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1. Uvod

1.1 Habituace

Organismy vcetné lidi museji byt schopny vybirat z okolniho prostiedi hlavné dualezit¢ a
potiebné informace k jejich existenci. K tfidéni informaci existuje proces habituace. Habituace
je vSudyptitomny a behavioralné konzervovany proces uceni, ktery je fizeny mozkem a podili
se na filtrovani irelevantnich podnétti. Habituace je snizovani reakci na podnéty, které se
pravideln€ opakuji, nejsou diilezité ani nebezpecné a jsou tedy pro organismus zcela bézné. V
idedlnim piipadé¢ beéhem habituace dochézi ke snizovani reakénich odezev na takovéto
podnéty. Zmenseni reakénich odezev nesouvisi se senzorickou adaptaci ani motorickou
unavou. Jednd se o adaptaci na zaklad¢ predchozi zkuSenosti. Spravny proces habituace
rozlisenim novych podmét v jinak znamém prostiedi (Ramaswami, 2014; Barron et al.,
2017).

1.2 Habituace a neurodevelopmentalni poruchy

Zdravi jedinci umi dobie ignorovat opakujici se, znamé, predvidatelné a nediileZité informace.
Jedinci s neurodevelopmentalnim onemocnénim (zkratka NDD, z angl. neurodevelopmental
disorders) maji piesné s takovymi vécmi problém, habituace u nich probiha abnormalné
(McDiarmid et al., 2017; Blok et al., 2022). Nespravné fungujici habituace je projevem vice
etiologicky odlisnych poruch nervové soustavy (Blok et al., 2022). V této bakalaiské praci se
zamé&fuji pouze na neurodevelopmentalni poruchy, konkrétné poruchu intelektu a poruchu
autistického spektra. Existuji mezi nimi podobnosti V nékterych genech a molekularnich
drahach naznacujici spole¢ny puvod (Aspromonte et al., 2020). Ten by mohl vysvétlovat
soucasny vyskyt téchto poruch, ktery je asi v 30 % (historicky az 70 %) (Lyall et al., 2017).

1.2.1 Porucha intelektu (PI)

Porucha intelektu (PI), v angli¢tin€ Intellectual disability (ID) postihuje 1-3 % jedinci na svété
(Maiaetal., 2021). Podle (Katz & Lazcano-Ponce, 2008) se projevuje absenci schopnosti fesit

problémy, logicky uvazovat ¢i planovat. Chybi schopnost abstraktniho mysleni a uceni se na
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zakladé zkuSenosti. To vSechno souvisi i s niz§im IQ, které je mensi nez 70. (Meral &

Yalnizoglu, 2013).

1.2.2 Porucha autistického spektra (PAS)

Celosvétove ji trpi 1 % narozenych déti (Zeidan et al., 2022). Porucha autistického spektra
(PAS), v anglictiné Autism spectrum disorder (ASD) se projevuje Spatnym zpracovanim
smyslovych podnéti, coz vede k preferovani stereotypniho zivota. Pro jedince s touto
poruchou je tézké si zvyknout na nové véci, pohybovat Se v nezndmém prostredi a vystavovat
se jakymkoliv zménam. Nejde pouze o nové predméty, problémy nastavaji i s poznavanim

novych osob. Celkové socialni projev a domluva s ostatnimi je pro takovéto jedince slozita.

Pro zjednoduseni budu niZe v textu misto rozepisovani poruch pouzivat pouze zkratku PI/PAS,
ktera vyjadifuje jak samostatny vyskyt poruchy autistického spektra nebo poruchy intelektu,

tak i vyskyt obou poruch spole¢né.

1.2.3 Pficiny poruch Pl a PAS a uskali jejich vyzkumu

Pvod neurodevolopmentalnich poruch, které postihuji asi 2 % novorozencti, miize byt rizny
(Kochinke et al., 2016). Nervovy systém se vyviji pfed narozenim i po ném. Je ovlivnén
geneticky 1 okolnim prostfedim. VSechny body vyvoje by se mély stat ve spravnou chvili, na
spravném misté a za spravnych podminek. Jakékoliv odchyleni od tohoto vyvojového planu
muze zpusobit abnormalni projev v nervové soustave. Socidlni prostiedi, ve kterém jedinec
vyrlstd, mé vliv na uceni a komunikaci. Nevhodné podminky V prvnich letech jeho Zivota
proto mohou mit negativni vliv na vyvoj jeho nervové soustavy. Ohrozit ho mohou po narozeni
1 pred nim, napiiklad v dob¢ tehotenstvi. Pro vyvoj pfed narozenim jsou dillezité geny.
Piikladem genetické pti¢iny mize byt abnormalni struktura chromozomu (asi 15 % PI), nebo
varianty v poctu kopii DNA vyskytujici se de novo (10 % - 14 %PI). Podil poruch
zpusobenych vlivem okolniho prostfedi je minimalni pocet oproti pfipadim zptsobenych
geneticky. Navic odhadovani ptispévku environmentalnich faktor k povstani PAS je zvlasté
slozité, protoze je Casto obtizné rozlisit jeden faktor od druhého a identifikovat tak konkrétni
pticinu (Lyall et al., 2017). Poruchy, které¢ jsou zplsobeny defektem ve vice genech
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oznacujeme jako polygenni. Pokud je za vznik poruchy zodpovédna mutace pouze v jednom
genu, jde o monogenné dédi¢nou poruchu. Takovych to je znamych vice nez 10 000.
Monogennich poruch spojenych s PI/PAS je znamo az 1300 (SysNDD, database of gene
disease relationships in neurodevelopmental disorders. Retrieved May 8, 2020, from
https://sysndd.dbmr.unibe.ch/).

1.2.4 Propojeni PI/PAS s imunitou a obezitou

U jedincti s poruchou PI/PAS se Casto vyskytuji infekce, zanéty, autoimunitni poruchy a
vétSina trpi obezitou. Ta se objevuje u témef 60 % jedinct (Neumeier et al., 2017). Obezita
zpisobuje dalsi potize. Vede k rozvoji diabetu a metabolického syndromu. Zptsobuje také
zanétlivé reakce a pfispiva k autoimunitnim potizim. Pfesna pfic¢ina obezity ani imunitnich
problémii u PI/PAS neni znama. Casto je pfisuzovana $patné Zivotospravé a nedostatku tlesné
aktivity. To jsou mediatory sedavého Zivotniho stylu a pfispivaji k chronickym onemocnénim
spojenym s nadvahou a obezitou. Potize s komunikaci a socidlni interakci limituji jedince
s PI/PAS v za¢lenovani a vedou k osamocenému stylu zivota. Nedostatek pohybu muize byt
zpisoben fyzickym handicapem, Spatnou schopnosti zobeciiovat naucené fyzické dovednosti
(Rutkowski & Brimer, 2014). Na obezité a zanétlivosti se podileji kromé stylu zivota i ur€ité
molekulérni procesy v imunitnich a nervovych tkdnich. Genetickou analyzou lze pfedpovédét,
zda jedinec bude trpét obesitou, anebo zanécty. Tak jako geny mohou za poruchu autistického
spektra, mohou 1 za poruchu metabolismu a imunitniho systému (Fenckova, nepublikovano).
Pouziti protizanétlivych kortikosteroidi vedlo ke sniZeni autistickych projevii chovani.
Potlaceni imunity vedlo kromé odstranéni zanétl 1 ke snizeni projeva ID (Gladysz et al.,
2018). Existuje tedy moznost, ze imunitni a metabolické potize pfispivaji ke kognitivnich
disfunkci u PI/PAS. Jejich eliminace by mohla snizit negativni projevy
neurodevelopmentélnich onemocnéni. U jedinct s PI/PAS bylo prokdzano propojeni mezi
disfunkei imunitniho systému a abnormalnim chovanim, nebo propojeni zanétlivého stavu s

centrdlnim nervovym systémem.



1.3 Alternativni model

Zpusobem, jak se d& pracovat na vyzkumu neurodevelopmentalnich onemocnéni u ¢lovéka, je
prace s alternativnimi zvifecimi modely. Mezi né patii octomilka Drosophila melanogaster.
Pouziva se déle nez sto let. Za tak dlouhou dobu na ni bylo provedeno mnoho pokusi, diky
kterym o ni existuje mnoho dostupnych dat a informaci. Je béznym modelem pro vyzkumy ve
vyvojové biologii ¢i genetice. M4 pomérné¢ maly genom, ktery je kompletn¢ osekvenovany.
Je tvofen tfemi pary autosomti. Gonozomy ma X a Y stejné jako Cloveék. Mezi genomem

¢loveka a drozofily existuje pomérné velka homologie.

Okolo 75 % gent, které zpusobuji poruchy v nervovém systému, ma své ortology
(homologické sekvence genti u riiznych zivocisnych genti) u drozofily. Nervosvalové spojeni
u drozofily ma mnoho podobnych vlastnosti, jako maji nervové excitaéni synapse v mozku
vétSiny obratlovel véetné Cloveéka. Cely drozofili mozek je dobfe prozkouman a svym
fungovanim je podobny lidskému. Dalsi podobnosti se tykaji také konzervovanych procesit
regulujicich synaptickou plasticitu, homeostazu ¢i vyvoj. To z ni d¢la dobte pouzitelny model

pro studium neurodevolopmentalnich poruch (Coll-Tané et al., 2019).

Vyhodou prace s drozofilou je snadné kiiZeni, rychld generacni doba, nendro¢ny chov, nebo
citlivost na teplotu. Jejim snizenim dokazeme zpomalit vyvoj. Za standardnich podminek je
zivotni cyklus drozofily asi 10 dni. Drozofila patfi mezi hmyz s proménou dokonalou. Béhem
svého Zivotniho cyklu projde formou vajicka, ttemi larvalnimi stadii, kuklou a dospélcem. Se
vSemi zminénymi vyvojovymi stadii lze pracovat (Roote & Prokop, 2013). Pro svou

bakalafskou préci jsem vyuzila pouze stadium dospélce.

1.4 Geneticka manipulace s PI/PAS ortology — vytvoreni PI/PAS modeli

Oblibenym nastrojem pro snizeni funkce genti je RNA interference (RNAI), posttranskrip¢ni
mechanismus, ktery se nachazi u vétSiny eukaryot. Jeho funkci je podileni se na syntéze
proteint, diky ¢emuz mize tvorfit soucast antivirové obrany bun¢k. Cely pribéh RNAI zavisi
na nekolika po sob¢ jdoucich d¢jich, kdy vysledkem je zabranéni genové exprese. V prvnim
kroku dochézi k tvorbé nekodujicich molekul RNA. Ty mohou byt ve dvou variantach siRNA
nebo MIRNA. siRNA se syntetizuje tak, ze endonukleazovy enzym dicer rozstiiha pivodni
dvouvlaknovou RNA (dsRNA) na malé nukleotidové sekvence, které se mohou sluCovat
s dalSimi enzymy. To je ukdzano v horni ¢asti obrazku 1, spolecné s celym procesem RNA

interference. Vzniku miRNA pifedchazi vznik pre-miRNA, ktery tvoii vice vlasenkovych
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smycek. Ty jsou rozpoznany enzymem, ktery je odstfihne z primarniho transkriptu a pfevede
je zjadra do cytoplazmy, kde jsou nasledné rozstépeny enzymem dicer na konecnou
jednovlaknovou miRNA (Filipowicz et al., 2005). sSiRNA a miRNA maji spole¢nou délku, a
to priblizn¢ 22 nukleotidti. Spole¢né s dalSimi proteiny a RNA vytvari proteinové komplexy a
aktivuji je. Nejznaméj$im komplexem pro piipojeni je RISC komplex (RNA-induced silencing
complex). Po vzniku RISC komplexu se cely tento komplex miiZze navazat na cilovou mRNA.
Ta miize byt vlastni, ale i virova. Navazani na virovou mRNA se d¢je pfi napadeni eukaryotni
bunky virem a cilem je zabranit syntéze virovych proteint, a tim i celému jeho rozmnozeni.
Zabranéni tvorby proteintl je smyslem i pro navazani komplexu na vlastni mRNA. Tim, Ze se
komplex navazal na mRNA zabrani syntéze proteinu v ribozomech. Nasledné se spusti
degradace mRNA. (RNAi handbook experiments. Retrieved April 8, 2023, from
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/BID/brochures/rnai-handbook-brochure.pdf).

dsRA

%} SiRMA unwinding
(RISC activation)

mRErMA

Target recogenition
Target

i
* clesvage
'WDDWUDDWQQ

@D}mRN& degradation

no Protein expressiohn

Obr. 1 - RNA interference. siRNA vytvaii RISC komplex, ktery se navaze na mRNA, a tak zabrani

syntéze proteinu. (https://www.intechopen.com/chapters/35611, April 8, 2023)

Vyuziti RNAi pro manipulaci s genovou expresi u drozofily se provadi za pomoci UAS-Gal4
systétmu (Brand & Perrimon, 1993). Na regula¢ni sekvenci UAS (Upstream Activation
Sequence) na DNA se navaze protein Gal4. Ten se normalné nachazi jen v kvasinkéch a do
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genomu drozofili linie, kde chceme provést RNA interferenci, je integrovan uméle. Existuje
vice linii Gal4. Nékteré jsou tkanoveé specifické, fidi expresi genu jen v konkrétni tkani. Gal4
umi aktivovat transkripci sekvence umisténé za UAS, coz muze byt sekvence kodujici

dvouvldknovou RNA, komplementarni ke genu, jehoz expresi chceme zabranit.

RNAI linie pochdzeji z vyzkumnych center, kde byly také vytvoreny. V mé bakalatské praci
jsem pouzivala kolekci VDCR, ktera je spolu s sTriP jednou ze dvou hlavnich kolekei. Od
sebe se lisi mistem vzniku. VDCR (VDCR, https://www.viennabiocenter.org/vbcf/vienna-
drosophila-resource-center/, April 8, 2023) pochazi z rakouského zasobovaciho centra. TriP —
(DRSC/TRIP Functional Genomics Resources, https://fgr.nms.harvard.edu/, April 8, 2023)

pochazi ze zasobovaciho centra v USA.

Pro vyuziti tohoto systému potfebujeme 2 samostatné transgenni linie. Jedna linie nese
sekvenci Gal4 a je oznaCovana jako driver. To, Ze nese samostatny Gal4, vétSinou nema
fenotypovy projev. Druha linie-responder nese konstrukt UAS a dvouvldknovou RNA pro
indukci RNAi studovaného genu, ktery je ale bez proteinu Gal4 neaktivni. RNA1 je aktivovana
az vzajemnym kiizenim téchto linii. Pouze u jejich potomstva dochazi k vazb& Gal4 proteinu
na UAS sekvenci a zpus$téni transkripce dvouvlaknové RNA, tak jak je ukazano na obrazku 2
(Roote & Prokop, 2013).

Parental generation

>< —UAS Genex -

AV
F, generation
Gald protem
Protein X
—enhancer — Ugl Gene X —

— UAS| GFP =
— UAS| Gene X - RNAi |-
— UAS| Reporter —

Obr. 2 — UAS-GALA4 systém. Nejdfive se musi zkfizit rodiovskd generace. Az u potomkii dochazi
k vazbé UAS a Gal4 proteinu. (https://www.researchgate.net/figure/The-GAL4-UAS-system-can-be-used-for-
targeted-gene-expression-To-obtain-flies-expressing_fig2 320896002, April 8, 2023)



1.5 Méfeni habituace u drozofily

Snizeni genové exprese pomoci RNAiI muze vést K fenotypovému projevu. Tim muze byt ticba
zmeéna barvy o¢i. Zmény ve vnimani, pozorovani, zorientovani se v okoli a ostatni kognitivni
funkce jsou také projevem fenotypu, nejen much ale i lidskych jedincd. Porucha habituace je
Vv tomto ptipadé vhodnym fenotypovym indikdtorem, protoze je relevantni pro kognitivni
funkce, a je Casta u jedincu s PI/PAS (McDiarmid et al., 2017; Blok et al., 2022) i u jejich
drozofilich modelu (Fenckova et al., 2019).

Habituaci u drozofily detekujeme snizenim skokové odpovédi na opakujici se zrakovy
stimulus. V experimentu jsou drozofily vystaveny konstantnimu svétlu, které zhasina, a to je

podnét, ktery vyvolava skokovou reakci. Zhasnuti svétla oznacujeme jako ,,light-off™ stimulus.

Pocatecni zhasnuti svétla zpisobuje inikovou skokovou odpoveéd'. Ta se diky habituaci, tedy
pfivyknuti si na tento stimulus, s poétem jeho opakovani snizuje. Usp&ny proces habituace
probéhne, pokud drozofila ptestane odpovidat v péti po sobé jdoucich skocich. Toto
oznacujeme jako ,,no-jump criterion®. Ve chvili, kdy drozofila tohoto kritéria dosahne, se
habituovala. Proces habituace je posuzovan podle poctu stimuld, které jsou nutné k dosazeni

,,NO-jump criterion* a oznacujeme ho jako ,,trials to criterion” (TTC) (Fenckova et al., 2019).

Popis habituace je vidét v nasledujicich grafech z prace (Fenckova et al., 2019). Obrazek 3
zobrazuje snizujici se kiivku, tedy spravny pribéh habituace, kdy postupem casu drozofily
pfestavaji reagovat na stimuly. Je vidét, Ze pifi prvnich stimulech na zacatku experimentu
reagovaly a prestaly odpovidat az v pribéhu experimentu. Obrazek 4 zobrazuje dvé kiivky.
Jednu, kde opét vidime habituaci, protoze kiivka s rostoucim poctem stimulll klesa. Tato
kiivka patfi kontrolnim drozofildm bez zménéného genotypu. Druhd modra kiivka patii
drozofilam s upravenym genotypem pomoci RNAi. Pii zac¢itku experimentu nedochazi
k nahlému poklesu reakci. Nedochazi k habituaci, protoze se kiivka nepfiblizila k nule ani

béhem vSech 100 stimulu.



Habituation curve

Mean TTC

1 L]

s 0598 -

08

0,7 & -

06 +
£g0s » 1
2804

uz . »1

w 4,7

01'—% - —- g -~ o -

20 30 40 50 60 ?0 !J
number of trials

100

Obr. 3 - Pfirozeny pribéh habituace. Na ose X je uveden podet stimuld. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Kfivka grafu znazortiuje, jak se skokova reakce drozofil méni v Case.

o 06
EOS

®03

0.0

10 |
¢ 09 |
Sos -
8a7 |

204 -
e 04

$02
<01 |

0

10

~~control +/+

—EHMT -/-

20 30 & S0 & 0 8
Trials

100

* % %

59,2

9,6
1

Mean TTC

Obr. 4 — Porovnani experimentalni linie s kontrolou. Na ose X je uveden pocet stimulti. Na ose Y

kolik % drozofil reagovalo skokovou odpovédi. Sediva kfivka zobrazuje kontroly, které se v pribéhu Gasu

habituovaly. Modra kiivka patii testovanym drozofilam. V porovnani s kontrolou se v pribéhu ¢asu nehabituuji.



2. Cile prace

Podle dosavadnich pozorovani existuje propojeni mezi zhorSenymi kognitivnimi schopnostmi,
kter¢ mize byt zndzornéno zhorSenou habituaci a metabolickymi, endokrinnimi nebo
imunologickymi problémy. Pacienti s Pl a PAS Casto trpi obezitou a slabsi imunitou. Nejsou
ale znamy konkrétni geny, které by mély negativni vliv na imunitu a zaroven by snizovaly
kognitivni funkci v habituaci. Moje skolitelka testovala ve své praci Fenckova et al., (2019),
286 genu V nervovych tkanich, které jsou zapojeny do PI/PAS a maji své ortology u ¢lovéka.
Z téchto 286 gent zjistila, ze vliv na habituaci ma 104 gend. Asi 50 % ze 104 genu s vlivem
na habituaci zptsobuje navic imunometabolické potize. To bylo zjisténo na zakladé
Iékaiskych pozorovani, kde u jedincu sPI/PAS byla pozorovatelna obezita ¢i
imunometabolické problémy (napiiklad zanétlivost), nebo u nich byla zaznamenana zvysena
exprese takového genu (Kochinke et al., 2016). Pro tuto bakalafskou praci byly vybrany geny,
které spliuji ob&é podminky a to, Ze maji vliv na imunometabolické potize nebo obezitu a
zaroven U nich byla zaznamena zvySena exprese v nervovych tkanich. U drozofilich ortologt
je pii infekci pozorovatelna zvySena exprese gent V tukovém télese nebo v hemocytech. Tato
analyza byla provedena pouze na genech z tukového télesa na datech z RNA sekvenovani,
GSE1333662 - tukové télesu u larev a GSE56013 — tukové téleso u dospélct. Zamérem této
bakalafské prace je ovéfit, zda funkce danych gend v tukové tkani také dokéaze ovlivnit

habituaci.

Pro urceni konkrétnich genli v imunitnich buiikdch s vlivem na habituaci bylo zapotiebi

provést nasledujici 2 cile prace:

1. Optimalizace light-off jump habituace v systému Zantiks a analyza skokt z dat
ziskanych automatickym vyhodnocenim,
2. Manipulace s vybranymi geny v tukové tkani za ucelem ovéfeni jejich vlivu na

habituaci.



3. Material a metody

3.1. Chov drozofily

Drozofily pro experimenty byly chovany ve sklenénych nebo plastovych vialkach ucpanych
vatovym Spuntem. V kazdé vialce byla na dn¢ potrava slozend z téchto ingredienci, voda,
kukufi¢nd mouka, agar, instantni kvasnice a sachar6za. V noci a béhem dne byly drozofily
udrzovany v inkubatoru s fizenou vlhkosti (60 %-70 %), stfidanim svétla a tmy (12h:12 h) a

stalou teplotou (25 °C). Panny byly pted zkiizenim umistény v 18°C.

3.2 Systém Zantiks

Spole¢nost Zantiks (https://zantiks.com/, April 8, 2023) se zam¢&fuje na méfeni behavioralnich
odpovédi u modelovych organismil vcéetné drozofily. Pro méfeni habituace se pouziva
jednotka Zantiks MWP. Tento typ umoznuje testovat malé organismy, umisténé individualné
ve vice komirkach na jedné desti¢ce (obrazek 5), pomoci stimuld svétla. Zde byla pouzita
desticka s 24 kruhovymi komirkami. Rozmér desticky je 8,8 cm x 13 cm, primér jedné

komdrky je 1,7 cm.

Obr. 5 - Desti¢ka pro testovani chovani drozofil v systému Zantiks.
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3.3 Programy Zantiks

Jednotka se ovlada pomoci uzivatelské konzole ve webovém prohlizeci Google Chrome.
Experimenty jsou naprogramované uZzivatelem pomoci vlastniho programovaciho jazyka
zanscript. Kazdy experiment ma 3 ¢asti: ,,Pulse®, ,,Habituation, ,,Fatique* (tabulka 1). Pro
minimalizovani chyb jsem v prvni Casti své prace meéfila Casti samostatné. Pomoci 3
samostatnych programi a pozdéji pomoci jednoho programu, ktery vSechny experimenty

integroval.

Pied samotnym experimentem jsou drozofily v pfistroji Zantiks 5 minut, aby si navykly na
svétlo, které na n€ neustale sviti. Béhem experimentu se svétlo vypina, vzdy na 15ms, a poté
se zase rozsviti. Drozofily na toto zhasnuti zareaguji skokovou odpovédi. Proto tento signal

oznacujeme jako light-off jump stimulus (ptipadné stimulus).

Experiment za¢ina ¢asti ,,Pulse. Pti méfeni ,,Pulse* se stimulus opakuje 10x v 5 sekundovych
intervalech, které nevyvolaji habituaci. Informuje nas o tom, jak dobie drozofily reaguji na
stimulus. Nejdilezitéjsi ¢asti experimentu je ,,Habituation. Zde se stimulus opakuje 100x v 1
sekundovych intervalech, které u zdravych, kontrolnich much vedou k habituaci skokové
odpovédi (Engel & Wu, 1996; Fenckova et al., 2019). Cast , Fatique* slouzi k ovéfeni, zda
snizeni skokové odpovédi na opakovany light- off stimulus neni disledkem (napt. svalové)

unavy (Fenckova et al., 2019). Mezi jednotlivymi ¢astmi je pauza 90 sekund.

Cast Doba trvani | Svétlo-pocet )
. . . Popis
experimentu impulzu impulza
Nema dochazet k habituaci. Sleduje se frekvence skokové
Pulse 5 sek. 10 odpovédi na stupnici 0 — 1 (1 = 100 %, tj. 10 skokovych
odpovédi na 10 stimult)
o Nejdulezitejsi ¢ast experimentu, mela by byt viditelna
Habituation 1 sek. 100 . )
habituace- postupné snizeni skokové odpovédi.
) Nema dochazet k habituaci, ovétuje se, jestli inava
Fatique 5sek. 50 ) )
nepfispiva ke snizeni skokové odpovédi.

Tab. 1 - Popis ¢asti experimentu.
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3.4 Vyhodnoceni habituace a fatique

Habituace drozofil se vyhodnocuje na zéklad¢ kritéria TTC, ,trial to criterion®. Pokud
drozofila z jedné komtirky nevyskoci v 5 po sobé jdoucich light-off stimulech, je povazovana
za habituovanou. Habituace je ur¢ena mnozstvim light-off stimuld, které jsou potiebné k 5 po
sob¢ jdoucim nevyskocenim. Potiebné mnozstvi light-off stimul udava kritérium TTC+SEM.
Vyhodnocené TTC£ESEM pro kontroly 1 experimentalni drozofily se zlogaritmuje. Poté se
zlogaritmované TTC+SEM kontroly porovna se zlogaritmovanym TTC+SEM experimentalni
drozofily pomoci linearniho modelu. Tato analyza je pln¢ integrovana v analytickém softwaru
a provede se automaticky po zméteni ptislusného experimentu. Pokud je rozdil statisticky
prukazny tak pravdépodobnost musi byt mensi nez 0,05. Stejné vyhodnoceni plati 1 pro fatique

experiment (Fenckova et al., 2019).

3.5 Postup pro testovani

Drozofily se nejprve uspaly ve vychlazené vialce a pienesly pomoci aspiratoru (obrazek 6) do
vychlazené desticky, kterd lezela n¢kolik minut na ledu. Do kazdé komirky se pfendala 1
drozofila. NapInéna desti¢ka se uzaviela pomoci Sroubkt a pied testovanim se nechala 20
minut lezet mimo led. Zacatkem samotného experimentu bylo spravné vlozeni desticky do
pristroje Zantiks. Na pocita¢i se nastavil program pro testovani a spustil se samostatny
experiment. Zantiks vyhodnotil a zaznamenal data v podobé datasetu v programu Excel a
zaroven zaznamenal 1 videonahravku (s rychlosti 30 snimkii za sekundu). Data obsahuji idaje
o vzdalenosti, kterou drozofily ujdou za interval, ktery trva 500 milisekund (méfeno
v pixelech), sttedni kvadratickou odchylku (v angli¢tin€ mean square difference, MSD), ktera
indikuje velikost rozdilu v pixelech mezi jednotlivymi video snimky a polohou jednotlivych

much v XY soufadnicich pro kazdy videosnimek.
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Obr. 6 — Aspirator.

3.6 Pouzité drozofili linie

V tabulce 2 jsou uvedeny linie, které byly pouzity pro prvni experimenty a optimalizaci
testovaciho programu a nasledné analyzy. V prvnim sloupecku je uveden interni ¢iselny kod.
Podrobné;jsi popis je udan ve sloupecku ¢islo 2. Sloupec ptivod udava misto vzniku linie. Linie
pro mou bakalafskou praci pochazeji z VDCR a z university v Indiané¢ v USA Bloomington
Drosophila Stock Center (BDSC, https://bdsc.indiana.edu/, April 8, 2023). V poslednim

sloupecku je cely genotyp dané linie.
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Cislo

Popis

Pavod

Genotyp

9311

kontrola

VDCR

W+

2056

kontrola, spole¢ny
geneticky zaklad pro
linie z VDRC
(Vienna Drosophila
Stock Center,

stockcenter.vdrc.at)

VDCR

y,w[1118];P{attP,y[+],W[3]}

2055

kontrola, spolecny
geneticky zaklad pro
linie z VDRC
(Vienna Drosophila
Stock Center,

stockcenter.vdrc.at)

VDCR

w1118

1498

kontrola, spole¢ny
geneticky zaklad pro
linie z TriP
(Transgenic RNAI
Project,

www.flyrnai.org)

BL-36303

y[1] v[1] ; P{y[+t7.7]=CaryP}attP2

1499

kontrola, spole¢ny
geneticky zéklad pro
linie z TriP
(Transgenic RNAI
Project,

www.flyrnai.org)

BL-36303

y[1] v[1] ; P{y[+t7.7]=CaryP}attP40

Tab. 2 - Linie pouzité pro testovani Zantiks piistroje a pro optimalizaci analyzy skokové

odpovédi.
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V tabulce 3 jsou uvedeny RNAI linie, které byly pouzity pro experimenty s UAS-Gal4
systémem. Tabulka 3 obsahuje kromé ¢isla linie a popisu 1 ndzev genu drozofily i lidského
ortologu (disease genu). Samice panny, pochazely z linie ¢islo 9459. Ty nesly Gal4 protein
Vv tukovém télese (tukova tkan drozofily, FB-Gal4) a byly kifizeny se samci s odliSnymi
UAS-RNAI (obsahuji sekvenci kodujici dvouvlaknovou RNA pro snizeni exprese genu
oproti kontrole) a UAS-OE (overexprese, obsahuji kodujici sekvenci pro zvysSeni exprese
genu oproti kontrole) liniemi, které jsou uvedeny v tabulce 3. Linie pro overexpresi jsou linie
9260 (ta obsahuje za UAS kodujici sekvenci pro gen csw, jehoz exprese se zvétsuje) a linie
9252 (ta za UAS obsahuje kodujici sekvenci pro Rasl s mutaci, kterd zvySuje jeho aktivitu a
vede ke zvySeni exprese aktivované formy Rasl). Vytvoieni overexprese bylo pouzito u
vytipovanych geni, které¢ jsou spojovany i s obezitou ¢i chronickymi infekcemi a jejich
aktivita je neustala. Vytvoreni knockdownil (mutanti se snizenou expresi genil) bylo pouzito
u vytipovanych gent, jejichz aktivita se nahle zvySovala pouze béhem infekce, jinak byla
normalni. Pro mtj experiment jsem jejich funkci zabranila uplné. Zbytek pojmenovani

sloupct zistava stejny jako pro tabulku ¢.2.
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Nazev Nazev
Cislo Popis Pivod genu lidského Genotyp
drozofily ortologu
2055 Kontrola | VDRC N/A N/A wliie
9459 FB-Gal4 VDRC N/A N/A w*; FB-Gal4; 2xGMR-wIR-1/3-172/1
9068 kontrola VDRC N/A N/A w-; GMR-wIR-3/2-25/1; elav-Gal4, UAS-Dicer2-6
UAS-
1670 ] VDRC GY9a EHMT1 w1118; ; vdrc 25474
RNAI
UAS-
6155 . VDRC Nfl NF1 w1118; ;vdrc35877/Sh,Th
RNAI
VDRC
9252 UAS-OE 91904 Ras85D | KRAS&HRAS w1118; UAS-Ras1-R68Q;
9260 | UAS-OE | VDRC CcswW PTPN11 P{w[+mC]=UAS-csw.WT}CIM, w1118
UAS-
9405 ) VDRC | CG14882 MTRR w1118; P{GD8474}v38838
RNAI
UAS-
9419 . VDRC Gkl GK w1118; P{GD9566}v52478
RNAI
UAS-
9421 ) VDRC Gale GALE w1118; P{GD7464}v47408
RNAI
UAS-
9424 ] VDRC Cbs CBS w1118 P{GD9407}v32946
RNAI
UAS-
9429 . VDRC PEK EIF2AK3 wl1118; P{GD5584}v16427
RNAI
UAS-
9431 ANA VDRC |CG14882 MTRR w1118; P{GD9500}v20580
i
UAS-
9435 ] VDRC scu HSD17B10 wl1118; P{GD1528}v37083
RNAI
UAS-
9441 RNAI VDRC CG6287 PHGDH w1118; P{GD11878}v40358
i

Tab. 3 - Linie experimentii.
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4.Vysledky

4.1 Optimalizace méfeni Zantiks systému
4.1.1 Prvni méreni ¢asové prodlevy mezi impulsy u ¢asti ,,pulse“ a ,,habituation*

Mym prvnim ukolem bylo ovéfit, zda interval mezi light-off stimuly u ¢asti ,,pulse odpovida
intervalu 5 sekund a u ¢asti ,,habituation® intervalu 1 sekunda. Pracovala jsem s datasety, které
vytvoftil pfistroj Zantiks podle skriptu, kde bylo zadano jako interval 5 sekund, pfipadné 1
sekunda. Dataset obsahuje ¢asovy tdaj, ktery udava (v sekundach) v jaky ¢as experimentu
probéhl stimulus light-off. Abych zjistila, jaky ¢as uplynul mezi stimuly, vytvofila jsem si
sloupecek ITI- ,jinter trial interval®“. V ITI sloupci jsou vypocitany casové intervaly mezi
impulsy. Toho se docili ode¢tenim mezi dvéma ¢asovymi tidaji a to tak, ze od daného ¢asového
impulsu se odecte predchozi. To jsem udélala u vSech datasetli méfenych kontrolnich linii a u
vSech jednotlivé jsem z téchto hodnot vypocitala median pro ,,pulse i ,,habituation®. Hodnoty

vypocitanych mediant jsou uvedeny V tabulce 4.

Linie Median pulse Median habituation
1498-1 7,509 1,007
1498-2 7,514 1,007
2055-1 7,509 1,005
2055-2 7,509 1,005
2056-1 7,508 1,005
2056-2 7,51 1,005
9311-1 7,51 1,005
9311-2 7,509 1,004
1499-1 7,509 1,509

Tab. 4 - Linie a jejich zméfeny median pro interval mezi stimuly p¥i ,pulse“ a

,Lhabituation®.

U méfeni habituace byla prodleva mezi intervaly pfijatelnd. Kromé jednoho experimentu
(1499-1), kde byla hodnota vyssi, se jinde pohybovala o 4-5 tisicin sekundy nad limitem 1

sekundy. U méfeni intervalu mezi ,,pulse* byla hodnota mezi impulsy light-off moc velka,
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pohybovala se az okolo hodnoty 7,5 sekund. Tento interval nevyhovoval postupu méfeni a

muselo se proto zménit zadani ve skriptu v systému Zantiks.

4.1.2 Druhé méreni po prenastaveni skriptu v systému Zantiks

Provedena zména ve skriptu se tykala nastaveni ¢asového intervalu mezi impulsy. Tento
experiment byl otestovan na prazdnych destickdch bez drozofil, protoze cilem bylo pouze
technické ovéfeni pfenastaveni intervalu. Pfi prvnim méfeni se interval ve skriptu snizil o 1
setinu sekundy. Poté se provedlo druhé méieni, kde se interval ve skriptu snizil o 5 setin
sekundy. Ziskala jsem 2 datasety. Kazdy dataset obsahoval vSechny 3 ¢asti experimentu.
V obou datasetech jsem opét pomoci ITI vypocitala ¢asovy interval mezi jednotlivymi

impulsy light-off a vypocitala jejich median, jak je uvedeno v tabulce 5.

Median Median Median
Snizeni intervalu o )
pulse habituation fatique
0,01 sekundy 4.983 0.994 4.999
0,05 sekund 4.999 1 5

Tab. 5 - Porovnani dvou moznosti sniZzeni ¢asového intervalu.

Podle tabulky 5 je vidét, Ze ob&é méfeni jsou velmi blizko pozadovanym ¢asovym intervalim
a to ve vSech Castech experimentu. Jako ptesnéjsi se ukéazalo snizeni o 5 setin sekundy, které
pro ,,fatique* a ,,habituation* vykazuje pfesné¢ pozadované hodnoty. U ,,pulse neni hodnota
pfesna, ale prodleni je minimalni. Proto jsem se rozhodla pro méfeni dalSich experimentl

pouzivat skript se snizenim intervalu o 0,05 sekund.

4.1.3 Nastaveni Kkritérii pro vyhodnocovani pomoci porovnani manuidlniho a

7

automatického méreni

Hlavnim cilem bylo vymezeni kritérii, jak rozeznat skokovou odpoveéd’ v experimentu a
vytvoftit zapis vysledkl v jednodusi formé, aby vychozi informace odpovidala pouze jedné ze

dvou moznosti, a to, jestli drozofila skocila ¢i neskoéila.

Pro optimalizaci se pouzily drozofili linie, o kterych se védélo, ze na light-off stimulus

zareaguji skokovou odpovédi. Béhem experimentu se automaticky vytvofil data set, ktery
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zaznamenaval vzdalenost (v pixelech), kterou kazda jednotliva drozofila urazila béhem 0,5 s
pied stimulem a béhem 0,5 s po stimulu (v€etné 15 ms stimulu). Nevytvarel se tedy pfimo
vysledek, ktery by jasn¢ znamenal skok nebo to, ze drozofila nevyskocila. Mym ukolem bylo
vypocitat rozdil mezi vzdalenosti urazenou po stimulu a vzdalenosti urazenou pied stimulem.
Zaroven pristroj Zantiks z experimentu pofidil i video. Mym tikolem bylo video zhlédnout a

zapsat si, kdy drozofila skocila. Pro kazdou z 24 pozorovanych drozofil jsem pro kazdy
stimulus uvedla zda sko¢ila ¢i ne (obrazek 7).
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Obr. 7 — Zapisova tabulka manualniho zapsani skoki/neskoki.

Tyto vysledky jsem ptepsala do pocitace do excelové tabulky. Skoky jsem zaznamenala jako
1. Stimuly bez skokové odpovédi byly oznaceny 0. Totéz jsem chtéla ziskat i z vypoctenych

rozdilt vzdalenosti. Vytvoftila jsem kritéria, jak prevést délkové hodnoty do zapisu 1 a 0, a to

tak, aby 1 odpovidala skoku a 0 Zadné reakci na stimulus.

4.1.4 Kritérium Treshold

Jako prvni jsem vytvofila kritérium Treshold. Toto kritérium vychdzi z rozdilu urazena
vzdalenost po stimulu minus uraZend vzdalenost pted stimulem. Pokud se kritérium nastavi na
Treshold 0, znamena to, Ze pokud rozdil vzdalenosti bude 0, drozofila se po stimulu hybe
uplné stejné jako pred nim. Predpokladame tedy, ze nevyskocila. Pokud bude vétsi nez 0,
znamena to, ze se drozofila po stimulu pfesune, tedy vysko¢i a zaznamena se skok. Pokud se

kritérium nastavi na treshold 3, pouze rozdily vzdélenosti vétsi nez 3 budou oznaceny jako

skok, a vzdalenosti mensi nez 3 jakoze drozofila nevyskocila.

Toto kritérium jsem pouzila na konkrétni dataset. Ten obsahoval 1200 light-off jump stimuld.
Z toho jsem po zhlédnuti videi vypozorovala 1086 skokt a 114 reakci bez odezvy. Mezi mnou
zapsanymi hodnotami a hodnotami vygenerovanych ze Zantiks systému byly rozdily v poc¢tu

skokti. Systém nékteré skoky nerozpoznal (promeSkany skok) a nékdy zapsal skok, ktery se
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nestal (faleSny skok). V aplikaci excel jsem mij zapis porovnala pro ob¢ kritéria. Rozdily

$patné vyhodnocenych skoku jsou uvedeny v tabulce 6.

Rozdil celkem Fale$ny skok Promeskany skok
Treshold 0 48 17 31
Treshold 3 174 4 170

Tab. 6- Rozdily ve vyhodnocovani skokii mezi manuilnim a automatickym

vyhodnocenim.

Oba rozdily jsou dost velké. I kdyz vyrazné mensi rozdil se generuje u kritéria treshold 0.
Celkové udéla mén¢ chyb a oproti treshold 3 mnohem Iépe rozpoznava skoky. Pii kritériu
treshold 3 se sice vytvotily pouze 4 falesné skoky, coz je mnohem mensi ¢islo néz u pouziti
kritéria treshold 0 se 17 falesnymi skoky. Nicmén¢, mnozstvi promeskanych skokt bylo veliké

(170 oproti 31 pfi treshold 0). Pro vétsi presnost jsem pridala dal$i kritérium.

4.1.5 Kritérium MSD

Druhym kritériem je MSD, ,,Mean Square Difference®. Pokud je MSD>0, drozofila se
Vv daném intervalu oproti pfedchozimu intervalu pohnula celym télem. Pohyb pouze kiidly
nebo koncetinami vykazuje hodnotu 0, takze parametr vét$i nez 0 nebude splnény. Tabulka 7

udava, jaky byl rozdil ve vyhodnocenych skocich pro MSD>0.

Rozdil celkem Falesny skok Promeskany skok

MSD>0 106 102 4

Tab. 7 - Rozdily ve vyhodnocovani skokii mezi manualnim a automatickym

vyhodnocenim.

Samotné MSD také tvofilo velky rozdil v celkovém porovnani. Pfi tomto kritériu jsou velmi
dobfe rozpoznavany skoky. Systém nepoznal pouze 4, ale zaznamenal vét§i mnozstvi

falesnych skokt (102).
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4.1.6 Kombinace kritérii

Abych docilila jak malého ¢isla u falesnych skoki tak u promeskanych skokt, ob¢ kritéria

jsem zkombinovala. Vysledky kombinace jsou v tabulce 8.

Rozdil celkem | Falesny skok | Promeskany skok

Threshold 0 + MSD >0 4 0 4

Threshold 3 + MSD >0 181 7 174

Tab. 8 - Rozdily ve vyhodnocovani skokii mezi manudlnim a automatickym

vyhodnocenim.

Treshold 3 + MSD>0 generuje potad rozdil vétsi nez 100, coz je pro méfeni nevyhovujici. U
kombinace treshold 0 + MSD>0 se velmi dobfe podafilo snizit celkovy rozdil. Celkovy rozdil
je jenom 4. V tomto piipadé dochazi k velmi nizkému ¢islu pfi promeskani skokt. Navic,
kombinace téchto dvou kritérii ani nevede k vytvofeni faleSnych skoku. Ptidani kritéria MSD

tedy vedlo ke snizeni chybovosti.

Kritérium treshold 0 + MSD>0 se provéfilo jeSté na jednom datasetu, kde drozofily moc
nereagovaly na light-off stimuly. Tyto drozofily byly otestovany proto, aby se provéfila
chybovost vytvareni falesnych skoki. U hiife reagujicich drozofil je vétsi Sance pro generovani

falesnych skoku. To se v tomto datasetu, ktery je v tabulce 9, stalo.

Rozdil
Falesny skok Promeskany skok
celkem
Threshold 0 + MSD >0 43 30 13

Tab. 9 - Rozdily ve vyhodnocovani skokii mezi manualnim a automatickym

vyhodnocenim.

Pfi druhém pouziti kritéria threshold 0 + MSD >0 se ukazalo, ze generovani falesnych skoku
je potad veliké. Podafilo se ale snizit Cislo pro promeskané skoky oproti méfeni pouze
s kritériem treshold 0. Pfidané kritérium MSD snizuje hodnoty Spatné rozeznanych skokd, ale

musi se upravit.
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Nov¢ nastavené kritérium je treshold 0 + MSD>1. Pouzilo se na dataset, kde opét bylo 1200
light- off stimulti. Manualnim vyhodnocenim jsem zméfila 355 skokd a 845 reakci bez

pohybu. Kritérium treshold 0 + MSD>1 je zobrazeno v tabulce 10.

Rozdil
Falesny skok Promeskany skok
celkem
Threshold 0 + MSD >1 19 6 13

Tab. 10 - Rozdily ve vyhodnocovani skokii mezi manualnim a automatickym

vyhodnocenim.

Threshold 0 + MSD >1 se zd4 jako nejlepsi kritérium. Umi rozpoznat oba typy chyb a zaroven
generuje velmi nizké ¢islo chybovosti. Z 1200 stimuld vyhodnoti spravné 98,42 %. Vice chyb
udéla pii promeskani skokl, nez ze by vytvofil neexistujici skok. Toto kritérium jsem se

rozhodla pouzivat ptfi vyhodnocovani experimentt.

4.2 Drozofily pro testovani habituace po manipulaci genii v tukovém télese

V této Casti jsem zktizila a nasledné testovala samostatné experimentalni drozofily. Aby se
mohly otestovat drozofily se sniZzenou ¢i zvySenou expresi vybranych gend (tabulka 3), musely
se nejdiive vytvofit kiizenim samic, pochazejicich z linie 9459 (exprimuje Gal4 v tukovém
télese, FB-Gal4) a samci pochazejicich z UAS linii (UAS-RNAI/UAS-OE). Vysledny
genotyp téchto drozofil je v tabulce 11. Potencialni potomky kiiZeni, které jsem chtéla
otestovat, jsem oznacila kody 13zbk-73zbk. Ne vSechny linie se ale povedlo zkiizit a otestovat,
proto nékteré Ciselné kody chybi (pokud je v tabulce 11 prazdné misto, tak otestovani tohoto
konkrétniho kodu neprobéhlo). Otestované kody s genotypem jsou zobrazeny v nasledujici
tabulce 11. Celkem mélo byt provedeno 16 experimentd. VSechny experimenty byly
zopakovany 4x, ve 4 dnech. Kontroly se métily kazdy den. Pro kazdé 1 méteni v kazdém dni
byl pouzit jiny kod. Proto pro drozofily se stejnym genotypem je uvedeno oznaceni vice kody,

protoze méfeni kazdého kodu probihalo v jiny den.
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Pridéleny kod Nazev Vznikly genotyp
Den Den Den Den manipulce
1. 2. 3. 4,
13zbk | 29zbk | 44zbk | 59zbk | FB-kontrola w*/Y; FB-Gal4/+; 2xGMR-wIR-1/3-172/1/+
14zbk | 30zbk | 45zbk FB-kontrola w*/w*; FB-Gal4/+; 2xGMR-wIR-1/3-172/1/+
15zbk | 31zbk 6lzbk | FB- G9aRNAi w*/Y; FB-Gal4/+; 2xGMR-wIR-1/3-172/1/ vdrc25474
16zbk | 32zbk | 47zbk | 62zbk | FB- Nf1RNAi w*/Y;FB-Gal4/+; 2xGMR-wIR-1/3-172/1/ vdrc35877
FB-
Ras85D- w*/Y; FB-Gal4/ UAS-Ras1-R68Q; 2xGMR-wIR-1/3-172/1/+
R68QCE
1875k | 34zbk | 4920k | 647bK FB- w*/Y; FB-Gal4/P{w[+mC]=UAS-csw.WT}CIM; 2xGMR-wIR-1/3-
z z z z
CsWOE 172/1/+
FB-
19zbk | 35zbk | 50zbk | 65zbk CG14882FNA w*/Y; FB-Gal4/P{GD8474}v38838; 2xGMR-wIR-1/3-172/1/+
20zbk | 36zbk | 51zbk | 66zbk | FB- GykRNAi w*/Y; FB-Gal4/ P{GD9566}v52478; 2xGMR-wIR-1/3-172/1/+
52zbk | 67zbk | FB- GaleRNAi w*/Y; FB-Gal4/P{GD7464}v47408; 2xGMR-wIR-1/3-172/1/+
E37bk FB. CheRVA w*/w1118 P{GD9407}v32946; FB-Gal4/+; 2xGMR-wIR-1/3-
z - Cbs
172/1/+
23zbk | 39zbk | 54zbk | 69zbk | FB- PEKRNAi w*/Y; FB-Gal4/ P{GD5584}v16427, 2xGMR-wIR-1/3-172/1/+
24zbk | 40zbk | 55zbk | 70zbk | FB- Alg1RNAI w*/Y; FB-Gal4/P{GD9500}v20580 ; 2xGMR-wIR-1/3-172/1/+
25zbk | 41zbk | 56zbk | 71zbk | FB- scuRNAi w*/Y; FB-Gal4/ P{GD1528}v37083; 2xGMR-wIR-1/3-172/1/+
FB-

CGE287RNA w*/Y; FB-Gal4/ P{GD11878}v40358; 2xGMR-wIR-1/3-172/1/+
27zbk | 42zbk | 57zbk | 72zbk | elav-kontrola w-/Y; GMR-wIR-3/2-25/1/+; elav-Gal4, UAS-Dicer2-6/+
o820k | 4326k | 582bK | 737bK Ly NF1RNA w-/Y; GMR-wIR-3/2-25/1/+; elav-Gal4, UAS-Dicer2-6/w1118/

z z z z elav- !
vdrc35877

Tab. 11 - Otestované kody s genotypem.

Pro testovani se vybirali samci. Vyjimkou je kiizeni z linie 9424, ze kterého vznikly kody

(24

22zbk, 38zbk, 53zbk a 68zbk. Zde se méti habituace samic, protoze UAS inzerce se nachazi

na chromozomu X. Aby se experimentalni drozofily mé€ly S ¢im porovnavat, tak se pro kazdy

den méfily i kontrolni drozofily pochazejici z kiizeni mezi 9459 (FB-Gal4) a 2055 (w*), coz
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je linie, do které byly vSechny UAS inzerce integrovany anebo zpétné proktizeny tak, aby
mély stejné genetické pozadi, jako tato kontrolni linie (Fenckova et al., 2019). Kédy kontrol
pro samce jsou 13zbk, 29zbk, 44zbk, 59zbk. Kody kontrol pro samice, které jsou potieba
jenom pro jedno experimentalni méfeni, jsou 14zbk, 30zbk, 45zbk, 60zbk. Podminky
habituace u samci a samic jsou rizné, proto potiebuji kazdy svoji vlastni kontrolu, i kdyz
genotyp je stejny. U téchto kontrol by méla byt pozorovatelna habituace. Kromé toho jsem
jeste pripravila drozofily pro dalsi 2 experimenty, tzv. pozitivni kontroly. Jednalo se o RNAi
genu Nfl indukovanou v neuronech pomoci neuronalniho elav-Gal4. Tato pozitivni kontrola
ma defekt v habituaci, takZe by habituace neméla probihat (Fenckova et al., 2019). Jeji kody
jsou 28zbk, 43zbk, 58zbk, 73zbk. Pro porovnani habituace k tomuto experimentu jsem méla
genetické kontroly s kody 27zbk, 42zbk, 57zbk, 72zbk.

4.2.2 Viditelné defekty

Vicekrat béhem dne, jak se drozofily lihly z kukel, byli vybirani samci nebo samice panny pro

otestovani habituace. Pro méfeni je potfeba minimalné 24 drozofil starych 3-6 dnti.

Uz pii vybéru drozofil pred testovanim byly vidét rozdily mezi kontrolami a vytvofenymi
experimentalnimi drozofilami. Ve vialkach s kontrolami bylo hodné nakladeno a byl i
nadbytek vylihlych drozofil. U nékterych experimentélnich drozofil bylo méné dospélct,
mensi pocet kukel, a i vylihnuti prob&hlo pozdéji nez u kontrolnich much. Pro potomky kiizeni
pro RNAI pro gen CG6287 se experimentalni drozofily viibec nepodatilo namnozit. Podobné
na tom byli i potomci pro overexpresi aktivované formy Ras85D, ze kterého sice vznikly
kukly, ale dospélé drozofily se z nich nevylihly. Z tohoto ptipadu byla pofizena jedna z
nasledujicich fotografii (obrazek 8C). Pro porovnani jsou ptidany i dalsi vialky (obrazek 8A,
obrazek 8B), ve kterych byl dostatek kukel a vylihnutych drozofil.
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Obr. 8 - Porizené fotografie vialek s potomky k¥iZeni urcené pro testovani. A- kontrola 29zbk

s nadbytek vylihnutych drozofil. B- FB-scufNA v kodu 25zbk s dostateénym poétem vylihlych drozofil. C- FB-
Ras85D-R68QCE s pozorovatelné $patnym vyvojem drozofil.

4.2.3 Analyza habituace

Potomky kiizeni z jednoho kodu jsem piendala do destiCky a nechala je otestovat v pfistroji
Zantiks. V nasledujicich kapitolach je popsan prubéh méteni pro kazdy den. Vzdy jsou
vyobrazené kontroly, a pokud to bude mozné, tak i experimentalnich drozofily. V piipad¢, ze

nedostate¢né odpovidaly na light-off stimuly, nebylo mozné jejich vysledky vyhodnotit.

4.2.4 Analyza habituace den 1

Prvni testovani habituace prob¢hlo v tery 18.10.2022. Jako prvni se testovaly kontrolni
drozofily 13zbk, 14zbk a 27zbk. V prubéhu testovani drozofily velmi malo reagovaly
skokovou odpovédi na light-off stimuly. V komurkach byly aktivni, pomérné hodné lezly, ale
to byl jejich jediny pohyb. Kontroly musi spliiovat podminku, ze béhem prvnich péti light-off
stimuld v experimentu habituace, bude minimalné 50 % drozofil alespon jednou odpovidat
skokem na light-off stimuly, tedy budou oznaceni jako skokani. Pocet skokant z prvniho dne

testovani je zapsan v tabulce 12.
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Habituace Pocet skokanti Fatique Pocet skokanti
13zbk 7 13zbk 7
14zbk 9 14zbk 9
27zbk 11 27zbk 8

Tab. 12 - Pocet skokani pro jednotlivé kontroly.
Priibéh habituace pii testovani kodu 13zbk
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Obr. 9 — Pribéh habituace kédu 13zbk. Na ose X je uveden pocet stimulii. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Ktivka grafu zobrazuje pribéh habituace kontrolnich samct. Pro tento graf bylo
7 skokant. Hodnota TTC je 8,75, s odchylkou (stéedni chyba priméru, TTC SEM) 2,75.
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Priibéh fatique pii testovani kodu 13zbk
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Obr. 10 - Prabéh fatique kédu 13zbk. Na ose X je uveden pocet stimulii. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Ktivka grafu zobrazuje pribéh fatique kontrolnich samci. Pro tento graf bylo 7

skokanti. Hodnota TTC je 3,05, s odchylkou (stfedni chyba priméru, TTC SEM) 0,55.

Pribéh habituace pfi testovani kodu 14zbk
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Obr. 11 - Priibéh habituace kédu 14zbk. Na ose X je uveden pocet stimulii. Na ose Y kolik % drozofil
reagovalo skokovou odpovédi. K¥ivka grafu zobrazuje pribéh habituace kontrolnich samic. Pro tento graf bylo
9 skokanti. Hodnota TTC je 15,32, s odchylkou (stfedni chyba praméru, TTC SEM) 6,82.
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Prub¢h fatique pii testovani kodu 14zbk
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Obr. 12 - Pribéh fatique kodu 14zbk. Na ose X je uveden pocet stimulti. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Kiivka grafu zobrazuje pribéh fatique kontrolnich samic. Pro tento graf bylo 9

skokanti. Hodnota TTC je 24,66, s odchylkou (stfedni chyba priméru, TTC SEM) 2.

Prubéeh habituace pii testovani kodu 27zbk
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Obr. 13- Pribéh habituace kodu 27zbkK. Na ose X je uveden poet stimulii. Na ose Y kolik % drozofil
reagovalo skokovou odpovédi. Kfivka grafu zobrazuje pribéh habituace kontrolnich samci. Pro tento graf bylo
11 skokanti. Hodnota TTC je 18,52, s odchylkou (stiedni chyba priméru, TTC SEM) 3,14.
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Prub¢h fatique pii testovani kodu 27zbk
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Obr. 14- Prubéh fatique kodu 27zbk. Na ose X je uveden pocet stimulti. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Ktivka grafu zobrazuje priibéh fatique kontrolnich samcii. Pro tento graf bylo 8

skokanti. Hodnota TTC je 9,07, s odchylkou (stfedni chyba praméru, TTC SEM) 8,07.

Procentualni hodnota skokovych odpovédi jak u habituace tak u fatique je ve vsech
kontrolnich méfenich vzdy mensi nez 50 % drozofil. To je nedostate¢na skokova odpovéd.
Protoze kontroly nespliovaly zakladni podminku, data experimentalnich drozofil z tohoto dne

se nevyhodnocovaly, protoze k nim neni porovnani.

4.2.5 Analyza habituace den 2

Druhy den testovani probihal ve stfedu 19.10.2022. Opét se nejdiive méfily kontrolni
drozofily. Pro tyto dny $lo o kody 29zbk, 30zbk a 42zbk. Jak drozofily reagovaly, je uvedeno

V nasledujici tabulce 13.

Habituace Pocet skokant Fatique Podet skokant
29zbk 13 29zbk 17
30zbk 15 30zbk 14
42zbk 24 42zbk 24

Tab. 13 - Pocet skokant pro jednotlivé kontroly.
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Pribéh habituace pfi testovani kodu 29zbk
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Obr. 15- Priibéh habituace kédu 29zbk. Na ose X je uveden poéet stimulii. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Kiivka grafu zobrazuje pribéh habituace kontrolnich samcu. Pro tento graf bylo
13 skokanti. Hodnota TTC je 11,65, s odchylkou (stfedni chyba praméru, TTC SEM) 3,15.
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Obr. 16 - Pribéh fatique kodu 29zbk. Na ose X je uveden pocet stimulti. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Kiivka grafu zobrazuje pribéh fatique kontrolnich samcti. Pro tento graf bylo 17

skokanti. Hodnota TTC je 24,65, s odchylkou (stéedni chyba priméru, TTC SEM) 0,25.
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Prabéh habituace pfi testovani kodu 30zbk

—@— Habituace 30zbk

% drOéoﬁl é%)
()} ~N

ove
TSYes
H 6,

Skokovia od
o o ©
= N w

o

0 10 20 30 | 40 50 60 70 80 90 100
Cislo stimulu

Obr. 17 - Pribéh habituace kédu 30zbk. Na ose X je uveden pocet stimulii. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. K¥ivka grafu zobrazuje pribéh habituace kontrolnich samic. Pro tento graf bylo
15 skokanii. Hodnota TTC je 18,75, s odchylkou (stiedni chyba priméru, TTC SEM) 8,95.

Priabéh fatique pfi testovani kodu 30zbk
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Obr. 18 - Pribéh fatique kodu 30zbk. Na ose X je uveden pocet stimulti. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Kiivka grafu zobrazuje pribéh fatique kontrolnich samic. Pro tento graf bylo 14

skokanti. Hodnota TTC je 32,26, s odchylkou (stéedni chyba priméru, TTC SEM) 0,06.
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Prb¢h habituace pfi testovani kodu 42zbk
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Obr. 19- Pribéh habituace kodu 42zbk. Na ose X je uveden pocet stimulti. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Ktivka grafu zobrazuje pribéh habituace kontrolnich samcu. Pro tento graf bylo
24 skokani. Hodnota TTC je 42,53, s odchylkou (stfedni chyba praméru, TTC SEM) 6,28.
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Obr. 20 - Pribéh fatique kodu 42zbk. Na ose X je uveden pocet stimuli. Na ose Y kolik % drozofil
reagovalo skokovou odpovédi. Kiivka grafu zobrazuje prubéh fatique kontrolnich samci. Pro tento graf bylo 24

skokanti. Hodnota TTC je 50, s odchylkou (stiedni chyba priméru, TTC SEM) 0.
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Pro kontrolni linie byla habituace nejlépe pozorovatelna u koédu 29zbk (TTC 11,65). Fatique
29zbk (TTC 3,15) neprokazal pifed¢asnou tnavu, a tim potvrdil habituaci u kontroly 29zbk. U
kontroly 30zbk (TTC 18,75) z grafu v habituac¢ni ¢asti je habituace o néco mén¢ patrna nez u
kontroly 29zbk, ale k habituaci dochazi, protoze kiivka grafu v pribéhu méfeni klesla, a ¢ast
fatique (TTC 32,26) vyloucila unavu. U kodu 42zbk (TTC 42,53) se projevila habituace do
mensi miry. Jak pro fatique (TTC 50), tak pro habituaci byly drozofily pomérné aktivni po

celou dobu experimentu.

Po zanalyzovani kontrol, které Ize pouzit, se vyhodnotily experimentdlni linie. Otestovano

bylo 9 kodu. Ty jsou uvedeny v tabulce ¢. 14.

Kody Skokani/N Pocet skokant pii habituaci Pocet skokant pii fatique
31zbk 0,791667 19 22

32zbk 0,583333 14 19

34zbk 0

35zbk 0,083333

36zbk 0,083333

39zbk 0,041667

40zbk 0

41zbk 0,041667

43zbk 0,75 18 19

Tab. 14 - Pocet skokant pro jednotlivé experimentalni drozofily. U kodu, kde ve sloupci

Skokani/N je ¢islo mensi nez 0,05 neni pocet skokanii v nasledujicich sloupcich uveden.

6 kodu z tabulky 14 vykazuje nedostate¢nou skokovou odpoveéd’. Nevytvotily se pro né grafy,
které by se porovnavaly s kontrolou. Nasledujici grafy (obrazky 21- 26) jsou pouze pro 3
experimentalni kody 31zbk, 32zbk a 43zbk. Pro tyto kody jsou v tabulce 14 uvedeny i pocty

skokanti v jednotlivych ¢astech.
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Porovnani pribéhu habituace experimentalnich drozofil 31zbk s
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Obr. 21 - Pribéh habituace kédu 31zbK. Na ose X je uveden podet stimulii. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Modré kiivka grafu zobrazuje priibéh habituace kontrolnich samci. Zluta kfivka
zobrazuje jak se chovaly experimentalni drozofily FB-G9aRNA!, Pro tento graf bylo 19 skokanii. Hodnota TTC je
7,16, s odchylkou (stfedni chyba priméru, TTC SEM) 0,83. P value 0,54.

Porovnani prib¢hu fatique experimentalnich drozofil 31zbk s kontrolou

29zbk
1 —®— kontrola 29zbk

s 0,3 experiment 31zbk
g 0,8
N
e
< 0,7
3
> 0,6
o
a,
32 0,5 M j ¢
<  J
z 04 weed
=
< 0,3
m ’

0,2

0,1

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

pocet stimuli

Obr. 22 - Pribéh fatique kodu 31zbk. Na ose X je uveden pocet stimuli. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Modra kiivka grafu zobrazuje priibéh fatique kontrolnich samctl. Zluta kiivka
zobrazuje jak se chovaly experimentalni drozofily FB-G9aRNA!, Pro tento graf bylo 22 skokani. Hodnota TTC je
27,51, s odchylkou (stiedni chyba praiméru, TTC SEM) 1,26. P value 0,32.
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Porovnani prib&hu habituace experimentalnich 32zbk drozofil s
kontrolou 29zbk
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Obr. 23 - Pribéh habituace kédu 32zbk. Na ose X je uveden pocet stimulii. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Modra kiivka grafu zobrazuje priibéh habituace kontrolnich samct. Zluta kiivka
zobrazuje jak se chovaly experimentalni drozofily FB-Nf1RNAI. Pro tento graf bylo 14 skokanii. Hodnota TTC
je 4,87, s odchylkou (stiedni chyba priméru, TTC SEM) 1,12. P value 0,15.
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Porovnani pribéhu fatique experimentalnich drozofil 32zbk s kontrolou
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Obr. 24 - Pribéh fatique kodu 32zbk. Na ose X je uveden pocet stimuli. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Modra kiivka grafu zobrazuje prabéh fatique kontrolnich samcti. Zluta k¥ivka
zobrazuje jak se chovaly experimentalni drozofily FB-Nf1RNAI. Pro tento graf bylo 19 skokand. Hodnota TTC
je 21,32, s odchylkou (stfedni chyba praméru, TTC SEM) 6,17. P value 0,91.

Porovnani prib¢hu habituace experimentalnich drozofil 43zbk s
kontrolou 42zbk
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Obr. 25 - Priibéh habituace kodu 43zbk. Na ose X je uveden pocet stimulii. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Modra kiivka grafu zobrazuje pribéh habituace kontrolnich samcti. Zluta kiivka
zobrazuje jak se chovaly experimentalni drozofily elav-Nf1*NA, Pro tento graf bylo 18 skokanti. Hodnota TTC je

57,12 s odchylkou (stfedni chyba priméru, TTC SEM) 4,45. P value 0,8.
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Porovnani pribéhu fatique experimentalnich drozofil 43 zbk s kontrolou
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Obr. 26 - Pribéh fatique kodu 43zbk. Na ose X je uveden pocet stimuli. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Modra kiivka grafu zobrazuje pribéh fatique kontrolnich samcti. Zluta kiivka
zobrazuje jak se chovaly experimentalni drozofily elav-Nf1*NAi, Pro tento graf bylo 19 skokanti. Hodnota TTC je
34,5, s odchylkou (stiedni chyba priméru, TTC SEM) 4,5. P value 0.

Ze druhého dne jsem méla kontroly, které mély skokovou odpovéd’ vyssi nez 50 % a Slo je
porovnavat s experimentalnimi drozofilami. Kontroly 42zbk jak pro habituaci, tak pro fatique
vykazovaly skokovou odpovéd’ 100 %. Kod 29zbk vykazoval skokovou odpovéd pro
habituaci 54 % a pro fatique 70 %. Kod 30zbk vykazoval skokovou odpoveéd’ pro habituaci
62,5 %, pro fatique 58 %. U experimentalnich drozofil nebyla dostate¢na skokova odpovéd’
nad 50 % u 6 kodu (tabulka 14). Pro porovnani kontrol s experimentalnimi drozofilami jsem
tedy méla 3 kody. Skokova odpovéd kodu 31zbk(FB-G9a™NA) byla pro habituaci 79 %, pro
fatique 91 %. Kod 32zbk (FB-Nf1IRNAIi) mél 58 % pro habituaci a 79 % pro fatique. Kod
43zbk (elav-Nf1RNAY) mg] pro habituaci 75 %, pro fatique 79 %. Pro habituaci kodu 31zbk
vysla TTC 7,16, TTC SEM 0,83, P value 0,54. Pro fatique 31zbk vysla TTC 27,51, TTC SEM
1,26, P value 0,32. Pro habituaci 32zbk vysla TTC 4,87, TTC SEM 1,12, P value 0,15. Pro
fatique 32zbk vysla TTC 21,32, TTC SEM 6,17, P value 0,91. Pro habituaci kodu 43zbk vysla
TTC je 57,12, TTC SEM 4,45, P value 0,8. Pro fatique kodu 43zbk vysla TTC 34,5, TTC SEM
4,5, P value 0.

U kodu 31zbk a 32zbk se experimentalni drozofily habituovaly 1épe néZ kontrola a také velmi

rychle, nicméné tento rozdil nebyl statisticky prikazny. Fatique experiment pro né nepotvrdil
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predCasnou unavu. Pro kod 43zbk nedoslo k habituaci. Experimentalni drozofily nelze moc

dobie porovnat s kontrolou, protoze v grafu vykazuji podobné hodnoty a navzijem se

prekryvaji.

4.2.6 Analyza habituace den 3

Tteti den testovani prob&hl 20.10.2022. Nejdiive probehlo otestovani kontrol a poté testovani

experimentalnich drozofil. Pfi experimentech bylo vidét, ze drozofily nereaguji skokem na

light-off stimuly. Zhodnoceni kontrol je v nasledujici tabulce 15. Kontrolni kody jsou 44zbk,
45zbk, 57zbk.

Habituace | Pocet skokanu Fatique Pocet skokanti
44zbk 5 44zbk 10
45zbk 3 45zbk 3
57zbk 6 57zbk 10

Tab. 15 - Pocet skokani pro jednotlivé kontroly.
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Obr. 27 - Pribéh habituace kédu 44zbK. Na ose X je uveden podet stimulii. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Ktivka grafu zobrazuje pribéh habituace kontrolnich samci. Pro tento graf bylo

5 skokanti. Hodnota TTC je 3,87, s odchylkou (stfedni chyba priméru, TTC SEM) 2,12.
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Prabéh fatique pii testovani kodu 44zbk
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Obr. 28 - Pribéh fatique kodu 44zbk. Na ose X je uveden pocet stimuli. Na ose Y kolik % drozofil
reagovalo skokovou odpovédi. Kiivka grafu zobrazuje prabéh fatique kontrolnich samcti. Pro tento graf bylo 10

skokanti. Hodnota TTC je 23,56, s odchylkou (stéedni chyba priméru, TTC SEM) 3,93.

Pribéh habituace pfi testovani kodu 45zbk
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Obr. 29 - Priibéh habituace kodu 45zbk. Na ose X je uveden pocet stimulii. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Kiivka grafu zobrazuje priubéh habituace kontrolnich samic. Pro tento graf byli 3
skokani. Hodnota TTC je 3,33.
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Prubéh fatique pii testovani kodu 45zbk
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Obr. 30 - Pribéh fatique kodu 45zbk. Na ose X je uveden pocet stimuli. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Ktivka grafu zobrazuje pribéh fatique kontrolnich samic. Pro tento graf byli 3
skokani. Hodnota TTC je 17,3.

Pribéh habituace pfi testovani kodu 57zbk
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Obr. 31 - Priibéh habituace kédu 57zbk. Na ose X je uveden pocet stimulii. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Kiivka grafu zobrazuje pribeh habituace kontrolnich samct. Pro tento graf bylo

6 skokanti. Hodnota TTC je 3,37, s odchylkou (stiedni chyba praiméru, TTC SEM) 0,62.
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Prabeh fatique pfi testovani kodu 57zbk
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Obr. 32 - Pribéh fatique kédu 57zbk. Na ose X je uveden pocet stimulii. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. K¥ivka grafu zobrazuje pribéh fatique kontrolnich samcti. Pro tento graf bylo 10

skokanti. Hodnota TTC je 15,43, s odchylkou (stfedni chyba priméru, TTC SEM) 11,43.

Uvedené hodnoty skokani Vv tabulce 15 jsou nizsi nez 12. Kontroly nespliovaly zakladni
podminku ani pii jedné Casti experimentu. Vyhodnoceni experimentéalnich drozofil nebylo

provedeno.

4.2.7 Analyza habituace den 4

Posledni ¢tvrty den 24.10.2022 se méfily experimenty 59zbk-73zb. Testovani kvili nedostatku
much neprobéhlo u koédi 60zbk, 63zbk a 68zbk. Pro kod 73zbk nebyl dostacujici pocet
drozofil, proto byly pouZity uz jednou testované drozofily z pfedchoziho dne z kédu 58zbk. U
koda 72zbk, 66zbk a 67zbk nebyla desticka plné obsazena vSemi 24 drozofilami. Prvni se
vyhodnocovaly kontroly, vysledky jsou uvedeny v tabulce 16. Pro tyto dvé kontroly nasleduji
i grafy (obrazky 33-36).
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Habituace Pocet skokant Fatique Pocet skokant
59zbk 18 59zbk 18
72zbk 10 72zbk 13

Tab. 16 - Pocet skokani pro jednotlivé kontroly.
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Obr. 33 - Pribéh habituace kédu 59zbK. Na ose X je uveden pocet stimuli. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Ktivka grafu zobrazuje pribéh habituace kontrolnich samct. Pro tento graf bylo
18 skokanti. Hodnota TTC je 6,53, s odchylkou (stfedni chyba praméru, TTC SEM) 1,82.
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Pribéh fatique pii testovani kodu 59zbk
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Obr. 34 - Pribéh fatique kodu 59zbk. Na ose X je uveden pocet stimulii. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Kfivka grafu zobrazuje prubéh fatique kontrolnich samct. Pro tento graf bylo 18

skokanti. Hodnota TTC je 24,58, s odchylkou (stéedni chyba praiméru, TTC SEM) 0,08.

Prib¢h habituace pii testovani kodu 72zbk
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Obr. 35 - Pribéh habituace kodu 72zbk. Na ose X je uveden pocet stimuli. Na ose Y kolik % drozofil
reagovalo skokovou odpovédi. Ktivka grafu zobrazuje pribéh habituace kontrolnich samct. Pro tento graf bylo

10 skokantd. Hodnota TTC je 10,72, s odchylkou (stfedni chyba priméru, TTC SEM) 7,72.
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Pribéh fatique pii testovani kodu 72zbk
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Obr. 36 - Pribéh fatique kodu 72zbk. Na ose X je uveden pocet stimuli. Na ose Y kolik % drozofil

reagovalo skokovou odpovédi. Ktivka grafu zobrazuje prib¢eh fatique kontrolnich samct. Pro tento graf bylo 13

skokanti. Hodnota TTC je 24,13, s odchylkou (stfedni chyba priméru, TTC SEM) 12,13.

Z tohoto dne méame pouze 1 pouzitelnou kontrolu, kod 59zbk. Ten ma pro habituaci i fatique
skokovou odpovéd’ 75 %. Druha otestovana kontrola 72zbk pii habituaci nespliiovala
podminku, Ze musi reagovat minimalné 50 % drozofil. Pro habituaci kédu 59zbk vysla TTC
6,53, TTC SEM 1,82. Pro fatique kodu 59zbk vysla TTC 24,58, TTC SEM 0,08. Pro habituaci
koédu 72zbk vysla TTC 10,72, TTC SEM 7,72. Pro fatique kodu 72zbk vysla TTC 24,13, TTC
SEM 12,13.

V nasledujici tabulce 17 jsou vypsany hodnoty experimentalnich drozofil. Protoze je jenom

jedna kontrola, tak jsou uvedeny pouze experimenty s ni srovnatelné.
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Kody Skokani/N
61zbk 0,125
62zbk 0,125
64zbk 0,125
65zbk 0,125
66zbk 0,041667
67zbk 0,208333
69zbk 0,083333
70zbk 0
71zbk 0,041667

Tab. 17 - Pocet skokani pro jednotlivé experimentalni drozofily.

Zadny zkoda vtabulce 17 nespliiuje signifikantni hodnotu skokové odpovédi. Prestoze
v tento den reagovaly kontroly na light-off stimulus dobie, zadné z experimentalnich drozofil

dostate¢nou skokovou odpovéd’ neprokézaly.

4.2.8 Vysledek analyzy habituace

Ve vs§ech dnech drozofily malo reagovaly na stimuly light-off. V prvnim a tfetim dni reagovaly
$patné i kontroly, takZe z téchto dnit nemam zadné vysledky. Z druhého dne jsem porovnala 3
experimentalni kody. Zbytek experimentdlnich kodi nespliioval dostatecnou skokovou
odpovéd’ pro analyzu. Tyto 3 kody 31zbk, 32zbk a 43zbk jsou jedinymi vyhodnocenymi
experimentalnimi drozofilami. Ze ¢tvrtého dne byla pouzitelna pouze jedna kontrola, k ni ale
nebyly pouzitelné experimentalni drozofily. U kodu 31zbk a 32zbk vyplyvalo z grafd, ze
dochazi k velmi rychlé habituaci. Dokonce mozna K lepsi habituaci nez u kontroly, i kdyz
rozdil v TTC nebyl signifikantni. U fatique experimentd byla pozorovatelna postupna inava.
U kodu 43zbk k habituaci nedochézelo.
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5. Diskuze

Tato prace vygenerovala data, ktera popisuji nastavovani kritérii pro zméteni habituace i
samotné otestovani habituace u manipulace exprese vybranych gent. Habituace je fizena
mozkem, béhem ni dochazi k postupnému snizovani reakénich odezev na okolni podnéty. U
jedinct, u kterych se vyskytuje PAS nebo PI, je pribéh habituace casto abnormalni. Deficit v
habituaci je tedy relevantnim ekvivalentem kognitivni funkce. Vyskyt téchto poruch mtize byt
zpusoben monogenné. Velmi Casté potize, kterymi trpi jedinci s nékterou z téchto zminénych
poruch, jsou obesita a Castéjsi vyskyt zanétu. Fenckova et al.,(2019) prokazali, Zze 50 %
testovanych drozofilich ortologti pro PI/PAS, je dilezitych pro habituaci v mozku. Navic bylo
zjisténo, ze nekteré z nich jsou spojeny s imunometabolickymi potizemi (SysNDD, database
of gene disease relationships in neurodevelopmental disorders. Retrieved May 8, 2020, from
https://sysndd.dbmr.unibe.ch/). Protoze pii 1é¢bé zanéth dochazi ke snizeni projevi
autistického chovani (Gtadysz et al., 2018), existuje moznost, ze imunitni a metabolické potize
mohou pfispivat ke kognitivni disfunkci u poruchy autistického spektra nebo u poruchy
intelektu.

Studium vlivu nékterych takovychto PI/PAS genli v imunometabolickych tkanich na
kognitivni funkci 1ze provést prostiednictvim ortologl ve zvitecich modelech. Pro tuto préci
se habituace testovala na organismu Drosophila melanogaster. Pomoci posttranskripéniho
mechanismu regulace genové exprese, znamého jako RNA interference, se snizila funkce
urcitého genu. To vse s vyuzitim UAS-Gal4 systému (Brand & Perrimon, 1993). Testovaly se
i 2 geny (csw a Rasl), u kterych se exprese cilené zvySovala, protoze mutace v lidskych
ekvivalentech vedou ke zvySeni jejich funkce u PI/PAS. Tyto manipulace se provadély
v tukové tkani, ktera ma jak metabolickou (zdsobarna energie), tak imunitni funkci. Testoval
se jejich efekt na habituaci.

Pted testovanim samotnych manipulaci bylo potieba nastavit systém Zantiks. Testovaly se
nejlepsi mozné podminky pro vyhodnocovani habituace na zakladé light- off stimull ve vSech
tiech ¢astech experimentu ,,Pulse®, ,,Habituation, ,,Fatique*. Ovéfeni intervali mezi light-off
stimuly se ukdzalo jako potfebné. Skript s hodnotami, které piesné odpovidaly poZzadovanym
hodnotam pro prubéh experimentu, vytvarel delsi ¢asové intervaly mezi light-off stimuly.
K opozdéni dochazelo kviili chvilkovému odpojeni piistroje od programu. Pfistroj se odpojuje,
aby mohl sbirat a ukladat data, ze kterych vypocitdva urazenou vzdalenost. Podle délky

intervalu vi, jak dlouho miZe byt odpojen, a také kdy se ma vratit. Jeho navrat do experimentu
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nebyl pfesny a to zpiisobovalo opozd’'ovani stimulu. Zkracenim intervalu, do kdy se mohl

vratit, 0 0,05 sekundy, se docililo piesnéjsiho intervalu mezi light-off stimuly.

Vymezeni kritérii pro rozeznavani skokové odpovédi a vytvoreni zapisi vysledki
V jednodussi formé pomoci 1 (skok) a 0 (bez reakce) se podafilo nastavit. Pro vytvoieny
dataset, ktery zaznamenaval uraZzenou vzdalenost drozofily 0,5 sekund pied stimulem i po
stimulu, se vytvofilo kritérium treshold. Treshold porovnava svoji nastavenou hodnotu
s rozdilem mezi urazenymi vzdalenostmi pfi a pied light-off stimulem. Vytvofeny dataset se
porovnal s mnou zapsanymi vysledky, které jsem ziskavala zhlédnutim vytvofenych videi
potizenych béhem experimentu. Z rozdili a typa skoki, promeskany nebo falesny skok, se
vyhodnotila kvalita hodnoceni kritéria treshold. Rozdil skokd vyzadoval pifidani dal$iho
kritéria a to MSD. To slouzilo k upfesnéni pohybu. Konkrétné, aby pouze pohyb kiidla nebo
jenom koncetiny nebyl vyhodnocovan jako skok. Kritérium MSD vedlo ke sniZeni chybovosti.
Nastavenym kritériem pro nejptfesnéj$i méfeni se stala kombinace treshold 0 + MSD>1.
Pfidanim a nastavenim tohoto kritéria se dosahlo 98,42 % presnosti pii vyhodnocovani skoki
a neskoktl. Tato kombinace vysla jako nejpfesnéjsi nastaveni, proto se pouzivala pro testovani

experimentalnich drozofil.

U vétsiny zméfenych dat pro experimentalni drozofily nemohla byt data zanalyzovana.
Skokova odpovéd u vétSiny experimentl vychazela pod 50 %. Zmény u nékterych
vyktizenych potomkil byly pozorovatelné jeste pred mefenim habituace v ptistroji Zantiks. Ve
vialkach s experimentalnimi drozofilami se nachdzelo méné kukel. K vylihnuti z kukel
dochazelo také pozdé&ji. Jedno kiizeni se nepodatilo ani namnoZit, bylo zcela letalni. Jednalo
se o kiizeni s RNAI proti genu CG6287. Tento gen tvoii vazbu s NAD koenzymem, ktery
figuruje v redoxnich a biosyntetickych reakcich jako ptenaSec elektront (Dengler et al., 1997).
Funkce genu CG6287 v tukovém télese je pravdépodobné velmi dilezita, protoze utlumeni
jeho funkce vedlo k letalit¢. U potomkt kiizeni s overexpresi Ras85D-R68Q dochazelo
k vytvareni kukel, z nich se vSak dospélé drozofily nevylihly. U kontrolnich linii nebyly

pozorovatelné zmény v pritbéhu vyvoje.

Ve dvou méfenych dnech pifi testovani habituace experimentilni drozofily ani kontroly
nereagovaly na light-off stimuly dobfe. Bez kontrol nemohlo byt provedeno testovani
experimentli. Pouze z druhého a cCtvrtého dne testovani mohla byt pofizena data
experimentalnich drozofil, kterd se mé¢la s ¢im srovnavat, protoze v kontrolnich métenich

reagoval dostatek drozofil. U vétSiny experimentalnich drozofil neni vliv na habituaci
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pozorovatelny, kvili Spatnému reagovani na light-off stimuly béhem experimentu. To ale
nemusi znamenat, Ze tato konkrétni Giprava genotypu nema zadny vliv na habituaci, jen by

pravdépodobné musela byt zméfena jinym zptiisobem nez pomoci light-off jump habituace.

Tim, Ze se testované geny exprimuji v tukovém télese, mohou byt dilezité pro ukladani
energie. Vyskyt letalnich a subletalnich fenotypti u manipulaci s nékterymi témito geny
naznacuje, ze tyto geny by mohly mit zésadni vliv na fyziologii organismu. To by mohlo
potvrzovat i to, ze kdyz drozofily byly umistény na led, aby se mohly pfendat na méfici

desticku, tak velmi rychle usinaly. Naopak probuzeni v desti¢ce jim trvalo déle.

Chovani kontrol ve dvou dnech ze Ctyt nebylo optimalni. Bez kontrol se nedaji vyhodnocovat

data. Nevime, pro¢ kontrolni linie $patné reagovaly.

Pro testovani habituace by mohly byt pouzité jiné testovaci metody. Existujici modely
vyhodnocuji habituaci studovanim névyku na vizualni, mechanické, chutové a cichové
podnéty. Ruznorodost reakci drozofil na stimulaci zépachem vedla k rozvoji rtznych
¢ichovych habitua¢nich modelt. Jednim z nich je T-bludisté, které jiz bylo pouzito v laboratofi
E. Skoulakise (Semelidou et al., 2019). V trénovaci ¢asti jsou drozofily vystaveny uréitému
pachu, ktery se rozsiti po celé trubici. V momenté, kdy se tak stane jsou drozofily vytaveny
elektrickému Soku. Ten je pro né nepfijemny. a zptsobi skokovou reakci. Nasledné se do
trubice vpusti druhy pach. K tomuto pachu se neptidavaji elektrické Soky, takZe nezpiisobuje
skokovou reakci. Nésledné jsou drozofily spoustény do testovaci trubice. Do testovaci trubice
je z kazdé strany vpoustén jeden ze dvou predchozich pacht. Kdyz se drozofily dostanou do
testovaci trubice, tak z kazdé strany citi jiny zapach. Maji na vybé&r, kam ptijdou. Na zéklad¢
ptedchozi zkuSenosti by si mély vybrat zépach, ktery nemaji spojeny s elektrickym Sokem.
Pro méfeni V testovaci trubici neni potieba skokové reakce. Jak habituace probihd, se urci

podle sméru, kam drozofily polezou.
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6. Zavér

Porovnavanim automaticky vytvofenych datasetli s manualnim vyhodnocenim videi se
podafilo dosahnout minimalni chybovosti v zapisovani skokt. Tvorbu falesnych skokti nebo
nerozpoznanych skokii se nasledné podafilo snizit diky novym kritériim, treshold a MSD. Az
jejich kombinace vedla k minimalni chybovosti ve vytvafeni §patn¢ vyhodnocenych skokd.
Uspésnost vyhodnocovani skokové reakce s kombinaci kritérii byla vyssi nez 98 %. Podatilo

se zamezit i vznikajicim del§im intervalim mezi jednotlivymi stimuly light-off.

Z testovani experimentalnich drozofil nemame mnoho vysledkd. Vyhodnoceni komplikuje
chovani kontrolnich drozofil, které malo skakaly. Pouzitelné vysledky jsou jenom u dvou dnt
méteni. U experimentdlnich drozofil, pro které se mohla ziskand data analyzovat, byla
viditelna rychla tnava. Unava, vznik letalnich a subletalnich fenotypt, pomalejsi vyvoj, rychlé
usinani na ledu a pomalé probouzeni po odstranéni z ledu naznacuje, ze testované geny
pravdépodobné maji v tukové tkani diileZitou funkci pro Zivot drozofil. Jaky je jejich vliv na

habituaci se z téchto vysledkd neda urdit.
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