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smysloveé fyziologie
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Volba laboratore souvisi se
specializaci.
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Vyvojova biologie



Jaké predméty?

Imunologie

Fyziologie zivocichu

Vyvojova biologie
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Behavioralni vedy
Chovani zvirat je dulezity fenotyp.

O chovani ZivocCichl se zajima Fada biologickych disciplin.

O chovani lidi Iékarské a humanitni obory.

Etologie - chovani zvirat a populaci s ohledem na jejich prostredi, socialni vztahy a zkusenost,
evoluce chovani — prirozené chovani je cilem vyzkumu

Fyziologicky pristup redukuje prvky chovani, pouziva laboratorni podminky, sledovani chovani je
nastrojem pochopeni déju na nizsich urovnich.

WATCH WHAT |
cAN MAKE PAVLOV poO.
PS SOON AS | DROOL,
HE'LL SMILE AND WRITE
IN HIS LITTLE Book.




Behavioralni metody ve fyziologil

Pestra skupina laboratornich oboru - spole¢ny zajem o funkce souvisejici s nervovym a
svalovym systémem, protoze ty jsou za chovani primarné odpovédné. Chovani je vzdy
spojeno s pohybem zvifete, at' uz jde napf. o pouzivani nastroju, hledani cesty a orientaci,
poctu urcitych pohybu nebo dennich rytmu aktivity... Dokonce i doCasné strnuti (freezing),
tedy nedostatek pohybu, je projevem chovani.

Studium chovani byva soucasti spektra metod u komplexnich a kvalitnich ¢lanku
nejruznéjSiho vyzkumného zaméreni.

Biochemie, toxikologie, neurofyziologie, smyslova fyziologie, zoopsychologie nebo
aplikované védy jako je farmakologie, zootechnika, ochrana pred Skudci nebo parazity a
dalSi specializace, které z popisu prvku chovani ziskavaji odpovédi pro své dilCi otazky.



Neuroetologie (behavioralni neurobiologie):

e Syntéza etologie a neurobiologie (60.1)
e Neuralni podstata chovani
e Nastroj reSeni otazek neurofyziologie

PODNET %/////////% CHOVANi
e




A) Bezobratli v neuroetologii:

e Jednoduchy, snadno pristupny nervovy system
e Larva 10 tis neuronu \}q

* ,Robustni behavioralni proje

e Laboratorni podminky

e Snadny, levny a rychly chov
e Mutantni linie
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e Mimoradny vyznam




Bezobratli v neuroetologii:
e Sensomotorické reflexy

Caenorhabditis elegans (hadatko)
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Bezobratli v neuroetologii:
e Sensomotorické reflexy

Caenorhabditis elegans (hadatko)




Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotorické reflexy
» Motoricke sekvence

Clione limacina (valovka plzovita)
,oea angel”




Bezobratli v neuroetoloqii:

e Sensomotoricke reflexy
 Motorické sekvence
Orientace

Training conditions

Testing conditions

Pi :
- N. Tinbergen

here nest in Nobelova cena 1973

. .. . . sand
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Philanthus triangulum




Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotoricke reflexy
* Motorické sekvence

* Orientace

« Komunikace




Bezobratli v neuroetoloqii:

e Sensomotoricke reflexy

 Motorické sekvence
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Bezobratli v neuroetoloqii:

e Sensomotorické reflexy
 Motorické sekvence

 QOrientace
« Komunikace
« UcCeni a pamet’

Circadianni rymy
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Bezobratli v neuroetoloqii:

e Sensomotoricke reflexy

Motorické sekvence
Orientace
Komunikace

UcCeni a pamet
Circadianni rymy
Smyslove schopnosti




Bezobratli v neuroetologii:
e Sensomotorické reflexy

* Motoricke sekvence |
* Orientace s
« Komunikace

« UcCeni a pamet’
 Circadianni rymy

« Smyslové schopnosti
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Bezobratli v neuroetoloqii:

e Sensomotoricke reflexy

* Motorické sekvence

* Orientace

 Komunikace

« UcCeni a pamet’

 Circadianni rymy

« Smyslové schopnosti a drahy
o Starnuti




Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotoricke reflexy
* Motoricke sekvence

* Orientace

« Komunikace

« UcCeni a pameét
 Circadianni rymy

« Smyslové schopnosti

o Starnuti

Sexualni orientace




Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotoricke reflexy
* Motoricke sekvence
« Orientace
 Komunikace

« UcCeni a pamet

« Circadianni rymy

« Smyslové schopnosti
o Starnuti

« Sexualni orientace
Agresivita




Bezobratli v neuroetoloqii:

e Sensomotoricke reflexy

Motorické sekvence
Orientace
Komunikace

UcCeni a pamet
Circadianni rymy
Smyslové schopnosti a drahy
Starnuti

Sexualni orientace

Agresivita rhemosofodiel
PuUsobeni drog a farmak

8
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4 —cocaine
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Bezobratli v neuroetologii:

e Sensomotorické reflexy
* Motoricke sekvence
* Orientace

« Komunikace

« UcCeni a pameét
 Circadianni rymy

« Smyslové schopnosti
o Starnuti

« Sexualni orientace

* Agresivita

* Pusobeni drog a farmak

« Ochota riskovat, emoce atd...




B) Podminiovani jako kli¢ k funkci NS a smyslu

Vytvoreni podminéného spojeni je dukazem
plasticity NS a zakladem pameti a uceni.
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plasticity NS a zakladem pameti a uceni.




Vytvoreni podminéného spojeni muze byt:
cilem vyzkumu pameti a ucCeni

Eric Kandel
Nobelova cena 2000

Aplysia — zej
,morsky zajic*
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Vytvoreni podminéného spojeni muze byt:
cilem vyzkumu pameti a uceni
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Vytvoreni podminéného spojeni muze byt:
nastrojem vyzkumu smyslovych schopnosti

Odmeéna nebo trest pfi tréninku




Vytvoreni podminéného spojeni muze byt:
nastrojem vyzkumu smyslovych schopnosti

Richard Axel
Nobelova cena 2004 za objevy podstaty Cichu




Vytvoreni podminéného spojeni muze byt:
nastrojem vyzkumu smyslovych schopnosti

Richard Axel
Nobelova cena 2004 za objevy podstaty Cichu
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C) Magnetorecepce —vyzva smyslove  fyziologii




Kompas:

Vsudypritomne
voditko
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Schopnost je vnimat je dnes jiz dobre dolozeny
fenomen.




Od 60’ do dneska:




Zajem badatelu neklesa. Heslo
,mnagnetoreception”

suoney)
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K cemu dobra recepce? Uzitecné orientacni voditko.

horizontal component

inclination

vertical component



K ¢emu dobra?




K ¢cemu dobra?
2. Lokalizovat pozici - Viapovy smys! -
navigace

“GPS systém” zvirat — zavisi na souradné siti
dvou gradientu

Pointer lat 32.084885° lon -3.048734°  Streaming |||||||l|| 100%  Eyeali 11001.00 km




Z inklinace se da zjistit geograficka Sirka...
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...a lokalizovat severo-jizni pozici.
Potrebujete ale specialni kompas.
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Z intenzity se da zjistit geograficka delka

horizontal component

/ inclination

vertical component
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3. Lokalni anomalie mohou slouzit jako mistni
voditka. o

Pigeon Magnetic Field Navigation

DIF ANGLE }

© " OREDEPOSITS .



Kompas nebo mapa?

Karety maji
mapu

Pouzivaji
magneticke
parametry jako
ETELTA S
orientaci.




Mlade karety v systému civek simulujicim
lokalni pole.

Horizontal coil
power supply

Vertical coil
power supply

Cable from
digital encoder

Lohmann, K. J., Cain, S. D., Dodge, S. A. and Lohmann, C. M. F. (2001). Regional magnetic fields as navigational markers for sea turtles. Science 294,
364-366.



Simulated northern location:

La N g u Sta 47.900nT, 593 i-l-'lclination
karibska x i
mapu pouziva

ta ké 1/ e A\ Capture site: -
e 45.300nT, 55.8° inclination

Simulated southern location:
42.800nT, 51.4° inclination

Ernst, D. A. and Lohmann, K. J. (2016). Effect of Magnetic Pulses on Caribbean Spiny Lobsters: Implications for Magnetoreception. J Exp Biol
doi:10.1242/jeb.136036.



4. Z dennich variaci je mozne zjistit Cas

National Geomagnetic Service, BGS, Edinburgh

GDAS 1 Fluxgate Data

Hartland lat: S0O.995N lon: 355 516E
Declination in degrees easl

1/10th of

00 12

Hour (U
Date: 22-08-2004 umn

N

http://www.geophysik.uni-muenchen.de/observatory/geomagnetism/daily-magnetograms



Nezname:

= Mechanismus recepce
» | okalizaci receptoru

= Adaptivni vyznam
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Dukazy pro magnetitovy kompas :

Nezavisly na svétle

Rozeznava polaritu pole (S od J)
Citlivy na silny magneticky pulz
Necitlivy na slabé RF oscilace



Fotochemicka reakce?

D+A model ,radikalovych” pari
hv ANA | fotoexcitace

D* + A

prenos elektronu

(eD* + +A7)S > A— (eD* + +A™)T

D S—

prechod mezi singletovym
a tripletovym stavem

~singletové” (%) ~tripletové”
produkty produkty

N Oy~
U O

9y
w

tripletovy vytézek
o
o

0° 90° 180° 270° 360°
Uhel k magnetickému vektoru




GMF vektor muze modulovat procesy
transdukce svetla...

bird's eye

. retina 7




... a tvorit viditelné obrazce (?)

Solov’yov, I. A., H. Mouritsen, and K. Schulten. 2010. Acuity of a
cryptochrome and vision-based magnetoreception system in
birds. Biophysical Journal 99: 40-49.



Fotochemicky model:

Zakladni teze: Biochemicka

reakce muze byt ovlivhéna
GMF.

Neparoveé elektrony maji svuj
magneticky moment, ktery
interaguje s okolnim polem

Neparové elektrony najdeme v radikalovych
parech. Ty vznikaji napr. po dopadu fotonu
(chlorofyl, fotolyazy)



Fotochemicky model:

Fotosensitivni molekulou s takovymi
vlastnostmi je nejspise Kryptochrom

Nalezené v rostlinach
Pribuzné fotolyazam
Ridici vnitfni hodiny

N a4 1 4 u y / 4 1 4




Fotochemicky model:

Citlivost Cry k GMP lezi ve ,hre” s elektrony
mezi proteinem a kofaktorem FAD.




Mechanicka analogie. | nepatrna energie
magnetického pole muze ovlivnit to, kterym
smerem se systém mimo rovnovahu preklopi.

Energy

Reactants Radical pair Products

Hore, P. J. and Mouritsen, H. (2016). The Radical-Pair Mechanism of Magnetoreception. Annu. Rev. Biophys. doi: 10.1146/annurev-biophys-032116-094545.



Metody vyzkumu







Blacksburg VA, Oldenburg DK




Kyvalka u Brna CZ



Plaz na Lachmanove mysu




Vrtulovna
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Tomanova K, Vacha M. 2016. Magnetic orientation of Antarctic amphipod Gondogeneia antarctica is cancelled by very weak radiofrequency
fields. J Exp Biol.




Laboratorni experiment zustava nejjistéjSim
standardem.

Vertical coil
power supply

Computer

--I--l___l_dl

|.|;.
Cable from

digital encoder
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Metody prace nasi laboratore:

Sledujeme pohybovou aktivitu zvirat. Laborator je vybavena
videosystémy pro zaznam a vyhodnocovani pohybu.

Mus musculus



Metody prace v magnetobiologické laboratori:
Velké civky umoznuji nastavit libovolné GMP.

_._.dl

-V

Vertical coil
power supply

Horizontal coil
power supply

Cable from
digital encoder

Computer




Velké civky ve stinenych komorach v suterenu D36.




Neuroetologicke metody
smyslove fyziologie

Spontanni a podminene reakce




Methods: Merritt coil

Magnetically induced
I’ESUeSSﬂeSS Magnetically Induced

Restlessness (MIR)

(MIR) A

60° oscillations

Period 5 min _
Magnetic pulse

Control — no MGF rotation — no MIR reaction
Wilcoxon

2
pair test,
P=n.s.

270 m|n

[y

o

Test — rotating MGF — MIR reactlon

N

Wilcoxon

pair test,
Hm
P=0.00017
270 min
sf rf

Body Rotations

—

o




Neuroetologicke metody
smysloveé fyziologie

Podminovani: Trénink a test



Tréenink Drosophila

Svétlo jako atraktivni
stimul




Cirkularni diagramy orientace




Magnetically induced freezing (MIF)

Aversively conditioned temporary immobility.

14

12 A

10 A

Body turns per animal

Body turns per animal
N~

Steady Rotating




Stinené komory v
kKampusu

Umoznujici odfiltrovat co
nechceme a nastavit

GMP, jaké chceme.




Stinené komory v
kKampusu

Umoznujici odfiltrovat co
nechceme a nastavit

GMP, jaké chceme.




Mame k dispozici laboratorni testy
magnetorecepcniho chovani u
hmyzu.

Diky tomu aplikujeme:

*Metody funkCni genetiky
(knockoutovani jedinci, vypnuti
urcitych vytypovanych genu, RNAI,
crispr)

»Fyzikalni faktory (parametry svétla
a magnetickeho pole)




Vybrané fotky Obrazek

SW analyzujici
obraz
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... a periodicitu chovani
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...ale imysi

Pohybova aktivita mysi —
pozice téla, poCet pohybu

Cirkadianni rytmy




Nejen orientace a smeér. Magnetické pole
ovliviuje prostrednictvim Cry cirkadianni rytmy

Canton-S
Y ST i

Fedele, G., Edwards, M. D., Bhutani, S., Hares, J. M., Murbach, M., Green1, E. W., et al. (2014). Genetic Analysis of Circadian Responses to Low frequency
Electromagnetic Fields in Drosophila melanogaster. PLOS Genetics, 10(12), e1004804.

Fedele, G., Green, E. W., Rosato, E., & Kyriacou, C. P. (2014). An electromagnetic field disrupts negative geotaxis in Drosophila via a CRY-dependent pathway.
Nature Communication, DOI: 10.1038/ncomms5391.



Dokonce | bunky v tkanove kulture vi,
kolik je hodin

—=— ELF-MF exposure

---- Sham exposure

Fold change
P > g

g
o

12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Time (hours)




Nase vysledky:

Darkness UV 1.7x10° Wem™ UV 6x10° Wem™

He b

& o

Static field: 0.5uT  120pT  05uT  0.5uT 50uT  120pT  05uT  120uT  O05upT  05uT  05uT  120uT  120uT
RF field: 420nT 1nT 22nT  420nT 1nT 22nT

Period (min)
(sanoy) pouad

Dokonce i slabé RF zpomaluje rytmus — ale takto slaba
pole jsou docela bezna!

Bartos, P., Netusil, R., Slaby, P., Dolezel, D., Ritz, T., & Vacha, M. (2019). Weak radiofrequency fields affect the insect circadian clock. Journal of the
Royal Society Interface, 16(158), 20190285.



Chamber, NoRF
Chamber, RF 1nT
Chamber, RF 22nT
Chamber, RF 420nT
Lab bench, 30nT

l_
=3
b
|
=
el
o
3
o
c

5000
Freq. (kHz)

Dokonce i slabé RF zpomaluje rytmus — ale takto slaba
pole jsou docela bezna!



Resume a vyhledy do budoucna
Cryptochromy a jejich ulohy.

Typel+1I

Chaves |, Pokorny R, Byrdin M, Hoang N, Ritz T, Brettel K, Essen L-O, Horst GTJvd, Batschauer A, Ahmad M. 2011. The Cryptochromes: Blue Light
Photoreceptors in Plants and Animals. Annu Rev Plant Biol 62:335-364.



Resume a vyhledy do budoucna
Cryptochromy a jejich ulohy.

* Hodiny
e 7Zmeéna membranoveho
potencialu

Fogle KJ, Baik LS, Houl JH, Tran TT, Roberts L, Dahm NA, Cao Y, Zhou M, Holmes TC. 2015. CRYPTOCHROME-mediated phototransduction by
modulation of the potassium ion channel B-subunit redox sensor.



Resume a vyhledy do budoucna
Cryptochromy a jejich ulohy.

* Hodiny
* Zména membranoveho potencialu
* Kontrola bunécneho cyklu

\




NaruSeni hodin méni ulohu hodinovych genu v
rizeni proliferace

ES cells Differentiated cells

& EMBD

Dierickx, Pieterjan, Linda W. Van Laake, and Niels Geijsen. "Circadian clocks: from stem cells to tissue homeostasis and regeneration." EMBO reports 19.1
(2018): 18-28.



Exprese Cry je markrem chronické
lymfocytarni leukémie.

ES cells Differentiated cells

& EMBD

Eisele, Lewin, et al. "Combined PER2 and CRY1 expression predicts outcome in chronic lymphocytic leukemia." European journal of haematology 83.4
(2009): 320-327.



Resume a vyhledy do budoucna
Cryptochromy a jejich ulohy.

* Hodiny

* Zména membranoveho potencialu

* Kontrola bunécneho cyklu
Magnetorecepce




Resume a vyhledy do budoucna
Cryptochromy a jejich ulohy.

* Mozna vsechny drahy, kde je pritomen Cry,

jsou citlive na svetlo a magneticka pole!!




K cemu je takovy vyzkum dobry?

« Zakladni vyzkum — nikdy nevite...

* Nejslabsi znama interakce mezi biologii a
mag. polem.

* Vyzkum posouva hranice mezi biologii,
,kvantovou biologii® a fotochemii.

* Prakticke aplikace v oblasti ochrany zdravi,
kvality spanku, interakci s technickymi
zarizenimi atd.



Rozbihajici se projekty (ne vsechny behavioralni) :

» Bunky, organoidy, svetlo a magneticke pole
» Cirkadianni rytmus mysi a magneticke pole.

* Vcely a EMG pole



Rozbihajici se projekty :

A Rhodopsin
2.5 .-
i o 3 N *- ctrl
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»
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0 B 12
PSD95 ZT time(h)

» Cirkadianni rytmy na modelu
organoidu sitnice



Dosavadni granty:

= Ovéfeni magnetorecepce potemnika mouéného. GACR 2001-
2003

= Analyza mavgnetorecepc“:nl'ho chovani laboratornich druhu
hmyzu. GACR 2005-2008

= Neuralni podstata magnetorecepce hmyzu. GACR 2007-2010

= Fyziologicka a funkCné geneticka analyza magnetorecepce na
hmyzim modelu GACR 2013-2015.

= GAMU 2019-2021

= Spoluprace s Molekularni chronobiologickou lab. CB, Marburg,
Oxford, Lund, Viden

https://www.sci.muni.cz/ofiz/vacha/



https://www.sci.muni.cz/ofiz/vacha/

Témata Bc praci zde resenych:

https://is.muni.cz/auth/rozpis/tema?fakulta=1431:0bdobi=7584:balik=29838

Web laboratore a nova temata:

https://www.sci.muni.cz/ofiz/vacha/



https://www.sci.muni.cz/ofiz/vacha/
https://is.muni.cz/auth/rozpis/tema?fakulta=1431;obdobi=7584;balik=29838

NaucCite se:  Co to znamena analyzovat chovani
zvirat v laboratori.
Ve spolupraci metody m.b.
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Dekuji za pozornost!

vacha@sci.muni.cz




