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Anotace

Tato prace se zaméfuje na nové geny spojené s neurovyvojovymi poruchami, konkrétné
s poruchami autistického spektra (PAS) a intelektu (PI). Studie zkouma role genit XPO! a
USP34 a jejich vliv na habituaci, jednoduchou formu uceni, jejiz deficit je spojen s PAS a PI.
Manipulace s jejich expresi v nervové tkani ma za cil ovérit, zda jsou tyto geny dilezité pro
kognitivni funkci. Dale se prace pokousi zjistit, zda geny, jejichz mutace zapfticinuji PAS/PI
se zvySenym vyskytem obezity a sni spojenych imunitnich probléml mohou ovlivnit
kognitivni funkci v habituaci, pokud jsou manipulované pouze v imunitni tkani, tedy mimo

tkan nervovou.
Annotation

This paper focuses on novel genes associated with neurodevelopmental disorders, specifically
autism spectrum disorders (ASD) and intellectual disability (ID). The study examines the roles
of the XPOI and USP34 genes in habituation, a simple form of learning that is relevant for
cognitive dysfunction in ASD and ID. Manipulation of their expression in neural tissue aims
to test whether the genes are required for cognitive function. Furthermore, the work attempts
to determine, if genes that are associated with high prevalence of obesity and associated
immune problems in ID/ASD individuals, can affect cognitive function in habituation when

manipulated in immune tissue, outside the nervous system.
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Abstrakt

Tato diplomova préace se zabyva geny spojenymi s neurovyvojovymi poruchami (NP),
konkrétn¢ poruchami autistického spektra (PAS) a intelektu (PI). U téchto poruch je
doprovazejicim fenoménem deficit v habituaénim uceni, nejjednoduss$im kognitivnim
procesu. Tato zdkladni forma uceni je zasadni pro spravné fungovani jedince v prostiedi ve
smyslu vnimani a vyhodnocovani informaci. Pokud je habituace porusena, jedinec neni
schopen odfiltrovat nepotfebné informace, coz muze vést az k pietizeni organismu a

neschopnosti soustfedit se na zasadni ¢innosti.

Préce si klade za cil potvrdit €i vyvratit roli v habituaci dvou kandidatnich gentt XPO1
a USP34, jejichz mutace se vyskytuji u jedinct s PI. Exprese ptisluSnych drozofilich ortologti
byla snizena pomoci RNAi v nervové tkani. Takto upravené drozofily byly testovany v ,,light-
off jump habituaci®, kde opakovani stimulu (light-off = zhasnuti svétla) vede ke snizeni
skokové reakce. Efektivita manipulace RNAi byla molekularné ovétena pomoci qPCR. U
obou gent byl potvrzen defekt v habituaci po manipulaci a byla potvrzena jejich vyznamna

role v kognitivni funkci.

U jedinct s PAS a PI se objevuji doprovodné sekundarni patologie, v€etné obezity a
s ni spojené aktivace imunitniho systému. To védci povazuji za vyznamné faktory ptispivajici
ke kognitivni dysfunkci. Piesto zlstava nejasné, jakym zpiisobem k tomu dochazi. Dalsim
cilem bylo tedy zjistit, zda ortology vybranych gend, které jsou spojené s obezitou a imunitni
dysfunkci u jedincti s PI/PAS, mohou ovlivnit habituaci, pokud s jejich expresi manipulujeme
pouze v imunitni tkani. Nejprve byla pfipravena vhodna drozofili linie pro manipulaci téchto
gen. Tato linie byla uspéSné vytvorena a otestovana, avSak doslo k jeji kontaminaci
v inkubatoru. Z diivodu ¢asové naro€nosti a navazani na dalsi experimenty byla pouzita jina
linie. Poskytnuta linie byla zktizena s RNA1 liniemi proti vybranym genlim, avSak efekt jejich

manipulace na habituaci se z divodu Spatnych reakci na light-off stimuly nepodatilo ovéfit.



Seznam zkratek

ADHD - ,attention deficit hyperactivity disorder*, porucha pozornosti s hyperaktivitou
BDSC - Bloomington Drosophila Stock Center

DGRC-Kyoto — Drosophila Genetic Resource Center, Kyoto
Elav — embryonalni letalni abnormalni vize

ER - endoplazmatické retikulum

GABA — ,,Gamma-Aminobutyric Acid®, kyselina gama-aminomaselna
GAD — , glutamic acid decarboxylase®, glutamat dekarboxylaza
Gal4 — transkrip¢ni faktor

GD — P-Element RNAi knihovna

GFP — ,green fluorescent protein®, zeleny fluoreskujici protein
GMR - Glass Multiple Reporter

Hml — hemolektin

IQ — inteligen¢ni kvocient

KK — phiC31 RNAIi knihovna

mCherry — cerveny fluoreskujici protein

mRNA — messenger RNA

MSD — ,mean square difference®, stiedni kvadraticka odchylka
NIG-Fly — National Institute of Genetics — Fly Stock Center
ORF — ,,open reading frame*, otevieny Cteci ramec

PAS — poruchy autistického spektra

PI — poruchy intelektu

piRNA — piwi-interacting RNA

p-value — ,,probability value*, hodnota pravdépodobnosti



qPCR - ,quantitative polymerase chain reaction®, kvantitativni polymerazova fetézova

reakce

Ras/MAPK — , Ras/mitogen-activated protein kinase*
RISC — ,,RNA-induced silencing complex*

RNA - ribonukleova kyselina

RNAi — RNA interference

RP49 — ribosomalni protein 49

SEM — , standard error of the mean®, standartni chyba praméru
siRNA — , small interfering RNA*

TriP — Drosophila Transgenic RNAi Project

TTC — ,trials to criterion®

UAS — ,,upstream activation sequence*

VDRC - Vienna Drosophila Resource Center
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1 Uvod

1.1 Kognitivni funkce

Kognitivni funkce jsou zakladni soucasti lidské psychiky. Tyto funkce umoznuji
jedinci vnimat okoli, ve kterém se vyskytuje a diky nim dokaze tesit a reagovat na situace,
které mu stadle meénici se prostfedi pfindsi. Centra kognitivnich funkci jsou ulozena
v mozku a staraji se o procesy spojené s ucenim, feci, pozornosti, mluvenim nebo

pochopenim a pfizplisobenim se situaci.

1.1.1 Habituace

Habituace je zékladni formou uceni, ktera vznika jiz pted narozenim (Leader et
al., 1982; Morokuma et al., 2004). Jde o nejjednodussi kognitivni proces, pii némz
dochazi k snizeni citlivosti na stale se opakujici a nedilezité podnéty. Projevuje se
snizenim reakce. V pripadé habituace se nejednd o Unavu organismu nebo adaptaci
smyslovych receptorii. Jde o snizeni aktivity pfisluSnych neurondalni drah, na zékladé
jejich opakované stimulace. To vede k adaptaci behaviordlni odpovédi (Rankin et al.,

2009).

Tento kognitivni proces je vyznamny pro spravné fungovani jedince v prostiedi.
Diky habituaci je jedinec schopny odfiltrovat nepodstatné informace nebo ty informace,
jez organismus vyhodnoti jako nepotfebné pro pieziti. Umozni nam soustfedit se na
informace podstatné pro pravé probihajici situaci a nedojde diky ni k pfetizeni organismu
velkym poctem podnéth. Piikladem miiZze byt tikot hodin, ktery piestaneme po chvili
stravené v mistnosti vnimat. Dal$i modelovou situaci miiZze byt vniméani hluku z ru$né
ulice. Pokud se nachazime teprve kratce v budové, kterd je blizko silnice, vinimame kazdé
auto, které projede kolem. Za par minut jsme ale uz schopni si na tuto zvukovou kulisu
zvyknout a odfiltrovat ji. To ndm umoziuje soustfedit se napiiklad na ¢teni kniZzky nebo

na praci.

1.1.1.1 Mechanismus habituace

Proces habituace je konzervovanym mechanismem (Schmid et al., 2010). Prvni
vyzkumy polozily zaklady pro pochopeni tohoto mechanismu tim, ze zvyraznily
dulezitost zapojeni neurondlnich drah, které se stavaji méné citlivé na opakovany podnét.
Pti hledani odpovédi na otdzku, jakym zptisobem funguje tento proces konkrétné, dosli
védci k zavéru, Ze nejde pouze o jeden obecné platny mechanismus (Schmid et al., 2015)

a ze molekul, které habituaci fidi, je cela fada (McDiarmid et al., 2019).



Prvnim mechanismem, ktery byl popsan jako bunéény mechanismus pro
kratkodobou habituaci byla homosynapticka deprese (Christoffersen, 1997). Projevem
homosynaptické deprese je snizeni mnozstvi uvoliiovaného mediatoru béhem rychle za
sebou jdoucich akénich potenciali. Homosynaptickd deprese, zkoumana na mékkysi
Aplysia, jako mechanismu habituace byla zpochybiiovana z divodu nemoznosti zahrnout
ji v dlouhotrvajici habituaci a také kvili koexistenci dalSich mechanismi u kratkodobé

habituace (Bristol & Carew, 2005; Fischer & Carew, 1993).

Ramaswami (2014) ve své praci popisuje podstatu jiného mechanismu, a to
konceptu negativniho obrazu neboli inhibi¢ni potenciace. Ten vysvétluje, ze schopnost
organismu ignorovat podnéty, které¢ jsou jim zndmé a nepodstatné vychazi ze schopnosti
mozku vytvofit inhibi¢ni vzor k excitatnimu podnétu, a to inhibici na aktivnich
excitaénich neuronech. Vytvofenim inhibi¢niho neboli negativniho obrazu k zndmym
podnétim umozni organismu pifivyknout si a nereagovat na né. Vyznamnost tohoto
mechanismu podporuje fakt, Ze je pfitomen u riznych druht organismil i typi habituace

(Ramaswami, 2014).

Blok a kol. (2022) se pokusili identifikovat molekularni drahy, které se habituace ti€astni
na zakladé¢ soucasnych genetickych poznatkii. V literatufe nasli 278 gent, které
prokazatelné vedou k deficitu v habituaci, at’ uz jde o ztratu jejich funkce (,,loss of
function*) nebo o aktivaci ¢i posileni funkce (,,gain of function®), napfi¢ rliznymi
organismy. Z téchto genl pak odvodili mechanismy, které ovlivituji proces habituace.
Patfi mezi né€ centrdlni bunécné signalni kaskady PI3K-AKT-mTOR, Ras-MAPK a
cAMP-PKA, mechanismy neurondlni plasticity a excitability a kontrola translace

proteint.

PI3K-AKT-mTOR je jedna z klicovych signdlnich kaskad v bunice. Komponenty
této signalni drahy jsou lokalizované v jadru a reguluji mnoho jadernych procest, jako je
replikace, transkripce a oprava DNA, stavba chromatinu nebo fizeni bunééného cyklu
(Gupta et al., 2022). Ras-MAPK kaskada je zapojena v regulaci bunééné proliferace,
diferenciaci ¢i apoptoze a hraje roli v genové expresi a odpovédi na stres. Tato draha je
mezi eukaryoty vysoce zakonzervovana a je terapeutickym cilem pro 1é€bu rakoviny
(Tan, 1997). V ,light-off jump* habituaci drozofily (Drosophily melanogaster) mé tato
draha protichtidné ucinky podle typu neurontli, v kterych dochazi k jeji manipulaci.
Deficit v habituaci mize byt zpiisoben jak zvySenim Ras-MAPK aktivity v inhibi¢nich,

GABAergnich neuronech, tak snizenim Ras-MAPK aktivity v excita¢nich, cholinergnich
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neuronech (Fenckova et al., 2019). Ras-MAPK i PI3K-AKT-mTOR se ucastni
neuronalniho vyvoje a synaptické plasticity (Blok et al., 2022). Vyzkumy ukazaly
spojitost mezi mutacemi v PI3K-AKT-mTOR, Ras-MAPK, cAMP-PAK signalnich
drahach a poruchami autistického spektra a intelektu (Borrie et al., 2017; Chen et al.,

2014; Sharma & Mehan, 2021; Thomas et al., 2023).

Kontrola translace a synapticka plasticita jsou dalsimi mechanismy, které ve své
studii Blok a kol. (2022) zmifuji jako mechanismy habituace. Pro synaptickou plasticitu
signalni drdhy reguluji presynaptické uvoliovani neurotransmiterii, recyklaci

synaptickych vacku a funkci postsynaptickych receptort.

Habituace je oznaCovana jako nejjednodussi kognitivni proces, avSak zavisi na ni
celd fada mechanismil, které jsou dulezité pro pteziti jedince, ale i pro pamét a vyssi
formy uceni (McDiarmid et al., 2019). Pochopeni principl fizeni habituace miize vést

k potencionalni 1€¢bé jejich deficitl u jedinct s neurovyvojovymi poruchami (NP).

1.2 Neurovyvojové poruchy

Neurovyvojové poruchy (NP) postihuji vyvoj a funkci mozku a nervového
systému. Jejich podstatou je Sirokd Skala genetickych a klinickych pficin, které
znemoziuji kognitivni, motoricky a emoc¢ni vyvoj jedince. Mezi takové poruchy fadime
poruchu pozornosti a hyperaktivitu (ADHD), poruchu autistického spektra (PAS),
poruchu uceni, poruchu intelektu (PI), poruchy chovani, zraku a sluchu, détskou
mozkovou obrnu ¢i epilepsii (Cobb & Davies 2013, Niemi et al., 2018). Pacienti s NP
mohou trpét potizemi s motorikou, fe¢i, chovanim, paméti nebo ucenim. Nejcastéji
diagnostikované NP jsou poruchy uceni u 8 % diagnostikovanych, nasledovanymi
poruchami te¢i u 7 % lidské populace. ADHD se vyskytuje s frekvenci 2 %, PAS
s frekvenci 1-2 % a PI postihuje 0,9 — 3,7 % celosvétové populace (Frueh et al., 2021).
Takto Siroké procentudlni rozpéti v diagnostice PI je déno vice faktory vdcetné
komorbidnich onemocnéni jako je détskd mozkova obrna, epilepsie a PAS. Dale je
ovlivnéno zménami v postupech diagnostiky, ale je také dano inbreedingem, reprodukci
mezi ptibuznymi jedinci. Ten je v nékterych regionech Castéj$i nez v jinych a zvySuje
riziko ptedevsim recesivné dédi¢nych PI (Kahrizi et al., 2019; Lépez-Pison et al., 2014;

McKenzie et al., 2016).

1.2.1 Poruchy autistického spektra a intelektu
Poruchy autistického spektra (PAS) jsou souhrnnym ndzvem pro NP, které vedou

k deficitim v komunikaci a socidlni sféfe. Vyznacuji se ptitomnosti omezenych zajmi a

3



repetitivnim chovanim (Hodges et al., 2020). PAS se poji s Sirokou Skalou fenotypovych
variant, avSak pojicim znakem u vétSiny téchto pacienti je porucha senzorického
zpracovani, které vede k prehnanému nebo naopak nedostate¢nému reagovani na podnéty

pfispivajici k Siroké skale behavioralnich deficitl (Sinclair et al., 2017).

Poruchy intelektu (PI) neboli mentélni postizeni jsou charakteristické poruchami
adaptivnich funkci a u¢eni (Simonoff, 2018). Jako hrani¢ni hodnota pro diagnostiku se

uvadi IQ <70. Kolem 70-75 % pacientt trpici PAS se vyznacuje i PI (Lecavalier et al.,

24

N 24

adaptivnim chovanim oproti jedincim diagnostikovanym pouze s PAS (Matson &

Shoemaker, 2009; Spencer et al., 2006, Etyemez et al., 2022).

Diagnostika a 1écba PI a PAS je casto velmi komplikovana a sklada se
z komplexniho pfistupu ve formé¢ odbornych terapii a podavani 1€k, které ale slouzi
k 1é€bé sekundéarnich symptomt nikoli pfimo kognitivni dysfunkce. K slozitosti 1écby
ptispiva fakt, Ze jen obtizné lze spojit konkrétni fenotyp s genotypem. Fenotyp je
ovlivnén fadou dalSich genetickych a negenetickych faktorii. Genetickou podstatou PI (s
anebo bez PAS) jsou chromozomalni ptestavby, zmény poctu kopii vétSich tisektit DNA,
bodové mutace, ¢i inserce a delece v jednotlivych genech (Parenti et al., 2020). Prilom
v hledani konkrétnich genetickych ptic¢in neddvno pfineslo sekvenovani nové generace,
pokrocila genetickd technologie umoznujici rychlé a efektivni ¢teni DNA. Od jeho
zavedeni vySlo mnozstvi ¢lankli zabyvajicich se identifikaci genidl a s nimi spojenych

monogennich pfic¢in nejriznéjSich NP (Stessman et al., 2017, Wang et al., 2021).

Leblond a kol. (2021) ve svém ¢lanku uvadéji prehled databazi, které identifikuji
1586 genti zapticinujici PI a PAS. 204 z nich je zahrnuto v databazi SynGO, ve kter¢ jsou
uvedeny geny ucastnici se synaptickych ¢innosti a s tim pojicich se procesu. Jejich
exprese je zaznamenand po narozeni v mozecku a ke mozku. Mezi mechanismy na
synapsich, o které jsou tyto geny obohacené patii ligandem a napétove ovladand aktivita
iontovych kanalli zprostfedkovavajici presynaptickou regulaci membrany, regulace
neurotransmiterovych receptorti na postsynaptické membrané, exocytdza nebo regulace
synaptickych vackl. AvSak pro spojeni téchto biologickych procesti se symptomy je

potieba vice klinického vyzkumu.

Parenti a kol. (2020) ve svém ¢lanku zminuji riznorodost genetickych mutaci a
jejich dopad na molekuldrni drahy. Zduraziiuji dalezitost porozuméni interakci mezi
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jednotlivymi drahami, protoZe mnoho gent je zapojeno ve vice molekularnich procesech
najednou. Molekularni drdhy zahrnuté v NP jako je syntéza proteinti, transkripéni a
epigenetickd regulace nebo synapticka signalizace mohou slouzit jako potencionalni cile

pro 1écbu NP.

1.2.2 PI, PAS a habituace

V tad¢ neurovyvojovych poruch jako jsou naptiklad PAS, PI, syndrom fragilniho
X, schizofrenie, ADHD nebo Tourettiv syndrom byl potvrzen deficit v habituaci jako
jeden z ptispivajicich mechanismt téchto onemocnéni (McDiarmid et al., 2017). Poruchy
habitua¢niho uc¢eni mohou vést k neschopnosti vyfiltrovat nepotfebné informace, coz
muze mit za nasledek pretizeni organismu. Habituace je diilezita pro normalni kognitivni
funkci, kam fadime pozornost a jeji udrzeni, uceni ¢i pamét, tudiz neni prekvapivé, ze je

snizena prave u téchto poruch.

Yehuda a kol. (2010) zjistili, ze jedinci s niz$im 1Q vykazuji méné konzistentni
vzorce habituace na podnét nez jedinci s vy$$im IQ. Podle miry habituace kojencii 1ze
navic predpovidat inteligenci v pozdé€jsim véku (Kavsek, 2004; McCall et al., 1993).
Klinicky vyznam habituace dokazuje fakt, Ze abnormdlni habituace byva v kontextu se
zavaznymi symptomy, a to napfi¢ riznymi NP (Blok et al., 2022; McDiarmid et al.,

2017).

Vyzkum habituace dava prilezitost k pochopeni pfi€in a procest, které¢ vedou
k témto porucham. Identifikace genli zapojenych do habituace a piipadné jejiho deficitu
nabizi prostor pro pochopeni molekularnich mechanismi a drah, které fidi kognitivni

dysfunkci u NP a pro ptesnéjsi diagndzu a 1écbu.

1.2.3 Problémy s imunitou a obezitou u pacientii s PAS a PI

U jedinct s PAS a PI se vyskytuje fada doprovodnych sekundéarnich patologii
mezi néZ mimo jiné patii obezita a s ni spojend aktivace imunitniho systému (P. Szachta
et al., 2016). Védci predpokladaji vysokou vyznamnost prave téchto dvou doprovodnych
znaki a jejich komplexni souvislost s PAS a PI. AvSak proc€ je tak ¢asto doprovazi, zda,

a jakym zptusobem by mohli ptispivat ke kognitivni dysfunkci neni dosud znamo.

Vyzkumy ukazuji vyssi vyskyt nadvahy u déti trpicich poruchami autistického
spektra nez u zdraveé se vyvijejicich vrstevnika (Egan et al., 2013, Criado et al., 2018).
Diivodem muze byt vice faktorti jako je podavani 1€kl, genetické pficiny, atypické
stravovaci navyky, poruchy spanku ¢i obtiZze se zafazenim pravidelné fyzické aktivity

(Curtin et al., 2014). Také bylo zjisténo, ze nektefi jedinci s PAS maji mikrodelece na
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chromozomech 16 a 11. V téchto oblastech se nachéazeji geny spojené se sklonem
k obezité¢ (Shinawi et al., 2011). Obezita je spojena se zménami v imunitni tkani. Tukova
tkan krom¢ ukladani energie plni funkci endokrinniho organu a vylucuje signalni
molekuly, véetné€ adipokinil a cytokinil. Adipokiny je oznaceni skupiny cytokinii v tukové
tkani, kterd ma riizné vlivy zejména na metabolicky a imunitni sytém. Mlze ovliviiovat
naptiklad hladinu glukézy v krvi nebo regulovat zéanétlivé procesy. Cytokiny jsou
signalni molekuly hrajici kliCovou roli v komunikaci a fizeni bun€k imunitniho systému.
Pti obezité se zvysuje produkce prozanétlivych cytokint, a to miize negativné ovlivnit
imunitni systém. Obezita tak mize vést k ztraté aktivity a po¢tu imunitnich bunék nebo

snizené odpovédi na infekce (Schmidt et al., 2015).

Bylo prokazano, ze jedinci trpici PAS a PI celi problémim se zvySenym
mnozstvim protildtek a simunitou zahrnujici zmény v imunitnich bunkach a
imunoglobulinech. Tyto obtize mohou pfispivat k chronickym zanétim a zanétim
nervové tkané (Gladysz et al., 2018; Jyonouchi, 2013). Mohou mit i dopad na chovani a
kognitivni funkci (Jyonouchi, 2013). U déti s autismem byly zjistény specifické
autoprotilatky v mozku, které mohou hrat roli v autoimunitnich onemocnénich. U téchto

déti byla dale diagnostikovana nerovnovéha cytokin (Marco et al., 2016), ktera mtze

vvvvv

U lidi trpicich PAS a PI byly dokazany jak problémy s imunitou a obezitou, tak
pfitomnost deficitu v habituacnim uc€eni. Pochopeni mechanismi, jakymi dochazi u
téchto pacientli k takovymto klinickym pfiznakim by mohlo byt klicové k jejich
eliminaci. A pokud by bylo prokdzano, Ze mutace v genech souvisejicich s obezitou a
imunitou hraji roli 1 v kognitivni dysfunkci, mohlo by napraveni tohoto deficitu vést

k eliminaci behavioralnich a kognitivnich pfiznaki.

1.3 Drosophila melanogaster

Ve své praci se zamétuji na geny, které jsou dillezité pro habituaci, jsou spojeny
s imunitni ¢i1 metabolickou funkci a jejich mutace zpusobuji PI nebo PAS. K vyzkumu
jsem zvolila mezidruhovy pfistup, s vyuzitim modelového organismu Drosophila
malenogaster. Piiblizn¢ 77 % lidskych gent implikovanych v lidskych onemocnénich

ma svij ortologni gen v jejim genomu (Puig & Mattila, 2011).

Drosophila melanogaster (Octomilka obecnd, dale jen drozofila) se fadi do celedi
octomilkoviti a fadu Diptera (dvouktidli). T&si se velké oblibé jakozto modelovy

organismus pro vyzkum v oblasti genetiky, fyziologie, evolu¢ni biologie nebo
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mikrobiologie. Stala se tak oblibenou zejména diky svému rychlému generacnimu Casu,
rozmnozovani, velkému mnozstvi vaji¢ek, snadné¢ manipulaci a nizkym nakladim na jeji

chov.

1.3.1 Zivotni cyklus

U drozofily mizeme pozorovat pohlavni dimorfismus. Samicka naklade az sto
vajicek denné. Po vykladeni nastava cyklus o ctyfech fazich: embryo, larva, pupa a
dospélec. Z vajicek se stavaji larvy prvniho instaru. Larvy tfetiho instaru migruji na misto
vhodné k zakukleni a pfeménu;ji se na kuklu. Béehem metamorfozy v kukle zahyne vétsina
bun¢k larvalniho stadia a vznika télo dospélce z bun€k imaginalnich tercki a histoblastu.
Zivot dospélého jedince mize trvat a2 70 dni. Doba Zivotniho cyklu zavisi na okolni
29 °C miize trvat pouhych 7 dni, naopak pfi teploté¢ 18 °C se tato doba prodluzuje na
ptiblizné 14 dni. K prvnimu rozmnozovani dospélcti dochazi 8-12 hodin po vylihnuti

dospélé samicky.

Genom drozofily je kompletné zmapovan. Obsahuje 13 600 geni a byl
osekvenovan v roce 2000 (Adams et al., 2000). Geny se nachazi na ¢tyfech parech
chromozomt. Prvnim parem jsou pohlavni chromozomy a ostatni tii pary jsou autozomy.
Na chromozomu Y se nachazi mén¢ nez jedno procento kodujici ¢asti genomu, a dokonce
na ¢tvrtém paru chromozomi lezi méné nez jedno procento z celkového genomu. Kvili
tomuto faktu se v genetice pfili§ nevyuZziva a nebyva obvykle zaznacen ani v genotypech
jednotlivych linii. Pohlavi je primarné uréeno pomérem autozomi k chromozomim X.
Tato determinace pohlavi je znama jako X:A systém. Pokud je tento podil 1:1 (jeden
chromozom X a jeden set autozoml) dojde k vyvoji jedince v samce, pokud je podil 2:1
vyviji se jedinec jako samice. Sekunddrné pohlavi zavisi na pfitomnosti pohlavnich
chromozomli X a Y. Pfitomnost samotného chromozomu Y neni dostateCné¢ pro

determinaci pohlavi.

1.3.2 Genetické nastroje pro praci s drozofilou

Mezi nastroje pro praci s drozofilou fadime balancerové chromozomy. Tyto
chromozomy jsou navrhnuté tak, aby nedochazelo k rekombinaci homolognich regionii
béhem meidzy. Tato vlastnost je umoznéna Cetnymi inverzemi na chromozomech.
Balancerové chromozomy nesou recesivné letdlni mutace. Nemohou tedy existovat
v homozygotnim uspotfadani. Vyuzivaji se k zachovani jinak letdlnich mutaci. Aby byly

balancery snadno identifikovatelné, nesou Casto viditelné fenotypové znaky, které se
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oznacuji jako markery. Markery jsou dominantnimi mutacemi a diky nim Ize snadno
selektovat jedince s danymi balancerovymi chromozomy. Mezi takové znaky patii
napiiklad markery pro zménu barvy nebo tvaru o¢i: white — bilé nebo svétle zbarvené
o¢i, drop — o¢i ve tvaru kapky, markery pro zménu barvy téla: ebony — tmavé hnédé nebo
¢erné télo nebo markery pro zménu tvaru a velikosti kiidel: curly — kiidla jsou zahnuta,
vestigial — mensi velikost kiidel. Markert je veliké mnozstvi a jsou uzite¢né pii praci

v laboratornich podminkéach.

Dalsi diilezitou soucasti genomu drozofily jsou mobilni elementy, které otviraji
dalsi moznosti pro praci s geny. Tyto elementy jsou schopné se vramci genomu
pfesouvat. Umoziuje to enzym transpondza. Mechanismem pohybu téchto elementi je
takzvany ,,cut and paste*. Transponédza rozpozna specifickou sekvenci DNA na koncich
transpozonl, jimiz jsou invertované termindlni repetice, a stimuluje vystfizeni
transpozonu z DNA. Cely komplex transpozonu s transponazou se premisti na jiné misto
genomu, které je také rozpoznano a stfizeno transponazou. Dojde k vloZeni transpozonu

do nového mista genomu.

U drozofily jsou nejzdsadnéjSimi transponovatelnymi elementy takzvané P
elementy, které jsou ~3 kb dlouhé a obsahuji Ctyii oteviené Cteci rdmce (ORF), které
koduji enzym transpondzu. Jejich objeveni popsali D. B. Finnegan, D. L. Hartl a S. J.
Kidwell ve svém ¢lanku, ktery vySel v roce 1980. Enzym transponaza, ktery je kodovany
vlastni strukturou P elementli, je aktivni hlavné v zarodec¢nych liniich. P elementy
zapricinuji hybridni dysgenezi, ktera vznika pii zkiizeni samcti bez P elementt a samic,
které¢ maji P elementy pfitomné v genomu. Hybridni dysgeneze zplsobuje sterilitu a
zvySenou frekvenci vzniku mutaci (Simmons, 2013). K obran€ proti P elementim si
drozofila vyvinula mechanismus zaloZeny na pfitomnosti ,,piwi* genu. Malé RNA zvané
piRNA slouZi k navadéni piwi proteinu ke komplementarni sekvenci v transpozonu, kde
dojde k jeho uml¢eni. PIRNA figuruji v ochran€ genomu v zarodecné linii pred neZadouci

aktivitou transpozontl.

Do genomu drozofil Ize vnaSet geny, to znamend, Ze ji lze geneticky
transformovat. Pfenos gent, jak vlastnich, tak cizich druhd organism do genomu
umoziuji mimo jiné transpozony, jimiz jsou pravé P elementy. Z P elementu je odstranén
gen pro transponazu, diky ¢emuZz se P element neni schopny zaclenit do genomu nebo
pfesunout na jiné misto. Odstranéni transpondzy je za ucelem zabranéni

nekontrolovatelného pohybu P elementu v genomu. K zavedeni P elementu do genomu



drozofily dochazi pomoci injikace ve stddiu embrya, kdy jsou zavedeny dvé kruhové
molekuly DNA: synteticky P element bez transponazy, ktery nese dany gen a marker a
DNA pro helper plazmid, ktery nese transponazu pro aktivaci P elementu. Dulezité je,
aby se P element zabudoval do jaderné DNA a stal se sou¢asti zarodecné linie. Vysledkem
je ptitomnost P elementu se sledovanym genem v potomcich transformované drozofily,
ktery 1ze sledovat pomoci markeru. P elementy se pouzivaji pro genetickou manipulaci,

jako je vytvareni mutaci, inzerci nebo cilené aktivaci gend.

Dalsim systémem pouzivanym pro regulaci exprese gend, ktery je zalozeny na
vyuziti P-elementt, je sytém UAS-GAL4 (Obr. 1). Tento systém byl pievzat z genetiky
kvasinek a umoziiuje manipulaci exprese ve specifickych bunikach, tkanich nebo v
uréitém stadiu vyvoje. Na pocatku je tfeba vytvofit dvé transgenni linie, kdy kazda
ponese jednu ¢ast tohoto systému. Jedna linie nese transkripcni aktivator, protein GAL4,
ktery je vnesen pomoci vektoru P. Tato linie se oznacuje jako driver linie. Druhd linie
nese usek pro regulaci exprese genti, UAS — upstream activating sequence —nasledovany
kédujici sekvenci cilového genu. Cilovy gen je v genomu umistén za UAS, ale neni
transkripcné aktivni. AZ pii zkiiZeni driver a UAS linie dojde k navazani proteinu GAL4
na regulacni ¢ast UAS a cilovy gen se exprimuje. Systém UAS-GAL4 umoziuje mistné a
casove specifickou expresi genii. Da se vyuzit pro expresi cizorodych gent (napf.

lidskych), ¢i pro zvyseni exprese vlastnich gent (tzv. overexprese).

>

GALA4 driver line x UAS-target gene line
Enhancer == GAL4 S®®®®- Gene of Interest
UAS i
progeny
Enhancer GAL4 @@@®@®~ Gene of Interest
UAS

Obr. 1: UAS-GAL4. Pro expresi cilového genu je nejprve tieba zkfizit dvé transgenni linie, které nesou ¢asti systému,
a tedy u nich samotnych nedochazi k expresi. (https://www.semanticscholar.org/paper/Chapter-2-The-GAL-4-System-%3A-A-
Versatile-System-for-Caygill-Brand/5d6ee570c78084d0b77¢c06dea87025025¢543180)
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Pro snizeni exprese genil se vyuziva RNA interference (Obr. 2). Princip RNA
interference spociva v zavedeni malych dvouvldknovych RNA interferenci (siRNA) do
cytoplazmy anebo v ptipadé¢ GAL4-UAS systému jejich endogenni expresi. Tyto 21-23
nukleotidii dlouhé fragmenty siRNA vzniknou z dvouvlaknové RNA sestifihdnim za
pomoci enzymu Dicer. V cytoplazmé jsou siRNA zpracovany RISC komplexem, ktery je
pouzije jako templat pro lokalizaci cilové mRNA urcené k degradaci. Findlni mRNA je

stfizena diky aktivaci enzymatické aktivity komplexu RISC pomoci proteinu Argonaut.

RNAI se vyuziva pomoci systému GAL4-UAS. Za sekvenci UAS lezi sekvence
genu, ktery chceme umlcet, a to dvakrat za sebou v opacné orientaci. Pfepisem tohoto
useku vznikne dvouvldknova molekula RNA, ktera je rozpoznana systémem RNAi. Ten
ji pouzije jako vzor pro nalezeni a rozlozeni mRNA a umlceni cilového genu. RNAI se
projevi u potomkil kiiZzeni dvou transgennich linii, diky aktivaci RNAi konstruktu pomoci
navazani GAL4 proteinu na sekvenci UAS. Jedna linie nese konstrukt RNA1 a druha,

driver linie, fidi proces exprese RNAI.

Ve svété existuje nékolik center (,,stock centres®), odkud si lze objednat jiz
transgenni linie drozofily s poZadovanym genetickym pozadim. Objednané linie nesou
specifické genetické modifikace jako jsou inzerce nebo konstrukty RNA interference.
Tato centra jsou Vienna Drosophila Resource Center (VDRC) ve Vidni, Bloomington
Drosophila Stock Center (BDSC) v Indiané (USA), National Institute of Genetics Fly
Stock Center (NIG-Fly) a Kyoto Stock Center (DGRC-Kyoto) v Japonsku. Centra
shromazd’uji linie drozofil, staraji se o n¢ a distribuuji je na zakladé pozadavki
objednavatell pro védecké ucely. Kazdé¢ z center umoznuje zaslani nékterych z ~ 80 000

variant drozofilich linii (Bilder & Irvine, 2017).
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Obr. 2: RNA interference. Dvouvlaknova RNA je pomoci enzymu Dicer sestiihana na siRNA, kter¢ jsou komplexem

Dicer pouzity jako templat k degradaci cilové mRNA. (https://www.gene-quantification.de/si-rna-index.html)

1.3.3 Drozofila a kognitivni funkce
Vyzkumy ukazuji, Ze drozofila ma vysoky potencidl pro studium kognitivnich
funkci. Bylo zjisténo, ze kognitivni pamét’ a predikéni chovéani u drozofily nejsou jen

pouhou reakei na smyslové podnéty nebo u€eni na zaklad€ asociaci. Pravdépodobnéjsi je

skute¢nost, ze jde o aktivni rozhodnuti na zdkladé zkuSenosti (Guo et al., 2016).

Predmétem tohoto vyzkumu je konkrétni kognitivni funkce a to habituace,
k ¢emuz je drozofila idedlnim modelem diky dobfe popsanym mechanismim
habitua¢niho uceni. At uz jde o koncept negativniho obrazu (Ramaswami, 2014) nebo
klicovou Ras/MAPK kaskadu s protichidnymi ucinky dle typu neuronu, na ktery piisobi
(Fenckova et al., 2019).

U drozofily je tato kognitivni funkce aktivné zkoumana v rliznych modifikacich
a kontextech. Jedna se o vizudlni (svétlo), chemické (pachy), elektrické (elektrické Soky)
a mechanické (vibrace) stimuly (Engel & Wu, 2009). Na zéklad¢ téchto stimuli jsou
zkoumany odpovédi na n¢€ a na jejich opakovani. Diky Siroké skale moznosti manipulace
s genovou expresi (napt. pomoci GAL4-UAS) 1ze odhalit, zda urcité mutace zpusobuji

poruchy této nejjednodussi formy uceni nebo nikoli.
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V mém vyzkumu jsem vyuzila tzv. ,light-off jump* habituaci. MusSky jsou
vystaveny pravidelnému zhasinani svétla, které vyvola tnikovou dopovéd’. Unikovou
odpovédi v tomto piipad¢ je skok. Musky, které nemaji poruchu v habituaci na toto
opakované zhasnuti postupné prestanou reagovat. Vysledkem je snizeni skokové
odpovédi. U musek s poruchou v habituaci toto snizeni bud’ nenastane, anebo k nému
dojde az po vétSim poctu opakovanych stimuli nez u musek bez poruchy habituace. U
velkého mnozstvi gena ptitomnych u PAS a PI je ,,light-off jump* habituace narusena, a
tak je dobrym néstrojem pro vyzkum vlivu téchto geni na kognitivni dysfunkci

(Fenckova et al., 2019).
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2 Cile

Deficit v habituacnim uceni je fenomén provazejici PAS a PI. Identifikace gent,
které jsou pro habituaci nezbytné a jsou zaroven spojené s PAS/PI muze vést k lepSimu
porozuméni pticin kognitivni dysfunkce u PAS/PI a napomoci diagnostice. Tato prace se
zabyva novymi kandidatnimi geny XPO1 a USP34, jejichz mutace se vyskytuji u jedincti
s PI a mohou tedy byt monogennimi pfi¢inami téchto poruch. Cilem bylo ovéfit jejich
roli, respektive roli jejich drozofilich ortologli v kognitivni (dys)funkci s pomoci

habituace. Tento cil se sklada ze dvou dilé¢ich cilu:

1. Snizit expresi ortologii pro XPOI a USP34 v nervové tkani pomoci RNAi a
otestovat efekt na habituaci.

2. Molekularné ovéfit efektivitu RNAI.

S PAS a PI se mimo deficitu v habituaci a dalSich ptiznakl poji 1 Casty vyskyt
obezity a imunitnich problému. To mize pfispivat ke kognitivni dysfunkeci. Nicméné,
presny mechanismus tohoto vlivu neni zndm. Mym ukolem bylo zjistit, zda ortology
vybranych gentl, jejichz mutace zptisobuji monogenni PI/PAS syndromy se zvySenym
vyskytem obezity a sni spojenych imunitnich problémi mohou ovlivnit kognitivni
funkei v habituaci, pokud jsou manipulovany pouze v imunitni tkani, tedy mimo tkan
nervovou. Pracovala jsem s ortology 12 gent, jejichz exprese se v imunitni tkani béhem
jeji aktivace zvysuje (Fenckova, nepublikovano) a da se tedy predpokladat, ze budou pro

jeji funkei dalezité. Dilé¢imi cili tedy bylo:

3. Pfipravit drozofili linii pro manipulaci PI/PAS gend v imunitni tkani a vhodnou
pro studium habituace.
4. Manipulovat s expresi genil implikovanych v PI/PAS v imunitni tkéni a otestovat

efekt na kognitivni funkci v habituaci.
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3 Material a metody

3.1 Drozofili linie a péce o né

Transgenni linie pro tento vyzkum byly objednané z Vienna Drosophila Resource
Center (VDRC) nebo Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC) a nebylo potieba je
piimo vytvaret. VSechny linie jsou uvedené v tabulce 1 v¢etné jejich interniho ¢iselného
oznaceni, typu (Gal4 driver, kontrola, RNAi, overexprese), puvodu a genotypu.
Jednotlivé linie byly uchovavané ve vialkach v inkubatorech s monitorovanou urovni
vlhkosti (40-60 %) a stalym svételnym rezimem (12h svétla, 12h tmy) s teplotou 25 °C
nebo v piipad¢ potieby 18 °C ¢i 29 °C. Potrava pro drozofily se nachéazela na dné vialek
a byla slozena z vody, agaru, sachardzy, instantnich kvasnic a kukufi¢né mouky. Linie
byly podle potieby pifehazované do novych vialek, aby mély drozofily pfistup k Cerstvé
uvnitt  jedné vialky. Pro préci

potravé a nedochazelo k premnozeni pod

stereomikroskopem byli jedinci uspani pomoci CO; a vysypani na desti¢ku s ptivodem

CO». Manipulace na desti¢ce byla provadéna pomoci Stétecku.

Ciselné . .
oznadeni Popis Pivod Genotyp
1285 Gald ~— driver | 41 ha Bruce | ;act/CyOGFP
vSeobecny
1403 Gald ~ driver | Monika |\ Galy/Tves
vSeobecny Zuberova
1498 kontrola B10§) 2131(1)13gt0n Yy P =CaryPlattP2
1499 kontrola Blogggfton Y PA 7 =CaryP}attP40
. . w*; P{UAS-2xEGFP}AH2/CyO;
1713 GFP Tomas Dolezal A TMEC
. ' w*; PBac{y ™" w ™ =20XUAS-
Bloomington
1836 mCherry 52261 6XGFP}VK00018/CyO, P{Wee-
Pph0}Bacc"*"*’
Gal4 driver pro | Odvozenoz
1848 imunitni (Kierdorf et al., w!''': TubGal80; crq-Gal4/ TM6C,Sh
bunky/hemocyty 2020)
VDRC GD 1118
2055 kontrola 60000 w
2056 | kontrola V?gl%gK WS- PlaiPy* W
9003 Balancer Laura Blok W', GMR-wiR-3/2-25/1; MKRS/TMS,
Ubx
9068 Gal4 driver Odvozeno w-;GMR-wIR-3/2-25/1;elav-Gal4,
panneuronalni z FBst0602358 | UAS-Dicer2-6
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Gal4 driver pro

9196 GABAergni F%‘Zggg?gfo ;Gadl-Gal4; GMR-wIR-1/3-172/1
neurony
9252 Ras overexprese Fl;]g?l%gogz) 5 w!®: UAS-Ras1-R68Q;
Csw VDRC GD +mC_ 1118
9260 overexprese FBgn0000382 Piw UAS-csw. WI}CIM, w
9310 Double balancer Laura Blok | w''8; Sp/CyO,; Dr/TM6C, Sb,Th
9405 CG14882 RNAi Vgg& 8GD w!''S: P{GD8474}v38838
9407 PEK RNAi V?l%%léK P{KK100348}VIE-260B
9419 | GkI RNAi V]?;%g]) w8 PIGDOS66v52478
9421 Gale RNAi V]ZI;‘COSD w!''S: P{GD7464}v47408
9423 GY9a RNAi Vll)l%(é 6I§K P{KK100579}VIE-260B
9424 Cbs RNAi Vg;aém w!''® P{GD9407}v32946
9427 | G9a RNAi V?;SED w8 P{GDIST6v25474
9429 PEK RNAi V?EAE?D w!'S: P{GD5584)v16427
9431 Algl RNAI Vglgscg(c)}D w!''S: P{GD9500}v20580
9434 Cbs RNAi V%IflcggK w!'®: P{GD6887)v31192/TM3
9435 scu RNAI V?;O%gﬂ) w8 PY{GD1528}v37083
, VDRC KK
9436 CG14882 RNAi 103984 P{KK103664}VIE-260B
. VDRC KK
9437 Gkl RNAi 110806 P{KK100748}VIE-260B
. VDRC GD s
9441 CG6287 RNAI 40358 w!'S- PIGD11878)v40358
emb/XPO1 VDRC GD w!'®: P{GD1239)v3347
Bloomingt
9454 ;”;pr 01 Slasy | YVIP{TRIPIFOI3 11 attP2
Gal4 driver pro Odvozeno z
9460 imunitni (Goto et al., w'; Hml-Gal4; 2xGMR-wIR-1/3-172/1
bunky/hemocyty 2003)
Gal4 driver pro Odvozeno z WIS GMR-WIR-3/2-25/1/Cy0; crg-
9461 imunitni (Kierdorf et al., G M’ TME.Ub ’
buriky/hemocyty 2020) ¢ o
. Bloomington I )
9467 Galt RNAi 23668 y!' v P{TRiPJF03083}attP2
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9469 | Galt RNAi VDRC KK | b ek 1020743 viE-2608
100025

9470 USP34 RNAi Vgl;scl ?D wS. PyGDI1771}v27517

9471 USP34 RNAi V?&%I;K P{KK102400} VIE-260B

Tab. 1: Linie pouzité pii experimentech vcetné jejich Ciselného kodu, popisu typu, pivodu a genotypu. V zapisu
genotypu jsou jednotlivé chromozomy oddélené stiednikem (;) a sesterské chromozomy lomitkem (/). Na prvnim miste
je pohlavni chromozom popisujici pohlavi a barvu oéi. Znacka + znaéi wild type Eervenookou musku, bez + je bélooky
mutant. Z genotypu lze vycist pfitomnost markerti. Dominantni markery jsou oznaceny velkym prvnim pismenem,
recesivni malym. Pomoci nich 1ze sledovat pfitomnost balancert, které nepodléhaji rekombinaci a Ize diky nim udrzet
mutace letalni v homozygotnim stavu. SloZena zavorka indikuje P element. Hornim indexem jsou oznaceny mutantni
alely.

3.2 K¥iZeni linii

Pro vSechny experimenty, at’ uz to bylo habitua¢ni méfeni, molekularni ovétovani
nebo tvorba nové linie, byly kiizeny potiebné linie. Pfed samotnym kiiZzenim byly
vysbirani z jedné linie samci a z druhé panny. Je zndmo, Ze po dobu prvnich 8 hodin
zivota dospélce nedochazi k pareni (doba se muze lisit v zavisloti na teploté), proto 1ze
po tuto dobu vybirat panny potfebné pro kiizeni. Panny nesou fenotypové znaky jako je
naptiklad svétlejsi zbarveni, které usnadnuji jejich rozpoznani. Panny jsem vybirala 2krat
az 3krat denné podle potieby. Po sesbirani dostate¢ného mnozstvi samcii a panen pro
ktizeni bylo do kazdé vialky dano 5 panen a 5-10 samcti. Panny by mély byt v den kiizeni
maximalné 6 dni staré. Vialky s kiizenim byly dany do inkubatoru pozadované teploty a
byly ptfehozeny na Cerstvou potravu 2krat po 2 dnech. Prvni dospélci z kiiZeni se objevuji

po 8-10 dnech (opét v zavislosti na teplotg).

wrw

3.2.1 KF¥izeni pro manipulaci s expresi gent emb a puf, ortologi XPO1 a USP34
Pro ovéfeni roli v kognitivni funkci u ortologti novych kandidatnich PI genti (emb,
puf) byly zktizeny Gal4 driver linie ovladané urcitym typem promotoru bud s linii
nesouci UAS-RNAI proti konkrétnimu genu nebo s kontrolni linii, majici stejné genetické
pozadi, ale bez genetické manipulace. Béhem experimentii byly vyuzity dva typy
promotort s Gal4 drivery, a to konkrétné panneuronélni promotor elav-Gal4 pro sniZeni
exprese (knockdown) gentli ve vSech neuronech a GABAergni promotor Gadl-Gal4 pro
knockdown pouze v GABAergnich inhibi¢nich neuronech. Elav-Gal4 vyuziva promotor
pro gen embryonic lethal abnormal vision (elav), jehoz produktem je RNA vazebny
protein, ktery fidi rGzné procesy v nervovych buikéach, naptiklad rist axont a tvorbu
synapsi (FlyBase, FB2024 01). Gadl-Gal4 driver vyuziva promotor pro gen Glutamic
acid decarboxylase 1 (Gadl) Gadl katalyzuje dekarboxylaci kyseliny glutdimové na
kyselinu gama-aminomaselnou (GABA) (FlyBase, FB2024 01). GABA je hlavnim
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inhibi¢nim neurotransmiterem v centralnim nervovém systému savct 1 drozofily a tvofi

se tedy pouze v inhibi¢nich neuronech. Pro ovéfeni RNAI interference byly zkiizeny

driver linie pro geny emb a puf s RNAi pro vSeobecny knockdown s aktinovym

promotorem pied Gal4 (Tab. 2).

) RNAIi Typ , ,
Gen | Knockdown |Driver Kontrola [manipulace Genotyp Zkréaceny genotyp
+/y1 v :Gadl-
. |Gal4/P{TRiPJF0131|Gadl-Gal4>emb-
emb GABA 9196 | 9454 RNAi 1}attP2:GMR-wIR- RNAi-1
1/3-172/1
+/y1 v :Gadl-
Gal4/Py*""’'=CaryPa
1498 Kontrola [(tP2; Gadl-Gal4/+
GMR—wIR—1/3—172
1
Wlllg,‘Gad]-
. |Gal4/P{GD1239}v33| Gadl-Gal4>emb-
9452 RNA1 47:GMR-wIR-1/3- RNAi-2
172/1
w8 Gadl-
2055 | Kontrola |Gal4;,GMR-wIR-1/3-| Gadl-Gal4/+
172/1
Wiy
;GMR-wIR-3/2—
puf | Panneurondlni | 9068 | 9470 | RNAi | 25/1/PGDI11771v2 el‘w}g\,‘jﬁp uf-
7517;elav—Gald, U -
AS—Dicer2—6/+
W[IS/_
;GMR—wIR—3/2—
2055 Kontrola | 25/1/+; elav-Gal4/+
elav—Gal4,UAS—
Dicer2—6/+
w/+;GMR—wIR—-3
(2—25)1/PKK1024
9471 | RNAi | 00VIE-260B, elav}gv‘jf';p uf-
elav—Gal4,UAS— -
Dicer2—6/+
W_
LH,w'S: GMR—wIR
2056 | Kontrola | —3(2-25)1/ elav-Gal4/+
P{attPy*" W’ };
UAS—Dicer2—6/+
" , . +w!'8:act/PGD12 | act-Gal4>emb-
emb vSeobecny 1285 | 9452 RNAIi 303347 RNAI2
2055 kontrola | +m'""%:act-Gal4/+ act-Gal4/+
71
v v act/
9454 | RNAi | P{TRiPJF0I311}q | €t-Gai4>emb-
#P2 RNAi-1
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2056 ywlll8;act/
kontrola PlattPy w act/+
+m!8 - act-
puf | vicobecny | 1403 | 9470 | RNAi | Gal4/PGDII771v2 | “Ct-Gal#zpuf-
7517 RNAi-1
2055 1118
kontrola | +W'"*°;act-Gal4/+ act-Gal4/+
. ;act/PKK102400VI |  act-Gal4>puf-
1285 | 9471 | RNAi |/ NAL
1118, + .3
2056 kontrola )«;’w sP{auBy’,w act-Gal4/+

Tab. 2: Kfizeni pro panneuronalni, GABA a v§eobecny knockdown gentl emb a puf. V tabulce je uveden nazev genu,
typ knockdownu, ¢iselné oznaceni driveru, RNAi nebo kontrolni linie, typ manipulace (RNAi, kontrola), kiizenim
vznikly genotyp a zkraceny genotyp.

3.2.2 Vykf¥iZeni linie pro manipulaci s genovou expresi v imunitnich buiikiach
Dalsi kfizeni je zobrazeno pomoci schématu. Obrazek 3 znédzoriuje linie
zktizené pro vytvoreni nové linie pro dal$i experimenty s habituaci. Vysledna linie méla
mit Gal4 aktivaéni protein pod promotorem crg (croquemort) na tietim chromozomu a
zarovein RNAI proti genu white (GMR-wIR), ktera je nezbytna k potlaceni Cervené barvy
o¢i pro optimalni skokovou odpovéd v ,light-off jump* habituaci (Fenckova et al.,
2019). Gal4 pod promotorem crq je aktivaénim proteinem pro experimenty v bunikidch
imunitni tkdné — hemocytech (FlyBase, FB2024 01). KiiZeni probihalo pii 25 °C.

Vysledna linie dostala ¢iselné oznaceni 9461 (Tab. 1).

P 1848x9310 P 9310 x 9003

TubGalg0 crq-Gal4 w— Sp Dr ES_P Dr wt, GMR-wIR-3/2-25/1 MKRS
W TobCalso’ TMeCSE T Ej TMecSoTh W CyO'TMe6CSh,Th ¥ ' GMR-wIR-3/2-25/1" TMé,Ubx
w- TubGal80 crq-Gal4 ﬂ; GMR‘WIR‘”Z‘ZW{_ Dr
w-'" Cy0 ' TM6CSb.Tb Y Sp TM6,.Ubx

Cy, color, Sb, non-Sp, non-Dr (ratio 1/8) Sp, Dr, Ubx, non-Cy0, non-Sb (ratio 1/16)

F1
w— TubGal80 crg-Gal4 w- GMR-wIR-3/2-25/1 Dr
sl —; j— X 306 = (22,
w- Cy0 ' TMeC.Sb,Th b Sp TMe&,Ubx
F2
w- GMR-wlR-3/2-25/1 crq-Gal4
w-/Y' Cy0 " TMé,Ubx w1118; GMR-wIR-3/2-25/1/Cy0; crg-Gald,/TME, Ubx

Cy0, Ubx, white eye, non-Dr, non-Sp, non-Sb (ratio 1/16)

Obr. 3: Schéma pro vytvofeni nové RNAI linie s promotorem crg (croquemort) a bilou barvou oé¢i pro dalsi
experimenty s habituaci. Pismeno P je oznaceni pro kiiZeni, ze kterého pochézi rodi¢ovské linie, jejichz ktizeni je
oznaeno jako F1. F2 oznaCuje findlni kiiZeni pro vysledny genotyp w'™8; GMR-wIR-3/2-25/1/Cy0; crq-
Gal4/TM6,Ubx. Jednotlivé chromozomy jsou oznaeny stfednikem, sesterské chromatidy vodorovnou carou.
V zéavorkach jsou uvedeny pravdépodobnosti vyskytu daného genotypu mezi potomky kiizeni.
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Pro ovéfeni ptitomnosti Gal4 driveru pomoci fluorescencniho mikroskopu byli
jedinci 9461 zktizeni s linii 1713 nesouci UAS-GFP (zeleny fluorescen¢ni protein) a
s linii 1836 nesouci UAS-mCherry (Cerveny fluorescencéni protein) (Tab. 3). Pro kontrolu
byla zkiizena s témito liniemi i linie 1848, coZz je ptivodni linie nesouci crg-Gal4, ze které
byla nova linie 9461 vyktiZzena (Tab. 1). Kfizeni linie 9461 bylo inkubovano pti 25 °C a
linie 1848 pii 29 °C, a to z duvodu piitomnosti teplotné citlivého Gal4 inhibitoru, ktery

zamezuje expresi Gal4 v nizsich teplotach.

Driver | GFP/mCherry | Genotyp
9461 1713 w!iw*: GMR-wIR-3/2-25/1/ P{UAS-2xEGFP}AH2; crg-
Gal4/ TM6C

9461 1836 w!Spw*: GMR-wIR-3/2-25/1/ PBacfy "™ w*™=20XUAS-
6XmCherry-HA}VK00018, crq-Gal4/ TM6C, Sb' Th'

1848 1713 w! B w*: TubGal80/ P{UAS-2xEGFP}AH?; crq-Gal4/ TM6C

1848 1836 w!Sphw*: TubGal801/ PBac{y ™™ w*“=20XUAS-

6XmCherry-HA}VK00018; crq-Gal4/ TM6C, Sb' Th'

Tab. 3: Kiizeni pro ovéteni ptitomnosti Gal4 driveru v nove vzniklé drozofili linii. V tabulce je uvedeno ¢iselného
oznaceni driver linie, s ¢im byla zktizena a vysledny genotyp.

3.3 Manipulace exprese vybranych genti v imunitni tkani

Dalsi kiizeni bylo provedeno pro snizeni ¢i zvySeni exprese 12 vybranych genli
implikovanych v PI/PAS a v imunitni tkani (Lesch et al., 2007). Ugelem této manipulace
bylo zjisténi efektu na kognitivni funkci v habituaci. Jako driver byl pouzit Hml-Gal4.
Ten exprimuje Gal4 pod promotorem hemolektinu, proteinu specifického pro hemocyty
hmyzu. Hemolektin je dalezity pro imunitni reakce. V tabulce 4 jsou uvedena kiiZeni
k jednotlivym geniim. GD, KK a TRiP je ozna¢eni RNAi knihoven — zdroji RNAI linii.
GD (Dietzl et al., 2007) a KK (https://shop.vbc.ac.at/vdrc_store/rnai-info) jsou knihovny
s odliSnym designem pattici pod VDRC. TRiP (Transgenic RNAi Project) je RNAi
knihovna jejiz RNAI linie jsou dostupné v BDSC (Perkins et al., 2015). Jako kontrolni

byla pouZita kiizeni mezi Hml-Gal4 driverem (9460) a pfisluSnym genetickym pozadim
linii (GD: 2055, KK: 2056, TriP: 1498) uvedené na konci tabulky. KtiZeni probihala pfi
25 °C.

Lidsky gen Drozofili Typ RNAIi | Driver Genotyp Zkriceny
gen manipulace genotyp
W+/ W1118,' Hml-
Gal4/ 2
9427 Hml
EHMTI G9a RNAi 9460 | PIGDIST6/v254 | Guia>Ga-
GD 74; 2XxGMR-WIR- | pr4i
1/3-172/1
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https://shop.vbc.ac.at/vdrc_store/rnai-info

w/ w8 Hmi-

Gal4/ Hml-
RNAi 9423 P{KKI100579}VI Gald>G9a-
KK E-260B; RNAL2
2xGMR-wIR-1/3-
172/1
w/ w8 Hml-
Gal4/ UAS- Hml-
KRALS;,/HRA Ras Overexprese 9(2}15)2 RasI1-R68Q; Gal4>Ras-
2xGMR-wIR-1/3- R68Q
172/1
w/ w8 Hml-
GCél4/
9260 Piw ™ =UAS- Hml-
PTPNII Csw Overexprese GD csw. WTICIM; Gald>Csw
2xGMR-wIR-1/3-
172/1
w/ w8 Hml-
9405 Gal4/ Hml-
MTRR CG14882 RNAIi GD P{GD8474)v388 | Gal4>CG148
38; 2xGMR-wIR- | 82-RNAi-1
1/3-172/1
w': Hml-Gal4/
9436 P{KK103664}VI Hml-
RNAI KK E-260B; Gal4>CG148
2xGMR-wIR-1/3- | 82-RNAi-2
172/1
w/ w8 Hml-
. 9419 Gal4/ Hml-
GK Gkl RNAIi GD P{GD9566}v524 | Gal4>Gkl-
78; 2xGMR-wIR- RNAi-1
1/3-172/1
w*; Hml-Gal4/
9437 P{KKI100748}VI Hml-
RNAI KK E-260B; Gal4>Gkl-
2xGMR-wIR-1/3- RNAi-2
172/1
. 9401 w/ w8 Hml- Hml-
GALE Gale RNAI1 GD Gal4; 2xGMR- Gal4>Gale-
wilR-1/3-172/1 RNAi
w/ w8 Hml-
. 9469 Gal4/ Hml-
GALT Galt RNAI KK P{GD7464}v474 | Gal4>Galt-
08; 2xGMR-wIR- RNAi-1
1/3-172/1
w/y' v Hmli-
9467 Gal4/ Hml-
RNA TRiP P{TRiPJF03083 | Gal4>Galt-
JattP2; 2xGMR- RNAi-2
wilR-1/3-172/1
W+/ W1118,' Hml-
' 9434 Gal4/ Hml-
CBS Cbs RNAIi KK P{GD6887)v311 Gal4>Cbs-
92; 2xGMR-wIR- RNAi
1/3-172/1
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w/ w8 Hmi-

attP2; 2xGMR-
wliR-1/3-172/1

9429 Gal4/ Hml-
EIF2AK3 PEK RNA1 GD P{GD5584}v164 Gal4>PEK-
27: 2xGMR-wIR- RNAi-1
1/3-172/1
w': Hml-Gal4/
0407 P{KK100348)VI Hml-
RNA1 KK E-260B; Gal4>PEK-
2xGMR-wIR-1/3- RNAi-2
172/1
w/ w8 Hml-
9431 Gal4/ Hml-
ALGI Algl RNAi o P{GDIS00}v205 | Gald>Algl-
80; 2xGMR-wIR- RNAi
1/3-172/1
w/ we - Hmi-
9435 Gal4/ Hml-
HSD17B10 Scu RNA1 GD P{GDI1528}v370 Gal4>Scu-
83, 2xGMR-wIR- RNAi
1/3-172/1
w/ w8 Hml-
9441 Gal4/ Hml-
PHGDH CG6287 RNAIi GD P{GDI11878}v40 | Gal4>CG628
358; 2xGMR- 7-RNAi
wliR-1/3-172/1
2055 wh/ w8 Hml-
Kontrola GD Gal4; 2xGMR- Hml-Gal4/+
wiR-1/3-172/1
wh/ w8 Hml-
2056 Gal4/ ‘
Kontrola KK P{attPy* w'’; Hml-Gal4/+
2xGMR-wIR-1/3-
172/1
w'/ YV Hml-
1498 Gal4/
Kontrola TRip Py '=CaryP} | Hml-Gal4/+

Tab. 4: V tabulce jsou uvedeny nazvy lidskych genti, ndzvy jejich drozofilich ortologt, typ manipulace, ¢iselné
oznaceni RNAI, kontroly a driveru, kiizenim vznikly genotyp a zkraceny genotyp (pouzity pro oznaceni manipulaci
ve grafech a vysledcich).
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3.4 Méreni habituace — systém Zantiks

Me¢éieni habituace u drozofily probiha za pomoci detekce skokovych odpovédi
(jump) na podnét, kterym je zhasnuti svétla (light-off). Experiment je provadén v
behavioralni jednotce MWP unit od firmy Zantiks (zantiks.com) (Obr. 4) s vlastnim
programovacim jazykem Zanscript. Tato jednotka je vykonny systém pro sledovéani a
poskytovani podnétti malym organismum. Jednotka zajist'uje stabilni prostiedi, které 1ze
ovladat prostiednictvim webového prohlizee a umoziuje sledovani pribéhu
experimentu v redlném case pres video. Obsahuje integrovanou kameru, svétla,
monitoring teploty, datové vystupy pohybu organismt (v mm za dany ¢asovy interval) a

testovaci komoru.

e

‘ ZANTIKX

Obr. 4: M¢ftici jednotka Zantiks s pfipojenym notebookem.

Odpovédi béhem méfeni maji formu skoku a jsou to unikové reakce na podnét,
kterym je zhasnuti svétla. K méfeni se vyuziva hlavné samcii, protoZe u samic miize dojit

k ovlivnéni aktivity hormony az do té miry, ze viibec neskacou.

Pted samotnym experimentem jsou dospéli jedinci stati 3 az 7 dni kratce uspani
na ledu a pieneseni na desticku s 24 oddélenymi komtrkami (Obr. 5). Do kazdé komirky
je dana jedna moucha, aby nedochazelo k vzajemnému ovliviiovani jedincii mezi sebou.

Desticka je uzaviena a ponechana v pokojové teploté alespont 30 minut, aby doslo
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k znovuobnoveni normalniho stavu télnich funkcich po uspani na ledu. Desticka je

vloZena do systému Zantiks, uvnitt které¢ho je teplota 25 °C.

Jaiandues

Obr. 5: Desticka do systému Zantiks s 24 komurkami, v kazdé je jeden samec testované linie na habituace.

Samotny experiment se sklada znékolika fazi (Obr. 6). Prvné jsou jedinci
vystaveni konstantnimu svétlu po dobu 5 minut, aby si zvykli na nové prostiedi. Dalsi
fazi je takzvana ,,Pulse faze. V této fazi jsou jedinci vystaveni 10 podnétim ve formé
zhasnuti svétla. Mezi jednotlivymi podnéty jsou vzdy intervaly, kdy dojde k opétovnému
rozsviceni svétla. V této fazi jeden interval trva 5 sekund. ,,Pulse® ¢ast je kontrolni fazi,
jak dobfte dospélci reaguji na podnéty. Interval 5 sekund je dostatecné dlouhy na to, aby
se jedinci na opakované podnéty nehabituovali. Dalsim krokem je meétfeni samotné
habituace, proto je druha fdze nazvana ,Habituation®. Podnét se opakuje 100krat
s intervalem 1 sekundy mezi podnéty, coz umoziuje habituaci, tedy snizovani poctu
skokovych odpovédi s rostoucim poctem opakovani. Posledni ¢ast méfeni se nazyva
»Fatique®. Podnétl je v tomto pifipadé 50 s intervalem svétla trvajici 5 sekund. Na
zékladé této faze muizeme vyloucit pfipadné sniZzeni pocétu skokovych odpovédi v
habituaci zapfi¢inéné inavou. Interval 5 sekund je dostatecné dlouhy na to, aby se jedinci
nehabituovali. Mezi vSemi fazemi je pauza trvajici 90 sekund, pii které je uvnitf systému
rozsvicené svétlo. Tento interval je dostatecné dlouhy na to, aby chovani musek nebylo
ovlivnéno predchozi fazi experimentu.

Adaptace
*300 s

Pauza Habituation Pauza Fatigue
*90s +100 zhasnutipo 1 s *90 s *50 zhasnuti po 5 s

»data + video +data + video

Obr. 6: Jednotlivé faze méfeni habituace, délka (s) a pocet light off podnéth trvajicich 15 ms. Data a o pohybu a videa
se sbiraji z fazi Pulse, Habituation a Fatigue.
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3.4.1 Vyhodnoceni vysledki méieni

Ptistroj Zantiks je napojen na notebook, pies jehoz kontrolni centrum lze pfistroj
fidit a zaznamenavat vysledky, které jsou dostupné ve formatu .csv a videi z fazi ,,Pulse,
,Habituation” a ,Fatigue® (Obr. 6). Data obsahuji skokové odpovédi, které jsou
rozeznavané na zaklad¢ rozdilu urazené vzdalenosti drozofilou 0,5 sekund po stimulu a
0,5 sekund pted stimulem (méfeno v milimetrech). Aby byl zaznamenéan skok musi byt
hodnota rozdilu vétsi nez 0. Zaroven je pouzivand hodnota MSD (mean square
difference) udavajici primérnou velikost rozdilu vzdalenosti mezi jednotlivymi
videosnimky. Pokud je MSD vétsi nez 1, pohnula se drozofila celym svym télem, a ne
pouze jeho Casti (noha, kiidlo atd.). Kombinaci téchto dvou kritérii (rozdil pohybu po a
pied stimulem> 0 a zarovenn MSD> 1) lze dosdhnout pfesnosti vyhodnocovani skokt z
98,42 % (Kabatova, 2023). Podle téchto kritérii jsou data automaticky pievedena do
nového datasetu, ktery zaznamenava jednicky (skoky) a nuly (neskoky). Ten se dale
analyzuje programem pfipravenym piimo na miru témto datim. Nazyva se HAB_ PPI.
Program automaticky kazdé mouse ptifadi proménnou TTC. Jedna se o takzvané ,,Trials
To Criterion®. A to na zakladé toho, po kolika light-off stimulech moucha dosahla tzv.
»ho-jump criterion. ,,No-jump criterion” je splnéné, pokud u drozofily nedojde ke
skokové odpovédi v péti po sobé jdoucich stimulech. Pritbéh habituace je znazornén
pomoci kiivky, ktera zobrazuje pocet stimulil na ose X a primérnou skokovou odpovéd
(v procentech) na ose Y (Obr. 7). TTC tedy udava pocet stimulii, které dand moucha
potiebovala k dosaZeni habituace. Hodnoty TTC pro vSechny mouchy z jedné sady se
zpruméruji a podil mezi TTC manipulovanych much a TTC kontrolnich much udava
rozdil v habituaci. Primérné TTC se vétSinou uddva vcetné standartni chyby primeéru
(£SEM). Ziskané hodnoty z rozdilu mohou byt vétsi nebo mensi nez 1. Pokud jsou <1
jde o ptedCasnou habituaci, naopak pokud hodnoty vychazeji >1 jde o pomalejsi, tedy
defektni habituaci. TTC hodnoty jednotlivych much z obou sad nemaji normalni
rozdéleni, proto se musi zlogaritmovat (logTTC). Analyza je integrovana v systému a
zahrnuje zlogaritmovani kritéria TTCESEM pro kontrolni a experimentalni sadu drozofil
a jejich porovnani. Linedrnim modelem se otestuje vliv genetické manipulace na logTTC.
Pro statistickou priikaznost testu je potfeba, aby hodnota testu pravdépodobnosti (p-
value) byla mensi nez 0,05. Vse se uklada do databéaze. Pokud rozdil TTC naznacuje
pfedCasnou habituaci, hodnoti se 1 test unavy (Fatigue). Ten se hodnoti stejné jako

habituace. Pokud je rozdil TTC jak v habituaci, tak ve ,Fatigue* < 1, nejednd se
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pravdépodobné o rychlejsi habituaci, ale o zvySenou tnavu. Informaci z faze ,,Pulse*

jsem v této praci nepouzivala.
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Obr.7: Prabch habituace. Kiivka zobrazuje pocet stimulii na ose X a na ose Y prumérnou procentudlni skokovou
odpovéd.

S kazdou sadou manipulovanych drozofil je testovana ten samy den i kontrolni
sada, tedy musky bez genetické manipulace na stejném genetickém pozadi. Pro
vyhodnoceni habituace je nezbytné, aby béhem prvnich 5 zhasnuti (light off stimulil)
odpovédéla skokem alespot minimalné polovina z testovanych jedinct. Pokud nedojde
k splnéni tohoto kritéria minimalni skokové odpovédi, nelze habituaci vyhodnotit. To se

tyka jak sady kontrolni, tak sady mutantni (manipulované).

3.5 Izolace RNA z larev

RNA byla izolovéna z larev tfetiho instaru za pomoci kitu Direct-zol ™ Kit (Zymo
research). 3 az 4 larvy byly pomoci ru¢niho homogenizatoru zhomogenizované v 200 uL
TRIzolu®. Pro kazdé kiizeni byly vytvofeny tii vzorky. Prace s TRizolem® probihala
uvnitt digestofe. Zhomogenizované vzorky byly inkubované 15 minut v pokojové
teploté. Po 15 minutach bylo k vzorkiim napipetovano 200 pL 96-100 % ethanolu a vse
bylo zvortexovano. Centrifuga byla nastavena na rychlost 13 000 g. Roztok byl pfenesen
do cistych kolonek se sbérnymi zkumavkami. Vzorky byly centrifugované po dobu
60 sekund. Kolonky byly pfenesené do Cistych sbérnych zkumavek. Sbérné zkumavky
s TRIzolem® a ethanolem byly odnesené do digestote a zlikvidované po izolaci. Do
kolonky bylo pfidano 400 nL. RNA Wash pufru a vSe bylo stoceno na centrifuze po dobu
60 sekund. Sbérné kolonky byly vylité pod proudem vody do diezu. Byl pfipraven roztok
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5 uL DNazy v 35 uLL DNA Digestion pufru na vzorek. Do kolonky pfimo na membranu
bylo pfidano 40 pL této smési. Vzorky byly nasledné znovu inkubovéany po dobu 15
minut v pokojové teploté. Po inkubaci bylo do kolonky pfidano 400 uL RNA PreWash
pufru. Ve bylo opét 60 sekund centrifugovano a sbérné kolonky byly vylity do diezu
pod proudem vody. Krok s pfiddnim RNA PreWash pufru a centrifugaci byl zopakovan.
Nasledn¢ bylo do kolonky napipetovano 700 uL RNA Wash pufru a centrifugace
tentokrat trvala 3 minuty. Kolonky byly opatrné pieneseny do ¢istych zkumavek. RNA
byla vymyté z kolonky pomoci 20 uL. DNase/RNase-Free vody, ktera byla pfidana ptimo
na membranu kolonky. VSe bylo centrifugovano po dobu 90 vtefin. Vymyvani RNA
z kolonky bylo zopakovano vcetné centrifugace. Vysledkem bylo 40 uL vzorku. Kvalita
vzorkll byla zkontrolovana na NanoDropu One (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA), na ktery byl pouzit 1 pL z kazdého vzorku a jako slepy vzorek

poslouzila DNase/RNase-Free voda.

3.6 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla provadéna na ledu a s dodrzovanim zasad pro praci
s RNA — prace v rukavicich, Spi¢ky na pipety s filtry. Nejprve byl nastaven termoblok
(CH-100, Heating/Cooling Dry Block, Biosan, Latvia) na teplotu 65 °C. V 1,5 ml
RNAse-free zkumavce byla pfipravena smés o 1 pL Oligo dT primeru (50 uM), 1 pL
dNTP (10 mM), zhruba 120 ng templatové RNA ze vzorku a zbytek do 10 puL byl doplnén
DEPC vodou (voda bez nukleaz, sterilné filtrovana a autoklavovana s ptidavkem diethyl
pyrokarbonatu). Smés ve zkumavce byla pienesena na termoblok, kde byla zahtata pfi
65 °C 5 minut. Poté byly vzorky okamzité schlazeny na ledu. Termoblok byl nastaven na
30 °C. K prvni smési o 10 pL byla pfidana smés o 10 pL. Tato smés vznikla smichanim
4 uL 5X PrimeScript pufru, 0,5 pL PrimeScript reverzni transkriptadzy a 5,5 uLL DEPC
vody. Kontrolni vzorky byly vytvofeny stejnym zplisobem, ale PrimeScript reverzni
transkriptaza byla nahrazena DEPC vodou (6 pL dohromady). Vzorky byly promichany
a ponechany v termobloku 10 minut pii 30 °C, poté 60 minut pii 42 °C a nakonec 15

minut pti 70 °C. Z termobloku byly vzorky okamZité pfendané na led k schlazeni.

3.7 qPCR

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (QPCR) je metodou, kterd umoziuje
sledovani mnozstvi pravé amplifikované DNA v redlném case. Monitorovani nartstu
mnozstvi DNA béhem amplifikace je umoznéno detekci fluorescencénich sond nebo
barviv, které se vazi na DNA. NejcCastéji vyuzivanou metodou, kteréd je pouzita i v této

préaci, je sledovani mnozstvi DNA pomoci fluorescenéniho barviva SyberGreen.
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SyberGreen se ptidava do reakéni smési s primery a polymerdzou. SyberGreen se navaze
pouze na dvou fetézcovou DNA a pti navazani dojde k emisi fluorescence. Fluorescence

se zvysuje s kazdou amplifikaci a je detekovana pomoci detektoru v cykléru.

gPCR byla provedena na dvou genech za ucelem zjisténi efektivity indukované
RNA interference. U gent emb a puf byl pouzit k préci se sekvencemi, vyznaceni primerti
a dsRNA smycky program ApE (A plasmid Editor v3.1.4). Sekvence pouzitych primert
jsou uvedeny v tabulce 5. Pro jejich vybér byl pouzit Primer3web

(https://primer3.ut.ee/). Kritéria pro produkt byly 100-300 nukleotidt, teplota tani 57-

60 °C. Pozici primert jsem vybirala tak, aby se nachazely na 5" konci od komplementarni
sekvence pro piislusnou dvouvlaknovou smyckou pouzité RNAi a aby byl mezi dvojici
primeri pfitomen intron pro kontrolu amplifikace z mRNA a nikoli z ptipadné jaderné
DNA, pokud by se i ptes oSetfeni Dndzou nachazela ve vzorku. Sekvence emb a puf byly

ziskany z FlyBase (FB2024 01) (https://flybase.org/) a jsou uvedeny v Priloze 1,2.

Nazev primeru Sekvence
Emb_F1 TTTCACACGCTGCTCTTTTC
Emb_R1 GAGCTCGGATCTCACGTTTT
Usp_F4 GCGGCCATACAGTACATCA
Usp_R4 CACGCATCAAAGCATTCTCA
Rp49 F AAGCTGTCGCACAAATGGCG
RP49 R GCACGTTGTGCACCAGGAAC
Aktin F TACCCCATTGAGCACGGTAT
Aktin R GGTCATCTTCTCACGGTTGG
Polr2A F GACCAGCTAGGCGACATTC
Polr2AR CCGCGATACTTCTCTCCAC

Tab. 5: Sekvence primerti navrzené pro qPCR ovéfeni manipulaci genti emb a puf a sekvence referencnich geni
RP49, Aktin a Polr2A.

Vzorky po reverzni transkripci byly nafedény na objem 200 pL MilliQ H2O a
zvortexovany. Kontrolni vzorky, bez reverzni transkriptdzy, byly nafedény na objem
50 pL. Z primert byl vytvofen pracovni roztok, ktery byl Skrat zfedény (20 uM) oproti
pivodni koncentraci (100 uM). To znamena, ze k 10 uL primeru bylo pfidano 40 pL

MilliQ vody. Reakéni smés pro qPCR o objemu 126 pL vychazejici na 14 jamek na
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desti¢ce byla vytvorena smichdnim 84 uL TP SYBR 2x Master Mix, 35 uLL PCR Ultra
H>O, 3,5 uL ptfimého a 3,5 uL zpétného primeru (20 uM). Do kazdé¢ jamky bylo
napipetovano 8,2 uL reakéni smési a 3 pL vzorku. Ke kazdému primeru byly pipetovany
kontrolni vzorky, které¢ byly bez reverzni transkriptdzy. Navic byla u vSech primert
provedena i negativni kontrola nahrazenim vzorku 3 pL PCR Ultra H,O. Na desticku
byly pipetovany tii biologické vzorky, vzdy o tiech technickych vzorcich, aby byla

eliminovana pfipadna chyba v pipetovani.

Pro zjisténi efektivity primeri byla vytvofena standartni kiivka. Vzorek o objemu
60 uL byl zfedén 10krat, 100krat a 1000krat. Na desticku pro qPCR o 96 jamkach bylo
postupné napipetovano vzdy do kazdé jamky 8,2 uL reakéni smési s danym primerem a
poté 3 uL lkrat, 10krat, 100krat a 1000krat ziedéného vzorku. Standardni kiivku
vyjadiime tak, Ze propojime v grafu hodnoty Ct pro jednotlivé natedéné vzorky
s hodnotami danych fedéni. Podle sklonu kifivky Ize vypocitat G€innost reakce a to dle
vzorce E= (10¢1/51P¢) _1 )x 100. Idealni efektivita primerti by méla byt, co nejblize 100 %.
U standartni kfivky byla také vyhodnocena negativni kontrola pro kazdy vzorek, aby se

vylouc¢ila amplifikace z diivodu kontaminace.

Denaturacni teplota pro qPCR byla nastavena na termocykléru (CFX96 Real-
Time PCR Detection Systems, Bio-Rad Laboratories, CA, USA) na 95 °C na 3 minuty.
Cykla amplifikace bylo 40. Pfi kazdém cyklu prob¢hla denaturace pti 94 °C po dobu 15
vtefin, annealing pii teploté¢ 60 °C po dobu 30 vtefin a extenze pii 72 °C po dobu 10

vtefin.

Z kazdého triplikatu byly zaznamenany hodnoty Ct, ze kterych byl udélan primeér,
pokud mezi nimi nebyl rozdil vétsi nez 1. Dal$im krokem bylo ode¢teni primérného Ct
referen¢niho genu a cilového genu RNAi1 nebo kontrolnich vzorkl (ACt). Z priméru
kontrolnich vzorki byla vytvotena kalibracni hodnota. Kalibra¢ni hodnota byla odectena
od hodnot ACt (AACt). Kone¢ny vysledek qPCR byl ziskan vzoreCkem 2"-AACt a
vyjadiuje relativni mnoZstvi mRNA ve vzorku v poméru k referenénimu genu. Pro kazdé
qPCR byla vyhodnocena statisticka prikaznost na zéklad€ T testu. Hodnoty p <0,05 byly

povazovany za signifikantni.
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4 Vysledky

4.1 Embargoed — XPOI

4.1.1 Méreni habituace v nervové tkani

Prvnim zkoumanym genem byl gen embargoed (emb), sekvencni a funkcni
ortolog XPOI, ktery koduje exportin. Podobnost aminokyselinové sekvence ortologt
emb a XPOI je 82 %. Exportin hraje roli v exportu proteinii z jadra bunky, reguluje
odpovéd’ na hypoxii a je také zahrnut v replikaci centriol. Exprese XPO! je kontrolovana
bunénym cyklem a podili se na jeho fizeni kontrolou lokalizace cyklinu B. Mezi dalsi
vyznamné cargo proteiny patii MAPK a MAPKAP kinaza 2a, malé jaderné¢ RNA,
konkrétn¢ Rev a U snRNA (SFARI GENE, QI, 2024). Gen XPO! najdeme v databazi
SFARI GENE, ktera shromaZzd’uje informace z védeckych studiich o lidskych genech,
které maji souvislost s PAS. Genlim je pfifazeno skore na zdklad€ danych pravidel a jsou
rozdeleny do kategorii ozna¢enych znackou a kratkym popisem. Nejvyssi skore, a tedy
nejvetsi relevance ve spojitosti s PAS je oznacena pismenem S — syndromicky (mutace
spojené s vyznamnym stupném rizika a s dal§imi charakteristikami, které nejsou nutné k
diagnostice PAS), dalSim stupném je kategorie 1 — vysokd divéryhodnost (jednoznacna
spojitost genu s PAS — obvykle se zminkou v literatuie o nejméné 3 pravdépodobnych de
novo mutacich narusujicich gen), dale kategorie 2 — silny kandidat (geny s dvéma
hlaSenymi de novo gen naruSujicimi mutacemi, dosahujici celogenomové vyznamnosti
nebo jejich rizikova varianta ma vliv na funkci genu) a nakonec kategorie 3 —naznacujici
dikazy (geny s jedinou de novo mutaci pravdépodobné narusujici gen, vyznamné, ale
nereplikované asociac¢ni studie nebo série vzacnych dédiénych mutaci, pro které
neexistuje statistické srovnani s kontrolami). Gen XPO! patii do kategorie 2. Podle
se souborem fenotypovych znakli, jakymi jsou autismus, porucha intelektu,
kraniofacialni/CNS dysmorfologie. XPOI mize ptispivat k PAS jak v ptipadech delece
2pl5-pl6.1, tak 1 za okolnosti bez delece u PAS lokalizovanych na tuto oblast.
Spolupracujici laboratote Skolitelky (Richard van Jaarsveld, University Medical Center
Utrecht, Nizozemsko a Zden¢k Sedlacek, 2. Lékarska fakulta, Karlova Univerzita)
identifikovaly né€kolik jedinci s PI a de novo patogennimi mutacemi v genu XPOI, coz

naznacuje dulezitou ulohu genu v kognitivni funkei.

Lidsky ortolog XPO! je tedy asociovan s PAS/PI a potvrzeni role v habituaci by
mohlo poskytnout podptirny diikaz pro jeho roli v kognitivni funkci. Ma skolitelka jiz

29



provedla knockdown genu emb v nervovych buitkach pomoci panneuronalniho elav-Gal4
driveru. Nicmén¢ toto vedlo k predCasné letalité¢ a ovéfeni funkce v habituaci nebylo
mozné. Protoze vétSina gent kontroluje habituaci v inhibi¢nich neuronech (Fenckova et
al., 2019), rozhodla se zacilit knockdown pouze do inhibi¢nich neurond s pomoci Gadl-
Gal4 driveru. V ptipad¢ emb-RNAi-1 vedl knockdown k deficitu v habituaci (Obr. 8).
Narozdil od kontrolnich much (Gad1-Gal4/+), pottebovali emb-RNAi-1 mouchy (Gadl-
Gal4>emb-RNA-1) vice light-off stimuli k habituaci a jejich skokova odpovéd’ zlstala
vyssi po celou dobu trvani experimentu. Tento vysledek je zaloZzen na zdkladé dvou
nezévislych opakovani (N=48 much). Mym tkolem bylo zopakovat experiment s emb-
RNAi-1 a ovérit efektivitu knockdownu na habituaci. O méfeni habituace jsme se pokusila
celkem ttikrat — ve tfech opakovanich, kterd se uskutecnila ve ttech rtiznych dnech (Obr.
9). V ptipadé emb-RNAi-2 doslo GABA knockdownem k defektu v habituaci (Obr. 11).
Tento vysledek je zalozen na zaklad¢ tiech nezavislych opakovani (N=72 much). U obou

RNAI jsem ovéfila manipulace pomoci gPCR (Obr. 12,13).
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Obr. 8: Kombinované vysledky méfeni RNAI linie Gad1-Gal4> emb-RNAi-1 a kontrolni Gadl-Gal4/+. Na ose X je
pocet podnétl, na ose Y primérnd skokova odpovéd (%) (A). Oranzovou barvou jsou znazormnény odpovédi
mutantnich samcti, modrou kontrolnich. Hodnoty pro tento graf jsou 51 skokani mutantnich linii a 37 skokant
kontrolnich z celkového poctu 72 jedinct z kazdé linie (C). Primérna hodnota TTC je pro mutantni linii 13,58
s odchylkou (SEM) 5,9 a pro kontrolni 3,28 s odchylkou 1,21 (B). Hodnota P=0,000. ***p <.001, **p <.01, *p <.05
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Obr. 9: Vysledky méteni RNAIi linie Gadl-Gal4> emb-RNAi-1 a kontrolni Gadl-Gal4/+. Hodnoty pro prvni
experiment jsou RNAi linie: 17 skokanti a pro kontrolni: 9 skokanid z 24. Hodnota P=0,003. Hodnoty pro druhy
experiment jsou pro RNAI linii 10 skokanti a pro kontrolni: 1 skokan z24. Hodnota P=NaN. Hodnoty pro tieti
experiment jsou pro RNAi: 6 skokantl a pro kontrolni zadny skokan. Hodnota P=NaN.

Béhem prvnich tii experimentll byly zejména ve skupiné kontrol pozorovany
Spatné pocatecni reakce v podobé skokovych odpovédi. Pro zhodnoceni habituace je
potieba, aby béhem prvnich péti stimulil, odpovidalo alespoil 50 % much, coz se v tomto
ptipad€ u kontrol nestalo ani jednou. Habituace nesla vyhodnotit, TTC hodnoty pro
jednotliva méfeni jsou uvedena v priloze 3. Experiment jsem zopakovala. Znovu jsem

zktizila driver linie s RNAi a kontrolnimi liniemi a pokusila se je znovu otestovat

31



(Obr. 10). Pro ktizeni jsem pouzila jiny alikvét kontrolnich drozofil (z jiné lahvicky)

v ptipad¢, ze by ptivodni pouzita populace nebyla dostatecné fit.
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Obr. 10: Vysledky méfeni RNAi linie Gadl-Gal4> emb-RNAi-1 a kontrolni Gadl-Gal4/+. Hodnoty pro prvni
experiment jsou RNAI linie: 7 skokant a pro kontrolni: § skokanti z 240,75. Hodnota P=0,613. Hodnoty pro druhy
experiment jsou pro RNAI linii 4 skokani a pro kontrolni: 4 skokani z 24. Hodnota P=0,161.

Jedinci méli byt opét testovani ve tiech dnech, avSak kontrolni i RNAIi linie
vykazovaly Spatnou skokovou odpovéd’ (Obr. 10). Musky byly testovany jak po
ponechani v inkubatoru o 25 °C, tak po ponechani v pokojové teploté. Ani tento rozdil
v teplotach béhem vyvoje nehral roli a kontrolni sada neskéakala, nebylo tedy provedeno
meéfeni mutantnich sad tfeti den. Méfeni habituace se tedy, z divodu nedostate¢né
skokové odpovédi kontrolnich much, nepodatilo zopakovat, TTC hodnoty pro jednotliva

méteni jsou uvedena v priloze 4.
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Obr. 11: Kombinované vysledky méteni RNAI linie Gadl-Gal4> emb-RNAi-2 a kontrolni GadI-Gal4/+. Na ose X
je pocet podnétil, na ose Y primérna skokova odpoveéd (%) (A). Oranzovou barvou jsou znazornény odpovédi
mutantnich samcti, modrou kontrolnich. Hodnoty pro tento graf jsou 66 skokani mutantnich linii a 56 skokant
kontrolnich z celkového poctu 72 jedinct z kazdé linie (C). Primémé hodnota TTC je pro mutantni linii 21,27
s odchylkou (SEM) 3,10 a pro kontrolni 6,35 s odchylkou 1,88 (B). Hodnota P=0,000. ***p <.001, **p <.01, *p <.05

4.1.2 Ovéreni efektivity manipulaci — qPCR

Kromé méfeni efektivity genetické manipulace na kognitivni dysfunkci pomoci
testu habituace jsem méla za kol ovéfit efektivitu RNA1 molekularné pomoci qPCR a
overit tak, ze k defektu v habituaci dochazi diky snizeni exprese genu emb.

V tabulce 2 jsou zaznamenany linie kiiZeni, jejichZ potomci byli pouziti pro
oveteni manipulace RNA interferenci pomoci qPCR. Larvy pochdzely z kiizeni Gal4
driver linie ovladané aktinovym promotorem a specifickych RNA1 linii proti genu emb.
Knockdown je v tabulce 2 oznacen jako vSeobecny, protoze je pouzit aktinovy promotor,

ktery je exprimovan ve vSech typech bunék. U obou linii byl prokdzan rozdil v expresi
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mezi referen¢nim a cilovym genem oproti kontrolni linii. Referenénim genem pro
porovnani ¢innosti manipulace byl gen RP49. RP49 je znackou pro ribozomalni protein
49, ktery koduje proteinovou slozku ribozomtl. RP49 je Casto pouzivany jako referencni

gen pro jeho stabilni expresi napti¢ riznymi vyvojovymi stadii drozofil.

Utinnost knockdownu u emb-RNAi-1 byla 86 % (P=0,000) a u emb-RNAi-2 75 %
(P=0,000) (Obr 12, 13). Vysledné hodnoty z qPCR jsou uvedeny v priloze 5,6.
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Obr. 12: Graf hodnoty 2"-AACt pro emb-RNAi-1, kde AACt vyjadiuje ACt testovaného vzorku — ACt kontrolniho
vzorku. ACt testovaného vzorku je rozdil mezi hodnotami Ct cilového genu (embargoed) a Ct referenéniho genu
(Rp49). Zluté je zvyraznéné pramémé mnozstvi mRNA pro kontrolni vzorky act-Gald/+ a fialové pro vzorky mutantni
act-Gal4> emb-RNAi-1. U¢innost 86 %. T test = 0,000. Referen¢ni gen Rp49. ***p <.001, **p <.01, *p <.05
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2. emb-RNAi-2
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Obr. 13: Graf hodnoty 2"-AACt pro emb-RNAi-2, kde AACt vyjadiuje ACt testovaného vzorku — ACt kontrolniho
vzorku. ACt testovaného vzorku je rozdil mezi hodnotami Ct cilového genu (embargoed) a Ct referen¢niho genu
(Rp49). ZIuté je zvyraznéné priimérné mnozstvi mRNA pro kontrolni vzorky act-Gald/+ a fialové pro vzorky po RNAi

act-Gal4> emb-RNAi-2. Uginnost 75 %. T test = 0,000. Referenéni gen Rp49. **¥p <.001, **p <.01, *p <.05

4.2  Puffyeye — USP34

4.2.1 Meéfeni habituace v nervové tkani

Druhym zkoumanym genem byl sekven¢ni a funkéni ortolog lidského genu
USP34 s oznaCenim puf neboli puffyeye. Podobnost aminokyselinové sekvence ortologl
puf a USP34 je 53 %. Jde o gen kodujici protein — konkrétné deubikvitina¢ni enzym,
ktery ptisobi jako ubikvitin specificka proteaza, mé tedy schopnost odstranit fetézce nebo
molekuly ubikvitinu z cilového proteinu. Timto zplisobem muze chranit protein pied
degradaci, modulovat jeho aktivitu a hraje vyznamnou roli v buné€nych signalnich
drahach (FlyBase, FB2024 01). Lidsky ortolog, USP34 umoziiuje endopeptiddzovou
aktivitu a thiol-dependentni deubikvitinazu. Jeho pfedpokladana aktivita je v cytosolu a

v jadie (NCBI).

Gen USP34 je dal$im kandidatnim genem pro PI, a sniZeni jeho exprese by mohlo
prispivat k deficitu v habitua¢nim uceni. Podobn¢ jako u genu XPOI porozuméni jeho
role v spojitosti s PAS/PI a deficitu v habituaci by mohlo vést k lepSimu porozumeéni a
ptistupu k diagnostice pacientli s PAS/PI. Proto jsem u drozofiliho ortologu puffyeye

testovala efekt na habituaci po manipulaci panneuronalnim knockdownem. Pro kiizeni

35



byly pouzity u panneurondlniho knockdownu dvé RNAi linie proti genu puffyeye
(Tab. 2).

Prvni testovanou linii byla RNAi linie puf-RNAi-1 (elav-Gal4>puf-RNAi-
1).Jako kontrolni linie byla na kiiZzeni pouzita kontrolni linie (elav-Gal4/+). Vysledné
grafy jsou ze tiech riznych nezavislych méfeni béhem tii dni, pokazdé s jinou skupinou

samcu dan¢ho kiizeni (Obr. 14, 15, 16).
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Obr.14: Vysledky méfeni RNAI linie elav-Gal4> puf-RNAi-1 a kontrolni elav-Gal4/+. Na ose X je pocet podnétt,
na ose Y prumérna skokova odpovéd’ (%) (A). Oranzovou barvou jsou znazornény odpovédi mutantnich samci,
modrou kontrolnich. Hodnoty pro tento graf jsou 24 skokanti z RN A linie a 23 skokanil kontrolni linie (C), primérna
TTC hodnota pro RNAI linii 55,09, s odchylkou (SEM) 3,22, pro kontrolni 16,03 s odchylkou 0,97 (B) a hodnota
P=0,000. ***p <.001, **p <.01, *p <.05
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Obr. 15: Vysledky méfeni RNAI linie elav-Gal4> puf-RNAi-1 a kontrolni elav-Gal4/+. Na ose X je pocet podnétd,
na ose Y prumérna skokova odpovéd’ (%) (A). Oranzovou barvou jsou znazornény odpovédi mutantnich samci,
modrou kontrolnich. Hodnoty pro tento graf jsou 24 skokantt RNA linie a 24 skokani z kontrolni (C), primérna TTC
hodnota pro RNAI linii 51,03 s odchylkou (SEM) 8,47, pro kontrolni linii 15,56 s odchylkou 4,19 (B) a hodnota
P=0,000. ***p <.001, **p <.01, *p <.05
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Obr. 16: Vysledky méfeni RNAI linie elav-Gal4> puf-RNAi-1 a kontrolni elav-Gal4/+. Na ose X je pocet podnétd,
na ose Y prumérna skokova odpovéd’ (%) (A). Oranzovou barvou jsou zndzornény odpovédi mutantnich samct,
modrou kontrolnich. Hodnoty pro tento graf jsou 24 skokanii RNAI linie a 23 skokanti kontrolni (C), priméméa TTC
hodnota pro RNAI linii 40,03 s odchylkou (SEM) 3,34, pro kontrolni 18,98 s odchylkou 0,27 (B) a hodnota P=0,222.

Pro panneuronalni knockdown genu puf s puf~-RNAi-1 (elav-Gal4>puf-RNAi-1)
byly ziskany dobré skokové odpovédi pro vyhodnoceni méfeni. U mutantni linie bylo
zaznamenano kazdy den méteni habituace 100 % skokovych odpovédi. U kontrolni linie
skakalo prvni a tfeti den 23 z 24 jedincii a druhy den méfeni dokonce 24 samct. Prikazné
vysla prvni dvé méfeni na hladin€ pravdépodobnosti P=0,000. Tteti test vysel nepriikazné
na hladiné pravdépodobnosti P=0,222. Hodnoty TTC pro mutantni linie prvnich dvou dni
vysly 55,09 a 51,03. Kontrolni linie (elav-Gad1/+) se habituovaly na TTC hodnoté 15,56
a 16,03. Z téchto hodnot vyplyva deficit v habituaci.
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Jako druha RNAI linie proti genu puf pro panneuronalni knockdown byla testovana linie
puf-RNAi-2  (elav-Gal4>puf-RNAi-2) s ptislusnou  kontrolou  (elav-Gal4/+)
(Obr. 17,18,19).
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Obr.17: Vysledky méteni RNAI linie elav-Gal4> puf-RNAi-2 a kontrolni elav-Gal4/+. Na ose X je pocet podnétt,
na ose Y prumeérna skokovéa odpoveéd’ (%) (A). Oranzovou barvou jsou znazornény odpoveédi mutantnich samct,
modrou kontrolnich. Hodnoty pro tento graf jsou 24 skokant RNAI linie a 16 skokanti kontrolni (C), praiméma TTC
hodnota pro RNAI linii 89,44 s odchylkou (SEM) 0,31, pro kontrolni 9,37 s odchylkou 5,03 (B) a hodnota P=0,000.
***p <001, **p <.01, *p <.05
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Obr.18: Vysledky méfeni RNAI linie elav-Gal4> puf-RNAi-2 a kontrolni elav-Gal4/+. Na ose X je pocet podnéti,
na ose Y prumérnd skokova odpoveéd’ (%) (A). Oranzovou barvou jsou znidzornény odpoveédi mutantnich samci,
modrou kontrolnich. Hodnoty pro tento graf jsou 24 skokanti pro RNAi linii a 14 skokani pro kontrolni (C),
prumérnd TTC hodnota pro RNAI linii 68,97 s odchylkou (SEM) 26,34, pro kontrolni 3,59 s odchylkou 1,19 (B) a
hodnota P=0,000. ***p <.001, **p <.01, *p <.05
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Obr.19: Vysledky méfeni RNAI linie elav-Gal4> puf-RNAi-2 a kontrolni elav-Gal4/+. Na ose X je pocet podnétl, na
ose Y primérna skokova odpovéd’ (%) (A). Oranzovou barvou jsou znazornény odpoveédi mutantnich sameti, modrou
kontrolnich. Hodnoty pro tento graf jsou 24 skokanii pro RNAI linii a 17 skokanti pro kontrolni (C), priméma TTC
hodnota pro RNAI linii 74,28 s odchylkou (SEM) 0,72, pro kontrolni 8,47 s odchylkou 0,97 (B) a hodnota P=0,000.
**¥p <001, **p <.01, *p <.05

Uspésnost skokovych odpovédi pro knockdown (elav-Gadl>puf-RNAi-2) byla
100 %. Kontrolni linie elav-Gadl/+ vykazovaly vzdy alespon 50 % skokovych
odpovédi. VSechna méteni vysla prikazné na hladiné pravdépodobnosti P=0,000. Velké

rozdily mezi TTC hodnotami kontrolnich a mutantnich linii ukazuji na deficit v habituaci.

4.2.2 Ovéreni efektivity manipulaci — qPCR

Pro gen pufbyly vybrany k otestovani pomoci qPCR dvé RNAI linie testované na
habituaci a k nim ptislu$né kontrolni linie (Tab. 2). VSechny linie byly zkiiZené s dvéma
riznymi act-Gal4 liniemi a kiizeni byla umisténa do inkubatori o teplotach 25 °C a

29 °C, pro ziskani co nejefektivnéjSiho knockdownu. Je znamo, Zze act-Gal4 s Cislem
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1403 (act/CyOGFP) je siln€jsi nez act-Gal4 s ¢islem 1285 (act-Gal4/TM6B) (Tab. 1) a
vyss$i teplota znamena silnéjsi knockdown. Podaftilo se sesbirat 3 vzorky o 3 larvach
z kiizeni s act-Gal4/TM6B a vSechny z inkubace pti 29 °C. Vybrané larvy byly ditkkladné
prohlédnuty pod mikroskopem, a pouze ty, které neobsahovaly fenotypovy marker pro
pritomnost TM balanceru - 76 (mensi a §irsi larvy), a obsahovaly tedy RNAi inzerci, byly
pouzity. Jako referencni geny byly pouzity aktin a Polr2A. Tyto geny jsou povazovany
za takzvané ,,housekeeping* geny. Ty jsou stabiln¢ exprimovany ve vétsiné typech bunék
a béhem riznych podminek. Uinnost knockdownu u a u puf-RNAi-1 byla 54 %
(P=0,003) a u puf~-RNAi-2 49 % (P=0,019) (Obr. 20, 21). Vysledné hodnoty z qPCR jsou

uvedeny v priloze 7,8.
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Obr. 20: Graf hodnoty 2*-AACt pro puf-RNAi-1, kde AACt vyjadiuje ACt testovaného vzorku — ACt kontrolniho
vzorku. ACt testovaného vzorku je rozdil mezi primérem hodnot Ct cilového genu (puf) a primérem Ct referencnich
genl (Aktin, Polr2A). Zelené je zvyraznéné prumérné mnozstvi mRNA pro kontrolni vzorky act-Gal4/+ a rGzove pro
vzorky po RNAIi act-Gal4> puf-RNAi-1. Utinnost 54 %. T test = 0,003. Referenéni geny Aktin, Polr2A. ***p <.001,
**p <.01, *p <.05
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2. puf-RNAi-2
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Obr. 21: Graf hodnoty 2"-AACt pro puf-RNAi-2, kde AACt vyjadiuje ACt testované¢ho vzorku — ACt kontrolniho
vzorku. ACt testovaného vzorku je rozdil mezi primérem hodnot Ct cilového genu (puf) a primérem Ct referencnich
genll (Aktin, Pol2). Zelené je zvyraznéné primérné mnozstvi mRNA pro kontrolni vzorky act-Gal4/+ a rizové pro
vzorky po RNAIi ;act-Gal4> puf-RNAi-2. U&innost 49 %. T test = 0,019. Referen&ni geny Aktin, Polr2A. ¥*¥p <.001,
**p <.01, *p <.05

4.3 Manipulace a test habituace genti exprimovanych v imunitni tkani

Ma skolitelka ve své ptedesSlé praci analyzovala expresi 97 genli asociovanych
s deficitem v habituaci v imunitni a tukové tkani. Zjistila, ze 82 ztéchto geni je
exprimovano alespon v jedné z téchto tkani. Navic exprese 32 gend se zvySuje béhem
infekce, a to hlavné v hemocytech, hlavnich bunikéch imunitniho systému drozofily. To
muze naznacovat roli t€chto genl v imunitni odpovédi. PAS/PI jedinci s mutacemi v 33
genech trpi alesponl jednim z nésledujicich ptiznaki: obezita, metabolické, endokrinni ¢i
imunologické abnormality (Fenckova, nepublikovdno). Mym cilem bylo zamé&fit se na
geny, které patfi do obou téchto skupin, (1) jsou asociované u pacienti s PAS/PI
s nékterym z uvedenych piiznakl a zarovein (2) se jejich exprese v imunitnich bunikach
pii jejich aktivaci zvySuje. Tyto geny jsem manipulovala pomoci RNAi anebo
overexprese (v ptipad¢, ze jejich mutace u jedinci s PI/PAS zvySuje funkci proteinu) a
testovala vliv na kognitivni funkci pomoci habituace na zhasnuti svétla (,,light off jump*

habituace).

V mém vyzkumu jsem se zaméfila na manipulaci 12 gend v imunitni tkani. Gen
G9a koduje histon-lysin metyltransferazu podilejici se na epigenetické regulaci. Mimo

genové exprese, lokomocnim chovani larev se také podili na kratko- a dlouhodobé
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paméti. Lidsky ortolog EHMTI kdduje protein histonmetyltransferazu, ktera je soucasti
komplexu potlacujici transkripci. V databazi SFARI GENE se tadi do kategorii 1 a
S v souvislosti s PAS/PI a jeho poruchy jsou pfic¢inou Kleefstra syndromu. Gen Ras hraje
vyznamnou roli v regulaci bunééného rastu. Jedné se o GTPazu, ktera s navazanim GTP
pouzije fosfat na fosforylaci dalSich proteinii, zejména proteinu RAF, ¢imz tidi bunécnou
proliferaci. Lidsky ortolog KRAS/HRAS koéduje GTP vézajici protein, v SFARI GENE
databazi se tadi do kategorie 1 a je asociovany s PAS/PI a syndromem Costello. Produkt
genu Csw, tyrozinfosfataza ptispiva k regulaci ristu, prezivani bunék a vyvoji. Lidsky
ortolog PTPNI11 kéduje protein tyrozin fosfatdzu, ktera je Siroce exprimovana a hraje
regulacni funkci v signalnich drahéch naptiklad pro fizeni metabolismu nebo regulace
transkripce. Mimo jiné reguluje Ras. V databazi SFARI GENE spada do kategorie 1S a
jeho mutace jsou ve spojitosti s PAS/PI pfi¢inou tzv. Noonanova syndromu a akutni
myeloidni leukémie. Ptredpokladané funkce pro gen CGI4882 jsou — umoznéni
reduktazové aktivity a podileni se na biosyntéze methioninu. Lidsky ortolog MTRR se
v SFARI databéazi nenachazi, ale je zaznamenan v databazi SysNDD, odborné databazi
shromazd’ujici informace o vztazich mezi geny a NP, primarn¢ zamétené na PI geny

(https://sysndd.dbmr.unibe.ch/). MTTR je zde asociovan s homocysteinurii se zdvaznymi

az smrtelnym klinickymi symptomy vcetné béZného vyskytu opozdéného vyvoje. Gen
Gkl umoziuje aktivitu glycerol kinazy. Lidsky ortolog GK koduje protein hrajici roli
v metabolismu glycerolu. Nedostatek glycerol kindzy je v databazi SysNDD zaznamenan
ve spojitosti s opozdénym vyvojem a PI u déti. Gen Gale koduje enzym piispivajici ke
katabolismu galaktdzy a hemopoéze larvalnich lymfatickych Zlaz. Lidsky ortolog GALE
koéduje UDP-galaktozu-4-empirazu a jeho deficit je podle SysNDD databaze spojen
mimo jiné klinické pfiznaky i1 s opoZzdénym fyzickym a kognitivnim vyvojem a
poruchami uceni. Gen Galt koduje enzym, ktery prispiva k homeostize galaktozy a
lokomoci dospélcti. Lidsky ortolog GALT katalyzuje druhy krok Leloirovy drahy
fatalni pro novorozence, pokud nedojde k navozeni bezlaktézové diety. V databazi
SysNDD jsou s galaktosémii zaznamenany klinické pfiznaky jako problémy s feci,
kognitivni poruchy ¢i PI (>40 %). Gen Cbs koduje enzym podilejici se na reakci
endoplazmatického retikula (ER) na stres. Lidsky ortolog CBS katalyzuje preménu
homocysteinu na cystathionin. Defekty tohoto genu mohou zplisobit nedostatek
cystathionin beta-syntdzy, coz muze vést k homocystinurii, kterd je podle SysNDD

asociovdna mimo jiné sopozdénim ve vyvoji a PI. Gen PEK kdduje kinazu
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transmembrany ER a komponenty Ucastnici se stresové odpovédi. Piedpoklada se, ze
lidsky ortolog EIF2AK3 koduje protein modulujici funkci mitochondrii. Mutace genu
EIF2K3 jsou spojeny s Wolcott-Rallisonovym syndromem doprovazenym jaterni
dysfunkeci, u n€kterych pacientii jsou zaznamenany PI nebo opozdény vyvoj (SysNDD).
Predpoklada se, ze gen Algl se podili na glykosylaci proteinti, jeho aktivita je
zaznamenana v ER. Lidsky ortolog ALGI koduje enzym katalyzujici prvni krok
v biosyntéze oligosacharidi vazanych na lipidy. Mutace ALG1 vedou k vrozené poruse
glykosylace. V databazi SysNDD je zaznam o 4 postizenych jedincich, kteti vykazovali
mimo jiné zavazné opozdeéni vyvoje, hypotonii, kardiomyopatii ¢i imunodeficit, u 2
jedincl zaznamenana mozkova atrofie. Gen Scu koduje mitochondrialni protein, ktery je
soucasti komplexu k Stépeni mitochondrialni tRNA. Lidsky ortolog HSD17B10 kéduje
mitochondrialni protein katalyzujici oxidaci mastnych kyselin a steroidti a podili se na
maturaci tRNA. Aktivita tohoto proteinu byla zaznamenana pti vzniku Alzheimerovy
choroby. SysNDD se zmifluje o ~30 pacientech s dédi¢nymi nebo de novo mutacemi
tohoto genu spojenymi s rysy jako ztrata zraku/sluchu, metabolickd/mlécnd acidoza
vyvojova regrese a neurodegenerace, PI, heterozygotni Zeny vykazuji neprogresivni
opozdéni vyvoje a PI, ale mohou byt i asymptomatické. Gen CG6287 je exprimovan
v hlavé, srdci a organismu dospélce a predpoklada se, ze umoznuje aktivitu fosfoglycerat
hydrogenézy. Lidsky ortolog PHGDH koéduje enzym podilejici se na syntéze L-serinu a
podili se na Neulaxova 1 syndromu, poruse metabolismu aminokyselin a nedostatku
fosfoglycerat dehydrogenazy (SysNDD). Mutace genu jsou spojeny mimo jiné

s vrozenou mikrocefalii a psychomotorickou retardaci.

Pro experimenty s t€émito geny bylo mym tkolem vytvofit novou linii s crg-Gal4
pro manipulaci gend v imunitni tkéni, aby obsahovala inzerci GMR-wIR pro bilou barvu
o¢i. Podafilo se mi zkiizit linie podle navrzeného schématu (Obr. 3) a vytvofit tento
pozadovany genotyp. Pfitomnost Gal/4 driveru jsem potvrdila zkiiZzenim s liniemi
nesoucimi GFP a mCherry (Tab. 3). Pozorovala jsem, Ze muSky nesouci Gal/4 protein
pod fluorescenénim mikroskopem emitovaly zelené nebo cervené svétlo (Obr. 22, 23).
Nové€ vytvofend linie pfedtim, nez jsem ji stihla pouzit pro dal$i experimenty, byla
v inkubdtoru, ne moji vinnou, kontaminovana. Kvili experimentiim bylo potieba rychle
pouzit novy driver. Dostala jsem linii w+,; Hml-Gal4, 2xGMR-wIR-1/3-172/1, ktera byla

vybrana v zavislosti na jinych experimentech.
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Obr. 22: Fotografie dospélce a larvy pod fluorescenénim mikroskopem po zkiiZeni linie 9461: w8 GMR-wIR-
3/2-25/1/CyO; crq-Gal4/TM6, Ubx s GFP. Potvrzeni piitomnosti Gal4.

Obr. 23 Fotografie dospélee a larvy pod fluorescenénim mikroskopem po zkfizeni linie 9461: w''’8; GMR-wIR-
3/2-25/1/Cy0O; crq-Gal4/TM6, Ubx s mCherry Potvrzeni piitomnosti Gal4.

Poskytnutou linii s aktivaénim proteinem Gal4 za promotorem hemolektinu jsem
pouzila na zkfizeni s RNAIi liniemi proti dvanacti vybranym gentim (Tab. 4). Ve vétSiné
ptipadd Slo o manipulaci knockdownem pomoci RNA interference, kromé gent Ras a
Csw, kde naopak bylo docileno overexprese daného genu (Tab. 6). Promotor Hm!/
(hemolektin) je promotor genu, ktery je exprimovany v hemocytech neboli imunitnich
buitkdch hmyzu. Umozniuje ndm tak manipulovat s témito geny praveé v imunitni tkani a

sledovat diisledky manipulace na kognitivni funkei.
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Lidsky Gen Typ RNAI linie | RNAi linie | RNAI linie
ortolog Drosophily | manipulace | GD stock | KK stock | TriP stock
m.

kontrola - - 2055 2056 1498
EHMTI GYa RNAI 9427 9423 -
KRAS/HRAS Ras Overexprese 9252 - -
PTPNI1 Csw Overexprese 9260 - -
MTRR CG14882 RNAI 9405 9436 -
GK Gkl RNAI 9419 9437 -
GALE Gale RNAI 9421 - -
GALT Galt RNAI - 9469 9467
CBS Cbs RNAI - 9434 -
EIF24K3 PEK RNAI 9429 9407 -
ALGI Algl RNAI 9431 - -
HSDI17B10 Scu RNAI 9435 - -
PHGDH CG6287 RNAI 9441 - -

Tab. 6: 12 zkoumanych genti. Nazvy lidskych ortologi, drozofili geny, typ manipulace, pouzité RNAI linie.

Zktizené linie jsem otestovala na habituaci pomoci ptistroje Zantiks. Na obrazku

24, 25 a 26 jsou zaznamenany vysledky méfeni, a to pouze formou poctii skokant pro tii

dny méfeni pro dané genetické pozadi. V grafu jsou vzdy ukazané tfi poéty skokanti pro

tf1 nezdvisld méfeni. Prvnimi tfemi sloupecky jsou pocty skokanti kontrolnich linii, které

by byly pouzity k porovnani pfipadného rozdilu v habituaci. Tti grafy ukazuji tfi rGzné

RNAIi knihovny, ze kterych byly RNAi zvoleny v zavislosti na genetickém pozadi daného
genu. Jedna se o VDRC knihovny GD a KK a BDSC knihovnu TRiP. Habituaci jsem

zméfila, av§ak kvili nedostatku skokovych odpovédi vétSiny linii nelze vliv na habituaci

vyhodnotit. Jediné, co lze potvrdit je, Ze i s pfitomnosti Hml-Gal4 v genotypu dochazi

ke skokovym odpovédim, ackoliv ne 100 %.
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Obr. 24: Souhrnny graf poctu skokant z GD linii pro testované geny a kontroly. Tii sloupecky ke kazdé linii znaci
nezavisla testovani béhem tfi dnt.
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5 Diskuse

Neurovyvojové poruchy (NP) jako jsou poruchy autistické spektra nebo poruchy
intelektu maji vyznamny negativni vliv na vyvoj a funkci mozku a nervového systému.
Ackoliv pod pojem NP spada Siroké Skala onemocnéni véetné ADHD, poruch chovéani,
poruch zraku a sluchu, détskd mozkova obrna ¢i epilepsie, ja se ve své praci zaméiuji na
geny asociované s poruchami autistického spektra (PAS) a poruchami intelektu (PI)
(Cobb & Davies 2013, Niemi et al., 2018). Pacienti s PAS/PI maji porusené¢ normalni
fungovani kognitivnich funkci. Diky kognitivnim funkcim dokazeme objektivné vnimat
a vyhodnocovat kazdodenni situace. S pomoci kognice jsme schopni na okolnosti
adekvatné reagovat a fesit je. Lidé s PAS/PI mohou tyto schopnosti ztracet, a navic ¢asto
trpi potizemi s motorikou, fe¢i, paméti nebo ucenim. Posledni dvé jmenované jsou
pfikladem vysSich kognitivnich funkci. PAS se vyskytuji s frekvenci 1-2 %
diagnostikovanych NP a PI postihuje 0,9 — 3,7 % celosvétové populace. PAS, jak uz sém
nazev vypovida, se poji s Sirokou Skalou fenotypovych projevi, av§ak doprovodnym
spole¢nym fenoménem byva porucha senzorického zpracovani a neadekvatni odpovidani
na podnéty, at’ uz jde o pfehnanou ¢i nedostatecnou reakcei (Sinclair et al., 2017). Pro PI
jsou typické poruchy adaptivnich funkci a uc¢eni (Simonoft, 2018). Pro diagnostiku PI se
obvykle uvadi hranice IQ <70. PAS a PI se ¢asto prekryvaji, az 70-75 % pacientt s PAS
socialnim a adaptivnim chovanim (Matson & Shoemaker, 2009; Spencer et al., 2006,
Etyemez et al., 2022). Fenotyp pacientil s PAS a PI je ovlivnén fadou genetickych 1
negenetickych faktorii a nelze tedy nalézt jeden obecné platny fenotyp pro vSechny
pacienty. Mezi moZzné genetické piiciny patfi chromozomalni pfestavby, zmény poctu
kopii vétSich useklt DNA, monogenetické mutace, bodové mutace, ¢i inserce a delece
v jednotlivych genech (Parenti et al., 2020). Genetické mutace spojené s PAS a PI jsou
riznorodé stejn¢ jako jejich dopad na molekularni drahy komplikovany moznosti
zapojeni geni do vice drah najednou. Diagnostika a lécba se tak stava velmi
komplikovanou a komplexni zaleZitosti, ke které je tfeba stale vézt vyzkumy za ticelem

porozuméni jednotlivych procesi pro zlepSeni diagnostiky a 1écby.

Predmétem mého vyzkumu je jeden z procesi kognitivnich funkci a dopad
genetickych mutaci na jeho fungovani. Timto mechanismem je habituace, zdkladni forma
uceni vznikajici uz pted narozenim jedince (Leader et al., 1982; Morokuma et al., 2004).
Tento nejjednodussi kognitivni proces je dilezity pro spravné fungovani jedince
v prostiedi, protoze diky nému je schopny rozhodnout, které informace z prostiedi jsou
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zasadni a zbytek dokédze odfiltrovat. Habituace je tedy proces, pii kterém dochézi
k snizené citlivosti na stale se opakujici a nedtlezité podnéty a snizend reakce neni
zpisobena inavou organismu ani adaptaci smyslovych organt. Habituace je adaptace
behavioralni odpovédi snizenim aktivity ptislusnych neuronélnich drah na zaklad¢ jejich
opakované stimulace (Rankin et al., 2009). Pravé deficit v habituaci byl potvrzen v fadé
NP vcetné PAS a PI jako jeden z pfispivajicich mechanismi komplexniho onemocnéni

(McDiarmid et al., 2017).

Vyzkum habituace otevira cestu k pochopeni pfi¢in a procest, které stoji za
poruchami jako je PAS a PI. Identifikace genii spojenych s habituaci a ptipadné jejich
deficitem miize ptispét k lepSimu pochopeni molekularnich mechanismi a drah, které
ovliviuji kognitivni dysfunkci u téchto neurovyvojovych poruch a miize vést k dalSimu
porozuméni tak komplexniho problému jakymi PAS a PI jsou, zdroven mlize pochopeni
napomoci Vv diagnostice a 1écbé&. Vmém vyzkumu se zabyvam dvéma novymi
potencidlnimi geny XPO1I a USP34, jejichz mutace byly nalezeny u jedincti s PI a mohou
tak byt jednim z monogennich faktorti vzniku téchto poruch. Vyzkum probihal na

ortolognich genech drozofily, embargoed (emb) a puffyeye (puf).

Oba ortologni geny XPOI a emb kéduji proteiny, které jsou zapojené do regulace
transportu proteintl skrz jadernou membranu a jsou dulezité pro fizeni procesti genové
exprese a bunécné signalizace. Pro ovéteni role genu XPO! v kognitivni (dys)funkci jsem
provedla snizeni exprese ortologu emb v nervové tkani pomoci RNAi, nasledné jsem
otestovala efekt manipulace na habituaci, a nakonec jsem molekularné ovéfila efektivitu

RNAI.

Pro sniZeni exprese byl pouzit GABAergni promotor GadI-Gal4 pro knockdown
pouze v GABAergnich inhibi¢nich neuronech. Jedna se o promotor genu Glutamic acid
decarboxylase 1 katalyzujici dekarboxylaci kyseliny glutdimové na kyselinu gama-
aminomaselnou, kterd je hlavnim inhibi¢nim neurotransmiterem v centralnim nervovém
systému savct 1 drozofily. Po isp&$né manipulaci genu pomoci kiiZeni pottebnych linii,
které byly obstarané z drozofilich center, jsem muSky testovala na habituaci. Jedna se o
tzv. ,,light-off** jump habituaci, pii které jsou jedinci vystaveni pravidelnému zhasinani
svétla, které vyvola unikovou dopovéd’, kterou je zde skok. Pokud habituace normalné
funguje, dochazi postupné k utlumu reakce na opakované vypinani svétla a postupnému
sniZeni intenzity jejich skokové odpovédi. Naopak, u musek s poruchou v habituaci toto

snizeni bud’ nenastava viibec, nebo k nému dochazi az po vétSim poctu opakovanych
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stimulti. Mnoho gent, které jsou spojené s PAS a PI ma narusenou ,,light-off* jump
habituaci, proto je studium tohoto jevu dobrym nastrojem pro zkoumani dopadu téchto

genu na kognitivni dysfunkci (Fenckova et al., 2019).

Pro spravné vyhodnoceni habituace je nutné, aby béhem aby béhem prvnich 5
zhasnuti (light off stimuli) odpovédéla skokem alespoii minimaln¢ polovina z
testovanych much. Habituace se vyhodnocuje na zakladé¢ dvou kritérii. ,,No-jump
criterion®, které je splnéné, pokud u drozofily nedojde ke skokové odpovédi v péti po
sob¢ jdoucich stimulech. Dal§im kritériem je hodnota ,,trials to criterion” (TTC), tedy
pocet stimulii pfed dosazenim ,,no-jump criterion“. TTC tedy udava pocet stimult které
dana moucha potfebovala k dosazeni habituace. Hodnoty TTC pro vSechny mouchy z
jedné sady se zpruméruji a podil mezi TTC manipulovanych much a TTC kontrolnich

much udava rozdil v habituaci.

M¢éteni bylo zopakovano tiikrat ve tfech dnech, vzdy snovou sadou 24
mutantnich a kontrolnich jedinci. Prvni den vysel test prikazné na hladin¢ hodnoty
P=0,003, ale kontrolni linie nespliiovala kritérium, aby béhem aby béhem prvnich 5
zhasnuti odpovédéla skokem alesponn minimalné polovina. Druhé ani tieti méfeni
nepiineslo zlepSeni. Kvili Spatnym vysledkiim jsem experiment zopakovala a pro
opakovany experiment jsem pouzila novy alikvot kontrolnich drozofil, aby byla
eliminovana piipadna chyba ve skupin€ kontrolnich drozofil. Zména byla i v podminkach
ktiZeni, drozofily byly testovany jak po ponechani v inkubatoru pii 25 °C, stejné jak pfi
predeslém meéteni, tak po ponechani v pokojové teploté. Kvili Spatnym reakcim
kontrolni linie bylo méfeni opakovano jen dvakrat, ale Zadné nevykézalo vyznamny

vysledek.

Na pocet skokovych odpovédi neméla vliv zména sady musek, ze které byli
jedinci testovani ani rozdilnd teplota b&éhem vyvoje. Nebylo mozné vyhodnotit, zda
GABA knockdown genu emb ma vliv na habituaci. Pro¢ musky neskdkaly nelze
jednoznacné urcit. Kontrolni sada pouZitd na toto méfeni, je sada, kterd je b&zné
pouzivana a ovéfena jinymi experimenty. Nicméng¢ je pravda, Ze jejich skokové odpovédi
se vétSinou pohybuji okolo 50 %, tedy tésn¢ nad hranici pottebné odpovedi. Problém tedy
muze byt genetickém pozadi, a linie s timto genetickym pozadi by v pfiStich genetickych
experimentech mély byt nahrazeny liniemi s jinym pozadim, napiiklad VDRC GD nebo
KK, jez vykazovaly lepsi skokovou odpovéd’ (Obr. 14,17). Dalsich faktori, kterymi jsou

skokové odpovédi ovlivnény je celd fada, od pocasi, tlaku, vlhkosti, ktery zrovna den
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méfeni panuji az po celkovy stav testované musky, ktery mtize byt rozdilny v zavislosti
na dalSich faktorech. VySe zminény uspéSny experiment potvrdil vyznamnou roli
manipulovaného genu emb v deficitu habituace. Kombinované vysledky z tfech méteni
pfinesly signifikantni rozdil (P=0,000) mezi hodnotami TTC. Kontrolni musky se
pramérné¢ habituovaly béhem hodnoty TTC=3,28, zatimco mutantni az bchem
TTC=13,58. Jedinct skdkalo 51 mutantnich a 37 kontrolnich z celkového poctu 72. Toto

méieni potvrdilo deficit v habituaci pro RNA1 genu emb.

Pro molekularni ovéfeni vyznamnosti RNAi manipulace byly pouzity larvy
z panneuronalniho knockdownu. qPCR ukézala, Ze pii vSeobecném knockdownu s act-
Gal4 driverem dojde k snizeni exprese u emb-RNAi-1 o 86 % (P=0,000) a u emb-RNAi-
2075 % (P=0,000) (Obr. 12, 13).

Experimenty potvrdily hypotézu, Ze gen XPOI, respektive jeho drozofili ortolog
emb hraje vyznamnou roli v kognitivni funkci habituace. Inhibice GABA knockdownem
sice nepfinesla dobré vysledky, ale deficit v habituaci byl potvrzen piedeSlym
experimentem. Panneurondlni knockdown zptisobil zpozdéni ve vyvoji a brzkou letalitu
dospélct (Fenckova, nepublikovdno), coz naznacuje vysokou vyznamnost genu emb
v spravném fungovani jedince. To, Ze jsou tyto rysy zptisobené RNAi manipulaci genu
emb bylo podpoteno molekuldrné pomoci qPCR, kterym byla potvrzena snizena exprese

tohoto genu u larev sesbiranych z panneurondlniho kiiZeni.

Druhym zkoumanym pro habituaci potencidlné dileZitym genem byl gen USP34.
Jeho mutace byly nalezené u jedinct s PI a mtze tak byt jednim z monogennich faktorti
téchto poruch. Vyzkum probihal na ortolognim drozofilim genu puf (puffyeye). Oba geny
jak lidsky USP34, tak orotologni drozofili gen puffyeye koduji proteiny, které patii do
rodiny deubiquitindz, enzymi odstranujici ubikvitin z proteind. Timto zptisobem se
podili na regulaci riznych bunéénych procesii, v¢etné rozpadii proteind, signalizaci a
regulaci bunécného cyklu a predpokladad se, Ze maji vyznamnou funkci 1 v regulaci
transkripce. Pro ovéfeni role genu USP34 v kognitivni (dys)funkci jsem provedla sniZeni
exprese drozofiliho ortologu puf v nervové tkani pomoci RNA1, nasledné jsem otestovala

efekt manipulace na habituaci, a nakonec jsem molekularné ovéfila efektivitu RNA..

Testovala jsem vliv panneurondlni knockdownu genu puf. Pro panneuronélni
knockdown byl vyuzit promotor elav pro aktivacni protein Gal4 pro snizeni exprese genu
emb ve vSech neuronech. Elav-Gal4 vyuzivad promotor pro gen embryonic lethal
abnormal vision (elav), jehoz produktem je RNA vazebny protein, ktery fidi rizné
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procesy v nervovych bunkach, naptiklad riist axont a tvorbu synapsi. Pro panneurondlni

knockdown byly pouzité dvé RNAI linie (puf-RNAi-1, puf-RNAi-2)

Prvni experiment s puf-RNAi-1 ptinesl dobré skokové odpovédi a moznost
porovnat kontrolni linie s mutantnimi pro zkoumani rozdilu v habituaci. Prvni méteni
vyslo signifikantné na hladin¢ pravdépodobnosti P=0,000. Kontrolni drozofily se
primérné habituovaly béhem 16. podnétu (TTC=16,03), zatimco mutantni drozofily az
béhem 55. podnétu (TTC=55,09). Druhé meéfeni experimentu vysSlo signifikantné
(P=0,000) s 100 % uspesnosti skokovych odpovedi. TTC obou linii vyslo velmi podobé
jako u prvniho méfeni. Deficit v habituaci byl potvrzen u obou meéteni. Treti méteni 1

ptes dobré skokové odpoveédi nevyslo prikazné (P=0,222).

Dalsi RNAI linii pouzitou pro testovani panneuronéalniho knockdownu puf'a jeho
efektu na habituaci byla puf-RNAi-2. V tomto experimentu byla Gspé$nost skokovych
odpovédi ve vSech opakovani pro mutantni linie 100 %, zatimco pro kontrolni linie to
byla vzdy alesponl potiebna polovina. VSechna tfi méfeni vysla prikazné (P=0,000).
Prvni den primérné TTC hodnoty vySly pro kontrolni drozofily TTC=9,37 a pro mutantni
TTC=89,44. Druhy den se kontrolni musky habituovaly primémé kolem 4. podnétu
(TTC=3,59) a mutantni kolem 69. podnétu (TTC=68,97). Primérné TTC hodnoty pro
posledni opakovani byly pro kontrolni linii TTC=8,47 a pro mutantni TTC=74,28. Na
primérnych hodnotach mizeme vidét rozdil v habituaci a potvrdit tak habituacni deficit

pfi panneurondlnim knockdownu genu puf.

Pro molekularni ovéfeni vyznamnosti RNAi1 manipulace byly pouzity larvy
z panneuronalniho knockdownu. qPCR ukazala, Ze pfi vS§eobecném knockdownu s act-
Gal4 driverem dojde k sniZeni exprese u puf-RNAi-1 o 54 % (P=0,003) a u puf~RNAi-2 o
49 % (P=0,019) (Obr. 20, 21).

Experimenty potvrdily hypotézu, Ze gen USP34, respektive jeho drozofili ortolog
puf hraje vyznamnou roli v kognitivni funkci habituace. To, Ze je fenotyp zpiisoben RNAi
manipulaci genu puf bylo podpofeno molekularné pomoci qPCR, kterym byla potvrzena

sniZzend exprese tohoto genu u larev sesbiranych z panneuronélniho kiiZeni.

S PAS a PI se mimo deficitu v habituaci a dalSich ptiznaka poji 1 Casty vyskyt
obezity a imunitnich problémt. To muze pfispivat ke kognitivni dysfunkci. Nicméng,
pfesny mechanismus tohoto vlivu neni znam. Mym ukolem bylo zjistit, zda ortology
vybranych gentl, jejichz mutace zplisobuji monogenni PI/PAS syndromy se zvysenym

vyskytem obezity a sni spojenych imunitnich problémi mohou ovlivnit kognitivni
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funkci v habituaci, pokud jsou manipulovany pouze v imunitni tkani, tedy mimo tkan
nervovou. Pracovala jsem s ortology 12 gend, jejichz exprese se v imunitni tkdni béhem
jeji aktivace zvysuje (Fenckova, nepublikovano) a da se tedy predpokladat, ze budou pro
jeji funkci dilezité. Dil¢imi cili bylo pfipravit drozofili linii pro manipulaci PAS/PI i
imunitni tkani, aby byla vhodna pro studium habituace a pouzit tuto linii k manipulaci
s expresi genti implikovanych v PAS/PI v imunitni tkani a otestovat efekt na kognitivni
funkci v habituaci. Drozofili ortology téchto dvanacti lidskych genti jsou exprimovany
v imunitni tkani, kterd se pii infekci zvySuje a zaroven jsou u pacienti s PAS/PI
asociované s nekterym ztéchto pfiznakii: obezita, metabolické, endokrinni ¢i

imunologické abnormality.

Jako prvni krok se mi podafilo vytvofit novou linii pro habituacni experimenty
s genotypem w8, GMR-wIR-3/2-25/1/Cy0O; crq-Gal4/TM6,Ubx. GMR-wIR je inzerci
pro bilé¢ zbarveni oci, které je optimalni pro dobré skokové odpovédi. Gal4 aktivaéni
protein je exprimovan pod promotorem crq, ktery je exprimovan v imunitnich buinikach
— hemocytech hmyzu. Pfitomnost driveru Gal4 jsem potvrdila zkiizenim s GFP a
mCherry proteinem, kdy bylo moZno po zkiizeni pozorovat pod fluorescen¢nim
mikroskopem emitované zelené a Cervené svétlo. Tato linie byla pfed uskutecnénim
dalsich experimenti kontaminovana v inkubatoru. Kvili ¢asové naro¢nosti piipadného
opakovaného kiizeni mi byla v zavislosti 1 na jiné experimenty poskytnuta jina linie
s promotorem hemolektinu s genotypem w+,; Hml-Gal4; 2xGMR-wIR-1/3-172/1, kterou
jsem pouzila pro zkiiZeni s 12 geny. ZktiZené linie jsem testovala na habituaci. Habituace
u téchto genl nebyla vyhodnocena, protoze nedoSlo k dostateénym skokovym
odpovédim linii. Pro¢ k tomu doslo neni jasné a existuje né€kolik moznosti. Na chovani
organismu drozofily miize mit vliv i pfitomnost samotného Gal4 driveru. Zakladnim
ptedpokladem je, Ze Gal4 je sdm o sob¢€ v drozofile inaktivni, ale mize byt exprimovan
pod promotorem. Kramer & Staveley (2003) ve své studii popisuji, Ze exprese Gal4
driveru ve vyvijejicim oku drozofily méla vliv na jeho morfologii, coz znaci, Ze
v nékterych ptipadech zména stavby nebo v naSem ptipad¢ chovani miize byt zptisobeno
pouhou piitomnosti Gal4 driveru. Dal§i moZznosti, pro¢ drozofily Spatné odpovidaly by
mohla byt pfitomnost driver linie w+; Hml-Gal4; 2xGMR-wIR-1/3-172/1, ktera vznikla
vykfiZzenim jinych linii a mohlo vzniknout nevhodné genetické pozadi nebo genetické
pozadi se sekundarnimi mutacemi. Re§enim v tomto piipadé by mohlo byt zkusit ziskat
driver linii jinym vyktizenim. Také je mozné, Ze promotor hemolektinu neni vhodny,

ackoliv drozofily stimto promotorem skacou i kdyz ne 100 %. Pro opakovani
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experimentu by mohlo byt dobré zkusit znovu ziskat ptivodné¢ zamyslenou driver linii
w18 GMR-wIR-3/2-25/1/CyO; crq-Gal4/TM6,Ubx a zkusit, zda by v takovém piipadé
byly skokové odpovédi Castéjsi. Nelze ani vyloucit faktory prostiedi — tedy pocasi, tlak
atd.
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6 Zavér

Prvnim cilem bylo ovéfit roli novych kandidatnich PI geni XPOI a USP34,
respektive jejich drozofilich ortologii emb a puf v kognitivni (dys)funkci. Experimenty
potvrdily hypotézu, ze tyto geny hraji vyznamnou roli v kognitivni funkci v habituaci. U
genu emb byl jiz deficit v habituaci po knockdownu znam z dat mé Skolitelky. Tato prace
potvrdila i efektivitu RNAi knockdownu molekularné skrze qPCR. U genu puf piinesl
panneuronalni knockdown dobré skokové odpovédi a potvrdil jeho vyznamnost

v kognitivni funkci, manipulace byly uspésné ovérené molekularné qPCR.

Druhym cilem bylo vytvofit novou drozofili linii pro manipulaci 12 genti implikovanych
v PI/PAS v imunitni tkani a ovéfit efekt manipulace exprese na kognitivni funkci
v habituaci. Pivodné zamyslena linie, kterd byla pro manipulace vytvofend byla
kontaminovéana v inkubatoru, proto byla poskytnu linie s Hml-Gal4 aktivaénim
proteinem exprimovanym v hemocytech. Po manipulaci geni drozofily nedosahovaly

dostate¢nych skokovych odpovédi a habituace nebyla vyhodnocena.
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8 Prilohy

Priloha 1: Konsenzuilni sekvence k genu emb (Emb F1,R1) ziskani z FlyBase

(FB2024 01).

TGGAATCGGTAAAAGgtaagcttgatatgtgaattacatgttcatgattgttaattaattacacactgegtecteget

ggcgegttttgaaaagctaagaaaatttgggaaatgecgecgeagtettgtcgeatttgeggeggegatgegttegectgtge

cagtgtgtgcgtatgtgtggtotgccgagegcettgtatgtgtgcgagtgcgaaaaagtgtagegegegecaggeaacagegtg
cgcttgtagttgtgtgttccaaaaaaatgaaacaagaaaacaaaaaagaaatatggttgcctgtcgacaggegtaaaagtacg

caatatgtataaccaacggtcttatttccacagCTTCAGGTCCAGTCCCGGCACCAGATCCAGAT

CCCGATCCAGATCGAGAGTCGCCGCTCCTCACCGTCATCATAGTGCGAAGAA
GAAGAAGCTGAAGCAGAAGCCGCCGCGCACTTTCGATAAATAAAGTGGAAA
AAAAAAACAGCAAAAACAAGAAATCCAAAGGGAA

Priloha 2: Konsenzuilni sekvence k genu puf (Usp F4,R4) ziskana z FlyBase
(FB2024_01).

ACATGTACTACATGGGTCAACAATTGCGCCTGGAGAAGGAGTTCGTTTCACA
GTGTATGGAAAACCTAGTTCAAGCGGCCACGGCTTTGGAAAGgtgagttgaaataaat
aattgtcctttttcattatttttctatttctgtattctttcagCATCGATGA
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Priloha 3: Hodnoty TTC pro 3 méfeni habituace po GABA knockdownu genu

embargoed (Gadl-Gal4>emb-RNAi-1).
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Mean TTC

Priloha 4: Hodnoty TTC pro 2 opakovana méfeni habituace po GABA knockdownu
genu embargoed (Gadl-Gal4>emb-RNAi-1).
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Priloha 5: qPCR emb-RNAi-1

68

emb Fw1 + Revl Rp49 ACt
Ctrl 24,32 20,21 emb - Rp49
24,56 24,43 20,21 20,16 Ctrl 4,28
24,42 20,05 4,68
Ctrl 23,82 19,45 466
24,05 24,14 19,49 19,46 4,58
24,56 19,44 4,38
Ctrl 23,79 19,36 RNAi 7,38
24,01 24,02 19,36 19,37 7,42
24,27 19,38 7,42
Ctrl 23,72 19,09 7,50
23,66 23,65 19,13 19,06 7,07
23,56 18,97
Ctrl 23,62 19,24
23,7 2366 1927 19,28 kalibragni hodnota
23,66 19,33 4516
RNAi 25,32 17,83
25,33 25,49 18,36 18,12
25,83 18,16
RNAI
25,28 17,86
25,28 17,86
RNAI 25,21 17,7
25,16 25,14 17,77 17,73
25,06 17,71
RNAi 25,17 17,55
25,19 25,17 17,76 17,67
25,15 17,71
RNAI 25,02 18,09
24,89 25,02 17,84 17,95
25,14 17,92
AACt 27-AACt
Ctrl -0,24 Ctrl 1,18
0,17 0,89
0,14 091
0,07 0,95
-0,14 1,10
RNAI 2,86 RNAI 0,14
2,90 0,13
2,90 0,13
2,98 0,13
2,55 0,17




Priloha 6: qPCR emb-RNAi-2

ACt

embl - Rp49

Ctrl

5,58
5,77
5,88

RNAi

7,64
7,82
7,74

emb Fw1 + Revl Rp49
Ctrl 26,17 20,7
26,17 26,19 20,5 20,62
26,24 20,65
Ctrl 25,51 19,9
25,98 25,77 20,02 20
25,82 20,08
Ctrl 26,05 19,97
25,5 25,78 20,05 19,9
25,79 19,69
RNAi 28,04 20,19
28,1 27,99 20,51 20,35
27,84 20,36
RNAi 28,34 20,63
28,09 28,31 20,34 20,49
28,51 20,51
RNAi 27,71 20,14
28,1 27,91 20,12 20,17
27,91 20,25
AACt 2N-AACt
Ctrl -0,16 Ctrl 1,121
0,03 0,98
0,14 0,91
RNAI 1,9 RNAI 0,268
2,08 0,237
2 0,251

69

Kalibra¢ni hodnota

5,74




P#iloha 7: qPCR puf-RNAi-1

usp Fwl + Revl Polr2A actin ACt
Ctrl 26,67 25,40 18,68 usp-actin usp - Polr2A
26,97 26,78 25,36 25,38 18,97 18,83| [ctrl 7,95 1,41
26,71 25,37 18,85 Ctrl 9,08 173
Ctrl 27,98 26,16 18,91 Ctrl 859 175
28,03 27,97 26,16 26,23 18,75 18,88 oA 931 234
27,89 26,38 18,99 RNAi 0,67 297
Ctrl 28,07 26,47 19,70 -
28,08 28,12 26,34 26,37 19,46 19,53 RNAi 9,64 2,66
28,20 26,29 19,43
RNAI 29,52 27,28 20,25
29,73 29,59 27,32 27,25 20,24 20,28
29,52 27,14 20,34 kalibraéni hodnoty
RNAi 28,19 25,02 18,68 8,84 1,63
28 28,17 25,16 25,2 18,44 18,5
28,33 25,42 18,39
RNAI 28,29 25,57 18,61
28,52 28,37 26,09 25,71 18,60 18,74
28,31 25,47 19
AACt 27-AACt
usp-actin usp - Polr2A usp-actin usp - Polr2A
Ctrl -0,89 -0,22| [Ctrl 1,847 1,167
Ctrl 0,25 0,1| |Ctrl 0,842 0,931
Ctrl -0,25 0,12 [Ctrl 1,188 0,92
RNAi 0,48 0,71] |RNAI 0,718 0,61
RNAi 0,83 1,34| [RNAi 0,561 0,394
RNAI 0,8 1,03| |RNAI 0,574 0,489
Priloha 8: qPCR puf-RNAi-2
usp Fwl + Revl Polr2A actin ACt
Ctrl 29,22 26,88 19,69 usp - actin |usp-Polr2A
29,15 29,16 26,66 26,79 19,88 1977 [cen 9,39 237
29,11 26,82 19,74 10,03 2,68
Ctrl 29,44 26,74 19,45 969 181
29,16 29,32 26,5 26,63 19,18 19,28 - . .
29,35 26,66 19,22 RNAI 10,54 35
Ctrl 29,25 273 19,37 10,58 2,63
2906 2912 2732 2732| 1947 1943 8,88 1,69
29,06 27,33 19,46
RNA 3138 2781 20,61 Kalibra¢ni hodnoty
31,52 31,4 27,91 27,9 20,75 20,86 9,7 2,53
31,3 27,98 21,22
RNAi 29,66 27 19,32
29,93 29,66 27,05 27,03 19,01 19,08
29,39 27,03 18,91
RNAi 31,21 28,62 21,6
30,27 30,51 28,76 28,82 21,57 21,63
30,75 29,07 21,73
AACt 2A-AACt
Ctrl -0,31 -0,16 Ctrl 1,244 1,113
0,33 0,16 0,796 0,898
-0,01 -0,72 1,01 1,649
RNA 0,84 0,97 NA 0.56 051
0,88 0.1 0,545 0,93
-0,83 -0,84
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