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Abstrakt

GABAg receptory hraji dllezitou roli vregulaci excitability neurond a stability
neuronalnich mikrookruhd. Bylo zjisténo, Ze dysregulace GABAergni signalizace se ucastni
fady onemocnéni a patologickych stav(l (epilepsie, anxieta ad.). Vysledky soucasného
vyzkumu naznacuji, Ze nerovnovaha v inhibiénim prenosu, zplsobend mimo jiné zménami
v expresi GABAgR ve sluchovém systému, mlzZe byt pric¢inou tinnitu. Cilem této prace bylo
stanovit distribuci GABAg receptoru a jeho pridavné podjednotky KCTD12 ve sluchové kilre a
dorzalnim kochledrnim jadre (DCN) mysi. Dale pak byla sledovana zména lokalizace GABAg
receptoru v DCN u mysi vystavenych akustickému stresu.

GABAgR byl exprimovan napfi¢ celou sluchovou klrou, a to jak na téle bunék, tak na
vybéZcich neurond. Naproti tomu KCTD12 se nachazel ve specifické frakci bunék podskupiny
VIP a cholecystokinin pozitivnich interneuron. V DCN se GABAgR a KCTD12 protein
nachdazely ve vsech vrstvach jaddra a ve vSech zkoumanych podtypech bunék (fusiformnich,
cartwheel a hvézdicovych). Po akustickém traumatu dochdzelo ke zvySené internalizaci
GABAg receptoru specificky ve fusiformnich bunkach, které vysilaji eferentni vlakna z DCN.
Nedostatek proteinu KCTD12, ved! k presunu receptoru do intracelularnich oblasti u vSech
sledovanych bunék (fusiformnich, cartwheel a hvézdicovych bunék). Akustické trauma u
KCTD12 KO mysi jiz pfiliS nezvysilo internalizaci receptoru, coZ naznacuje, ze KCTD12 hraje
dilezitou roli ve stabilizaci GABAgR na membrané a jeho funkce by mohla byt zhorsena pfi
tinnitu. Tato nova zjiSténi by mohla vést k lepsSimu pochopeni Ulohy GABAg receptoru ve

studovanych oblastech a mohla by prispét k 1é¢bé zavaznych onemocnéni, jakym je tinnitus.

Klicova slova: GABAg receptor, tinnitus, sluchova kira, dorzalni kochlearni jadro, KCTD12



Abstract

GABAg receptors play an important role in regulation of neuronal excitability and
stability of neural microcircuits. It is well known that dysregulation of slow GABAergic
signalisation can lead to many pathological conditions (epilepsy, anxiety etc.). Current
research indicates that the imbalance in the inhibitory transfer, caused by changes in the
expression of GABAgR in the auditory system could play an important role in the progression
of tinnitus. The goal of the present thesis was to determine the distribution of the GABAg
receptor and its auxiliary subunit KCTD12 in the mouse auditory cortex and the dorsal
cochlear nucleus (DCN). Furthermore, a change in GABAg receptor localization in the DCN
was observed in mice exposed to an acoustic stress.

The GABAs receptor was expressed across the entire auditory cortex, both on the body
and on the neuronal fibres. On the contrary, KCTD12 was found only in a particular
subgroup of neurons that includes VIP (vasoactive intestinal peptide) and cholecystokinin
positive interneurons., GABAgR and KCTD12 protein were found in all layers and in all
studied cells types (fusiform, cartwheel and stellate) of the DCN. Acoustic trauma of the WT
mice resulted in GABAg receptor internalization specifically in fusiform cells that are the
main projection neurons of the DCN. Deficiency in the KCTD12 protein led to an increase in
intracellularly located receptors in the neuronal subtypes (fusiform, cartwheel and stellate
cells). Acoustic trauma of the KCTD12 KO mice did not substantially increase the GABAg
receptor internalization, which supports the hypothesis that KCTD12 regulates stability of
the receptor on the membrane and this function could be compromised in tinnitus. These
new findings could contribute to better understanding of the mechanism of GABAg receptor
signalling dysregulation and could contribute to treatment of serious diseases such as

tinnitus.
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Seznam zkratek

5HTsa — ionotropni serotoninovy receptor

A1l — primarni sluchova kira (primary auditory cortex)

A2 — sekundarni sluchova klira (secondary auditory cortex)

AAF — Celni sluchové pole (anterior auditory field)

Ab — protiladtka (antibody)

AC — adenylyl cyklaza

AcCh — acetylcholin

AP — akéni potencial

BTB doména — Broad-Complex, Tramtrack and Bric a brac

CB1 — kanabinoidni receptor 1

CNS — centrdlni nervova soustava

CTR — centralni oblast (center)

DAF — dorzdlni anteriorni pole (dorsal anterior field)

DAPI -4, 6-diamidino-2-fenylindol

DCN — dorzalni kochledrni jadro (dorsal cochlear nucleus)

DP — dorzoposteriorni pole (dorsoposterior field)

DPSS — Diode-pumped solid-state

FBI — zpétnd inhibice (feedback inhibition) - zpétna inhibice
GABA — y-aminomaselna kyselina (y-aminoburyric acid)

GABAgR — GABAg receptor

GAD — glutamat dekarboxylaza kyseliny glutamové (glutamate decarboxylase)
GDP — guanosindifosfat

GIRK — G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channel
GlyR — glycinovy receptor

GPCR —receptory sprazené s trimernim G proteinem (G-protein coupled receptors))
GPIAS — gap pre-pulse inhibition of the acoustic startle reflex
GRK2 — G protein coupled receptor kinase 2

GTP — guanosintrifosfat

CHTA — smés chemiblocker, Triton X-100 a NaN3

IC — inferior colliculus



IHC — vnitfni vlaskova burika

IN — interneuron

KCTD — potassium channel tetramerization domain.

KO — knock out

L1-L6 — vrstvy 1-6 (layer 1-6)

mAcChR — muskarinovy acetylcholinovy receptor

MAP2 — s mikrotubuly asociovany protein 2 (microtubule-associated protein 2)
MGB — corpus geniculatum mediale

MUPP1 — multi-PDZ (Post-synaptic density protein) domain protein 1
nAcChR — nikotinovy acetylcholinovy receptor

NMDA — N-methyl-D-asparagova kyselina

PB — fosfatovy pufr

PBS — fosfatovy pufr s chloridem sodnym a chloridem draselnym
PF — paraformaldehyd

PV — parvalbumin

SK —sluchova kiira

SST — somatostatin

UF — ultrasonické pole (ultrasonic field)

VCN — ventrdlni kochledrni jadro (ventral cochlear nucleus)
VGAT — vezikuldrni GABA transportér

vGIuT — vezikularni glutamatovy transportér

VIP —vasoaktivni intestindIni peptid

VP —ventralni posteriorni pole (ventral-posterior field)

WT — divoky kmen (wild type)
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1 Uvod

GABAg receptor, receptor pro hlavni inhibi¢ni neuroprenase¢, y-aminomaselnou
kyselinu (GABA), je duleZity pro fadu fyziologickych i patofyziologickych stav(i. Nachazi se
napfic¢ celou CNS (Clark et al. 2000) v presynaptickych i postsynaptickych kompartmentech
(Bettler et al. 2004). Hlavni presynaptickou funkci receptoru je inhibice vapnikovych kanalt a
tim zpUsobena inhibice vylevu neurotransmiteru. Na postsynaptické membrané aktivuje
draslikové kandly a tim sniZuje excitabilitu bunék (Chen and van den Pol 1998; Reuveny et al.
1994). GABAgR je tvofen heteromery podjednotek GABAg1 a GABAg; a na intraceluldrni
strané se na tento receptor vazi pfidavné podjednotky z rodiny KCTD proteini — KCTDS, 12,
12b a 16. Tyto pfidavné podjednotky zvysuji funkéni diverzitu receptoru v CNS (Metz et al.
2011). Protein KCTD12 urychluje kinetiku GABAgR a zvySuje jeho povrchovou expresi
(lvankova et al.,, 2013, Turecek et al.,, 2014). Mysi postradajici tento protein lIze proto
s vyhodou pouzit jako model pro studium dysregulace GABAgR. GABAg receptor se vyskytuje
napfi¢ celou CNS (Clark et al. 2000), mimo jiné také ve sluchové drdze. Zde byla jeho
lokalizace detailnéji zkoumadna v dorzdlnim kochledrnim jadre potkana (Lujan et al. 2004), ve
sluchové kiife je zndmo jen jeho pfiblizné rozmisténi (Jamal et al. 2011). Detailni lokalizace

KCTD12 ve sluchové drdze nebyla prozatim studovana.

Tinnitus je porucha, pfi niZz postizena osoba vnima zvuk bez zifejmého vnéjsiho
podnétu. Jedna se o jednu z nejéetnéjsich poruch sluchu u ¢lovéka. Pfi¢ina tinnitu neni dosud
plné objasnéna. Bylo zjiSténo, Ze dochazi k dysregulaci neuroprenasecovych systémU a
ke zvySené spontanni a synchronni aktivité v nékterych ¢astech sluchového systému. GABAg
receptor hraje klicCovou ulohu v regulaci excitability a stability neuronalnich okruhd. Podani
baklofenu, agonisty GABAg receptoru, mélo pozitivni efekt na potkany trpici tinnitem (Zheng

et al. 2012). Role GABAgR v indukci a pretrvavani tinnitu vSak neni znama.

Nasim cilem bylo detailnéji popsat lokalizaci GABAg receptoru a pomocné podjednotky
KCTD12 ve sluchové kuire a dorzdlnim kochlearnim jadie mysi. Jednd se o oblasti sluchové
drahy, jez jsou nejcastéji spojovany s indukci a pretrvavanim tinnitu. Dale jsme u divokého
kmene mysi (C57) a mysi postradajici protein KCTD12 pozorovali zmény distribuce GABAg

receptoru v dorzalnim kochledrnim jadre pred a po vystaveni akustickému traumatu..



Literarni prehled

2 Sluchova draha

Sluchovd draha prenasi informace z Cortiho organu vnitfniho ucha do sluchové kary.
Z vnitiniho ucha vychazeji neurony, jejichz axony tvofi sluchovy nerv jdouci do kochlearnich
jader (do dorzalniho a ventralniho kochlearniho jadra). Cast drah postupuje dale p¥imo do
inferior colliculus (IC), ¢ast jde nejprve do komplexu olivy superior a nasledné do IC. Z inferior
colliculus projikuji aferentni vlakna do corpus geniculatum mediale (MGB) a déle do sluchové

kary.

2.1 Dorzalni kochledarni jadro

DCN se nachdzi v mozkovém kmeni a primarné pfijima vstupy z vnitfniho ucha a z VCN
(ventral cochlear nucleus). Na rozdil od ventrdlniho kochlearniho jadra je zde vsak i silna
inervace z jinych oblasti, které probihaji v povrchové vrstvé DCN a tvoti tzv. paralelni vldkna.
Paralelni vlakna prindseji informaci kupfikladu z nucleus cuneatus (Weinberg and Rustioni
1987), vestibularniho nervu (Burian and Gstoettner 1988), nuclei pontis (Ohlrogge, Doucet,

and Ryugo 2001) nebo inferior colliculus (Caicedo and Herbert 1993).

Samotné jadro tvofi tfi vrstvy bunék. Povrchovou molekuldrni vrstvou probihaji
paralelni vlakna, tvorena vybéiky granularnich bunék, jejichZ téla se nachazeji na rozhrani
mezi DCN a VCN (Mugnaini, Warr, and Osen 1980). Dale se zde vyskytuji hvézdicové inhibi¢ni
neurony (stellate cells), které zajistuji glycinergni i GABAergni inhibici na okolnich burnkach
(zvlasté na burikach fusiformnich a cartwheel) (Apostolides and Trussell 2014). Mimo to jsou
zde také vybézky Golgiho a kartdcovych bunék (unipolar brush cells) (Oertel and Young
2004). Pod vrstvou molekuldrni se nachdzi vrstva fusiformni, nazvana podle hlavnich
excitacnich bunék této laminy. Fusiformni buriky maji bipoldrni tvar a jsou glutamatergni.
Patfi mezi hlavni vystupni buriky DCN do IC a pfijimaji informace nejen ze sluchového nervu,
ale také z paralelnich vlaken. Axony fusiformnich neurond mohou tvofit zakonceni v inferior
colliculus anebo inervuji pfimo MGB. Fusiformni bunky jsou inhibovany predevsim jiz
zminénymi hvézdicovymi bunkami a dale cartwheel a tuberkuloventralnimi neurony
(Malmierca et al. 2002; Mugnaini et al. 1980; Smith and Rhode 1985). Takzvané cartwheel
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cells se nachazeji také ve fusiformni vrstvé a predstavuji pocetné nejvétsi skupinu
interneuront DCN (Mancilla and Manis 2009). Jedna se predevsim o glycinergni neurony, ale
obsahuji y-aminomaselnou kyselinu a exprimuji GAD (dekarboxylaza kyseliny glutamové)
(Adams and Mugnaini 1987; Golding and Oertel 1997). Pfijimaji vstupy z paralelnich vldken a
tvori synapse predevsim s fusiformnimi a okolnimi cartwheel burikami (Oertel and Young
2004; Parham and Kim 1995). P¥i excitaci cartwheel neuron( jsou zpravidla s nimi synapticky
spojené fusiformni bunky inhibovany. Inervované cartwheel neurony jsou naproti tomu
depolarizovany pfri aktivaci GABAaR a GlyR (chloridové kanaly), nebot reverzni potencial pro

chloridy lezi nad jejich klidovym membranovym napétim (Golding and Oertel 1996).
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Obrdzek 1:Buriky DCN a jejich synaptické propojeni. Na obrdzku jsou vidét hlavni bunécné typy
DCN — buriky fusiformni, cartwheel, hvézdicové (stelate), tuberkuloventrdlni a obfi (giant). Ddle jsou
zde vidét paralelni vidkna probihajici molekuldrni vrstvou a téla granulovych bunék na rozhrani's VCN.
Glycinergni neurony jsou zndzornény oranZové, glutamatergni zelené a gabaergni riiZové. Prejato z:
(Oertel and Young 2004).

Posledni vrstva, uloZzena nejhloubéji (medidlné), se nazyvd polymorfni. Zde jsou
hlavnimi (excita¢nimi) glutamatergnimi neurony tzv. obfi bunky (giant cells). Tyto bunky,
podobné jako bunky fusiformni, tvori synaptickd spojeni s paralelnimi vlakny iaxony
prichazejicimi z VCN a sluchového nervu a jejich eferentni vybézky vystupuji z DCN a projikuji
do inferior colliculus. V porovnani s fusiformnimi bunkami je jich vSak radové méné. Obri
neurony jsou typicky inhibovany skrze tuberkuloventralni buriky a také skrze D-hvézdicové

buriky (D-stellate cells) ventrdlniho kochlearniho jadra (Oertel and Young 2004; Ryugo and



Willard 1985). PrestoZe se nazyvaji obfi, déli se na velké, stfredni a malé obfi bunky a vetsi
velikosti dosahuje jen mald ¢ast z nich (Alibardi 2003). Poslednim vyznamnym typem
neuronu jsou tuberkuloventralni buriky polymorfni vrstvy. Ve vztahu k DCN maji vertikalni

orientaci a naprosta vétsina je glycinergni (Alibardi 2003).

Jiz fadu let vychazeji ¢lanky vénujici se vztahu mezi DCN a tinnitem a fada z nich
poukazala v této oblasti na zmény probihajici v urcitych skupinach bunék. Napfiklad Zhang a
kol. ukdzali vyrazné zvysSeni spontanni aktivity v DCN po vystaveni akustickému traumatu
(Zhang and Kaltenbach 1998). Dale bylo ukazano, ze |éze DCN brani indukci tinnitu (Brozoski
et al. 2012). U jedincl trpicich tinnitem také dochazi ke zméné glycinergni transmise
specificky na fusiformnich burikdch (Brozoski, Bauer, and Caspary 2002) Proto se touto
oblasti sluchové drahy a nékterymi typy bunék DCN zabyva také experimentdlni ¢ast této

prace.

2.2 Sluchova kura

Sluchové klra je soucasti neokortexu, je koneénym prijemcem aferentnich drah
z vnitfniho ucha a mé zasadni vyznam pro rozliseni a lokalizaci zvukovych objekt( (Angeloni
and Geffen 2018). Déli se do celé fady podoblasti. Pomoci dvoufotonové mikroskopie a
transgennich zvirat exprimujicich GCaMP6 bylo identifikovano dvanact takovych podoblasti,
pficemzZ nékteré z nich vykazuji v makroskopickém méritku tonotopické usporadani (Al —
primarni sluchova klra, AAF — Celni sluchové pole a UF — ultrasonic field), u zbylych je
topografie méné patrna (VP — ventral-posterior field, DP — dorsoposterior field, A2 —
sekundarni sluchova kura, posterior-UF, peri-UF, DAF — dorsal anterior field, peri-AAF, CTR a

peri-A2) (Liu et al. 2017).

Sluchovd kira je tvorena Sesti vrstvami bunék (L1-L6), které jsou organizovany do
radidlnich sloupcli (Winkowski and Kanold 2013). Tyto vrstvy se odliSuji funkéné i
morfologicky. Hlavni vstupy vzestupné drahy do sluchové kiry pfichazi z MGB thalamu a
inervuji predevsim cCtvrtou vrstvu sluchové klry. Tato vrstva je proto casto nazyvana
thalamorecipientni (Kanold, Nelken, and Polley 2014; Winkowski and Kanold 2013). Neurony
L4 vysilaji projekce do dalSich vrstev kdry. Vyrazna je projekce do L2/3 (Meng et al. 2017),
dale také horizontalni projekce do okolnich L4 vrstev (Kratz and Manis 2015) Aktivita

neuronl v klfe je regulovana vlakny, kterd prichazi z locus coeruleus (adrenergni), nuclei



raphe (serotonergni), ventralni tegmentalni oblasti (dopaminergni) a nebo z nucleus basalis
Meynerti (cholinergni). Hlavnimi vystupnimi vrstvami sluchové kiry jsou L5 a L6 vysilajici

eferentni vldkna do MGB, IC a dalSich podkorovych oblasti (Saldana 2015).

Zajimavé je, ze pro frekvencni ladéni konkrétnich neuronl v jednotlivych vrstvach
neplati striktné tonotopické usporadani, jak vyplyva z méreni vyuzivajici ,,calcium imaging”
ve spojeni sdvoufotonovou mikroskopii. VL4 jsou zddnlivé neurony usporadany
tonotopicky, v L2/3 se vsak jiz nachazeji vedle sebe neurony odpovidajici na velmi odlisné
frekvence. RGznou frekvencni preferenci vykazuji i jednotlivé dendritické trny L2/3 neuron.
(Winkowski and Kanold 2013). Avsak ani L4 nevykazuje Uplnou tonotopii typickou pro MGB.
Ctvrtd vrstva nepfijima vstupy pouze zthalamu, ty tvofi jen cca 5 % vstupd, ale také
horizontalni projekce zL6 a L4 a vertikdlni z L2. Presto je thalamokortikalni projekce do
Ctvrté vrstvy zdsadni, nebot Cisty ton je u pfislusnych neuronld schopen vyvolat AP.
U neuron( L2/3 ovsem Cisty tdn bézné intenzity AP nevyvola. Na neuronech druhé a treti

vrstvy totiz konverguji vstupy mimo jiné z rtzné ladénych L4 neuron( (Kanold et al. 2014).

Jednotlivé vrstvy sluchové kiry se odliSuji nejen zdrojem aferentnich a cilem
eferentnich drah, ale zvlasté zastoupenim funkcéné odlisSnych neuronalnich podtypl (Winer
and Schreiner 2011). Dle prevazujici bunécéné funkce délime neurony sluchové kiry na
excitacni (pyramidové a nepyramidové) a inhibi¢ni interneurony (IN). Excita¢ni neurony tvori
glutamatergni synapse a jsou hlavnimi projekénimi neurony sluchové klry (Takamori et al.
2000; Winer and Lee 2007). Interneurony se déli dle funkce, morfologie a biologickych

markeru na fadu typa.

2.2.1 Korové interneurony

Inhibi¢ni interneurony predstavuji heterogenni populaci nékolika desitek podtypda,
pficemzZ vSechny vyuZivaji neuroprenase¢ y-aminomaselnou kyselinu (GABA) (A. Winer
1992). Lze je tridit dle bunééné morfologie, nomenklatura tohoto ¢lenéni vychazi
z konference v Petilla de Aragon (2005) (Yuste 2005). Jednou ze skupin definovanych na této
konferenci jsou basket cells (BC): jednd se o velké multipolarni buriky, z nichz vybihaji
horizontalné smérované axony, a to typicky na vétsi vzdalenosti. BC tvofi synapticka spojeni
na dendritech a somatu excita¢nich neuront (hlavnich bunék). Déli se dale do podskupin

large, small a nest. Large (velké) basket cells se nachazeji zejména v L4 (ale také v L2/3 a L5).



Small (malé) basket cells tvofi hustou axonalni sit, ktera je vsak lokalizovana typicky jen
v jedné vrstvé. Morfologicky se jednd o ,,aspiny” neurony, tedy neurony s hladkymi dendrity
bez dendritickych trn(i. Nest buriky jsou nejmensi a maji nepravidelny tvar. Tvofi také lokalni
axonalni sit, ta pak vytvari charakteristickou pleten okolo téla hlavni bunky. Tento typ IN se

nachazi prevaziné v L2/3.

Dale se v kare vyskytuji chandelier cells, nachazejici se napfi¢ vrstvami L2-L6. Tvori
synapse jen na inicidlnich segmentech hlavnich bunék, a naopak netvofi synaptickd spojeni
sinterneurony. Po aktivaci chandelier cells nedochdzi zpravidla k inhibici, nybrz k excitaci
hlavni buriky, zplsobené otevienim GABA A iontovych kandlQ, protoZe v oblasti inicidlniho
segmentu je vysSi intracelularni koncentrace ClI. Interneurony nazvané Martinotti se
nachazeji v L2-L5. Vytvareji nejhustsi dendritickou sit ze vSech interneuront a tvori ¢asto
elektrické synapse. Jejich axony zpravidla tvofi synaptickd spojeni v L1. Cajal-Retzius cells
vytvareji vyrazny, horizontalné orientovany plexus v L1. V této vrstvé pak projikuji na velké
vzddalenosti. Jejich axony tvofi synapse na apikdlnich dendritech hlavnich bunék. DalSimi
morfologicky rozliSenymi interneurony jsou double-bouquet, bipoldrni, neurogliaformni a bi-

tufted cells (Druga 2009).

Clenéni interneuron(i z hlediska morfologie je nejednoznaéné kvadli jejich vysoké
heterogenité. Morfologické studie byly ostatné ziskany prevainé z fezd, kde je zachovana
pouze Castecna informace. Proto je nyni preferovano zakladni ¢lenéni pomoci specifickych
markeru. Jednotlivé skupiny se lisi expresi vapnik vazajicich proteind (kalbindin, kalretinin,
parvalbumin), neuropeptidi (vazoaktivni intestindlni peptid [VIP], cholecystokinin [Cck],
somatostatin, substance P, neuropeptid Y) a receptorovych proteini (5HT3aR — ionotropni
serotoninovy receptor, nAcChR — nikotinovy acetylcholinovy receptor, mAcChR -
muskarinovy acetylcholinovy receptor). Podle pfitomnosti téchto marker( byly interneurony
rozdéleny do tfi skupin a nékolika podskupin. Hlavnimi markery jsou parvalbumin,
somatostatin a serotoninovy ionotropni receptor 5HT3aR (Tremblay, Lee, and Rudy 2016). Do
téchto tfi skupin lze zaradit naprostou vétSinu zndmych interneurond. Vyjimku tvofi
naptiklad mald skupina chandelier cells, které nevykazuji expresi zddného z téchto markera
(pouze velmi slabou expresi parvalbuminu) (Taniguchi, Lu, and Huang 2013). Parvalbumin
pozitivni buniky (PV pozitivni) jsou v neokortexu dominantni. Z morfologickych skupin se do

této skupiny radi basket nebo chandelier cells. Somatostatin pozitivni bunky (SST pozitivni)



délime na Martinotti (jejichz terminaly se nachazeji na pyramidalnich dendritech L1 vrstvy) a

non-Martinotti cells. VSechny SST pozitivni neurony také inervuji buriky ve svém blizkém

s PV Sst
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Obrdzek 2: Clenéni interneuront kiry dle hlavnich marker(i a morfologickych charakteristik. Zde
jsou rozclenény interneurony do tfi hlavnich skupin: PV, SST a 5HTsa pozitivni neurony. Dale jsou
5HT3a pozitivni interneurony ¢lenény na VIP pozitivni a VIP negativni. Do obou téchto skupin se radi
tfida Cck pozitivnich bunék. (Tremblay et al. 2016)

okoli. SST pozitivni bunky z L2/3 vrstvy tvofi vétSinou synapse na hlavnich burikach, naproti
tomu synapse SST pozitivnich bunék z L4 se vyskytuji na PV pozitivnich interneuronech (Xu et
al. 2013). 5HT3aR pozitivni interneurony tvofi asi 30 % IN a jsou vysoce heterogenni (Miyoshi
et al. 2010). VSechny tyto IN exprimuji nejen 5HTsa receptor, ale téZz nAcCh receptor (Lee et
al. 2010). 5HT3aR pozitivni interneurony (konkrétné skupina non-VIP) tvofi také naprosto
dominantni slozku L1 vrstvy. VIP pozitivni neurony, které patfi do 5HT3aR pozitivnich IN, se
vyskytuji nejvice vL2/3 a maji vertikdalné bipolarné orientované dendrity, které zasahuji
hojné do L1. Jejich axon pak projikuje zejména do L4 nebo L5/6 (Tremblay et al. 2016).
Zvlastni skupinu 5HT3aR pozitivnich interneuront tvofi Cck non-VIP basket cells. Tyto buriky
exprimuji CB1 kanabinoidni receptor a reaguji na subkortikdlni vstupy zamygdaly a
autonomniho nervového systému. Aktivace CB1 receptorli na axondlnich zakoncenich
inhibuje uvolfiovani GABA a vyvolava depolarizaci-indukovanou synaptickou inhibici (Freund

and Katona 2007).

Tremblay a kol. ve své préaci shrnuli nékteré zakladni kortikdIni okruhy. V téchto
okruzich hraji klicovou roli interneurony a jejich inhibi¢ni plsobeni. Inhibici
zprostfedkovanou GABA receptory mizeme délit na proximalni, ktera ma globalné;jsi efekt, a
distalni s lokalnim Gcinkem. Distalni inhibice probiha na dendritickych trnech a zakoncenich,
proximalni na cesté k somatu. Interneurony pUlsobici na distalni oblasti hlavnich bunék tedy
ovliviiuji miru reakce na podnét prichdazejici k hlavni bunce, bunky inhibujici proximalné
(chandelier, Cck, basket cells ad.) ovliviiuji synchronizaci excitacnich neurond, jejich vystup a
casovani. Zakladni typy inhibice jsou feedforward (FFI), feedback (FBI) a disinhibice.
U feedforward inhibice excituje jeden vstup jak glutamatergni bunku, tak IN. Nasledné IN
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inhibuje hlavni neuron. Na tomto typu inhibice se c¢asto podileji PV pozitivni basket cells.
Prikladem muze byt thalamokortikdlni feedforward inhibice, kdy vstup z thalamu vytvafi
synapse v L4 na excitaCnim neuronu a PV pozitivnim interneuronu. Inhibice, nasledujici 1-2
ms po excitaci hlavni buriky, je velmi silnd a umoznuje detekci koincidence synchronnich
talamickych vstupud. U feedback inhibice lokalni glutamatergni burnky aktivuji interneuron,
ktery zpétné inhibuje blizké excitacni neurony, které zplsobily jeho aktivitu. Zaroven z
interneuronu také vybihaji kolateraly k okolnim hlavnim burikam, které se neucastnili jeho
aktivace a zajistuji tak laterdini inhibici (Kato, Asinof, and Isaacson 2017). FBI se ucastni

vétsina druht interneurond.

Feedforward inhibition {FFI)

Feedback inhibition (FBI)
/'\

RecurrentI l Lateral

Disinhibition
\L/ \/
Obrdzek 3: Zndzornéni jednotlivych typl inhibice v mikrookruzich kortexu. U feedforward inhibice
excituje vstup jak hlavni buriku (PC), tak interneuron (IN), ktery ndsledné inhibuje excitovanou PC. U
feedback inhibice hlavni burika excituje blizky interneuron, ktery zpétné inhibuje PC, ale také okolni

neurony. Pri disinhibici inhibuje jeden interneuron jiny IN, ¢imZ je umoZnéna aktivace PC. (Tremblay et
al. 2016)

PFi disinhibici jeden IN sniZuje aktivitu jiného IN a tim umoZiuje vyraznéjsi excitaci
hlavni buriky. Napfiklad SST pozitivni IN inhibuji ostatni typy IN, ale sebe navzajem pouze
vyjimecné a tim posiluji vlastni vliv na excita¢ni neurony. Disinhibice vyuZivaji také VIP
pozitivni IN v L2/3, které tvofi perisynaptické spoje s PV pozitivnimi interneurony a v Al
oblasti sluchové klry wvytvari synapse preferenéné na dendritech SST pozitivnich
interneuron( L2/3 vrstvy. Disinhibice se pravdépodobné ucastni asociativniho uceni (zvuk —
strach). Sok po zvuku vyvolava aktivaci AcCh drah a IN (single bouquet cells) v L1, které

inhibuji L2/3 PV pozitivni interneurony (Jiang et al. 2016; Tremblay et al. 2016). Pfestoze je
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rada mikrookruhl popsana, neexistuje zatim zcela komplexni predstava o jejich fungovani ve

sluchové klife a o funkénim zapojeni jednotlivych typl interneurond.

3 Tinnitus

Tinnitus je porucha, pfi niZ postizena osoba vnima zvuk v nepfitomnosti zevniho zdroje
zvuku. Jednd se o jednu z nejcastéjSich sluchovych poruch, kterd miZe velmi negativné
ovlivnit Zivot ¢lovéka. Ve Spojenych statech americkych zaZilo minimalné kratkodoby tinnitus

cca 25 % lidi, chronicky pak priblizné 8 % (Shargorodsky, Curhan, and Farwell 2010).

Tinnitus Ize rozdélit na objektivni a subjektivni. Objektivni tinnitus je vzacny a zplsobuji
jej detekovatelné zvukové podnéty v bezprostfedni blizkosti ucha. Jedna se zpravidla o
turbulentni tok krve (napriklad pti stendze arteria carotis interna) nebo kontrakci svall
(napfiklad myoklonus u musculus tensor tympani nebo stapedius) (Carlin, McGraw, and
Anderson 1997). U subjektivniho tinnitu neexistuje vazba sluchového vjemu na jakykoli
redlny zvuk. Jeho pfic¢inou mlzZe byt fada onemocnéni (neurologickd — sclerosis; metabolicka
— hyperlipidemie, deficit vit. B12; psychiatrickd — deprese; lymeska borelidza, zanéty ucha,
Schwannom na sluchovém nervu), poranéni hlavy, perforace bubinku, nadmérné uzivani
ototoxickych lék( nebo vystaveni nadmérnému hluku. Periferni poskozeni vede nasledné ke
zménam ve sluchové draze, které mohou vést k pfechodu od akutni faze ke chronické formé

tinnitu.

Tinnitus zasahuje na molekuldrni Grovni fadu oblasti sluchové drahy. Na urovni DCN
dochazi ke zvySené neurondlni aktivité, ke zméndm v cholinergni a glycinergni transmisi
(Brozoski et al. 2002; Jin et al. 2006). V této oblasti sluchové drahy dochazi kintegraci
somatosenzorickych vstup(. Tato integrace je zfejmé pricinnou projevu tinnitu pfi nadmérné
aktivaci trigeminalniho nervu ¢i neuronl zadnich roh( misnich (Shore, Zhou, and Koehler
2007). Na urovni IC dochazi téz ke zménam inhibi¢ni transmise — predevsim transmise
GABAergni. Méni se hladina glutamat dekarboxyldzy a GABAa receptor( (Bauer et al. 2000;
Milbrandt et al. 2000). Jak v DCN, tak v IC byla pozorovana zvysena neuronadlni aktivita, jejiz
pri¢innou je, zda se, porusend inhibi¢ni neurotransmise. Na urovni sluchové kiry probihaji
zmény v neuronadlni plasticité a je zvySena excitabilita a synchronicita bunék (Eggermont
2008; Eggermont and Roberts 2004). Téz dochazi k posunu receptivnich poli. Za tyto zmény

nese odpovédnost ziejmé také oslabena inhibi¢ni transmise (Scholl and Wehr 2008). Zd3 se



tedy, Ze v indukci tinnitu hraje dominantni roli DCN a jeho pficinu lze hledat v poruseném
inhibi¢nim (zvlasté GABAergnim) prenosu. Sluchova kura, v které dochdzi ke zméndm

v plasticité, je pak pfedpokladanou oblasti, v které je tinnitus udrzovan.

3.1 Modely tinnitu u zvirat

Pro studium tinnitu na molekuldrni drovni pomoci molekuldarné biologickych
a elektrofyziologickych metod je zdsadni vytvoreni validniho zvitectho modelu. Dosavadni
studie pouzivaji k vyvolani tinnitu u zvirat predevsim dva typy metod. Jednd se o akustické
trauma (o rGzné intenzité zvuku a délce trvani) (Hickox and Liberman 2014; Ropp et al. 2014)
a o podani ototoxickych latek, napfiklad chininu (Mulheran 1999), aminoglykosid( (Jos J.
Eggermont and Larry E. Roberts 2004), ale zvlasté v praxi pouzivaného salicylatu (Yang et al.

2007).

3.1.1 Vliv salicylatu

Salicyladt pUsobi pfimo jak na periferni, tak na centrdini sluchovou drahu. Percepce
tinnitu nastupuje po podani salicylatu velmi rychle (fadové v nékolika minutach) a tento
efekt je reverzibilni (vymizi do tfi dnd po podani davky) (Stolzberg, Salvi, and Allman 2012).
Na drovni kochley snizuje motilitu vnéjsich vlaskovych bunék antagonistickou vazbou na
prestin, protein reagujici na zménu intracelularni koncentrace aniontl (Kakehata and Santos-
Sacchi 1996). Ve sluchové draze dale dochazi pod vlivem salicyldtu ke zméné spontanni
frekvence akénich potencidld ve sluchovém nervu. Bylo zjisSténo, Ze velmi vysoké davky (400
mg/kg) tuto frekvenci zvysuji (Kumagai 1992), nizsi davky maji efekt opacny nebo pod jejich
vlivem nedochazi k signifikantni zméné (Miiller et al. 2003). V CNS snizuje salicylat pfedevsim
GABAergni signalizaci a ovliviiuje vodivost nékterych draslikovych a vapnikovych kanall
(Bauer et al. 2000; Yan-xing Liu et al. 2005; Yanxing Liu et al. 2005), dochazi k tomu napfiklad
u L-typu Ca?* kandlu v colliculus inferior a GIRK K* kanalu v corpus geniculatum mediale
(Yanxing Liu et al. 2005; Wang et al. 2016). Salicylat naopak zvySuje proud prochazejici
NMDA receptory, coZ bylo popsano jiz na urovni spiralniho ganglia (Guitton et al. 2003;
Meng et al. 2012; Peng, Chen, and Lin 2003), po jeho aplikaci byl ddle pozorovan narust

serotoninu (Liu et al. 2003).
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Plasobenim salicylatu dochazi téz k ovlivnéni metabolismu. Wallhdusser-Franke a kol.
ukazali pokles metabolické aktivity v colliculus inferior a jeji narlist v MGB a sluchové kiire

(Wallhausser-Franke et al. 1996).

Dysbalance na urovni receptorovych proteinli a kandld vede ke zméné spontdnni
neuronalni aktivity v IC, v sekundarni sluchové klre a ve sluchové kife primarni (Eggermont
and Kenmochi 1998). Na urovni sluchové klry pak dochdzi ke snizeni lateralni inhibice

a k synchronizované neurdlni aktivité (Mgller 2003).

3.1.2 Akustické trauma

Definované akustické trauma experimentdlnich zvifat se vyuziva jako model pro
studium zmén vyvolanych u ¢lovéka vystavenému intenzivnimu zvuku (Galazyuk and Hébert
2015). Vyvolani tinnitu akustickym traumatem je ¢asto pomalejsi nez vyvolani salicylatem a
neni zpravidla plné reverzibilni. V pfipadé ireverzibilné vyvolaného tinnitu Ize také snaze

studovat jeho chronicky vyvoj a jeho dopad na organismus.

Hlasity zvuk majici za cil vyvolat tinnitus poSkozuje primarné vnitini ucho. Dochazi
k poniceni vnitfnich vlaskovych bunék (IHC) — predevsim vysokofrekvenéné ladénych —
a k poklesu ribbon synapsi (Singer et al. 2013). Singer a kol. ukazali pfimou korelaci

mezi poklesem ribbon synapsi (v bazalni ¢asti kochley) a vznikem tinnitu.

Poskozeni vnitfniho ucha ma pravdépodobné za nasledek detekované snizeni
frekvence spontdnnich akénich potencidll na urovni sluchového nervu (Liberman and Kiang

1978).

Traumatizovana zvirata vykazuji naopak zvySenou spontanni aktivitu v jadrech nervové
sluchové drahy. VDCN byla zaznamendna zvySena neurondlni aktivita (Finlayson and
Kaltenbach 2009), pravdépodobné zplsobend snizenim inhibi¢niho prenosu. Zmény
glycinergni transmise byly detekovany specificky v burikdch fusiformnich (Brozoski et al.
2002), u nichz predevsim ve vysokofrekvencni oblasti DCN dochazi ke snizeni exprese
podjednotky al GlyR a zvySeni exprese gephyrinu (Wang et al. 2009).Dale byla pozorovana
zvySenad aktivita v IC (Ma, Hidaka, and May 2006) a kortexu (Llano, Turner, and Caspary
2012). VIC byl zaznamendn pokles mnozstvi mRNA pro al podjednotku GlyR, GABAaR a
GAD, coZ naznacuje zmény v GABAergni signalizaci (podobné jako po podani salicylatu)

(Dong et al. 2010). Ve sluchové kilife nebyla zvySena spontdnni aktivita zaznamenana
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okamzité po akustickém traumatu (15 minut), ale pIné se rozvinula az dvé hodiny po zakroku
(Mgller 2003), coz m(iZze byt projevem neuroplasticity vedouci k chronickym zménam (Mgller
2016). Zmény ve spontanni aktivité a synchronizaci akénich potencidll vedou také ke
zménam v tonotopické mapé, coz bylo prokazano v primarni sluchové kiife (Norefia and

Eggermont 2003) a v DCN (Kaltenbach, Czaja, and Kaplan 1992).

3.1.3 Metody detekce tinnitu

Vjem subjektivniho tinnitu je na drovni souasného poznani pfistroji neméfitelny u
¢lovéka stejné jako u zvifat. Proto je nutné detekovat tinnitus u zvifat pomoci behaviordlnich
testl, jako jsou napftiklad GPIAS (gap pre-pulse inhibition of the acoustic startle reflex),

metoda Sederholma a Swedberga nebo test vyvinuty Jastreboffem a kol.

Zakladem GPIAS je ulekova reakce zvifete (pfedmétem méreni je jeji motorickd slozka)
na velmi intenzivni zvuk. Velikost Ulekové reakce Ize ovlivnit zafazenim varovného signalu,
ktery predchazi vlastnimu intenzivnimu zvukovému podnétu. Pokud je zvife vystaveno
bazalnimu Sumu a tésné pred tim, neZ zazni tén, je Sum kratce prerusen (gap), vysledna
ulekova reakce se snizi. Jestlize bude u zvifat s tinnitem pouZit bazalni Sum kvalitativné blizky
jejich subjektivnimu tinnitu, oslabi se jejich schopnost vnimat gap a nedojde tedy
k vyraznému snizeni ulekové reakce (Turner et al. 2006). Vyhodou této metody je, Ze pro jeji
pouziti neni zapotrebi specialni trénink zvifat, ddle ji Ize pouzit opakované a také se hodi pro
testovani vétsi skupiny zvifat. DUleZité pro spravné provedeni experimentu je nalezeni
kvalitativné blizkého Sumu. Pokud bylo zvife ohluseno a vyvinul se u néj tinnitus, pak muze
mit frekvence tinnitu relativné velky rozptyl, jak ukazuji jednotlivé studie (Longenecker and
Galazyuk 2011; Turner et al. 2006). MUzZe také dochazet k poskozeni sluchu (predevsim diky
poskozeni vlaskovych bunék vnitiniho ucha), coz nasledné ovlivni GPIAS (tedy vnimani Sumu,
mezery vSumu, ale iintenzivniho ulekového stimulu). V nékterych pripadech se muze
rozvinout i hyperakuze. Pak ohlusena zvifata (potencidlné trpici tinnitem) reaguji na ulekovy
stimul silnéji nez kontrolni i v nepfitomnosti gapu vSsumu (Chen et al. 2013; Lobarinas,

Hayes, and Allman 2013).

VétsSina ostatnich metod detekce tinnitu vyZaduje dlouhodobé trénovani zvirat. Patfi
mezi né test vyvinuty Jastreboffem a kol. V tomto testu se potkani naudi pit vodu, ve chuvili,

kdy jsou vystaveni Sumu. Pokud je Sum prerusen, musi prestat pit, jinak je aplikovan
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bolestivy impulz. Zvitata trpici tinnitem reaguji na preruseni Sumu pomaleji (Jastreboff et al.

1988).

Dale je to napfiklad metoda Sederholma a Swedberga. Zde jsou zvifata ucena
zatahnout za pdku Cislo jedna, pokud tén slysi, a za paku cislo dvé, pokud tén neslysi. Za
spravnou odpovéd jsou odménéna. Tento test je odolny vuci zkresleni dat zhorSenim sluchu,
hyperakuzi nebo ztrdtou motivace pokusnych zvifat. Oproti predesSlému testu je navic ke

zvitatlm Setrnéjsi (nevyzaduje trest) (Sederholm and Swedberg 2013).

4 GABA; receptor

GABAg receptor je metabotropni transmembrdnovy protein. Hlavnim agonistou
receptoru je y-aminomaselna kyselina (GABA), dominantni inhibi¢ni neuroprenase¢ v CNS
savcl. Funkéni receptor tvori heterodimer podjednotek GABAg1 a GABAg,. GABAGR se fadi do
skupiny GPCR (G protein-coupled receptor) a je ptibuzny s metabotropnimi glutamatovymi
receptory. Receptor se nachazi na postsynaptické burice i presynaptickém terminalu, je
lokalizovan zvlasté extrasynapticky, ale byl detekovan také pfimo v synaptické Stérbiné

(Charara et al. 2005; Kulik et al. 2002).
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4.1 Struktura a funkce GABAgR

Kazda z podjednotek obsahuje sedm transmembranovych domén, které jsou spojené
tfemi intraceluldrnimi a tfemi extracelularnimi klickami, rozsahly extracelularni N konec a
intracelularni C konec. C konce podjednotek tvofri coiled-coil domény, které jsou dllezité pro
heterodimerizaci receptoru a tvori vazebnou doménu pro fadu intracelularnich proteind
(Bettler and Tiao 2006). Pro funkci receptoru je dimerizace naprosto zdsadni. Samotna
GABAg1 podjednotka zlstava zadrzena v endoplazmatickém retikulu, protoZe obsahuje na
svém C konci RXR(R) retencni signal, ktery podjednotce brani v transportu na plasmatickou
membranu (Margeta-Mitrovic, Jan, and Jan 2000). Pfi heteromerizaci je tento signdl prekryt
C-koncem GABAB;, coz vede k expresi receptoru na bunécné membrané. Po zabudovani do
membrany se na podjednotku GABAg1 mUiZe vazat ligand. Vazebné misto pro ligand se
nachazi v N-koncové doméné zvané LIV-BP (leucine-isoleucine-valine binding protein), nebo
venus fly trap domain, ktera se sklada ze dvou lalokl (Galvez et al. 1999). N konec GABAg;
podjednotky neobsahuje vazebné misto pro endogenni ligand, presto je dlleZity pro spravny

prenos signalu mezi podjednotkami (Margeta-Mitrovic, Jan, and Jan 2001). Hlavni funkci

B1 Subunit B2 Subunit

Allosteric
modulator

Coiled-caoll

Obradzek 4: Struktura GABAg receptoru. Dvé podjednotky GABAgR tvori heterodimer skrze svij C
konec tvorici coiled-coil doménu. B2 podjednotka interaguje s G proteinem a na B1 podjednotku se
vdZe agonista GABA. Skrze G protein dochdzi k ovlivnéni K* kandlu, Ca**kandlu a adenylyl cykldzy.
Prevzato z: G. Adelman, B. H. Smith (Eds.), Encyclopedia of Neuroscience (3rd ed., CD-Rom).
Amsterdam: Elsevier.



GABAGg; podjednotky je prenos signalu dovnitf bunky a aktivace trimerniho G proteinu. Pro
vazbu a aktivaci jsou zadsadni intracelularni smycky GABAg; (Havlickova et al. 2002; Margeta-
Mitrovic et al. 2001). Jedna se zvlasté o kladné nabité oblasti aminokyselin smycek dvé a tfi,

které interaguji s negativné nabitym povrchem G proteinu (Robbins et al. 2001).

Na GABAgR se vaie cela fada endogennich, ale i exogennich latek. Hlavnim
endogennim agonistou je GABA, ktera se vdze do ortosterického mista na GABAs:
podjednotce. Jiz klasickym exogennim agonistou receptoru je baklofen, ktery byl
syntetizovan v roce 1962. Vyskytuje se ve dvou enantiomerech, které se lisi svoji afinitou ke
GABAg receptoru (Froestl et al. 1995). DalSimi agonisty GABAgR jsou naptiklad gabapentin,
ktery je selektivni pro GABAg1a/2 heterodimer (Bertrand, Morin, and Lacaille 2003), relativné

novéjsi latky jako CGP27492, AZD3355 nebo CGP44532 (Claire L Padgett and Slesinger 2010)

4.1.1 Podjednotky GABAgR — lokalizace a vyznam

Byly nalezeny tfi sestfihové varianty podjednotky GABAg,, avsak prozatim u nich nebyl
nalezen vyrazny fyziologicky vyznam (Billinton et al. 2001). Také bylo popsano nékolik
sestfihovych variant GABAg: (1la-1e), z nichZ varianty 1a a 1b jsou konzervovany napftic¢
ZivocisSnymi druhy, exprimovany v centralni nervové soustavé a maji fyziologicky vyznam
(Kaupmann et al. 1997, 1998). Tyto sestfihové varianty se lisi oblasti N konce, kde se u
podjednotky 1a nachazi tzv. sushi doména (doména typickd pro adhezni proteiny). Tato
doména ma radu funkci, zde zvySuje stabilitu exprese GABAg1a/2 heterodimeru v plazmatické
membrané (Hannan, Wilkins, and Smart 2012), zajistuje axonalni transport podjednotky 1a
(Biermann et al. 2010) a umoziuje interakci s proteinem extraceluldarni matrix fibulinem

(Tiao et al. 2008).

Jednotlivé podjednotky GABAgR se navzajem odlisuji lokalizaci v rdmci CNS. Na urovni
mozecku se nachazi varianta 1a v granularni vrstvé bunék, naproti tomu 1b v purkynovych
burikdch (Bischoff et al. 1999). Také byly pozorovany rozdily na urovni jednotlivych synapsi.
Ovsem tyto vysledky jsou mirné rozporuplné. Dietmar Benke a kol. tvrdi, Ze varianta 1b je
lokalizovdna presynapticky nebo extrasynapticky, 1a pak postsynapticky (Benke et al. 1999).
Naproti tomu Andrew Billinton a kol. pozorovali lokalizaci sestfihovych variant v mozecku
potkana pravé opacnou (Billinton, Upton, and Bowery 1999). V posledni dobé jiz zfejmé

definitivné prevladl nazor Billintona a kol. (Biermann et al. 2010; Craig et al. 2013).
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Nedochazi vsak jen k prostorovym odliSnostem mezi 1a a 1b variantami. Ve fetalni CNS
naprosto dominuje varianta 1a, jejiz hladina nasledné klesd a u dospélého jedince je jiz

pocetnéjsi 1b (Fritschy et al. 1999).

4.1.2 Trimerni G protein a efektory GABAg receptoru

GABARGR je spraZen s trimernim G proteinem — predominantné s tfidou Gi/o (s typy Gi a
Go). Po aktivaci GABAgR dochazi v trimernim proteinu k vyméné GDP za GTP a disociaci na
podjednotku a a By komplex. Tyto podjednotky plsobi na celou fadu cild. U GABAg
receptoru se jedna pfedevsim o inhibici otevirani Ca?* kanald (typ P/Q a N), aktivaci K* kandlu
typu GIRK (G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channel) nebo ovlivnéni nékolika
typu adenylyl cykldz (Knight and Bowery 1996; Olianas and Onali 1999). Vapnikové kanaly
(jak P/Q, tak N) jsou duleZité pro kvantové uvolriovani neuroptfenasede z presynaptickych
nervovych zakonceni. Kinhibici dochazi zvlasté na presynaptické membrané neuronu a
zajistuje ji vazba By komplexu na kanal (Chen and van den Pol 1998; Dolphin 2003), Inhibice
vapnikovych kandld byla nalezena také na postsynaptické membrané, kde vede aktivace
GABAgR k snizené excitabilité buriky (Harayama et al. 1998). OvSem hlavnim efektorem na
postsynaptické membrané je GIRK kandl. GABAg receptor zvysuje jeho aktivitu aktivaci By
podjednotek trimerniho G proteinu, které se vazi na draslikovy kandl a stabilizuji jeho
otevienou konformaci (Reuveny et al. 1994). Tedy jak inhibice vapnikovych kanall, tak
aktivace draslikovych vede zpravidla k inhibi¢nimu pUsobeni na vedeni a pfenos nervového
vzruchu. ZpUsob ovlivnéni funkce adenylyl cyklazy aktivaci GABAgR zavisi na typu adenylyl
cyklazy (AC). Bylo zjisténo, Ze a podjednotka inhibuje AC typu I, Ill, V a VII. Naproti tomu By
komplex aktivuje adenylyl cyklazy typu II, IV a VII (Bettler et al. 2004) Avsak tato aktivace je
zavisla na pritomnosti Gas podjednotky v burice. Skrze plsobeni na AC dochazi jak
k naslednym fosforylacim (via PKA — protein kindza A), tak k ovlivnéni genové exprese (via

CREB) (Claire L. Padgett and Slesinger 2010).

Na intraceluldrni strané interaguje GABAg receptor s celou fadou dalSich proteinl a
proteinovych komplex(i. Pomoci C konce GABAg1 podjednotky se receptor vaze na proteiny
zrodiny 14-3-3 (konkrétné 14-3-3eta a 14-3-3zeta). Pro tuto vazbu je dulezitd dimerizace
receptoru a vznik coiled-coil domény. 14-3-3 slouzi jako scaffolding proteiny a ovliviuji vazbu
G proteinu ke GABAgR (Couve et al. 2001). K C konci (podjednotky GABAg;) se vaze NSF

faktor, jehoz hlavni funkci je napomoci transportu receptoru do plasmatické membrany
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(Pontier et al. 2006). Dalsimi proteiny interagujicimi s GABAg receptorem jsou tamalin,

MUPP1 nebo B-filamin, ktery zajistuje vazbu receptoru k cytoskeletu (Bettler et al. 2004).

GABAg receptory spolu s trimernimi G proteiny, scaffolding proteiny a downstream
regulacnimi proteiny tvofi na membrdané slozZité komplexy (Maurel et al. 2008). V téchto
interakcich a regulacich jsou klicové KCTD proteiny, které budou trochu podrobnéji

charakterizovany v nasledujici podkapitole.

4.1.3 KCTD proteiny

KCTD proteiny (potassium channel tetramerisation domain-containing proteins) tvofi
tetramerni a pentamerni komplexy, ale dokonce byly nalezeny i ve formé monomer(, nebo
dimerq. Jejich rGznorodd oligomerizace zvySuje univerzalnost pfi vazbé na okolni proteiny a
struktury (Pinkas et al. 2017). KCTD maji relativné konzervovany N konec tvorici BTB doménu
— jednu z domén zasadnich pro protein-proteinové interakce, diky kterym mohou KCTD
proteiny ovliviovat fadu bunécénych proces (transkripci, dynamiku cytoskeletu nebo
ubikvitinaci (Bayon et al. 2008; Liu, Xiang, and Sun 2013; Zarelli and Dawid 2013)). KCTD
proteiny typu 8, 12, 12b a 16 specificky interaguji s GABAg receptorem a zasadnim zplsobem
ovliviuji jeho funkci, proto byly klasifikovany jako ptfidavné podjednotky receptoru (Schwenk
et al. 2010). Regulace odpovédi jednotlivymi typy KCTD proteinl pomohlo vysvétlit do té
doby nepochopitelné farmakologické vlastnosti GABAg receptoru v rdznych bunécénych

populacich (Gassmann and Bettler 2012).

KCTDS, 12, 12b a 16 se vzajemné odlisuji svou expresi v jednotlivych oblastech CNS.
V oblasti neokortexu je dominantni pridavnou podjednotkou KCTD16. Tento protein se
nachazi prakticky ve vSech vrstvach klry. Naproti tomu KCTD8 ani KCTD12b nebyly v klife
detekovany. KCTD12 vykazuje expresi specifickou pro zatim nepopsanou skupinu bunék
(morfologicky se zfejmé jednd o basket cells). KCTD8 ma zvySenou expresi pouze v ¢ichovém
laloku, medidlni habenule a nékterych oblastech hipokampu. KCTD16 se kromé kiiry
vyskytuje v mnoha oblastech mozku — vysoka exprese byla zaznamenana zvlasté
v hipokampu a ve vétsiné jader thalamu. KCTD12 se nachdzi pfedevsim v hipokampu a také
v hypothalamu (kde je jeho exprese ¢astec¢né komplementarni k expresi KCTD16) (Metz et al.

2011).
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KCTD se vazi na C konec GABAg; podjednotky prostfednictvim BTB domény a urychluji
nastup odpovédi po aktivaci receptoru (Schwenk et al. 2010). Jednotlivé typy KCTD proteint
(8, 12, 12b, 16).se lisi svym pusobenim na desenzitizaci proudd vyvolanych GABAs
receptorem. KCTD12 urychluje desenzitizaci receptorem vyvolané odpovédi, takze dochazi
k rychlému poklesu vodivosti GIRK kanald nebo dysinhibici napétové ovladanych
vapnikovych kandld typu N a P/Q (Schwenk et al. 2010). Tato desenzitizace je velmi rychl3,
nemulze byt tedy zplsobena internalizaci receptoru, jak bylo ukazdno pro jiné GPCRs.
KCTD12 se vazie na G protein a stabilizuje jej v blizkosti GABAg receptoru. Pfi aktivaci
receptoru se pak vaze na volné By podjednotky G proteinu a napomdaha odvazani téchto
podjednotek od GIRK kanalu a tak urychluje desenzitizaci (Turecek et al. 2014). KCTD12
zvySuje expresi GABAgR na plasmatické membrané a tim i velikost odpovédi (Ilvankova et al.
2013a). KCTD12 neovliviiuje hlavni vazebné misto receptoru, ale ma vliv na posileni efektu
CGP7930 vaziciho se do alosterického mista GABAgR (Li et al. 2017). Naproti tomu KCTD16 a
KCTD8 zvysuji afinitu y-aminomaselné kyseliny k hlavnimu vazebnému mistu na GABAGgR.
Dale KCTD8 ovliviiuje trimerni G protein, nebot zkracuje dobu jeho aktivniho stavu (Rajalu et

al. 2015).

Jiz drive byla popsdna relativné vysoka diverzita odpovédi GABAg receptoru, kterd by
byla jen téZzko odlvodnitelnd pouhymi dvéma variantami podjednotky jedna a jednou
variantou podjednotky dvé. Nyni se zda, Zze za ¢ast téchto odliSnosti nesou odpovédnost

pridavné podjednotky KCTD.
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5 Funkéni komplex GABAs receptoru a tinnitus

Jak bylo jiz popsdno ve druhé kapitole, u zvitat vykazujicich tinnitus dochazi k narGstu
spontanni aktivity ve sluchové draze (sluchova kira, DCN, IC) a k neuronalni synchronizaci,
které mohou mit plvod ve zvySeném glutamatergnim, nebo snizeném inhibi¢nim prenosu.
GABA je hlavnim inhibi¢nim neuroprenase¢em v CNS a jeji receptor, GABAgR, je zasadni pro
vyvoj a regulaci neurondlnich okruh( a je vysoce exprimovan ve sluchové draze (Fubara et al.

1996; Gaiarsa and Porcher 2013; Huang and Thathiah 2015).

buzzing

humming | ringing

GABAB
receptor

Obrazek 5: Vliv dysregulace GABAgR na projevy tinnitu. Na obrdzku je zndzornén GABAsR
s pomocnou podjednotkou KCTD12. Efektory GABAg odpovédi jsou draslikovd, vdpnikové kandly a
adenylyl cykldza. Receptor skrze tyto efektory ovliviiuje excitabilitu buriky. Dysregulace této odpovedi
miZe vést k projevim tinnitu (napriklad bzuceni &i zvonéni). Prevzato od kolegyné Mgr. Bohdany
Hruskové, Ph.D.

Vztah mezi GABAg receptorem a tinnitem byl poprvé zkouman roku 1996, kdy
Szczepaniak a Mgller pozorovali vliv baklofenu na colliculus inferior, u néjz byla zvukem
indukovdna zvySena excitabilita (Szczepaniak and Megller 1996). Ddle bylo ukazano, Ze
aplikace R-baklofenu sniZuje tinnitus u potkanl (Zheng et al. 2012). Vliv baklofenu byl
zkoumdn u pacientl se subjektivnim tinnitem. V klinické studii z roku 1996 ale nebyl nalezen

pozitivni efekt (Westerberg, Roberson, and Stach 1996). Divodem mUZe byt poufZiti
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racematu baklofenu (smés ucinnéjsiho R a méné ucinného S baklofenu). Bylo zjisténo, ze S
enantiomer je nejen méné ucinny, ale ve smési pfimo snizuje ucinnost R enantiomeru
(Smith, Zheng, and Darlington 2012; Terrence et al. 1983). Nevyhodou zminéné studie je

také zahrnuti pacientd se znacné nevyrovnanou mirou zavaznosti tinnitu.

Indukce tinnitu salicylatem vede ke zvySené aktivité v inferior colliculus. Pokud byl
aplikovan salicylat spolu s antagonistou GABAgR, CGP35348, ukdazalo se, Ze salicylat a
antagonista GABAgR spolu plsobi synergicky (efekt byl vyraznéjsi nez samotna suma ucinka
jednotlivych latek) (Patel and Zhang 2014). Po podani salicylatu doslo ke sniZzeni exprese
obou podjednotek GABAgR v IC, a to jak na téle neuronu, tak na vybéZcich (Butt et al. 2016),
coz muzZe byt pricinou vys$si neuronové aktivity.

Ve shodé s touto hypotézou Sand a kol. zjistili, Ze se alela rs34544607 KCTD12 proteinu
nachazi ve vétsi mife u pacientl s tinnitem (Sand et al. 2012). Z hlediska této diplomové
prace je pak zajimavy vztah tinnitu a komplexu GABAgR-KCTD12. KCTD12 je dllezity pro

povrchovou expresi GABAsR a jeho downregulace muzZe vést ksnadnéjsi indukci Ci

k udrZovani tinnitu.
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Experimentalni cast

6 Metody a materidl

6.1 Materidl

6.1.1 Zvirata

Byly pouZity dospélé mysi kmene C57 a geneticky modifikované mysi kmene C57
postradajici protein KCTD12 (stejného stafi jako divoké C57 a také bez rozlideni pohlavi). Cast
téchto mysi byla nasledné ohlusend a u nékterych se vyvinul tinnitus. Mysi pouZité pro

kvantitativni zhodnoceni zmény lokalizace GABAg receptoru v DCN shrnuje nasledujici

tabulka.

Tabulka 1:
Mys Datum narozeni | Ohluseni Tinnitus (10kHz)
C57 WT 18.5.2017 20.7.2017 ANO
C57 WT 7.9.2017 9.11.2017 NE
C57 WT 7.9.2017 14.11.2017 | NE
C57WT 7.9.2017 10.11.2017 | ANO
KCTD12 KO 23.8.2017 24.10.2017 | ANO
KCTD12 KO 23.8.2017 30.10.2017 | ANO
KCTD12 KO 21.3.2017 18.7.2017 ANO
KCTD12 KO 1.8.2017 24.10.2017 | ANO

Dale byly pouzity mysSi exprimujici cerveny fluorescenéni protein tdTomato ve
specifické skupiné interneuronl. Jednd se o mysi exprimujici Cre rekombinazu pod
promotorem pro somatostatin — C57 Sst-IRES-Cre (JAX # 018973), parvalbumin — C57 Pv-
IRES-Cre (JAX # 012358) nebo vasoaktivni intestinalni peptid — C57 Vip-IRES-Cre (JAX #
010908), které byly zkfizeny s reportérovou linii tdTomato reporter line (JAX # 007909). U

téchto mysi také nebylo rozliSovano pohlavi a jedinci dosahovali véku 1-4 mésicu.

6.1.2 Pomducky a pfristroje

kryostat Leica CM3050 S
konfokalni mikroskop Olympus BX 61
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vibra¢ni mikrotom Leica VT1000 S

konfokalni mikroskop Zeiss LSM 5 DUO
deionizator vody Millipore MILLI-Q synthesis A-10
pfenosny pH metr HI 9024

centrifuga Eppendorf MiniSpin plus

analytické vahy Mettler toledo

tfepacka Stovall Belly Dancer

pipetmany od firmy Eppendorf

binolupa Leica S6E

6.1.3 Roztoky a pufry

Fosfatovy pufr
o 0,2 M PB: Na;HPO4.7H,0 (43,42 g), NaH,P04.H,0 (5,24 g) fedéno v 1 | H,0 > dale
fedéno na 0,1 M PB.

Fosfatovy pufr s chloridem sodnym a chloridem draselnym

o 10 mM PBS: fedéno z 0,1 M PB s pfidavkem 8,76 g NaCl a 0,2 g KCl na 1 | pufru.

Fyziologicky roztok
o 0,9 gNaClredénov1I|H;0.
e Fixacni roztok
o 4% paraformaldehyd (PF) w/v 0,1 M PB, konec¢né pH 7,4.
o Pfiprava: paraformaldehyd byl rozpustén v 0,1 M PB za konstantniho michani pfi
teploté, kterd nepresahla 60 °C. Po rozpusténi bylo pH upraveno koncentrovanou
HCl (NaOH) na pH 7,4. Roztok 4% PF byl prefiltrovan, ochlazen na 4 °C a ptipraven
k okamzitému poutZiti nebo ke kratkodobému uskladnéni pfi -20 °C.
e CHTA
o Chemiblocker, Triton X-100 a NaNs: fedici smés primarnich a sekundarnich
protilatek slouzici k zabranéni nespecifické vazbé protilatek (5% chemiblocker),
k permeabilizaci membran (0,3% Triton X-100). Azid sodny (0,1% NaNs) pusobi

proti rlstu bakterii a plisni. Latky redény v 0,1 M PB.
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e Roztoky sachardzy

o Pouzity 10%, 20% a 30% roztoky sachardzy (w/v) v 0,1 M PB.

6.1.4 Primarni protilatky

Primarni protilatky byly fedény s pouzitim fedici smési CHTA. Specificita znaceni byla

ovéfena vynechanim primarnich protilatek, nebo pouzitim fezl ptipravenych z KO zvirete

(GABAg; KO, KCTD12 KO).

PouZité protilatky jsou shrnuty v ndsledujici tabulce.

Tabulka 2: Pouzité primarni protilatky

Antigen Klonalita Redéni | Zdroj
VGAT monoklondlni mysi 1:500 Synaptic Systems
Cholecystokinin 8 monoklonalni mysi 1:500 Abcam
vGIuT 1 (aa 456-560) polyklonalni morcéeci 1:500 Synaptic Systems
B3 tubulin monoklonalni mysi 1:500 GeneTex
Kalbindin D-28K monoklondlni mysi 1:500 Swant
Kalretinin polyklonalni kozi 1:2000 Chemicon
Parvalbumin monoklonalni mysi 1:500 Swant
KCTD12 polyklonalni kralici 1:200 prof. Bernhard Bettler
KCTD16 polyklonalni kralici 1:200 prof. Bernhard Bettler
GAD67 1:500
MAP2 monoklondlni mysi 1:500 Sigma-Aldrich
GABAg2R monoklonadlni kralici 1:500 Abcam
6.1.5 Sekundarni protilatky

Pouzité sekundarni protilatky jsou shrnuty v tabulce 2.

Tabulka 3: Pouzité sekunddrni protildtky
Typ Klonalita Redéni Zdroj
Alexa Fluor 488 osli proti koze 1:500 Molecular Probes/Invitrogen
Alexa Fluor 488 osli proti kralikovi 1:1000 Molecular Probes/Invitrogen
Alexa Fluor 647 kozi proti morceti 1:500 Molecular Probes/Invitrogen
CY3 osli proti mysi 1:500 Jackson Immuno Research
CY5 osli proti koze 1:500 Jackson Immuno Research
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6.2 Metody

6.2.1 Ohluseni zvirat a detekce tinnitu

Vsechna ohlusovana zvirata (mysSi C57 a KCTD12 KO) byla nejprve uvedena do
anestezie podanim ketaminu a xylazinu (100 mg/kg a 16 mg/kg vahy zvirete, i. p.; Inj.
Calypsol, Richter Gedeon, Hungary; Inj. Xylapan, Vétoquiol, UK). Nasledné byla vloZzena do
ohlusovaciho boxu a byla orientovana rostralné smérem k reproduktoru. Proti pohybu byla
zajisténa uchycenim do kovové sitky. Zvitata byla ohlusovéna po jednu hodinu pfi 10 kHz (12

kHz) a 116 dB.

Tinnitus byl u pokusnych mysi detekovan pomoci metody GPIAS (gap pre-pulse
inhibition of the acoustic startle reflex), jejiz teoreticky podklad je popsan v pfislusné
kapitole teoretické ¢asti. Ulekovda reakce byla méfena v audiometrické komote (Coulbourn
Habitest, model E10-21) umisténé ve zvukotésné mistnosti. Uvnitf této komory se nachazela
mald draténa klec s podlozkou citlivou na pohyb. Ulekova reakce pak byla méfena
piezoelektrickym akcelerometrem. K zesileni signalu a jeho zpracovani byl pouzit TDT systém
Ill s Real-Time Processor RP 2 (Tucker Davis Technologies, Alachua, Fl) a program vytvoreny
v interaktivnim programovém prostiedi Matlab. Odpovéd na ulekovy stimul byla mérena
v prvnich 100 ms od zaznéni stimulu a byla zaznamenana amplituda reakce. Ulekové stimuly
byly generovany TDT systémem (Real-Time Processor RP 2) a aplikovany skrze reproduktor
(SEAS, 29AF/W) umistény uvnitf komory. TDT systém generoval stimuly o rdznych
frekvencich (4, 8, 16 a 32 kHz), riizném pribéhu a intenzité. Ulekové stimuly byly aplikovany
nahodile vrozmezi 10-30 sekund béhem jednoho méfeni, jednotlivd méreni po sobé
nasledovala v intervalu 30 sekund a obsahovala bud pouze ulekovy stimul (v Sumu, ale bez
gapu) nebo ulekovy stimul v kombinaci s gapem ¢i nebylo zvife vystaveno zZddnému stimulu

(pro nastaveni jeho bazalni aktivity). VSechna tato méreni byla opakovéna vidy pétkrat.

6.2.2 Priprava rez( u mysi

Vsechny pouzité mysi (C57, KCTD12 KO, SST-Cre, VIP-Cre, PV-Cre, m = 20-30 g) byly
uvedeny do celkové anestezie podanim ketaminu a xylazinu (100 mg/kg a 16 mg/kg vahy
zvitete, i. p.; Inj. Calypsol, Richter Gedeon, Hungary; Inj. Xylapan, Vétoquiol, UK). Tkané
pokusnych zvitat byly nejprve promyty fyziologickym roztokem s heparinem (5000 m.j. na

150 ml fyziologického roztoku) pomoci transkardidlni perfuze. Poté byly tkané promyty
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vychlazenym fixacnim roztokem o sloZeni: 4% PF v0,1M PB. Nasledné bylo zvife
dekapitovano a byl mu vyjmut cely mozek. Poté byla vyfiznuta oblast zajmu (DCN, sluchova
kdra) a tato oblast byla na vibra¢nim mikrotomu Leica VT1000 S nakrajena na 300 um silné
korondlni tezy. Rezy byly vloZeny na 30 minut do jamek s fixaénim roztokem (4% PF
v 0,1M PB), poté promyty 3x 10 minut v 0,1M PB, a nakonec prosyceny vzestupnou fadou
roztokd sachardzy (10%/1 hod., 20%/3 hod. pfi pokojové teploté a 30% w/v pres noc pfi 4
°C).

Po vyjmuti fez( z lednice byla tkan prosycena v kryoprotektivu (Jung Tissue Freezing
Medium, Leica, Némecko) a nakrdjena na findlni fezy o tloustce 20-35 um (Leica CM3050 S).
Takto pfipravené fezy byly montovany na podloZni skla s povrchovou Upravou (Menzel-

Glaser SuperFrost®Plus, Gerhard Menzel GmbH, Némecko) a skladovany pfi -20 °C.

6.2.3 Imunohistochemie

Podlozni skla s fezy byla vyjmuta z -20 °C a 3x 10 minut promyvdna 10mM PBS. Poté
byla inkubovana 1 hodinu v fedici smési CHTA (bez protilatek; pro zvySeni permeabilizace
membran a snizeni nespecifické vazby protilatek). Nasledné byla inkubovana 16-24 hodin pfi
4 °C v fedici smési CHTA soucasné s primarnimi protilatkami. Smés byla odmyta v 10mM PBS
(3x 10 minut). Ddle byly fezy inkubovany v sekundarnich protilatkach (fedici smés CHTA),
promyty PBS (3x 10 minut) a znaceny DAPI (fedéni 1:1000 v deionizované H,0). Nakonec
byla podlozZni skla s fezy zamontovana do média Aqua-Poly/Mount (Polysciences, USA) a

prikryta krycim sklem.

Findlni  snimky byly pofizeny prostfednictvim  konfokdlniho  mikroskopu
Zeiss LSM 5 DUO. U tohoto mikroskopu byla pro snimani pouzita laserovd dioda 405 nm,
argonovy iontovy laser (458, 488, 477, 514 nm), helium-neonovy laser (633 nm) a DPSS
(Diode-pumped solid-state) laser 560 nm. Jednotlivé snimky byly zachyceny ve c¢tyfech
kanalech (avSak vidy maximalné tfi soucasné). Modry kandl detekoval emisni spektrum
v rozsahu 420-480 nm, zeleny kanal v rozsahu 505-550 nm, ¢erveny kanal pak 575-615 nm a
fialovy kanal detekoval vinové délky od 650 nm. Pro prvotni zpracovani a uloZzeni snimk{ byl
pouZit program LSM Image Browser. Rezy byly snimdny za pomoci objektivi Pln Apo
100x/1.4 Oil DIC llI, EC PInN 10x/0.3 DIC I, PIn Apo 20x/0.8 DIC Il a PIn Apo 63x/1.4 Qil DIC III.
Rozliseni snimkl bylo optimalizovano k pouzitym objektivim (v rozsahu od 512x512 pixelt

po 2048x2048 pixel().
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6.2.4 Analyza neuronalnich tél DCN

Jednotlivé snimky byly vyhodnocovany pomoci programu Image)

(https://imagej.nih.gov/ij/). Nejprve byl uréen typ buriky dle morfologickych parametrd a

lokalizace v ramci DCN. Fusiformni buniky byly identifikovany jako neurony vyrazného
bipolarniho tvaru, hvézdicovité buriky byly identifikovany skrze jejich lokalizaci v molekularni
vrstvé. Jako cartwheel buriky pak byly brany vétsi bunky fusiformni vrstvy nevykazujici

bipolarni tvar.

Nasledné byla téla jednotlivych bunék obkreslena v programu Imagel (freehand
selection). K tomu byl vidy vybran snimek zachycujici prirez stfedem bunky. U takto
obkresleného téla byl nasledné analyzovan profil rozmisténi znaceného GABAg receptoru.
Pro tuto analyzu byl pouzit plugin napsany RNDr. Jitim Jana¢kem, PhD (FGU AV CR) Image

Correlator ROI.

Z této analyzy byla ziskana sada dat, ze kterych byly vypocitdny primérné hodnoty
fluorescence v urcité vzdalenosti od okraje bunky. Z téchto dat byl v programu Clampfit
(verze 10.7) vytvoren graf zavislosti intenzity fluorescence na vzdalenosti normalizované k
velikosti bunék a odecteno pozadi. Jako pozadi byla brana hodnota fluorescence v oblasti
jadra, kde by se GABAg receptor nemél vyskytovat. Takto upravenym grafem byla proloZena
kfivka Lorentzovy distribuce, zniz byla ziskdna polovina Sitky pasma fluorescence
odpovidajici poloviné maxima kfivky (Lorentzova Sitka). Dale byly z této analyzy ziskany
hodnoty vzdalenosti vrcholu intenzitni kfivky fluorescence od membrany, a vzdalenost za
kterou poklesne intenzita fluorescence z 80 na 20 % maxima (méfeno od vrcholu smérem do

stfedu buriky).

Vysledné grafy byly vytvofeny a statistickd analyza byla provedena v programu
GraphPad Prism (verze 6.07). Statisticka analyza byla provedena pomoci one-way ANOVA
testu (v pripadé viceCetného srovnavani — jednotlivych typl bunék) nasledovaného Dunnetts
multiple comparison testem. Nasledné byly grafy upraveny v programu CorelDRAW Graphics
Suite 2018. Definitivni Uprava obrazk( (méritkovy bar, oznadeni obrazkl, jednotna uprava

kontrastu) probéhla v programu Adobe Photoshop CS5.
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7 Cile prace

GABAGR je Siroce rozsiten v celé CNS a je zasadni pro stabilitu a vyvoj neurondlnich
okruhd. Jeho distribuce ve sluchové kife a DCN vSak neni u mysi plné objasnéna. U
experimentalnich zvifat dochazi po akustickém traumatu ke zvySené spontanni aktivité
neuront DCN. ZvySeni excitability m0Ze byt nasledkem sniZeni inhibi¢niho prenosu
v dané oblasti. Neni vSak znamo, zda dochazi po traumatu DCN ke zménam v distribuci

GABAg receptoru.

Prvni cil prace:
e Popsat distribuci GABAg receptoru v dorzalnim kochlearnim jadre mysi
Tento cil zahrnuje:
o Popsat distribuci GABAg receptoru pomoci detekce GABAg; podjednotky
tohoto receptoru
o Popsat distribuci pomocné podjednotky KCTD12
Druhy cil prace:
e Popsat distribuci GABAg receptoru ve sluchové kire mysi
Tento cil zahrnuje:
o Popsat distribuci GABAg receptoru skrze lokalizaci GABAg; podjednotky
tohoto receptoru
o Popsat distribuci pomocné podjednotky KCTD12
Pridavna podjednotka GABAg receptoru, KCTD12 protein, je ve vysoké mife exprimovan
v DCN — v oblasti, ktera je zfejmé zdsadni pro indukci tinnitu (Brozoski et al. 2012).
Vyskyt jedné jeho varianty (rs34544607) koreluje s diagnostikovanym tinnitem u ¢lovéka
(Sand et al. 2013) a naznacuje, zZe KCTD12 muzZe byt rizikovym faktorem. KCTD12
zasadné ovliviiuje kinetiku odpovédi GABAg receptoru i velikost odpovédi stabilizaci
receptoru na bunécné membrdné (lvankova et al. 2013). Vysledky z nasi laboratore
naznacuji, Ze zvifata, ktera nemaji KCTD12 protein (KCTD12 KO) vykazuji ptiznaky tinnitu
(nepublikovana data). Ztoho dlvodu byl pouzit KCTD12 KO jako model dysregulace
GABAgR.
Treti cil prace:
e Popsat zmény v distribuci GABAgR u mysi vystavenych akustickému traumatu a

u mysi postradajicich pomocnou podjednotku KCTD12
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Tento cil zahrnuje:
o Identifikovat jednotlivé typy neuront dorzalniho kochlearniho jadra
o Kvantitativné vyhodnotit zmény v distribuci GABAg receptoru na téchto

typech neuron(
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8 Vysledky

8.1 Lokalizace GABAg receptoru a proteinu KCTD12 ve sluchové kire
mysSi
Kompenzacni mechanismy, ke kterym dochazi bezprostfedné po vystaveni
intenzivnimu zvuku, se postupné projevi v celé sluchové draze vcéetné sluchové kiry
(Eggermont 2008). Zajimalo nds, zda se i ve sluchové kiife zméni distribuce GABAg receptoru
po ohluseni nebo po odstranéni KCTD12 proteinu. Prvnim krokem byla detekce exprese
GABAg receptoru a jeho pridavné podjednotky u WT pomoci metod imunohistochemie a

konfokalni mikroskopie. VSechny fezy byly pfipraveny z mysi divokého kmene C57, pokud

neni specifikovano jinak.

50 pm 50 pm

Obrdzek 6: Porovndni protilatek proti 83 tubulinu a MAP2. Snimek zobrazuje ¢dst sluchové kiry v
oblasti druhé vrstvy. Zvétseni 630x. Na obrdzku A jsou téla a vybéZky neuront znacena 83 tubulinem.
Na obrdzku B jsou téla a vybézky neuront znacena MAP2
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Pro znazornéni morfologie neuront sluchové kiry byly testovany protilatky proti MAP2

(mikrotubule-associated protein 2) a B3 tubulinu za rliznych podminek inkubace. Pro lepsi

vysledky znaceni tél i vybézk( neuron( byl nasledné pouzivan pouze MAP2 (obr. 6).

Obrdzek 7: Konfokdlni snimky sluchové kiiry se znacenou GABAg; podjednotkou. Zvétseni 1000x Oba
snimky byly pofizeny pri shodném nastaveni mikroskopu. Obrdzek A byl pofizen u deficientni mysi
postradajici GABAgR. Obrdzek B u divokého typu mysi (C57).

Obrdzek 8: Exprese GABAg receptoru ve sluchové kiife mysi (konkrétné podjednotky GABAg;). Snimek
je sloZen z 16 nasnimanych poli. Zvétseni 400x. Na snimku lze pozorovat zvysujici se intenzitu
fluorescence GABAgR smérem kL1, coZ naznacuje vyssi expresi GABAgz na termindlnich Cdstech
apikdlnich dendrit( excitacnich neurond.
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Také byly testovany protilatky proti GABAg receptoru. Byly zkouSeny protilatky proti
GABAg; a proti GABAg; podjednotce. Pouze pouziti anti-GABAg; protilatek vedlo ke

specifickému znaceni. Dale byly pouZivany pouze protilatky proti GABAg,, jejichZz specifita

byla ovéfena na fezech GABAg knock outni mysi (obr. 7).

Obrdzek 9: Konfokdlni snimky édsti sluchové kiiry se zamérenim na téla (A) a vybéZky (B) neurond.
Zvétseni 1000x Na obrdzku A je znacen GABAsR a MAP2. Ze snimku je patrnd relativné slabd exprese
GABAgR na téle neuronu (Sipka). Naproti tomu obrdzek B doklddd vysokou expresi GABAgR na
vybéZcich (morfologie vybézku znaci MAP2).

Pfi pohledu na expresi GABAgR napfi¢ celou sluchovou kirou lze vycist zvySenou
expresi GABAg receptoru v L1 (molekularni vrstvé) (obr. 8). Tento jev je zfejmé zplsoben
vys$si hustotou dendritickych a axonalnich vybézk(, na nichZ se nachdzeji postsynaptické

GABAGR v této vrstvé. Tento predpoklad potvrzuje obr. 9, ktery ukazuje vyssi imunoreaktivitu

GABAGgR na neurondlnich vybézcich. Slabé znaceni bylo zjisténo na télech neurond (obr. 9A).

Zajimalo nas, zda preferovana exprese GABAg receptoru ve vybéZcich souvisi
s pfitomnosti KCTD12 podjednotky, kterd stabilizuje receptor na bunécéné membrané

(lvankova et al. 2013).

Znaceni specifickymi protilatkami ukdzalo, ze KCTD12 byl ve sluchové kiife exprimovan
a byl lokalizovan v téle a vybéZcich prozatim neidentifikovaného typu neuron(. Tyto neurony
se nachdzely napfti¢ vSemi vrstvami sluchové kury (obr. 10), i kdyZ tvarové se navzajem liSily —

bylo mozné rozeznat neurony s vétSimi a mensimi somaty. Vysokd exprese KCTD12 byla
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zjisténa  predevsim v somato-dendritickych  kompartmentech neurond a vlL1

(pravdépodobné z dlivodu vyssi hustoty neuronalnich vybézkid v této vrstvé).

KCTD12 -

Obrazek 10: Exprese pomocné podjednotky GABAg receptoru. Jednd se o vysek sluchové
kary (L1-L4). Zvétseni 200x.

Obrdzek 11: Konfokdlni snimky sluchové kiiry se znaenymi typy interneuroni. Zvétseni 400x. Na
snimku A je znacen parvalbumin a (modre jsou znacend jadra pomoci DAPI). Na snimku B je
znacen somatostatin a (DAPI).
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Obrdzek 12: Konfokdlni snimky neuront L2/3 sluchové kiry sVIP a KCTD12 pozitivhimi
interneurony. Zvétseni 1000x. Na obrdzcich je znacen a VIP ( ). Na obrdzku C je patrnd
kolokalizace KCTD12 a VIP pozitivnich neurond. Na snimk( F ke kolokalizaci nedochdzi.

Urceni typu neurond, ve kterych je KCTD12 exprimovan by ptispélo k odhaleni funkce
GABAg receptoru v neurondlnich mikrookruzich sluchové kary. Tvar téla a vétveni vybézki
naznacil, Zze se nejednd o excitacni glutamatergni neurony. Rovnéz nedavno publikovana
studie identifikovala Kctd12 RNA v GABAergnich interneuronech neonatalnich mysi
(Fukumoto et al. 2018). Byla proto testovana kolokalizace s jednotlivymi typy GABAergnich
interneuronll. Za timto Ucelem byly pouzity jak protildtky proti markerdm interneuront
(cholecystokinin), tak transgenni zvifata exprimujici fluorescenéni protein ve specifické

skupiné interneuront (PV pozitivni, SST pozitivni, VIP pozitivni).

Na obrdazku 11 jsou zobrazeny KCTD12 pozitivni, PV pozitivni a SST pozitivni
interneurony. Zde nebyla nalezena kolokalizace. Tedy KCTD12 pozitivni neurony nepatti do

tfidy PV ani SST pozitivnich interneuron(.

Zbylé interneurony (az na nepocetné vyjimky) se fadi dle Tremblay a kol. do skupiny
exprimujici ionotropni serotoninovy receptor (5HT3a) a dale se tato skupina ¢leni na VIP

pozitivni a VIP negativni interneurony (Tremblay et al. 2016).
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Pro vylouceni dalsi skupiny interneuron( bylo provedeno dvoji znaceni — VIP a KCTD12.
Zde byla pozorovdna ¢astecna kolokalizace, tedy ¢ast VIP pozitivnich interneurond byla také

KCTD12 pozitivnich, jak doklddd obrazek 12.

Obrdzek 13: Konfokdlni snimky interneuronu L2/3 sluchové kiry s CCK a KCTD12 pozitivnim
interneuronem. Zvétseni 1000x. Na obrdzcich je znacen KCTD12, ktery je kolokalizovdn
s cholecystokininem. Modre jsou znacend jadra bunék.

Dalsi skupinou interneuront, které by mohly exprimovat KCTD12 byly cholecystokinin
pozitivni interneurony. Tyto interneurony se fadi pod 5HT3sa pozitivni buniky a nékteré z nich
jsou také VIP pozitivni (jiné vSak nikoliv). V potkanim hipokampu byly identifikovany KCTD12
pozitivni neurony jako cholecystokinin (Cck) pozitivni (Booker et al. 2017; Tremblay et al.

2016).

Z obrazku 13 je patrné, Ze také ve sluchové klre Cck pozitivni interneurony exprimuji
protein KCTD12. Ovsem fezy byly znaceny protilatkou proti Cck, ktera vykazovala relativné
slabé znaceni, a proto nebyla u rfady bunék kolokalizace KCTD12 a Cck jasné patrna. Ze
souboru ziskanych dat Ize tvrdit, Ze KCTD12 pozitivni burnky se nefradi do skupiny SST a PV
pozitivnich interneuron(, ale jedna se o skupinu bunék, kterou Ize minimalné c¢astecné

identifikovat jako Cck pozitivni interneurony.
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8.2 Lokalizace GABAg receptoru a proteinu KCTD12 v dorzalnim
kochlearnim jadre.
Dorzalni kochledrni jddro mysi divokého kmene C57 bylo znaceno protilatkou proti
GABAg; podjednotce (obr. 14). Exprese této podjednotky (dale jiZz jen receptoru GABAs)

vykazovala zvysSujici se gradient od vrstvy tuberkuloventralni po vrstvu molekuldrni. ZvySena

exprese receptoru zde koresponduje s vyssi hustotou dendritickych a axonalnich vybézku

v molekularni vrstvé.

Obrdzek 14: Distribuce GABAg receptoru v dorzdlnim kochledrnim jadre mysi. Znaceni GABAGR,
MAP2 a . Na snimku A je zobrazeno celé DCN se znacenym GABAg receptorem. Na obrdzku A je
gradient intenzity fluorescence GABAgR naznacen Sipkou. Orientace DCN: D — dorzdlné; M — medidlné
Zvétseni 100x. Na snimku B je zobrazen prechod mezi molekuldrni a fusiformni vrstvou. GABAs
receptor se vyskytoval jak na téle, tak vybéZcich neuroni (Sipky).
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GABAgR se v DCN nachazi nejen na vybézcich, ale ve velké mife i na téle neuronl
(obr.14). Podrobnéji byla studovana a kvantifikovana exprese GABAg receptoru ve
vybranych a pro vystupni signdl z DCN zasadnich typech bunék — fusiformnich, cartwheel a
hvézdicovych (obr. 15). Receptory nachdzejici se v oblasti téla neuronu byly brany jako

somatické, nebot Lujan a kol. ukazali, Ze na téle neurond DCN se GABAg receptory nachazeji,

naproti tomu jejich vyskyt pfimo v synaptickych termindlech je nizky. Presynapticky byly

Obrazek 15: Konfokdlni snimky vybranych bunék dorzdlniho kochledrniho jadra. Zvétseni 1000x. Na
snimcich je znacen , MAP2 a ( ). Na Sérii obrdazki A, B, C se nachdzi cartwheel cell.
Na snimcich D, E, F fusiformni burika a na G, H, | hvézdicovd burika. Na vsech tiech typech bunék Ize
pozorovat vyrazné znaceni GABAgR na téle buriky.



nalezeny dominantné v molekuldrni zoné (Lujan et al. 2004). Také bylo DCN znaceno
protilatkami proti vGIuT a vGAT (markerim zakonceni excitacnich a inhibi¢nich neuron()
spolu s GABAg a nebyla pozorovana vyrazna kolokalizace téchto presynaptickych marker(
s GABAgR. Tyto protilatky byly (nepublikovand data). Jednotlivé typy bunék DCN byly
identifikovany pomoci jejich morfologie a lokalizace v ramci DCN. Byla testovana identifikace
prostfednictvim marker( vapnik vazajicich proteint (kalbindinu, kalretininu, parvalbuminu) a
markeru GABAergnich bunék (GAD67), avsak optimdlni se ukazala identifikace skrze

morfologii (MAP2) a lokalizaci bunék.

Exprese pomocné podjednotky KCTD12 kterd vyrazné ovliviiuje vlastnosti GABAg
receptoru v DCN, byla popséana jiz dfive (Metz et al. 2011), avSak ne u jednotlivych typu
bunék. Jeji exprese by mohla naznacit, jaky pribéh bude mit GABAg receptorem
zprostiedkovand odpovéd v danych typech bunék, pfipadné, zda bude ovlivnéna pritomnost

receptoru na membrané.

KCTD12

Obrdzek 16: Distribuce pomocné podjednotky KCTD12 v dorzdlnim kochledrnim jadre. Na obrdzku
je znacen protein . Zvétseni 100x. M — medidlné, D — dorzdlné. Exprese KCTD12 je vyrazné
zvysena v molekuldrni vrstvé DCN.
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Obrazek 17: Exprese KCTD12 proteinu u vybranych bunék DCN. Zvétseni 1000x. Na obrdzku je
znacen protein KCTD12, MAP2 a jddro (DAPI). Série snimki A-C zobrazuje cartwheel cell, D-F
fusiformni buriku a G-I hvézdicovou bunku. Jednd se o konfokdlni snimky a rovina zobrazeni prochdzi
stfedem bunék.
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Zde jsme pozorovali vzestupny gradient exprese podjednotky KCTD12 sméfujici od
hluboké vrstvy (tuberkuloventrdlni) po molekularni vrstvu (obr. 16). VSechny typy
sledovanych bunék (cartwheel — CC, fusiformni — FC a hvézdicové — SC) vykazovali expresi
KCTD12 proteinu, jak na téle, tak na vybéZcich. Na obrdzku 17 je zndzornéna exprese KCTD12

na télech viech tfi typl bunék.

8.3 Vliv exprese KCTD12 proteinu na distribuci GABAg receptoru

v dorzalnim kochlearnim jadre mysi

Jedinci trpici tinnitem vykazuji zvySenou neurondlni aktivitu a zmény tonotopie DCN,
které by mohly byt podporeny dysregulaci funkce GABAg receptoru. Z toho dlivodu byly mysi
(C57 a KCTD12 KO) vystaveny akustickému traumatu a ndsledné bylo sledovano, zda dochazi
ke zménam v lokalizaci GABAgs receptoru ve vybranych typech bunék (hvézdicovych,
cartwheel, fusiformnich). Zména subceluldrni distribuce receptord byla analyzovana na
télech neuronll. Byly vyhodnoceny tfi parametry popisujici zménu této lokalizace:
normalizovand vzdalenost maxima fluorescence od plasmatické membrany, normalizovana
vzdalenost od 80 % po 20 % maxima intenzity fluorescence (pokles 80 %-20 %) a po
proloZeni distribuce fluorescence v burice Lorentzovou kfivkou distribuce byla vyhodnocena
normalizovana Sitka pdsma od maxima fluorescence do poloviny tohoto maxima (Lorentzova

Sirka).
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Zjistili jsme, Ze u neohlusenych kontrolnich zvirat (WT) byla u vSech typ( sledovanych
bunék vétSina somatickych GABAg receptorll lokalizovana v tésné blizkosti membrany, coz
odpovidd vzdalenosti vrcholu fluorescence od membrdny (Lmax) (obr. 18). Mezi
hvézdicovymi a fusiformnimi burikami byl pozorovan signifikantni rozdil ve vzdalenosti Lmakx,
ktery by mohl byt vysvétlen tim, Ze u fusiformnich bunék se vétsi mnozstvi GABAg receptoru
nachdzi v kompartmentech tésné pod membranou. V hodnotach Lorentzovy Sitky a poklesu
80 %-20 % se jednotlivé bunky vyrazné neliSily. U neohlusenych KCTD12 KO mysi byly rozdily
mezi fusiformnim a hvézdicovym typem bunék patrnéjsi. Fusiformni a hvézdicové bunky se
liSily jak ve vzdalenosti maxima fluorescence od membrany, tak v Lorentzové Sifce.

V Lorentzové Sitce se také liSily bunky fusiformni a cartwheel (obr. 18).

U KCTD12 KO mysi byl u vSech sledovanych typl bunék zjistén signifikantni posun

maxima fluorescenc¢niho znaceni GABAgR smérem do nitra burnky oproti WT C57 mysim, coz
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Obrdzek 18: Lokalizace GABAg receptoru u KCTD12 KO a €57 WT mysi na burkdch fusiformnich (FC),
cartwheel (CC) a hvézdicovych (SC). Vyhodnocované buriky byly ziskdny ze ¢ty KCTD12 KO a Ctyf C57
WT mysi. Pro vyhodnoceni lokalizace GABAg receptoru u C57 WT mysi bylo pouZito 55 FC, 54 CC a 28
SC bunék. U KCTD12 KO pak bylo vyhodnocovdno 76 FC, 78 CC a 37 SC bunék.
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naznacuje zvySenou internalizaci receptoru. Také vzdalenost poklesu 80 %-20 % a Lorentzova
Sitka byly signifikantné prodlouzeny u fusiformnich a cartwheel neuronl KCTD12 KO (obr.
18). Toto zjisténi je v souladu s roli KCTD12 proteinu v internalizaci GABAg receptoru. Ke
zménam v subceluldrnim rozloZzeni GABAg receptorl dochdzelo markantnéji v bunkach
fusiformnich a cartwheel (signifikantni zména ve vSech tfech mérenych parametrech) nez
v hvézdicovych neuronech (signifikantni zména pouze u vzdalenosti vrcholu fluorescence od

membrany).
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Obrdzek 19: Distribuce GABAg receptoru na fusiformnich burnkdach u WT, WT ohlusené, KCTD12 KO a
KCTD12 KO ohlusené mysi. Protildtkami byl znacen GABAgR, MAP2 a jddro bylo znaceno DAPI. Na
obrdzcich A a B je zobrazena bunika z WT BN (BN — before noise exposure) mysi. Na sousednim grafu
je pak normalizovand distribuce fluorescence GABAgR s proloZenou Lorentzovou krivkou distribuce.
Identické rozmisténi a znaceni plati pro snimky C a D (z WT AN — after noise exposure — mysi); E a F (z
KCTD12 KO BN mysi) a G a H (KCTD12 KO AN mysi).

42



8.4 Zména distribuce GABAg receptoru v bunkach dorzalniho

kochlearniho jadra po ohluseni WT a KCTD12 mysi

Cést experimentalnich zvitat byla ve v&ku 2 mésicl vystavena intenzivnimu zvuku (viz.
Metody) a po 14 dnech byla testovana na pfitomnost tinnitu metodou GPIAS. Jak ukazuje
tabulka €.1, pro imunohistochemické experimenty byly pouzity WT mysi, u kterych se vyvinul
tinnitus a mysi, u kterych detekovan nebyl. Parametry bunék z obou skupin byly porovnany a
nebyl mezi nimi nalezen statisticky signifikantni rozdil, proto byly dale posuzovany jako 1

soubor dat — ,,po ohluSeni” (AN — after noise exposure).
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Obrdzek 20: Lokalizace GABAg receptoru u C57 WT mysi (BN — before noise exposure) a C57 WT
mysi vystavené akustickému traumatu (AN — after noise exposure) na burikdch fusiformnich (FC),
cartwheel (CC) a hvézdicovych (SC). VVyhodnocované buriky byly ziskdny ze ctyr BN a ctyr AN mysi.
Pro vyhodnoceni lokalizace GABAg receptoru u C57 WT mysi bylo pouZito 55 FC, 54 CC a 28 SC bunék.
U ohlusené C57 WT mysi pak bylo vyhodnocovdno 63 FC, 51 CC a 18 SC bunék.
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Pfi porovnani neohlusenych (BN — before noise exposure) a ohlusenych WT mysi nebyl
zjistén signifikantni rozdil v Zddném sledovaném parametru u cartwheel a hvézdicovych
interneuron(i (obr. 20). Naproti tomu u bunék fusiformnich byla zjiSténa vyrazna
internalizace GABAg receptoru po ohluseni. Signifikantné se prodlouzil pokles 80 %-20 %,
Lorentzova Sitka i normalizovana vzdalenost vrcholu fluorescence od membrany. Fusiformni
bunky jsou excitani neurony a jedna se o hlavni vystupni buriky DCN. Oslabeni pomalé
GABAergni signalizace na téchto burikdch vede ke zvySené excitabilité téchto neuronl a

muzZe tedy ovliviiovat pfimo vystupni signal jdouci do IC.
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Obrdzek 21: Lokalizace GABAg receptoru u KCTD12 KO mysi (BN — before noise exposure) a KCTD12
KO mysi vystavené akustickému traumatu (AN — after noise exposure) na burikdch fusiformnich
(FC), cartwheel (CC) a hvézdicovych (SC). Vyhodnocované buriky byly ziskany ze ctyf BN a ctyr AN
mysi. Pro vyhodnoceni lokalizace GABAg receptoru u KCTD12 KO mysi bylo pouZito 76 FC, 78 CC a 37
SC bunék. U ohlusené KCTD12 KO mysi pak bylo vyhodnocovdno 53 FC, 23 CC a 17 SC bunék.
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Po ohluseni vykazovala vSechna KCTD12 KO zvifata znamky tinnitu (viz tab.1), ale
nedoslo k vyrazné zméné v distribuci GABAg receptoru na jednotlivych typech neurond.
Signifikantni zména byla zaznamendna pouze u cartwheel cells, u nichZ doslo k prodlouzeni
Lorentzovy Sifky (obr. 21). Tyto vysledky naznacuji, Ze akustické trauma v nepfitomnosti

KCTD12 proteinu jiz neovlivni internalizaci receptoru.
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9 Diskuze

Cilem této prace bylo popsat lokalizaci GABAg receptoru a pfispét k pochopeni zmén v
inhibi¢nich mechanismech, které probihaji ve sluchové drdze po akustickém traumatu.
Ktomuto ucelu jsme wvyuzili metody imunohistochemie a fluorescenéni mikroskopie a
stanovili jsme distribuci GABAg receptoru a jeho pomocné podjednotky KCTD12 v dorzdalnim
kochlearnim jadre a sluchové kire, které se ucastni vzniku a pretrvavani tinnitu. V téchto
oblastech jsme se zaméfili na dosud neobjasnéné zmény v distribuci GABAg receptoru jednak
u zvifeciho modelu tinnitu — ohlusenych mysi a jednak u mysi postradajici KCTD12 protein.
Pro pochopeni mikrookruhli ve sluchové draze a jejich potencidlnich zmén u jedinct trpicich

tinnitem je tento popis a kvantifikace zasadni.

9.1 Distribuce GABAg receptoru ve sluchové kiire mysi

Nase data ukazuji, Ze GABAg receptor je ve velké mire exprimovan ve vSech vrstvach
sluchové kury, svyraznéjsi hustotou znacdeni v povrchové vrstvé L1. GABAg receptory se
mohou nachazet na presynaptickych zakoncenich, kde reguluji uvolfiovani neurotransmiteru
i na postsynaptické membrané (dendritické trny, krcky i na téle neuront), kde pfrispivaji
k hyperpolarizaci aktivaci draslikovych kanal( (Bettler et al. 2004). To je v souladu se studii
distribuce GABAg receptoru ve sluchové kiife potkana, kde byl receptor nalezen na téle i
vybéZcich pyramidovych bunék a na téle bunék nepyramidovych (Jamal et al. 2011). My jsme
pozorovali znatelné vétSi mnoiZstvi receptoru na vybézcich nez na télech neurond. Shluky
GABAg receptorll jsou patrné podél jednotlivych vldken znacdenych MAP2, ale ani znaceni
spolu s protildtkami proti presynaptickym markeriim (vGAT a vGIuT) nepfispélo k rozliSeni
presynaptickych a postsynaptickych receptort (data nejsou prezentovana). Na urcéeni jejich
pfesné distribuce vramci jednotlivych kompartmentl bychom do budoucna chtéli pouzit

elektronovou mikroskopii, kterd by poskytla presné;jsi informace.

Funkce GABAg receptoru je do znacné miry ovlivnéna interakci s pridavnymi
podjednotkami, KCTD proteiny. Jednotlivé typy (KCTD8, 12, 12b a 16) urcuji kinetiku
odpovédi vyvolané aktivaci receptoru i jeji velikost (Schwenk et al. 2010). V nedavné dobé
byla dokumentovdna exprese KCTD12 proteinu a pfitomnost RNA v GABAergnich
interneuronech v kare mysi, i kdyZz nebyl dosud identifikovan typ neuronu exprimujici protein

KCTD12 (Metz et al. 2011, Fukumoto et al. 2018).
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Detekce KCTD12 proteinu ve sluchové kilre ukazala podobné rozloZeni pozitivnich
neuronl jako vjiz zminéné praci (Metz et al. 2011). KCTD12 neurony se nachazely
rovnomérné ve viech vrstvach L1-L6. Bylo mozné rozliSit 2 skupiny neuron( podle velikosti
somatu. Nepfitomnost apikdlniho dendritu a charakter vétveni vybézk(i naznacoval, Ze se
jednd o podskupinu interneurond. V hipokampu byly KCTD12 obsahujici neurony zarazeny
do skupiny cholecystokininovych interneurond, u kterych byla namérena silna desenzitizace
GABAg receptorem aktivovanych draslikovych proudl (Booker et al. 2017). To je v souladu
s naSimy vysledky, které ukazuji, Ze KCTD12 neni exprimovan v PV pozitivnich nebo SST
pozitivnich interneuronech. Naopak cholecystokininové interneurony (podskupina 5HTs3a
interneurontl) sluchové klry byly oznaceny anti-KCTD12 protildtkami. Pfesto kolokalizace
nebyla Uplna. Zda se, Ze ve sluchové klre tvori KCTD12 exprimujici neurony zvlastni skupinu
interneuront(, jejiz presné vlastnosti a funkce budou jesté predmétem dalSiho vyzkumu.
Stejné tak z(stdva otazkou, zda a jak tyto interneurony pfispivaji ke zvysSeni aktivity po
akustickém traumatu. Rovnéz bude zajimavé zjistit, zda KCTD12 ovliviiuje postsynaptickou,

nebo presynaptickou populaci GABAg receptoru.

9.2 Zména distribuce GABAg receptoru vDCN mysi vystavené

akustickému traumatu

Akustické trauma, které muize vest k vnimani fantomového zvuku, zplsobi fradu zmén v
aktivité sluchové drahy. Vysledky Brozoskiho a kol. ukazuji, Ze u ohlusenych zvitat dochazi ke
zvyseni aktivity specificky na fusiformnich burikdch DCN (Brozoski et al. 2002), u kterych byla
detekovdna mensi povrchova exprese inhibi¢nich glycinovych receptorl . V DCN se inhibi¢ni
signalizace spolu s glycinem ucastni i GABA plsobici na GABAx a GABAg receptory. My jsme
se zaméfili na distribuci metabotropniho GABAg receptoru a vliv jeho pridatné podjednotky
KCTD12 v nékolika typech neuron DCN (fusiformni, cartwheel a hvézdicové). Po ohluseni
WT mysi C57 byla, podobné jako u GlyRs (Wang, H 2009), zjiSténa zvySend internalizace
GABAg receptoru pouze u bunék fusiformnich. Internalizace GABAgR by mohla prispét ke
zvysené spontanni neuronalni aktivité v DCN, ale zfejmé také v IC, MGB a SK (sluchové kire)
u jedincG trpicich tinnitem, nebot internalizaci zasazené fusiformni burky jsou hlavni

vystupni buriky dorzdlniho kochlearniho jadra.
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Protoze KCTD12 podjednotka zasadnim zplisobem reguluje odpovéd GABAg receptoru i
jeho stabilitu na membrané (lvankova 2013, Schwenk 2010), zajimalo nas, jaky vliv bude mit
nedostatek tohoto proteinu na distribuci receptord v burikdch DCN. Odstranéni KCTD12
proteinu vedlo k presunu velké ¢asti fluorescenéné oznacenych receptord od povrchu
dovnitt buriky. Efekt byl zvlast markantni pro fusiformni a cartwheel neurony. Tento vysledek
koreluje s daty ziskanymi z behaviordlnich testd (GPIAS), kdy KCTD12 KO zvifrata méla
problémy s detekci gapu, coz by mohlo byt zplsobené pritomnosti bazalniho tinnitu (Rybalko
et al. dosud nepublikovano). Vystaveni KCTD12 KO akustickému traumatu vyvolalo dalsi

zmény pouze u cartwheel cells, kde byl zaznamenan rozdil v parametru Lorentzovy Sirky.

Tyto vysledky naznacuji, ze po vystaveni jedince akustickému traumatu dochazi ke
snizeni povrchové exprese inhibi¢nich GABAg receptor(l, a to zejména na vystupnich burkach

DCN, a Ze mechanismus internalizace receptoru je zavisly na pfitomnosti KCTD12.
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10 Zaveér
Nas vyzkum byl zaméfen na lokalizaci funkéniho komplexu tvofeného GABAg

receptorem a jeho pfidavnou podjednotkou KCTD12 a na zmény, ke kterym dochazi po

akustickém traumatu.

Ve sluchové kire byl pomoci specifickych protilatek detekovan GABAg receptor ve
viech vrstvach, se zvySenou koncentraci v L1. Pfi detailnéjSim pohledu byl receptor nalezen
predevsim na vybézcich, ale do jisté miry i na télech neuronu. Protein KCTD12 se nachazi ve

specifické populaci interneurond, ktera je ¢aste¢né Cck pozitivni a VIP pozitivni.

Na rozdil od kiry, vDCN byl GABAg receptor lokalizovan ve velké mife na téle
cartwheel, fusiformnich i hvézdicovych bunék, i kdyZz se hojné vyskytoval i na vybéZcich.
Pomocna podjednotka GABAgs receptoru, KCTD12, byla nalezena ve vSech vrstvach

dorzdlniho kochlearniho jadra, véetné cartwheel, fusiformnich i hvézdicovych bunék.

U mysi vystavenych akustickému traumatu dochdzelo k vyrazné internalizaci GABAg
receptoru specificky ve fusiformnich bunkach DCN. U mysi postradajicich protein KCTD12
doslo také ke zvySené internalizaci GABAgR, a to ve vSech tfech sledovanych typech bunék.

Ohluseni KCTD12 KO zvifat jiz nezménilo vyrazné distribuci GABAg receptoru.

NasSe vysledky naznacCuji, Ze inhibice zprostfedkovana signalnim komplexem GABAg
receptoru by mohla hrat dllezitou roli pfi regulaci korovych okruhl prostfednictvim
specifické podskupiny interneuronll. Stejné vyznamny se zdd vliv GABAg receptoru a
podjednotky KCTD12 na aktivitu neuronli DCN, zejména fusiformnich bunék. Nase data
naznacuji, Zze po akustickém traumatu dochazi kinternalizaci receptoru prostfednictvim
mechanismu zdvislého na KCTD12 proteinu. Ziskané poznatky by mohly pfispét k odhaleni

zmén zodpovédnych za vznik tinnitu a tim i umoznit U¢innéjsi terapii této nemoci.
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