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Sazetak

Ovisnost je stanje u kojem organizam osjec¢a jaku psihicku ili fizicku
potrebu za opojnom supstancom. Psihostimulativhe droge, poput kokaina i
metamfetamina, djeluju na centre u mozgu koji reguliraju procesuiranje
nagrade. Nagradujuéi utjecaj droga kao posljedicu ima povecanu privlacnost
droge koja dovodi do ovisnickog ponasanja, a moze se ispitivati na
laboratorijskim Zzivotinjama kao preferencijalna konzumacija. Iako postoje mnogi
eseji za mjerenje lokomotornih efekta kokaina i metamfetamina, platforma
kojom bi se promatrao nagradujuci utjecaj psihostimuansa kod Drosophile

melanogaster dosada nije bila razvijena.

Cilj ovog diplomskog rada bio je modificirati Capillary Feeding (CAFE) esej
prvotno osmisljen za ispitivanje ovisnosti o alkoholu i definirati karakteristike
preferencijalne konzumacije kokaina i metamfetamina kod vinske musice kao
modelnog organizma za izucavanje ovisnickih ponasanja. Utvrdili smo kako
musice prilikom samoadministracije kokaina i metamfetamina razvijaju obrasce
ovisnickog ponasanja primijecene u ljudi i modelima glodavaca. One aktivno
biraju i preferiraju hranu s kokainom ili metamfetaminom unato¢ gorkom okusu
ovih  psihostimulansa, te nastavljaju konzumaciju usprkos negativnim
posljedicama i nakon deprivacije razvijaju ponasanja slicna recidivu. Nasi
rezultati sugeriraju kako su u razvoju preferencijalne konzumacije na kokain
ukljuéeni produkti cycle gena, u preferenciji metamfetamina produkti period,
Clock i cycle gena, te kako dopaminski transporter i receptor tip 1 nisu ukljuceni

u razvoj preferencijalne konzumacije.

KoriStenje Drosophile u ispitivanjima samoadministracije omoguditi ¢e
daljnja istrazivanja neuroloskih mehanizama koji su u podlozi nagradujucéeg
djelovanja psihostimulansa kako bi se u buduénosti dizajnirali farmakoloski

tretmani za sprijecavanje ili lijeCenje ovisnosti.

Kljuéne rijeci: samoadmninistracija, psihostimulansi, Drosophila melanogaster,

preferencijalna konzumacija



Summary

Title: Preferential consumption of psychostimulants in Drosophila melanogaster

Addiction is a condition where organism feels a strong psychological or physical
need for narcotic substance. Psychostimulative drugs, like cocaine and
methamphetamine, affect neural mechanisms involved in the processing of
rewards. Because of the rewarding effect of a drug, attraction for a drug leads to
addictive behavior. This behavior can be investigated in laboratory animals as
preferential consumption. Although there are many assays to measure locomotor
effects of cocaine and methamphetamine, a way to measure rewarding influence

of psychostimulants in Drosophila melanogaster has not yet been developed.

The aim of this thesis was to define the characteristics of preferential
consumption for cocaine and methamphetamine in fruit flies as a model organism
to study addictive behaviors. In order to do that, we modified the Capillary
Feeding (CAFE) essay initially designed to test alcohol dependence. We find that
fruit flies willingly self-administrate cocaine and methamphetamine and develop
patterns of addictive behavior similar to ones observed in humans and rodent
models. Fruit flies actively choose and prefer food with cocaine or
methamphetamine despite of bitter taste of these psychostimulants, they
continue to consume drugs despite negative consequences and after deprivation
develop behaviors similar to relapse. Our results suggest that the development of
preferential consumption for cocaine depends on cycle gene products, that
preference for methamphetamine involves period, Clock and cycle genes, and
that dopamine transporter and dopamine receptor type 1 are not involved in the

development of preferential consumption.

The use of Drosophila in self-administration experiments will be useful in further
research on neurological mechanisms of rewarding action of psychostimulants,
with final goal of designing pharmacological treatments for prevention and

treatment of addiction.

Keywords: self-administration, psychostimulants, Drosophila melanogaster,

preferential consumption
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1. Uvod

1.1. Ovisnost

Ovisnost je stanje u kojem organizam osjeca jaku psihicku ili fizicku
potrebu za opojnom supstancom (1). Ovisnost o drogama ukljucuje niz
kognitivnih, psihickih i fizickih simptoma pa se karakterizira i kao teska kroni¢na
bolest (1). Fizicki simptomi ocituju se kao tolerancija ili senzitizacija, odnosno,
smanjenje ili povecéanje bihevioralnog odgovora nakon ponovljenih administracija
iste doze droge (2). Psihicki simptomi uklju¢uju nekontroliranu potrebu za
konzumacijom droge iako je osoba svjesna opasnosti i Stetnosti konzumacije (3)

te pojavu recidiva (poveéane zudnje za drogom nakon perioda apstinencije (2)).

Opetovana konzumacija droga dovodi do dugoroc¢nih promjena funkcije
odnosno plasti¢nosti ZzZiv€anog sustava u centrima mozga koji reguliraju
procesuiranje nagrade (4). Centri za procesuiranje nagrade evoluirali su kako bi
procesuirali primarne nagrade neophodne za prezivljenje vrste, kao Sto su hrana
i razmnozavanje. Procesuiranje nagrade u mozgu kontrolirano je prvenstveno
dopaminergi¢nim sustavom (4). Primarni molekularni cilj psihostimulansa je
blokada dopaminskih transportera koji recikliraju dopamin nakon dopaminske
transmisije (5). Konzumacija psihostimulansa remeti dopaminsku transmisiju u
centrima za nagradu pa u odsutnosti droge dolazi do povecane priviacnosti

droge, koja dovodi do ovisnickog ponasanja i recidiva.

Zbog velike kompleksnosti bolesti, ovisnost je nemoguce ispitivati kao
cjelinu u laboratorijskim uvjetima (6), stoga se u istrazivanjima mehanizma
ovisnosti ispituju jednostavnija ponasanja koja se ocituju u bolesti. Osim vec
spomenutih simptoma tolerancije, senzitizacije i recidiva, kod Zivotinjskih modela
ispituje se i samoadministracija droga, kontinuirana konzumacija unatoc
negativnim posljedicama i promjene u ponasanju (primjerice promjene spavanja

i seksualne aktivnosti) (6-8).



U ovom radu zeljeli smo ispitati obrasce preferencijalne konzumacije
kokaina i metamfetamina u Drosophile melanogaster kako bi ukazali moguénost
da musice imaju slicne centre za procesuiranje nagrade te su pogodni modeli za

daljnja istrazivanja neuroloskih mehanizama ovisnosti kod sisavaca.

1.1.1. Mehanizam djelovanja kokaina i metamfetamina

Kokain je alkaloid koji se nalazi u Ilis¢éu biljke koke. Ima jako
psihostimulativno djelovanje zbog cega se Cesto neovlasteno koristi. Mehanizam
djelovanja kokaina bazira se na inhibiciji monoaminskih transportera na
membrani neurona koji nakon eksitacije postsinapticke stanice vracaju
neurotransmitere u predsinapticku stanicu (5) (slika 1.). U farmakodinamici
kokaina posebice je vazan dopaminski transporter cija inhibicija dovodi do
poviSene razine dopamina u sinaptickoj pukotini Sto uzrokuje povecani
lokomotorni odgovor i utjece na procesuiranje nagrade (9). Osim na dopaminske,
kokain djeluje i na transportere serotonina i noradrenalina (5). Prilikom prvih
konzumacija kokain potice osjecaj ugode s pojacanim radom osjetila. Emocije,
osjecaji samosvijesti i vaznosti su poviSeni dok je anksioznost u takvim
trenucima smanjena zbog cega osobe cesto pocinju opetovano konzumirati
kokain (10).



predsinapticki neuron
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Slika 1. Mehanizam djelovanja kokaina. (VMAT- vezikularni monoaminski
transporter; DAT- dopaminski transporter; DAR-dopaminski receptor) (11).

Metamfetamin je spoj iz klase amfetamina. Iako se koristi u terapeutske
svrhe lijecenja poremecaja hiperaktivnosti i deficita paznje (12), cesto se
zlouporabljuje zbog psihostimulativhog djelovanja. Za razliku od kokaina,
metamfetamin ulazi u neurone i veze se na vezikularne monoaminske
transportere tip 2 (VMAT?2) (12). Njihovo vezanje potice redistribuciju
monoamina iz skladisnih vezikula u citosol zbog c¢ega dopaminski,
noradrenalinski i serotoninski transporter na membrani predsinaptickog neurona
pojacano izbacuju monoamine u sinapticku pukotinu (12) (slika 2.). Obrnuta
funkcija monoaminskih transportera onemogucéuje povratak neurotransmitera u
predsinapticku stanicu. PoviSena koncentracija neurotransmitera, posebice
dopamina u sinaptickoj pukotini uzrokuje povecanu uzbudenost dopaminskih
receptora na postsinaptickoj stanici Sto uzrokuje povisenu lokomociju,
stereotipno ponasanje zivotinja (pojacano (CiS¢enje, kretanje u krug i

nekontrolirani pokreti tijela) i psihoze u visSim koncentracijama (13).

Iako su primarni efekti i mehanizmi djelovanja kokaina i metamfetamina

dobro opisani, nisu jos dovoljno razjasnjene dugotrajne posljedice pojacane



dopaminske transmisije na predsinapticke i postsinapticke neurone, kao i

utjecaji psihostimulansa na gensku aktivnost.
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Slika 2. Mehanizam djelovanja metamfetamina. (VMAT- vezikularni
monoaminski transporter; DAT- dopaminski transporter; DAR-dopaminski receptor) (11).

1.2. Samoadministracija

Samoadministracija droga je jedno od karakteristicnih ovisnickih
ponasanja. Kod Zivotinjskih modela, zbog CdCinjenice da zivotinje same
administriraju drogu, pretpostavljamo da droge djeluju na dopaminski sustav
nagrade u mozgu koji poti¢e motivaciju za uzimanjem droge (14). Povecana
razina dopamina i njegovo produzeno zadrzavanje u sinapti¢ckim pukotinama
neurona uslijed opetovanih konzumacija psihostimulansa dovode do
neuroadaptacije u centrima za nagradu Sto se povezuje s motivacijom za

uzimanjem droge u njenoj odsutnosti (8,14).

Razvijene su mnoge metode samoadministracije za istrazivanje specifi¢nih
aspekata ovisnosti (15). Droge mogu biti administrirane putem intravenoznih i

intramuskularnih injekcija, oralnim putem ili inhalacijom (15). Osim za



razumijevanje faktora koji utjecu na ovisnost, ove metode korisne su prilikom
karakterizacije genetickih razlika u preferenciji i inicijalnim studijama o efektima
farmakoloskih terapija na konzumaciju i preferenciju droga (15). U ispitivanjima
samoadministracije kokaina i metamfetamina, osim ljudi, najcesée se koriste

modeli miSeva, Stakora i majmuna.

U istrazivanjima na glodavcima, misevi ili Stakori moraju napraviti
odredeni zadatak (primjerice, pritisnuti polugu u kavezu) kako bi dobili jednu
dozu psihostimulansa. S druge strane, eksperimenti mogu biti dizajnirani na
nacin da je glodavcima dopusten slobodan izbor izmedu hrane ili vode s ili bez
droge sa slobodnim pristupom hrani u svakom trenutku. Ovisno o platformi,
moguce je mjeriti volumen konzumirane hrane ili vode s drogom ili broj

administracija koje je Zivotinja napravila u odredenom vremenu.

U istrazivanjima samoadministracije najc¢esS¢e se koriste misevi i Stakori,
tek zatim Drosophila melanogaster (vinska musica), dok je kod svih Zivotinjskih

modela najcesce ispitivana supstanca etanol.

1.2.1. Samoadministracija droge unatoc¢ negativnim posljedicama

Gotovo u svakom opisu ovisnosti navodi se kako je to poremedaj
karakteriziran upotrebom droge unato¢ negativnim posljedicama koje ima na
ljudski organizam. Kod modelnih organizama ne moZemo proucavati utjecaj
konzumacije droge na njihov socijalan status, niti mozemo biti sigurni je li
Zivotinja svjesna Stetnosti. Nacin na koji se ispituje ova karakteristika ovisnosti
je da se uz ponudenu drogu veze odbojan stimulus. Kako bi konzumirale etanol,
vinske musice ignoriraju elektro-Sokove (16) ili gorak okus kinina koji je
zivotinjama evolucijski odbojan jer ga povezuju s toksi¢noséu (17). Na isti nacin
glodavci prebrode odbojne stimuluse zbog velike Zudnje ili motivacije za
uzimanjem kokaina (18-20). U takvim situacijama mozemo reéi da modeli

konzumiraju drogu unatoc negativnim posljedicama.



1.2.2. Recidiv

U eksperimentima samoadministracije, osim ispitivanja konzumacije droge
unato¢ negativhim posljedicama, ispituje se i pojava recidiva. Opcenito u
medicini recidiv oznacava ponovnu pojavu bolesti. U slu¢aju ovisnosti, recidiv se
ocituje kao povecana zudnja za drogom nakon perioda apstinencije. Recidiv se u
eksperimentima samoadministracije ocituje kao odrzavanje razine preferencije
droge u danima nakon deprivacije na vecoj ili jednakoj razini preferencije prije
deprivacije(17). U prvoj fazi eksperimenta modelima je ponuden slobodan izbor
izmedu hrane s drogom i hrane bez droge. Zatim slijedi kratkotrajna ili
dugotrajna faza deprivacije koja traje ovisno o modelnom organizmu: kod
glodavaca kratkotrajne deprivacije traju oko 5 dana, a dugotrajne oko 30 dana,
dok su u eksperimentima s musicama ti periodi skra¢eni na jedan, odnosno 2-3
dana (17,18). Pokazalo se kako Stakori u danima nakon deprivacije konzumiraju
jednaku ili veéu koli¢inu hrane s kokainom u usporedbi s koli¢inom

konzumiranom dan prije deprivacije (18,21).

1.3. Drosophila melanogaster kao modelni organizam za

istrazivanje ovisnosti

Modelni organizmi neophodni su za izuCavanje genetskih i molekularnih
mehanizama bolesti jer omogudéuju ispitivanja koja se ne mogu provesti na
ljudima zbog etickih ili tehnickih razloga. Drosophila melanogaster (vinska
musica) koristi se kao modelni organizam viSe od 100 godina zbog jednostavnog,
jeftinog i brzog uzgoja u laboratoriju. Potpuno sekvencionirani i lako
manipulativni genom, visoka homologija s ljudima na nivou gena te funkcionalna

oCuvanost genetskih interakcija dovela su do velikih otkri¢a u medicini.

Zbog slicnosti s ljudima u osnovnim procesima neuronske fiziologije,
Drosophila se sve CesSce koristi u podruc¢ju neuroznanosti. Iako musice i sisavci
nemaju jednak sustav neurotransmisije, dopaminergi¢ni sustav Drosophile koji

predstavlja glavhu metu djelovanja psihostimulansa, ima veliku homologiju s



¢ovjekovim. To ¢&ini Drosophilu pogodnom za istrazivanja ucinka psihostimulansa

na promjenu dopaminske neurotransmisije.

U dosadasnjim istrazivanjima na Drosophili mjerio se ucinak volatiliziranog
kokaina i oralno administriranog metamfetamina. Kada su izloZzene niskim
koncentracijama volatiliziranog kokaina, musice imaju poveéanu lokomotornu
aktivnost i stereotipno ponasanje (pojacano Ccis¢enje, kretanje u krug i
nekontrolirani pokreti tijela) kao i sisavci (3). U istrazivanjima ponasanja koristilo
se video snimanje i pracenje kretanja musSica u arenama. Osim direktnog
promatranja, razvijeni su eseji za bolju kontrolu dostave droge i jednostavnije
analize ponasanja. Primjerice, eseji za kvantifikaciju negativhe geotaksije i
pozitivhe fototaksije, sustavi za mjerenje lokomocije i preferencijalne

konzumacije (3).

Oralno administriran metamfetamin kod musica poti¢e pojacanu
lokomotornu aktivnost, isprekidanost sna i poveéava seksualnu aktivnhost kod
muzjaka (22). U istrazivanjima bihevioralnog odgovora musica na metamfetamin

uglavhom se koriste metode kvantificiranja lokomotorne aktivnosti.

Oba psihostimulansa povecala su lokomotornu aktivnost Drosophile sto je
primije¢eno i kod glodavaca (2,23). U oba laboratorijska modela, senzitizacija
moze biti inducirana jednim izlaganjem zivotinje volatiliziranom kokainu, no
njezin efekt jaca nakon ponovljenih administracija i ovisi o vremenskom intervalu
izmedu dva izlaganja kokainu (24). Velika sli¢nost vinskih musica i glodavaca u
razvoju lokomotorne senzitizacije na kokain ukazuje da je mehanizam djelovanja
kokaina slican u oba modela, te kako vinske musice mogu biti pogodni modeli za

ispitivanje ovisnosti o psihostimulansima.

1.3.1. Drosophila melanogaster u istrazivanjima samoadministracije

Iako ve¢ godinama proucCavana za potrebe istrazivanja ovisnosti,
Drosophila melanogaster se tek odnedavno pocela koristiti u ispitivanjima
samoadministracije. Ta se istrazivanja uglavnom baziraju na ispitivanju
samoadministracije etanola. MusSice pokazuju preferencijalnu konzumaciju hrane

u kojoj je pomijesan etanol, naspram ekvivalentne bez etanola (17). Medutim,

7



kritika studija na musSicama je da je privlacnost etanola kod Drosophile
evolucijski uvjetovana jer je Drosophila evoluirala u okruzenju gdje je
privlacnost fermentiranog voéa povezana s prisutnos¢u etanola. Psihostimulansi
poput kokaina i metamfetamina nisu inherentno privla¢ni musicama, Stovise,
gorkog su okusa koji je musSicama evolucijski odbojan, pa bi njihova
preferencijalna konzumacija bila prikladnija za ispitivanje neuralnih mehanizama

nagradujuceg djelovanja droga.

U pokusima samoadministracije etanola kod Drosophile koristi se Capillary
feeding (CAFE) esej u kojem musice imaju slobodan izbor izmedu konzumacije
hrane s etanolom i hrane bez etanola, te se preferencija odreduje pomocu
mjerenja koli¢ine hrane koju su pojele u odredenom vremenu (25). Iako je prvog
dana hrana s etanolom odbojna, preferencija musSica prema etanolu raste
tijekom uzastopnih dana (16). Stovie, musice su spremne prevazi¢i odbojan
okus kinina kako bi konzumirale etanol, Sto modelira ovisni¢cko ponasanje
konzumiranja droge unato¢ negativnim posljedicama. U testiranjima pojave
recidiva, preferencija musSica prema kokainu ne opada ni nakon perioda

deprivacije (17).

u dosadasnjim istrazivanjima samoadministracija kokaina i

metamfetamina u Drosophile nije bila ispitivana.

1.4. Genetski utjecaj na ovisnicka ponasanja

1.4.1. Mutanti dopaminskog transportera i receptora

Zbog visoke homologije Drosophile i ljudi u genima ukljuenim u
farmakodinamiku (sintezu, transport, sekreciju i metabolizam) i signalnu
transdukciju dopamina, studije na Drosophili Cesto se koriste kao bazi¢na
istrazivanja za razumijevanje osnovnih molekularnih mehanizama dopaminske
biologije kod visih organizama (26). Kako je dopaminska transmisija u centrima
Za procesuiranje nagrade u mozgu glavna meta djelovanja psihostimulansa,
vinska musica mogla bi biti dobar modelni organizam za izuCavanje ovisnosti o

kokainu i metamfetaminu.



Kod vinske musice pronadena su 3 tipa dopaminskih receptora: tip 1 (D1-
like), tip 2 (D2- like) i ne-kanonski tip dopaminskog receptora (eng. non-
canonical) (26). D1 i ne-kanonski receptori aktiviraju signalni put cAMP, dok ga
D2 receptori inhibiraju (27). Aktivacija dopaminskih receptora D1 koji su
iskljuCivo ekspresirani na postsinaptickim neuronima ima umjereno stimulirajudi
u¢inak na lokomotornu aktivnost, dok je uloga receptora D2 mnogo slozenija
zbog ekspresije na predsinapti¢kim i postsinaptickim neuronima (28). Mutanti
dopaminskog receptora tipa 1 zovu se dumb mutanti. U istrazivanjima obrazaca
pobudenosti zZivéanog sustava (pojacane aktivnosti i osjetljivosti na odredeni
stimulus) pokazano je kako ovi mutanti imaju pojac¢an odgovor na ponavljajudi,
kratkotrajni nagli podrazaj (startle) tokom dana i smanjenu noénu uzbudenost
(viSe spavaju od wt musica), dok kokain djeluje suprotno na ove obrasce
uzbudenosti (29).

Dopaminski transporteri nalaze se na predsinaptickim neuronima i
sudjeluju u recikliranju dopamina nakon izvrSene dopaminske transmisije. U
farmakodinamici psihostimulansa predstavljaju glavhu metu vezanja ovih droga.
Mutanti Drosophile koji nose mutaciju u genu koji kodira za dopaminski
transporter zovu se fumin (fmn) (30). dumb i fumin koriste se za proucavanje
fenotipa koji u temelju molekularnog mehanizma imaju dopaminsku transmisiju,
poput procesuiranja nagrade i ponasanja uzrokovana konzumacijom

psihostimulansa (31).

1.4.2. Cirkadijalni mutanti

Cirkadijalni ritmovi su fizicke, psihi¢ke i bihevioralne ritmi¢ne promjene u
aktivnosti organizma koje prate 24 satni ciklus. Prilagodeni su signalima iz
okolisa te osiguravaju da se odredeni fizioloski procesi odvijaju u optimalno doba
dana i nodi. Molekularna osnova cirkadijalnog sata temelji se na oscilacijama

aktivacije odredenih gena ovisno o dobu dana (32).

Remecenje cirkadijalnih ritmova okoliSnim utjecajima ili genetskim
promjenama moze utjecati na razvoj i progresiju ovisnosti (33). U ispitivanjima

na ljudima i zivotinjama dokazana je povezanost cirkadijalnih ritmova i ovisnosti,



no uzro¢no-posljedicna pozadina veze joS nije utvrdena. Ovisnici imaju
poremecene cirkadijalne ritmove, no i remecenje cirkadijalnih ritmova moze
povecati rizik zlouporabe droge i pojave recidiva (33). Studijama na misjim i
Stakorskim modelima ispituje se kako promjena funkcije cirkadijalnih gena utjece

na neuroplasti¢nost i ponasanje prilikom konzumiranja droga.

Osnovni mehanizam cirkadijalnog sata kod Drosophile ¢ini negativna
povratna sprega transkripcije cirkadijalnih gena i proteina kodiranih tim genima
(32) (slika 3.). Clock (Clk) i cycle (cyc) geni kodiraju za transkripcijske faktore
CLK i CYC. Heterodimer CLK-CYC veze se na E-box promotorske regije gena
period (per) i timeless (tim) i poti¢e njihovu transkripciju. U prisutnosti svjetla
protein cryptochrome (CRY) veze se na TIM i poti¢e njegovu ubikvitinaciju i
proteasomalnu razgradnju. Double time (DBT) fosforilira PER u suviSku i
oznacuje ga za degradaciju. Kada se u citoplazmi nakupi dovoljna koli¢ina PER i
TIM proteina stvaraju se PER-TIM heterodimeri koji ulaze u jezgru i poticu
fosforilaciju CLK-CYC dimera i time inhibiraju daljnju transkripciju vlastitih per i

tim gena. (34)

Citoplazma

"""""" “
. .
N,
\
\
\

Jezgra

E-box | pér/tim i

Slika 3. Mehanizam cirkadijalnog sata u Drosophile (34)
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Misevi s mutiranim Clock genom u pokusima samoadministracije
konzumiraju vise kokaina od divljeg tipa (35), dok se akutni odgovor mutanata
period gena (perl i per2) ne razlikuje od odgovora divljeg tipa (36). Mnoga
istrazivanja na glodavcima naznacuju ulogu cirkadijalnih ritmova u centrima za
procesuiranje nagrade u mozgu i ukazuju na ritmi¢nost kod simptoma ovisnosti
povezanih s istim regijama mozga (37-40). U istrazivanjima na Drosophili
otkriveno je kako mutanti period, Clock, cycle i doubletime gena ne razvijaju
lokomotornu senzitizaciju na opetovane administracije volatiliziranog kokaina, za
razliku od timeless mutanata (41). Ovi rezultati ukazuju na utjecaj cirkadijalnih
gena u razvoju senzitizacije na kokain. Razli¢iti odgovori mutanata per i tim gena
(Ciji produkti u kontroli cirkadijalnih ritmova djeluju sinergisticki tvoredi
heterodimer PER-TIM) upucuju na razli¢itost uloge cirkadijalnih gena u procesima
regulacije razvoja lokomotorne senzitizacije i regulacije cirkadijalnih ritmova
(41). Kako bi provjerili odnosi li se ova razlika i na druge odgovore musica na
psihostimulanse (preferencijalnu konzumaciju) ispitali smo samoadministraciju

kokaina i metamfetamina per®®, CIK’™, cyc® i tim°! mutanata.

Ovim istrazivanjem Zzeljeli smo istraziti da li musSice samoadministriraju
kokain i metamfetamin te pokazati da je Capilary Feeding (CAFE) esej prikladan
za istrazivanje nagradujucih i ovisnickih svojstava kokaina i metamfetamina.
Ukoliko musice pokazuju obrasce ovisnickog ponasanja prisutnog kod ljudi, poput
preferencijalne  konzumacije, konzumiranja droge unato¢ negativnim
posljedicama i pojave recidiva, ukazati ¢e se mogucénost posjedovanja sli¢nih
centara za procesuiranje nagrade, sto Cini Drosophilu pogodnim modelom za

daljnja istrazivanja neuroloskih mehanizama ovisnosti kod sisavaca.
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2. Cilj rada

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati da li postoji, te ako da definirati
karakteristike preferencijalne konzumacije kokaina i metamfetamina kod
Drosophile melanogaster (vinske musice) kao modelnog organizma za ispitivanje
slozenih  obrazaca ponasanja  povezanih s razvojem ovisnosti o

psihostimulansima.

U radu je koristen Capilary Feeding (CAFE) esej u kojem su musice imale
slobodan izbor konzumacije hrane s kokainom ili metamfetaminom i hrane bez
droge izmedu kojih su aktivnho birale. Testirali smo da li musice preferiraju
konzumaciju psihostimuansa tako Sto smo mijerili koli¢inu konzumirane hrane s
drogama naspram hrane bez droga. Dozna ovisnost ispitana je tako Sto smo
napravili eksperimente s razli¢itim koncentracijama kokaina i metamfetamina i
odredili s kojima se postize najjaca preferencija droge. Jacina preferencije unato¢
negativnim posljedicama ispitana je dodavanjem gorkog okusa u hranu s
drogom. Kako bi provjerili postoji li povezanost cirkadijalnih gena i razvoja
preferencije testirali smo cirkadijalne mutanate period, timeless, Clock i cycle
gena. Povezanost dopaminergi¢ne transmisije s razvojem preferencije kokaina

ispitali smo koristenjem mutanata dopaminskog receptora i transportera.

Rezultati ovog rada omogudit ¢e daljnja istrazivanja neuroloskih
mehanizama koji su u podlozi nagradujuceg djelovanja psihostimulansa kako bi
se u buducénosti mogli dizajnirati farmakoloski tretmani za sprjecavanje ili

lijec¢enje ovisnosti.
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3. Metode i materijali

3.1 Uzgoj i priprema musica za eseje

Drosophila melanogaster uzgaja se u plasticnim bocama s hranom od
kukuruznog brasna. Boce s musSicama c¢uvaju se u inkubatoru na temperaturi oko
22°C i vlazi od 60-75% s izmjenom ciklusa svijetla i mraka od 12 sati. Razvoj
musice od jajasca do odrasle jedinke u ovakvim uvjetima traje 10 do 12 dana.
Hrana od kukuruznog brasna priprema se kuhanjem bijelog Seéera, agara tip II,
kukuruznog brasna i suhog kvasca s dodatkom nipagina i propionske kiseline
kako bi se sprijeCio razvitak plijesni. Svakih dva tjedna potrebno je prebaciti
musice na svjezu hranu kako bi im se osigurala dovoljna koli¢ina hrane i mjesto

za polaganje jajasaca.

U ovom radu koriSten je soj Drosophile melanogaster Canton S kao wild
type (wt), cirkadijalni mutanti: period (perQ), timeless (tim), Clock (CIk) i cycle
(cyc) te mutanti u dopaminskom receptoru (dumb) i transporteru (fumin- fmn).
Sve eksperimente zapocinjali su s 3-5 dana starim muZzjacima. Sortiranje

muzjaka od Zenki provedeno je koristeé¢i mikroskop i CO, anesteziju.

3.2 Kemikalije

U svim eksperimentima PI se izraCunavao naspram 100mM otopine
saharoze. Droge su ponudene u 100mM otopinama saharoze s dodatkom kokain
hidroklorida u koncentracijama 0,05mg/mL , 0,10 mg/mL, 0,15 mg/mL , 0,20
mg/mL , 0,25 mg/mL , 0,50 mg/mL , 1,00 mg/mL i 1,50 mg/mL il
metamfetamin hidroklorida u koncentracijama 0,10 mg/mL, 0,20 mg/mL , 0,30
mg/mL i 0,40 mg/mL. Kod istrazivanja preferencije unato¢ negativnhim
posljedicama koristila se 300uM otopina kinina ili 300 uM otopina kinina s 0,10
mg/mL i 0,15 mg/mL kokain hidroklorida ili 0,10 mg/mL i 0,20 mg/mL

metamfetamin hidroklorida.
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3.3 Bihevioralni esej — CAFE esej

Capillary feeding (CAFE) esej je esej u kojem je omogucéeno odrediti
preferenciju musica pomocéu mjerenja koli¢ine hrane koju su pojele u odredenom
vremenu(25). MusSicama je ponuden slobodan izbor dva izvora hrane izmedu
kojih aktivno biraju, a preferencija se odreduje kao omjer konzumirane hrane iz

oba izvora (3).

CAFE esej mjeri se u komoricama koje se sastoje od plasti¢nih vijalica s
poklopcem od dna plasti¢ne petrijeve posudice s 4 otvora za kapilare s hranom.
Da bi se sprijecila dehidracija na dno komorice postavi se vata navlazena s 1mL
vode. U svaku komoricu prebaci se 6 musica prethodno anesteziranih pomocu
CO,. U 5ul kapilaru dodaje se 1-2mm mineralnog ulja kako bi se sprijecilo
isparavanje hrane, a ostatak se nadopuni otopinom saharoze ili otopinom
ispitivane supstance. Kako bi punjenje kapilara bilo moguée, mineralno ulje i
hrana moraju prije punjenja biti ohladeni na 4°C. Prije postavljanja kapilara u
komorice, oznaci se granica izmedu mineralnog ulja i hrane u kapilari, te se
izmjeri visina stupca hrane i preracuna u volumen. Duzina od 5mm predstavlja
1uL u 5uL kapilari (promjer kapilare 0,44mm). Kapilare se postavljaju kroz za to
predvidene otvore na vrhu komorica na nacin da se kraj s mineralnim uljem
nalazi izvan, a kraj s hranom unutar komorica. Komorice se ostave 24 sata u
inkubatoru na temperaturi od 23°C i 70% vlage, s 12 sathom izmjenom
svijetlosti i mraka. Sutradan se izmjeri preostala koli¢ina hrane u kapilarama, te
se one zamijene novima. Postupak izmjene kapilara se ponavlja svakodnevno
ovisno o duljini trajanja pokusa. Iz izraCunatih volumena pojedene hrane
izraCunava se indeks preferencije (PI) koji oznacava preferenciju musSica prema
hrani s drogom naspram otopine Ciste saharoze. Formula za izracunavanje
indeksa je: (kolicina pojedene hrane s drogom - koli¢ina pojedene otopine
Secera) / ukupna koli¢ina pojedene hrane. PI se izracunava po jednoj komorici
za svaku administraciju. Pozitivan PI oznacava da su musice viSe konzumirale

otopinu s psihostimulansom dok negativan znaci da su je izbjegavale.
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3.3.1. Utjecaj oznake i lokacije kapilara na preferencijalnu konzumaciju

U eksperimentima odredivanja utjecaja oznake na preferenciju prema
kokainu musice su bile podijeljene u dvije skupine. Skupina ,s oznakama" bila je
smjeStena u komorice koje su imale oznacene otvore (crnim obrubom debljine
2mm) kroz koje su prolazile kapilare s otopinom kokaina. U skupini ,bez oznaka"

svi otvori izgledali su jednako (slika 5.)

BEZ OZNAKE
VA v A VAR v A v 1 ‘ —
kokaina
L) ] ] "
1. administracija 2. administracija 3. administracija 4. administracija Kapilara s otopinom
saharoze
S OZNAKOM

Oznaceni otvor za
kapilare

V! Vel  olwl V!

U 1 ] 1 " 1 ] 1 | kapilare

1. administracija 2. administraciya 3. administraciya 4. administracya

Slika 5. Shema kapilara u CAFE eseju postavljenom 2za istrazivanje

utjecaja CUE na preferenciju kokaina
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U ispitivanju utjecaja razmjestaja kapilare s kokainom na preferenciju
koriStene su komorice s oznakama. Tijekom 4 uzastopna dana kapilare su
postavljane na razliCite nacine u trima ispitivanim skupinama: skupina fiksna
lokacija imala je postavljene kapilare s kokainom svakog dana na istom mjestu
na lijevoj strani komorice (L1, L2), skupini izmjena strana svakog narednog dana
kapilare s kokainom postavljene su na drugu stranu (prvog dana L1,L2; drugog
dana D1,D2 itd.), a grupi nasumicéna lokacija mijenjao se raspored kapilara s
kokainom na nadin da su svakog slijede¢eg dana bile rasporedene u drugoj

dijagonali (prvog dana L1,D2; drugog dana L2, D1 itd.) (slika 6.).

FIKSNA LOKACIJA

B8
»B»B

1. administracija 2. administracija 3. administracija

IZMJENA STRANA B B B Kapilare s
. ‘ kokainom
8 S| ;
Kapilare sa
1. administracija 2. administracija 3. administracija saharozom
NASUMICNA

LOKACUA 8 8
Thilhd

1. administracija 2. administracija 3. administracija

Slika 6. Shema razmjestaja kapilara u CAFE eseju postaviljenom za

istrazivanje utjecaja lokacije kapilara na preferenciju kokaina

3.4. Statisticka obrada rezultata

Statistic¢ki testovi su provedeni u programu Statistica 8. Za utvrdivanje
razlika PI jedne grupe musica izmedu dana koristena je ANOVA za ponavljana
mjerenja. Za usporedbu prosjecnih indeksa preferencije tijekom uzastopnih dana
izmedu razli¢itih grupa koristen je t-test za nezavisne uzorke (za 2 grupe),
odnosno One-way ANOVA (za 3 ili vise grupa). Za utvrdivanje

privlacnosti/odbojnosti koriSten je one sample t-test. Za usporedbu indeksa
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preferencije prema viSe faktora (tretman i dani) koriStena je Repeated measures
two-way ANOVA. U svim ANOVA analizama provedena je i post-hoc analiza

Tukey's multiple comparison testa. Razina statisticke znacajnosti iznosi p<0,05.
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4 Rezultati

4.1 Preferencijalna konzumacija kokaina i metamfetamina

Kako bi ispitali hoc¢e li musSice samovoljno konzumirati psihostimulanse
kokain i metamfetamin mjerili smo koli¢inu popijene vodene otopine
psihostimulansa u razli¢itim koncentracijama u usporedbi s koli¢inom popijene
vodene otopine saharoze koriste¢i CAFE esej. Rezultati su prikazani u obliku
indeksa preferencije (preference indeks - PI) izracunatog prema formuli:
(koli¢ina pojedene hrane s drogom - koli¢ina pojedene otopine Seéera) / ukupna
kolicina pojedene hrane. Pozitivan PI oznacava da su musice vise konzumirale
otopinu s psihostimulansom dok negativan znadi da su je izbjegavale i vise

konzumirale otopinu Ciste saharoze.

Musice ve¢ prilikom prve administracije pokazuju preferenciju prema
kokainu koja tijekom uzastopnih dana raste (slika 7.)(ANOVA za ponavljana
mjerenja, p<0,05). U usporedbi izmedu pojedinih administracija indeks
preferencije cetvrtog dana bio je znacajno visi od indeksa preferencije prvog
dana (Tukey's multiple comparison test, p<0,05). Kao kontrolu koristili smo
jednako postavljan CAFE esej gdje je u svim kapilarama bila otopina saharoze.
Na slici mozemo vidjeti kako kontrolna skupina nije pokazala preferenciju tijekom
uzastopnih dana (one sample t test, p>0,05) niti se ona statisticki razlikovala
izmedu administracija (ANOVA za ponavljana mjerenja, p>0,05). To ukazuje da
je razlog preferencije kokaina sadrzaj kapilare, a ne njen polozaj ili neki drugi
vanjski utjecaj zbog kojeg bi musice mogle preferirati odredene kapilare vise od
drugih. Eksperiment je ponovljen i s otopinama kokaina u koncentracijama
0,05mg/ml, 0,10mg/ml, 0,20mg/ml gdje je uocen isti trend (slika 1. u dodatnim

materijalima).

18



0,20 'I' m 1. administracija
2. administracija
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Slika 7. Preferencijalna konzumacija kokaina kod Drosophile raste tijekom
uzastopnih dana. U eksperimentu su koriSteni muzjaci stari 7 dana koji su se hranili
otopinama iz 4 kapilare. Kontrolna skupina imala je vodenu otopinu saharoze u sve Cetiri
kapilare dok se ispitivanoj skupini u dvije kapilare nalazila otopina saharoze, a u druge
dvije vodena otopina kokaina u koncentraciji 0,15mg/ml. Volumen ispijene tekucine
mjeren je svakih 24 sata te je preracunat u indeks preferencije. Eksperiment je
ponovljen 2 puta s 2 tube od kojih se u svakoj nalazilo po 6 musica (n=24). Za
utvrdivanje razlika indeksa preferencije izmedu dana koristena je ANOVA za ponavljana
mjerenja, Tukey's multiple comparison * p<0,05.

Na isti nacin napravljen je eksperiment kako bi se ispitala preferencija
prema metamfetaminu. Pokazalo se kako je prilikom prve administracije
preferencija musica prema otopini metamfetamina koncentracija 0,20mg/ml
pozitivna, no za razliku od kokaina, ona tijekom uzastopnih dana opada (slika 8.)

(ANOVA za ponavljana mjerenja, Tukey's multiple comparison p<0,05).
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Slika 8. Preferencijalna konzumacija metamfetamina kod Drosophile pada
tijekom uzastopnih dana. U eksperimentu su koriSteni muzjaci stari 7 dana koji su
se hranili otopinama iz 4 kapilare. Kontrolna skupina imala je vodenu otopinu saharoze u
sve Cetiri kapilare dok se ispitivanoj skupini u dvije kapilare nalazila otopina saharoze, a
u druge dvije vodena otopina metamfetamina u koncentraciji 0,20mg/ml. Volumen
ispijene tekuc¢ine mjeren je svakih 24 sata te je preracunat u indeks preferencije.
Eksperiment je ponovljen 2 puta s 2 tube od kojih se u svakoj nalazilo po 6 musica
(n=24). ). Za utvrdivanje razlika indeksa preferencije izmedu dana koristena je ANOVA
za ponavljana mjerenja, Tukey's multiple comparison p<0,05.

20



0,2 - -[

e T #

Indeks preferencije

I Domo

ctrl 0,05 0,10 0,15 0,20 0,50 1,00

-01
Koncentracija [mg/ml]

Slika 9. Ovisnost indeksa preferencije i koncentracije kokaina. Musicama je
tijekom 5 dana ponuden izbor izmedu otopine Ciste saharoze i otopine kokaina razliCitih
koncentracija: 0,05mg/ml, 0,10mg/ml, 0,15mg/ml, 0,20mg/ml, 0,50mg/ml, 1,00mg/ml i
1,50mg/ml. Kontrolna skupini dana je otopina Ciste saharoze u svim kapilarama. Na slici
su prikazani prosjecni indeksi preferencije kokaina tijekom 5 uzastopnih dana za svaku
koncentraciju. * p<0,05 u odnosu na kontrolnu skupinu, # p<0,05 u odnosu na skupine

0,10mg/ml i 0,15mg/ml (One-way ANOVA, Tukey's multiple comparison).

Kako bi utvrdili ovisi li preferencija psihostimulansa o koncentraciji
otopine, te kako bi saznali koje koncentracije su najoptimalnije za daljnja
istrazivanja ponovili smo pokuse s razli¢itim koncentracijama kokaina i
metamfetamina. Na slici 9 prikazani su prosjecni indeksi preferencije kokaina
tijekom 5 uzastopnih dana. Skupine koje su imale izbor izmedu otopine Ciste
saharoze i otopine kokaina koncentracija 0,05mg/ml, 0,10mg/ml i 0,15mg/ml
imale su pozitivhu preferenciju prema kokainu koja se statisticki znacajno
razlikovala od preferencije kontrolne skupine (p<0,05 One-way ANOVA, Tukey's
multiple comparison). Preferencija prema koncentracijama visim od 0,15mg/ml
nije se razlikovala od kontrole. Te su preferencije bile znacajno nize od
preferencija prema otopinama koncentracija 0,10mg/ml i 0,15mg/ml (p<0,05
One-way ANOVA, Tukey's multiple comparison) te su ¢ak neke imale negativne
vrijednosti (odbojnost prema kokainu). Stoga je odluceno kako ¢e se u daljnjim

pokusima koristiti otopine koncentracija 0,10mg/ml i 0,15mg/ml.
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Slika 10. Ovisnost indeksa preferencije i koncentracije metamfetamina.
Musicama je tijekom 5 dana ponuden izbor izmedu otopine Ciste saharoze i otopine
metamfetamina razli¢itih koncentracija: 0,10mg/ml, 0,20mg/ml, 0,30mg/ml, i
0,40mg/ml. Kontrolna skupini dana je otopina Ciste saharoze u svim kapilarama. Na slici
su prikazani prosjecni indeksi preferencije metamfetamina tijekom 5 uzastopnih dana za
svaku koncentraciju. * p<0,05 u odnosu na kontrolnu skupinu (One-way ANOVA,
Tukey's multiple comparison).

Preferencija prema metamfetaminu ispitana je s otopinama koncentracija
0,10mg/ml, 0,20mg/ml, 0,30mg/ml i 0,40mg/ml. Samo se prosjecna
preferencija prema otopini metamfetamina od 0,20mg/ml statisticki znacajno
razlikovala od kontrole (slika 10.)(p<0,05 One way ANOVA, Tukey's multiple
comparison) pa je odluc¢eno kako ¢e ta koncentracija biti koriStena u slijede¢im

pokusima.

4.2 Utjecaj oznake i lokacije kapilara na preferencijalnu
konzumaciju

Kontrolama smo ustanovili kako musice nemaju odredenu preferenciju
prema pojedinim kapilarama ukoliko se u svima nalazi otopina Ciste saharoze. Da
bi utvrdili da li ucenje utjeCe na preferencijalnu konzumaciju, ispitali smo PI u

komoricama s fizickom oznakom (cue) na kapilarama s psihostimulansom. Ako je
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PI veci kada postoji fizicka oznaka na kapilari s drogom to znac¢i da musice

povezuju fizicku oznaku s drogom i tokom dana ciljano piju iz oznacenih kapilara.

Jednu grupu musica postavili smo u komorice kojima su dva otvora kroz
koje su prolazile kapilare s kokainom koncentracije 0,15mg/ml bila oznacena
crnim rubom Sirine 2mm, a drugu u komorice kod kojih kapilare s drogom nisu
imale oznacene otvore. Pokazalo se da je PI musica prema kokainu znacajno visi
ukoliko su otvori za kapilare sa drogom jasno obiljezeni od slucaja kada su svi
otvori jednaki (slika 11.a) (T test za nezavisne uzorke, p<0,01). PI musica s
oznacenim kapilarama je tijekom uzastopnih dana imao stabilni trend rasta sto
kod musica koje nisu imale oznacene kapilare s drogom nije bio slucaj (slika
11.b). Statisticki, indeksi preferencije unutar skupine s oznakama medusobno su
se razlikovali po administracijama (ANOVA za ponavljana mjerenja, p<0,05), dok
u grupi bez oznaka nije bilo znacajne razlike (ANOVA za ponavljana mjerenja,
p>0,05). Oznacene komorice uvrstili smo u standardni protokol CAFE eseja i

koristene su u svim slijedec¢im eksperimentima.
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Slika 11. Preferencijalna konzumacija kokaina kod Drosophile ovisi o
oznaci na komorama. Musicama su dane dvije kapilare s otopinom Ciste saharoze i
dvije s otopinom kokaina koncentracije 0,15mg/ml. Jedna skupina imala je oznacene
otvore kapilara u kojima se nalazila droga, dok se kod druge otvori sve Cetiri kapilare
nisu razlikovali. Na slici (a) prikazani su prosje¢ni indeksi preferencije za Cetiri
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administracije. * p<0,01 (t test za nezavisne uzorke). Na slici (b) prikazani su indeksi
preferencije po administracijama (ANOVA za ponavljana mjerenja, p=0,05)

Zatim smo zeljeli ispitati ima li razmjestaj oznacene kapilare s drogom
tijekom uzastopnih dana utjecaj na preferenciju konzumacije. To je ispitano na
nacin da su kapilare s 0,15mg/ml (slika 12.) i 0,10mg/ml (slika 2. u dodatnim
materijalima) kokaina postavljene svaki dan na isto mjesto (grupa fiksna
lokacija), ili se njihova lokacija izmjenjivala po stranama (grupa izmjena strana)
ili po dijagonalama (grupa nasumicna lokacija). Pokazalo se da ukoliko se
kapilare s drogom nalaze svakog dana na istom mjestu, preferencija musica
prema kokainu je pozitivha i raste (one sample t test, p<0,01). Kada se svakog
dana mijenja strana na kojoj se nalazi droga (,promjena strana“) preferencija
prema kokainu je pozitivha no nema zadanog obrasca ponasanja, dok se prilikom
mijenjanja lokacije u dijagonalama (,nasumicna lokacija") smanjuje. Prosjecna
preferencija prema kokainu nije razlikovala po grupama (one-way ANOVA,
Tukey's multiple comparison, p>0,05). U eksperimentima s koncentracijom

kokaina 0,10mg/ml dobiveni su sli¢ni rezultati (nije prikazano).
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Lokacija kapilara s otopinom kokaina

Slika 12. Preferencijalna konzumacija kokaina kod Drosophile tijekom
uzastopnih dana ovisi o lokaciji kapilara s drogom. Musicama su dane dvije
kapilare s otopinom diste saharoze i dvije s otopinom kokaina koncentracije 0,15mg/ml.
Skupina ,fiksna lokacija® dobivala je svakog dana kapilare s kokainom na istoj lokaciji,
skupini ,promjena strana®™ kapilare s kokainom su davane svakog dana na drugoj strani
komorice, a skupini ,nasumicna lokacija" se lokacija izmjenjivala u dijagonalama. U
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eksperimentu je koriSteno po dvije komorice za svaku skupinu, u kojoj od svake se
nalazilo po 6 musica (n=36). Razlike izmedu grupa utvrdivane su One-way ANOVOM,
Tukey's multiple comparison, p=0,05.

4.3 Konzumacija droge unatoc¢ negativnim posljedicama

Kako bi ispitali imaju li musice slicne obrasce ovisnickog ponasanja kao i
ljudi, ispitali smo hoce li musSice same administrirati drogu iako to dovodi do
negativnih posljedica. U radu Heberlein et al.(17) negativha posljedica za muhu
je gorak okus kinina. Stoga smo napravili eksperiment s 3 skupine: kontrolha
skupina imala je standardni izbor izmedu otopine s kokainom (0,10mg/ml il
0,15mg/ml) i otopine saharoze, u drugoj smo mjerili da li postoji preferencija za
kinin (izbor 300uM otopine kinina naspram otopine saharoze), a u tre¢oj smo
mjerili da |li muSice preferiraju kokain ako se u njega doda kinin (izbor izmedu
otopine kokaina (0,10mg/ml i 0,15mg/ml) s kininom koncentracije 300uM

naspram otopine Ciste saharoze).
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Slika 13. MuSice samoadministriraju kokain unato¢ gorkom okusu kinina.
Musice su razdvojene u tri skupine te im je tokom 4 dana pruzen izbor administracije: 1)
300uM otopine kinina naspram otopine saharoze, 2) otopine kokaina koncentracije
0,15mg/ml naspram otopine saharoze i 3) otopine 300uM kinina i kokaina koncentracije
0,15mg/ml naspram saharoze. Nakon svakog dana izmjerena je koli¢ina popijenih
otopina te je izracunat indeks preferencije prema svakoj od otopina naspram otopini
saharoze. Na slici (@) prikazani su prosjecni indeksi preferencije za Cetiri administracije. *
p<0,001 (One-way ANOVA, Tukey's multiple comparison). Na slici (b) prikazani su
indeksi preferencije po danima. Za analizu je koriSten one-sample t test, n=8.
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U kontrolnoj grupi potvrdili smo da musSice imaju preferenciju prema
kokainu (pozitivan prosjecan PI od 0,11). Kada je ponuden izbor izmedu otopine
saharoze i otopine kinina, musice su izbjegavale kapilare s kininom (negativan
prosjeCan PI od -0,24). Prema otopini kinina i kokaina musice su takoder
pokazivale negativan PI (prosjecni PI -0,07), no ona je imala statisti¢ki znacajno
viSi PI od otopine samog kinina (slika 13.a). Razlike prosjecnih indeksa
preferencije grupa statisticki su znacajne na razini p<0,001 (One-way ANOVA).
Tukey's multiple comparison testom potvrdeno je kako su se sve grupe
medusobno razlikovale sa znacajnos¢u p<0,05. Slika 13.b) pokazuje kako se
trend porasta indeksa preferencije uzastopnih dana nastavlja, odnosno kod obje
otopine s kokainom (sa i bez dodatka kinina) indeks preferencije raste. Tokom

svih dana otopina kinina je bila odbojna (one sample t-test, p<0,05),

Isti eksperiment ponovljen je s koncentracijom kokaina 0,10mg/ml, te su

dobiveni sli¢ni rezultati (slika 3. u dodatnim materijalima).
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Slika 14. MuSice samoadministriraju metamfetamin unato¢ gorkom okusu
kinina. Musice su razdvojene u tri skupine te im je tokom 4 dana pruzen izbor
administracije: 1) 300uM otopine kinina naspram otopine saharoze, 2) otopine
metamfetamina koncentracije 0,20mg/ml naspram otopine saharoze i 3) otopine 300uM
kinina i metamfetamina u koncentraciji od 0,20mg/ml naspram saharoze. Nakon svakog
dana izmjerena je koli¢ina popijenih otopina te je izracunat indeks preferencije prema
svakoj od otopina naspram otopini saharoze. Na slici (a) prikazani su prosjecni indeksi
preferencije za Ccetiri administracije. * p<0,001 (One-way ANOVA, Tukey's multiple
comparison). Na slici (b) prikazani su indeksi preferencije po danima. Za analizu je
koristen one-sample t test, n=8.

Isti eksperiment ponovljen je s otopinom metamfetamina koncentracije
0,10mg/ml i 0,20mg/ml. Musice su pokazale preferenciju prema otopini s
metamfetaminom (prosje¢an PI 0,18), te odbojnost prema otopini kinina
(kontrola jednaka onoj iz pokusa s kokainom, prosjec¢an PI -0,24). Prema otopini
s metamfetaminom i kininom pokazana je slaba preferencija naspram otopini
Ciste saharoze (prosjec¢an PI 0,02). Ova otopina imala je statisticki znacajno
povisen indeks preferencije u usporedbi s otopinom kinina (slika 14.a) (One-way
Anova, Tukey's multiple comparison p<0,001). Tijekom uzastopnih dana indeks
preferencije otopine kinina i metamfetamina je opadao, dok je otopina samog

kinina tijekom svih dana bila odbojna (slika 14.b) (one sample t test, p<0,05).
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4.4 Utjecaj recidiva

U ispitivanju utjecaja recidiva koristen je CAFE esej postavljen prema
protokolu bez oznaka. Recidiv je mjeren nakon jednog ili dva dana deprivacije
kada musice nisu imale pristup drogi. U danima deprivacije u svim kapilarama
nalazila se otopina saharoze te je PI izracunat za kapilare na lokacijama na
kojima se prethodnog i slijede¢eg dana nalazila otopina 0,10mg/ml kokaina,
stoga on ne predstavlja preferenciju prema kokainu ve¢ prema odredenoj poziciji

kapilara. Radi lakSeg pracenja rezultata, ti su dani osjencani na grafovima.
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Slika 15. Utjecaj recidiva na preferencijalnu konzumaciju kokaina. Tokom 5
dana mjerena je koli¢ina popijene hrane s kokainom koncentracije 0,10mg/ml naspram
otopine Ciste saharoze te su rezultati preracunati u indeks preferencije prema kokainu.
Na slici a) prikazana je usporedba grupa koje su svakog dana imale izbor izmedu otopine
kokaina i Ciste otopine saharoze (bez deprivacije) i grupa koje treceg dana nisu imale
pristup kokainu (deprivacija 3. dan). Na slici b) prikazana je usporedba grupa bez
deprivacije i grupa koje nisu imale pristup kokainu 3. i 4. dan. Rezultati su prikazani kao
srednja aritmetiCka sredina indeksa preferencije * standardna pogreska. * p<0,05 u
odnosu na PI druge grupe istog dana administracije (Repeated measures two way
ANOVA, Tukey's multiple comparison). Za usporedbu indeksa preferencije unutar
depriviranih grupa takoder je koriStena Repeated measures two-way ANOVA, Tukey's
multiple comparison, p=0,05.

U ovom eksperimentu recidiv se odituje kao odrzavanje preferencije u
danima nakon deprivacije na vecoj ili jednakoj razini preferencije prije
deprivacije. Nakon jednodnevne deprivacije (slika 15.a) preferencija kokaina
cetvrtog dana pokusa nije se statisticki znacajno razlikovala od preferencije iste
grupe prije deprivacije (drugog dana) (Repeated measures two-way ANOVA,
Tukey's multiple comparison, p>0,05). U slucaju dvodnevne deprivacije (slika
15.b) indeks preferencije kokaina je nakon deprivacije (peti dan) ponovno
porastao na razinu prije deprivacije (drugog dana) (p>0,05). Time su u oba
eksperimenta zadovoljeni su uvjeti recidiva. Kod jednodnevhe deprivacije
znacajne razlike izmedu deprivacijske i kontrolne grupe bez deprivacije postojale
su samo kada ispitivana grupa nije imala pristup kokainu (p<0,05). U

eksperimentu dvodnevne deprivacije preferencija deprivacijske grupe se osim u
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danima bez kokaina znacajno razlikovala od preferencije kontrolne grupe i petog
dana eksperimenta (Repeated measures two-way ANOVA, Tukey's multiple

comparison, p<0,05).

4.5 Preferencijalna konzumacija kod cirkadijalnih mutanata

Bududi da su cirkadijani geni period, clock i cycle povezani s odgovorom i
razvojem senzitizacije na kokain (Andreti¢ et al.(41)), Zeljeli smo ispitati utjecu li
na preferencijalnu konzumaciju. U pokusima su koristene wild type (wt) kontrole
te 4 cirkadijalnih mutanata: per’’- mutanti za period gen, CIK"*- mutanti za Clock
gen, cyc®- mutanti za cycle gen i tim®- mutanti za gen timeless. Pokusi su
izvedeni prema standardnom protokolu s oznakama s otopinom kokaina
koncentracije 0,15mg/ml. Indeks preferencije 4 administracije svih mutanata bio
je nizi od indeksa preferencije wt musica, no samo kod cyc®® mutanata je ta
razlika bila statisticki znacajna (slika 16.) (p<0,05 one-way ANOVA, Tukey's

multiple comparison).
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Slika 16. Cyc®® cirkadijalni mutanti imaju smanjenu preferenciju prema
kokainu od wt musica. Musice su bile podijeljene u grupe prema genotipu: wt- wild
type, per’’- mutanti za period gen, Clk’™*- mutanti za Clock gen, cyc®®- mutanti za cycle
gen i tim®- mutanti za gen timeless. Tokom pet dana musicama je dan izbor izmedu
otopine kokaina koncentracije 0,15mg/ml i otopine C(iste saharoze. Svakih 24 sata
izmjerena je koli¢ina popijene otopine koja je preracunata u indeks preferencije. Na grafu
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je prikazan prosjecan indeks preferencije tokom 4 administracije za svaki genotip. Za
utvrdivanje razlike izmedu grupa koriStena je one-way ANOVA, Tukey's multiple
comparison * p<0,05.

U ispitivanju preferencijalne konzumacije metamfetamina koriStene su
musice istog genotipa kojima je ponuden izbor otopine metamfetamina
koncentracije 0,20mg/ml. Na slici 17. prikazane se su prosjecne vrijednosti
indeksa preferencije tijekom 4 administracije. tim® mutanti imali su pozitivnu
prosjecnu preferenciju prema metamfetaminu koja se nije statisticki razlikovala
od PI wt musica (p>0,05 one-way ANOVA, Tukey's multiple comparison). per“?,
CIK'™ i cyc® mutanti imali su statisti¢ki znacajno razli¢itu prosjeé¢nu preferenciju
od wt musSica koja je za neke dane bila negativha (p<0,05 one-way ANOVA,

Tukey's multiple comparison).

Indeks preferencije

. | |

wt pero: Clikrk cyco! timo!

Slika 17. per®, CH™ i cyc® cirkadijalni mutanti imaju smanjenu
preferenciju prema metamfetaminu od wt musica. Musice su bile podijeljene u
grupe prema genotipu: wt- wild type, per®- mutanti za period gen, Clk’*- mutanti za
Clock gen, cyc®- mutanti za cycle gen i tim%'- mutanti za gen timeless. Tokom pet dana
musicama je dan izbor izmedu otopine metamfetamina koncentracije 0,20mg/ml i
otopine Ciste saharoze. Svakih 24 sata izmjerena je koli¢ina popijene otopine koja je
preracunata u indeks preferencije. Na grafu je prikazan prosjecan indeks preferencije
tokom 4 administracije za svaki genotip. Za utvrdivanje razlike izmedu grupa koristena je
one-way ANOVA, Tukey's multiple comparison. * p<0,05 u odnosu na wild type.
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Za razliku od wt musica, Cija preferencija prema kokainu raste tokom
uzastopnih dana, PI kokaina kod ispitanih cirkadijalnih mutanata opada (slika 4.
u dodatnim materijalima). Suprotno kokainu, u ispitivanjima s metamfetaminom
PI wt musSica opada tokom uzastopnih dana. Iako imaju najnizi prosjecan PI,
per’’ mutanti imali su porast PI metamfetamina tokom uzastopnih dana. Kod
ostalih cirkadijanih mutanata nije bilo znacajnih obrazaca rasta ili pada
preferencije (slika 5. u dodatnim materijalima).

4.6 Preferencijalna konzumacija mutanata dopaminskog
transportera i receptora

Dopamin je glavni neurotransmiter uklju¢en u mehanizam djelovanja
kokaina. Stoga smo Zeljeli provijeriti hoce |li mutanti dopaminskog transportera i
receptora imati razli¢itu preferenciju prema kokainu od wt musica. Koristili smo
mutante dopaminskog transportera fumin (fmn) i dumb- mutante dopaminskog
receptora tipa 1. Bududéi da je dopaminski transporter klju¢an u mehanizmu
djelovanja kokaina, ocekivali smo da ¢e fmn mutanti imati razli¢itu preferenciju

od wt i dumb musica.
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Slika 18. Mutanti dopaminskog receptora i transportera nemaju razlicitu
preferenciju prema kokainu od wt musica. Musice su bile podijeljene u grupe
prema genotipu: wt- wild type, fmn- fumin, mutant dopaminskog transportera i dumb-
mutant dopamin-like receptora 1. Tokom pet dana musicama je dan izbor izmedu otopine
kokaina koncentracije 0,15mg/ml i otopine Ciste saharoze. Svakih 24 sata izmjerena je
koli¢ina popijene otopine koja je preracunata u indeks preferencije. Na slici a) prikazan je
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prosjeCan indeks preferencije tokom 4 administracije za svaki genotip. Na slici b)
prikazani su indeksi preferencije svakog genotipa po administracijama. Za utvrdivanje
razlika izmedu grupa koristena je one-way ANOVA, Tukey's multiple comparison.

Rezultati pokazuju kako mutanti dopaminskog transportera i dopaminskog
receptora imaju slican prosje¢ni PI kao wt musice (p>0,05 one-way ANOVA,
Tukey's multiple comparison). Tijekom uzastopnih dana niti jedan od mutanata
nije imao jednoznacni trend rasta preferencije koji je vidljiv kod wt musica. (slika
18.)
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5. Rasprava

Ovisnost je karakterizirana samovoljnom konzumacijom opojne supstance
koje dovode do promjena u mozgu i razvoja patoloskih stanja kod Iljudi.
Zivotinje kao modelni organizmi na kojima se ispituje neurobiologija ovisnosti ne
samoadministriraju sve droge koje ljudi zloupotrebljavaju (pr. halucinogene
supstance) (1). U prijasnjim istrazivanjima dokazano je da glodavci
samoadministriraju kokain i metamfetamin, no takva istrazivanja dosad nisu
napravljena na Drosophili melanogaster. Stoga je nas prvi cilj bio ustanoviti da li
¢e musice, kada im je pruzen slobodan izbor izmedu hrane s kokainom ili
metamfetaminom i hrane bez droge, aktivho samoadministrirati ove

psihostimulanse.

Rezultati naseg istrazivanja pokazuju kako musSice aktivno
samoadministriraju  kokain i metamfetamin te preferiraju hranu s
psihostimulansima u usporedbi s obicnom hranom Sto isprva nije bilo o¢ekivano
jer su ove supstance gorkog okusa koji je musicama odbojan. Slicno kao i u
studijama na Stakorima (42), musice od prvog dana pokusa pokazuju pozitivnu
preferenciju prema kokainu koja raste tokom uzastopnih dana. U usporedbi s
prvim danom eksperimenta, statisticki znacajno poviSenje preferencije musice
razvijaju cetvrtog, a Stakori petog dana eksperimenta (42). Kod glodavaca je
primije¢ena ,eskalacija® konzumacije kokaina u dugotrajnim periodima
samoadministracije (6 dana). Moguce je da nagli porast preferencije musica
cetvrtog dana modelira ovaj obrazac ponasanja, no to je potrebno ispitati duzim
periodima samoadministracije. Porast preferencije tokom uzastopnih dana bio je
ocCekivan, no nismo ocekivali da ¢e preferencija prema kokainu biti pozitivha vec
od prvog dana jer je u ispitivanju s etanolom PI postepeno rastao iz negativne
vrijednosti prvog dana pa sve do pozitivnih u kasnijim danima eksperimenta
(25).

Musice su pokazale preferenciju prema hrani s metamfetaminom samo
prvoga dana, no nakon toga PI tokom uzastopnih dana opada. Ovaj rezultat nije
bio oCekivan s obzirom da kod Stakorskih modela preferencija metamfetamina
raste kao i u slucaju s kokainom (43). Selektivnim krizanjem miseva iz

eksperimenata samoadministracije uzgojeni su misevi koji konzumiraju visoke ili

35



niske doze metamfetamina. Linije koje su konzumirale manje doze
metamfetamina imale su pad preferencije tokom uzastopnih dana (44).
Znanstvenici smatraju da je smanjena konzumacija uzrokovana pojacanom
osjetljivosti miSeva na odbojan okus metamfetamina. Kao Sto je veé navedeno,
oba psihostimulansa kokain i metamfetamin gorkog su okusa koji je musicama
evolucijski odbojan. Jedno od moguéih objasnjenja pada preferencije
metamfetamina bio bi njegov utjecaj na povecanje osjetljivosti na gorak okus
hrane, zbog ¢ega musSice sve manje konzumiraju hranu s metamfetaminom.
Alternativno objasnjenje temeljilo bi se na razli¢itim mehanizmima djelovanja
ovih droga. Za razliku od kokaina, metamfetamin ulazi u neurone gdje potice
pojacano izludivanje neurotransmitera u sinapti¢ku pukotinu. Postoji moguénost
da su suprotno Stakorima i ljudima, psiholoski efekti metamfetamina, posebice
oni dugoroc¢ni, odbojni musSicama te zbog toga svakoga dana konzumiraju sve

manje koli¢ine hrane s metamfetaminom u usporedbi s hranom bez droge.

Kako bi utvrdili ovisi |i preferencija psihostimulansa o koncentraciji
otopine, te kako bi saznali koje koncentracije su najoptimalnije za daljnja
istrazivanja ponovili smo pokuse s razli¢itim koncentracijama kokaina i
metamfetamina. U eksperimentima s kokainom koncentracije od 0,20mg/ml i
vece imale su znacajno smanjenu preferenciju u odnosu na nize koncentracije.
Takva razlika u preferenciji upuéuje na to da musice aktivno biraju ili izbjegavaju
odredene kapilare, no nije jasno je li uzrok tome gorak okus ili posljedica kokaina
na ziv¢ani sustav. Stakori koji su u pokusima samoadministracije imali ponudene
viSe doze kokaina konzumirali su vise droge, no pravilne obrasce
samoadministracije imali su pri nizim dozama (45). Prema nekim
eksperimentima, Stakori su cak spremni samoadministrirati letalno visoke
koncentracije kokaina (46). Medutim u pokusima samoadministracije na
Stakorima koristi se intravenska ili direktna administracija kokaina u mozak, dok
u CAFE eseju kojeg smo koristili u nasem istrazivanju musice oralno
administriraju drogu. Zbog toga pretpostavljamo kako bi razlog izbjegavanja
visSih koncentracija kokaina u ovom istrazivanju mogao biti jaci gorak okus u
usporedbi s nizim koncentracijama. Kako bi se potvrdila ova pretpostavka
potrebno je ispitati preferencije okusa razlicitih koncentracija Ciste otopine

kokaina. Primjer eseja koji bi se mogao koristiti u tu svrhu je Proboscis extension
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reflex (PER) esej u kojem se promatra hocée |li musica odgovoriti pruzanjem
surlice nakon Sto okusnim pupoljcima na nozicama dotakne ispitivanu otopinu
(47).

U nastavku ovog istrazivanja odlucili smo koristiti otopine kokaina
koncentracije 0,10mg/ml i 0,15mg/ml jer su prema njima musice pokazale
najvisu preferenciju, odnosno 0,20mg/ml metamfetamina buduéi da se samo

preferencija te koncentracije razlikovala od kontrole.

Mnoga istrazivanja ovisnosti o psihostimulansima ispituju postojanje
Conditioned place preference (CPP) kao dokaza povezanosti ucenja i
nagradujuceg utjecaja droga. U njima je administracija droge povezana s jednim
okoliSem, a administracija placeba s drugim. Nakon nekoliko dana treninga u
kojem su zivotinje imale moguénost upoznati se s oba okoliSa, zZivotinja aktivno
bira u kojem okoliSu zZeli boraviti i mjeri se vrijeme koje provede u okolisu
povezanim s drogom (1). Duzi boravak Zivotinje u okoliSu povezanim s drogom
upucuje da je droga pozitivha nagrada koju je muSica uspjela povezati s
okoliSem (15). U nasSim eksperimentima proveli smo slicne manipulacije da bi
ispitali utjece li u€enje na preferencijalnu konzumaciju. Ispitali smo preferenciju
musica u modificiranim komoricama s fiziclkom oznakom na otvorima kapilara s
kokainom. Nasa hipoteza bila je da ako ispitivani psihostimulansi imaju
nagradujudéi utjecaj, musice c¢e imati visi PI kada kapilaru s kokainom mogu
povezati s fizickom oznakom. Rezultati pokazuju kako je PI znacajno visi kada
su otvori za kapilare s kokainom oznaceni. Kada su kapilare s kokainom bile
postavljene svakog dana na istoj lokaciji preferencija musica prema kokainu je
rasla tokom uzastopnih dana, dok je kod izmjena lokacija bila nasumic¢na. Ovime
se potvrduje nasa hipoteza i sugerira povezanost nagradujuceg utjecaja kokaina

to jest motivacije za uzimanjem droge s uc¢enjem o lokaciji droge.

Jedan od obrazaca ovisnickog ponasanja kod ljudi je konzumiranje droge
unato¢ negativnim posljedicama. Zbog promjena do kojih konzumacija droga
dovodi u centrima za nagradu u mozgu, zudnja za drogom dominira unatod

negativnim posljedicama na zdravlje, socijalan status i okolinu ovisnika. Ovo

37



ponasanje uspjeSno je modelirano u laboratorijskim uvjetima gdje se mjeri
upornost modelnih Zivotinja da konzumiraju drogu unato¢ bolnim ili odbojnim
posljedicama. Tako, primjerice, Stakori konzumiraju kokain (18) il
metamfetamin (48) wunatol elektroSokovima koji slijede nakon svake
samoadministracije droge. Prilikom toga sposobnost pamdenja Stakora nije
promijenjena, pa uzrok nastavka konzumacije nije nemoguénost povezivanja
konzumacije droge i elektroSokova (19). Nadalje, kontrole pokazuju kako su
Stakori koji su samoadministrirali fizioloSku otopinu imali smanjenu
samoadministraciju dok su grupe otporne na elektroSokove pojacano
administrirale metamfetamin u odnosu na ispitivanu grupu (48). Kao objasnjenje
navodi se povecana ekspresija oksitocina u nucleus accumbens, dijelu mozga

uklju¢enom u procesuiranje nagrada i ugode (49).

U dosadasnjim istrazivanjima konzumacije droga unato¢ negativnim
posljedicama na Drosophili ispitivana je samoadministracija etanola (17). U
njima je mjerena preferencija hrane s etanolom pomijeSana s kininom,
supstancom izrazito gorka okusa. U nasem istrazivanju koristili smo jednaki
model negativhe posljedice, te smo u hranu s kokainom ili metamfetaminom
pomijesali 300uM otopinu kinina. Preferencija musica prema otopinama kinina i
droge bila je znacajno visa od preferencije otopine samog kinina, no smanjena u
odnosu na preferenciju otopine kokaina ili metamfetamina bez kinina. Sukladno
istrazivanju s etanolom (17), nasi rezultati pokazuju da su musice spremne
prevazi¢i odbojan okus kinina kako bi konzumirale kokain ili metamfetamin.
Teorija o pojacanoj zudnji kao razlogu nastavka konzumiranja droge mogla bi se
dalje ispitati analizom neurotransmiterskih sistema u dijelovima mozga
uklju¢enim u procesuiranje nagrade koriStenjem microarray eseja i

kvantitativhog PCR-a.

Jedna vrsta ovisnickog ponasanja uzrokovana  promijenjenom
neurotransmisijom u centrima za procesuiranje nagrade je recidiv (50). Recidiv
se u eksperimentima samoadministracije ocituje kao odrzavanje razine
preferencije droge u danima nakon deprivacije na vecoj ili jednakoj razini
preferencije prije deprivacije. Postoji mnogo modela samoadministracije kod

glodavaca koji se koriste u ispitivanjima pojave recidiva (15). U ovom
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istrazivanju proveli smo eksperiment slican eksperimentu ispitivanja recidiva na
etanol u Drosophile (17). Recidiv je mjeren nakon jednog ili dva dana deprivacije
kada musice nisu imale pristup kokainu. Kao Sto smo ocekivali, u danima
deprivacije, kada je sadrzaj svih kapilara bio jednak, musice su konzumirale
hranu iz svih kapilara podjednako zbog ¢ega je PI bio znacdajno nizi u odnosu na
nedepriviranu grupu. U danima nakon kratkotrajne ili dugotrajne deprivacije, PI
musica prema kokainu ponovno je porastao na razinu prije deprivacije Sto
ukazuje na pojavu recidiva. Potrebno je uzeti u obzir kako je PI etanola u
istrazivanjima recidiva bio negativan prvog dana, pa pozitivan PI nakon
deprivacije sugerira da promjene u mozgu uzrokovane alkoholom nisu nestale
tokom deprivacije i musSice nastavljaju konzumirati alkohol bez pocetne
odbojnosti. U nasem ispitivanju PI nakon deprivacije ne mozemo interpretirati na

jednaki nacin zbog pozitivne preferencije prvog dana eksperimenta.

Nakon jednodnevne deprivacije preferencija musica prema kokainu bila je
na razini grupe bez deprivacije, no nakon dvodnevne deprivacije preferencija
deprivirane grupe bila je znacajno niza. Ovi rezultati sugeriraju mogucnost
postojanja odredenog vremenskog okvira unutar kojeg je pojava recidiva

vjerojatnija.

U dosadasnjim istrazivanjima dokazano je postojanje veze izmedu
ovisnosti i gena koji reguliraju cirkadijalno ponasanje, no ne i priroda te veze.
Tako je analizom SNP mutacija kod ljudi ovisnih o alkoholu pokazano da su
mutacije u genima Clock, Per2 i Per3 mogudi rizi¢ni faktori za razvoj alkoholizma
u ljudi (51). Istovremeno, kroni¢na konzumacija alkohola dovodi do disrupcije
cirkadijanog wuzorka u hormonalnim i bihevioralnim ritmovima (51). U
ispitivanjima lokomotorne senzitizacije i ritmi¢nosti spavanja na glodavcima,
koristeni su Clock i period mutanti koji ne posjeduju funkcionalni protein. Misji
mutanti Perl gena nisu pokazivali bihevioralnu senzitizaciju prilikom opetovanih
konzumacija kokaina, dok su se mutanti Per2 gena hipersenzitizirali na kokain
(36). Opetovanom administracijom metamfetamina kod aritmic¢nih Stakora

vracena je ritmi¢nost u spavanju i lokomotornoj aktivnosti (52).

per, Clk, cyc i double time mutanti Drosophile se ne senzitiziraju prilikom

opetovanih doza volatiliziranog kokaina (41). Na temelju toga i ¢injenice da mis;ji
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Clk mutanti konzumiraju vise kokaina od divljeg tipa u eksperimentima
samoadministracije (35) nasa hipoteza je bila da ¢e mutacije u per, Clk i cyc
genima u Drosophile imati promijenjenu preferenciju prema kokainu od wt
musdica. Nada istrazivanja upuduju da je prosje¢na preferencija cyc® mutanata
prema kokainu bila znacajno smanjena, dok se prosjecna preferencija ostalih
mutanata nije razlikovala od preferencije divljeg tipa. Kod svih mutanata
primijecena je inicijalna privlatnost musica prema kokainu, koja se tokom
uzastopnih dana smanjivala. U ispitivanjima lokomotorne senzitizacije (41)
navedeno je kako su Clk i cyc musSice imale povecéanu osjetljivost na kokain pa se
koncentracija kokaina morala smanjiti kako bi se izazvala bihevioralna
senzitizacija. Postoji moguénost da je i u ovom sludaju ovim cirkadijalnim
mutantima dana previsoka koncentracija kokaina zbog ¢ega su imali smanjenu
preferenciju i nepravilne obrasce samoadministracije, poput wt musica u

eksperimentima s viSom dozom kokaina.

U dosadasnjim istrazivanjima povezanosti cirkadijalnih ritmova i
samoadministracije metamfetamina ispitivani su wt Stakori kojima su
kontroliranom izmjenom ciklusa svjetla i mraka poremedeni cirkadijalni ritmovi
(52). Ti su stakori konzumirali manju koli¢inu metamfetamina od kontrola s
normalnim cirkadijalnim ciklusom (52). U nasem eksperimentu s
metamfetaminom, svi mutanti osim tim® imali su znadajno manju preferenciju
od wt musica. PI CIK"™ i cyc® mutanata tokom uzastopnih dana nije se znacajno
razlikovao od 0, kao da musice ne percipiraju drogu u kapilarama. per’’ mutanti
imali su porast preferencije tokom uzastopnih dana od izrazito negativnog do
pozitivnog PI, za razliku od trenda pada preferencije kod wt musica. Ovi rezultati
sugeriraju da per, Clk i cyc geni utjeCu na preferencijalnu konzumaciju

metamfetamina.

Velike razlike u pozitivnom prosjecnom PI kokaina i negativhom
prosje¢énom PI metamfetamina kod per’? mutanata upucuju na razli¢ito
djelovanje ovih droga. U ispitivanjima oba psihostimulansa, per’’ mutanti imali
su suprotan obrazac samoadministracije tokom uzastopnih dana od wt musica:
PI kokaina je svakog dana bio sve manji, a PI metamfetamina sve veci. Ovi
rezultati sugeriraju ulogu per gena u razvoju preferencijalne konzumacije oba

psihostimulansa, dok ostali cirkadijalni geni djeluju razli¢ito ovisno o vrsti droge.
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Kako je DAT aktivho mjesto vezanja kokaina, nasa hipoteza bila je da ¢e
fmn mutanti imati manju preferenciju prema kokainu od wt musSica. Medutim,
prosjecna preferencija fmn i dumb mutanata nije se razlikovala od preferencije
wt musica. Sli¢ni rezultati dobiveni su i u studiji na miSevima gdje su DAT knock-
out misevi samoadministrirali kokain u istim kolicinama kao wt misevi (53).
Autori su tada ukazali na mogucénost uklju¢enosti serotoninskog transportera u
odrzavanju samoadministracije kod miseva, no ubrzo su istrazivanja pokazala
kako knock-out misevi za serotoninski i noradrenalinski transporter nemaju
promijenjen sustav nagrade na ocekivani nacin, te takoder samoadministriraju
kokain (54,55). Cinjenica da nijedno od 3 glavna aktivna mjesta vezanja kokaina
nema klju¢nu ulogu u procesuiranju nagrade povezane sa samoadministracijom
sugerira na mogucnost postojanja dodatnih mjesta vezanja kokaina koja josS nisu
poznata (56). U buduénosti je potrebno na jednaki nacin ispitati ulogu serotonina
i oktopamina, noradrenalinskog analoga u Drosophile za koji je pokazano da

regulira bihevioralnu senzitizaciju (57).

Rezultati naseg istrazivanja pokazuju kako je Drosophila melanogaster
dobar modelni organizam za ispitivanje slozenih obrazaca ponasanja povezanih s
razvojem ovisnosti o psihostimulansima. CAFE esej je prikladan za istrazivanje
nagradujucih svojstava kokaina i metamfetamina, no potrebno ga je modificirati
kako bi se podaci sakupljali automatski i time bili precizniji, a usporedba s
dosadasnjim rezultatima samoadministracije na glodavcima jednostavnija. U
CAFE eseju mijeri se koli¢ina konzumirane droge dok se kod glodavaca
preferencija prema kokainu ili metamfetaminu mjeri kao broj administracija koje
mis ili Stakor administrira tokom dana. Svaki put, nakon Sto pritisnu polugu u
kavezu, glodavcima se administrira jednaka doza psihostimulansa, pa je moguce
izraCunati i koli¢inu administrirane droge, no ona u mnogim rezultatima
istrazivanja nije navedena. Nadalje, u CAFE eseju mjeri se odgovor 6 musica
unutar jednog dana, dok se kod glodavaca mijeri individualni odgovor. U
buduénosti je potrebno modificirati metodu kako bi se omogucilo mjerenje
individualnog odgovora musica i frekvencija konzumacija koje musSice naprave u

jednom danu.
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Jos jednom je vazno naglasiti kako ispitivanja samoadministracije kokaina
i metamfetamina nisu dosad provedena na Drosophili melanogaster. Osim
vaznosti ovog istrazivanja u buduéim ispitivanjima ovisnic¢kih ponasanja, zbog
nagradujuceg utjecaja kokaina i metamfetamina, istrazivanje preferencijalne
konzumacije  psihostimulansa  doprinijeti ¢ée  razumijevanju  opcenitog

procesuiranja nagrade u Drosophile.

42



6. Zakljucak

Ovim istrazivanjem pokazali smo kako Drosophila melanogaster
samostalno bira i preferira konzumaciju kokaina i metamfetamina, te je stoga
dobar modelni organizam za ispitivanje ovog oblika ovisnickog ponasanja. Za
mjerenje preferencijane konzumacije adaptirali smo postojecu metodu, CAFE

esej, kojom je prethodno u Drosophile pokazana samoadministracija etanola.

Pri mogucnosti slobodnog odabira izmedu hrane s drogom i hrane bez
droge musice aktivno konzumiraju hranu s kokainom i metamfetaminom. Musice
pokazuju pozitivhu preferenciju prema oba psihostimulansa usprkos njihovom
odbojnom gorkom okusu, Sto ukazuje na nagradujudi utjecaj ovih droga. Tokom
uzastopnih dana preferencija kokaina raste, dok preferencija metamfetamina

opada.

Pokazali smo kako musice prilikom samoadministracije kokaina i
metamfetamina razvijaju obrasce ovisnickog ponasanja primije¢ene u ljudi i
modelima glodavaca. MusSice konzumiraju kokain i metamfetamin unatoc
negativhim posljedicama, te nakon deprivacije razvijaju ponasanje sli¢no
recidivu. Ova ponasanja mogu se interpretirati kao pojac¢ana Zudnje za drogom,
odnosno povecana motivacija za konzumacijom koja nastaje promjenama u

centrima za procesuiranje nagrade.

Dosadasnja istrazivanja povezanosti ovisnosti i cirkadijalnih ritmova
baziraju se na ispitivanju lokomotorne senzitizacije i ritmic¢nosti spavanja kod
musica. U ovom radu prvi puta je ispitivana samoadministracija cirkadijalnih
mutanata Drosophile melanogaster. Pokazano je kako cycle®® mutanti imaju
manju preferenciju prema kokainu od wt musSica, dok je u ispitivanjima s
metamfetaminom preferencija bila smanjena kod period®, Clock’™ i cycle®
mutanata. NasSi rezultati pokazuju da je funkcija cirkadijalnih gena u regulaciji

preferencije i lokomotorne senzitizacije na kokain i metamfetamin razlicita.

Suprotno ocekivanjima, nasi rezultati pokazuju da dopaminski transporter
nije ukljuen u razvoj preferencije prema kokainu, Sto ukazuje na mogucnost

postojanja alternativnih aktivnih mjesta vezanja kokaina u organizmu.
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Iako smo u istrazivanju dokazali da je CAFE esej prikladan za ispitivanje
preferencije psihostimulansa, u buducnosti je potrebno modificirati metodu kako
bi se uz mjerenje koli¢ine administrirane droge, omogucdilo mjerenje frekvencije

administracije na individualnoj razini.

Niti jedan zivotinjski model ne moze biti savrSen za modeliranje ovisnosti o
psihostimulansima jer je ovisnost ljudski fenomen pod utjecajem socijalnih,
kulturoloskih i kognitivnih faktora. Medutim, Zivotinjski primjeri mogu modelirati
pojedine aspekte ovisnosti Sto smo u ovom istrazivanju utvrdili na Drosophili
melanogaster. Iako nase istrazivanje ne definira prirodu preferencije
psihostimulansa i mogude slicnosti ili razlike izmedu musSica i sisavaca, nasi
rezultati biti ¢e korisni u bududéim istrazivanjima molekularnih mehanizama
ukljucenih u konzumaciju kokaina i metamfetamina koji zatim mogu biti testirani

na modelima visih kraljeznjaka.
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Slika 1. Preferencijalna konzumacija kokaina kod Drosophile raste tijekom
uzastopnih dana. U eksperimentu su koriSteni muzjaci stari 7 dana koji su se hranili
otopinama iz 4 kapilare. Kontrolna skupina imala je vodenu otopinu saharoze u sve Cetiri
kapilare dok se ispitivanoj skupini u dvije kapilare nalazila otopina saharoze, a u druge
dvije vodena otopina kokaina u koncentraciji 0,05mg/ml, 0,10mg/ml i 0,20mg/ml.
Volumen ispijene tekuc¢ine mjeren je svakih 24 sata te je preracunat u indeks
preferencije. Eksperiment je ponovljen za svaku koncentraciju 2 puta s 2 tube od kojih se
u svakoj nalazilo po 6 musica (n=24). Za utvrdivanje razlika indeksa preferencije izmedu
dana koriStena je ANOVA za ponavljana mjerenja, Tukey's multiple comparison (p=0,05).
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Slika 2. Preferencijalna konzumacija kokaina kod Drosophile tijekom
uzastopnih dana ovisi o lokaciji kapilara s drogom. Musicama su dane dvije
kapilare s otopinom Cdiste saharoze i dvije s otopinom kokaina koncentracije 0,10mg/ml.
Skupina ,fiksna lokacija® dobivala je svakog dana kapilare s kokainom na istoj lokaciji,
skupini ,promjena strana™ kapilare s kokainom su davane svakog dana na drugoj strani
komorice, a skupini ,nasumicna lokacija" se lokacija izmjenjivala u dijagonalama. U
eksperimentu je koriSteno po dvije komorice za svaku skupinu, u kojoj od svake se
nalazilo po 6 musica (n=36). Razlike izmedu grupa utvrdivane su One-way ANOVOM,
Tukey's multiple comparison, p=0,05.
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Slika 3. MuSice samoadministriraju kokain unato¢ gorkom okusu kinina.
Musice su razdvojene u tri skupine te im je tokom 4 dana pruzen izbor administracije: 1)
300uM otopine kinina naspram otopine saharoze, 2) otopine kokaina koncentracije
0,10mg/ml naspram otopine saharoze i 3) otopine 300uM kinina i kokaina koncentracije
0,10mg/ml naspram saharoze. Nakon svakog dana izmjerena je koli¢ina popijenih
otopina te je izracunat indeks preferencije prema svakoj od otopina naspram otopini
saharoze. Na slici (@) prikazani su prosjecni indeksi preferencije za Cetiri administracije. *
p<0,05 (One-way ANOVA, Tukey's multiple comparison). Na slici (b) prikazani su indeksi
preferencije po danima. Za analizu je koriSten one-sample t test, n=8.
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Slika 4. Prikaz preferencijalne konzumacija kokaina kod cirkadijalnih

mutanata Drosophile. Musice su bile podijeljene u grupe prema genotipu: wt- wild
type, per’’- mutanti za period gen, Clk’™*- mutanti za Clock gen, cyc®- mutanti za cycle
gen i tim°- mutanti za gen timeless. Tokom pet dana musicama je dan izbor izmedu
otopine kokaina koncentracije 0,15mg/ml i otopine Ciste saharoze. Svakih 24 sata
izmjerena je koli¢ina popijene otopine koja je preracunata u indeks preferencije. Na grafu
je prikazan indeks preferencije tokom 4 administracije za svaki genotip. Za utvrdivanje
razlika indeksa preferencije izmedu dana koriStena je ANOVA za ponavljana mjerenja,
Tukey's multiple comparison (* p<0,05 u odnosu na 1.administraciju wt musica).
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Slika 5. Prikaz preferencijalne konzumacija metamfetamina kod
cirkadijalnih mutanata Drosophile. Musice su bile podijeljene u grupe prema
genotipu: wt- wild type, per’’- mutanti za period gen, CIK’™- mutanti za Clock gen, cyc’!-
mutanti za cycle gen i tim®- mutanti za gen timeless. Tokom pet dana mu$icama je dan
izbor izmedu otopine metamfetamina koncentracije 0,20mg/ml i otopine Ciste saharoze.
Svakih 24 sata izmjerena je koli¢ina popijene otopine koja je preracunata u indeks
preferencije. Na grafu je prikazan indeks preferencije tokom 4 administracije za svaki
genotip. Za utvrdivanje razlika indeksa preferencije izmedu dana koriStena je ANOVA za
ponavljana mjerenja, Tukey's multiple comparison (* p<0,05 u odnosu na
1.administraciju wt, odnosno per’’ musica)
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