQ) na lokomotornu
aktivnost musica tijekom 30 minuta nakon prve i druge administracije
volatiliziranog METH DAMS sustavom se mjerila lokomotorna aktivnost musica nakon
prve i druge administracije 75ug volatiliziranog METH kod netretiranih NT (n=64) i
tretiranih muzjaka s 0,4% H,0, (n=64) i 4mM PQ (n=32). Prosjec¢ni lokomotorni

odgovor musica je izrazen kao broj prelazaka sredine DAMS Stapica u pojedinoj minuti za
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populaciju musica tijekom 30 minuta. Rezultati su prikazani kao srednja aritmeticka
sredinatstandardna pogreska za usporedbu izmedu NT i tretiranih s H,O0, (a), NT i
tretiranih s PQ (b) i usporedbu tretiranih s H,0, i PQ (c); prva administracija — lijevi

stupac, druga administracija — desni stupac

75ug METH
a) 0-10 minuta b) 11-30 minuta
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Slika 4. Usporedba djelovanja vodikovog peroksida (H,0,) i parakvata (PQ) na
bazi¢cnu lokomotornu aktivnost (0) i lokomotornu aktivnost induciranu prvom
(1) i drugom (2) administracijom volatiliziranog METH DAMS sustavom se mjerila
lokomotorna aktivnost musica nakon prve i druge administracije 75ug volatiliziranog
METH kod muzjaka tretiranih s 0,4% H,0, (n=64) i 4mM PQ (n=32). Prosjecni
lokomotorni odgovor pojedine musice po minuti je izrazen kao broj prelazaka sredine
DAMS Stapi¢a u periodu od prvih 10 i drugih 20 minuta. Rezultati su prikazani kao
srednja aritmeti¢ka sredina+ standardna pogreska. 0-10 (a) ili 11-30 minuta (b) prije
administracije (0), nakon prve administracije (1) ili nakon druge administracije (2);

*p<0,05 (t-test izmedu skupina za nezavisne uzorke)
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d)

3SmMTML  -#4,8mM QUE  -412,45uM TYR 3MMTML  #4,8mMQUE  -#12,45uM TYR
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Slika 5. Utjecaj tempola (TML), kvercetina (QUE) i tirosola (TYR) na
lokomotornu aktivnost musica tijekom 30 minuta nakon prve i druge
administracije volatiliziranog COC DAMS sustavom se mjerila lokomotorna aktivnost
musica nakon prve i druge administracije 75ug volatiliziranog COC kod netretiranih NT
(n=64) i tretiranih muzjaka s 3mM TML (n=32), 4,8mM QUE (n=64) i 12,45uM TYR
(n=64). Prosjec¢ni lokomotorni odgovor musica je izrazen kao broj prelazaka sredine
DAMS Sstapi¢a u pojedinoj minuti za populaciju musica tijekom 30 minuta. Rezultati su
prikazani kao srednja aritmeticka sredinatstandardna pogreska za usporedbu izmedu NT
i tretiranih s TML (a), NT i tretiranih s QUE (b), NT i tretiranih s TYR (c) i usporedbu
tretiranih s TML, QUE i TYR (d); prva administracija — lijevi stupac, druga administracija

— desni stupac

a) 0-10 minuta b) 11-30 minuta
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Slika 6. Usporedba djelovanja tempola (TML), kvercetina (QUE) i tirosola (TYR)
na bazi¢nu lokomotornu aktivnost (0) i lokomotornu aktivnost induciranu prvom

(1) i drugom (2) administracijom volatiliziranog COC DAMS sustavom se mjerila
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lokomotorna aktivnost musica nakon prve i druge administracije 75ug volatiliziranog COC
kod muzjaka tretiranih s 3mM TML (n=32), 4,8mM QUE (n=64) i 12,45uM TYR (n=64).
Prosjecni lokomotorni odgovor pojedine musice po minuti je izrazen kao broj prelazaka
sredine DAMS stapica u periodu od prvih 10 i drugih 20 minuta. Rezultati su prikazani
kao srednja aritmeticka sredinax standardna pogreska. 0-10 (a) ili 11-30 minuta (b)
prije administracije (0), nakon prve administracije (1) ili nakon druge administracije (2);

*p<0,05 (t-test izmedu skupina za nezavisne uzorke)
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Slika 7. Utjecaj tempola (TML), kvercetina (QUE) i tirosola (TYR) na
lokomotornu aktivhost musica tijekom 30 minuta nakon prve i druge
administracije volatiliziranog METH DAMS sustavom se mjerila lokomotorna
aktivnost musSica nakon prve i druge administracije 75ug volatiliziranog METH kod
netretiranih NT (n=64) i tretiranih muzjaka s 3mM TML (n=32), 4,8mM QUE (n=64) i
12,45uM TYR (n=64). Prosjecni lokomotorni odgovor musSica je izrazen kao broj
prelazaka sredine DAMS stapi¢a u pojedinoj minuti za populaciju musica tijekom 30
minuta. Rezultati su prikazani kao srednja aritmeticka sredinatstandardna pogreska za
usporedbu izmedu NT i tretiranih s TML (a), NT i tretiranih s QUE (b), NT i tretiranih s
TYR (c) i usporedbu tretiranih s TML, QUE i TYR (d); prva administracija - lijevi stupac,

druga administracija — desni stupac
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Slika 8. Usporedba djelovanja tempola (TML), kvercetina (QUE) i tirosola (TYR)
na bazi¢nu lokomotornu aktivnost (0) i lokomotornu aktivnost induciranu prvom
(1) i drugom (2) administracijom volatiliziranog METH DAMS sustavom se mjerila
lokomotorna aktivnost musica nakon prve i druge administracije 75ug volatiliziranog
METH kod muzjaka tretiranih s 3mM TML (n=32), 4,8mM QUE (n=64) i 12,45uM TYR
(n=64). ProsjecCni lokomotorni odgovor pojedine musice po minuti je izrazen kao broj
prelazaka sredine DAMS Stapic¢a u periodu od prvih 10 i drugih 20 minuta. Rezultati su
prikazani kao srednja aritmeticka sredinat+ standardna pogreska. 0-10 (a) ili 11-30
minuta (b) prije administracije (0), nakon prve administracije (1) ili nakon druge

administracije (2); *p<0,05 (t-test izmedu skupina za nezavisne uzorke)
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Slika 9. Utjecaj kombiniranog tretmana s vodikovim peroksidom i kvercetinom
(H,0,+QUE) ili tirosolom (H,0,+TYR) na lokomotornu aktivnost musica tijekom
30 minuta nakon prve i druge administracije volatiliziranog METH DAMS
sustavom se mjerila lokomotorna aktivhost musica nakon prve i druge administracije
75ug volatilizi,anog METH kod netretiranih NT (n=64) i tretiranih muzjaka s
0,4%H,0,+4,8mM QUE (n=64) i 0,4%H,0,+12,45uM TYR (n=64). Prosjecni lokomotorni
odgovor musica je izrazen kao broj prelazaka sredine DAMS Stapica u pojedinoj minuti za
populaciju musica tijekom 30 minuta. Rezultati su prikazani kao srednja aritmeticka
sredinaxstandardna pogreska za usporedbu izmedu NT i tretiranih s H,0,+QUE (a), NT i
tretiranih s H,O,+TYR (b) i usporedbu tretiranih s H,O,+QUE i H,0,+TYR (c); prva

administracija - lijevi stupac, druga administracija — desni stupac




75ug METH
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Slika 10. Usporedba djelovanja kombiniranog tretmana s vodikovim peroksidom
i kvercetinom (H,0,+QUE) ili tirosolom (H,0,+TYR) na bazi¢nu lokomotornu
aktivnost (0) i lokomotornu aktivnost induciranu prvom (1) i drugom (2)
administracijom volatiliziranog METH DAMS sustavom se mjerila lokomotorna
aktivnost musica nakon prve i druge administracije 75ug volatiliziranog METH kod
muzjaka tretiranih s 0,4%H,0,+4,8mM QUE(n=64) i 0,4%H,0,+12,45uM TYR (n=64).
Prosjecni lokomotorni odgovor pojedine musice po minuti je izrazen kao broj prelazaka
sredine DAMS Sstapi¢a u periodu od prvih 10 i drugih 20 minuta. Rezultati su prikazani
kao srednja aritmeticka sredinax standardna pogreska. 0-10 (a) ili 11-30 minuta (b)
prije administracije (0), nakon prve administracije (1) ili nakon druge administracije (2);

*p<0,05 (t-test izmedu skupina za nezavisne uzorke)
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