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1. Uvod

Nervovy systém je hlavnim fidicim a integrujicim systémem organizmu. Jednou z jeho
zakladnich funkci je rychly a pfesny pfenos informaci z receptorti, jejich centralni zpracovani
a vysilani novych signalii na efektory. Vysledna zména chovani organizmu piedevsim zajistuje
stalost vnitiniho prostfedi a tak umoznuje preziti jedince.

Informace se §ifi nervovym systémem formou elektrickych a chemickych signali.
Kazdym okamzikem registruji nase buiky obrovskd mnozstvi informaci. Ptes slozité neuronalni
sité se informace predavaji, az se nakonec dostanou k cilovym bunkam v téle. Komunikace mezi
jednotlivymi neurony je zajisténa uzce specializovanymi bunécnymi kontakty zvanymi synapse.
Vétsinu synapsi centralniho nervového systému savcil tvoii synapse chemické. Pienos signalu je
zde zavisly na pritomnosti chemickych latek - neuropfenasect v presynaptickych zakoncenich.
Neuropienasece jsou typicky uvolovany z presynaptickych zakonceni a pomoci diftize dosahuji
postsynaptickych membran, kde se vazi k specifickym bilkovinnym strukturdm — receptortim.
Vysledkem vazby neuropienaseCe nareceptor je aktivace receptoru, ktera vyvola
postsynaptickou odpovéd’ a zménu aktivity prislusné buniky. Receptory registruji a do buiky
prenaseji signaly riznymi zplsoby. lonotropni receptory jsou ligandem fizené iontové kanaly
a zprostfedkovavaji rychly synapticky ptfenos. Metabotropni receptory zprostiedkovavaji
pomaly synapticky pfenos, knémuz vyuzivaji trimerni G-proteiny. Podle toho, jak
postsynapticka odpoveéd’ ovliviiuje aktivitu postsynaptické bunky, lze receptory s urcitym
zjednodusenim klasifikovat téz jako excitacni a inhibi¢ni. Aktivace prvni skupiny receptorti
vede k depolarizaci a podrazdéni nervovych bunék. Druha skupina pak po své aktivaci
vzrusivost neurontl snizuje. Podobné 1ze na excitacni a inhibi¢ni rozdélit i neuroptenasece.

V nasi praci jsme se zabyvali studiem receptorti pro hlavni inhibi¢ni pfenasece centralni
nervové soustavy y- aminomadselnou kyselinu (GABA) a glycin. Tyto receptory patii jednak
do rodiny ionotropnich, tzv. Cys-loop receptori a jednak zahrnuji metabotropni receptory
ze tfeti rodiny receptord sprazenych s G-proteiny. Mnoho komeréné pouzivanych 1éCiv
1 zneuzivanych latek ovliviiuje aktivitu GABA a glycinovych receptort. Kaskady déji vedouci
ke konecnému terapeutickému efektu, ¢i uc¢inku drogy vSak nejsou zcela pochopeny. Objasnéni
mechanismit fungovani inhibi¢nich neuropfenasecii je pfitom nutnou podminkou pro vyvoj
novych anestetik, 1éCiv pro tézka onemocnéni typu epilepsie, schizofrenie, izkostnych poruch,

¢i chronické bolesti a pro terapeutické ptistupy uzivané pro odvykani drogové zavislosti.
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Vlastnosti receptori pro inhibi¢ni aminokyseliny jsme zkoumali na Heldové synapsi
v medialnim jadfe trapézovitého télesa (MNTB) potkana a mysi. MNTB je soucasti sluchovych
jader mozkového kmene a ptedstavuje jednoduchy systém s dobie definovanymi vztahy mezi
vstupy a vystupy. Vnasi praci jsme se zaméfili na podjednotkovd slozeni pre-
a postsynaptickych GABA a glycinovych receptorii a na jejich vyvojové zmény v tomto jadre.
Také jsme zkoumali, jak se vlastnosti receptorti uplatiiuji pii modulaci excita¢niho synaptického
prenosu pfi jejich fyziologické aktivaci v in vivo podminkach.

Vétime, ze nase vysledky pomohou 1épe pochopit mechanismy plasticity inhibi¢niho

a excitacniho synaptického pfenosu a zpracovani zvukl ve sluchovém systému savcii.

1.1. Centralni ¢ast sluchové drahy savcu

Hlavni funkci sluchového systému je zajistovat detekci a zpracovani relevantnich
zvukovych podnétli z okoli zivoc¢icha. Schematicky lze ascendentni pribéh drahy popsat (Obr.1):
Ze spiralniho ganglia vychazi sluchovy nerv, ktery vstupuje do kochlearnich jader ulozenych
v lateralni prodlouzené miSe. Z ventralniho i dorzalniho kochlearniho jadra sluchova draha pokracuje
do jader ulozenych v mozkovém kmeni. Zde se draha déli do vice paralelnich kanalti. Z ventralniho
kochleéarniho jadra vychazi projekce ipsi- i kontralateralné do komplexu jader horni olivy (SOC), kde
je vétsina vldken piepojena. Vldkna vystupujici z dorzalniho kochlearniho jadra obchazeji SOC
acestou stria acustica dorsalis smétuji do jader lateralniho lemnisku kontralateralni strany, kde
dochazi k jejich ¢astenému piepojeni. VéEtsina ascendentnich vlaken sluchové drahy a to po i bez
prepojeni v jadrech mozkového kmene pokracuje cestou lateralniho lemnisku do integracniho centra
stfedniho mozku zvaného colliculus inferior (IC). Z 1C probiha vzestupna dréha do sluchového
talamu (corpus geniculatum mediale;, CGM). VétSina vstupni informace prichdzi do CGM z IC,
avSak néektera vlakna z mozkového kmene IC obchazeji a sméruji do talamu piimo. Na rozdil od
nékolika paralelnich drah probihajicich mezi jadry mozkového kmene a stiedniho mozku tak CGM
talamu predstavuje povinnou prepojovaci stanici pro vSechna vlakna piinasejici sluchu informaci
korovym strukturam. Kone¢nou stanici vzestupné sluchové drahy je sluchova kiira, nachazejici
se ve spankovém laloku koncového mozku (Tsuji and Liberman, 1997; Pickles, 2015).

Sluchova draha vynika mezi ostatnimi senzorickymi drahami mozku zejména svou vysokou
Clenitosti, bohatou komunikaci mezi bilateralné¢ umisténymi parovymi jadry a silnou eferentni
kontrolou jednotlivych podkorovych struktur. V celém svém pribéhu si zachovava tonotopické

usporadani. Podobné jako u ostatnich senzorickych drah i zde podkorové struktury nepfenaseji
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informaci pouze pasivng, ale podileji se na predzpracovani sluchovych stimuld. Prominentni vyznam

swvr

sluchova kura
oblast A1

sluchovy talamus
(corpus geniculatum
mediale)

jadra
lateralniho
lemnisku

spiralni
anglium
kochlea s olivy superior

Obr. 1.  Schématické zndazornéni sluchové drahy

Popis viz vyse v kapitole 1.1. Upraveno podle (Purves et al., 2001)

1.2. Komplex jader olivy superior

SOC je tvofen hornim paraolivarnim jadrem, medialni a lateralni olivou superior (MSO
a LSO), MNTB, ventralnim a laterdlnim jadrem trapézového télesa (VNTB, LNTB),
(viz Obr. 2).
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SOC je kliCovy pro binauralni slySeni. Predstavuje totiZ prvni troven sluchového
systému, kde se integruji informace z obou usi. Jedna se o systém klicovy pro stanoveni polohy
zdroje zvuku v horizontdlni rovin€ na zéklad€ interauralniho rozdilu v cCase nebo intenzité.
Zvuky o nizké frekvenci jsou detekovany zejména na zaklad¢ ¢asového zpozdéni zdroje zvuku.
V klasickém pojeti zde hraje svou ulohu predevsim MSO (Jercog et al., 2010; Middlebrooks,
2015). Rozdily v intenzit¢ zvuku o vyssich frekvencich (u clovéka se jedna o frekvence
nad 2 kHz) jsou zpracovavany v LSO (Boudreau and Tsuchitani, 1968; Tsuchitani, 1997). Dle
soucCasné teorie zalozené na fosilnich nalezech se zda, Ze prvni savci, ze kterych se jejich ostatni
druhy vyvinuly, detekovali zdroj zvuku hlavné na zakladé rozdili v intenzité zvuku. Také
vsichni doposud zkoumani savci véetné Cloveka maji dobfe vyvinutou LSO a vyuZzivaji stejny
zpusob detekce rozdilii v intenzit¢ zvuku. Je pravdépodobné, ze MSO se objevila az pozdéji
v evoluci (Grothe, 2000; Grothe et al., 2010). Detekci na zaklad¢ Casového zpozdéni zdroje
zvuku vyuzivaji predevsim savci vyznacujici se nizkofrekvencnim rozsahem sluchového
aparatu. Jedna se o vétsi suchozemské savce, ale i malé stepni hlodavce (piskomil), ktefi obyvaji
oteviené prostory. Tato zvifata komunikuji ¢i lokalizuji predatory na dlouhé vzdalenosti,
u kterych nejsou vyznamné interauralni rozdily v intenzité zvuku (Lay, 1972). Ukazuje se,
Ze ob¢ jadra jsou v urcité mife pritomna u savcl s rozlicnym frekvencnim rozsahem slySeni.
A bylo ukazdno, ze LSO se podili i na detekci casového zpozdéni zdroje zvuku
u nizkofrekvenénich zvukli a naopak MSO hraje roli v detekci rozdild v intenzité a to zejména

u komplexnich zvukl (Grothe, 2000; Grothe et al., 2010).

1.3. Medialni jadro trapézovitého télesa

Z periolivarnich sluchovych jader hraje nejvyznamnéjsi roli MNTB (Obr. 2). Lezi
na ventralni stran¢ mozkového kmene nejmedialngji ze vSech jader SOC. MNTB je klicovym
jadrem pfti pfedzpracovani zvukové informace v ramci presné lokalizace zdroje zvuku a analyze
komplexnich zvukd (Grothe, 2003). Z hlediska bunécné hustoty je MNTB nejkompaktnéj$im
jadrem ze SOC. Obsahuje né€kolik typti neuronalnich bun¢k leZicich mezi nervovymi vladkny
trapézovitého télesa. Nejvice zastoupené jsou hlavni neurony. Dale zde nalézame hvézdicovité
buniky a bunky protahlé (Morest, 1968b; Willard and Ryugo, 1983; Kuwabara and Zook, 1991).
Na synapsich MNTB neuronli se excitatni vstupy prichazejici z kontralateralniho
anteroventralniho kochlearniho jadra (AVCN) pfepojuji na inhibicni (glycinergni) vystup
pokracujici ke svym inervacnim ciltim. Silné¢ myelinizované axony hlavnich neuront opoustéjici

MNTB projikuji ptedevsim do LSO, ale i do MSO, dorsomedidlniho a ventromedidlniho jadra
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paraolivy a jader lateralniho lemnisku (Banks and Smith, 1992; Sommer et al., 1993; Tsuchitani,

1994; Smith et al., 1998).

mozek potkana

rovina fezu

Dvysoké frekvence «____* excitace
nizké frekvence ~ ~—_—" inhibice

fez mozkovym kmenem

vlaskova bunka

sluchovy nerv

spiralni ganglium

kochlea

Obr. 2.  Prehled pienosu signdlu mozkovym kmenem potkana s diirazem na MNTB

Vievo nahore, Pohled na mozek potkana s naznacenou rovinou rezu. Dole, Korondlni ez mozkového
kmene v roviné SOC. Zvukovy signal detekovany kochleou je dale zpracovian v anteroventralnim
kochlearnim jadre (AVCN). AVCN vysila excitacni (Cervené) kontralateralni projekce do MNTB. Tyto
projekce tvori obri glutamatergni zakonceni zvana Heldovy kalichy na hlavnich neuronech MNTB.
Z MNTB pokracuje inhibicni projekce (modre) do dalsich jader mozkového kmene: ventralniho jadra
trapézovitéeho télesa (VNTB), medidlni olivy superior (MSO), laterdlni olivy superior (LSO), jader
superiorni paraolivy (SPN) a jader lateralniho lemnisku. Aktivita MNTB je modulovana inhibicni projekci
z VNTB a prostrednictvim zpétnych kolateral axonii neuronit MNTB, vidkna z VNTB a zpétné kolateraly
kontaktuji tela hlavnich neuronit v podobé malych glycinergnich zakonceni. Projekce jsou typicky
tonotopické. Gradient v odstinech Sedé wuvniti jader vyznacuje nizkofrekvencni (svétlé odstiny)
az vysokofrekvencni (tmavé odstiny) tonotopickou organizaci riiznych jader (Borst and Soria van Hoeve,

2012).
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Excitaéni vstupy pfichdzeji do MNTB pfevazné z globularnich keti¢kovych bunék
(GBC). GBC jsou ovalné buitkky s excentricky ulozenym jadrem a jednim kefickovitym
dendritem. Nalézaji se v AVCN, v tzv. intersticidlni oblasti, pfedstavujici pfechod AVCN
aPVCN (posteroventralniho kochlearniho jadra), ktera je urCena vétvicimi se vldkny
vstupujiciho sluchového nervu, a oblastech AVCN i PVCN tésné€ k ni pfiléhajicich. Jejich axony
vytvareji na hlavnich neuronech synapse predstavujici svou stavbou u savct ojedinély fenomén.
Jedna se o obii axosomaticka zakonCeni nazyvana Heldovy kalichy (Held, 1893; Willard and
Ryugo, 1983; Spirou et al., 1990).

Kromé masivni excitacni inervace, dostavaji hlavni neurony jesté dalsi excitacni vstupy.
Jedna se o mensi excitacni zakonceni, kterda patrné z Casti predstavuji kolateraly kalicealnich
vstupti (Hamann et al., 2003; Rodriguez-Contreras et al., 2008). VétSina této inervace konci
na télech a proximalnich dendritech hlavnich neurond. Cast inhibiénich vldken vychazejicich
z hlavnich neuront tvoii zpétné kolateraly, které inervuji téla hlavnich neuronti a vytvaieji zde
mala inhibi¢ni zakonceni (Dondzillo et al., 2016). Za dalsi zdroj inhibi¢nich zakonceni
se povazuje ipsilateralni ventralni jadro trapézovitého télesa (Albrecht et al., 2014). Z téchto
zakonceni se uvoliuji ihibi¢ni neuroptfenasece (GABA/glycin), které se ucastni synaptického
ptenosu pres glycinové a GABA, receptory (Smith et al., 1998). GABA- a glycinergni systémy
v MNTB predstavuji efektivni inhibi¢ni systém schopny rychlé modulace excitacniho pfenosu

(Awatramani et al., 2004).

1.3.1. Vyvoj a struktura Heldovy synapse

Heldav kalich byl poprvé popsan na konci devatenactého stoleti Hansem Heldem
za pouziti nové objevené Golgiho metody histologického zna¢eni (Held, 1893). Svoji rozsahlosti
zaujal fadu neuroanatomil, ktefi popsali jeho zakladni anatomii. Zhruba o stoleti pozd¢€ji doslo
k jeho znovu objeveni jako tkanového preparatu vhodného pro studium synaptického ptrenosu
technikou terc¢ikového zamku (Forsythe, 1994). Heldova synapse se sklada z presynaptického
Heldova kalichu a postynaptického téla hlavniho neuronu.

U hlodavcii se postsynaptické neurony MNTB objevuji mezi 12. az 14. dnem
intrauterinniho vyvoje. Hlavni neurony dospélych zvifat jsou kulaté ¢i ovalné (velikost~20 pum)
s excentricky uloZzenym jadrem a 1-2 nepfili§ rozvétvenymi dendrity v neustdleném sméru.
Vétsina z nich konéi v ramci MNTB (Morest, 1968b; Kuwabara and Zook, 1991; Smith et al.,
1998). Béhem casného postnatalniho vyvoje dochazi k postupnému formovani a zrani
nervového zakonceni Heldova kalichu (Obr. 3). K dramatickym zménam dochazi zejména

v obdobi kolem nastupu slySeni. Presynaptické axony budouci Heldovy synapse postupné
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prorustaji z GBC kontralateralniho AVCN pies stiedovou osu mozkového kmene a kolem
2.-3. postnatalniho dne se objevuje prvni ndznak kalichu tzv. protokalich (Hoffpauir et al.,
2010). GBC neurony juvenilnich zvitat maji mnoho kolateral, které kontaktuji postsynaptické
neurony a naopak jeden hlavni neuron miZze byt obsazen az nékolika nezralymi kalichy.
Nasledné dochéazi k postupnému zaniku nékterych kontakt. Drtiva vétSina hlavnich neuront
MNTB u mladych dospélych zvitat je jiz v kontaktu pouze s jednou GBC. Vyzralé synaptické
spojeni je rozsahlé, ma prstovité vybézky aje omezeno prakticky pouze na télo hlavniho

neuronu (Morest, 1968a; Hoffpauir et al., 2006; Ford et al., 2009).

Obr. 3. Postnatdalni vyvoj Heldova kalichu
Obrazky trojrozmérné struktury kalichui zvirat starych 8, (A) a 17, ( B) dni. Kalichy byly naplnény
biotinylovanym dextran aminem a vizualizovany fluorescencné. Priumér kalichi je 15-20 um (Wang and

Augustine, 2014).

Kromé morfologickych zmén prodélava Heldiv kalich i zmény v elektrickych
amolekularn€¢ biologickych vlastnostech presynaptického a postsynaptického neuronu.
Napft. dramaticky vzrtsta velikost kalicealnich excita¢nich proudti (Chuhma and Ohmori, 1998;
Hoffpauir et al., 2006), zatimco klesa vstupni odpor hlavniho neuronu (Hoffpauir et al., 2010;
Rusu and Borst, 2011). Tyto funkéni zmény vedou k upfednostnéni piispévku Heldovy synapse
vici dalSim synaptickym kontaktiim hlavniho neuronu pfi udavani vystupni frekvence akénich

potenciall (AP) a podporuje jeji funkci relé v presném prevodu excitace na inhibici.

1.3.2. Vlastnosti synaptického pienosu v MNTB

Glutamatergni synapticky pfenos na Heldové synapsi se vyznacuje velkou rychlosti
a spolehlivosti az do vysokych frekvenci presynaptickych AP. Toto je umoznéno specidlnimi
vlastnostmi, mezi néz patii velké mnozstvi uvoliiovacich mist spomémné nizkou
pravdépodobnosti uvolnéni (Meyer et al., 2001; Sétzler et al., 2002; Taschenberger et al., 2002),

velké mnozstvi vacku pripravenych k okamzitému uvolnéni (Schneggenburger et al., 1999;
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Sakaba and Neher, 2001; Sun and Wu, 2001; Wolfel et al., 2007)), ¢i pritomnost
postsynaptickych AMPA receptort s rychlou kinetikou (Caicedo and Eybalin, 1999; Lawrence
and Trussell, 2000; Taschenberger and von Gersdorff, 2000; Yang et al., 2011).

eNof‘ GC_~kinazy/fosfatazy
no—
Kv, VGNaC...

—, Vvystupni
Av, signal

AVCN * vstupni

signal

zpétna kolaterala
hlavniho neuronu MNTB

Obr. 4.  Synapticky pienos v MNTB a jeho modulace

Upraveno podle Kopp- Scheinpflug et al, 2011; Albrecht et al, 2014; Dondzillo et al, 2016. Popis v textu
kapitoly 1.3.2.: Vlastnosti synaptického prenosu v MNTB. (AMPAR receptor pro a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionovou  kyselinu, CBIR, kanabinoidni receptor typu 1, eCB-endogenni
kanabinoid, eNOS endotelialni syntaza oxidu dusnatého, GABA 4-receptor pro y-amino mdselnou kyselinu
typ A, GC-guanylat cykliza, GlyR glycinovy receptor, GPCR- receptor sprazeny s trimernim
G-proteinem, Kv-napétové zavisly draslikovy kanal, mGluR-metabotropni glutamdtovy receptor,
NMDAR-N- methyl-D  apspartatovy receptor, VGCC- napétove zavisly vapnikovy kandl,
VGNaC-napétove zavisly sodikovy kanal)

Vylev glutamatu z Heldova kalichu je vyvolan zvySenim koncentrace vapniku v oblasti
presynaptickych uvolnovacich mist (Barnes-Davies and Forsythe, 1995; Borst and Sakmann,

1996). Ptichod presynaptického AP aktivuje napétoveé zavislé vapnikové kanaly (VGCC)
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predevsim typu P/Q (Iwasaki and Takahashi, 1998). Ca®" jonty nasledn& spousti vylev vacka
s neuropfenasecem. Tento proces je posilovan aktivaci presynaptickych glycinovych receptort
(Turecek and Trussell, 2001). Presynaptické GABAg, metabotropni glutamatové receptory,
noradrenergni receptory i endokanabinoidni receptory naopak aktivaci G-proteinové
signalizace inhibuji VGCC, ¢imz vylev glutamatu snizuji (Barnes-Davies and Forsythe, 1995;
Takahashi et al., 1996; Isaacson, 1998; Ledo and Von Gersdorff, 2002; Kushmerick et al.,
2004). Glutamat postsynapticky aktivuje AMPA, NMDA (NMDA receptory pouze u mladych
zvitat) (Taschenberger and von Gersdorff, 2000; Futai et al., 2001) i metabotropni glutamatové
receptory (Kushmerick et al., 2004). Aktivace ionotropnich glutamatovych receptorti vede
ke vtoku sodnych a vapenatych iont do postsynaptického hlavniho neuronu, k jeho depolarizaci
a vzniku postsynaptického AP. Postsynaptické glutamatergni proudy rovnéz stimuluji aktivaci
intracelularnich signalnich kaskad ovliviujicich v kone¢ném disledku produkci NO ¢i riizné
iontové vodivosti (napétim-fizené K™ kanaly (Kv) a jiné.) (Obr. 4)

Synapticky pfenos na Heldov€é synapsi podléhd inhibi¢ni modulaci (Adams and
Mugnaini, 1990). Vyznam inhibi¢ni modulace vzrlsta s vékem a na hranici dospélosti je
rychlost a sila inhibi¢niho synaptického pifenosu podobnd jako u pifenosu excita¢niho
(Awatramani et al., 2004, 2005a). Aktivita inhibi¢niho synaptického systému doposud nebyla
spolehlivé prokazana v in vivo zaznamech z MNTB. Na pfitomnost jejiho modula¢niho vlivu je
usuzovano napiiklad z pozorovani selhani v excitatnim synaptickém ptenosu. Dalsi dikazy
plynou z odlisnosti v nacasovani presynaptickych a postsynaptickych odpovédi, které je mozno
vysvétlit modelem, v némz je aktivita hlavniho neuronu MNTB vysledkem integrace aktivity
excitacnich a inhibi¢nich synaptickych vstupt (Kopp-Scheinpflug et al., 2003; Lorteije et al.,
2009).

1.3.3. Odpovéd’ hlavnich neuronit MNTB na zvuk

Vzhledem k dominantnimu kalicealnimu vstupu jsou MNTB neurony aktivovany
v zasad€ pouze kontralateralnimi zvuky (Guinan et al., 1972; Tsuchitani, 1994). Hlavni neurony
MNTB jsou inervovany silnymi myelinizovanymi vlakny, ktera zajistuji vysokou rychlost
vedeni vzruchd a velice kratké latence odpovédi MNTB neuronti na zvukovou stimulaci. Tak
jako ostatni jadra sluchové drahy je i MNTB tonotopicky organizovano, pficemz builky
reagujici na nizké frekvence jsou umistény lateralné, zatimco buiiky odpovidajici na vysoké
frekvence zvuku jsou lokalizovany medialn€. Bunky odpovidajici na vysoké frekvence jsou
v tomto jadie hojné&ji zastoupeny. Hlavni neurony MNTB se vyznacuji riznou mirou spontanni

aktivity (od jednoho do vice nez 100 Hz). Zvukova stimulace pak vyvola vyraznou odpoveéd
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hlavnich neuronti (primérna frekvence aktivity kolem 300 Hz). Ta do zna¢né miry pfipomina
aktivitu GBC. Odpovédi MNTB neuronti jsou tedy tzv. ,,primary like“(sleduji odpovédi GBC)
ato pfi nizkych intenzitich stimulace a pfi vysSich frekvencich akustické stimulace jsou
nejcasteji ,,primary like with notch® (sleduji odpovédi GBC, ukonceni stimulace vede
ke kratkému ustdni aktivity hlavniho neuronu) ¢i ,,onset® nasledované niz§i udrzovanou
aktivitou (reaguji zvySenim aktivity na pocatek stimulace (Smith et al., 1991; Sommer et al.,

1993; Smith et al., 1998; Kopp-Scheinpflug et al., 2008; Lorteije et al., 2009).

1.4. Glycinové receptory

Glycin je hlavnim inhibi¢nim pfenaseCem v v miSe, mozkovém kmeni a sitnici. Roku
1981 byly skupinou H. Betze izolovany receptory aktivované timto neuropienaSeCem (Pfeiffer
and Betz, 1981). Jedna se o ionotropni glycinové receptory (GlyR) patfici do tzv. Cys-loop
rodiny receptorii spolu s nikotinovymi acetylcholinovymi receptory, ionotropnimi receptory pro
v- aminomaselnou kyselinu typu A a C a ionotropnim serotoninovym receptorem typu 3. Vazba
glycinu na postsynaptické GlyR vede k otevieni kanalu propustného pro CI' a HCO;™ ionty.
Chloridové ionty zpravidla vstupuji do buiiky a vznika inhibi¢ni postsynapticky potencial. GlyR
se vyskytuji i presynapticky, kde moduluji uvoliiovani neuroptenasece (Grenningloh et al.,

1987).

1.4.1. Podjednotkové sloZeni a struktura GlyR

Glycinové receptory jsou pentamery slozené z podjednotek o (48kDa) a B (58kDa).
Molekularné biologické klonovaci studie nalezly ¢tyti geny kodujici podjednotku o a jeden gen
pro podjednotku B. Izoformy podjednotky a vykazuji vysokou sekvenéni homologii (80-90%).
Podjednotka 3 se pak s nimi shoduje pfiblizné ve 47% aminokyselinové sekvence (Grenningloh
et al., 1987; Grenningloh et al., 1990a; Grenningloh et al., 1990b; Kuhse et al., 1990;
Matzenbach et al., 1994). Piitomnost sestfihovych variant u podjednotek al, a2, a3 a 3 dale
zvySuje ruznorodost GlyR (Kuhse et al., 1991; Malosio et al., 1991b; Nikolic et al., 1998).

Kazda podjednotka GlyR sestdvd zvelké N- koncové extracelularni domény, Ctyt
transmembranovych segmentti tvofenych a-Sroubovicemi (TM1-TM4) a kratkého
extracelularntho C-konce (Obr. 5). TM2 kazdé zpodjednotek se podili na tvorbé poru
propustného pro anionty. Transmembranové a-Sroubovice jsou spojeny klickami. Prominentni

ulohu zaujima dlouha intracelularni klicka, ktera spojuje TM3 a TM4 a je pfistupna
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intracelularnim interakcim a modulacim. Sekvenéni homologie mezi podjednotkami je nejveétsi
vramci transmembranovych o-Sroubovic a vysoce konzervovaného motivu extracelularni
domény (15 aminokyselin) bohatého na disulfidické mustky (tzv. Cys loop), (Burgos et al.,
2016).

A B C

i
(A XA

Obr. 5.  Schéma struktury glycinového receptoru

A, Vsechny podjednotky maji dlouhy extracelularni N-konec, 4 transmembranové domény a extracelularni
C konec, dlouhda druha intracelularni klicka obsahuje mista pristupna intracelularnim modulacim.
B, Orientace transmembranovych domén pri tvorbé receptoru, druhd transmembranova doména se podili
na tvorbé poru iontového kandlu. C, Glycinové receptory jsou pentamery slozené z podjednotek o a f.
Slozeni receptori se meni béhem vyvoje. Dospélou formu tvori prevdizné af heteromery, zatimco

embryondlné prevazuje a homomerni forma receptoru.

Prevaznou vétSinu nativnich GlyR dospélych zvifat predstavuji off heteromery,
o homomerni receptory se vyskytuji jen omezené (Jeong et al., 2003; Deleuze et al., 2005; Bae
et al., 2016). Podjednotky jsou v heteromeru zastoupeny v poméru 20/3p (Grudzinska et al.,
2005). Oblasti kritické pro vazbu agonisty se nachazi na podjednotce o (Lynch, 2004; Burgos et
al., 2016), ale na tvorbé vazebného mista se ale podili i podjednotka B (Graham et al., 1983;
Grudzinska et al., 2005). Samotna [ podjednotka exprimovana v heterolognich expresnich
systémech funk¢ni receptor netvofi. Jeji hlavni funkce spociva ve specifickém shlukovani
postsynaptickych glycinovych receptorti v postsynaptické denzité. To je umoznéno pomoci

interakci mezi jeji intracelularni smyckou spojujici domény TM3 a TM4 a intracelularnimi
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proteiny. Jejim nejznaméj$im partnerem je cytosolicky protein gephyrin, ktery dale interaguje
se slozkami cytoskeletu. Byla ukazana i interakce  podjednotky s Vps35 a neurobeachinem,
které se ucastni vnitrobunéného transportu membranovych proteinll (Grenningloh et al., 1990a;
Langosch et al., 1990; Prior et al., 1992; Kneussel and Betz, 2000; Legendre, 2001; Maas et al.,
2006; del Pino et al., 2011).

Glycinové receptory nalézame na obou stranach synaptického spojeni. V ramci
intracelularni lokalizace byly nalezeny rozdily v rozmisténi homo- versus heteromernich
receptorii. Pfitomnost gephyrin vazici B podjednotky je rozhodujicim faktorem pro budouci
umisténi GlyR. Ze soucasnych studii vyplyva, Ze aff heteromerni GlyR jsou shlukovany na
postsynaptickych mistech. Oproti tomu GlyR sestavajici se pouze z o podjednotek jsou
lokalizovany extrasynapticky/ presynapticky a jejich rozmisténi je difazni (Deleuze et al., 2005;

Bae et al., 2016).

1.4.2.  Vlastnosti GlyR

Vlastnosti GlyR jsou do zna¢né miry urceny podjednotkovym slozenim. To ovliviiuje
jejich iontovou vodivost a kinetické vlastnosti, afinitu pro agonisty nebo antagonisty ¢i riizna
alosterickd modulacni vazebna mista. GlyR se vyznacuji nékolika jednotkovymi vodivostnimi
stavy. o homomerni GlyR se nejcast&ji oteviraji do nejvyssiho stavu o vodivosti ~ 90 pS (al)
nebo ~ 110 pS (a2 a a3). Pritomnost B podjednotky eliminuje nejvyssi vodivostni stav.
Heteromery pak vykazuji nejvyssi pravdépodobnost otevieni do vodivostniho stavu s vodivosti
kolem 45 pS (Takahashi et al., 1992; Bormann et al., 1993; Beato et al., 2002; Beato and
Sivilotti, 2007). Podjednotkové slozeni ovliviiuje i kinetiku odpovédi GlyR. Rekombinantni
o2 homomerni receptory vykazuji o jeden az dva tady pomalejsi nastup glycinem vyvolané
odpovédi v porovnani se synaptickymi GlyR dospélych zvifat (pfevazné alf heteromery)
(Takahashi et al., 1992; Mangin et al., 2003; Betz and Laube, 2006).

Iontovy kanal GlyR je tvofen TM2 a-Sroubovicemi korespondujich podjednotek a jeho
udavany primér je 5,2-6 A. Predpoklad4 se, Ze obsahuje minimalné dvé vazebna mista, se
kterymi interaguji prostupujici ionty. Propustnost pro jednotlivé anionty zavisi na iontovych
hydratacnich energiich je v pofadi SCN" >NO;” > I > Br' > CI' > F (Bormann et al., 1987;
Fatima-Shad and Barry, 1993).

Pivodni kineticky model glycinem fizeného kanalu obsahuje dva oteviené a dva
uzaviené stavy. Heteromerni ol GlyR obsahuji dvé glycin vazebna mista. Podle ngj

po navazani 2 molekul glycinu na receptor dochazi k otevieni iontového kanalu ¢i jeho pfechodu
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do desenzitizovaného stavu. Desenzitizovany stav muze dale piejit do dal§iho otevieného stavu,
ktery je kineticky odlisny od stavu prvniho (Legendre, 1998). Nové&jsi prace navrhly zpfesnény
kineticky model GlyR se tfemi vazebnymi misty a tfemi otevienymi a Sesti uzavienymi stavy
(Burzomato et al., 2004; Beato and Sivilotti, 2007).

Vazebné misto pro agonisty a kompetitivni antagonisty se nachdzi na extracelularni
doméné v oblasti kontaktu mezi sousednimi podjednotkami. Nejvyznamnéj$im endogennim
agonistou glycinového receptoru je glycin. Je to vysoce selektivni agonista glycinovych
receptorii s rozdilnou afinitou pro receptory rizného podjednotkového slozeni. Homo-
i heteromerni GlyR jsou aktivovany nékolika dalSimi aminokyselinovymi agonisty
v nasledujicim pofadi podle t¢innosti: glycin > B-alanin > taurin > GABA. Do extracelularni
oblasti ¢i transmembranové oblasti GlyR se vazi i slouceniny, které alostericky moduluji
agonistou vyvolané odpovédi. Neurosteroidy, celkova anestetika (halotan, isofluran) ¢i ethanol
zesiluji odpovédi GlyR a tim tlumi ¢innost centralniho nervového systému. Zine¢naté kationty a
endogenni kanabinonidy mohou mit potenciacni i inhibi¢ni efekt v zavislosti na jejich pouzité
koncentraci a na koncentraci pfitomného glycinu ¢i jeho agonisty. Silnou inhibici glycinem
vyvolanych odpovédi vyvolava aplikace strychninu, ktery je ucinnym kompetitivnim
antagonistou GlyR (Laube et al., 2002; Lynch, 2004; Betz and Laube, 2006; Maksay et al.,
2009). Antagonisté ionotropniho serotoninového receptoru ze skupiny tropeini mimo jiné
ovliviiuji funkci GlyR. Jednim znich je 1CS205,930 (tropisetron) pusobici jako alostericky
modulator GlyR. Zesiluje odpovédi aff heteromerniho GlyR zvysenim jeho afinity ke glycinu
(Chesnoy-Marchais, 1996, 1999; Supplisson and Chesnoy-Marchais, 2000). Dal§imi latkami,
které selektivné ovlivnuji aktivitu GlyR v zavislosti na podjednotkovém slozeni receptoru jsou
napf. pikrotoxin a jeho derivaty ¢i kyanotrifenyl borat (CTB). Nekompetitivni antagonista
pikrotoxin inhibuje ol homomerni GlyR (Lynch et al., 1995). Negativné nabity kyanotrifenyl
borat blokuje pory GlyR obsahujicich al podjednotku (Rundstrom et al., 1994).

1.4.3. Odpovéd’ GlyR v zavislosti na intracelularni koncentraci CI’

Na rozdil od inhibi¢niho (hyperpolarizujiciho) vlivu u dospélych neuront,
v embryonalni a ¢asné postnatalni fazi vyvoje funguje glycin jako depolarizacni agens.
Charakter odpovédi ionotropniho receptoru je uréen reverznim potencialem iontl, pro které je
tento kanal propustny, a jejich polaritou. Diky vysoké intracelularni koncentraci chloridovych
iontl v tomto obdobi je reverzni potencial pro Cl pozitivnéj$i nez klidovy membranovy
potencial a aktivace GlyR vede k vytoku CI iontd z buiiky. Toto je zptisobeno zesilenou expresi

Na'/K'/2Cl" prenase¢e (NKCC1) u ¢asnych vyvojovych stadii (Kandler and Friauf, 1995;
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Ehrlich et al., 1999; Delpire, 2000; Owens and Kriegstein, 2002). Casna excitaéni funkce GlyR
mé svoji tlohu v synaptogenezi (Flint et al., 1998; Kirsch and Betz, 1998). Exprese K'/CI
ptenaSece (KCC2) ve veéku kolem P12-P16 zajisti pfechod neuronu na vyzraly fenotyp
(Balakrishnan et al., 2003). Cinnost transportéru snizi intracelularni koncentraci chloridovych
iontli, posune rovnovazny potencidl pro chloridové ionty k hodnotam negativnéj$im nez je
klidovy potencial a glycinem vyvolané proudy pak maji hyperpolarizacni (inhibi¢ni) charakter

(Stein and Nicoll, 2003).

1.4.4. Rozmisténi GlyR v nervové soustavé

Distribuce GlyR byla nejprve studovdna autoradiografickou metodou s pouzitim
znageného [’H] strychninu. Vazebna mista pro strychnin se hojné vyskytuji v mise, prodlouzené
miSe, méné pak v oblasti Varolova mostu, hypotalamu a talamu. Témér zadny signal vSak nebyl
zachycen ve vyssich oddilech mozku. Zatimco v mise je distribuce vazebnych mist v §edé hmote
spise diftizni, v mozkovém kmeni jsou GlyR striktné lokalizovany do jednotlivych jader (jadra
n. V, motorické jadro nervu n. XII, jadra drah zadnich provazcti misnich, kochlearni jadra
a dalsi). Vysoka koncentrace GlyR byla nalezena i v retin€ (Zarbin et al., 1981; Probst et al.,
1986; Pourcho, 1996). Naslednd imunohistochemickd znaceni ukazala pfitomnost GlyR i
v mozecku a bulbus olfactorius (Araki et al., 1988; van den Pol and Gorcs, 1988; Takahashi et
al., 1992). Pocetné studie prokazaly i pfitomnost funkéni glycinergni transmise. Glycinergni
synapse byly nalezeny v retin¢ (Griinert and Wissle, 1993), v drahach motorickych miSnich
reflext (Legendre, 2001), ¢i v miSnich senzitivnich drahdch Wucastnicich se zpracovani
bolestivych podnéti (Ahmadi et al., 2001). V jadrech mozkového kmene byla glycinergni
neurotransmise prokazana napf. v sluchovych jadrech mozkového kmene. V kochlearnich
jadrech dostavajicich ptimé vstupy ze sluchového nervu se GlyR vyskytuji na hvézdicovitych
bunkach (Ferragamo et al., 1998) a globularnich butikach (Lim et al., 2000). V MNTB a dalsich
jadrech SOC jsou GlyR hojné exprimovany postsynaptickymi hlavnimi neurony (Kotak et al.,
1998; Smith et al., 2000; Awatramani et al., 2005a), ale i presynaptickymi neurony, napf.
Heldovymi kalichy (Turecek and Trussell, 2001).

1.4.5. Vyvojové zmény v expresi a funkci GlyR a regionalni distribuce
izoforem

Embryondlni a neonatalni GlyR jsou pfevazné a2 homopentamery (Becker et al., 1988;
Malosio et al., 1991a; Flint et al., 1998), zatimco typickou dosp€lou formu predstavuji

af} heteromery (Lynch, 2009). V dospélém centralnim nervovém systému tedy prevazuji
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heteromerni alB GlyR, i kdyz byla potvrzena i ptitomnost GlyR heteromerti obsahujicich
podjednotky a2-a4. Synapticky lokalizovanad a2 u dospélych zvitat byla nalezena v reting,
bulbus olfactorius, ale i v miSe, mozkovém kmeni a stfednim mozku (Weltzien et al., 2012).
Exprese a3 podjednotky byla prokézana v retin€, ¢ichovém bulbu, v mise, mozecku, (Malosio et
al., 1991a) nebo v senzorickém jadie trojklanného nervu (Bae et al., 2016). Podjednotka a4 je
zifejmé ve veét§i mife pfitomna na amakrinnich burikach retiny (Wiéssle et al., 2009).

U hlodavell je exprese al, a3 a P podjednotek zahdjena perinatalné. B&hem
postnatalniho vyvoje se jejich hladiny postupné zvysuji, zatimco exprese o2 podjednotky klesa
a béhem nékolika tydni dosahuje bazalni hladiny. Vyvojova zména z a2 na alf3 je dokoncena
kolem 20. dne postnatalniho vyvoje (Malosio et al., 1991a; Singer et al., 1998). Navzdory
preferen¢nimu off heteromernimu fenotypu GlyR dospélych zvirat, byla ve zralém centralnim
nervovém systému prokdzdna i sporadickd pfitomnost homomernich receptord. Nachazeji se
v senzorickém jadre trojklanného nervu (Bae et al., 2016), ¢i v supraoptickém jadie hypotalamu
(Deleuze et al., 2005).

Pomalé kinetika odpovédi a2 homomernich GlyR naznacuje, Ze tyto receptory jsou
prizptisobeny pomalé aktivaci nesynaptickym parakrinnim vylevem agonisty, k némuz dochazi
v embryonalni a ¢asné postnatalni fazi vyvoje. Predpoklada se, ze dusledkem jejich aktivace je
depolarizace neuronalnich bunék a vtok Ca®* iontfl, nutny pro vyvojové zmény zajistujici zrani
glycinergnich synapsi (Flint et al., 1998; Kirsch and Betz, 1998). Oproti tomu rychla aktiva¢ni
kinetika a krat$i doba otevieni a1} heteromernich receptori vyhovuje jejich funkci ve fazickém

inhibi¢nim synaptickém pfenosu ve zralych nervovych strukturdch (Takahashi et al., 1992;

Mangin et al., 2003; Takahashi, 2005; Betz and Laube, 20006).

1.4.6. Patologické stavy spojené s GlyR

Porucha v glycinergni transmisi je nejcastéji spojovana s dédi¢nou chorobou zvanou
hyperekplexie (startle disease) (Andermann and Andermann, 1988; Rajendra and Schofield,
1995). Projevuje se piehnanou ulekovou reakci na neocekavané stimuly (hlavné sluchové
a taktilni). Ulekovou reakci ¢asto doprovazi prechodna, ale celkova svalova strnulost vedouci
k nechranénému padu a zranéni. Pfi¢inou hyperekplexie je dédi¢na mutace, projevujici se
snizenim povrchové exprese GlyR a zménou jejich kinetiky, coz vede k redukci amplitudy
glycinem evokovanych proudti.. Nejcastéji zaznamenané jsou autozomalné dominantni mutace

R271L ¢i R271Q na al podjednotce GlyR (Shiang et al., 1993), ale i mutace v genu kodujicim
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B podjednotku, gefyrin ¢i glycinovy prenase¢ vedou k patologickému fenotypu (Rees et al.,
2002; Rees et al., 2003; Davies et al., 2010).

Nedavné studie naznacuji, ze 1 dal$si podjednotky GlyR mohou byt zahrnuty
v patologickych procesech. Kupiikladu v substantia gelatinosa zadniho rohu misniho bylo
ukdzano, ze zablokovani aktivity GlyR obsahujicich o3 podjednotku je zapojeno
v mechanismech senzitizace pii vzniku chronické bolesti zplisobené dlouhodobym zanétem.
GlyR obsahujici a3 podjednotku se nachdzeji na dendritech a télech projek¢énich neuroni, které
jsou v kontaktu s primarnimi nocicepénimi vlakny. Mechanismus zahrnuje prostaglandinem
E, zprostiedkovanou aktivaci protein kindzy A a fosforylaci GlyR. Snizeni aktivity
fosforylovanych GlyR na projekénich neuronech zptisobi vzestup vstupniho odporu membrany,
zvySeni pravdépodobnosti vzniku nadprahovych AP v projekénich neuronech a umozni tak
zesileni signalu prenaSeného do vysSich oblasti centralniho nervového systému (Harvey et al.,

2004).

1.5. GABA receptory

GABA (y-aminomaselnad kyselina) je hlavni inhibi¢ni neuropfenaSe¢ v centralnim
nervovém systému obratlovcd. Podle typu bunééné odpovédi byly GABA receptory rozdéleny
na ionotropni a metabotropni. GABA, a GABA(¢ receptory jsou iontovymi kanaly zrodiny
nikotinového acetylcholinového receptoru (Cys-loop family) a GABAg receptory jsou receptory
metabotropni, spfazené s heterotrimernimi G-proteiny (Misgeld et al., 1995). GABAp receptory
patii spolu s metabotropnimi glutamatovymi receptory, receptorem citlivym na vapnik,
SHT3 serotoninovym receptorem, receptory na sladké, feromonovymi receptory a dal§imi

do tfeti rodiny receptort sprazenych s G-proteiny.

1.5.1. Struktura GABAg receptori

GABAG receptor je heterodimer slozeny z podjednotek GB1 a GB2 (Kaupmann et al.,
1997; Jones et al., 1998; Kaupmann et al., 1998b; White et al., 1998) (Obr. 6). Pfitomnost obou
podjednotek v oligomeru je nutna pro funkénost GABAg receptoru. Podjednotky plni odlisné
funkce. GB1 vaze agonistu, zatimco podjednotka GB2 je zodpovédna za interakci s G-proteiny.
Podjednotky GB1 a GB2 vykazuji vysokou homologii v aminokyselinové sekvenci. Pro kazdou
znich byla nalezena cDNA pro nékolik sestfihovych variant. Neékteré potencialni sestfihové
varianty vSak obsahuji predCasné stop kodony, Ci zvlastni sestiihova mista (napf. uvnitf

membranovych segmentll) a jejich exprese v organismu je diskutabilni. Pfimé dikazy ukazuji
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na majoritni expresi tfi typu podjednotek GABAjg receptoru ato dvou sestfihovych variant

podjednotky GB1 (GB1la a GB1b) a jedné varianty podjednotky GB2 (Billinton et al., 2001).

GABA, receptor

agonista

G-protein

Gb1a: SU1+SU2 -COOH
Gb1b: @

Obr. 6. Schématické znazornéni struktury GABAg receptoru

GABAp je heteromer slozeny z podjednotek GBI a GB2. Kazda z podjednotek GABAg receptoru ma
velkou N-koncovou doménu, 7 transmembranovych a-Sroubovic spojenych klickami a intracelularni
C-konec. Podjednotka GBI nese vazebné misto pro agonistu v N-koncové doméné a podjednotka GB2 je
nezbytna pro aktivaci G-proteinu. Na interakci s G-proteinem se podileji intracelularni klicky.
Podjednotka GBI ma dvé varianty, GBla a GBIb, lisici se pritomnosti tzv.sushi domény v N koncové

oblasti.

GB1la a GB1b varianty vznikaji alternativnim sestiihem jednoho genu. Sestiih probiha
v ramci N-koncové domény. Prvnich 18 aminokyselinovych zbytkti GB1b varianty je u varianty
GBla nahrazeno 147 jinymi aminokyselinovymi zbytky. GBla specifickd oblast se sklada
ze dvou kopii kratkych konsenzus sekvenci (short consensus repeats) nazyvanych také SUI,
SU2 (sushi repeats) (Hawrot et al., 1998). Tyto domény jsou zodpovédné za cileny transport
GB1a/GB2 dimeru do glutamatergnich nervovych zakonéeni (Biermann et al., 2010). Sestfihové
varianty GB1 podjednotky maji stejné farmakologické vlastnosti. Na vazbé agonisty se totiz

podili pouze sekvence spolecna obéma sestfihovym variantdm. Varianta GBla ma 973
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aminokyselin a varianta GB1b 844 aminokyselin, jedna se tedy o pomérné velké proteiny
vramci rodiny receptori sptazenych s G-proteiny. Ve struktuie vynikd zejména rozsdhla
extracelularni ligand-vazebna doména, coz je spolecnd vlastnost zastupct tieti rodiny receptorii
sptazenych s G-proteiny. Doménu tvoii dva laloky, které v nepfitomnosti ligandu neustale
kolisaji mezi stavem otevienym (laloky jsou od sebe oddaleny) a zavienym (laloky jsou
ptiblizeny). Role ligandu spociva ve stabilizaci uzaviené konformace. Konforma¢ni zména, pii
které se oba laloky semknou k sob& a uvézni ligand uvnitf, byla nazvana podle masozravé
rostliny Venus ‘s-flytrap mechanism, a je kliCova pro aktivaci receptoru (Galvez et al., 2000;
Kunishima et al., 2000). Ptitomnost ligand vazebné domény podjednotky GB2 neni nezbytna
pro aktivaci GABAp receptoru, nebot’ se zda, Ze nevaze zadny piirozeny ligand GABAjp
receptoru (Kniazeff et al., 2002). Jeji nepritomnost vSak vede ke sniZeni afinity pro agonistu
(nikoli vSak pro antagonistu) u podjednotky GB1 (Galvez et al., 2001; Liu et al., 2004).

Za ligand-vazebnou doménou nasleduje transmembranova oblast tvofena sedmi
hydrofobnimi a-Sroubovicemi. Tato je zodpovédnd za vazbu a aktivaci G-proteinu, predevsim
pomoci druhé (i2) a tfeti (i3) intracelularni klicky GB2. Aminokyselinova sekvence i3 je velmi
konzervovana a umoznuje receptoru vazat G-protein, zatimco sekvence i2 je delsi a variabilnéjsi
a zodpovidd za specifitu interakce (Gomeza et al., 1996; Francesconi and Duvoisin, 1998;
Havlickova et al., 2002; Havlickova et al., 2003).

Kazda podjednotka GABAjg receptoru je zakoncena C-koncovou intraceluldrni oblasti.
Podjednotka GB1 obsahuje v C-koncové oblasti sekvenci Arg-Ser-Arg-Arg, ktera slouZzi jako
signal pro jeji zadrzeni v endoplasmatickém retikulu. Retencni signal je inhibovan za stavu, kdy
jsou C-konce GB1 a GB2 vzajemné ovinuty a tvofi tzv. coiled-coil strukturu (Margeta-Mitrovic
et al., 2000; Pagano et al., 2001). To umoziuje uvolnéni heteromeru z endoplazmatického
retikula a jeho transport do plazmatické membrany (Griinewald et al., 2002). Pro plnou
funkénost receptorového heteromeru jsou vSak dulezité i interakce v oblasti membranovych

domén a samotna heterodimerizace (Galvez et al., 2001; Havlickova et al., 2002).

1.5.2. Rozmisténi GABAg receptori v centralnim nervovém systému

GABAGg receptory se vyznacuji hojnym vyskytem v centralni nervové soustavé. Byly
nalezeny v mozkové kife, hipokampu, talamu, Purkynovych a granularnich bunkach mozecku,
mozkovém kmeni i v gangliich zadnich kofenti miSnich. Vyskytuji se na pre- i postsynaptickych
Castech centralnich synapsi. (Jones et al., 1998; Kaupmann et al., 1998a; Kulik et al., 2002;
Kulik et al., 2003). Presynaptické GABAj auto- a heteroreceptory se ¢asto nachazeji pti okrajich
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aktivnich zon. Postynaptické GABAg receptory byly lokalizovany na hlavnich vétvich dendritt
1 na extrasynaptickych ¢astech dendritickych trnd (Kulik et al., 2003; Guetg et al., 2009).

S pouzitim mutantnich my$i s vyfazenymi geny pro expresi jednotlivych sestfihovych
variant GB1 byly nalezeny odlisnosti v jejich lokalizaci a distribuci a s nimi souvisejici rozdily
ve funkci v ramci centralniho nervového systému. Ukazuje se, ze v hipokampu je GBla
podjednotka preferencné zastoupena v presynaptickych GABAg heteroreceptorech
na glutamatergnich terminalech, zatimco GB1b podjednotka se vyskytuje na postsynaptickych
buiikach. Na inhibi¢nich zakoncenich tato rozdilna distribuce pozorovana nebyla (Vigot et al.,
2006; Guetg et al., 2009). Pfednostni lokalizace GBla na excitatnich glutamatergnich
zakoncenich byla pozorovana také na nékterych kotikotalamickych zakoncenich ¢i kortikalnich

projekcich do amygdaly (Shaban et al., 2006; Ulrich et al., 2007).

1.5.3. Latky ovliviiujici aktivitu GABAg receptoru

Pfirozenym ligandem GABAg receptoru je y-amino maselnd kyselina (GABA).
Nejznamé&j$im a nejpouzivanéjSim exogennim agonistou je baclofen (Lioresal), (Hill and
Bowery, 1981; Bowery, 1993). Baclofen funguje jako centralni myorelaxans. Uziva se piedné
ke zmirnéni spastickych pfiznakii po zranénich centralniho nervového systému ¢i pii
roztrousené skleréze (Lewis and Mueller, 1993; Stampacchia et al., 2016). Na rozdil
od parcialniho agonisty GHB (y-hydroxymaselna kyselina), nevede uzivani baclofenu
k hedonistickym prozitkiim a vzniku zavislosti. Podobné jako GHB ma vSak baclofen seda¢ni
a anxiolytické u€inky. Dal§im velmi u¢innym agonistou GABAjg je SKF97541 (Seabrook et al.,
1990). K ¢aste¢nym agonistim patii kromé¢ GHB napt. i CGP47656. Pozitivnimi alosterickymi
modulatory GABAg receptoru jsou CGP7930, CGP13501 a rac BHFF (Urwyler et al., 2001;
Malherbe et al., 2008). Kompetitivnimi antagonisty jsou napft. analog baclofenu phaclofen (Kerr
et al., 1987), experimentalné hojné¢ vyuzivany vysoko afinitni antagonista CGP54626, ¢i 2-OH
saclofen a CGP35348 (Brugger et al., 1993; Bon and Galvan, 1996).

1.5.4. Aktivace G-proteinu GABAg receptorem

Zakladni funkci receptorii spfazenych s G-proteinem je kromé rozpoznani signalu i jeho
transformace a preneseni dovnitf buiiky. GABAp receptory ovliviiuji své efektory
prostfednictvim trimernich G-proteind slozenych zpodjednotek Ga a GPy. Vazba ligandu
k receptoru vyvold konformacni zménu receptoru, ktera aktivuje G-protein tak, Ze spousti
vyménu GDP za GTP na Go podjednotce a rozpad heterotrimerniho komplexu na Go-GTP

a GPy dimer. Ob¢ ¢asti G-proteinu pak prenaseji signal dal pomoci zmény aktivity efektorovych
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molekul a vkoneéném disledku moduluji fyziologické procesy bunék a tkani. Aktivace
G-proteinu je ¢asové omezend. Ga-podjednotka mé vnitini hydrolazovou aktivitu, kterd béhem
n¢kolika sekund pfeméni GTP na GDP. To vede k oddéleni Ga-podjednotky od efektorového
proteinu a jejimu opétovnému spojeni s GPy-dimerem v neaktivni heterotrimerni komplex

(Lodish et al., 2000).

1.5.5. Fyziologicka role GABAg receptoru v centralnim nervovém systému

Aktivace GABAg vede k Siroké skdle bunéénych odpovédi. Za ucelem objasnéni
mechanismil heterogenity GABAg odpovedi v pfirozenych systémech byly provedeny rozsahlé
elektrofyziologické a farmakologické studie v hipokampu, ale i v kortexu a dalSich oblastech
centralniho nervového systému. Nejdiive identifikovanym efektorem Goo podjednotky byla
adenylat cyklaza. Aktivace GABAgp receptoru stimuluje Gj,o0 podjednotku, ktera aktivitu
adenylat cyklazy inhibuje, a to jak na postsynaptické trovni (Xu and Wojcik, 1986), tak
i vnervovych zakoncenich (Sakaba and Neher, 2003). Vysledkem je sniZzeni bunécné
excitability. Nejznaméjs$imi presynaptickymi efektory GABAg receptoru jsou napétove zavislé
vapnikové kanaly (VGCC) typu N a P/Q. Interakce aktivovanych GBy s témito kanaly vede
k jejich uzavfeni a sniZzeni vylevu neuropifenasece z presynaptického zakonceni (Tatebayashi
and Ogata, 1992). GABAjg receptory mohou pisobit jako autoreceptory na GABAergich
zakoncCenich i jako heteroreceptory na zakoncenich glutamatergnich, dopaminergnich a jinych.
Dle typu pfenaSece v nervovém zakonceni ma pak aktivace GABAp receptoru excitacni ¢i
inhibi¢ni efekt na postsynaptické bunice (Isaacson, 1998; Takahashi et al., 1998; Bussiéres and
El Manira, 1999; Barral et al., 2000). Krom¢ ovliviiovani hladin vapniku v presynaptickém
zakonceni mize GABAg receptor ovlivnit vylev neuropienasect i pfimo zpomalenim recyklace
synaptickych vackl zptisobem zavislym na cyklickém adenosinmonofosfatu (Sakaba and Neher,
2003). Vyznamnym postsynaptickym efektorem GABAg receptoru jsou téZz dovnitt usmeriujici
draslikové kanaly typu Kir3 (GIRK) (Liischer et al., 1997; Kaupmann et al., 1998a). Jejich
aktivace GABAg receptorem na postsynaptické strané vyvold pomalé postsynaptické proudy
pusobici hyperpolarizaci neuronu a zkratovani postsynaptickych excitaénich proudi. Pomérné

nedavno byla objevena i presynaptickd modulace Kir3 GABAg receptorem (Ladera et al., 2008).
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Obr. 7.  Efektory GABApg receptoru

GABAp receptor aktivuje trimerni G-protein. Po vazbé GTP se G-protein rozpada na G,a inhibujici
adenylat cyklazu a GPBy dimer, jehoz hlavnimi efektory jsou dovniti usmernéné draslikové kanadly (GIRK)
a napétove zavislé vapnikové kanaly (VGCC). GABAg receptor aktivuje GIRK a inhibuje VGCC.

Aktivace GABAp receptoru neovlivituje pouze aktudlni synaptickou aktivitu, ale
moduluje i dlouhodobé zmény v synaptické sile. Napt. bylo ukdzano, Ze omezeni postsynaptické
inhibice aktivaci GABAp autoreceptorii vede k facilitaci LTP (Davies and Collingridge, 1996).
Na druhé stran¢ bylo zjisténo, ze presynaptické GABAjg heteroreceptory obsahujici GBla
podjednotku  zplsobuji  snizeni vylevu glutamatu, coz ovliviluje navozeni LTP
na hipokampdlnich synapsich. (Vigot et al., 20006).

Nedavno bylo ukazano, ze rozmanitost odpovédi GABAg receptorti zvysSuji zastupci
velmi rozsahlé rodiny cytoplazmatickych proteinii obsahujicich tzv. tetramerizaéni doménu
draslikovych kanalti, KCTD proteiny. Bylo zjisténo, Ze GABAGg receptory specificky interaguji
s KCTD proteiny 8, 12, 12b a 16. Diky pfitomnosti tetrameriza¢ni domény vznikaji oligomery
slozené ze ¢tyt KCTD proteind, znichz kazdy interaguje s GABAg receptorem. Mistem
interakce je tyrozin 902 na C-konci podjednotky GB2. KCTD proteiny jsou na GABAg receptor
konstitutivné navazany a zvysSuji zjevnou afinitu GABAp receptoru. KCTD maji rovnéz

schopnost vazby k aktivovanym GBy, coz vyznamné ovliviiuje kinetiku GABAp aktivovanych
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K" proudii. (Schwenk et al., 2010; Gassmann and Bettler, 2012; Turecek et al., 2014; Fritzius et
al., 2017).

1.6. Vapnikem aktivované draslikové kanaly

Vapnikem aktivované draslikové kanaly jsou fylogeneticky i strukturné podobné
napétoveé zavislym draslikovym kanalim. Dé¢li se do tii skupin: BK, IK a SK kanaly. BK
vykazuji vysokou vodivost (100-300 pS) a napétovou citlivost. Ugastni se repolarizace AP,
odpovidaji za rychlou slozku posthyperpolarizace nasledujici AP (Yang et al., 2015). IK se
vyznacuji sttedni vodivosti (25-100 pS) a prispivaji ke vzniku pomalé posthyperpolariza¢ni faze
(AHP) (délka trvani vtadu sekund). SK kandly se oteviraji do nizkovodivostnich stavi

(10-14 pS) a zodpovidaji za tzv. stiedni fazi AHP (mAHP), (délka trvani desitky ms).

1.6.1. Struktura SK kanalu

V centralnim nervovém systému byly nalezeny tfi riizné geny kodujici podjednotky SK
kandlt, SK1 (K¢, 2.1), SK2 (K¢, 2.2) a SK3 ( K¢, 2.3) (Kohler et al., 1996). Podjednotky se
podileji na tvorbé oligomernich komplexa utvarejicich funkéni SK kanal. Ten je slozen ze Ctyt
SK podjednotek, znichz kazdd ma na svém C-konci konstitutivné navazanou molekulu
kalmodulinu (CaM) (Xia et al., 1998; Schumacher et al., 2001). Podjednotky SK kanald sdili
topologii s napétoveé zavislymi draslikovymi kanaly (Kv). Obsahuji Sest transmembranovych
a-Sroubovic (S1-6) a oblast P smycky, kterd se podili na tvorbé poru a je lokalizovdna mezi
membranovymi o-Sroubovicemi S5 a S6. Membranovy segment S4, ktery je u Kv zodpovédny
za napétovou citlivost, obsahuje u SK kanali méné pozitivné nabitych aminokyselinovych
zbytkll, coz nejspiS zplsobi ztratu citlivosti vi¢i zméndm membranového potencialu.
N- a C-konce podjednotek SK kanélu jsou lokalizovany intraceluldrné (Kohler et al., 1996).

Detekce mRNA na zakladé hybridizace in situ (Kohler et al., 1996; Stocker et al., 1999;
Stocker and Pedarzani, 2000) a imunohistochemické studie (Bowden et al., 2001; Sailer et al.,
2002) prokazaly, ze SK kanaly jsou v ramci centralniho nervového systému hojné exprimovany.
SK1 a SK2 jsou nejvice exprimovany v hipokampu a v kortexu, zatimco SK3 podjednotka
vykazuje nejvy$si miru exprese v oblasti hypotalamu, talamu a stfedniho mozku. Pivodné byly
SK kanaly povazovany za Cisté momomerni struktury (Sailer et al., 2002). Nedavné studie
ukazaly, ze jednotlivé podjednotky mohou tvofit heteromerni kanaly, pokud jsou exprimovany

v heterolognich expresnich systémech (Benton et al., 2003; Monaghan et al., 2004), a posléze
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byla schopnost heteromerizace mezi podjednotkami SK kanalti ukazana i in vivo (Strassmaier et

al., 2005).

-NH, -COOH

Obr. 8.  Struktura a aktivace na vapniku zavislého draslikového kandlu (SK)

A, Vsechny podjednotky SK kandlu maji intracelularni N-konec, 6 transmembranovych domén spojenych
klickami a intracelularni C-konec. P-klicka spojujici 5. a 6. transmembranovou doménu se podili
natvorbé draslik propustného poru. B, SK kanaly jsou tetramerni struktury. Schéma ukazuje usporadani
podjednotek a membranovych domén pri tvorbe SK kandlu. C, Prirez SK kanalem. Kazda z podjednotek
tetrameru md na svém C-konci konstitutivné navazanou molekulu kalmodulinu. Po vazbé vdpniku
na vsechny molekuly kalmodulinu dojde k interakci vidy mezi dveéma jeho molekulami a vyslednd

konformacni zména zajisti otevieni SK kanalu.

1.6.2. Aktivace a biofyzikalni vlastnosti SK kanalu

SK kanaly se oteviraji v disledku konformaénich zmén, vyvolanych vazbou Ca®*
na viechny ¢tyfi molekuly CaM, konstitutivné spojenych s podjednotkami SK. Vazba Ca®" iontt
umozni interakci dvou sousednich molekul CaM, takze vznikd dimer dimert podjednotek
SK kanald a dochazi k otevieni SK poru (Xia et al., 1998; Keen et al., 1999; Schumacher et al.,
2001). Analyza kiivek zavislosti odpovédi SK kanalti na intraceluldrni koncentraci Ca*" ukazala
hodnoty ECs, 0,3-0,7 uM a Hillav koeficient 3-5. (Kohler et al., 1996; Hirschberg et al., 1998;
Xia et al., 1998). Aktivované SK kanaly se oteviraji do stavl s nizkou vodivosti, ~10-14 pS

(Blatz and Magleby, 1986; Park, 1994). Kineticky model jejich aktivace obsahuje ¢tyfi uzaviené

33



a dva oteviené stavy. Prechod mezi jednotlivymi uzavienymi stavy je zavisly na vapniku
(Hirschberg et al., 1998).

Navzdory necitlivosti SK kanalu k membridnovému potencidlu ma jeho proudove-
napétova zavislost dovnitt usmérnény charakter (Kohler et al., 1996; Xia et al., 1998; Soh and
Park, 2001). Je to diisledek intracelularniho bloku SK kanalu dvojmocnymi kationty (Ca’", Sr**,
Ba’", Mg’"), které se na pozitivnich potencialech vazi do oblasti P-smy&ky. Diky vysoké
specifité CaM pro Ca®" ionty, ostatni dvojmocné kationty SK kanaly neaktivuji a prevazuje
jejich inhibiéni vliv (Soh and Park, 2001). Dynamické zmény intraceluldrni koncentrace Ca’"
v kombinaci s moznosti Mg’" blokady tak mohou slozitym zptisobem ovliviiovat draslikové

proudy zprostiedkované SK kanaly.

1.6.3. Chemické latky ovliviiujici aktivitu SK kanala

Specifickym a vysoko afinitnim inhibitorem SK kanalt je toxin vceliho jedu, apamin
(Kp~50pM-25nM v zavislosti na podjednotkovém slozeni), (Blatz and Magleby, 1986; Maylie
et al., 2004). Dalsimi inhibitory SK kanald jsou bicucullin, ktery je rovnéz antagonistou GABA,
receptoru, toxin S§tifiho jedu-scyllatoxin, dequalinium, ¢i antagonista nikotinového
acetylcholinového receptoru tubokurarin (Liégeois et al., 2003; Faber and Sah, 2007; Wulff et
al., 2007). Existuje i n€kolik sloucenin, které¢ pozitivné moduluji aktivitu SK kanali. Jedna se
1-EBIO (1-Ethyl-2-Benzimidazolinone) (Pedarzani et al., 2001), které zvySuje citlivost SK
kanalt k vapenatym iontiim, a to patrné stabilizaci vazby Ca’*-CaM. Dalsimi jsou DCEBIO
(dichloro-EBIO) nebo NS309 (3-oxime-6,7-dichloro-1H-indol-2,3-dion) (Pedarzani et al.,
2005). SK kanaly jsou téz cilem n€kterych antidepresiv (fluoxetine) a antipsychotik (Terstappen
et al., 2001; Stocker et al., 2004).

1.6.4. Fyziologicka loha SK kanali

Mirné zvyseni intracelularni koncentrace Ca®* vede k otevieni SK kanalti, nasledované
vytokem K* z buiiky. Aktivace SK kanald navic plisobi proti dal§imu zvy$ovani intracelularni
koncentrace Ca®" atak se SK podili na asoprostorové regulaci piitomnosti Ca®" iontu
plsobiciho v mnoha bunéénych signalnich drahach. Vzhledem k jejich hojnému vyskytu
v nervové soustavé a citlivosti k Ca®", piedstavuji SK kanély vyznamny faktor v mechanismech
zpétnovazebné kontroly mnoha neuronalnich procesu, jako je: opakovana neuronalni aktivita,
excitabilita dendritli, synapticky pfenos a jeho plasticita. Znamym a dobie prostudovanym
piikladem jejich funkce je SK-zavisla AHP nasledujici AP. Tato faze je vyvolana pfechodnym

2% r : ’ r 2 01 ¥ v . . ,10 .
zvysenim intracelularni koncentrace Ca”" v priibéhu AP, coz vede k aktivaci SK kanali a vzniku
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ven sméfujicich K* proudd a hyperpolarizaci membranového potencidlu. V zavislosti na délce
trvani a amplitudé AHP nésledné dochdzi k modulaci frekvence a piesnosti opakované
nadprahové aktivity nervovych bunék. To bylo ukazano napt. u Purkynovych bun¢k mozecku
(Edgerton and Reinhart, 2003; Swensen and Bean, 2003), dopaminergnich neuronech substantia
nigra, ventrani tegmentalni oblasti (Wolfart et al., 2001; Waroux et al., 2005), ¢i nucleus
reticularis thalami (Bal and McCormick, 1993; Cueni et al., 2008), kde se SK kanaly ucastni
udavani frekvence pacemakerové aktivity, ¢i reguluji pfepinani mezi tonickym a fazickym
médem neuronalni signalizace. Ugast SK kanali v regulaci vzruSivosti jednotlivych struktur
ukazuje na jejich dilezitou roli v kontrole motoriky, paméti, odmény a motivace, ¢i spankovych
cyklu.

Imunohistochemickymi metodami byla prokazana ptitomnost SK kanald na dendritech
neurontl, coz naznacilo, Ze by se mohly ucastnit regulace integrace dendritickych signalt.(Sailer
et al., 2002; Sailer et al., 2004). Role SK kanalti v dendritické integraci byla posléze prokazana
v riznych mozkovych strukturach, napf. na terminalnich dendritech CA1 neuronti hipokampu.
Zde vysokofrekvencni stimulace glutamatergnich synapsi vede k postsynaptické depolarizaci
aaktivaci VGCC. Vzniklé Ca’" proudy vyvolavaji regenerativni vapnikové potencialy
(tzv. calcium spikes) Sifici se ptes jednotlivé ¢asti dendritického stromu (Wei et al., 2001). Vtok
Ca® iontd ale aktivuje SK kandly, které trvani vépnikovych potencialti zkracuji. Rychle
inaktivujici draslikové proudy nesené SK kanaly tak pfispivaji k omezeni vapnikovych
potenciall na jednotlivé dendritické vétve a k jejich funkci ¢astecné autonomnich synaptickych
integratort (Cai et al., 2004).

SK kanaly ptimo ovliviiuji excitacni synapticky pfenos v CA1 oblasti hipokampu. Jejich
aktivace v pribéhu synaptické transmise zpétnovazebné reguluje aktivitu NMDA receptord.
SK kanaly zptisobena hyperpolarizace buitky vede k obnoveni Mg®" bloku NMDA receptortl,
snizuje tak vtok Ca®" nutny pro indukci synaptické plasticity (Tzounopoulos and Stackman,
2003). Inhibice SK kanali apaminem vede k facilitaci LTP zavislé na NMDA receptorech.
V souladu s predpokladem, ze dlouhodoba synapticka plasticita CA1 oblasti hipokampu
je mechanistickym podkladem fungovani nékterych pamétovych funkci, bylo prokazano,
ze systémové podavani apaminu zlepSuje vykon testovanych zvifat v Morisové vodnim bludisti

1 v neprostorovych na hipokampu zavislych tlohach (Stackman et al., 2002).
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2. Cile prace

Cilem dizertacni prace bylo studovat podjednotkové slozeni a fyziologickou ulohu

receptortl pro inhibi¢ni aminokyseliny na neuronech MNTB.
V ramci hlavniho cile pak byly stanoveny nasledujici ctyfi dil¢i cile:

1. Odhalit podjednotkova sloZeni a funkci pre- a postsynaptickych GlyR na neuronech
Heldovy synapse v fezech MNTB izolovanych z mladych potkand.

2. Urcit ulohu senzorické aktivity v procesech vyvojové plasticity inhibi¢niho systému

v MNTB pomoci oboustranné kochlearni ablace.
3. Prokazat, ze presynaptické GABAg receptory moduluji glutamatergni pienos
na Heldové synapsi in vivo a zjistit, zda jsou tyto receptory tonicky aktivovany zbytkovou

koncentraci endogenniho agonisty.

4. Nalézt funkci postsynaptickych GABAg receptorti u hlavnich neurontt v fezech
MNTB.
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3. Material a metody

3.1. Zvirata pouzita v pokusech

Pro elektrofyziologické a imunohistochemické pokusy na mozkovych fezech byly
pouziti potkani kmene Wistar, mysi kmentt BALB/c, C57BL/6, mysi s chyb&jicimi SK1 nebo
SK2 kanaly (SK1 KO nebo SK2 KO (Bond et al.,, 2004). Mysi byly laskavé poskytnuty
ProfJ. P. Adelmanem (Vollum Institute, Portland, Oregon 97239). Pokusy na mutantnich
mysich jsme provedli v laboratoii Prof. Bettlera (Biozentrum, University of Basel, Switzerland).
Se zvitaty bylo nakladano v souladu se Zakonem ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvitat proti tyrani,
Ceské republiky, v souladu s pozadavky Animal Ethics Committee of the Erasmus MC a the
veterinary Office of Basel-Stadt. VSechny pokusy byly provedeny v souladu se smérnicemi

Rady Evropského spolecenstvi 86/609/EEC.

3.2. Kochlearni ablace

Bilateralni kochlearni ablace byla provedena na potkanich mlad’atech starych 5-6 dni
(P5-P6), tj. priblizné tyden pied nastupem slySeni. Potkani mlad’ata byla uvedena do anestezie
pomoci izofluranovych par. Stav anestezie byl kontrolovan na zakladé odpovédi na bolestivou
stimulaci. Rez kiizi byl veden ventralné od usniho boltce. Poté byly tupym piistupem naruseny
svaly, aby byla zpfistupnéna sténa dosud chrupavcité buly, kde byl fezem proveden otvor. Ptes
sttedousni dutinu byla mechanicky rozrusena kochlea a jeji ¢asti odstranény jemnou pinzetou.
Oblast stfedousni dutiny pak byla vyplnéna gelovou pénou (SUGI, REF 31603, Kettenbach)
napusténou ototoxickou latkou (kanamycin sulfat, 100 mg/ml) a rana byla zaSita. Polovina
kazdého vrhu slouzila jako kontrola. Kontrolnim potkanim mlad’atim byl proveden fez za usnim
boltcem, ktery byl nasledné zasit a zvitata byla ponechana pod izofluranovou anestezi po stejnou
dobu, jako operovana zvifata. V§em zvifatim byla podana analgézie (novalgin intramuskularné
40ul (0,5 g/ml)) a anestézie byla ukonéena. Zvifata byla umisténa na vyhiivanou podlozku
a po probuzeni vracena k matkam, s nimiz byla ponechana dalsich 6-10 dni. Sluchové prahy pak
byly stanoveny snimanim evokovanych kmenovych sluchovych potenciald (ABR) z povrchu
kalvy tésné pfed usmrcenim zvifete. Snimani evokovanych potenciald provedli RNDr. Jifi

Popelat, Ph.D.a Mgr. Jolana Grécova na Oddéleni neurofyziologie sluchu, UEM AV CR.
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Posmrtné pak byla sledovana nepfitomnost kochley a to otevienim stfedousni dutiny pod

disekénim mikroskopem (Obr. 9).

Obr. 9. Kontrola uspéSnosti experimentdlniho odstranéni kochledrniho

Snimky nahove ukazuji pohled do otevrené stiredousni dutiny kontrolniho zvirete (vlevo) a zvirete po
kochleotomii (vpravo). Oblast vnitiniho ucha je zobrazena v dolni casti obrazku ve vyrezech s vétsim
zvetsenim. Vievo dole Ize videét sténu kostéeného hlemyzdé kontrolniho zvirete (Sipka). Pravy dolni obrazek

ukazuje totéz misto u zvirete, u kterého bylo vnitrni ucho zniceno.

3.3. Priprava rezi pro elektrofyziologické pokusy

Pokusy v prvni, druhé a ctvrté Casti prace jsme provadeéli na fezech mozkovym kmenen
z potkana a mysi.

Elektrofyziologické pokusy byly provadény na zivych mozkovych fezech izolovanych
z potkanti (P12-18) a mysi (P8-P12 nebo P18-28). Zvitata byla usmrcena dekapitaci. Mozek byl
okamzité vynat a pfenesen do ledové chladného arteficielniho cerebrospinalniho roztoku (aCSF)
s nizkym obsahem Ca®" jontd. Roztok obsahoval (v mM): 125 NaCl, 2,5 KCl, 2,5 MgCl,,
0,1 CaCl,, 25 glukozu, 1,25 NaH,PO,, 25 NaHCO,, 0,5 kyselinu askorbovou, 3 myo-inositol,
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and 3 pyruvat sodny. Roztok byl okysli¢ovan smési 5% CO, s 95% O, a mél pH 7,3. V tomtéz
roztoku byly za pouziti VT1200S vibratomu (Leica) nakrajeny fezy mozkovym kmenem silné
230-280 um. Rezy byly inkubovany 30 min pti 37°C, nasledné skladovany v pokojové teploté
(21-23°C). Inkubace a skladovani ezl probihaly ve standardnim aCSF (aCSF I, kapitola 3.4.1),
ve kterém byly koncentrace MgCl, a CaCl, upraveny na 1 a 2 mM.

3.4. Elektrofyziologické metody

3.4.1. Experimentalni roztoky

Pouzivali jsme nasledujici typy experimentalnich roztoki:

Standardni arteficielni cerebrospinalni roztok (aCSF) I byl pouzit v ptipadé aplikace
latek ovliviiujicich aktivitu receptorti a iontovych kanali v promyvacim roztoku a mél slozeni
(vmM): 125 NaCl, 2,5 KCI, 1 MgCl,, 2 CaCl,, 25 glukéza, 1,25 NaH,PO4, 25 NaHCO,,
0,5 kyselina askorbova, 3 myo-inositol, and 3 pyruvat sodny; roztok byl sycen 5% CO,/95% O,,
pH 7,3.

aCSF II (pouzit pro lokalni aplikace latek ovlivitujicich aktivtu receptord a iontovych
kandlt) mel slozeni (v mM): 145 NaCl, 2,5 KCIL, 1 MgCl,, 2 CaCl,, 25 glukéza, 10 HEPES,
pH 7.3 (sycen Oy).

Intraceluldrni roztok I (snimani proudd vyvolanych aplikaci agonisty GABAAR
a GlyR a miniaturnich inhibi¢nich postsynaptickych proudti (mIPSC)) mél slozeni (v mM):
125 CsMeSO0s;, 15 CsCl, 5 EGTA, 1 MgCl,, 10 HEPES, 4 ATP, 0,6 GTP, 10 fosfokreatin,
a 0,4 Lucifer yellow, pH 7,25, 295 mOsm

Intraceluldarni roztok II (sniméani inhibi¢nich postsynaptickych proudi (IPSC)
vyvolanych elektrickou stimulaci) mél slozeni totozné s intracelularnim roztokem I a obsahoval
navic 2 mM QX314.

Intracelularni roztok III (snimani excitacnich postsynaptickych proudid (EPSC)
vyvolanych elektrickou stimulaci) mél slozeni (v mM): 135 CsF, 5 CsCl, 5 EGTA, 10 HEPES,
2 QX314, 4 ATP, 0,6 GTP, a 10 fosfokreatin, pH 7,25, 295 mOsm.

Intracelularni roztok IV (snimani AP a snimani SK kanaly neseného proudu) mél
sloZeni (v mM): 115,5 K glukonat, 32,5 KCl, 0,1 EGTA, 1 MgCl,, 10 HEPES, 4 ATP, 0,6 GTP,
10 fosfokreatin, pH 7,25, 285 mOsm.

Intracelularni roztok V (snimédni AP), slozeni (v mM): 107,5 K glukonét, 32,5 KCI,
12,5 BAPTA, 1 MgCl,,10 HEPES, 4 ATP, 0,6 GTP, 10 fosfokreatin, pH 7,25, 300 mOsm.

39



Intracelularni roztok VI (snimani vapnikovych proudi) (v mM): 125 CsMeSO;,
15 CsCl, 5 EGTA, 1 MgCl,, 10 HEPES, 4 ATP, 0,6 GTP, 10 fosfokreatin, pH 7,25, 295 mOsm.

Pouzité chemikalie pochazely ze Sigma-Aldrich, Tocris Bioscience, ¢i Alomone Labs.

3.4.2. Vizualizace a identifikace bunék:

Pro snimani z MNTB jsme pouZili koronalni fezy, pro snimani z AVCN pak byly
pouzity fezy parasagitalni. Béhem snimani byly MNTB neurony pozorovany s pouzitim

mikroskopu Zeiss Axioskop FS2-plus vybaveného diferencialnim interferencnim kontrastem

a imerznim objektivem (vodni imerze) zvétsujicim 60x (Olympus). Zobrazeni fezu mozkovym

kmenem ukazuje Obr. 10.

Obr. 10. Rez MNTB
Mikrofotografie zZivého Fezu mozkovym kmenem, pouzitého pro elektrofyziologické pokusy a zobrazeného

pomoci diferencidlniho interferencniho kontrastu. Rez obsahuje ovalné hlavni neurony MNTB (Sipka) o

priuméru 15-20 pm.
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Postsynaptické hlavni neurony byly identifikovany na zaklad¢ jejich typické morfologie
(kulovité bunky s prumérem 15-20 um) a jejich elektrofyziologickych vlastnosti (odpovidaji
tvorbou jednoho AP na dlouhé depolarizacni stimuly a maji schopnost vytvafet spontanni a
vyvolané synaptické proudy). Presynaptické Heldovy kalichy byly plnény fluorescenénim
barvivem (Lucifer yellow) pfitomnym ve snimacich mikropipetaich a identifikovany jako
neuronalni vybézek obklopujici télo hlavniho neuronu (Forsythe, 1994; Turecek and Trussell,

2001) (Obr.11).

Obr. 11. Vizualizace Heldova kalichu p¥i elektrofyziologickych pokusech

Presynapticky termindal byl v pribéhu snimani plnén fluorescencnim  barvivem obsazenym
v intracelularnim roztoku ve smimaci pipetce. Po ukonceni pokusu byl Heldiiv kalich pozorovin
fluorescencnim mikroskopem. Nahore, Supravitilni 7Fez MNTB potkana zobrazeny svetelnym
mikroskopem. Uprostied obrazku Ize vidét Heldovu synapsi se snimaci elektrodou. Dole, je mozno vidét
zobrazeni téhoz mista ve fluorescencénim mikroskopu. Heldiiv kalich, z néhoz bylo snimano, lze pozorovat

jako tenky prstenec po obvodu hlavniho neuronu.
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Globularni bunky AVCN (globullar bushy cells, GBC) byly zna¢eny pomoci barviva
lucifer yellow ve snimaci pipeté nebo retrogradnim znacenim dextranovymi konjugaty s Alexa
Fluor 488, které¢ byly injikovany do stfedni Casti ventrdlni strany mozkového kmene.
Morfologicky byly identifikovany jako ovalné bunky s excentrickym jadrem a jednim
ketickovitym dendritem a nachazely se mezi bifurkacemi vlaken vstupujiciho sluchového nervu

(Willard and Ryugo, 1983) (Obr. 22).

3.4.3. Technika tercikového zamku

Snimani proudovych a napétovych odpovedi nervovych bunék jsme provadéli pomoci
mikropipet vytazenych z trubicek z borosilikatového skla (vnéj$i pramér 1,5 mm, vnitini prameér
0,75 mm) s filamentem. Pfi snimani v modu napét'ového zamku (voltage clamp, VC) byl odpor
mikropipet po jejich naplnéni intracelularnim roztokem 2-3 MQ (sniméni z celych neuronit)
a5-6 MQ (snimani z presynaptickych zakonceni). Sériovy odpor béhem snimani z celych
neuronti byl mensi nez 5 MQ a byl elektronicky kompenzovan na 90%. Sériovy odpor b&hem
snimani z presynaptickych zakonceni byl mensi nez 15 MQ a byl elektronicky kompenzovan na
80%. V ¢&asti pokusit jsme pouzili techniku proudového zdmku (current clamp, CC)
a vodivostniho zdmku (dynamic /conductance clamp, DC) (Robinson and Kawai, 1993; Sharp et
al., 1993). Pro tato snimani dosahoval odpor sklenénych mikropipet po naplnéni intracelularnim
roztokem 4-5 MQ.

Proudové a napétové odpovédi neuronti byly snimany s pouzitim zesilovace Axopatch
200B (Molecular Devices). Filtrovaci frekvence snimanych odpovédi byla 1 kHz pro agonistou
vyvolané proudy a 10 kHz pro synaptické proudy. Pfi snimani bunéénych potencidlii byla
pouzita filtrovaci frekvence 10 kHz, pfi snimani proudd tekoucich VGCC a SK byla filtrovaci
frekvence 5 kHz. Digitalizace probihala za pouziti A/D pievodniku (Digidata 1322A ¢i Digidata
1440) a software pCLAMP9.2 (Molecular Devices). Vzorkovaci frekvence pouzitd pro
agonistou vyvolané proudy byla 2 kHz, pro synaptické proudy pak 20 kHz. Pouzita vzorkovaci
frekvence pro snimani zmén membranovych potencidli byla 50 kHz, pro snimani proudt

tekoucich VGCC 20 kHz a 10 kHz pfti snimani proudu tekoucich SK kanaly.

3.4.4. Snimani synaptickych a membranovych potenciala a proudi.

EPSC a IPSC byly vyvolavany napétovymi pulzy (100 ps, 5-10 V, Master-8, A.M.P.I)
dodavanymi do promyvaciho roztoku pies sklenénou pipetu. Snimani probihalo za fyziologické

teploty.
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AP vyvolany proudovymi injekcemi do hlavniho neuronu pies snimaci pipetu. Pro
snimdni v modu CC se jednalo o kratké pravouhlé depolarizacni pulzy (0,4-0,9 nA/ 0,5 ms).
Snimani probihalo za pokojové teploty.

V ¢asti pokust (viz Vysledky) jsme pouzili techniku vodivostniho zédmku
(dynamic/conductance clamp, DC) (Robinson and Kawai, 1993; Sharp et al.,, 1993). Tyto
pokusy byly provedeny ve spolupraci s A. Klugem, Ph. D., Ludwig-Maximilians-University,
Mnichov. DC je elektrofyziologickd metoda, ktera vrealném cCase vyuziva rozhrani mezi
buitkou a pocitaem (analogovym pfistrojem) k simulaci dynamickych procesii v zivych
bunkach. Snimany membranovy elektricky potencial buniky je zesilen a piiveden na vstup DC
zesilovace. Tento pristroj z néj na zaklad¢é nami poskytnuté modelové (synaptické) vodivosti (g)
vypocitava proud, ktery injikuje zpét do bunky. Vypocet probiha podle rovnice I=g*(V-E) (E je
reverzni potencidl pro danou vodivost, Vje aktualni membranovy potencial). Existence
zpétnovazebného okruhu, ktery s vysokou vzorkovaci frekvenci koriguje injikovany proud dle
modelové vodivosti a aktudlniho membranového potencidlu zajisti, Zze buitkka obdrzi stejny
proud, jako kdyby byla stimulovana piirozenou (synaptickou) aktivitou. Snimani v médu DC
probihalo za fyziologické teploty (37°C ). EPSG byly simulovany SM-1 zesilovacem
(Cambridge Conductance). Reakéni doba (z 10 na 90% amplitudy proudového vystupu)
zesilovaCe ke zméné vstupniho napé€ti Cinila 290 ns. Reverzni potencidly pro EPSG byly
nastaveny na 0 mV. Pribéehy injikovanych vodivosti byly nasnimany piednostné za fyziologické
teploty jako EPSC vmodu VC stejnym zplsobem, jak je uvedeno vySe. Po extrapolaci
stimulacnich artefaktii, byly pfevedeny na EPSG na zékladé¢ znamého potencidlu. Injikovany
proud byl pro kazdou buniku na pocatku snimani arbitrdrné upraven tak, aby pravdépodobnost
vyskytu AP v sériich o 20 stimulech byla zhruba 50% pfi snimani v kontrolnich podminkéch.

Pii snimani aktivity VGCC byly buiiky drzeny na klidovém potencialu -60 mV.
Napétoveé zavislé vapnikové kandly byly aktivovany dle protokolu sestavajiciho se
z ptedhyperpolarizace z klidového potencidlu o -20 mV/10 ms nasledované depolarizaci
na 0 mV/50 ms. Snimani probihala za pokojové teploty. Byly snimany i proudové odpovédi SK
kanalt. Proudy tekouci SK kanaly byly zajistény vtokem vapniku pfes NMDA receptory.
NMDA receptory byly aktivovany depolarizaci (na -30mV/800 ms) a soucasnou tlakovou
aplikaci jejich agonisty ImM NMDA (viz kapitola 4.4.3.). Snimani probihala za pokojové
teploty.
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3.4.5. Aplikace roztoku latek ovliviiujicich aktivitu receptori a inotovych
kanali

Pfi snimani agonistou vyvolanych proudid byly exogenni agonisté a modulétory aktivity
inhibi¢nich receptort rozpustény v aCSF Il zalozeném na pufru HEPES a aplikovany na povrch
bun¢k tlakovou injekci (Picospritzer III; General Valve). Sklenéné pipetky pro aplikaci latek
mely ve Spicce primér 3-4 um a jejich usti bylo umisténo do vzdalenosti 20 um od zkoumané
buiiky. Tlak pro aplikaci €inil 3-6 psi (1psi~6,89 kPa). V aplikacnich trubickach byl promyvaci
roztok aCSFII, ktery obsahoval agonisty nebo modulatory aktivity ionotropnich receptort.

Pro snimani synaptickych proudii, membranovych potencialii a vapnikovych proudt byl
pouzit bikarbonatovy promyvaci roztok aCSFI. Agonisté receptorii a modulatory aktivity

iontovych kanald byly rozpustény v aCSFI a aplikovany na mozkové fezy perfuzi.

3.4.6. Analyza a statistické zpracovani namérenych dat

Proudové a napétové odpoveédi neurondlnich bunék byly analyzovany s pouzitim
pCLAMPI.2 a GraphPad Prism. Pokud neni uvedeno jinak, jsou vysledky udavany ve tvaru
pramér + smérodatna odchylka. Pocet bun¢k vzatych do analyzy je oznacen n. Statisticka
vyznamnost odchylky mezi priméry byla zhodnocena parovym Studentovym ¢ testem, ANOVA
testem a Tuckeyho viceCetnym srovnavacim testem Pro srovnavani kumulativnich distribuci byl
pouzit neparovy Kolmogorov-Smirnoviv test. Pro uznani statistické vyznamnosti jsme zvolili
hladinu 5%.

Uvadéné hodnoty membranového potencialu jsou jiz po Upravé o potencial vznikajici
na rozhrani mezi intracelularnim a extracelularnim roztokem (liquid junction potential, LJP).

Kapacitance membrany byla vypoCtena z ¢asové konstanty membrany ziskané
z napétovych odpovedi bunék vyvolanych pravothlymi proudovymi stimuly o nizké amplitudé
(100 ms, 0,01 nA).

Analyza mAHP byla provedena tak, ze pro kazdou bunku byly na konci pokusu
nasnimany AP a jejich série v pfitomnosti apaminu, latky, kterda mAHP selektivné blokovala.
Od odpovédi nasnimanych v pfitomnosti apaminu byly pak odeCteny odpoveédi nasnimané
za kontrolnich podminek a odpovédi snimané v testované latce. Pro kazdy odecet byla v Case
po hrotu AP stanovena maximalni vychylka vzhledem ke klidové hodnoté membranového

potencialu. Tato hodnota odpovidala mAHP (Obr. 12)
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Obr. 12. Detekce mAHP

A, B, Priklady jednotlivych AP a jejich sérii (3@200 Hz) vyvolanych proudovymi stimuly privedenymi na
membranu hlavniho neuronu MNTB nasnimanych za kontrolnich podminek (Cerné) a v pritomnosti
apaminu (selektivniho inhibitoru mAHP). Sedd stopa odpovida odectiim zaznamii nasnimanych v kontrole
od zdznamii nasnimanych v piitomnosti apaminu. Sipka ukazuje mAHP, kterd dosahovala maximalni

amplitudy v case 11,3 £ 1,8 ms, po pozitivnim maximu AP.

3.4.7. Imunohistochemie
3.4.7.1. Retrogradni znaceni neuronalnich bunék

Imunohistochemické pokusy byly provedeny ve spolupraci s Mgr. Johanou Trojanovou,
Ph.D. z odd€leni Neurofyziologie sluchu. K pokustim byli pouziti potkani kmene Wistar ve véku
P12-P18. Zvitata byla dekapitovana, a mozek rychle vyjmut v ledové chladném Ringerove
roztoku snizkou koncentraci Ca®* (viz kapitola 3.3). Biotinylovany dextran amin
w/v (10% BDA, 10 kDa; Molecular Probes) byl injikovan z ventralni strany mozkového kmene
do svazku axonl probihajicich z AVCN a to tésné pred jejich prekiizenim (tj. mirné lateralné
od medialni roviny). Aplikace byla provadéna sklenénou mikropipetou o pruméru 15-20 pm
pod nizkym tlakem za vizualni kontroly ve stereomikroskopu Leica S6E. Izolovany mozkovy
kmen byl inkubovan pfi pokojové teploté v extracelularnim roztoku probubldvaném kyslikem
po dobu 6 hodin. Po té¢ z né&j byly pfipraveny fezy, které byly fixovany pfes noc pti 4°C
Cerstvym roztokem obsahujicim: 0.1 M phosphate buffer (PB~ Na,HPO,.7H,O (82,5 mM),
NaH,PO,4.H,0, (17,5 mM); pH 7.4) s 4% (w/v) paraformaldehydem (PFA). Druhy den byly fezy
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n¢kolikrat promyty PB a inkubovany 2 hodiny pfi pokojové teploté se streptavidinem
konjugovanym s Alexa Fluor488. Rezy byly opét promyty 0,1 M PB a zamontovany do média
Aqua Poly/mount (Polysciences).

3.4.7.2. Roztoky a priprava fezi pro fluorescenéni mikroskopii

Pro imunofluorescencni pokusy byli pouziti dospéli potkani kmene Wistar (P57-P87),
nebo mysi kmene BALB/c (P18-P28). Po vystaveni param izofluranu byla zvifata uvedena
do hluboké anestézie za pouziti ketamin—xylazin (100 mg/kg, 16 mg/kg télesné vahy,
intraperitonealné, (Calypsol, Richter Gedeon, Xylapan, Vétoquiol)). Poté jim byla provedena
transkardialni perfuze fyziologickym roztokem (0.9% NaCl) s heparinem (5 000 mezindrodnich
jednotek na 150 ml fyziologického roztoku) nasledovana perfuzi Cerstvym fixaénim roztokem
obsahujicim: 0,1 M PB s 4% (w/v) paraformaldehydem (PFA). Po perfizi byl mozek vyjmut
avroztoku PB byly nakrijeny koronalni, nebo parasagitalni fezy mozkového kmene silné
300 pm s pouzitim vibraéniho mikrotomu Leica VT1000. Rezy byly né&kolikrat promyty
v0,1 M PB a prosyceny pomoci vzestupné fady roztokd sacharozy a to 10% w/v po dobu
1 hod., 20% w/v po dobu 3 hod. a 30% w/v pies noc pii pokojové teploté. Poté byla tkan po dobu
30 minut pii 4°C inkubovana v kryoprotektivu (Jung Tissue Freezing Medium, Leica) a
nakrajena na kryostatu Leica CM3050 S na fezy o tloustce 25 um. Rezy byly pfichyceny
na podlozni skla (Menzel-Gléser SuperFrost®Plus, Gerhard Menzel GmbH), kterd méla povrch
upraven tak, aby se na né fezy pevné trvale pfichytily. Pfipravené fezy byly skladovany

ve zmrazeném stavu (-20°C) az do doby aplikace protilatek.

3.4.7.3. Imunohistochemické znaceni proteint

Rezy mozkového kmene potkana byly inkubovany pies noc v roztoku PB obsahujicim
5% (v/v) Chemiblocker (Millipore Bioscience Research Reagents) zabrafiujicimu nespecifické
vazb¢ primarni protilatky, 1% Triton X-100 (v/v) pro bunéénou permeabilizaci, 0.1% NaN;
(w/v) ochrana pied ristem plisni, a primarni protilatky. Pro studium inhibi¢niho syst¢ému MNTB
jsme pouzili my$i primarni protilatky namifené proti ol podjednotce GlyR (fedéni 1:1000,
Synaptic Systems), gefyrinu (1:200, Synaptic Systems), krali¢i primarni protilatky proti GlyR
ol (1:600; Synaptic Systems), anti-GlyR a2 (1:150; Santa Cruz Biotechnology), anti-calretinin
(1:200; Invitrogen), a kozi anti-GlyR a3 (1:150; Santa Cruz Biotechnology). Pro studium
SK kanald jsme pouzili krali¢i anti-SK1 (1:150), anti-SK2 (1:200) a anti-SK3 (1:150), (Sigma).
Po inkubaci s primarni protilatkou byly fezy promyty a inkubovany se sekundarni protilatkou

konjugovanou s Alexa Fluor 488 (Invitrogen) ¢i s CY3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories)
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v fedéni 1:500 po dobu dvou hodin. Rezy znatené BDA byly inkubovany se streptavidinem
konjugovanym s Alexa Fluor 488. Kryci skla byla montovana s pouzitim Aqua Poly/Mount
(Polysciences). Inkubace probihaly pfi pokojové teploté. Pro kontrolni pokusy byla vynechéna
inkubace s primarni protilatkou. Flourescencni snimky byly ziskany na konfokalnim
mikroskopu Leica TSC-SP1 s pouzitim Leica confocal software 2.5 ¢i na mikroskopu Olympus

FluoView FV-300 se software FluoView.

3.5. Extracelularni snimani elektrické aktivity MNTB neuroni
in vivo

Pokusy byly provedeny ve spolupraci s Prof. J. G. Borstem, Erasmus MC, Rotterdam.

3.5.1. Pripravna operace pro snimani z MNTB in vivo

Dospélé C57BL/6 mysi (P35-P60) byly kratce vystaveny pardm izofluranu. Poté jim byl
intraperitonaln€ podan roztok anestézie a myorelaxans (ketamin 65 mg/kg a xylazin 10mg/kg).
Pro udrzeni télesné teploty (37°C) byla zvifata umisténa na vyhiivanou podlozku (FHC)
a teplota byla monitorovana pomoci rektalni sondy. MNTB bylo dosazeno z ventralni strany,
procedurou popsanou diive (Rodriguez-Contreras et al., 2008; Lorteije et al., 2009). Zvitata byla
polozena do polohy na zadech a hlava byla znehybnéna pomoci kovového nastavce prilepeného
k dorzalni ¢asti lebky. Po odstranéni kiize z oblasti krku, byly opatrné odstranény tkané (tukova
a svalova) prekryvajici tracheu. Zvifatim byla provedena tracheotomie, byla intubovana
atrachea byla jemné odtlacena stranou. B&hem celého pokusu byla zvifata mechanicky
ventilovana kyslikem (MiniVent; typ 845; Hugo Sachs Elektronik - Harvard Apparatus GmbH).
Frekvence ventilace byla kolem 150/min; objem pumpovany v kazdém cyklu byl upraven dle
vahy zvifete na zhruba 7ul (1/t€lesné vaha (v g)). Dale byl odstranén hltan a dalsi tkdn€ pod nim
a odhalena ventralni strana baze lebni. Provrtanim lebky byla provedena mal4 kraniotomie
(1-2 mm v priméru). Poloha kraniotomie byla volena na zdkladé vodicich znakti na lebce
a vaskulatury, ktera prosvitala skrze ztencovanou kost. Jednalo se o anteriorni inferiorni
mozeckovou arterii a bazilarni arterii. Mozkové pleny byly odstranény z povrchu mozku ptred
zaCatkem snimani. Povrch mozku byl smacen aCSF III obsahujicim (v mM): NaCl 135, KCI 5.4,
MgCl2 1, CaCl2, 1.8, HEPES 5 (pH 7.2), aby nedoslo k jeho vyschnuti.

47



3.5.2. In vivo elektrofyziologie a aplikace latek selektivné ovliviiujicich
aktivitu GABAg receptoru

Snimani z hlavnich neuroni MNTB bylo provadéno juxtacelularni technikou
(loose patch) s pouzitim silnosténnych mikropipet s filamentem z borosilikdtového skla. Pipety
s odporem 3-6 MQ byly plnény aCSF III. Pied vstupem do mozkové tkané byl roztok v pipeté
pod pozitivnim tlakem (300 mbar), aby nedoslo k jejimu ucpani. Po vstupu do tkané byl tlak
snizen zhruba na 30 mbar a pifi snimani byl roztok v pipet¢ ponechan zcela bez tlaku. Pro
snimani a sbér dat byl pouzit zesilova¢ MultiClamp 700B a software pCLAMP9.2 (MDS
Analytical Technologies). Méteny signal byl filtrovan s frekvenci 10 kHz a vzorkovan
s frekvenci 50 kHz s pouzitim A/D pfevodniku (Digidata 1322A).

Juxtacelularni snimani bylo kombinovano s aplikaci chemickych latek. V casti pokust
byly latky aplikovany perfiznim systémem. U vSech téchto pokust jsme potvrdili, ze buiky
ulozené v hloubce 400-600 nm mohou byt dosazeny povrchovou aplikaci latek. Aplikace
20 mM EGTA na povrch mozku béhem 80-120 s u nich zcela zabranila synaptickému pfenosu.
Druhy zptsob predstavovala aplikace lokalni. V tomto ptipadé byla ke snimaci pipeté piilepena
pétikanalova mikropipeta (SB120F-4; World Precision Instruments,Inc., Sarasota, FL, USA)
v konfiguraci piggy-back (Havey and Caspary, 1980). Vzdalenost mezi Spickami snimaci
a vicekanalové elektrody byla kolem 50 uM. Ve vétSin€é pripadi byly jednotlivé kapilary
péti kanalové elektrody naplnény roztoky: 160 mM EGTA (rozpusténo v 0,9% NaCl a pH 7,2
upraveno NaOH), 10 mM (£)-baclofen (rozpusténo v 0,9% NaCl a pH 3 upraveno HCI),
1 mM CGP54626 hydrochlorid, 0,9% NaCl (pH 3 upraveno HCI) a 0,9% NaCl (pH 7,2). Pouzité
chemikalie pochazely ze Sigma-Aldrich, Tocris Bioscience, ¢i Alomone Labs.

Jednotlivé kanaly byly vodivé spojeny s generatorem iontoforetického proudu (Dagan
6400 Advanced; Minneapolis, MN, USA) pomoci AgCl dratku (elektrody). Pro iontoforetickou
aplikaci jsme pouzili ejekéni proudy o velikosti (200-500 nA) po dobu 1-3 min. Kapilara
obsahujici 0,9% NaCl pH 7,2 pak slouzila jako dopliikovy kanal pro automatické vyrovnavani
vstiikovaného proudu. Kapilary obsahujici 160 mM EGTA a 0,9% NaCl (pH 3) byly kanaly
kontrolni. Kanal obsahujici 0,9% NaCl (pH 3) slouzil pro nastaveni velikosti iontoforetického
ejekéniho proudu tak, aby nedosSlo k ovlivnéni synaptického prenosu kyselym pH. Pomoci
aplikace EGTA byla testovana ucinnost iontoforézy. Aplikace vapnikového chelatoru EGTA
negativné ovliviiovala synapticky pfenos. Vhledem ke zndmé exponencialni zavislosti mnozstvi
vylevu neuropfenasece na extraceluldrni koncentraci Ca** (Barnes-Davies and Forsythe, 1995;
Schneggenburger et al., 1999), bylo z miry inhibice synaptického pienosu EGTA o znamé

koncentraci pfiblizn€ mozné odhadnout zfedéni iontoforeticky aplikovanych roztoki v blizkosti
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sledovaného hlavniho neuronu (podrobné viz Wang et al., 2013). Na zakladé téchto odhadi byly
stanoveny koncentrace baclofenu a CGP546262 pouzité ve vlastnich pokusech. Z pfitomnosti
platoé faze v pritbéhu iontoforetické aplikace baclofenu je zfejmé, ze pouzitd koncentrace byla

vyhovujici a baclofen dosahl béhem aplikace saturujici koncentrace.

3.5.3. Zvukova stimulace in vivo

Zvukové stimuly byly prezentovany v konfiguraci uzavieného pole, podle (Tan and
Borst, 2007). Sonda, pies kterou byly prezentovany zvukové stimuly byla vsunuta do levého
kandlu vnéjsiho ucha a zajiSténa silikonovym elastomerem. V programu MATLAB (Version
R2008a) byl vytvoten stimulacni protokol. Zvukovy stimulus byl generovan Tucker Davis
Technologies hardware (TDT, system 3, RX6 processor, PAS5.1 attenuator, ED1 electrostatic
driver, EC1 electrostatic speaker). Pomoci programu MATLAB, byla zajis§téna synchronizace
sbéru dat programem Clampex s prezentaci zvukovych stimuld. Stimulacni protokol sestaval
z 200 ms useku bez zvuku nasledovaného dvéma 400 ms salvami Sirokopasmového Sumu (Siie
pasma 2-40 kHz;80 dB SPL). Salvy byly prezentovanyv riiznych intervalech (40, 80, 160, 320,
640, 1280 ms) a byly nasledovany klidovou periodou, takze celkova doba trvani protokolu byla
4s. Intenzita zvuku byla kalibrovana, jak bylo popsano dfive (Tan and Borst, 2007). Tento
protokol byl stale opakovan i béhem aplikace chemickych latek. Na zaklad¢ ziskanych dat byly
hodnoceny jejich efekty na spontanni a zvukem vyvolanou aktivitu. Pokusy byly provadény

v jednosténné zvukotésné komoie (Gretch-Ken Industries).

3.5.4. Analyza dat ziskanych pokusy in vivo

Analyza dat byla provedena s pouzitim procedur bézicich v aplikaci NeuroMatic (verze
2.00, poskytnutou Dr J. Rothmanem, University College London, London, UK) v ramci
programového baliku Igor Pro 6.2 (WaveMetrics).

Vsechna in vivo snimani vykazovala pfitomnost kapacitn¢€ pfenasené¢ho presynaptického
AP (tzv. prespike). V predchozich pracich bylo ukdzano, ze jak amplitudu extracelularné
snimaného EPSP (eEPSP), tak jeho maximalni rychlost ristu (¢EPSP’) lze pouzit k méteni sily
synapse (Lorteije et al., 2009).Vzhledem k tomu, Ze téméf u poloviny bun€k, z nichz jsme
snimali, bylo tézké odlisit maximalni amplitudu eEPSP od nastupu extracelularné snimaného AP
(eAP), pouzili jsme pro méteni sily synapse maximalni rychlost ristu eEPSP. Metoda analyzy je
popsana v Lorteije et al., 2009. Zjednodusené lze hledani hodnot eEPSP" u nadprahovych
udalosti popsat takto: Na prubéh nasnimaného extacelularniho signalu jsme aplikovali prvni

derivaci. Nasledné jsme hledali jeji lokalni maximum v oblasti odpovidajici eEPSP, tj pred
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bodem inflexe zachyceném pted hrotem nasledujiciho AP. Podprahové udalosti (selhani) byly
identifikovany na zaklad¢ jejich pomalé repolarizacni faze. Velikosti eEPSP’ byly méfeny
vzhledem ke klidovym hodnotam extraceluldrné snimaného potencialu.

Aplikace latek bézné trvala 2-7 minut. Buiiky, které vykazovaly vice nez 30% navySeni,
¢i snizeni frekvence eAPv pribéhu aplikace latek ovlivitujicich aktivitu GABAjg receptoru, byly
vyfazeny z analyzy. Bunky, které vykazovaly soubézné zmény ve tvaru eEPSP’a eAP byly
rovnéz vylouceny.

Vysledky z in vivo snimani jsou prezentovany vyrazem: prumér + smérodatna odchylka,

n znaci pocet bunék zavzatych do analyzy. Statisticka vyznamnost odchylky mezi priméry byla

zhodnocena Studentovym ¢ testem. Pro uznani statistické vyznamnosti jsme zvolili hladinu 5%.
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4. Vysledky

Vysledky dizertacni prace jsou shrnuty v téchto publikacich:

Hruskova B, Trojanova J, Kulik A, Bures Z, Kralikova M, Syka J, Trussell LO,
Turecek R (2012). Differential distribution of glycine receptor subtypes at the rat calyx of Held
synapse. J Neurosci. 32 (47): 17012-24.

Wang T, Rusu SI, Hruskova B, Turecek R, Borst JG (2013). Modulation of synaptic
depression of the calyx of Held synapse by GABA(B) receptors and spontaneous activity.
J Physiol. 591(19):4877-94

4.1. Studium podjednotkového sloZzeni GlyR na Heldové
synapsi

Vlastnosti glycinergniho synaptického ptenosu byly SOC mozkového kmene savcii
asto zkoumany. Rada praci ukazala, 7e glycinergni inhibice plni v SOC vyznamnou tlohu
v mechanismech umoziujicich lokalizaci prostorového zdroje zvuku (Adams and Mugnaini,
1990; Kandler and Gillespie, 2005; Grothe et al., 2010). MNTB, které je soucasti SOC, zajistuje
pfesné nacasované pievadéni prichdzejicich signali na signaly vystupni. Modulace
glutamatergniho pienosu vlivem glycinergni inhibice je diilezitou soucasti téchto procest
(Kopp-Scheinpflug et al., 2011; Borst and Soria van Hoeve, 2012). Inhibi¢ni vlakna ptfichézeji
do MNTB od neuront v pfilehlém VNTB, nebo se vraceji jako zpétné kolateraly MNTB
neurontt (Albrecht et al., 2014; Dondzillo et al., 2016). Jejich inhibi¢ni zakonceni uvoliuji
glycin, ktery plsobi na pre- i postsynaptickych glycinovych receptorech (GlyR) exprimovanych
MNTB neurony. Aktivované presynaptické GlyR vyvolavaji pomalou potenciaci uvoliovani
glutamatu, zatimco postsynaptické receptory zajistuji rychlou fazickou inhibici (Turecek and
Trussell, 2001; Awatramani et al., 2004, 2005a). Rozdilnd kinetika odpovédi pre-
a postsynaptickych GlyR naznacuje, Ze by se mohlo jednat o dvé receptorové populace
s odlisSnymi vlastnostmi. Tak jako u jinych typu receptord, jsou i u GlyR jejich vlastnosti a
subcelularni lokalizace zavislé na podjednotkovém slozeni. GlyR jsou pentamery slozené
z podjednotek al-4 a B (Laube et al., 2002; Lynch, 2004; Webb and Lynch, 2007; Legendre et
al., 2009). Vétsinu GlyR dospé€lych zvitat predstavuji oy heteromery (Lynch, 2009). Ty jsou

51


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23940376
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23940376

shlukovany na postsynaptickych mistech diky interakci B podjednotky s proteinem gephyrinem
(Kneussel and Betz, 2000; Grudzinska et al., 2005). V nepiitomnosti B podjednotky vznikaji
o homomerni receptory s rozptylenou distribuci zejména na extrasynaptickych mistech a jejich
exprese v centralnim nervovém systému probiha ptfedev§im béhem prenatalniho vyvoje (Flint et
al., 1998). Presto byly také pozorovany v nervové tkani dospélych zvitat (Deleuze et al., 2005;
Bae et al., 2016) a mohly by byt soucasti populace extrasynaptickych GlyR na Heldovych
kalisich. V nasledujicich pokusech jsme pouzili agonisty a antagonisty selektivné pusobici
na GlyR rtzného podjednotkového slozeni, abychom identifikovali receptorové podtypy

ptitomné na pre- a postsynaptickych buikich MNTB.

4.1.1. Postsynaptické GlyR v MNTB

V prvni casti pokust jsme zjistovali podjednotkové slozeni postsynaptickych GlyR
exprimovanych na télech a dendritech hlavnich neuront MNTB. Z téchto neurond jsme snimali
proudové odpovédi GlyR vyvolané aplikaci glycinu a analyzovali jsme jejich citlivost k latkam
selektivné ovlivitujicim rtzné podtypy GlyR. Glycinem vyvolané odpovédi byly snimany
v promyvacim roztoku aCSF II doplnéném o 0,5 pM tetrodotoxin (TTX),
10 uM 6,7-dinitroquinoxalin-2,3-dion (DNQX) a 5 uM 3-((R)-2-karboxypiperazin-4-yl)-propyl-
1-fosfonovou kyselinu (CPP), abychom zablokovali napétove zavislé sodikové kanaly
a vodivosti vyvolané glutamatem. Jednosekundové aplikace 100 uM glycinu na téla hlavnich
neuronti (Obr. 13 4) vyvolavaly proudy, které byly inhibovany v pfitomnosti strychninu
(0,3 uM), kompetitivniho antagonisty pro chloridy propustnych GlyR. Tyto proudy ménily
polaritu v blizkosti predpokladaného reverzniho (Nernstova) potencialu pro chloridové ionty,
tj. -55,5 mV pro nami pouzité roztoky (Wu and Kelly, 1995; Turecek and Trussell, 2001, 2002;
Price and Trussell, 2006). Primérna maximalni amplituda odpoveédi pfi membranovém
potencialu +10 mV dosahovala 5,5 + 4,8 nA (n = 36). Picrotoxin (PTX; 50 uM), ktery blokuje
o homomerni receptory, ale ne af3 heteromerni receptory (Lynch et al., 1995; Wang et al.,
2007), vyznamné neovlivnil amplitudy proudi vyvolanych glycinem (6,6 +19,3%, n =10,
p=0,348), (Obr.13 B). Toto pozorovani bylo v souladu s pfitomnosti heteromernich GlyR
na somatodendritickych ¢astech MNTB neuronti. SloZzeni postsynaptickych receptori bylo
ovefovano v nasledujicich pokusech vyuZivajicich latku 1CS205,930 (tropisetron), o které je
zndmo, ze pozitivné moduluje odpovédi aff heteromernich GlyR aktivovanych nizkou
koncentraci agonisty (Chesnoy-Marchais, 1996; Supplisson and Chesnoy-Marchais, 2000).
Zjistili jsme, Ze maximalni amplitudy proudd vyvolanych aplikaci 15 uM glycinu (0,3 = 0,2 nA,
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n = 6) byly téméf trojnasobné zvyseny v pfitomnosti 1 uM 1CS205,930 (0,9 £ 0,8 nA, p = 0,047,
Obr. 13 (). Tyto vysledky ukazuji, Ze postsynaptické GlyR v MNTB jsou tvofeny jako

of3 heteromery.
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Obr. 13. Hlavni neurony MNTB exprimuji funkéni al/ff heteromerni GlyR

A, Schéma ukazuje snimani glycinem vyvolanych proudii z hlavniho neuronu MNTB. B, Priklad proudové
odpovedi GIyR v nepritomnosti (Cerné) a v pritomnosti 50 uM PTX (modre). C, Amplitudy odpovedi
vyvolanych nizkou koncentraci glycinu byly zvySeny v pritomnosti 1 uM 1CS205,930. D, Glycinové
proudy nasnimané v nepritomnosti (Cerné) a pritomnosti (modre) 5 uM CTB v I minutovych intervalech.
Pri snimani v CTB byly MNTB neurony udrzovany v pritomnosti této latky pred a v pribéhu snimdni
glycinovych odpovédi. Amplituda odpovédi vyvolané prvni koaplikaci byla nezmenéna (i). 10 po sobé
jdoucich koaplikaci vedlo k silné inhibici glycinové odpovedi (ii). E, Priklady glycinem vyvolanych
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proudit snimanych v nepritomnosti (Cerné) nebo v pritomnosti (modre) 100 uM CTZ. F, Sloupcovy graf
shrnuje viivy vsech testovanych podjednotkove specifickych latek na amplitudy glycinem vyvolanych
odpovedi ziskanych z 35 neuronit (*p< 0,05, ¢i ** p<0,01, parovy t. test).

Cilem dalsich pokust bylo ukazat, ktera z izoforem o podjednotky se ucastni na tvorbe
postsynaptickych GlyR v MNTB. V téchto pokusech jsme pouzili 5 uM kyanotrifenyl borat
(CTB), ktery piednostné blokuje GlyR obsahujici podjednotky ol (Rundstrom et al., 1994).
Obr. 13 D ukazuje, ze CTB wurychloval zdanlivou desensitizaci glycinovych odpoveédi
snimanych pfi membranovém potencialu +10 mV, pfiCemz maximalni amplituda odpovédi
zustala prakticky neovlivnéna. Nékolik po sobé jdoucich aplikaci roztoku obsahujiciho CTB
a glycin vyvolalo proudové odpoveédi, jejichz maximalni amplitudy postupné klesaly. Po deseti
koaplikacich byla primérméd maximalni amplituda redukovana na 26,1+ 7,7% kontrolni
hodnoty, (n=28, p=0,008, Obr. 13 D, F). Inhibice maximalni amplitudy byla uvolnéna
za podminek, které zahrnovaly hyperpolarizovany membranovy potencial (-70 mV) a aplikaci
glycinu v neptitomnosti CTB (neukdzano). Toto pozorovani je v souladu s use-dependentnim
a napétoveé zavislym charakterem inhibice ol obsahujicich GlyR zaporné nabitymi ionty CTB
(tzv. open-channel block) (Zhorov and Bregestovski, 2000).

Ptitomnost dalSich izoforem o podjednotky byla testovana s pouzitim cyklotihazidu
(CTZ; 100 uM) a picrotoxininu (PXN; 10 uM), u nichZ bylo ukazéano, ze selektivné blokuji
GlyR obsahujici a2, ptipadné a3 podjednotky (Wang et al., 2007; Yang et al., 2007; Zhang et
al., 2008). Amplitudy proudovych odpovédi GlyR vyvolané pétisekundovou aplikaci glycinu
na t€lo hlavniho neuronu byly jen slabé citlivé k pfitomnosti CTZ (kontrola: 4,4 + 1,8 nA, CTZ:
39+2,5nA, n=6, p=0,378, Obr. 13 E, F). To ukazuje, ze a2 podjednotka neni vyznamn¢
zastoupena v populaci postsynaptickych GlyR na MNTB neuronech. Aplikace PXN také
vyznamné neovlivnila amplitudu glycinem vyvolanych proudi, coz svéd¢i proti ptfitomnosti
a3 podjednotky v postsynaptickych receptorech (kontrola: 3,1+ 2,4 nA, PXN: 3,1+ 2,1 nA,
n=6, p=0,928, Obr. 13 F). Podobné vysledky poskytly i imunohistochemické pokusy, které
neukazaly specifickd znaCeni MNTB neurond pomoci protilatek rozeznavajicich a2 a
a3 podjednotky GlyR (viz kapitola 4.1.3). Z toho uzavirame, ze postsynaptické GlyR v MNTB

jsou alP heteromery.

4.1.2. Synapticky aktivované GlyR v MNTB

Abychom odhalili pfipadné odliSnosti mezi extrasynaptickymi a synapticky

aktivovanymi GlyR na hlavnich neuronech MNTB, testovali jsme citlivost IPSC k latkdm
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selektivné ovliviiyjicim aktivitu jednotlivych podjednotek GlyR. IPSC byly vyvolany
nizkofrekvencni stimulaci (0,1 Hz) glycinergnich vldken pti fyziologické teploté¢ (37°C)
a snimdny pfi membranovém potencidlu 0 mV (Obr. 14 4) (Banks and Smith, 1992; Turecek
and Trussell, 2001; Awatramani et al., 2004). IPSC byly snimany v aCSF 1. Roztok byl
obohacen o 10 uM DNQX, a 5 uM CPP.
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Obr. 14. Synaptické GlyR v MNTB obsahuji podjednotky al a f.

A, Schématické zndazorneni snimani glycinergnich IPSC z tél hlavnich neuronit MNTB. B, Vlevo, Graf
zndzornuje maximalni amplitudy glyciergnich IPSC nasnimanych v nepritomnosti (0) nebo v pritomnosti
50 uM PTX (e). Vpravo, Superpozice reprezentativnich zaznamii dvou IPSC nasnimanych za kontrolnich
podminek (Cerné) av pritomnosti 50 uM PTX (modre). Oba zdznamy vznikly primérovanim
20 jednotlivych IPSC stimulovanych ve frekvenci 0.1 Hz C, Zaznamy IPSC porizené v nepritomnosti (i)
nebo v pritomnosti CTB, pred (ii) a po (iii) 30 sériich IPSC (50@100 Hz) vyvolanych ve 20s intervalech.
Cislo u série odpovidd jejimu poradi v pritbéhu snimani. Superpozice IPSC (i) (Sedé) na IPSC (ii) a (iii)
(obé modre) ukazuji, Zze CTB vyznamné neménil casovy pribeh odpovedi synaptickych GlyR. Stimulacni

artefakty byly pro prehlednost u zaznamii sérit IPSC odstranény.

Maximalni amplitudy IPSC dosahovaly 3,0 +£2,5nA (rn=28) béhem 0,6+ 0,2 ms.
Amplitudy IPSC nebyly vyznamné ovlivnény pfitomnosti PTX (96,3 =11,9% kontrolni
hodnoty, n=8, p=0,201), podobné jako tomu bylo u glycinem evokovanych odpovedi.
To ukazuje na heteromerni skladbu synaptickych GlyR (Obr. 14 B). Oproti glycinem vyvolanym
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odpovédim, byla maximalni amplituda IPSC necitliva k CTB (Obr. 14 C). To je zptsobeno tim,
ze na rozdil od farmakologické stimulace trvajici 5s, je synaptickd aktivace GlyR pouze
kratkodoba a délka trvani otevieni chloridového kanalu GlyR je pfili§ kratkd ve srovnani
s relativné pomalou vazebnou kinetikou CTB uvniti poru. Platnost tohoto predpokladu byla
oveéfovana pomoci opakované stimulace IPSC s vysokou frekvenci, kterd vede k prodlouzeni
doby aktivace synaptickych GlyR a k ocekavanému zvyseni citlivosti jejich odpovédi k CTB.
Obr. 14 C ukazuje vyrazné snizeni amplitudy jednotlivych IPSC (na 37,1 + 18,4%, n =6,
p =0,032) snimanych po 30 sériich 50 IPSC stimulovanych s frekvenci 100 Hz v pfitomnosti
CTB. To znamena, ze synapticky aktivované receptory jsou citlivé k CTB a obsahuji proto
podjednotku al. Casovy priibéh jednotlivych IPSC nebyl vlivem CTB zménén (Obr. 14 C).
Vysokofrekvencni stimulace v nepfitomnosti CTB nevedla k vyznamnému snizeni jejich
amplitudy (-0,4 + 16,1%, n =9, p =0,980) (neni ukazano). Dale jsme sledovali vliv CTB na
amplitudy mIPSC snimanych v aCSF I obsahujicim 0,5 uM TTX. Glycinergni mIPSC byly
rozeznany na zéakladé jejich rychlé kinetiky (Casova konstanta poklesu <4 ms; (Awatramani et
al., 2005a)) a jejich citlivosti ke strychninu (0,3 uM). mIPSC byly u kazdé bunky ziskany
z desetiminutového zaznamu pied, v pribéhu a po perfizni aplikaci CTB. desetiminutova
expozice MNTB neuroni CTB pii potencialu O mV vedla k poklesu amplitudy mIPSC
ze 142,3 £ 8,0 pA na 93,2 +224 pA (n=4, p=0,016). To je vsouladu s vysledky ziskanymi
pomoci evokovanych IPSC a s pfitomnosti a1 podjednotky v synaptickych GlyR.

1CS205,930, ktery zvySuje afinitu heteromernich GlyR, nemél na amplitudy IPSC
vyvolanych s nizkou frekvenci vyznamny vliv (1,9 + 10,1%, n =6, p = 0,438) (Obr. 15 4). Tato
zdénliva necitlivost postsynaptickych GlyR k 1CS205,930 byla pravdépodobné zplsobena

saturaci téchto receptori pii multivesikularnim glycinergnim ptenosu (viz. Diskuse).
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Obr. 15. Heteromerni sloZeni synaptickych GlyR umoZiiuje fazické IPSC s rychlou
kinetikou

A, Vlevo, Zaznamy IPSC provedené za kontrolnich podminek a v pritomnosti 1 uM 1CS205,930 (primery
20 jednotlivych IPSC stimulovanych ve frekvenci 0.1 Hz). Vpravo, Deaktivacni faze IPSC byla fitovana
trojitou exponencidalni funkci (Sedé). B, Casové konstanty (vlevo) a relativni amplitudy (vpravo)
Jednotlivych exponencialnich funkci popisujicich deaktivaci kontrolnich IPSC a IPSC v pritomnosti
1CS205,930. Data byla ziskana ze 6 bunék. (** p<0,01, parovy t test).

Nekolik nasledujicich pozorovani vSak svédcilo o heteromernim slozeni synaptickych
GlyR. Za prvé, 1CS205,930 reverzibiln¢ zvysil primérnou amplitudu spontannich mIPSC
(124,1 £36,3 pA) 0 25,0+ 10,2% (n =38, p=0,004) (Obr. 16 4, C). Tento vliv interpretujeme
tak, ze synaptické GlyR nejsou dostatecné saturovany jednotlivymi kvanty glycinu a amplitudy
jejich odpovédi proto mohou byt zvySeny v pritomnosti latek, které stimuluji jejich potenci

(Chesnoy-Marchais, 1996, 1999).
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Obr. 16. 1CS205,930 zvySuje amplitudy miniaturnich glycinergnich proudii

A, Priklady glycinergnich mIPSC nasnimanych z hlavniho neuronu v nepritomnosti (20 mIPSC; cerne) a
v pritomnosti ICS205,930 (20 mIPSC; modre). B, Zaznamy vzniklé priumérovanim 594 kontrolnich mIPSC
a 560 mIPSC v pritomnosti 1CS205,930 obdrzenych ze stejné bunky jako je na obrazku A. C,
Normalizované kumulativni distribuce maximalnich amplitud mIPSC shromadzdénych z 8 bunék. Data byla
ziskana z 10 minutovych zdznamii spontanni aktivity kazdé z bunek pred (cerné, 3199 udalosti), v pritbehu
(modra cara, 2829), nebo 10 min po (prerusovand Seda cara, 2923 uddlosti) aplikaci 1CS205,930.
Distribuce ukazuji, ze amplitudy mIPSC byly v pritomnosti 1CS205,930 reverzibilné zvyseny (p<0,001,

Kolmogorov-Smirnov test).

Dale, amplitudy IPSC vyvolanych vysokofrekvenéni stimulaci byly rovnéz ICS205,930
modulovany. Obr. 17 4 ukazuje ptiklady sérii 50 IPSC o frekvenci 100 Hz pred a pfi aplikaci
1CS205,930. U kontrolnich sérii (bez 1CS205,930) se amplituda IPSC béhem opakované
stimulace postupné sniZzovala na 20,9 £ 7,9% (primér amplitud poslednich 10 IPSC, n = 14).
Tento jev se nazyva kratkodoba synapticka deprese (STD) (Regehr, 2012). STD v byla
v ptitomnosti I[CS205,930 snizena, protoze amplituda IPSC na konci série byla zménéna

na 26,2 + 8,3% wvelikosti prvniho IPSC (p =0,002; Obr. 17 4-C). Tento efekt je v souladu
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s predstavou, Ze opakujici se IPSC jsou zprostiedkovany GlyR nedostateéné saturovanymi
glycinem, diky poklesu tzv. kvantového obsahu IPSC, a tzv. lateralni difize (Faber and Korn,
1988; Glavinovi¢, 1995). ICS205,930 pak zvySenim afinity GlyR vede k jejich vySsi obsazenosti
synaptickym glycinem a k potenciaci jejich odpovédi. Za tieti, ICS205,930 zvySoval amplitudu
tonického IPSC, ktery vznikal pii vysokofrekvencni stimulaci glycinergnich vlaken. Obr. 17
ukazuje, ze vramci série IPSC vyvolanych s frekvenci 100 Hz nedochazi mezi jednotlivymi
stimuly k uplnému navratu amplitud IPSC na klidové hodnoty a vznika tak tonicky IPCS.
Tonicky IPSC jsme kvantifikovali tak, Ze jsme méfili amplitudy proudd tésné predchazejicich
(1ms pted) stimulacni artefakty u poslednich 10 stimulaci série. Zjistili jsme, ze 1CS205,930
praimérn¢ zvySoval tonicky proud z0,6+0,7nA na 09+09nA (rn=11, p=0,007)
(Obr. 17 4-C). 1CS205,930 soucasné prodluzoval deaktivaci posledniho IPSC v sérii
(Obr. 17 4,C). Deaktivacni fazi jsme fitovali na dvouexponencidlni funkci a vypocitali jsme
primérnou amplitudové vazenou Casovou konstantu (Ty,,). Hodnota Ty, se v pfitomnosti
1CS205,930 vyznamné zvysila z kontrolni hodnoty 0,2 +0,1 s na 0,3+0,2s (n=8, p=0,017).
Vliv ICS205,930 na tonicky proud a deaktivaci série IPSC interpretujeme tak, ze nizkoafinitni
postsynaptické GlyR (Grudzinska et al., 2005) normaln€ neodpovidaji na nizkou koncentraci
glycinu nahromadéného v synaptické S§térbiné pii opakovaném synaptickém pfenosu.
Vysledkem nizké citlivosti postsynaptickych GlyR je mald amplituda tonického IPSC a rychla
deaktivace fazického IPSC po sérii vysokofrekvencnich stimulaci snimanych v kontrolnich
podminkéch. Po zvySeni afinity GlyR v ptitomnosti ICS205,930 pak tyto receptory vice reaguji
na nahromadény glycin zvySenim amplitudy tonického IPSC a prodlouzenim deaktivace po sérii
vysokofrekvencnich IPSC. V souladu stouto predstavou je mensi vliv ICS205,930
na amplitudové-vazenou casovou konstantu deaktivace nizkofrekvencnich IPSC (kontrola:
7,0 £2,3 ms, 1CS205,930: 8,1 +2,4ms , n=10, p=0,003) (Obr. 17 4,B). Amplitudové vazena
konstanta byla ziskana na zakladé méfeni ¢asového priubéhu poklesu nizkofrekvenénich IPSC.
Exponencialni pokles jsme fitovali tfemi exponencielami s pouzitim Chebyshevova algoritmu.
Z kazdé bunky bylo fitovano 20 IPSC a vysledky byly nasledné zprimérovany. Kontrolni
pokusy ukazaly, Zze 1CS205,930 nevyvolaval zménu pomeéru velikosti amplitud druhého
a prvniho IPSC (tzv. paired-pulse ratio) v sérii (z 0,8 £ 0,2, na 0,8 £ 0,2, p =0,321; Obr. 17 C).
To naznaCuje, Ze tato latka neplsobi na presynaptické trovni. Vysledky tak ukazuji,
ze synapticky aktivované GlyR jsou citlivé k ICS205,930 a podporuji zavér, ze synaptické GlyR
v MNTB jsou oalf heteromery. Navic pozorovani, ze IPSC maji obdobnou citlivost
k modulatorim GlyR jako odpovédi vyvolané aplikaci glycinu ukazuje, Ze podjednotkova

slozeni extrasynaptickych a synaptickych GlyR na hlavnich neuronech MNTB jsou stejna.
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Obr. 17. Vliv ICS5205,930 na vysokofrekvencni sérii IPSC.

A, Obrazek ukazuje série 50 IPSC stimulovanych s frekvenci 100 Hz v nepritomnosti (kontrola) a
v pritomnosti 1 uM 1CS205,930. Sipka oznacuje prodlouzeni deaktivacni faze série viivem aplikace
1CS205,930. Prerusované cary ukazuji amplitudy tonického IPSC. B, ICS205,930 (plné symboly) zvysSoval
maximdlni amplitudy IPSC (ctverce) a amplitudu tonického IPSC (krouzky). Udaje byly ziskdny z busiky
na obrazku A. C, Sloupcovy graf shrnuje viivy 1CS205,930 na série IPSC. P oznacuje maximalni
amplitudu IPSC. Ty, @ Tyain predstavuji amplitudové vizené casovou konstanty deaktivacni fize

nizkofrekvencnich IPSC nebo série IPSC.(*p< 0,05, ¢i ** p<0,01, parovy t test).
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4.1.3. Lokalizace postsynaptickych GlyR v MNTB

Rozmisténi postsynaptickych GlyR na povrchu hlavnich neuroni MNTB bylo
studovano s pomoci imunohistochemickych metod. Abychom odlisili pre- a postsynaptické
struktury v MNTB, znacili jsme Heldovy kalichy protilatkami proti kalicedlnimu markeru
calretininu (Lohmann and Friauf, 1996; Felmy and Schneggenburger, 2004). GlyR byly znaceny
mySimi primarnimi protilatkami rozeznavajicimi epitop na extracelularni ¢asti podjednotky al
(Pfeiffer et al., 1984). Barveni zviditelnilo membranové véazané shluky GlyR. ol pozitivni
shluky se nepiekryvaly s fluorescencnimi signaly protilatek proti calretininu, coz dokladalo

jejich rozmisténi na somatodendritickych ¢astech hlavnich neuroni MNTB (Obr. 18). Shluky

vvvvvv

pracich nalezeny u GlyR exprimovanych v jinych oblastech mozku (Alvarez et al., 1997).

Obr. 18. Lokalizace al podjednotky GlyR v MNTB potkana

Mikrofotografie z konfokalniho mikroskopu ukazuje rez MNTB izolovany z dospélého potkana znaceny
protilatkami proti al podjednotce GlyR (zelené) a proti calretininu (Cervené). GlyR pozitivni signaly byly
seskupeny do membrdanové vdazanych shluki, coz je lokalita typickd pro synaptické GlyR.

al imunoreaktivni shluky se neprekryvaly s presynaptickymi signaly calretininu (vpravo).

Protilatky proti a2 a a3 podjednotkdm GlyR neposkytly specifickd znaeni v MNTB fezech
(neukézano). To bylo v souladu s vysledky naSich elektrofyziologickych pokust a svédcilo to
oneucasti a2 a a3 na vytvafeni GlyR v MNTB. Exprese podjednotky B byla zkoumana
s pouzitim protilatek rozeznavajicich gefyrin, protein specificky interagujici s touto
podjednotkou (Kirsch et al., 1991). Znaceni na gefyrin ukdzalo membranové vazané shluky,

které byly rozmistény shodné s ol imunopozitivnimi signaly (Obr. 19 B). Nase vysledky jsou
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tak v souladu s elektrofyziologickymi nalezy a ukazuji na pfitomnost o1p heteromernich GlyR

na hlavnich neuronech MNTB.

Obr. 19. Shluky synaptickych al GlyR jsou kolokalizovany s gephyrinem

Shluky GIlyR oznacené protilatkami proti ol (zelené) a gephyrinu (Cervené). Silny prekryv obou
fluorescencnich signalti ukazuje na heteromerni slozeni synaptickych GlyR (zluté). V ramecku je dobre
patrné rizicovité usporadani shlukii al podjednotek na télech hlavnich neuronii znacici jejich

synaptickou lokalizaci.

4.1.4. Presynaptické receptory v MNTB

V dalsi sad¢ pokust jsme zjistovali podjednotkova slozeni GlyR exprimovanych na
presynaptickych neuronech MNTB synapse tj. na jejich t€léch (GBC) ulozenych ve ventralnim
kochlearnim jadie a na excitac¢nich terminalech (Heldovy kalichy) kontaktujicich hlavni neurony
MNTB. Nejprve jsme provadéli presynapticka snimani z celych Heldovych kalichti (Turecek
and Trussell, 2001) (Obr. 20 4). Na rozdil od odpovédi postsynaptickych GlyR byly glycinem
vyvolané proudy snimané z kalichii (0,1 = 0,1 nA, 0 mV, n = 20) znacné¢ citlivé na PTX (sniZeni
0 64,2+ 12,5%, n=8, p=0,016; Obr. 20 B, E). Tato latka snizovala i presynaptické¢ odpoveédi
nasnimané pii -80 mV a to na 71, 4+ 15,1% (p=0,005) (neukazano), coz je v souladu
s napétoveé nezavislou inhibici oo homomernich receptortt PTX (Lynch et al., 1995; Wang et al.,
2006; Wang et al., 2007). To ukazuje, Ze kalicealni GlyR neobsahuji podjednotku . GlyR byly
téz vysoce citlivé k CTB (Obr. 20 C, E). Uz dvé po sobé jdouci aplikace glycinu v pfitomnosti
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CTB prakticky vedly k eliminaci proudovych odpovédi kalicealnich GlyR (kontrola:

75,1 £49,0 pA, CTB: 8,0 + 3,3 pA, n =5, p=0,041). Na druhou stranu, GlyR vykazovaly velmi

malou citlivost k PXN (10 uM). Tato latka vyvolala pouze nevyznamné snizeni odpovédi o

20,3+ 7,1% (n=15, p=10,068; Obr. 20 D, E). Z toho je patrné, ze Heldovy kalichy obsahuji

o1 homomerni GlyR.
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Obr. 20. Heldovy kalichy nesou al homomerni GlyR

A, Schématické zndzorneni presynaptického snimani glycinem vyvolanych proudii. B, Proudové odpovédi

kalicedlnich GlyR nasnimané v nepritomnosti (Cerné) nebo v pritomnosti 50 uM PTX (modre).

C, Kalicealni odpovedi vyvolané aplikacemi glycinu v 1 min intervalech za kontrolnich podminek

a v pritomnosti 5 uM CTB. Dvé po sobé jdouci aplikace zpiisobily uplnou inhibici glycinem vyvolanych

odpovédi (i, ii). D, Priklady odpovédi kalicealnich GlyR nasnimanych v nepritomnosti nebo v piitomnosti

10 uM PXN. E, Souhrnny graf efektii podjednotkové specifickych latek na glycinem vyvolané odpovédi

obdrzené z 18 kalichu, (*p<0.05, parovy t test).
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Nasledujici série pokust byla zaméfena na zjisténi fyziologického vyznamu nami
identifikované populace presynaptickych ol homomernich GlyR. Testovali jsme jejich

schopnost zvysit vylev glutamatu z Heldova kalichu (Turecek and Trussell, 2001).
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Obr. 21. Presynaptické GlyR moduluji uvoliiovani glutamadtu 7 Heldova

A, Schéma ukazujici stimulaci a snimani EPSC z hlavnich neuronit MNTB. Namérené maximalni
amplitudy (B) a priklady zdznamii (C) kontrolnich EPSC (o), EPSC nasnimanych v pritomnosti
100 uM glycinu (®) ci v pritomnosti 100 uM glycinu spolu s 50 uM PTX (o). EPSC byly vyvolavany
ve dvacetisekundovych intervalech. D, Zaznamy sérii EPSC ziskanych pri aplikaci kontrolniho roztoku,
glycinu nebo glycinu spolu s PTX. Priklady vznikly primérovanim tii sérii EPSC, které byly vyvolany
v jednominutovych intervalech. E, Graf shrnuje PTX-citlivy viiv glycinu na pomér maximalnich amplitud
prvatho a druhého EPSC (P2/P1) nebo desatého a prvniho EPSC (P10/P1). Hodnoty byly ziskany
ze 7 bunék. (*p<0.05 ¢i **p<0.01, parovy t test).

Z hlavnich neuronit MNTB udrzovanych na -60 mV jsme snimali glutamatergni EPSC

vyvolavané bud’ v intervalech 20 s nebo jako série 10 EPSC o frekvenci 100 Hz (Obr. 21).
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Aplikace 100 uM glycinu vyvolala postupné zvyseni amplitudy nizkofrekvencnich EPSC
031,7+9,0% (n=7, p=0,003;0br. 21 B, (). V pfipad¢ stimulace vysokofrekvencni série
EPSC (10@100 Hz), bylo zvySeni amplitudy prvniho EPSC v sérii doprovazeno na aktivité
zavislym snizenim amplitudy nasledujicich EPSC (Obr. 21 D). Tato pozorovani jsou v souladu
se zvySenim pravdépodobnosti uvolnéni glutamatu po aktivaci presynaptickych GlyR (Turecek
and Trussell, 2001; Awatramani et al., 2005b; Hori and Takahashi, 2009). Popsané modula¢ni
efekty glycinu byly vyrazn€ snizeny, pokud byl tento agonista aplikovan spolu s 50 uM PTX
(Obr. 21 B-E). Potenciace nizkofrekvenénich EPSC poklesla na 12, 0+£7,7% (p =0,003)
a kratkodobad deprese vysokofrekvencnich EPSC se vratila na kontrolni hodnoty
(bez ptitomnosti glycinu) (Obr. 21 D, E). Nase data tak ukazuji, ze kalicedlni a-homomerni
GlyR funguji jako modulatory intenzity excitacniho synaptického pienosu.

Posledni sada pokust této ¢asti méla za tkol stanovit podjednotkové slozeni GlyR
exprimovanych na télech a dendritech GBC uloZenych ve ventralnim kochlearnim jadre.
Sledovali jsme glycinem vyvolané proudy z tél GBC pii membranovém potencialu +10 mV
(Obr. 22 4, B). Snimani probihala v promyvacim roztoku aCSF II doplnéném o 0,5 pM TTX,
10 uM DNQX a 5 uM CPP. Na rozdil od GlyR pfitomnych na Heldovych kalisich, vykazovaly
somatodendritické receptory farmakologické vlastnosti typické pro alp heteromery. Maximalni
amplitudy jejich odpovédi nebyly signifikantné ovlivnény PTX (z 10,9+3,5nA
na 10,5 + 3,9 nA, n=6, p=0,484; Obr. 22 C), zatimco byly zvySeny 1CS205,930 (z 1,0 + 1,3 nA
na 2,2+ 2,5 nA, n=7, p=0,049; Obr. 22 D). Receptory obsahovaly al podjednotku, nebot’ jejich
proudové odpovedi se postupné snizily béhem 10 po sobé jdoucich spole¢nych aplikaci glycinu
a CTB o 69,6£16,9% (n=6, p=0,018; Obr 22 E). CTB neinhiboval odpovédi GlyR
pfi membranovém potencialu -80 mV (neukdzdno). Nase vysledky tak ukazuji rozdilné
vlastnosti glycinovych odpovédi nasnimanych ze somatodendritickych ¢asti a z kalicealnich
zakonceni GBC a dokladaji, Ze GlyR maji na téchto kompartmentech rizna podjednotkova
sloZzeni. Somatodendritické receptory jsou heteromery slozené z podjednotek al a B, zatimco

GlyR pfitomné na presynaptickych zakoncenich jsou tvoteny jako homomery z podjenotek al.
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Obr. 22. Funkéni al/B heteromerni GlyR na somatodendritickych édstech GBC

A, Mikrofotografie GBC retrogradné znacenych pomoci biotinylovaného dextran aminu (BDA). Meéritko
odpovida 20um. B, Schématické znazornéni snimani glycinem vyvolanych proudi z téla GBC.
C, D Glycinem vyvolané proudy nasnimané z GBC v nepritomnosti (kontrola) a za pritomnosti
50 uM PTX nebo 1 uM 1CS205,930. E, Somatické odpovédi GBC vyvolané aplikacemi glycinu
v jednominutovych intervalech za kontrolnich podminek a v pritomnosti 5 uM CTB (i, ii oznacuji prvni

a desatou odpoved pri kombinované aplikaci glycinu s CTB). F, Souhrn efektii podjednotkové
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specifickych latek na glycinem vyvolané proudy. Vysledky byly shromazdeny z pokusit na 19 bunikdch,
(*p<0.05, parovy t test).

4.2. Vliv kochlearni aktivity na vyvojové zmény inhibi¢niho
systému v MNTB

Inhibi¢ni systém mozkového kmene savci prodélavda béhem raného postnatilniho
vyvoje velmi vyznamné zmény (Kandler and Gillespie, 2005). Soucasti hlavnich zmén, k nimz
u potkana dochazi béhem prvnich 2-3 tydnl v€ku, je ndhrada inhibicnich GABA, receptord
za GlyR a inhibi¢niho pfenaseCe GABA za glycin. (Kotak et al., 1998; Turecek and Trussell,
2002; Nabekura et al., 2004; Awatramani et al., 2005a). V ramci MNTB bylo ukézano,
ze kalicedlni GABA4 receptory jsou béhem druhého postnatdlniho tydne nahrazeny GlyR,
zatimco na télech hlavnich neuronti dochazi k vyraznému narustu povrchové exprese GlyR, ale
mnozstvi GABA 4 receptort zistava zachovano (Turecek and Trussell, 2002; Awatramani et al.,
2005a).

Vzhledem k tomu, Ze k uvedenym vyvojovym zménadm dochazi v obdobi kolem néstupu
slySeni (~P11), je mozné, ze by mohly byt vyvolany faktory souvisejicimi se zahajenim piijmu
sluchovych podnéti. Podstatou nasledujicich pokusti bylo zabranéni pfirozené kochlearni
aktivit¢ a zkoumani pomérn¢ho zastoupeni GABA, receptorti a GlyR na neuronech MNTB.
Provedli jsme oboustranné kochlearni ablace u potkanich mlad’at ve véku pred nastupem slyseni
(P5-P6). Poté, co kochleotomizovani potkani dosahli véku P13-P15, jsme snimali proudy
vyvolané aplikaci GABA nebo glycinu na pre- a postsynaptické buiky v MNTB. Sniméni
probihalo v promyvacim roztoku aCSF II doplnéném 00,5 uM TTX, 10 uM DNQX
a5 uM CPP.

Vysledky ukazaly, ze kochleotomie vedla ke zvySeni poméru maximalnich amplitud
odpovédi GABA, receptori a GlyR na kalicealnich zakonéenich zkontrolni hodnoty
04+03na 1,1£04 (n=18, p=0,0004) (Obr. 234, D). U zvitat po kochleotomii proto
pietrvavala zvySend exprese presynaptickych GABA, receptord. Na rozdil od kalicealnich
receptori. neméla kochleotomie vyznamny vliv na slozeni inhibi¢nich receptort
na somatodendritickych castech GBC v AVCN (pomér amplitud odpovédi GABAA a GlyR
byl 1,0 £ 0,1 u kontrol a 1,4 £ 1,5 u kochleotomizovanych zvitat, n =16, p=0,51) a hlavnich
neuroni v MNTB (1,1£0,3 a 0,9+0,3, n=10, p=0,33) (Obr. 23). Celkova mnozstvi
inhibi¢nich receptorti exprimovanych témito bunkami vSak byla u zvifat po kochleotomii

vyznamn¢ snizena. To bylo patrné ze snizeni hustoty proudovych odpovédi vyvolanych aplikaci
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glycinu a GABA na téla hlavnich neuronti vifezech MNTB z kochleotomizovanych zvifat

(Obr. 24 A).
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Obr. 23. Bilaterdni kochleotomie zabrdni vyvojovému piepnuti GABA 4 na glycinové
receptory na Heldové kalichu

A, Proudové odpovedi Heldova kalichu na 1s aplikace 1 mM GABA ¢i glycinu u kontrolnich zvirat (vievo)
a u zvirat po oboustranné kochleotomii (vpravo). B, Odpovédi vyvolané s aplikaci 100 uM GABA ci
glycinu na téla GBC v rezech AVCN izolovanych z kontrolnich zvirat a ze zvirat po kochleotomii.
C, Odpoveédi hlavnich neuronii MNTBvyvolané Is aplikaci 100 uM GABA ci glycinu. D, Souhrnny graf
viivu kochleotomie na pomer velikosti GABA a glycinovych odpovédi snimanych z Heldova kalichu
(terminal), tel GBC a tél hlavnich neuronu. Vyznamny efekt kochleotomie se projevil pouze u Heldova

kalichu (n = 18 pro terminal, n = 16 pro GBC, n = 10 pro hlavni neuron*p<0.05, t test).

Amplitudy IPSC snimanych v roztoku aCSF I obsahujicim navic 10 uM DNQX a
5 uM CPP vykazovaly u neuront z MNTB po kochleotomii podobna snizeni (Obr. 24 B).
To naznacilo, ze pferuseni kochlearni aktivity ma vliv na expresi jak extrasynaptickych tak

1 synaptickych inhibi¢nich receptorti.
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Obr. 24. SniZeni exprese receptorii pro GABA a glycin u hlavnich neuronit MNTB po
kochleotomii

A, Primérné hustoty proudovych odpovédi GIyR a GABA 4 receptorii na hlavnich neuronech MNTB byly

vyznamné snizeny u zvirat podrobenych oboustranné kochleotomii ( n =6 pro GIyR a n=6 pro

GABA receptor, (*p<0.05, parovy t test). B, Sloupcovy graf ukazuje viiv kochleotomie na velikost
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odpovedi synapticky aktivovanych inhibicnich receptorit u hlavnich neuronti MNTB (n = 15, *p<0.05,

pdrovy t test).

U kochleotomizovanych zvitat jsme rovnéz zjistili, Ze antagonista GlyR (0,3 uM strychnin)
inhiboval amplitudy IPSC na 17,5 £ 3,3% kontrolni hodnoty (n = 4). Deaktiva¢ni faze IPSC byla
také prodlouzena. Exponencialni pokles IPSC jsme fitovali tfemi exponencielami za pouZiti
Chebyshevova algoritmu. Souhrnna amplitudové vazena casova konstanta poklesu IPSC
vzrostla z 6,8 = 2,5 ms u kontrol na 16,9 £ 10,9 ms (p = 0,049, n = 15) u zvitat po kochleotomii.
Tato pozorovani naznacila, Ze kochleotomie zptsobila, Zze ¢ast inhibi¢nich vldken si podrzela
GABAergni charakter i po nastupu slySeni, pficemz u kontrolnich zvifat jsou téméf vSechna
inhibi¢ni vlakna glycinergni (Awatramani et al., 2005a). NaSe vysledky tak prokazaly vyznamny
vliv kochlearni aktivity na inhibi¢ni syst¢ém v MNTB a naznacily, ze senzoricka stimulace mize
hrat roli v procesech spoustgjicich vyvojové zavisly prechod od GABAergniho

ke glycinergnimu charakteru inhibi¢nich vldken v MNTB.

4.3. Modula¢ni vliv GABAg receptori na aktivitu neuront
mySiho MNTB in vivo

V klasickém pojeti byla obfi Heldova synapse povazovana za rélé, které s vysokou
spolehlivosti pfepina excitaci prichazejici z AVCN na inhibi¢ni signaly posilané do dalSich jader
SOC (Borst and Soria van Hoeve, 2012). Nékteré prace vSak také ukazaly, Ze spolehlivost této
synapse in vivo je niz§i nez 100% a privadéné vstupni signaly nemusi byt vzdy nasledovany
vystupnimi v poméru 1:1 (Lorteije et al., 2009). To vedlo k ptedpokladu, ze ptenos na Heldove
synapsi je pod kontrolou inhibi¢niho systému. Glutamatergni pfenos v MNTB je ovliviiovan
vice zpusoby. Jeden z mechanismi regulace je zprostiedkovan presynaptickymi GABAg
receptory. Bylo ukazano, ze farmakologicka aktivace GABAg receptort v fezech MNTB snizuje
uvoliiovani glutamatu z Heldova kalichu inhibici presynaptickych VGCC (Barnes-Davies and
Forsythe, 1995; Isaacson, 1998; Takahashi et al., 1998). Zda se tento mechanismus uplatiuje pii
modulaci zvukem vyvolané aktivity neuroni MNTB in vivo, vSak nebylo doposud objasnéno.
Rovnéz neni znam endogenni zdroj agonistl presynaptickych GABA v MNTB a kinetika jejich

aktivace in vivo.
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Obr. 25. Spontdanni a zvukem vyvolana aktivita hlavniho neuronu MNTB

A, Typicky priklad odpovedi hlavniho neuronu MNTB ziskany juxtacelularnim snimdanim in vivo. Obrazek
ukazuje zvyseni aktivity neuronu vyvolané 400 ms trvajici zvukovou stimulaci (Sirokopdasmovy sum 80 dB).
Ukonceni zvukové stimulace zpiisobilo krdatkodobé potlaceni neurondlni aktivity. B, Peristimulacni casovy
histogram aktivity neuronu z panelu A. Histogram byl sestrojen na zdkladeé péti po sobé jdoucich zaznamii

spontanni a zvukem vyvolané aktivity.

4.3.1. Regulace aktivity MNTB neuroni farmakologicky aktivovanymi
GABAg receptory

Prvni Cast pokust byla zaméfena na testovani pfitomnosti GABAp receptorem
zprostiedkovaného modula¢niho mechanismu v MNTB in vivo. Zkoumali jsme vliv baclofenu,
selektivniho agonisty GABAg receptoru, na spontdnni a zvukem vyvolanou aktivitu neuront
pravostranného MNTB u mladych dospélych zvifat s dokonéenym vyvojem. Napétové
odpoveédi jednotlivych neuronti byly snimany juxtacelularné a byly v zdznamech identifikovany
na zakladé charakteristického ¢asového pribéhu (Lorteije et al., 2009) (Obr. 27 A).
V neptitomnosti zvukové stimulace vykazovaly neurony komplexni spontanni aktivitu, pficemz
frekvence spontannich AP cinila primémé 31 + 32 Hz (n=21). Kontralateralni akusticka
stimulace 400 ms dlouhymi tseky Sirokopasmového Sumu (2-40 kHz; 80 dB SPL) vyvolavala
vyrazné zvyseni aktivity neurontl na frekvenci 335 + 55 Hz (n =21), méfené béhem prvnich

10 ms a prumérnou aktivitou 186 = 46 Hz béhem poslednich 50 ms zvukového stimulu. Kratce

71



po ukonceni zvukové stimulace doSlo Casto ke kratkodobému poklesu spontanni aktivity
(Obr. 25 A4). V zaznamech jsme nasledné zjistovali pomérna zastoupeni podprahovych odpovedi
jakozto miry spolehlivosti pfenosu na Heldové synapsi. Zjistili jsme, Ze z celkového poctu 21
analyzovanych bunc¢k vykazovalo 6 bun€k 5,2 +7,4% selhani béhem spontdnni aktivity a

9 bunék 7,7 + 8,4% selhani béhem zvukem vyvolané aktivity.
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Obr. 26. Zmény aktivity neuronu MINTB béhem iontoforetické aplikace baclofenu
Obrazek ukazuje viiv iontoforetické aplikace 10 mM baclofenu na spontdnni neurondlni aktivitu v MNTB.

Aplikace trvala 185 s a byl pro ni pouzit ejekcni proud -200 nA.

V dalsi casti pokust jsme snimali spontanni a zvukem vyvolanou aktivitu v pfitomnosti
baclofenu. V pilotnich pokusech jsme nejprve testovali zpiisob jeho aplikace pomoci perfuzniho
systému na ventralni povrch mozkového kmene. Tato metoda vedla k ovlivnéni aktivity
neuronu, ale neumoznovala odhadnout koncentraci baclofenu v cilové struktufe a zhorSovala
stabilitu sniméni. Upfednostnili jsme proto iontoforetickou aplikaci pomoci vicekanalové
kapilary umisténé do tésné blizkosti snimaci elektrody (Havey and Caspary, 1980) (viz Metody).
Koncentrace baclofenu v kapilate (10 mM) byla zvolena tak, aby latka po aplikaci saturovala
GABAjg vazebna mista na neuronech MNTB (Wang et al., 2013). Obr. 26 ukazuje Casovy
pribéh nastupu a odeznivani baclofenem vyvolané inhibice neurondlni aktivity v MNTB.
Amplitudy extracelularné snimanych EPSP (eEPSP) vykazovaly prvni znamky poklesu béhem
30 s a maximalni inhibice bylo dosazeno zpravidla po 2 min od zacatku aplikace. Po ukonceni

aplikace odeznival inhibi¢ni efekt baclofenu po dobu asi tfi minut.
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Obr. 27. Aktivace GABAyg receptoru sniZuje spolehlivost prenosu na Heldové synapsi in vivo
A, Priklad juxtacelularne snimané spontanni aktivity hlavniho neuronu MNTB za kontrolnich podminek

(nahore) a v pritomnosti baclofenu (dole). Baclofen vyvolal zvyseni Cetnosti selhani a prodlouzeni nastupu

vevr

Vlozené obrazky ukazuji na rozsirené casové skale podprahové (hvezdicka) nebo nadprahové EPSP
(Sipka) a kapacitné prenesené presynaptické AP (plny kulaty symbol). B, Sloupcovy graf shrnuje vliv
baclofenu na frekvenci selhani AP u spontanni a zvukem vyvolané aktivity. Hodnoty byly ziskany

ze 6 bunek. (*p<0.05, parovy t test).

Z diivodu casté nevyrazné inflexe mezi eEPSP a nasledujicim extraceluldrné snimanym akénim
potencidlem (eAP), nebyly maximalni amplitudy eEPSP vzdy jednozna¢né identifikovatelné.
Kvantitativni analyza aktivity byla proto provedena méfenim maximalni rychlosti rastu (prvni
extracelularné snimanych EPSP koreluji s hodnotami eEPSP” a dobie charakterizuji aktualni
silu synaptického pienosu (Lorteije et al., 2009). Baclofen snizoval eEPSP’ v priméru
na 61 +22% (n=6) kontrolni hodnoty (Obr. 28), coz bylo provazeno zvysenim frekvence
selhani AP jak u spontanni (z 10 = 17% na 43 + 27%, p = 0,03), tak u zvukem vyvolané aktivity
(z12+15% na 36 +20%, p=0,03) (Obr. 27 B). Rozdily ve vlivu baclofenu na spontanni
a zvukem vyvolanou aktivitu nebyly signifikantni. Baclofen rovnéz nemeénil ¢asovy pribéh eAP,
coz naznacilo, ze jeho hlavni vliv, je zprostfedkovan presynaptickymi GABAg receptory. To
bylo potvrzeno i pozorovanim, Ze baclofen zvysil pomér hodnot dvou po sobé jdoucich eEPSP’
(paired-pulse ratio) z 1,3+0,2 na 1,4+£0,1 (n=6, p =0,047). Tyto vysledky ukazaly,
7ze GABAg receptory na Heldové synapsi reguluji kratkodobou synaptickou plasticitu

snizovanim pravdépodobnosti uvolnéni synaptickych vackl schopnych okamzitého uvolnéni.

4.3.2. Sledovani tonické pritomnosti GABA v MNTB in vivo

Nase pokusy vedly k pozorovéani piiblizné¢ 40% inhibice amplitudy EPSP vlivem
MNTB vsak ukazaly podstatn€¢ vyssi miru inhibice EPSC (az 90%) (Barnes-Davies and
Forsythe, 1995; Isaacson, 1998; Takahashi et al., 1998). To naznacuje, Ze presynaptické GABAg
receptory, které se vyznacuji relativné vysokou afinitou k agonistim (Takahashi et al., 1998), by
mohly byt v MNTB tonicky aktivovany zbytkovou koncentraci GABA. V naSich dalsich
pokusech jsme proto testovali, zda selektivni antagonista GABAjg receptoru, CGP54626,
ovliviiuje spontanni aktivitu hlavnich neuroni v MNTB. Nejprve jsme aplikovali tuto latku

na povrch mozku lokalnim perfiznim systémem. Jednd se o vysokoafinitniho antagonistu
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GABA (Kp je 1,5 nM) na GABAg receptoru (Green et al., 2000; Mukherjee et al., 2006), ale ani
velmi vysoké koncentrace CGP54626 (1 mM) neovlivnily hodnoty eEPSP’ (u Sesti rtiznych
zvitat). Nasledné¢ jsme pouzili lokalni iontoforetickou aplikaci vicekandlovou kapildrou
umisténou v blizkosti snimaci elektrody. Koncentrace CGP54626 v aplikacni kapilafe byla
1 mM. Hodnoty eEPSP’ vykazovaly béhem aplikace CGP54626 pouze nevyznamné snizeni
04,0£10,0% (n=06, p=0,34). V kontrolnich pokusech byl CGP54626 aplikovan spolecné
baclofenem. Ocekavali jsme, Ze snizeni inhibi¢nitho vlivu baclofenu v pfitomnosti
kompetitivniho antagonisty bude dikazem uspésné aplikace CGP54626 do struktur MNTB.
Zjistili jsme, Ze zatimco samotny baclofen (10 mM) snizoval eEPSP’ o 61+ 17% (n=06),
naslednd kombinace 10 mM baclofenu s 1 mM CGP54626 vedla knavratu inhibice
na4,0£7,0% (n=5, p=0,4) (Obr. 28). Toto pozorovani bylo v souladu s kompetitivnim
chovanim CGP54626 na GABAg a jasné¢ ukazalo, Ze tento antagonista dosahoval G¢innych

koncentraci v blizkosti sledované Heldovy synapse.
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Obr. 28. Modulacni vliv CGP54626 je vdzan na piitomnost exogennich agonistit GABAg

receptorii
Sloupcovy graf ukazuje relativni zmény eEPSP’ vyvolané aplikacemi agonistii (baclofen), antagonistii
(CGP54626) nebo soucasnou aplikaci obou typu modulatori. Data byla ziskana ze 17 neuronii.
(*p<0.05, t test).
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Nase pokusy tak prokazuji existenci GABAg receptory zprostfedkovaného mechanismu
modulace excitacniho synaptického ptenosu v MNTB in vivo a naznacuji, ze GABAg receptory

nevykazuji in vivo vyznamnou konstitutivni aktivitu.

4.4. Modulace excitaéniho synaptického prenosu v MNTB
postsynaptickymi GABAg receptory

Receptory sprazené s G-proteiny (GPCR) ovliviiuji chovani neurondlnich bunék
modulaci aktivity riznych enzymi ¢i rozlicnych typt iontovych kanali. GABAjg receptor,
GPCR pro inhibi¢ni neuroptenase¢ GABA, reguluje bunééné funkce inhibici adenylatcyklazy a
napétové zavislych Ca®" kanalti (VGCC) nebo aktivaci K kanalti typu GIRK. Na Heldové
synapsi moduluji presynaptické GABAg receptory sekreci glutamatu inhibici Ca”" kanald typu
P/Q, N a R (Isaacson, 1998; Takahashi et al., 1998; Wu et al., 1999; Kajikawa et al., 2001) a
snizenim presynaptické koncentrace cAMP (Sakaba and Neher, 2003). Efektory a funkce
postsynaptickych GABAg receptorti na této synapsi vsak doposud nebyly objasnény. Cilem této
Casti prace bylo zkoumat ulohu a mechanismus plsobeni GABAjg receptorii na hlavnich

neuronech v MNTB mysi.

4.4.1. GABAg receptory na hlavnich neuronech MNTB reguluji
posthyperpolarizacni fazi postsynaptickych AP

Pro sledovani aktivity postsynaptickych GABAgp receptori jsme zvolili
elektrofyziologickou techniku ter¢ikového zdmku. Snimali jsme baclofenem aktivované GABAjp
odpovédi z celych hlavnich neuronti viezech MNTB izolovanych z 18-28 dennich mysi.
Uvazovali jsme dva typy GABAg odpovédi, K' proudy vyvolané aktivaci GIRK a inhibici
postsynaptickych Ca®" proudti vyvolanych napétovymi stimuly. Vzhledem k tomu, Ze exprese
podjednotek GIRK je vMNTB na velmi nizké urovni (Karschin et al., 1996)
a elektrofyziologické prace neprokazaly baclofenem aktivované GIRK proudy u neuront MNTB
(Takahashi et al., 1998), zvolili jsme pro detekci GABAg aktivity jeji u€inky na postsynaptické
Ca”™ proudy s relativné vysokymi amplitudami (Bollmann et al., 1998; Barnes-Davies et al.,
2001). Jednalo se o odpovédi tzv. high-voltage activated (HVA) VGCC, které jsou typicky
aktivovany b&hem postsynaptického AP a stimuluji Ca*" aktivované K’ kanaly (Kc,)
a posthyperpolariza¢ni fazi AP (AHP) (Sah and Faber, 2002; Adelman et al., 2012). Tento

Ca™ zavisly mechanismus regulace postsynaptické excitability doposud v MNTB popsan nebyl.
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Pokud by se nam jej podafilo identifikovat, umoznil by studovat ulohu postsynaptickych
GABAj receptorti v modulaci Ca*” vodivosti vyvolanych fyziologickymi stimuly.

Nejprve jsme provedli pokusy, pfi nichz jsme stimulovali odpovédi postsynaptickych
VGCC napétovymi skoky z -80 na 0 mV a zjistovali jejich citlivost k baclofenu (Obr. 29 A).
Ukazalo se, ze 100 uM baclofen inhiboval amplitudu Ca" proudit na 58,1 + 20,4% (n=7,
p <0,001).
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Obr. 29. Postsynaptické GABAg receptory inhibuji odpovédi VGCC a mAHP u hlavnich
neuroniit MNTB

A, Proudy postsynaptickych VGCC aktivovanych napétovymi skoky byly inhibovany v pritomnosti

baclofenu. B, Baclofen inhiboval mAHP postsynaptickych AP snimanych z hlavniho neuronu MNTB.

Ve druhé casti pokust jsme testovali efekty baclofenu na AHP postsynaptickych AP
(Obr. 29 B). AHP byla v MNTB studovana technikou proudového zamku. Kratké proudové
depolarizacni pulsy (0,4-0,9 nA/ 0,5 ms) aplikované ptes snimaci elektrodu vyvolaly u hlavnich
neuronti AP nasledované AHP (Obr. 30 4, B), ktera dosahovala své maximalni amplitudy
2,1 £2,6 mV v case (11,3 +1,8ms, n=9) po hrotu AP (Obr. 27 C), coz naznatovalo, Ze se
jedna o tzv. stfedni fazi posthyperpolarizace (mAHP). Baclofen snizoval amplitudu mAHP
z-46+23mV na -3,62,1mV (n=17, p<0,001). Pomala faze AHP nebyla u hlavnich

neuronit MNTB viibec pozorovana a repolarizacni faze AP tj. rychla faze AHP baclofenem
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ovlivnéna nebyla. Nezaznamenali jsme totiz vyrazné zmény Site AP méfené v poloviné jeho
maximalni amplitudy  (tzv. half width AP byla 532,7+81,0 us v kontrole versus
540,1 + 76,3 ps v pfitomnosti baclofenu, n =17, p =0,604). Tyto vysledky dokladaji funkéni
spfazeni postsynaptickych GABAp receptort a VGCC a naznacuji, ze GABAg receptory

reguluji Ca®* stimulované vodivosti u hlavnich neuronit MNTB.

4.4.2. Mechanismus mAHP u hlavnich neuroni MNTB

Nase pokusy ukdzaly diive neidentifikovanou mAHP u AP generovaného hlavnimi
neurony MNTB. Déle jsme chtéli zjistit, jak je mAHP spousténa a jaké iontové kandly se
na jejim vzniku podileji. Nejprve jsme zkoumali Ca** zavislost mAHP. Obr. 30 B ukazuje,
ze amplituda mAHP byla zvySena po sérii AP vyvolanych s vysokou frekvenci

(3-5@100-200 Hz).
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Obr. 30. Identifikace mAHP v zaznamech AP 7 hlavnich neuronit MNTB

A, Priklad AP vyvolaného proudovym stimulem (0,5 nA/ 0,5 ms) privedenym na membranu hlavniho
neuronu MNTB. Sipka ukazuje mAHP. B, Amplituda mAHP je zvySena po sérii 5 AP stimulovanych
ve frekvenci 200 Hz (vpravo).
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To naznadilo, ¢ mAHP je spousténa zvy$enim intracelularni koncentrace Ca*". V souladu
s timto piedpokladem, ptidani Ca** chelatoru s rychlou kinetikou, 12,5 mM BAPTA (Tsien,
1980) do intracelularniho roztoku inhibovalo mAHP, ackoli byla mAHP pozorovéna pii pouziti
intracelularniho roztoku obsahujiciho nizkou koncentraci (0,1mM) EGTA (Obr. 31 4, B).

A B
0,1 mM EGTA 12,5 mM BAPTA
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Obr. 31. Vznik mAHP je zavisly na zvySeni nitrobunééné koncentrace Ca’*
A, B, Priklady AP snimanych z hlavnich neuronit dialyzovanych intracelularnim roztokem obsahujicim
nizkou (0,1 mM EGTA) nebo vysokou (12,5 mM BAPTA) koncentraci Ca’" cheldtoru (nahore). Detaily

zobrazujici mAHP u sérii peti AP nasnimanych s frekvenci 200 Hz ze stejnych neuronii (dole).

Sprazeni mAHP s depolariza¢ni fdzi AP ukazovalo na to, ze zvySeni intracelularni
koncentrace Ca*" bylo vyvolano vtokem vapenatych ionti pres HVA VGCC. To bylo podpoteno
pozorovanim inhibice mAHP v piitomnosti Cd**, nespecifického blokatoru HVA VGCC
(Gadbut et al., 1991). Pridani 100 uM CdSO, do extracelularniho roztoku vedlo ke snizeni
amplitudy mAHP ze 7,7+ 2,5 mV na -2,0£ 1,6 mV (n=135, p=0,003) (Obr. 32 4, D). Existuje
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nékolik podtypt HVA VGCC (Zamponi et al., 2015). Neurony MNTB exprimuji zejména
kanaly typu P/Q a N (Barnes-Davies et al., 2001).
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Obr. 32. Vznik mAHP v MNTB je umo#nén vtokem Ca’" pies VGCC typu N a P/Q
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A, Reprezentativni zaznamy mAHP nasledujici jednotlivé AP nebo série ti'i AP (200 Hz) stimulované
v nepiitomnosti (Cerné) a pritomnosti (modie) Cd’*, nespecifického inhibitoru VGCC. B, C, Jednotlivé AP
a jejich série nasnimané v nepritomnosti a pritomnosti w-conotoxinu-GVIA (inhibitor N-typu VGCC)
a w-agatoxinu-1VA (inhibitor P/Q typu VGCC). D, Souhrnny graf efektii vSech pouzitych inhibitori
VGCC. Data byla ziskdana ze 34 neuronii. (*p<0.05, parovy t test).

Abychom zjistili podtyp podilejici se na mechanismu vzniku mAHP, zkoumali jsme
citlivost amplitudy mAHP k podjednotkové selektivnim inhibitorim VGCC. Nimodipin
a mibefradil (10 uM a 50 uM), které specificky blokuji VGCC typu La T (McCarthy and
TanPiengco, 1992; Mehrke et al., 1994) nemély na mAHP vyznamny vliv (Obr. 32 D). Naopak
10 uM w-conotoxin-GVIA a 200 nM m-agatoxin-IVA, coz jsou blokatory VGCC typu N a P/Q
(Sato et al., 1993; Wright and Angus, 1997) vyznamné inhibovaly amplitudy mAHP
(®-conotoxin-GVIA: ze -6,6 +2,1 mV na -3,0+ 1,6 mV, n = 7, p<0,001; w-agatoxin-IVA:
z-4,6+£23mVna-3,6£25mV,n=35, p=0,04) (Obr. 32 B, C, D). Nase pokusy tak ukazaly,
7¢ mAHP je u hlavnich neurontt MNTB spousténa vtokem Ca®" ptes VGCC typu N a P/Q.

4.4.3. Membranova vodivost zprostiedkujici mAHP u hlavnich neuroni
MNTB

Dalsi série pokust byla zamétena na identifikaci iontovych kanala aktivovanych béhem
mAHP. Vhodnymi kandidaty ucinné propojujicimi pfechodné zmény v intracelularni
koncentraci Ca*" se zménami membranového potencialu jsou Kc,, které jsou hojné exprimovany
v nervové tkani a v receptorovych buiikach senzorickych systému (Sailer et al., 2004; Noble et
al., 2010; Seidel et al., 2011; Shenton et al., 2014; Rohmann et al., 2015). K¢, se ucastni
repolarizace AP, vzniku ruznych slozek AHP a snimi souvisejicim vlivem na neuronalni
excitabilitu (Bond et al., 1999; Adelman et al., 2012). Existuji tii typy vapnikem aktivovanych
draslikovych kanall: BK, vyznacujici se vysokou vodivosti a citlivosti k iberiotoxinu (Galvez et
al., 1990), IK se stfedné vysokou vodivosti a citlivosti k nimodipinu (Jiang et al., 2007) a SK,
s nizkou vodivosti (~ 10 pS). SK kanaly jsou vysoce citlivé k apaminu, toxinu vceliho jedu,
ktery je jejich selektivnim inhibitorem (Blatz and Magleby, 1986; Grunnet et al., 2001;
Pedarzani et al., 2005; Hongyuan et al., 2016).
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Obr. 33. mAHP je zprostiedkovina aktivitou SK kandlii

A, mAHP u série AP (3@200 Hz) nasnimand v nepvitomnosti nebo v pritomnosti apaminu, specifického

inhibitoru SK kandlii. B, mAHP u sérii AP (5@100 Hz) nasnimanych za kontrolnich podminek (nahore)
a v pritomnosti NS309, pozitivniho alosterického modulatoru SK kanalii. C, Sloupcovy graf shrnuje viivy
specifickych inhibitori jednotlivych typii K¢, na amplitudu mAHP. Hodnoty byly ziskany ze 16 neuronii.
(*p<0.05, parovy t test).
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V naSich pokusech jsme postupné testovali vS§echny uvedené inhibitory K¢, na jejich vliv
na mAHP. Iberiotoxin (60 nM) a nimodipin (10 uM) vyznamné neménily ¢asovy pribeh
postsynaptickych AP véetné¢ mAHP, coZ naznacuje, Ze hustota BK a IK kanald na hlavnich
neuronech MNTB je nizka (Obr. 33 C). Naopak 300 nM apamin vyrazné sniZzoval amplitudu
mAHP (z -5,5+ 1,5 mV v kontrole na -2,1 £ 0,9 mV v apaminu, n =7, p <0,001) (obr 33 4, C),
coz naznacovalo, ze mAHP byla zprosttedkovana aktivitou SK kanalii. Apamin neménil klidovy
membranovy potencial hlavnich neuronti, ani neménil ¢asovy pribéh depolarizacni faze AP. To
svédcilo proti moznému nepfimému vlivu apaminu na mAHP, napf. modulaci bazalni
excitability neuronii. Amplituda mAHP byla navic zvySena NS309, pozitivnim alosterickym
modulatorem SK kanalti (Strebaek et al., 2004; Pedarzani et al., 2005). Obr. 33 B ukazuje
priklad potenciace mAHP vysokofrekvencni sérii AP vyvolanych v ptitomnosti 10 uM NS309
(z-2,1+1,3mV vkontrole na -11,7+ 3,4 mVv NS309, n=4, p=0,006). Vysledky naSich
pokusii tak ukéazaly, Ze mAHP u hlavnich neuroniit MNTB je zplisobena K vodivosti vyvolanou
aktivitou SK kanala.

Cilem dalsich pokusi bylo identifikovat podtyp SK kanald zprostfedkujici mAHP
u hlavnich neuroni MNTB. Bunky centralniho nervového systému obecné exprimuji tii typy
podjednotek SK kanali (SK1, SK2 a SK3) (Sailer et al., 2004). Rtizné kombinace téchto
podjednotek tvoti funkéni homo- nebo heterooligomerni komplexy v plazmatické membrane
bunek (Stocker and Pedarzani, 2000; Sailer et al., 2004; Stocker, 2004). V SOC byla nalezena
mRNA pro podjednotky SK1 a SK2, ale imunohistochemicky byla prokdzana exprese pouze
podjednotky SK2. Z divodu nedostupnosti spolehlivych podjednotkové selektivnich modulatori
SK kanald jsme pouzivali mysi s vyfazenou expresi gentt pro SK1 a SK2. Stimulovali jsme
postsynaptické AP ve frekvenci 100 Hz a analyzovali jsme amplitudy akumulovanych mAHP
po sérii péti AP v pfitomnosti a nepfitomnosti apaminu nebo NS309. Inhibice mAHP apaminem
nebo jeji potenciace NS309 slouzily jako dikazy povrchové exprese funkénich podjednotek SK
hlavnimi neurony. Zjistili jsme, Ze delece SK1 nemeénila vyznamné citlivost mAHP jak
k apaminu (snizeni amplitudy mAHP z -5,5+ 1,5 mV na -2,1 £0,9 mV rn=4, p=0,003), tak
k NS309 (potenciace amplitudy mAHP z -5,1 £ 1,7 mV v kontrole na -16,2 £ 3,2 mV v NS309,
n=28,p<0,001) (Obr. 34 B a 35).

83



A WT

kontrola NS 309 apamin
I_ZO mV
100 ms
Lemv
50 ms
B SK1 KO
kontrola NS 309 apamin

C SK2 KO

kontrola NS 309 apamin

=

84



Obr. 34. Vlastnosti mAHP u neuronii s chybéjicimi podjednotkami SK kandlit

A, Zaznamy nahore ukazuji série péti AP stimulovanych ve frekvenci 100 Hz u hlavniho neuronu v rezu
MNTB izolovaného z mysi divokého typu (WT), predstavujici geneticky zdklad pro SK1 KO a SK2 KO
mysi. AP byly snimany v absenci (kontrola) a v pritomnosti NS309 nebo apaminu. Amplituda
akumulované mAHP byla zvysena viivem NS309 a inhibovdna po aplikaci apaminu (dole). B, Série AP
(5@100 Hz) snimand z neuronu s chybéjicimi SKI1 v absenci (kontrola) a v pritomnosti NS309 nebo
apaminu. Delece SKI neménila modulacni vliv NS309 a apaminu. C, Série AP (5@100 Hz) snimana
z neuronu s chybéjicimi SK2 v absenci (kontrola) a v pritomnosti NS309 nebo apaminu. Delece SK2 vedla

k dramatickému snizeni mAHP a eliminovala modulacni viiv NS309 a apaminu.
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Obr. 35. Iontové kandly zprostiedkujici mAHP jsou tvoieny podjednotkami SK2

A, Souhrnny graf efektii apaminu na mAHP u divokého typu mysi a mysi s vyFazenou expresi SK1 ¢i SK2
podjednotky SK kanali. B, Souhrnny graf efektii NS309 na mAHP u divokého typu mysi a mysi
s vyrazenou expresi SK1 ¢i SK2 podjednotky. Hodnoty byly ziskany ze 17 bunék pro apamin a ze 16 bunék
pro NS309. (*p<0.05, parovy t test)

Naopak delece podjednotky SK2 vyrazné ovlivnila mAHP. Série AP snimand z neuronti
v fezech izolovanych z SK2 KO mysi nevykazovala prakticky zddnou mAHP a membranovy
potencial méfeny v ¢ase odpovidajicim vrcholu mAHP u SK2 KO mysi nebyl citlivy k apaminu
(zmé€na membranového potencidlu z-2,5+ 0,7 mV, na -24+£09mV, n=06, p=0,495) ani

k NS309 (zmé&na membranového potencialu z -2,5 £ 0,7 mV, na -2,5+ 0,6 mV,n=4, p=0,915)

85



(Obr. 34 C). Nase vysledky tak ukazuji, ze SK kanaly zprosttedkujici mAHP u hlavnich neuronti
obsahovaly podjednotku SK2.

Na zavér této Casti jsme provedli imunohistochemické pokusy, zaméfené na lokalizaci
SK kanald viezech MNTB. Rezy jsme znadili primarnimi protilitkami specificky
rozeznavajicimi podjednotky SK1, SK2 nebo SK3. Znaceni jsme analyzovali pomoci konfokalni
mikroskopie a zjistili jsme, Zze vétSina hlavnich neuroni MNTB byla imunopozitivni na SK2
(Obr. 36). Slabsi, ale stale specifické fluorescencni signaly poskytovaly i protilatky namifené
proti SK1. Znaceni protilatkou proti SK2 podjednotce ukazovalo membranové vazané shluky.
Protilatka proti SK1 vykazovala zejména intracelularni znaceni a membranové shluky bylo

mozno pozorovat pouze vyjimecné (Obr. 36). Protilatky rozeznavajici SK3 podjednotku

neposkytovaly v MNTB specifické signaly (neukazano).

Obr. 36. Znaceni hlavnich neuronit MNTB pomoci protildtek rozeznavajicich podjednotky
SK kanali

Fluorescencni obrazky vezit MNTB znacenych protilatkami namifenymi proti jednotlivym podtypiim SK1

(vlevo) a SK2 (vpravo) podtypu SK kanalii. Povrchové znaceni vykazovala zejména protilatka proti

podjednotce SK2. Zvétseniny predstavuji jednu rovinu snimdni konfokdlnim mikroskopem a ukazuji

membranove umisténé shluky protilatek SK1 a SK2.

86



Vysledky imunohistochemickych pokusti jsou tak v souladu s elektrofyziologickymi
nalezy a potvrzuji vyznamnou expresi SK2 podjednotek hlavnimi neurony MNTB. Pokusy vSak
také ukazaly pfitomnost SK1 podjednotek v hlavnich neuronech, coz naznacuje, ze SK kanaly
zprostiedkujici mAHP by mohly byt tvofeny bud jako homooligomery SK2 nebo jako
heteromery SK1/SK2 (viz. Diskuse).

4.4.4. Mechanismus modulace SK kanali GABAg receptory

Nase vysledky ukazaly, Ze postsynaptické GABAg receptory inhibuji mAHP, ktera je
spousténa Ca®" proudy tekoucimi pies VGCC typu N a P/Q a je zprostfedkovana aktivitou
Ca” zavislych SK kanald. Baclofenem aktivované GABAp receptory inhibovaly rovnéz
proudové odpovédi VGCC u hlavnich neuronti a je pravdépodobné, Ze toto plsobeni tvofilo
i zaklad mechanismu inhibice mAHP. Alternativni vysvétleni efektu baclofenu by vSak
spocivalo v tom, Ze GABAg receptory inhibuji bud’ pfimo SK kanaly, nebo Ca®" zavislé procesy
vedouci k jejich aktivaci. Provedli jsme proto dopliujici pokusy s cilem potvrdit nebo vyvratit
neékterou zuvedenych hypotéz. V téchto pokusech jsme stimulovali aktivitu SK kanald
zpisobem nezavislym na VGCC, aktivaci Ca®" propustnych glutamatovych receptorti typu
NMDA (N-methyl-D aspartat). Snimali jsme NMDA vyvolané proudy SK kanald a sledovali
jejich citlivost k baclofenu. Pouzivali jsme nasledujici protokol (viz Obr. 37 4): v pfitomnosti
Cd** jsme na membréanu hlavnich neurond ptivadéli depolarizaéni skoky (z -70 mV na -30 mV),
slouzici k pfechodnému uvolnéni blokddy NMDA receptorti ionty Mg>™ a aktivovali jsme tyto
receptory aplikaci NMDA a glycinu (koagonista NMDA receptoru). Pfedpokladali jsme, Ze to
vedlo ke zvyseni intraceluldrni koncentrace Ca*" u hlavnich neuronti. Nasledné jsme vyvolali
navrat membranového potencialu na -70 mV, coz zpusobilo opétovné zablokovani NMDA
receptorti ionty Mg”" a umoznilo projev proudi zprostiedkovanych SK kanaly. Ty byly
identifikovany na zaklad¢ jejich citlivosti k apaminu (Obr. 37 B). Pro lepsi rozliSitelnost byly
odpoveédi SK kanald stimulovany aplikaci pozitivniho alosterického modulatoru 1-EBIO (1 mM)
a odpovédi GlyR byly blokovany strychninem (0,3uM). Amplituda NMDA aktivovanych
proudd SK nebyla vyznamné zménéna v pfitomnosti baclofenu (z 84,7 +47,3 pA na
80,9 + 33,6 pA, n=15, p=0,59) (Obr. 37 C). Toto pozorovani je v rozporu s pfimym vlivem
GABAj receptorii na SK kanaly nebo na jejich Ca®" zavisly mechanismus aktivace. Nase
vysledky tak upfednostiiuji nepfimé interakce mezi GABAg receptory a SK kanaly a ukazuji,
ze inhibice VGCC je nezbytnym krokem v mechanismu GABAp receptory vyvolané modulace

mAHP.
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Obr. 37. NMDA vyvolané odpovédi SK kandlii jsou necitlivé k baclofenu

A, Odpoved' hlavniho neuronu na depolarizacni stimul, béhem néhoz byl aplikovan 1 mM NMDA
a 10 uM glycin. Relaxacni proudy po repolarizaci membranového potencidalu (Sipka) byly vyvolany
aktivitou ~ SK kandlii.  Odpovédi  byly  snimdny v pFitomnosti 100 uM ~ Cd**, 1 mM 1-EBIO
a 0,3 uM strychninu. B, Amplituda relaxacniho proudu byla inhibovana v pritomnosti apaminu
na 49,6 £ 9,4% (m =3, p = 0,034). C, NMDA indukovany proud SK kanalit nebyl blokovan v pritomnosti

baclofenu.
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4.4.5. Uloha modulace SK kanali postsynaptickymi GABAg receptory
v excitaénim synaptickém prenosu na Heldové synapsi.

Regulace mAHP postsynaptickymi GABAjg receptory naznacuje, ze inhibi¢ni pienasec
GABA muze zkracovat refraktorni fizi postsynaptickych AP a tim ménit pravdépodobnost
s jakou hlavni neurony MNTB generuji opakujici se AP. Zavérecna ¢ast pokusi byla proto
zaméfena na testovani vlivu aktivace postsynaptickych GABAg receptori na ¢etnost vyskytu AP
béhem sérii vysokofrekvencnich stimulaci. Postsynaptické AP byly vyvolavany pomoci
proudovych stimuld, jejichz Casovy prubéh byl odvozen z tvaru excitanich postsynaptickych
proudt (Obr. 38 A), a byly snimany technikou vodivostniho zamku, umoziujici studovat AP
vznikajici pfirozenéj§im zplsobem. Tento pristup zahrnoval upravu velikosti proudového
stimulu v realném Case podle aktualniho membranového potencialu za pouziti modifikovaného
Ohmova zakona (viz. Metody). Série proudovych stimuld (20@100-500 Hz) byly pfivadény
na membranu hlavnich neurond pii fyziologické teploté (37°C) a vyvolané napétové odpoveédi
byly snimany v absenci a v pfitomnosti 100 pM baclofenu (opakovano 5 x ve 40 s intervalech)
(Obr. 38 A4). Pocitali jsme AP v naSich zaznamech z 13 neuront a zjistili jsme, Ze baclofen
pramérné zvySoval jejich vyskyt 29,9 +£22na 14,2 +2,1u kazdé série dvaceti stimuli
ve frekvenci 100 Hz, z 11,2 + 3,4 na 13,2 + 3,8 (pfi 200 Hz), z11,9 £2,6 na 14,4 + 3,4 (pii
300 Hz), z 11,8 £1,2 na 14,5 £2,8 (pii 400 Hz) a z10,8 £+ 2,4 na 12,7 £2,7 (pfi 500 Hz).
Pravdépodobnost vyskytu AP klesala v prib¢hu kazdé série (Obr. 38 4). To bylo zpiisobeno
postupnym snizovanim amplitudy proudovych stimuli odrazejicim presynaptickou depresi
glutamatergniho ptrenosu (Fioravante and Regehr, 2011). Zjistovali jsme proto rovnovaznou
pravdépodobnost AP pocitanim jejich vyskytu u poslednich deseti stimulaci v kazdé sérii.
Ukézalo se, ze baclofen vyznamné zvySoval Cetnost AP ve frekvencnim rozmezi 100-400 Hz
(Obr. 38 B). Efekt GABAg receptorit byl nejvyrazngjsi pti frekvenci 100 Hz a se zvySujici se
frekvenci stimulll se postupné snizoval. Tyto vysledky tak potvrzuji na§ predpoklad, Ze
postsynaptické GABAg receptory zvysuji spolehlivost vysokofrekvenéniho pfenosu na Heldove

synapsi inhibici mAHP postsynaptickych AP.
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Obr. 38. Postsynaptické GABApg receptory zvySuji Cetnost AP vyvolanych stimuly opakujicimi
se s vysokou frekvenci

A, Napétové odpovédi hlavnich neuronit MNTB vyvolané dvaceti proudovymi stimuly ve frekvenci 100 Hz

(nahore) snimanymi technikou vodivostniho zamku (dole). Odpovédi byly snimany v absenci (kontrola)

a v pritomnosti 100 uM baclofenu. Proudové stimuly byly odvozeny z predem nasnimané série EPSC

a zahrnovaly tak kinetické viastnosti glutamatovych receptorii a kratkodobou plasticitu glutamatergniho

prenosu. B, Graf ukazuje zavislost zvySeni rovnovaziné pravdépodobnosti AP vyvolanych poslednimi

deseti stimuly v pritomnosti baclofenu na frekvenci proudovych stimulii. ZvySeni pravdépodobnosti je

90



vyjadreno jako (pocet AP v pritomnosti baclofenu/pocet AP v nepritomnosti baclofenu)-1)*100%. Data
byla ziskana z 13 bunék. Statisticka vyznamnost zvySeni pro jednotlivé firekvence byla posuzovina

parovym t testem. Statisticka vyznamnost rozdilii ve zvySenich mezi frekvencemi byla posuzovana pomoci

ANOVA a Tuckeyho viceCetnym srovndvacim testem.
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5. Diskuze

5.1. Podjednotkova sloZeni GlyR u MNTB neuronii

Modulace glutamatergniho ptenosu glycinergni inhibici je dulezitou soucasti
mechanismil zpracovani zvukovych stimull v MNTB (Kopp-Scheinpflug et al., 2011; Borst and
Soria van Hoeve, 2012). Inhibi¢ni vlakna v MNTB vytvafi synaptické boutony na povrchu
hlavnich neuronil a uvoliuji glycin, ktery ptisobi na pre- i postsynaptickych GlyR. Aktivované
presynaptické GlyR vyvolavaji pomalu nastupujici potenciaci uvoliiovani glutamatu, zatimco
postsynaptické receptory zajistuji rychlou fazickou inhibici (Turecek and Trussell, 2001;
Awatramani et al., 2004, 2005a). Rozdilna kinetika odpovédi pre- a postsynaptickych GlyR
naznacila, zZe by se mohlo jednat o dvé receptorové populace s odliSnymi vlastnostmi. Tak jako
u jinych typa receptorii, jsou i u GlyR jejich vlastnosti a subcelularni distribuce zévislé
na podjednotkovém slozeni. Nase pokusy byly proto zaméfeny na zkoumani podjednotkovych
sloZeni pre- a postsynaptickych receptori na neuronech MNTB. V nativni nervové tkani savct
byly identifikovany rizné kombinace podjednotek GlyR (Lynch, 2009). Specifické modulatory
aktivity GlyR, lisicich se obsahem podjednotkovych izoforem, jsou bézné dostupné (Lynch et
al., 2017). V nasich pokusech proto bylo vyhodné vyvolavat otevieni kanald spojenych s GlyR
aplikaci agonisty a pomoci elektrofyziologickych metod snimat membranové proudy jak
v nepfitomnosti, tak v pfitomnosti modulatoru. Srovnanim odpovédi pak ziskat ptedstavu
oslozeni GlyR v MNTB. Podobné byla v minulosti zkoumana podjednotkova slozeni
napf. ionotropnich glutamatovych receptori na hipokampalnich neuronech nebo GABA,
receptortt v mozecku (Alsbo et al., 2001; Thomas et al., 2006). Vyhodou uvedeného pfistupu
oproti dnes Casto pouzivané ,single cell PCR* je nalezeni vlastnosti funk¢énich ionotropnich
receptortl a ne jen urovné jejich celkové exprese danou buitkou. Nase pokusy ukazaly, ze oproti
somatodendritickym vykazovaly kalicealni odpovédi vysokou citlivost k PTX, coz svédcilo
o tom, ze receptory pfitomné na Heldovych kaliSich jsou tvofeny jako o homomery (Lynch et
al.,, 1995; Legendre, 1997). Je zajimavé, ze o homomerni receptory byly nalezeny téz
na glycinergnich zakoncenich potkaniho sakralniho zadniho komisuralniho jadra miS$niho (Jeong
et al., 2003), supraoptického jadra (Deleuze et al., 2005), bipolarnich bunikach sitnice (Merkve
and Hartveit, 2009), ¢i mechovych vlaknech hipokampu (Kubota et al., 2010), ale (Lee et al.,
2009). To naznacuje, ze o homomerni receptory by mohly pfedstavovat obecnéjsi presynapticky

fenotyp GlyR centralni nervové soustavy savcl a pusobit tak jako protéjsek postsynaptickych
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alp heteromernich receptorti, kotvenych v postsynaptické denzité interagujicim proteinem
gephyrinem. Ke zobecnéni tvrzeni o slozeni presynaptickych GlyR, budou potieba nasledna
zkoumani v dal$ich oddilech centralniho nervového systému (Kawa, 2003; Ye et al., 2004).

Citlivost GlyR pfitomnych na somatodendritickych ¢astech hlavnich neuront MNTB
a na GBC ventralniho kochlearniho jadra k ICS205,930 a necitlivost k PTX naznacovaly, ze tyto
receptory jsou heteromery obsahujici o a f podjednotky. To bylo potvrzeno znacenim téchto
receptorii protildtkami proti gephyrinu, proteinu specificky interagujicimu s 3 podjednotkou.
Nase pozorovani doplituji podobné nalezy uc¢inéné v minulosti v ramci ventralniho kochlearniho
jadra mysi a morcCete (Wu and Oertel, 1986; Harty and Manis, 1996). Vzhledem k tomu,
7e u Cerstvé narozenych potkanti byly glycinové odpovédi neuronit MNTB silné inhibovany
PTX, muZzeme na zakladé naSich vysledkl predpokladat, ze zde dochazi k vyvojové zméne
GlyR z 02 homomerni na a1 heteromerni (Lynch, 2004).

Nase elektrofyziologické pokusy dale prokazaly, Ze presynaptické i postsynaptické
funkéni GlyR v MNTB obsahuji podjednotku al. GlyR byly totiz citlivé k pfitomnosti CTB,
ale aplikace CTZ (a2 blokator) ¢i PXN (a3 blokator) neméla na jejich aktivitu vyznamny vliv
(Pribilla et al., 1992; Rundstrom et al., 1994; Wang et al., 2007; Yang et al., 2007). Podjednotka
al byla nasledné piimo lokalizovana pomoci konfokalni a imunoelektronové mikroskopie
v plazmatické membrané Heldovych kalicht a postsynaptickych hlavnich neurond (Hruskova et
al., 2012; Trojanova et al., 2014). Tato zji$teéni jsou v souladu s nalezenim glycinem aktivované
~90 pS jednotkové vodivosti pfi snimani z membranovych tercikli vytrzenych z Heldovych
kalichti (Turecek and Trussell, 2002). V heterolognich expresnich systémech a u nativnich
neuront bylo ukazano, ze na zaklad¢ jednotkové vodivosti (Takahashi et al., 1992; Bormann et
al., 1993) a kinetiky desenzitizace a deaktivace (Legendre et al., 2002; Mohammadi et al., 2003)
lze elektrofyziologicky odli§it ol homomerni formu GlyR od forem obsahujicich ostatni
podtypy podjednotky o i od téch obsahujicich podjednotku B. VySe uvedené vlastnosti
homomernich receptor je mohou predurcovat ke schopnosti odpovidat na nizké koncentrace
endogenniho agonisty (Muller et al., 2008). V souladu s témito predpoklady ukazala nase
pfedchozi zkoumani aktivaci presynaptickych GlyR zbytkovym agonistou unikajicim
ze sousednich inhibi¢nich synapsi (tzv. spillover) (Turecek and Trussell, 2001). K tomuto
mechanismu aktivace vSak pfispiva i specificka distribuce GlyR do kalicedlnich vybézkt tésné
pfiléhajicich ke glycinergnim aktivnim zénam (Trojanova et al., 2014).

Synapticky aktivované GlyR vytvarely membranové shluky heteromernich komplexi
obsahujicich podjednotky al a B. Charakteristickou vlastnosti alf heteromerii je jejich rychla

kinetika aktivace/deaktivace a jsou tedy vyborné€ uzpiisobeny pro fazicky synapticky pienos.
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Neni proto piekvapujici, Ze tyto receptory slouzi v fadé oblasti CNS k zajistovani rychlé
postsynaptické inhibice (Singer and Berger, 2000; Legendre, 2001; Burzomato et al., 2004;
Muller et al., 2008). V MNTB jsou navic shluky synaptickych GlyR uspotadany do riizicovitych
utvart, které tésné pfiléhaji k vGAT-pozitivnim presynaptickym zakoncenim jednoho
rozvétveného glycinergniho vldkna (Hruskova et al., 2012; Trojanova et al., 2014). V souladu
s témito molekuldrnimi a morfologickymi vlastnostmi inhibicniho pfenosu v MNTB
se spontanni a evokované IPSC u hlavnich neuronti vyznacuji vysokymi amplitudami a velmi
rychlou kinetikou (Awatramani et al., 2004; Leao et al., 2004; Awatramani et al., 2005a; Lu et
al., 2008). To umoziuje glycinergnimu pienosu sledovat jednotlivé senzorické stimuly
az do frekvence 500 Hz (Awatramani et al., 2004). Dalsi dilezitou vlastnosti synaptickych GlyR
je to, ze zcela neodpovidaji na zbytkovy glycin nahromadény v synaptické Stérbing
pii vysokofrekven¢ni stimulaci. To je pravdépodobné zpiisobeno jejich nizs§i potenci, protoze
experimentalni zvyseni afinity GlyR pomoci ICS205,930 (Chesnoy-Marchais, 1996; Supplisson
and Chesnoy-Marchais, 2000) vedlo ke zvySeni amplitudy tonického IPSC u hlavnich neuront.
Snizena citlivost synaptickych/extrasynaptickych GlyR k nizkym koncentracim glycinu tak
minimalizuje tonické IPSC a mize predstavovat adaptivni mechanismus pfenosu
zprostiedkovaného a1p heteromernimi GlyR. Tato vlastnost inhibi¢nich GlyR miize byt klicova
pravé u nami studovanych synapsi sluchové drahy. Bylo totiz ukazano, Ze experimentalné
navozena tonickd inhibice narusuje pfesné zpracovani zvukem vyvolanych odpovédi v ramci
sluchového mozkového kmene (Pecka et al., 2008). Na rozdil od mIPSC, tonickych IPSC
a vysokofrekvencnich fazickych IPSC, ICS205,930 neovlivnil amplitudu jednotlivych
nizkofrekven¢nich IPSC. Podobnd pozorovani byla v minulosti ucinéna s pouzitim dal§iho
pozitivniho alosterick¢ho modulatoru GlyR zinku a pravdépodobné vysvétleni je, Ze synaptické
GlyR jsou pii téchto odpovédich saturovany glycinem (Laube et al., 2002). To je zajimavé,
protoze Ucinna synapticka koncentrace dosazitelnd vylevem jednotlivych kvant glycinu neni
dostate¢na pro saturaci postsynaptickych receptorti (Suwa et al., 2001; Mangin et al., 2003; Rigo
et al., 2003; Beato, 2008). Obsazenost GlyR vSak muze byt zvySena lateralni difazi agonisty
z tésné sousedicich uvolniovacich mist a tak mize dochazet ke zvySeni amplitudy jednotlivych
evokovanych IPSC (Faber and Korn, 1988). V souladu s touto piedstavou byla nami pozorovana
doba nastupu evokovaného IPSC o néco pomalejsi nez bylo dfive ukdzano pro mIPSC (Lim et
al., 2003; Lu et al., 2008). Je ale mozné, ze k tomuto jevu pfispiva i casovy pribéh exocytozy
jednotlivych synaptickych vacku. Citlivost glycinovych receptord ke glycinu difundujicimu
z okoli je téZ rGzna pro rtizné ligandované stavy receptoru (Burzomato et al., 2004). ZvySeni

afinity GlyR ke glycinu po ptidani ICS250, 930 by pak zvysilo amplitudy tonickych a nasledn¢
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1 vysokofrekvenénich fazickych IPSC. K potvrzeni této hypotézy bude nutné provést dalsi
pokusy.

Z nasich pokusi uzavirdme, ze postsynaptické receptory v MNTB citlivé sleduji
kinetiku uvoliiovani pfenaSece, coz odpovida jejich uloze pti fazickém ptenosu. Toto kontrastuje
s funkci vysokoafinitnich presynaptickych receptori na Heldové kalichu heterosynapticky
aktivovanych difuzi glycinu z inhibi¢nich zakonceni (Turecek and Trussell, 2001; Kopp-
Scheinpflug et al., 2008). Na synapsi Heldova kalichu lze tedy vidét, Ze nepiitomnost versus
ptitomnost B podjednotky v receptorovém oligomeru urcuje tonicky versus fazicky charakter

glycinergniho pfenosu v centralnim nervovém systému (Betz and Laube, 2006).

5.2. Vliv kochlearni aktivity na vyvojové zmény inhibi¢niho
systému v MNTB

Inhibi¢ni systém sav¢iho mozkového kmene a michy vykazuje béhem dozravani
vyrazné zmeény, pii kterych dochazi k ptechodu z GABAergniho charakteru na glycinergni.
U potkana se vétSina téchto zmén odehravd béhemprvnich 2-3 tydnii Zivota (Gao et al., 1998;
Kotak et al., 1998; Korada and Schwartz, 1999; Turecek and Trussell, 2002; Awatramani et al.,
2005a). VMNTB potkanti starych 5-7 dni dominuje GABAergni inhibice pusobici
prostfednictvim pre- a postsynaptickych GABA, a GABAg receptort (Isaacson, 1998; Turecek
and Trussell, 2002). Béhem nésledujicich dnii jsou presynaptické GABAA receptory
(ale ne postsynaptické GABA, receptory) postupné nahrazovany GlyR a hlavnim inhibi¢nim
prenaseCem v MNTB se stava glycin (Turecek and Trussell, 2002; Awatramani et al., 2005a).
Dusledkem zmén je zrychlena kinetika a vyrazné zvyseni amplitudy IPSC a divergence pre- a
postsynaptickych mechanismi synaptické plasticity (Turecek and Trussell, 2002; Awatramani et
al., 2005a).Vzhledem k tomu, ze zasadni zmény v inhibi¢nim systému MNTB casové odpovidaji
nastupu slySeni potkana (kolem P11), pfedpokladali jsme, Ze by alesponn z Casti mohly byt
vyvolany zvySenou kochlearni aktivitou.

Vliv senzorické aktivity na vyvoj sluchového systému byl v minulosti ¢asto zkouman
pomoci uni- a bilateralni kochlearni ablace. Ukazalo se, ze tento zasah mél vyznamny vliv
na vyvojové zmeény v expresi membranovych receptorit ¢i dalSich proteinii zucastnénych
ve zpracovani zvukovych signalil ve sluchové draze mozkového kmene (Swearengen et al.,
1993; Potashner et al., 2000; Martinez-Galan et al., 2007). Bylo napfi. ukdzano, Ze jednostranna
kochlearni ablace vedla u mladych morcat k utlumeni glycinergni inhibice v ipsilateralnich

AVCN a PVCN a LSO. V kontralateralnim LSO byla po kochleotomii inhibice naopak zesilena.
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(Suneja et al., 1998a; Suneja et al., 1998b; Yan et al., 2007). Tyto zmény byly u fretky navic
provazeny snizenou expresi calretininu a nedostateCnou synaptogenezi (Fuentes-Santamaria et
al., 2005). Doslo téz k bilateralnimu zeslabeni inhibice v dorzalnim kochledrnim jadfe a zesileni
inhibice v oboustrannych MSO (Suneja et al., 1998a).

Néami provedené oboustranné kochledrni ablace ovlivnily zejména vyvojové zmény
v expresi inhibi¢nich receptori na Heldové kalichu. Na rozdil od kontrolnich zvitat, ktera
v béhem druhého postnatalniho tydne vykazovala nartst exprese GlyR na tkor GABA,
receptorti (Turecek and Trussell, 2002), u zvifat po kochleotomii pretrvavala zvySena exprese
presynaptickych GABA 4 receptorti a exprese GlyR byla nizka. Oproti tomu neméla bilateralni
kochleotomie vyznamny vliv na pomérnad zastoupeni GABA, receptort a GlyR
na somatodendritickych ¢astech GBC v AVCN a hlavnich neuroni v MNTB. Doslo vsak
k vyznamnému snizeni celkového mnozstvi inhibi¢nich receptorii exprimovanych témito
buiikami, jak bylo patrno zniz§i proudové hustoty odpovédi vyvolanych aplikaci glycinu
a GABA na hlavni neurony a znizs§i amplitudy IPSC. V souladu stimto pozorovanim
predchézejici imunohistochemické pokusy z nasi laboratote ukdzaly, ze u dva tydny starych
kochleotomizovanych potkanii doSlo k poklesu poctu shluki GlyR na hlavnich neuronech
a k redukci vGAT-pozitivnich boutont (Trojanova, 2014). IPCS kochleotomizovanych zvifat
vSak navic vykazovaly pomalejsi kinetiku a snizenou citlivost k antagonistim GlyR. Je proto
pravdépodobné, ze inhibicni vlakna nebyla Cisté glycinergni a uvoliiovala i vyznamné mnozstvi
GABA.

Snizeni poctu GlyR a vGAT-pozitivnich boutonii po kochleotomii bylo pouze
ptechodné, jak ukézaly dal$i imunohistochemické pokusy, provedené na dvoumésicnich
potkanech. Navic kochleotomie neméla vliv na podjednotkova slozeni a subcelularni distribuci
postsynaptickych GlyR (Trojanova 2014). Z toho vyvozujeme, Ze senzoricka aktivita ma
ve vyvoji inhibi¢niho systému dtlezitou ulohu, ale ze zde pusobi i dalsi vlivy, které ji mohou
zastoupit. Jednim z faktori vyrazn¢€ ovliviujicich vyvoj sluchového systému je spontanni
kochlearni aktivita. Ta je pfitomna jiz velmi ¢asné po narozeni (pied provedenim kochlearni
ablace) a zpisobuje nadprahové vyboje u neurond dolnich etazi sluchového systému, véetné
MNTB (Lippe, 1994; Lu et al., 2007; Blankenship and Feller, 2010; Tritsch et al., 2010). Dalsi
moznosti je troficka tiloha postsynaptickych neuront pfi maturaci nediferencovanych nervovych
vlaken. Bylo napt. ukazano, ze tzv. bone morphogenetic protein (BMP) uvoliiovany z hlavnich
neuront retrogradné stimuluje zrani Heldova kalichu a morfologii celé Heldovy synapse (Xiao
et al., 2013). Nase pokusy tak jasn¢ prokazaly stimulacni vliv senzotické aktivity na vyvoj

inhibice v MNTB a k odhaleni dalSich faktorti bude nutné provést doplnujici pokusy.
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5.3. Modulaéni vliv presynaptickych GABAjg receptori
na aktivitu neuronii mysiho MNTB in vivo

Presynapticka inhibice zprosttedkovana GABAgj receptory byla nalezena u excitacnich
1 inhibi¢nich synapsi z témét vSech oblasti mozku (Chalifoux and Carter, 2011). VétSina praci
studujicich funkci presynaptickych GABAg receptorll vyuzivala in vitro preparaty nebo akutné
izolované mozkové fezy. Neni mnoho praci, které jasn¢ prokazaly GABAg zavislou inhibici
u jednotlivych neuronti in vivo (Mazo et al., 2016). Jednim z diivodii jsou technické obtize
spojené s identifikaci presynaptické slozky v zaznamech jednotkové aktivity. Vyhodou Heldovy
synapse je jednoduchy a dobie definovany vztah mezi vstupem a vystupem, coz do zna¢né miry
snizuje pravdépodobnost prispévku aktivity okolnich neuronti k signalu snimanému z jednoho
hlavniho neuronu. Také proto Heldova synapse predstavuje ¢asto vyuzivany modelovy systém
vyzkumu synaptickych mechnismid. My jsme ji vyuzili ke studiu presynaptickych GABAg
receptortl.

Zjistili jsme, ze iontoforeticka aplikace agonisty GABAp receptoru baclofenu
v saturujici koncentraci snizovala u mladych dospélych potkani silu excitatniho synaptického
mozno pozorovat vyssi, 80 — 90% inhibici EPSC (Isaacson, 1998; Takahashi et al., 1998;
Kajikawa et al., 2001). Tyto prace byly provadény na dvou az tfitydennich zviratech na rozdil
od dvoumésic¢nich mysi s dokoncenym vyvojem, které byly pouzity v nasSich pokusech. Nizsi
efekt aktivace GABAp receptori na excitatni pfenos by tak z casti mohl byt zpisoben
vyvojovym poklesem v expresi GABAg receptord obecné pozorovanym v centralnim nervovém
systému (Malitschek et al., 1998; Fritschy et al., 1999). SniZzeni exprese GABAg receptort
béhem postnatalniho vyvoje bylo ukazano i ve sluchovém kmeni (Hassfurth et al., 2010).
Dalsim z faktorti ovliviiujicim miru presynaptické inhibice je pravdépodobnost uvolnéni
synaptickych vackd. Bylo ukazano, ze na Heldoveé synapsi klesa pravdépodobnost uvolnéni
glutamatu v pribehu dozravani centralniho nervového systému (Taschenberger et al., 2002;
Kushmerick et al., 2004). Nizka bazalni pravdépodobnost uvolnéni by pak zapfticinila i nizsi
relativni efekt baclofenu na amplitudu EPSC u starSich zvifat in vivo. Vysvétleni pro¢ sekrece
glutamatu na Heldové synapsi in vivo probiha snizkou pravdépodobnosti zatim nebylo
spolehlivé pobadano. Jednim z divodd miize byt to, Ze studie na mozkovych fezech byly
provadény v promyvacich roztocich obsahujicich vy3si koncentrace Ca®" iontdi (zpravidla
2 mM), nez je jejich predpoklddana koncentrace in vivo (Borst, 2010). Vzhledem k tomu,

7e mnoZstvi uvolnéného mediatoru je 3-4 mocninnou funkei extracelularni koncentrace Ca**
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(Schneggenburger et al., 1999), mohou byt rozdily v hladinach Ca** jednim ze zdroji odli$nosti
mezi vysledky pokusti provadénych na fezech a in vivo. Dale nelze pominout potencialni
ptispévek dalSich typli metabotropnich receptorii pfitomnych na Heldové kalichu a tonicky
aktivovanych endogennimi agonisty in vivo. Jednd se o napf. metabotropni glutamatové
receptory (Takahashi et al., 1996) ¢i a2 adrenergni receptory (Ledo and Von Gersdorft, 2002).
Ty k pfenosu signalti vyuzivaji inhibi¢ni G-protein a tak jako GABAg receptory reguluji sekreci
neurotransmiterd inhibici presynaptickych VGCC. V dfivéjsich studiich provadénych
na mozkovych fezech bylo zjisténo, ze GABApg receptory jsou v riiznych oblastech mozku
tonicky aktivovany zbytkovou extracelularni koncentraci GABA (Emiri et al., 1996; Aroniadou-
Anderjaska et al., 2000; Wu et al., 2011). Zajimalo nas, zda je tento mechanismus aktivace
GABAg receptorti ptitomny i v MNTB za podminek in vivo a zda mize byt odpovédny
za nizkou bazalni pravdépodobnost uvolnéni glutamatu. Zjistili jsme, Ze iontoforeticka aplikace
antagonisty GABAjg receptoru CGP54626 nevedla ke zvySeni spontidnni aktivity MNTB
neurontl, coZ naznacilo, ze zbytkova extracelularni koncentrace GABA je pfili§ nizka na to, aby
meéfitelné aktivovala GABAg receptory. Neni pravdépodobné, ze by byla netcinnost CGP54626
zpisobena nedostateCnou funkci iontoforetického aplikacniho systému dodéavajiciho pfilis
nizkou koncentraci této latky do mista snimani. Bylo ukazano, ze uz pii velmi nizkych
koncentracich (1-2 uM) je CGP54626 schopna kompletné anulovat efekt 50-100 uM baclofenu
na pre- i postsynaptickych receptorech v CA3 oblasti hipokampu (Guetg et al., 2009).
Koncentrace CGP54626 v nasich pokusech byly pfinejmensim srovnatelné a kontrolni pokusy
navic prokazaly, Ze tento antagonista byl schopen zabranit inhibi¢nimu vlivu baclofenu, pokud
byly tyto latky aplikovany spole¢né.

Mechanismy odpovédné za udrzovani nizké bazalni koncentrace GABA v MNTB
nejsou zndmé. Mohou zahrnovat aktivitu gliovych a neurondlnich GABA pienasect (Roth and
Draguhn, 2012), které vSak zatim v MNTB identifikovany nebyly. V mozkovém kmeni obecné
pfevlada gliovy transportér GAT3 (Durkin et al., 1995; Hoéfner and Wanner, 2004),
a na astrocytech v LSO byl navic nalezen i transportér GAT1 (Stephan and Friauf, 2014). Bylo
ukazano, Zze pre- i postsynaptické neurony tvofici Heldovu synapsi jsou obaleny vybézky
astroglie (Renden et al., 2005; Ford et al., 2009). Je proto mozné, Ze extracelularni koncentrace
GABA je pod kontrolou GAT1 nebo GAT3 exprimovanych na téchto vybézcich. K objasnéni
téchto mechanismti budou potieba dalsi pokusy zahrnujici napf. imunohistochemické znaceni
pfenasecli na fezech MNTB ¢i sledovani zmén sily synaptického ptfenosu v MNTB po aplikaci
antagonisti GABA transportu. Koncentrace extracelularni GABA zavisi téZ na jeji aktudlni

koncentraci uvnitf bun¢k. Neptedpoklada se, ze by intracelularni koncentrace GABA v buiikach
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SOC byly u dospélych zvitat pfili§ vysoké (Hassfurth et al., 2010). Zdroj a zplisob uvoliiovani
GABA a fyziologicka aktivace GABAjg receptort v MNTB je tak stile nedofesenou otazkou.
Nase pokusy ukazaly, ze béhem spontanni aktivity MNTB neuroni je koncentrace GABA nizka,
avSak nemiizeme vyloucit zvyseni jeji koncentrace za specifickych podminek, napt. béhem
urc¢itého typu zvukové stimulace. Potencialnim zdrojem by pak mohla byt inhibi¢ni zakonceni
MNTB, kde byla pfitomnost a spole¢né uvolfiovani GABA a glycinu nalezena i u témeét
dospélého potkana (P23) (Moore and Moore, 1987; Lu et al., 2008). Heterosynapticka aktivace
GABAg receptortt na Heldovych kalisich GABA uvolnénou z inhibi¢nich zakonceni by tak
mohla pfedstavovat jeden ze zplsobu fyziologické aktivace GABAjg receptori. Vzhledem
k blizké ptitomnosti gliovych vybézkli u Heldovy synapse by alternativnim vysvétlenim mohlo
byt uvolnovani GABA z gliovych bunék pomoci reverzniho transportu (Volterra and Meldolesi,
2005). Nelze vylougit ani Ca>" zavislé uvolnéni GABA ze somatodendritickych ¢asti hlavnich
neuronti (Magnusson et al., 2008) a syntéza a uvolilovani GABA gliovymi bunikami byla jiz také
prokazana (Yoon et al., 2014). Alternativnim endogennim agonistou GABAjp receptor
na Heldové kalichu je taurin (Kontro and Oja, 1990), jehoz ptitomnost v mozkovém kmeni byla

v minulosti potvrzena (Saransaari and Oja, 2006).

5.4. Modulace excita¢niho synaptického pienosu v MNTB
postsynaptickymi GABAg receptory

Mechanismy interakce mezi slozkami excitacniho a inhibi¢niho pienosu mohou byt
velmi komplexni a Casto zahrnuji kaskady dé&ju, které se vyznacuji presnym nacasovanim
a kolokalizaci ve specifickych bunécnych kompartmentech. NaSe pokusy ukazaly,
ze postsynaptické GABAg receptory na hlavnich neuronech MNTB reguluji aktivitu VGCC typu
N a P/Q a tim inhibuji mAHP postsynaptickych akénich potenciald zprostiedkovanou otevienim
Ca*"aktivovanych SK kanalt. Tento GABAjp zavisly mechanismus vede k snadngjsimu
vyvolavani akénich potenciali opakujicimi se a jinak podprahovymi excitaénimi stimuly.
Drivéjsi  pokusy provedené na mozkovych fezech MNTB ukazaly, Zze opakovana
vysokofrekvenéni presynapticka aktivita vede k vyCerpani synaptickych vacka ptipravenych
k okamzitému uvolnéni (tzv. readily releasable pool) a k piechodné depresi synaptickych
proudt (Taschenberger and von Gersdorff, 2000; von Gersdorff and Borst, 2002). Deprimované
EPSP se pak vyznacuji podprahovymi amplitudami, zejména pokud jsou vyvolany béhem AHP
pfedchazejiciho AP. Baclofen vyznamné zvySoval cCetnost AP ve frekvenénim rozmezi

100-400 Hz. Jeho efekt byl nejvyraznéjsi pii frekvenci 100 Hz a se zkracujicimi se intervaly
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mezi stimuly se postupné snizoval. To bylo v souladu s nas$im pozorovanim, ze amplituda
mAHP dosahovala svého maxima v case kolem 10 ms po ndstupu AP. Podobny efekt
somatickych GABApg receptordi, zkracujici refraktorni slozku postsynaptickych AP, byl
pozorovan v preoptické oblasti hypothalamu potkana (Kolaj et al., 2004). Autofi zde prokazali
baclofenem zprostfedkovanou inhibici VGCC kanali typu N a nasledné SK zavislé mAHP, coz
vedlo ke zvyseni frekvence nadprahové postsynaptické aktivity.

Inhibice mAHP baclofenem vyzadovala sptazeni GABAg receptorti s VGCC a soucasng
VGCC vyvolaného vapnikového signalu s SK kanaly. Selektivni sprazeni SK kanald s jednim
¢i vice typy VGCC je pomérné béznym jevem. Bylo ukazano napt. v dopaminergnich jadrech
sttedniho mozku (sptazeni s T-typem VGCC) ¢i v Purkyiovych bunkach mozecku (s VGCC
typu P/Q a T) (Swensen and Bean, 2003; Womack et al., 2004). Je zajimavé, ze predchozi prace
nalezly u hlavnich neurontt MNTB vy3$§i hustotu Ca*" proudi zprostiedkovanych P/Q kanaly
nez téch tekoucich pies kanaly typu N (Barnes-Davies et al., 2001). Nase vysledky vSak ukazaly
nejvyssi podil o-conotoxin GVIA-citlivé slozky na celkové amplitudé mAHP. w-agatoxin IVA,
nimodipin a mibefradil, které specificky blokuji VGCC typu P/Q, La T (McCarthy and
TanPiengco, 1992; Mehrke et al., 1994) mély na mAHP bud’ nizsi nebo jen nevyznamny vliv.
To ukazovalo na preferencni sptazeni SK kanalii s VGCC typu N. To by mohlo byt zptisobeno
napt. specifickym rozmisténim SK kandli a VGCC vramci membranovych mikrodomén.
Podobné selektivni sptazeni K¢, s urCitym typem VGCC bylo ukazéno u hipokampélnich
neurontl, kde jsou SK kanaly aktivovany VGCC typu L, zatimco BK kanaly jsou aktivovany
vtokem Ca”* pfes VGCC typu N. Tyto neurony exprimuji navic i kanaly typu P/Q, ale jejich
aktivace nevede ke stimulaci K¢, proudid (Marrion and Tavalin, 1998). Pfedstava tésné
kolokalizace VGCC a SK byla podpofena i rozdilnym efektem EGTA a BAPTA na amplitudu
mAHP. EGTA se totiz vyznacuje pomalejsi kinetikou vazby dvojmocnych kationtli a neni proto
schopna G¢inng branit rychlému zvyseni intraceluldrni koncentrace Ca”" v tésném okoli VGCC
(Marty and Neher, 1985).

Vyznamnym piinosem naSich vysledku je to, ze identifikovaly SK kanaly jako dalezity
a dfive nerozpoznany faktor ovliviujici excitabilitu hlavnich neuroni MNTB. To plynulo
z citlivosti mAHP k apaminu, selektivnimu inhibitoru SK kanald (Blatz and Magleby, 1986;
Grunnet et al., 2001; Pedarzani et al., 2005; Hongyuan et al., 2016). MNTB tak rozsitilo seznam
oblasti mozku, u nichz aktivace SK kanali predstavuje jeden hlavnich mechanismi
ovliviiyjicich frekvenci synaptického pfenosu (Bond et al., 2005; Adelman et al., 2012).
Zajimavé je, Ze jiné Ca’" aktivované K" kanaly pravdépodobn& k AHP v MNTB nepfispivaji. To
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plynulo z necitlivosti AHP k iberiotoxinu a nimodipinu, blokatord BK a IK kanald (Galvez et
al., 1990; Jiang et al., 2007).

V centrdlni nervové soustave se vyskytuji tfi podtypy podjednotek SK (SK1, SK2, SK3)
(Sailer et al., 2004). V komplexu olivy superior byly nalezeny mRNA pro SK1 a SK2 (Stocker
and Pedarzani, 2000), ale imunohistochemicky byla prokdzdna povrchova exprese pouze
u podjednotky SK2 (Sailer et al., 2004). Z divodu nedostupnosti podjednotkové selektivnich
modulatord SK kanalti jsme pouzivali mySi s vyfazenou expresi genti pro SK podjednotky
a sledovali u nich pfitomnost mAHP a jeji citlivost k latkdm ovlivilujicim aktivitu SK kanalt.
Zjistili jsme, ze delece podjednotky SK1 neméla na amplitudu mAHP vyrazny vliv. Apamin
a NS309 (pozitivni selektivni modulator SK) modulovaly mAHP zpisobem srovnatelnym
sjejich efektem na mAHP u neuront divokého typu. Naopak neurony bez podjednotky
SK2 nebyly schopny generovat mAHP a apamin ¢i NS309 nemély na pribéh AP Zadny vliv.
Nase vysledky tak ukazaly, ze SK kanaly zprostiedkujici mAHP u hlavnich neuronii obsahovaly
podjednotku SK2. Tento zavér byl podpoten také zjisténim, ze vétsina hlavnich neuront MNTB
byla siln¢ imunopozitivni na SK2. Neékteré neurony vSak piekvapivé vykazovaly
1 imunoreaktivitu na SK1. To naznacilo, ze SK kandly zprostfedkujici mAHP mohly byt tvofeny
bud’ jako homooligomery SK2 nebo jako heteromery SK1/SK2. Heteromerizace SK kanald neni
doposud dikladné prozkoumana. Piivodni pfedstavy podpotené napi. biochemickou analyzou se
ptiklanély k €ist¢ homomernim kombinacim podjednotek pii tvorbé SK kanald, a to 1 v pfipadé
koexprese riiznych podjednotek v jedné oblasti centralniho nervového systému (Sailer et al.,
2002). Pozdé¢ji byla na zakladé molekularné biologickych manipulaci prokazana moznost tvorby
heteromernich SK kanaldi slozenych z podjednotek SK1 a SK2 v heterolognich expresnich
systémech (Ishii et al., 1997; Benton et al., 2003) i u neurond centralni nervové soustavy
(Strassmaier et al., 2005). Moznost exprese heteromernich SK kanali na hlavnich neuronech
MNTB neni v rozporu s nami pozorovanou neptfitomnosti mAHP u SK2 KO mysi. Bylo totiz
ukazano, ze podjednotka SK1 exprimovana samostatné netvoii funkéni kanal, ale zlstava
lokalizovana intracelularné. Pouze koexprese SK1 s podjednotkou SK2 vede ke vzniku
membranovych proudd o méfitelné amplitudé (Benton et al., 2003). Otazkou zistava absence
vlivu delece SK1 na amplitudu nebo ¢asovy priibéh mAHP. Pokud SK1/SK2 heteromery tvoii
vyznamnou ¢ast populace SK kanali na neuronech MNTB, pak by jejich nepfitomnost méla vést
k vyznamnému snizeni mAHP. Je proto mozné, Zze absence SK1/SK2 heteromert u SK1 KO
myS$i mohla byt kompenzovana zvySenou expresi SK2 homomerickych kanald. Adaptacni

mechanismy jsou u mysi s konstitutivné vytazenou expresi urCit¢ho genu dnes jiz pomérné
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znamym fenoménem (Reyes et al., 2017). Ke koneénému vyfeSeni otazky podjednotkového
slozeni SK kanali v MNTB tak budou tfeba jesté dalsi pokusy.

Zavérem by bylo vhodné zminit, ze GABAg receptory a jiné GPCR mohou ovliviiovat
aktivitu SK kanald i jinak nezZ mechanismem zahrnujicim inhibici VGCC. V senzorickych
neuronech byla napfiklad pozorovana modulace SK kanald adrenergnimi receptory
prostfednictvim protein kinazy 2 a fosforylaci kalmodulinu (Maingret et al., 2008). Podobné
bylo ukdzano u dopaminergnich neuronl substantia nigra, Ze aktivace GABAjg receptoru
zpisobila sniZzeni pravdépodobnosti otevieni SK kanalti v zavislosti na zménach koncentrace
cAMP a aktivity protein kindzy A (Estep et al., 2016). Tyto VGCC nezavislé mechanismy
modulace vSak v MNTB pravdépodobné nehraji vyznamnou roli, protoze baclofen nebyl
schopen modulovat aktivitu SK kanalti stimulovanych aktivitou Ca®" propustnych NMDA

receptortl.
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6. Zavéry:

1. GlyR wvyskytujici se na Heldové synapsi v MNTB potkana tvoii dvé populace
odlisujici se podjednotkovym slozenim, buné¢nou distribuci a funkci. Postsynaptické receptory
vytvaii na somatodenritickych castech hlavnich neuront alf heteromerické shluky, které
kolokalizuji s vVGAT pozitivnimi inhibi¢nimi terminaly a zprostfedkuji IPSC s velmi rychlou
kinetikou. Receptory exprimované presynaptickymi neurony jsou dvojiho typu: GlyR na télech
a dendritech GBC v AVCN, vyznacujici se totoznymi vlastnostmi jako postsynaptické receptory
u hlavnich neuront MNTB, a kalicealni GlyR tvofené jako ndhodné¢ rozptylené homomery
slozené zpodjednotek ol. Heterosynapticka aktivace kalicedlnich receptord glycinem

unikajicim ze sousednich inhibi¢nich zakonceni zvysuje sekreci glutamatu z Heldova kalichu.

2. Oboustranna kochlearni ablace provedena béhem prvniho postnatalniho tydne Zivota
potkana vedla k oddaleni vyvojovych zmén, které inhibice v MNTB normalné prodélava
v obdobi tésn€ po nastupu slySeni (kolem 11 dne). PieruSeni kochlearni aktivity zptisobilo
nedostatecny prechod charakteru inhibice z GABAergniho na glycinergni a projevilo
se snizenim celkové exprese GABA a glycinovych receptorii na télech postsynaptickych
neuron MNTB. Pfirozena senzoricka aktivita tedy hraje vyznamnou tlohu pfi utvafeni a zrani

inhibi¢niho systému v MNTB savct.

3. Prokazali jsme existenci mechanismu odpovédného za modulaci excita¢niho
synaptického ptfenosu v MNTB in vivo a zahrujiciho aktivitu GABAg receptorti exprimovanych
na povrchu Heldovych kalichti. Presynaptické GABAg§ receptory nevykazuji in vivo vyznamnou
konstitutivni aktivitu a reguluji kratkodobou synaptickou plasticitu na Heldové synapsi

snizovanim pravdépodobnosti uvolnéni glutamatergnich synaptickych vacka.

4. Postsynaptické GABAg receptory na hlavnich neuronech MNTB reguluji aktivitu
VGCC typu N a P/Q a tim inhibuji mAHP postsynaptickych akénich potenciali
zprosttedkovanou otevienim Ca’“aktivovanych SK kanalti (pfedev§im homomerti SK2
podjednotek). Tento mechanismus vede ke snadn&j$imu vyvolavani ak¢énich potenciald stimuly
opakujicimi se s frekvenci 100-400Hz. Postsynaptické GABAg receptory tak piekvapiveé zvysuji

spolehlivost excitacniho synaptického prenosu.
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Abstrakt

v

GABA a glycin pfedstavuji nejvyznamnéj$i inhibi¢ni pfenaseCe v CNS. Svij vliv
uplatituji prostfednictvim ionotropnich a metabotropnich receptorti, které¢ tvofi oligomerni
komplexy v plazmatické membrané neuronalnich bunck. Farmakologické vlastnosti, distribuce a
tim 1 funkce GABA a glycinovych receptorti zavisi na jejich podjednotkovém slozeni. Cilem
predkladané prace bylo nalézt podjednotkova slozeni a fyziologickou ulohu ionotropnich
glycinovych a metabotropnich GABAg receptorti na neuronech medialniho jadra trapézovitého
télesa, MNTB. Toto jadro je soucasti sluchové drahy v mozkovém kmeni savct a vyznacuje se
dobie definovanymi excita¢nimi a inhibi¢nimi vstupy. Excitacni vldkna tvoii v MNTB obii
glutamatergni nervova zakonceni, tzv. Heldovy kalichy, zatimco inhibi¢ni vlakna konci jako
drobné GABA/glycinergni butony. Oba typy aferentnich vlaken inervuji somatodenritické Casti
hlavnich neuronit MNTB a toto jadro tak piedstavuje vhodny modelovy systém pro studium
molekularnich a bunéénych mechanismi interakei mezi synaptickou excitaci a inhibici.

Nase pokusy jsme provedli s pouzitim elektrofyziologickych a imunohistochemickych
metod. Pro snimani membranovych proudd a potenciali neuronti v zivych fezech MNTB
potkana nebo mysi jsme pouzivali techniku ter¢ikového zdmku. Zvukem vyvolanou aktivitu
neuroni v MNTB mysi jsme snimali in vivo juxtacelularné technikou tzv. volného terciku.
Lokalizaci receptor v nativni tkani potkand nebo mysi jsme pak sledovali pomoci znaceni
fluorescencnimi protilatkami a konfokalni mikroskopie.

Zjistili jsme, ze glycinové receptory jsou v MNTB zastoupeny dvéma funkcné
odlisnymi populacemi. Presynaptické receptory jsou na povrchu Heldovych kalichd volné
rozptyleny jako homomery podjednotek ol a vyvolavaji postupnou potenciaci intenzity
glutamatergniho ptenosu. Naopak postsynaptické receptory tvori na télech a dendritech hlavnich
neuronti shluky oalf3 heteromernich komplexti a zprostfedkuji rychlou a fazickou
postsynaptickou inhibici. Nase vysledky tak ukazaly, ze cilenda exprese podjednotky B ve
specifickych bunécnych oddilech vede k segregaci podtypi glycinovych receptort zapojenych
v ruznych mechanismech modulace sily pienosu na synapsi centralniho typu. Dale jsme zjistili,
ze ptirozend kochlearni aktivita hraje dilezitou tlohu pfi spousténi zmén v typu inhibi¢niho
neuropienaSece a v expresi pre- a postsynaptickych inhibi¢nich receptori v MNTB béhem

¢asného postnatalniho vyvoje.
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Druha c¢ast pokust byla zaméfena na mechanismy uinku pre- a postsynaptickych
GABAg receptori na neuronech MNTB. Podafilo se nam prokazat, ze GABAg exprimované
na Heldovych kaliSich kontroluji sekreci glutamatu pti spontanni a zvukem vyvolané aktivité
neuroni MNTB dospélé mySi. Zaroven jsme vyloucili tonickou aktivaci presynaptickych
GABAg zbytkovou koncentraci endogenniho agonisty jako diive uvazovanou pfiinu nizké
pravdépodobnosti uvoliiovani glutamatergnich vacklt z Heldova kalichu. Postsynaptické
GABAg receptory na hlavnich neuronech MNTB reguluji aktivitu napétim-tizenych Ca®" kanald
typu N a P/Q. To ma za nasledek inhibici stfedni posthyperpolarizacni faze postsynaptickych
akénich potencialii, zprostfedkované oteviranim Ca®" aktivovanych SK kanalti. Tento GABAg
zavisly mechanismus vede ke snadnéjSimu vyvolavani akénich potencialti opakujicich s vysokou
frekvenci. Postsynaptické GABApg receptory, které jsou vSeobecné povazovany za jedny
z nejvyznamnéjSich regulatorti neuronalni excitability, tak v MNTB savci plni specifickou

funkci zvySovanim spolehlivosti excita¢niho synaptického prenosu.
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Abstract

GABA and glycine are major inhibitory neurotransmitters in the central nervous system.
They act on ionotropic and metabotropic receptors that form oligomeric complexes in plasma
membrane of neuronal cells. Pharmacological properties, subcellular distribution and function of
GABA and glycine receptors depend on their subunit composition. The thesis was aimed to find
subunit composition and physiological role of ionotropic glycine and metabotropic GABAjR
receptors in neurons of medial nucleus of trapezoid body, MNTB. The nucleus resides in the
mammalian auditory brainstem and it is characterized by well defined excitatory and inhibitory
inputs. Excitatory fibers form giant glutamatergic nerve terminals, calyces of Held, whereas
inhibitory fibers form small GABA/glycinergic boutons. Both types of afferents innervate
somatodenritic parts of MNTB principal neurons. The nucleus thus represents a suitable model
for studying molecular and cellular mechanisms of interactions between excitation and
inhibition.

Our experiments were performed using electrophysiology and immunohistochemistry
methods. Patch clamp technique was used to record membrane currents and voltages from
neurons in live MNTB slices isolated from rats or mice. Spontaneous and sound-evoked activity
of murine MNTB neurons was recorded by in vivo juxtacellular recording of extracellular field
potentials. Localization of receptors immunolabelled with specific antibodies was studied using
confocal microscopy.

We found two functionally different glycine receptor populations in the rat MNTB.
Postsynaptic receptors formed al/B-containing clusters on somatodendritic domains of MNTB
principal neurons, colocalizing with glycinergic nerve endings to mediate fast, phasic inhibitory
postsynaptic currents. In contrast, presynaptic receptors on glutamatergic calyx of Held
terminals were composed of dispersed, homomeric al receptors, triggering slow potentiation of
glutamatergic transmission. These results suggest that specific targeting of glycine receptor
B-subunit produces segregation of the receptor subtypes involved in two different mechanisms
of modulation of synaptic strength. We have also revealed that normal cochlear activity is
important for initiation of developmental changes in inhibitory transmitter subtype and
expression level of pre- and postsynaptic inhibitory receptors in the rat MNTB.

The second part of the thesis was focused on mechanisms of action of pre- and

postsynaptic GABAg receptors in the mouse MNTB. We have shown that GABAjg expressed on
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calyces of Held control both spontancous and sound-evoked discharges of MNTB neurons in
adult mice. Results of these experiments have also disproved the idea of constitutive activity of
presynaptic GABAg receptors causing low basal release probability at the calyx of Held
synapse. Postsynaptic GABAg receptors expressed in MNTB principal neurons were found to be
regulating the activity of N- and P/Q-type voltage-gated Ca’" channels. Subsequently, the
postsynaptic action potential medium afterhyperpolarization phase mediated by opening of
Ca*"-activated SK channels was strongly reduced in the presence of baclofen, GABAj receptor
agonist. When postsynaptic spikes were repeatedly evoked at high frequencies, such GABAg
activity actually induced higher postsynaptic firing rates of MNTB neurons. In this way,
postsynaptic GABAg receptors, generally considered as important regulators of basal neuronal
excitability, could surprisingly increase the reliability of excitatory synaptic transmission in the

mammalian MNTB.
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