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Anotace

Tato SOC prace se zabyva problematikou neurovyvojovych poruch a vlivem jejich
genetickych pficin na habituaci octomilky. Exprese genti byla manipulovana pomoci RNAi a
systému Gal4/UAS v imunometabolickych tkanich octomilky (tukové té€leso a hemocyty).
Habitua¢ni odpovéd’ byla testovana pomoci ,,light-0ff jump habituace®. Prakticka ¢ast byla
provedena ve védecké laboratofi na Jiho¢eské univerzité pod vedenim Mgr. Michaely
Fenckové, PhD.
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SEZNAM POJMU

e DNA —deoxyribonukleova kyselina

e RNA —ribonukleova kyselina

¢ RNAI - RNA interference

e dsRNA - dvouvlaknova RNA

e MRNA — messenger RNA (v ¢esting informaéni RNA)

e UAS - DNA sekvence, za niz je vlozend informace pro tvorbu dsRNA
e Gal4 — transkrip¢ni faktor

e patogeneze — chorobny/Spatny vyvoj (fec. Pathos —choroba; genesis — vznik)
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1 UVOD

Tato stfedoskolska odborna prace se zabyva nékterymi genetickymi pficinami (monogenni)
neurovyvojovych poruch a jejich vlivem na habituaci.

Nejrozsitenéjsimi neurovyvojovvymi poruchami jsou poruchy autistického spektra a porucha
intelektu. Jednim z faktord, které mohou pfispivat k patologii téchto poruch je zhorSena
habituace. Habituace je schopnost uéeni se nereagovat na opakujici se, nedulezité podnéty.
Snizena habituace mtize ovliviiovat schopnost soustiedéni. Je tedy obtizné pro jedince udrzet
pozornost pravé na jednu véc, kdyz reaguje na kazdy opakujici se stimul (zvuk hodin nebo
tieseni podlahy, kdyZ jede tramvaj). Jako testovaci modelovy organismus jsem si vybrala
Octomilku obecnou (lat. Drosophila melanogaster).

Jiz od mala se zajimam o 1ékaistvi. Moje matka je détska Iékarka a ja sama bych se rada tomuto
oboru v budoucnu vénovala. Ov§em zajimam se také o vyzkumnou stranku 1ékafstvi jako jsou
genetické ipravy nebo vyvoje 1é¢iv a vakcin. Chtéla jsem, proto zaméfit svoji SOC praci vice

na tento vyzkumny aspekt Iékaiského oboru.

Cilem mé préce je zjistit, zda sniZzena exprese gentl, u nichz ¢astecna ztrata funkce vede ke
vzniku neurovyvojovych poruch, ma vliv na habituaci, a to ne v nervové tkani (mozku) ale
Vv imunometabolické tkani (tukova tkan a imunitni buiiky, hemocyty). Tento vyzkum by mohl
byt velmi uzite¢ny a piinosny k dal$imu vyzkumu mechanismd, které ptispivaji k patologii
neurovyvojovych poruch (konkrétné poruch autistického spektra a poruch intelektu) a k vyvoji
novych terapeutickych piistupti.

Zdroje pro teoretickou ¢ast byly pfedev§im védecké ¢lanky a seminarni prace, které se zabyvaji
neurovyvojovymi poruchami, octomilkou (jako modelovym organismem) nebo habituaci.
Praktickou ¢ast mé prace jsem provedla sama s pomoci mé konzultantky Mgr. Michaely

Fenckové, PhD. v laboratofi na Pfirodovédecké fakulté Jihoceské Univerzity.

V laboratofi jsem zktizila 12 linii indukujicich snizeni exprese (RNAi pro 10 gentl) a zvySeni
exprese (pro 2 geny) s Gal4 linii specifickou pro tukové téleso a hemocyty. Diky Gal4/UAS
systému méli potomci téchto kiizeni sniZzenou nebo zvysSenou expresi téchto genti v obou
imunometabolickych tkanich. Efekt této manipulace jsem nasledné testovala s pomoci

habituace skokové odpoveédi



2 NEUROVYVOJOVE PORUCHY

Abnormalni vyvoj nervoveho systému miize vést k neurovyvojovym poruchdm. Ty se mohou
projevit brzy po narozeni nebo v pribéhu celého détstvi a dospivani. Nejpozdéji vsak do
osmnacti let véku (Oslejskova Hana, 2010). Tyto poruchy mohou ovliviiovat emoce, pamét,
schopnost uceni ¢i sebeovladdani. Diagndza je stanovena obvykle jiz v détstvi. Porucha vSak
pretrvava i do dospélosti. Je mozné je rozdélit do téi hlavnich skupin: (1) mentalni poruchy, (2)
poruchy psychického vyvoje a (3) poruchy emoci a chovani. Neurovyvojové poruchy jsou

celozivotni, ovSem s vyvojem Clovéka se jejich projevy méni (OslejsSkova Hana, 2010).

Neurovyvojové poruchy maji ¢asto genetické pri¢iny a podle nich se daji rozdé€lit do Ctyf
skupin. (1) Aneuploidie neboli abnormalni pocet chromozomii. Sem spada napiiklad Downtv
syndrom, ktery se vyskytuje pouze u zen, protoze se jedna o ztratu jednoho X chromozomu.
(2). Mikrodelece chromozomu, které mohou vzniknout nerovhomérnou vymeénou sesterskych
chromatid pfi déleni pohlavnich bunck. Ptfikladem mikrodelece je Angelmantiv
syndrom(Margolis et al., 2015). (3) Monogenni poruchy, coz jsou neurovyvojové poruchy,
které jsou zplisobeny mutaci v jednom genu. NejzndméjSim piikladem je Syndrom Fragilniho
X, kde dochézi k expanzi trinukleotidi CGG(Hagerman & Hagerman, 2021). (4) Skupina
neurovyvojovych poruch, ktera je ovlivnéna genetickymi, epigenetickymi (zmény v genové
expresi) ale i environmentalnimi vlivy. Spadaji sem nékteré poruchy autistického spektra a
intelektu nebo schizofrenie (Martens & van Loo, 2009).

2.1 Poruchy autistického spektra

Poruchy autistického spektra (PAS) jsou poruchy nervového systému, které jsou
charakterizovany tfremi deficity: deficit v komunikaci, naptiklad absence feci, snizena kvalita
interakci s okolim a omezeny rozsah zalib a aktivit (Hodges et al., 2020). U dvou tietin jedinct
s PAS se také obvykle vyskytuje porucha intelektu(Simpson et al., 2020) (viz. kapitola 2.2).
Do PAS patii naptiklad Aspergertiv syndrom(Faridi & Khosrowabadi, 2017; Gorina et al.,
2011) a Détsky autismus, tj. Kannertuv syndrom(Gorina et al., 2011). Tyto poruchy se mohou
projevit jiz od narozeni ditéte, ale vétSinou se objevi okolo druhého az tiéetiho roku Zivota.
Jedinci s poruchou autistického spektra maji z 50-60 % také poruchu intelektu(DobeSova Jana,
2009).



V Ceské republice je u pediatra v 18. mésici kazdé dité testovano pomoci MChat (Modified
Checklist for Autism in Toddlers neboli modifikovany dotaznikovy test pro zachyt poruchy
autistického spektra u batolat) testu. V testu jsou otazky, které se predevsim ptaji na chovéni
ditéte jako o¢ni kontakt, manipulace s vécmi a jiné. Rodi¢ na tyto otazky odpovida hlavné
odpovédi ano/ne. Tento test se znovu opakuje ve 24. mésici batolete. Podle vysledkd testu se
da urcit nebo alespon piedpokladat, zda by zachycena odchylka ve vyvoji mozku mohla vyustit
v poruchu autistického spektra. Tato informace mi byla sdé€lena praktickym pediatrem MUDr.
Alexandrou Matousovou(MCHAT, n.d.).

Jednotnd pric¢ina autismu neni stanovena, protoze je tato porucha ovlivnéna mnoha faktory.
Roli zde hraje nekolik faktorii: geneticka predispozice, vliv prostiedi (chemizace, Skodlivé
latky) a veék rodic¢u. Starsi rodice mohou mit vétsi riziko, ze by mohli mit dité s projevy autismu.
Z genetického hlediska jsou poruchy autistického spektra zpisobeny jak polygennimi (delece

vvvvvvv

monogennimi (jeden gen zplisobuje PAS) mutacemi (DobeSova Jana, 2009).
2.2 Porucha intelektu

Pacienti s poruchou intelektu (PI) maji omezeni adaptivniho chovani a intelektuélnich funkci.
IQ je nizsi nez 70 bodu IQ (Simpson et al., 2020)(viz. kapitola 2.2.1). U jedinct s touto
poruchou se ¢asto vyskytuji dal§i neurovyvojové a psychické poruchy, jako naptiklad Gzkost a
deprese, PAS anebo ADHD (porucha pozornosti s hyperaktivitou) ¢i jen porucha pozornosti.

Poruchu intelektu mohou, kromé genetickych piicin, také zptsobit infek¢ni poruchy (napf.
meningitida neboli zanét mozkovych blan) ¢i neurologické poruchy, napt. détska mozkova
obrna (Lee Keun et al., 2022; Mehndiratta et al., 2014).

2.2.1 Intelektualni funkce

Obecny nazev pro intelektudlni funkce je inteligence. Jsou to funkce zahrnujici mnohé
rozumové schopnosti, jako je logické pfemysleni a uvazovani, feSeni problémi, schopnost
uceni a jiné. Prostiednictvim chovani, mysleni a emoci se inteligence projevuje. Inteligence

nam pomaha s chapanim a komunikaci s realitou.

Intelektualni funkce je mozné méftit podle inteligen¢niho kvocientu (IQ). Pro zjisténi IQ je

nutno podstoupit standardizované tzv. 1Q testy. Primérna inteligence ¢lovéka je 100 boda IQ
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s odchylkou 15 bodt. Pod 70 bodt IQ se pacient povaZzuje za intelektualné handicapovaneho
(Kritéria 1Q , n.d.).

Inteligenci je mozné délit mnoha zpisoby. Jednou z teorii d€leni intelektualnich funkci je
Teorie mnohonasobné inteligence podle amerického psychologa Howarda Gardnera. Tato
teoric rozd€luje inteligenci do osmi odvétvi: jazykové-verbalni, logicko-matematicka,
zvukové-hudebni, télesné-pohybova, vizualné-prostorovd, vnitini neboli intrapersonalni,
spolecenska neboli interpersonalni a pfirodni. OvSem pouze jazykové-verbalni a logicko-
matematicka inteligence se nejCastéji testuje a lze nejlépe méfit v IQ testech. Tyto dvé

inteligence ov§em nepokryji celou osobnost pacienta (Hola Marta, 2017).
2.3 Imunita a metabolismus u PAS a Pl

PAS a PI jsou Casto také spojeny s imunitnimi a metabolickymi problémy.

Ptikladem jednoho z téchto problémi je obezita. Podle americké studie je dokazano, ze jedinci
s PAS a Pl maji vyssi riziko obezity nez jedinci bez téchto neurovyvojovych poruch. V piipadé
obezity se nadmérné mnozstvi tuku chova jako zanét. Na zanét zacne télo reagovat s pomoci
svych imunitnich bunék. Tento proces konzumuje obrovské mnozstvi energie. (Hill AP et al.,
2015)

3 HABITUACE

Uz od zacatku naSeho zivota se u¢ime vnimat nasimi smysly. Jako déti jsme naSe smysly
vyuzivaly K uceni se chapat, myslet a rozumét. Jedna ze zakladnich forem uc¢eni naSeho mozku
je habituace. Je to forma uceni, ktera nam pomaha odfiltrovat nepodstatné podnéty, které by
mohly teoreticky narusovat nase smyslové vnimani. Pikladem ruSivych podnétd miZe byt
naptiklad tikot hodinek; Sum desktopového pocitace; blikani svétel. Nejedna se ovSem pouze
o stimuly, na které reaguje jen nas zrak a sluch, ale také nas hmat, ¢ich a chut’. Pfikladem hmatu
je noseni obleceni. Rano se oblékneme, ale jiz po par sekundach si nejsme védomi, ze mame
n¢jaké obleceni na sob&. Presné tyto podnéty jsou diky habituaci odfiltrovany, tudiz osoba,
ktera je z pocatku vnimala a povazovala za nepiijemné, si po chvili na tyto stimuly zvykla a
naucila se je ignorovat. Habituace se ndm hodi v situacich, kdy se na§ mozek musi soustfedit
na konkrétni, dilezité véci, naptiklad soustfedéni pii pisemné praci ve Skole nebo fizeni na

silnici pfi rusném provozu (Schmid Susane et al., 2015).
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Habituace, jak uz bylo uvedeno, je jedna ze zakladnich forem uceni. Je velmi diilezita nejen u
lidi, ale i u ostatnich zivocichd. D4 se tak o ni fict, Ze je geneticky konzervovana. Neustéle se
dédi do dalSich a novych generaci u vice organismi. Diky tomuto faktu je mozné testovat

habituaci na jinych organismech jako jsou napf. mysi ¢i octomilky (Blok LER et al., 2022).

I piesto, Ze je octomilka (viz. kap. 4) velice drobny zZivocich je to velmi vhodny model pro testy
a vyzkumy v laboratofich molekularni genetiky. Jeji nervovy systém je pomérné jednoduchy,
ale schopnosti habituace ma také, proto je mozné testovat jeji habituacni odpovéd’. Habituacni

odpovéd’ octomilky je ekvivalentni k habitua¢ni odpovédi ¢lovéka.
3.1 Habituace u PAS a PI

Jedinci s PAS (s PI i bez PI) se neciti komfortné v rusném prostredi. Mze k tomu prispét
deficit v habituaci. Ptiklad rozdilu v habituaci u zdravého jedince, ktery se dokaze habituovat
bez problem, a habituace u jedince s deficitem , je znazornén na obrazku 1.

Habituace - graf
1
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e Deficit v habituaci == Bez deficitu

Obrazek 1 — deficit v habituaci a kontrola bez deficitu; osa x reprezentuje pocet opakovanych

stimulti za sebou a 0sa y reprezentuje silu odpoveédi

Tento graf znazoriuje viditelné rozdily mezi jedinci s deficitem a bez. Osa x reprezentuje pocet
opakovanych stimulil za sebou (100 stimulll) a osa y zobrazuje hodnotu odpovédi (maximum
1 — tento pfipad by nastal, kdyby vSichni testovani jedinci odpovédéli na stimuly). U jedinct
bez deficitu je vidét, jak habituacni odpovéd’ vyrazné klesla od 1. do 11. stimulu a postupné se
piiblizuje k nule. Jedinci si celkem rychle zvykli na opakované stimuly a postupné na n¢
prestali reagovat. Naopak jedinci s deficitem béhem celého testu konstantné reagovali na

stimuly. Takto mohou reagovat na opakujici se stimuly vétSina pacientd s PAS a PI.
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4 OCTOMILKA

Octomilka obecna zndma také jako drozofila (lat. Drosophila melanogaster) je mala ovocna
muska. Je zastupcem hmyzu fadu Diptera (dvouktidli). Pivodem je rod Drosophila
Z Euroasijskych tropt, dnes je vSak rozsifena kosmopolitn€. Podle jména ji najdeme nejcastéji
na ovoci. Dortsta délky 2-3 mm. Octomilky nachazejici se volné v ptirod¢ jsou druhy divokeé.
Divoky typ octomilky ma zbarveni Zluté ¢i svétle hnédé. Mladé octomilky zbarveni bilé a

béhem dospivani zacne jejich zbarveni tmavnout. O¢i divokého typu jsou Cervené.

Zivotni cyklus octomilky je pfiblizné 10 dni pokud je chovéna ve 25 °C. Podatek zivotniho
cyklu za¢ina po nakladeni vajicek. Divoky typ octomilky klade vajicka na ovoce. Po prvnich
24 hodinach se z vajicka vylihne prvni larvi stadium neboli prvni instar. Tento 24hodinovy
proces se zopakuje znovu dvakrat, kde poslednim larvim stadiem je tieti instar. Larva pfetrva
ve tietim stadiu 48 hodin. Po 48 hodinach se larva zakukli v suchém prostiedi. Za ¢tyti dny se
z kukly vykluba dospéla octomilka. Nové vyklubané octomilky maji jesté nevyvinuta kiidla a
jak uz bylo uvedeno, jsou velice svétlé az bilé. Samci po dobu 4-5 hodin od vyklubani nejsou
plodni, proto je mozné odd¢lit od nich samice (panny) a zkiizit je s jinymi samci (viz. kapitola
5.3).

Sexudlni dimorfismus octomilek se nejvice pozné podle zadecku. Samci maji konec zadecku
tmavy, na rozdil od nich zade¢ek samice ma pouze tmavé prouzky (viz. obr. 2). Na zadeCku
bfi$ni strany samctli se také nachazi ¢ernd az Cerveno-Cernd tecka. Tato tecka je viditelna ¢ast
sexuélniho organu samce. Samice zadné viditelné sexualni organy nemaji, proto je jejich biisni

strana Cista, tj. bez tecky (Tomanova Katefina, 2007).
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Obréazek 2 — Drosophila melanogaster — divoky typ — samec (nalevo), samice (napravo)

(https://www.nbcnews.com/id/wbna39971264 — cit. 16.11.2022)

Octomilka obecna mé 4 pary chromozomii. Oznaceni téchto chromozomt je X/Y, 2, 3, 4. Prvni
chromozom uréuje pohlavi octomilky (X — samice, Y —samec), tyto chromozomy se nazyvaji
pohlavni. Na rozdil od ostatnich chromozomu je 4. chromozom pomérné maly (Tomanova
Katetina, 2007).

4.1 Octomilka a laboratorni vyzkumy

Jeden z hlavnich duvodu, pro¢ se octomilka pouziva jako modelovy organismus je, ze zivotni
cyklus octomilky je pomérné kratky, proto jsou potomci s genetickymi mutacemi rychle
dostupni. Chov octomilek neni finan¢né ptili§ naro¢ny. Octomilky se uchovavaji ve sklenénych
vialkdch o priiméru ~ 2,5 cm, na dieté, ktera se sklad4 z kukuticné mouky, kvasnic, cukru a
agaru. Jidlo slouzi také k nakladeni vajic¢ek. Larvy octomilky obecné v této smési ziistavaji do
posledni larvalni faze. Pied zakuklenim vylezou ven, na ¢isty povrch. Tyto vialky jsou
zazatkovany vatou. Vata zamezuje octomilkam k odletu z vialky a propousti vzduch k dychani.

V laboratofich se octomilka uchovava v inkubatorech. Tyto inkubatory jsou nastaveny na
25 °C, nebo na 18 °C. Inkubatory s 25 °C maji nejoptimalnéjsi teplotu pro octomilky. V téchto
inkubatorech se doba od nakladeni vaji¢ek po vyklubani panen a panicli pohybuje okolo deseti
dnu. Na rozdil v inkubétorech s teplotou 18 °C se tato doba vyvinu zdvojnasobi (Markstein
Michele, 2018; Tomanova Katetina, 2007).
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4.2 Manipulace s octomilkami

Pro manipulaci se octomilky uspavaji oxidem uhli¢itym (CO2). V laboratofi, kde jsem
vypracovala tuto praci, se pro uspani pouziva The Flowbuddy™ (Flystuff.com). Je to regulator
toku CO; ptimo ureny pro anestezii octomilek. Tento regulator je pfipojen k tlakové lahvi
s kapalnym CO:a. Jeho dalsi komponenty jsou tenka jehla, ktera umozni k uspani octomilek ve

vialce, a desti¢ka s pory, na kterou se uspané mouchy pienesou (viz. obr. 3).

Obrézek 3 — The Flowbuddy — komplet (regulator, jehla a desticka)

(https://geneseesci.com/shop-online/product-details/59-122B C/flystuff-59-122bc-benchtop-flowbuddy-
complete-with-standard-flypad-1-system-unit - cit. 23.12.2022)

Pfi uspavani je vhodné naklonit vialku do témét vodorovné polohy. Diivodem této pozice je,
ze dieta na dné vialky je lepkava, a kdyz octomilka usina pod vlivem CO2, je mozné, Ze spadne
do diety a uvazne v ni. | po vraceni octomilek do staré nebo nové vialky se zanechava

vodorovna pozice az do doby probuzeni.

Jakmile jsou octomilky pfeneseny na desticku s pory, ktera propousti CO2 na sviij povrch, je
mozné s Nimi manipulovat pod mikroskopem. Lze rozliSit samce od samic a oplozené samice
od neoplozenych (panen) (viz. kap. 5). K praci s octomilkami pod mikroskopem se pouZziva

jemny Stétec.

Pro kiiZeni je nezbytné pouZzivat panny, jelikoz oplodnéné samice po dlouhou dobu nepfiijimaji

jiné samce a kladou pouze vajicka oplodnéna prvnim samcem. Pokud octomilky uchovavame
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v 25° C, jsou samci po vylihnuti z kukel po dobu 4 hodin neplodni. Proto, pokud chceme
mouchy zkiizit s jinou genetickou linii, se kazdé 4 hodiny vybiraji a separuji panny. Tim se
zamezi jejich oplodnéni a je mozné zkiizit je se samci jiné linie, coz se déla jednoduse,

umisténim panen a samct do stejné vialky (Markstein Michele, 2018).

Pro pouhé piesypani octomilek do nové vialky je bud’ mozné pouzit CO2anestezii pomoci jehly
anebo je mozné sklepat octomilky na dno vialky. Octomilky maji zvyk 1ézt smérem vzhiru —
proti gravitaci, proto se musi sklepat. Pfedem ptipravena Cista vialka bez vatového uzavéru se
piilozi shora a vialky se preklopi tak, aby cCista vialka byla dole a stara byla nahotfe vzhiru

nohama. Nakonec se octomilky znovu sklepou dolli do nové vialky a zazatkuji se vatou.

Manipulaci s octomilkami jsem délala podle instrukci konzultantky.

5 METODY A LABORATORNI PRAXE

5.1 Manipulace genové exprese

Transgenni octomilky (octomilky, které jsou geneticky modifikované) jsou velice casto

vytvafeny a vyuzivany ke genetickym vyzkumam.

Manipulace genové exprese nam muze pomoct k pochopeni molekularni patogeneze a pro
vyvoj lé¢iv.

5.1.1 RNA interference

RNA interference (RNAI) je metoda, ktera vyuziva kratkou dvouvlaknovou RNA (anglicky
“double-strand” tedy dsRNA).Ta umoziiuje regulaci exprese genti v organismu. Jejim tkolem

je zamezeni bud‘ translace z messengerové (mRNA) nebo piimo jeji degradace.

V ptipadé ,ze se dSRNA navaze na mMRNA nesouci informaci genu v DNA organismu, zpisobi
tim takzvany knockdown (sniZeni exprese) cilového genu. Ovsem nedojde k zadné deleci
(vymazani) genu ze sekvence DNA, pouze K jeho ¢astecnému vyfazeni ,,z provozu* (Gregor
Tomas, 2013; Prokop A, n.d.).

5.1.2 Gal4/UAS systém

Gal4/UAS systém se Casto vyuziva v molekularni biologii u octomilky(Brand & Perrimon,
1993). Tento systém je slozen ze dvou ¢asti. Gal4 je transkrip¢ni faktor (protein, ktery za¢ina

a urcuje, kde a kdy se bude gen piepisovat do mRNA — transkripce). Jeho ukolem je napojit se
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na UAS sekvenci. UAS (Upsteram activating sequence) sekvence je DNA sekvence, za niz je
vlozena informace pro tvorbu dsRNA. Kdyz se samecek s UAS sekvenci zktizi se sami¢kou
s Gal4, jejich potomci exprimuji dsRNA proti konkrétnimu genu. Za UAS sekvenci ale muze
byt vloZena 1 jind sekvence, napfiklad koédujici sekvence urcitého genu. Pak dojde k jeho
overexpresi (zvyseni exprese) Gal4 faktor i sekvence UAS jsou pievzaty z kvasinek (Prokop
A, n.d.; Stros Jiii, 2013).

5.2 Ortogeny

K lidskym PAS a PI gentim, které jsou spojeny s imunnimi, metabolickymi a endokrinnimi
poruchami/anomaliemi, jako je obezita, byly ptifazeny geny (ortogeny) octomilky (viz. tabulka

1). Jedinci s mutacemi v téchto genech maji metabolické ¢i imunitni problémy.

Ortogeny jsou geny, které maji podobnou sekvenci a funkci s geny jiného druhu. Podobné je i
potadi aminokyselin v proteinu, pro jehoz tvorbu dany gen nese informaci. Takto se daji nalézt
geny octomilky, které jsou ekvivalentni ke genum ¢loveéka. Pokud tyto geny maji podobnou
sekvenci, jedna se o ortogeny sekvenéni. Pokud maji tyto geny podobnou funkci, jsou to
ortogeny funkéni. V mém piipad¢€ jsem méla pfedem urcené a prifazené ortogeny octomilek ke

genum ¢loveka (viz. tab. 1). Ortologie byla ur¢ena podle (Fenckova et al., 2019).

Lidsky gen Gen octomilky LOF/GOF
EHMT1 G9a LOF
NF1 Nfl LOF
KRAS & HRAS Ras85D GOF
PTPN11 Csw GOF
MTRR CG14882 LOF
GK Gyk LOF
GALE Gale LOF
CBS Cbs LOF
EIF2AK3 PEK LOF
ALG1 CG18012 LOF
HSD17B10 scu LOF

Tabulka 1 — v levém sloupci jsou lidskeé geny, jejichz mutace zptsobuji PI/PAS,
v prostfednim sloupci jsou ortogeny octomilky, které byly studovany v této praci a v pravém
sloupci je typ mutace (LOF — loss-of-function neboli ztrata funkce a GOF — gain-of-function

neboli zvySena funkce)

(http://flybase.org — cit. 23.12.2022)
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Mutace lidskych gent, zpisobuji rizné poruchy (homocystinurii, poruchy glycerol kinazy,
Leopardi syndrom, Syndrom Noonanové atd.). Nékteré jsou spojeny pouze s PI (pi. defekt
genu EHMT1 zptisobuje Keefstra syndrome a je charakterizovany jako PI) nebo Pl s PAS (pf.

vvvvv

Syndromit a Defektii , n.d.).

Tyto ortogeny se exprimuji v tukovém télese octomilky a v jejich hemocytech. Jejich exprese
se navic zvysi, pokud dojde k infekci (M. Fenckové, nepublikovano). Tukové téleso je nejvetsi
organ octomilky, a méa funkci jak obranyschopnou, tak i jako ,,zasobarna energie* (Arrese &

Soulages, 2010). Hemocyty jsou cirkulujici imunitni buiiky octomilky.

Ma hypotéza je, Ze jedinci s t€mito mutacemi (v mém piipad¢ pacienti s PAS a Pl) maji
zhorS$enou habituaci, protoze energie, ktera je potfebna pro spravnou praci mozku pii habituaci,

je pouzita na imunometabolické procesy.
5.3 KriZeni

KiiZeni se také nazyva hybridizace. Znamena to, ze zkiiZzenim dvou ruznych organismi
dostaneme novou generaci hybridti/mutantti. Tito hybridi midzou ¢asto mit znaky svych rodica.
Jedna se o jedny ze zdkladnich poznatkd dédicnosti, které zkoumal mnich a ptirodovédec
Rehoft Jan Mendel.

Nejcastéji se kiizeni vyuziva jako genetickd modifikace organismt k vyvoji lepSich (funkéné

nebo i vzhledove) a odolngjsich organismi. Tomuto kiiZeni se nejcastéji fika Slechténi.

5.3.1 Kf¥iZeni a priprava octomilek pro testovani

Kftizenim jsem dokdzala vytvofit octomilky, vhodné pro testovani v habituaci. Pouzila jsem
UAS/Gal4 systém. Pro manipulaci s geny v imunometabolickych tkanich jsem pouzila Gal4
linii specifickou pro hemocyty a tukové téleso (srp-Gal4 (FBtp0019449)). Genotyp této Gal4
linie je w*; 2xGMR-wIR-3/2-25/1; srp-Gal4.(stock 9462). Tuto linii jsem zkftizila s UAS-
RNA. liniemi, uvedenymi v tabulce 2, v¢etné kontrolni linie. Kazdy experiment zahrnoval i
technickou kontrolu, ktera se skladala z potomkut kiiZzeni mezi neuronalni Gal4 linii elav-Gal4
(FBtp0000743; w-; GMR-wIR-3/2-25/1; elav-Gal4, UAS-Dicer2-6; stock 9068) a UAS-RNA.
linii proti genu Nfl (stock 6155), respektive linii kontrolni, kterd ma stejné genetické pozadi
jako testované linie, ale neobsahuje Zadnou mutaci, ¢i UAS inzerci (stock 2055). Jelikoz RNAi
knockdownu tohoto genu vede k deficitu v light-off jump habituaci (Fenckova et al., 2019),

slouzil pro mé jako technické kontrola spravnosti testovani.
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Genotyp stocku 9462: w*; 2xGMR-wIR-3/2-25/1; srp-Gal4 a genotyp stocku 9068: w-; GMR-
WIR-3/2-25/1; elav-Gal4, UAS-Dicer2-6 se ¢tou nasledovné: kazdy chromozom je rozdélen

stfednikem.

e W*aw-: mutace genu white, které zptisobi bilé zbarveni o¢i

e GMR-wIR: : RNAI proti genu white exprimovana pod GMR promotorem, tento

promotor je specificky pro o¢i octomilky

e srp-Gal4: srp je promotor kodujici transkripéni faktor Gal4 specificky pro tukové

téleso a hemocyty.

e elav-Gal4: promotor elav pro regulaci exprese Gal4 faktoru. Cilem je nervovy systém

embrya i larvy. Bilkovinny promotor elav (embryonalni letalni abnormalni vize)

zpusobi embryonalni a larvalni letalitu.

e UAS-Dicer2:UAS sekvence fidici expresi Dicer2, , ktery napomaha RNAI

Ktizenim jsem dokazala vytvotit octomilky, vhodné pro testovani. Linie samct i panen byly

piedem jiz vytvotené od VDRC (Vienna Drosophila Resource Centre) nebo publikovany
jinymi laboratofemi (9252, 9260).

Lidsky gen Gen Kod testii — Interni ¢islo Genotyp linii Interni ¢islo
octomilky | 1, 2., 3.den linie panen linie samct
(Stock) (Stock)

- (kontrola) - (kontrola) | 1zsm, 16zsm, | 9462 w1118 2055
31zsm

- (kontrola) - (kontrola) | 2zsm, 17zsm, | 9462 w1118 2055
32zsm

EHMT1 G9a 3zsm, 18zsm, 9462 w1118; ; vdrc 25474 1670
33zsm

NF1 Nfl 4zsm, 19zsm, | 9462 w1118; ;vdrc35877/Sb,Tb | 6155
34zsm

KRAS&HRAS Ras85D 5zsm, 20zsm, | 9462 w1118; UAS-Ras1-R68Q; | 9252
35zsm

PTPN11 csw 6zsm, 21zsm, | 9462 P{w[+mC]=UAS- 9260
36zsm csw.WT}CIM, w1118

MTRR CG14882 7zsm, 22zsm, | 9462 w1118; 9405
37zsm P{GD8474}v38838

GK Gyk 8zsm, 23zsm, | 9462 w1118 P{GD9566}v52478 | 9419
38zsm

GALE Gale 9zsm, 24zsm, | 9462 w1118; 9421
39zsm P{GD7464}v47408

CBS Cbs 10zsm, 25zsm, | 9462 w1118 P{GD9407}v32946 | 9424
40zsm

EIF2AK3 PEK 11zsm, 26zsm, | 9462 w1118; 9429
41zsm P{GD5584}v16427

ALG1 CG18012 12zsm, 27zsm, | 9462 w1118; 9431
42zsm P{GD9500}v20580

HSD17B10 scu 13zsm, 28zsm, | 9462 w1118; 9435
43zsm P{GD1528}v37083

- (kontrola) - (kontrola) | 14zsm, 29zsm, | 9068 w1118 2055

44zsm
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NF1 Nfl 15zsm, 30zsm, | 9068 w1118; ;vdrc35877/Sb,Tb | 6155
45zsm

Tabulka 2 — prvni dva sloupce: lidské geny a jejich ortogeny octomilky; tieti sloupec z leva:
kody/nazvy testl ze tii dnd; Ctvrty a Sesty z leva: Ciselné kody stocku; paty sloupec z leva;

genotypy zktizenych stockt (kazdy chromozom je délen stiednikem)

Stock panen (9462) nese Gal4 faktor a stock samcti nese UAS sekvenci (viz. kap. 6.1.2).
Potomci kiiZeni mezi témito stocky maji expresi RNAI, kterd znemoziiuje expresi zkoumaného

genu anebo zpisobi jeho overexpresi (v pfipadé Ras85D a csw).
Vyjimkou je stock panen 9421 kde samice nesou RNA..

Na kazd¢ kiizeni jsem pouzila tfi vialky, které jsem oznacila kody (Cislo n)zsm (napft. 1zsm).
Po dvou dnech, kdy octomilky nakladly dostate¢né mnozstvi oplodnénych vajicek, jsem je
pfesypala do novych vialek a tyto oznacila novym koédem (napt. 16zsm) a po dalSich dvou
dnech zase do novych vialek (napf. 31zsm) (viz. tabulka 2). Octomilky, které se vylihly z téchto
vialek, byly potomky stejného kiizeni, ale byly testovany samostatné v tfi po sob¢ jdouci dny.
Do kazdé vialky bylo vlozeno zhruba 5 panen a od 5-10 samci. Timto zptisobem jsem ziskala
dostate¢nou diverzitu v potomstvu kiizenych octomilek. Kontrolni octomilky byly také
testovany kazdy den, spole¢né s indukovanymi RNAIi octomilkami. Dohromady jsem
predpokladala s testovanim celkem 1080 potomku/octomilek ze 45 kiizeni. Vialky se
zkiizenymi octomilkami a jejich potomky jsem uchovavala v inkubatoru s teplotou 25°C,
vlhkosti 60% a fotoperiodou (12 h svétlo:12 h tma)

5.4 Testovani octomilek pomoci light-off jJump habituace

K testovani jsem pouzila ptistroj Zantiks MWP. Zantiks MWP funguje na zptisob opakovaného
zhasinani svétla v riznych intervalech. Tato metoda testovani se nazyva ,,light-off*, neboli
,,zhasnuti svétla“. Octomilky reaguji na toto zhasnuti vyskokem (jump). Testovaci program ma
tii hlavni faze, které jsou oddéleny 90 s intervalem. Pfed prvni fazi maji octomilky pét minut
na adaptaci v novém prostiedi (pfistroj Zantiks MWP, rozsvicené svétlo). Po adaptaci se spusti
prvni faze, puls. Desetkrat za sebou se svétlo zhasne po dobu 15 ms s intervalem 5 sekund mezi
stimuly. Faze Puls slouZi k ur¢eni efektivnosti skokové odpovédi octomilek. Podle ni se d&
urCit a nastavit napt. nejvhodnéjsi intenzitu svétla. Pocitd se, kolikrat v priméru octomilky
reagovaly na 10 stimull. Tato faze je prvni v pofadi testovani, proto aby nebyly octomilky

ovlivnény ostatnimi fazemi. Druhd faze se nazyva Habituace. Tato faze testuje habituaci

octomilek, jinak feceno faze habituace je hlavni test. Svétlo je vypnuté stokrat za sebou
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s intervalem 1 sekundy. Octomilky by na zac¢atku mély reagovat skokovou odpovédi. Kontrolni
octomilky bez deficitu by se mély piizpusobit a piestat skakat. Na rozdil od kontrol, octomilky
s deficitem v habituaci by mély reagovat na stimuly déle (viz. obrazek 1).

Posledni faze, Unava, je jista kontrola pro habituaci. Zde se zhasne svétlo padesatkrat s 5
sekundami mezi kazdym stimulem. Tento interval nezplsobuje habituaci. Octomilky
s deficitem, i ty bez deficitu by se nemély stimulim pfizptsobit. Pokud ano, je mozné, Ze jejich
(prilis dobrd) habituace je do urCité miry zplisobena unavou. Jedna se tedy o kontrolu
ptedevs§im pro ty manipulace, které vedou k rychlé habituaci, nikoliv pro manipulace, které
zpusobuji deficit v habituaci (pomalejsi habituaci) (Pristroj Zantiks MWP , n.d.).

Pro testovani byly octomilky pieneseny do specialnich desti¢ek. Jedna desticka obsahuje 24
kruhovych lomirek a do kazdé se umisti jedna octomilka. Pro testovani byli pouziti pouze
samci. Samice, pokud jsou oplozené, nereaguji na light-off stimulus. Pro knockodown genu
Gale jsem musela pouzit neoplodnéné samice, panny, protoze exprese RNAI se pouze objevuje
u samic. Je vyzkoumdno, Ze oplozené samice nereaguji na stimuly, proto je nutné pouZzit
neoplozené. Jako kontrolu jsem téz pouzila panny z kontrolniho kiizeni (9462x2055; testy
2zsm, 17zsm, 32zsm; tabulka 2). Aby nenastaly potiZze s pifesunem octomilek z vialky na
desti¢ku, uspala jsem je krace na ledu. Led jsem pouzila proto, Ze vystaveni CO2 24 hodin pied
testem by mohlo ovlivnit jejich chovani a fyziologii. Uspané octomilky jsem pienesla do
komurek pomoci aspiratoru (viz. obrazek 5). Mezi uspanim a testovanim jsem ¢ekala 30 minut,
aby octomilky byly plné zotavené z ledové anestezie. Pfed testovanim jsem nastavila vnitini
teplotu piistroje Zantiks MWP na 25 °C pomoci ovladaci konzole na pocitaci Jak uz bylo
uvedeno, 25 °C je idealni teplota pro octomilky (viz. kap. 5.1).

Obrézek 5 — aspirator”
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(https://www.medplus.cz/endo-aspirator/ — cit. 23.12.2022)

6 VYHODNOCENI VYSLEDKU

Vysledky testovani jsem zpracovala podle pokynti mé konzultantky nasledovné: (1) viditelné
fenotypy (viz. kap 7.1) — pfedevsim letalita a ¢astecna letalita, (2) rozdéleni podle skokové

odpovédi (viz. kap. 7.2) — v pfipad¢, ze ze 72 testovanych octomilek (3 dny X 24 octomilek)

skakalo na zacatku testu (faze Habituce) <50 % tj. méné nez 36 octomilek, habitua¢ni odpoveéd’
nebylo mozné posuzovat. Toto kritérium bylo stanoveno podle Fenckova et al. 2019. ZhorSena
odpovéd’ na stimuly by mohla maskovat potencialni defekt v adaptaci na jejich opakovani a
znemoziuje tedy udélat zaver o habituaci. Tyto octomilky se nazyvaji ,,non performers* neboli
,heskokani. (3) habitua¢ni odpoveéd’ octomilek (viz. kap. 9.3), u které na zacatku testu (faze

Habituace) octomilky skakaly > 50 %.

S pomoci programu HAB PII, votvofené¢ho moji konzultantkou (Fenckova et al. 2019), jsem
mohla posuzovat skokovou a habitua¢ni odpovéd’ octomilek. Tento program zpracoval data z
testovaciho pfistroje Zantiks MWP. Program HAB_PIl Octomilky byly povazovany za
,habituované* v piipadé€, Ze neskakaly v péti po sobé jdoucich pokusech pfi zhasnuti svétla
(kritérium neskéakani). Habituace byla kvantifikovana jako poc¢et pokusti potiebnych k dosazeni
kritéria neskakani (pokusy ke kritériu, anglicky Trials To Criterion (TTC)). Data byla
zpracovana podle primérného TTC a jsou uvedena véetné+ SEM (The standard error of the
mean neboli Standardni chyba praméru). Podil mezi TTC octomilek s genetickou manipulaci
a TTC kontrolnich octomilek urcuje habituaci. Je-1i vétsi nez 1, je habituace pomalejsi, tedy
defektivni. Je-li mensi nez 1, je habituace rychlejsi, tedy pfedCasna. Posledni kritériem je p-
hodnota (p-value). Pokud je mensi nez 0,05, je rozdil v TTC statisticky prikazny. Pro lepsi

orientaci budu nazvy testl (trojice testl stejného genu) nazyvat podle genti octomilek.

6.1 Pozitivni kontrola

Pozitivni kontrola funguje jako kontrolni test (jiz nastinéno v kap. 6.3.1), ktery by mél mit
deficit v habituaci (viz. obr. 1). Takto je mozné kontrolovat, zda nejsou octomilky, které
nereaguji optimalné¢ na stimuly, ovlivnéné vnéjSim prostfedim (nevhodné podminky
Vv inkubatoru, nevhodnd intenzita svétla v ptistroji). V. mém piipad¢ se pozitivni kontrolou stal
knockdown genu Nfl s jinym stockem panen (9068). Pozitivni kontrola mi ukazala, Ze vné&jsi

podminky by mély byt vhodné pro v§echny testované octomilky.
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Pozitivni kontrola ma deficit v habituaci (pozitivni kontrola: 81,0 £ 6,0 , kontrola pozitivni
kontroly: 24,0 + 6,11, p-value pozitivni kontroly 2,220) a jeji skokova odpovéd’ je vétsi nez 50
% (1. den — 100 %; 2. den — 100 %; 3. den — 100 %). Takto jsem se mohla vzdy pied testovanim

ostatnich gent ujistit, zda jsou octomilky v plném poradku.

6.2 Viditelné fenotypy

Manipulace s nékterymi PI/PAS ortogeny v imunometabolickych tk&nich vedly k viditelnym
fenotyptim. Takto jsem zjistila, které geny jsou dulezité pro vitalitu octomilky. Tii nejvice

patrné fenotypy se vyskytly u genit Ras85D, Cbs, CG18012.

(1) Overexprese Ras85D zpusobila letalitu. Tato letalita byla viditelna jiz ve vyvoji larev (viz.
priloha 1). Jiz od zacatku bylo vidét, Ze larvy se nevyvijely, byly tmavé a bylo jich velice malo.

Potomky tohoto kiiZeni jsem proto nemohla testovat.

(2) Knockdown genu Cbs, zptsobil ¢asteénou larvalni letalitu (viz. piiloha 2). Z davodu
Castecné letality jsem neméla dostatek octomilek pro tfi individualni testy (10zsm, 25zsm,
40zsm). Test jsem tedy provedla pouze 1. den testovani, a to tedy test 10zsm. Mohla jsem tedy
testovat pouze 24 octomilek.

(3) Pii knockodownu genu CG18012 se u potomkti zacaly objevovat tzv. melanotické tumory.
Tyto tumory se samovolné v téle octomilky nevyskytuji. Jejich vyskyt je reakce na pritomnost
cizorodych téles ¢i patogenti v téle octomilky. Imunitni systém nahromadi latky, které
zakonzervuji patogen a vytvoii tak maly tumor v téle (viz. pfiloha 3 a 4)(Minakhina & Steward,
2006). Na vzorku 53 octomilek jsem zjistila, ze %2 samic (15 samic ze 30) a 1/7 samct (3 samci

z 20) mé tento fenotyp.

*Letalita (viz. pfiloha 1) versus viabilita (viz. piiloha 5)

6.3 Skokova odpovéd’

Skokova odpovéd se hodnoti podle poctu octomilek, které¢ reaguji minimalné jednou na
prvnich pét stimula (vypnuti svétla). Z celkového poctu (24 pro jeden test) jich musi skocit
minimalné¢ 50 %. Rozd@luji se tak na ,,performers” — vykazujici dostatecnou skokovou
odpovéd’ a ,,non performers* — nevykazujici dostate¢nou skokovou odpovéd. U téch neni

mozné posuzovat habituaci.

Podle téchto kritérii jsem posuzovala vSechny vysledky z testii a rozfadila octomilky na

»performers® a ,,non performers®. ,,Performers* jsem mohla po tomto rozdéleni dale posuzovat.
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Bohuzel, ve vétsing piipadt byla skokova odpovéd’ nedostatecna (<50 %) Geny, které byly
asociovany s timto fenotypem jsou CG14882, Gyk, CG18012, Cbs a G9a.

Octomilky s knockdownem genu CG14882 mély na zacatku testu skokovou odpoveéd’ 48,6 %,
knockdownem genu Gyk 36,1 %, s knockdownem CG18012 38,9 % (spole¢né s vyskytem
melanotickych tumor) (viz. Kapitola 6.2) a s knockdownem Cbs 33,3 %. Zde se vyskytla i
casteCna letalita (viz. kap. 6.2)). Testovalo se pouze 24 octomilek, ovSem pouze 8 octomilek

reagovalo. (8) U knockdown G9a byla pocate¢ni skokova odpoveéd’ 44,4 %.

6.4 Habituace

Habituaci bylo mozné zhodnotit pouze u manipulaci, které vykazovaly dostate¢nou skokovou
odpovéd, tedy u ,performers”. Tykalo se to téchto gend: PEK, csw, Gale a Nfl. Lze

identifikovat tfi rizné fenotypy.

(A) TTC je signifikantné vyssi. V tomto piipadé maji octomilky deficit v habituaci a jejich
schopnost a u¢eni se ptizpiisobit opakovanym stimuliim je snizend. (B) TTC neni signifikantné
odlisné od TTC kontrolnich octomilek. Octomilky maji tedy schopnost habituace stejnou nebo
podobnou jako kontrola a jsou bez deficitu. Zarovet je i kfivka Unavy (viz. kap. 5.4) podobna
jako u kontrol a TTC v Unavového testu neni signifikantné odlisné. (C) Pied¢asna habituace.
To znamenad, Ze se testované octomilky dokdzou ptizptlisobit 1épe a rychleji potlaci skokovou
odpovéd na opakované stimuly. V tomto piipadé se jesté kontroluje test Unava. (D) V piipads,
7e kiivka Unavy piipomina kfivku habituace (viz. obr. 4) (¢asem se bliZi k nule — je piitomno
zakiiveni), je pfed¢asna habituace pravdépodobné zpisobena tinavou. Jedna se tedy o fenotyp
zvysSené unavy, coz znaci rychlejsi vycCerpani, narozdil od zhorsené skokové odpovédi (viz.
kapitola 7.3)

A. Deficit v habituaci

Ptedpokladala jsem, ze knockdownem genii zptisobim zhorSeni habituace. Tento piedpoklad

se nepotvrdil. Zadna s manipulaci nevedla k deficitu v habituaci.
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B. Zadny deficit v habituaci

Knockown genu PEK mél velice podobnou habitua¢ni odpovéd’ jako kontrola (viz. obrazek 6)
(hodnota TTC byla 14,9 £ 5,0 a hodnota TTC kontroly 23,8 £ 4,3, hodnota p-value 0,631).
Jeho po&ateéni skokova odpovéd byla 80,6 % a kontrolni test Unavy mél kiivku stejnou jako
kiivka kontrolnich octomilek (viz. obrazek 7). Knockdown tohoto genu tedy nema vliv na

habituaci ani vyrazné neovlivituje skokovou odpoved'.

Habituace - PEK

0,8
0,6
0,4

0,2

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91

e mutant == kontrola

Obrézek 6 — graf Habituace u mutanti s genem PEK — knockdown s kontrolnimi
octomilkami; osa x reprezentuje poéet opakovanych stimulli za sebou a 0sa y reprezentuje

silu odpovedi

Unava - PEK
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
1 11 21 31 41

e mutant == kontrola

Obrazek 7 — graf Unavy u mutantii s genem PEK — knockdown s kontrolnimi octomilkami;

Osa x reprezentuje pocet opakovanych stimuld za sebou a 0sa y reprezentuje silu odpovédi
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C. Predcasna habituace

Octomilky s overexpresi genu csw mély rychlejsi habitua¢ni odpovéd’ nez kontrolni octomilky.
Rychleji se ptizpusobili ,,light-off* stimulim a dfive na n¢ piestali reagovat (ptestali skakat)
(viz. obrazek 8). Skokova odpovéd byla 66,4 % (48 octomilek z 72). V test Unavy, ktery
fungovala jako kontrola testu Habituace, mély skokovou odpovéd’ 81,9 %. Pii testu Unavy
octomilky nepiestali skakat a jejich skokova kiivka kopirovala kiivku kontroly (viz. obrazek
9). Hodnota TTC mutantd byla 8,6 £ 1,6 a hodnota TTC kontroly byla 23,6 + 4,3 a p-value
byla 0,003.

Habituace - csw

0,8
0,6
0,4

0,2

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91

e mutant === kontrola

Obréazek 8 — grafy Habituace u mutantti s genem CSwW — overexprese s kontrolnimi
octomilkami; osa x reprezentuje pocet opakovanych stimulii za sebou a 0sa y reprezentuje

silu odpovédi

Unava - csw

1
0,8
06 W—W\—&
0,4
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1 11 21 31 41

— Utant e kontrola
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Obrézek 9 — grafu Unavy u mutantti s genem csw — overexprese s kontrolnimi octomilkami;

Osa x reprezentuje pocet opakovanych stimuld za sebou a 0sa y reprezentuje silu odpovédi

Overexprese genu cws tedy zlepsila habituaci. Octomilka bez tohoto genu ma lepsi habituaci.
Nicméné, je mozné, Ze 1 zde byla zvySend unava, kterd neni zachytitelnd zde pouzitym testem

Unavy.
D. ZvySena inava

Knockdown genti Gale, Nfl a scu byl spojen s fenotypem zvysSené tinavy. Pii testovani
knockodwnu genu Gale jsem mohla pouzit data z prvniho dne (24 octomilek). Pii 2. a 3.
testovacim dnu jsem zapomnéla otestovat kontroly k tomuto genu (17zsm, 32zsm; viz.
tabulka 1), proto jsem nemohla pouzit data testt genu Gale z 2. a 3. dne. Ten zpisobuje vEtsi
zakfiveni kiivky Habituace. Také zpusobuje zakiiveni kiivky grafu Unava. Hodnota TTC
mutanti byla 5,7 + 1,6 a hodnota TTC kontroly 45,3 + 9,8, p-value <0,001. Knockdown Nfl
mél skokovou odpovéd’ 50 % z 72 octomilek. Test Habituace naznacoval u testovanych
octomilek rychlejsi habituaci (viz. obrazek 10), ovem test Unava nakonec ukazal, Ze i tak mé&ly
octomilky fenotyp Unavy (viz. obrazek 11). Hodnota TTC mutanti byla 5,6 + 2,1 a hodnota
TTC kontrol byla 23,6 £ 4,3 s p-value 6,179 Knockdown genu scu zptisobil skokovou odpoveéd’
52,8 % ze 72 octomilek, ale test inava mél také zaktivenou kiivku (kiivka vypadala jako kiivka
Habituace). Hodnota TTC mutantt scu byla 13,3 + 4,2 a hodnota TTC kontroly 23,6 £ 4,3 a p-
value 0,1783.

Habituace - Nfl
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0,6
04

0,2
1 11 21 31 41 51 61 71 81 91

e mytant e=kontrola

Obrézek 10 — graf Habituace u mutant s genem Nfl1 — knockdown s kontrolnimi
octomilkami; osa x reprezentuje po¢et opakovanych stimulli za sebou a 0sa y reprezentuje

silu odpovédi
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Unava - Nfl
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Obrézek 11 — graf Unavy u mutantti s genem Nf1 — knockdown s kontrolnimi octomilkami;

Osa x reprezentuje pocet opakovanych stimuld za sebou a 0sa y reprezentuje silu odpovédi
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7 ZAVER A DISKUZE

Primarné jsem piedpokladala, ze deaktivaci gent se zvysi habituacni odpovéd’. Bohuzel, u
vetSiny testovanych gent se habituacni odpovéd’ nedala posuzovat (nedostateCna skokova
odpovéd, letalita, fenotyp inavy). To naznacuje, Ze funkce téchto gent v tukove a imunitni

tkani je dilezité k zdravému zivotu octomilky.

Z vysledku gent CG14882, Gyk, CG18012, Chs a G9a vyvozuji, Ze tyto geny maji jisté néjaky
vliv na skokovou odpovéd’ nebo ptedpoklady k rychlejsi unavé. Tyto vysledky nebyly

dostate¢né na posouzeni habituaéni odpovédi.

Je zajimavé, Ze pii knockodownu genu CG18012 se v mém ptipadé fenotyp ukazoval vice u
samic nez u samcu, protoze UAS/Gal4 systém funguje 1épe u samci. M¢l by u nich vést

k efektivnéjsimu knockdownu a jakykoliv fenotyp by tedy mél byt pozorovatelny spise u nich.

Vzhledem k tomu, Ze vétSina octomilek neskakala dostateéné, neziskala jsem dostate¢ny pocet
dat k hlubsimu zkoumani. Tento fakt ovS§em neznamend, Ze neni mozné zkoumat tyto geny
dale. Lidské geny mohou mit podobny vliv na jedince s PAS a PI. Piikladem jsou geny
Ras85D, Cbs spojeny s fenotypem letality. Jedinci s PAS a PI by mohli mit zhor$eny zdravotni

stav nebo zvysenou mortalitu.

Piikladem je gen Cbs. Lidsky ortogen CBS se podili na kédovani proteinu cystathionin beta-
syntdzy (CBS). Deficit tohoto genu zpusobuje u ¢lovéka dédi¢nou metabolickou poruchu
homocystinurii. S homocystinurii jsou spojené dalsi poruchy, napt. porucha o¢i (Sedy zékal),
cev (srazlivost krve, vznik trombocyti), ale také poruchy nervového systému (opozdény
VYVO0j).

Z mé prace vyplyva, Ze i jemny zasah do genové exprese dokaze ovlivnit zivotaschopnost,
pohyblivost a fyzickou vytrvalost octomilky. Zména exprese genti v imunometabolicke tkani

dokéze plsobit na celé télo octomilky.
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Ptiloha 1 — vialka octomilek s overexpresi genu Ras85D — larvalni letalita
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Ptiloha 2 — vialka octomilek s knockdownem genu Cbs — ¢aste¢na larvalni letalita
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Piiloha 5 — vitalita
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