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Abstrakt

Proteiny KCTD12 jsou pomocné podjednotky inhibicnich GABAR receptort, regulujici jejich
povrchovou expresi a kinetiku signalizace. Predchozi nélezy naznacily, ze KCTD12 by mohl
predstavovat gen vnimavosti k indukci poruch, jako je naptiklad tinnitus, ale jeho funkce ve
sluchovém systému nebyla objasnéna. Predkladand diplomova prace se zaméfuje na studium
vyznamu proteinu KCTDI12 pro sluchové funkce savcii pomoci mysi s genetickou ablaci
KCTDI2. Vliv delece KCTD12 na kochlearni funkci a aktivitu neuronti sluchové drahy mysi
jsme posuzovali pomoci kombinace akustickych, elekrofyziologickych a behavioralnich metod.
Provadéli jsme méfeni otoakustickych emisi, evokovanych kmenovych potencidli, ulekové
reakce a jeji modulace zvukovymi prepulsy a ziskané parametry jsme srovnéavali u kontrolnich
my$i WT a mySi KCTDI2-/-. Vysledky ukézaly, Ze delece KCTDI12 u mysi vedla
k vyznamnym zménam v akusticky vyvolanych odezvach kochledrniho aparatu a mozkového
kmene. Mysi KCTD12-/- vykazovaly zvySené audiometrické prahy, snizené amplitudy
a omezeny dynamicky rozsah DPOAE a ABR. Tyto zmény se vyznacovaly nadpadnou spektralni
zavislosti, pficemz nejvétsi rozdily mezi WT a KCTDI12-/- skupinami byly pozorovany
v oblasti stfednich a vysokych frekvenci akustické stimulace. Tato zjiSténi podporuji hypotézu,
ze protein KCTD12 hraje diilezitou roli jak v kochledrnich homeostatickych mechanismech,
nezbytnych pro spravnou funkci OHC, tak v centralni sluchové draze, kde pomahé udrZovat
fyziologickou funkci GABAB receptorti. V souladu s timto ptedpokladem behavioralni
testovani sluchovych funkci odhalilo, Ze my$i KCTDI12-/- vykazuji vyznamné zvySenou
amplitudu ASR a snizenou citlivost ASR k inhibici mezerovym prepulzem. Tato pozorovani
naznacuji ptfitomnost audiologickych poruch hyperakuze a tinnitu a podporuji pifedstavu,
ze delece KCTD12 vede k oslabeni GABAergni inhibice, naruSeni rovnovahy mezi excitaci
a inhibici a hyperaktivité¢ neuront sluchového systému. Nase vysledky tak souborné dokladaji,
ze delece KCTD12 vede k senzorineuralni ztraté sluchu a naznacuji, Ze mysi KCTD12-/- by

mohly slouzit jako zvifeci model pro vyzkum mechanismit sluchovych poruch.

Klic¢ova slova: GABA-B receptor, KCTD12, sluch, tinnitus



Abstract

KCTDI2 proteins are auxiliary subunits of inhibitory GABAB receptors, regulating their
surface expression and signaling kinetics. Previous findings have suggested that KCTD12
might represent a susceptibility gene for the induction of disorders such as tinnitus, but its
function in the auditory system has not been elucidated. The present thesis focuses on studying
the importance of the KCTDI12 protein for mammalian auditory function using mice with
genetic ablation of KCTD12. The effect of deletion on cochlear function and the activity of
neurons in the auditory pathway of mice was assessed using a combination of acoustic,
electrophysiological and behavioural methods. We measured otoacoustic emissions, evoked
brainstem potentials, the startle response and its modulation by various pre-pulses and
compared the obtained parameters in control WT and KCTD12-/- mice. The results showed
that deletion of KCTD12 in mice led to significant changes in acoustically evoked responses of
the cochlear apparatus and brainstem. KCTD12-/- mice exhibited increased audiometric
thresholds, reduced amplitudes, and limited dynamic range of DPOAEs and ABRs. These
changes were characterized by a striking spectral dependence, with the greatest differences
between the WT and KCTD12-/- groups observed in the mid- and high-frequency regions of
acoustic stimulation. These findings support the hypothesis that the KCTD12 protein plays an
important role in both cochlear homeostatic mechanisms, necessary for proper OHC function,
and in the central auditory pathway, where it helps maintain physiological GABAg receptor
function. Consistent with this assumption, behavioral testing of auditory function revealed that
KCTD12-/- mice exhibit significantly increased ASR amplitude and reduced ASR sensitivity
to inhibition by a gap pre-pulse. These observations suggest the presence of audiological states
such as hyperacusis and tinnitus and support the idea that deletion of KCTDI12 leads to
attenuation of GABAergic inhibition, disruption of the balance between excitation and
inhibition, and hyperactivity of neurons in the auditory system. Thus, our results collectively
demonstrate that KCTDI12 deletion leads to sensorineural hearing loss and suggest that
KCTD12-/- mice could serve as an animal model for investigating the mechanisms of hearing

loss.
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Zkratky

A1l — Primarni sluchova kirra (Primary auditory cortex)

ABR — Odpovédi mozkového kmene (Auditory brainstem response)

ASR — Akusticka startlova odpovéd’ (Acoustic startle response)

BGN - Zvuk v pozadi (Background noise)

¢cAMP - Cyklicky adenosinmonofosfat (Cyclic adenosine monophosphate)
DCN - Dorzalni kochlearni jadra (Dorsal cochlear nucleus)

DPOAE - Distorzni produkt otoakustickych emisi (Distortion product otoacoustic emissions)
GABA - Kyselina y-aminomaselna (y-aminobutyric acid)

GDP - Guanosindifosfat (Guanosine diphosphate)

GTP - Guanosintrifosfat (Guanosine triphosphate)

GPIAS - Detekce pauzy v Sumu (Gap prepulse inhibition of the acoustic startle)
IC — Spodni kolikulus (Inferior colliculus)

ITHC - Vnitini vlaskové buiiky (Inner hair cells)

KCTD - Proteiny draslikového kanalu tetrameriza¢ni domény (Potassium channel
tetramerization domain)

MGN — Medialni kolinkaté jadro (Medial geniculate nucleus)

NBN — Uzkopasmovy sum (Narrowband noise)

OHC - Vn¢jsi vlaskove bunky (Outer hair cell)

OAE - Otoakustické emise (Otoacoustic emmisions)

PKA - Proteinkinazy A (Protein kinase A)

PPI — Prepulsni tlekova inhibice (Prepulse inhibition)

SOAE - Spontanni otoakustické emise (Spontaneous otoacoustic emission

SOC - Komplex olivy superior (Superior olivery comlex)



SPL — Hladina intenzity zvuku (Sound pressure level)
TDT — Tucker Davis Technologies

TEOAE - Transientn¢ evokované otoakustické emise (Transient evoked otoacoustic
emission)

VCN - Ventralni kochlearni jadro (Ventral cochlear nucleus)
VFT - Venus fly-trap doména (Venus fly-trap domain)
VGCC - Napétove fizeny vapnikovy kanal (Voltage-gated calcium channel)

WT — Wild type
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1 Uvod

vvvvvv

Sluch je pro clovéka jednim znejdulezitéjSich smysli, umoziujici dorozumivani
a komunikaci se svym okolim. Jeho poruchy patii k nejcastéjSim smyslovym postizenim a podle
odhadu Svétové zdravotnické organizace jimi trpi asi 20 % svétové populace (GBD 2019
Hearing Loss Collaborators 2021). Ztrata sluchu vyznamné snizuje kvalitu Zivota lidi tim,
ze zpozd'uje vyvoj feci a Cteni, vede k emocnim potizim a depresim a je rizikovym faktorem
pro zhorSeni kognitivnich funkci a rozvoje demenci, véetné Alzheimerovy choroby. Dusledky,
které z toho vyplyvaji, predstavuji zna¢nou socioekonomickou zatéz a podrobné pochopeni
pfi¢in ztraty sluchu je zdsadnim krokem k névrhu preventivnich opatieni a novych

terapeutickych ptistupli (Livingston et al. 2020).

Patofyziologie ztraty sluchu je pomérné slozitd a zahrnuje vliv ziskanych faktort
i dédi¢nych predispozic. Dosud bylo identifikovano pfiblizn€ 130 gent, jejichz mutace jsou
spojeny s riznymi formami ztraty sluchu. Tyto geny koduji piedev§im proteiny, které hraji
dualezité strukturni a funkéni role ve vnitinim uchu a sluchové draze (Amariutei et al. 2023).
Ptekvapivé malo je vSak zndmo o souvislosti mezi modifikacemi gent kodujicich proteiny
inhibi¢niho systému y-aminomaselné kyseliny (GABA, z anglického y-aminobutyric acid)
a patologickymi zménami sluchové funkce. Komponenty GABAergni inhibice, jako jsou
endogenni mediatory a jejich syntetizujici enzymy, transportni molekuly a receptory, jsou
ve sluchovém systému Siroce rozsifeny a plni dalezité funkce pfi zpracovani zvukovych
podnétli. Predchozi vyzkum v této oblasti také zjistil, Ze patologické stavy sluchového systému
jsou doprovazeny vyraznym utlumem GABAergni inhibice (Turecek et al. 2023). Piedpoklada
se, Ze tyto zmény jsou sekundarné zplisobeny homeostatickymi procesy, které zvySuji centralni
zisk, aby kompenzovaly Utlum kochledrniho vystupu po perifernim poSkozeni. Vysledna
nerovnovaha mezi excitaci a inhibici vSak vede k hyperaktivité¢ neuront a sluchovym porucham
jako tinnitus, hyperakuze nebo zhorSené porozuméni feci. Je proto mozné ocekavat, ze pripadna
dysregulace genti kddujicich inhibi¢ni proteiny by mohla vést ke stejnym porucham (Liu et al.
2021). Tato ptfedstava je podporovéna zjiSt€nimi, Zze patogenni varianty genli kddujicich
podjednotky GABA receptort se podileji na fad¢é neurologickych a vyvojovych onemocnéni,

napiiklad epilepsie a autismu (Minere et al. 2024).



Predkladana prace obsahuje vysledky studia sluchové funkce u mysi s genetickou ablaci
modulaéni podjednotky GABAg receptorti, proteinu KCTD12 (KCTD12-/-). Porovnanim
fenotypti mysi KCTD12-/- a kontrolnich mys$i C57 se stejnym genetickym pozadim (WT, Wild
type) jsme se pokusili prokazat pri¢innou souvislost mezi Utlumem GABAergni inhibice
vyvolanym experimentalnim zasahem do exprese jejich slozek a rozvojem ztraty sluchu.
Sluchové funkce jsme studovali pomoci akustickych, elektrofyziologickych a behavioralnich
testli u anestezovanych i bdélych mysi. Metodické piistupy jsme zvolili tak, abychom byli
schopni detekovat funkéni zmény v periferni a centrdlni casti sluchového systému.
Véfime, Ze nase vysledky pomohou objasnit patofyziologickou ulohu podjednotek inhibicnich

GABAGB receptorii ve sluchové draze savci.



Teoreticka cast

2 Sluchovy systém savci

vvvvvv

Pro clovéka je zasadni jak pro komunikaci a porozumeéni feci, tak pro fadu kulturnich aspekti
jako je naptiklad vnimani hudby. Sluchovy systém zajistuje detekci a zpracovani zvukovych
podméth ptichazejicich z externiho prostiedi. Periferni ¢ast sluchového systému obsahuje
vngjsi, stfedni a wvnitini ucho. Ta slouzi k primarnimu zachyceni akustickych stimuld,
jejich ptevedeni na elektrické signaly a odeslani téchto signalti do centralni sluchové drahy.
Centralni sluchova draha pak predstavuje komplexni nervovou sit’, kterd pfenasi a zpracovava
senzorické signdly z Cortiho organu vnitiniho ucha do sluchové kiiry (Gelfand a Calandruccio

2023, s. 32-40).

2.1 Vnitini ucho

Kli¢ovou soucésti vnitinitho ucha je Cortiho organ, ktery hraje zisadni roli v pfevodu
mechanické energie zvukovych vin na nervové stimuly (Russell 1987). Tyto impulzy pfenaSeji
informace od senzorickych bun¢k, dale po sluchové draze az do sluchové kiry. Soucasti
Cortiho organu jsou vnitini vlaskové buitky (IHC, Inner hair cells), reagujicich na mechanické
podrazdéni a uvoliluyjici excitatni neurotransmiter glutamat na zakonceni primarnich
aferentnich neuront spirdlniho ganglia. Spolecné s IHC se v Cortiho organu nachazi tfi fady
vnéjSich vlaskovych bunék (OHC, Outer hair cells), které funguji jako zesilovace akustickych

signalt. Oba typy senzorickych buné€k dostavaji aferentni a eferentni inervace (Nadol 1988).

Primarni aferentni neurony jsou tvotreny bipolarnimi buikami spirdlniho ganglia, které
svymi dendrity interaguji s IHC, =zatimco jejich axony déavaji vzniku osmému
sluchové-rovnovaznému hlavovému nervu. Pievazna ¢ast sluchového nervu piijimé signaly
od THC, které stoji za hlavnim zpracovanim sluchovych podmétl, zatimco mensi ¢ast pak

pochézi od OHC (Nadol 1988).



Obrazek 1-Priufez kochleirnim aparatem: (SV — scala vestibuli, SM — scala media, ST — scala tympani,
TM - tektorialni membrana, BM — bazilarni membrana, IGSB — intragangliovy spiralni svazek slozeny pfevazné

z eferentli, SG — spirdlni ganglion; AN — sluchovy nerv) (Klang et al. 1986; Gelfand a Calandruccio 2023)

2.2 Sluchova draha

Sluchova draha je slozity neuronalni systém zodpovidajici za pienos a interpretaci zvukovych
informaci z externiho prostiedi. Sklad4 se ze systému bilateralnich jader (neuronélnich shluk),
kterd jsou propojena vzestupnymi a sestupnymi projekénimi vldkny a rozprostiraji

se v mozkovém kmeni, sttednim mozku, thalamu a mozkové kiife (Lee 2013).

Kochleéarni jadro je prvnim procesnim mistem centralni sluchové drahy. Morfologicky
se rozdéluje na dvé cCasti, na dorzalni kochlearni jadro (DCN, Dorsal cochlear nucleus)
a ventralni kochlearni jadro (VCN, Ventral cochlear nucleus). Kazdé z nich obsahuje fadu
projekénich neuront, které vysilaji axony do rtiznych ¢asti mozku, a nékolik typi interneuront,
které formuji komplexni vnitini obvody. Kromé vystupnich drah obsahuje kochlearni jadro také
fadu vstupti pro vzestupné a sestupné¢ drahy ze sluchovych 1 nesluchovych oblasti.
Hraje vyznamnou roli v reprezentaci frekvenci, pii lokalizaci zdroj zvuku, filtraci nezddoucich

zvuk ¢i v ¢asovém kodovani (Shore 2005).



VCN obsahuje neurony, které vysilaji axonalni projekce do komplexu olivy superior
(SOC, Superior olivery complex). To je skupina vzijemné propojenych jader mozkového
kmene, zpracovavajici nezbytné informace pro lokalizaci zvuku v prostoru. Predstavuji prvni
binauralni misto sluchové drahy, které piijima binauralni informace z kochlearnich jader obou
hlemyzd (Schofield a Coomes 2006; Kelly a Sally 1993). Vyznamnou funkci SOC je také
tvorba regulacnich signald, posilanych cholinergnimi a GABA/glycinergnimi drahami
do sttedniho mozku nebo zpét do kochlearniho jadra a kochlearniho aparatu. Eferentni vlakna
vystupujici z SOC tak umoziuji zpétnou kontrolu kochlearni aktivity skrze tzv. olivokochlearni

svazky vlaken (Rapin a Gravel 2003).

Vzestupné projekce neuronli z jader mozkového kmene sméfuji do stfedniho mozku
do oblasti spodniho kolikulu (IC, Inferior colliculus). Tato ¢ast spojuje oblast zadniho
a predniho mozku a je tvofena tonotopicky uspofadanym centralnim jadrem obklopenym
lateralni, dorzalni a rostralni kiirou. Centralni jadro IC integruje vzestupné sluchové informace
a vytvaii de novo koédovaci vlastnosti, zatimco korové oblasti IC integruji multimodalni
informace a detekuji nové vlastnosti zvukovych stimulti (Caicedo a Herbert 1993). Informace
zpracované v IC jsou nasledné pieposilany projekénimi neurony do zevni ¢asti talamu,
konkrétné do corpus geniculatum mediale (MGN, Medial geniculate nucleus), odkud jsou

smérovany do findlni ¢asti drahy, a to do sluchové kiry (Calford a Aitkin 1983).



Al

Kochlearni nerv

Kochlea

vvvvvv

az do Al, skrz kochlearni nerv, VCN, DCN, IC, MGN. Pfevzato a upraveno z (Butler a Lomber 2013).

Sluchova kura clovéka je situovana v temporalni oblasti mozkové kury, odpovidajici
Brodmanovym oblastem 41 (Herschliiv zavit) a 42. Sluchova kura je soucasti neokortexu,
je piijemcem signalu z aferentnich drah a zodpovida za finalni upravu a zpracovani zvukd. Jeji
morfologie je mapovana do fady oblasti, které se u kazdého Zivo€isného druhu trochu odlisuji.
U clovéeka se sluchova ktira rozd€luje na primarni sluchovou kiiru (A1, Primary auditory cortex)
a fadu sekundarni oblasti. Al se nachazi v hornim spankovém laloku a pfijima vstupy z MGN.
V Al oblasti je tonotopie rozdélena do izofrekven¢nich pruhti, které ve své predni Casti
zpracovavaji frekvence nizké a v zadni Casti frekvence vysoké. V asociacnich oblastech

sluchové kiry pak neni pravidelnost tonotopie tak zietelna (Kandel et al. 2021).



3 Patologické stavy sluchové drahy

3.1 Ztrata sluchu

wevr

Ovliviiyje jedince vSech vékovych skupin, od novorozencii az po seniory, pricemz u déti mize
vyrazné ovlivnit rozvoj feci a u dospélych mé za nésledek psychické, socialni ale 1 pracovni
problémy (Punch et al. 2019). PfiCiny ztraty sluchu jsou multifaktoridlni a zahrnuji modifikace
a patologie v riznych ¢astech periferniho a centralniho sluchového systému. Mezi casté priciny
patii enviromentalni faktory, jako je expozice hluku, infekce vnitiniho ucha, plsobeni

otoakustickych latek nebo genetické faktory (Chai et al. 2022).

Akustické trauma, které muze byt akutni nebo chronické, je jednim z nejbéznéjSich
stavli vedouci k poskozeni sluchu. Hluk miize sluch okamzité poskodit bud’ prostfednictvim
intenzivniho akustického stimulu, ktery ptfekracuje meze pruznosti periferniho sluchového
mechanismu, nebo dlouhodobou expozici hlasitému zvuku, coz mtize vést k poskozeni sluchu
zpusobené excitotoxicitou (Wada et al. 2017). Infekce mohou piedstavovat jednu z dalSich
pfi¢in tplné &i Eastedné ztraty sluchu. Rada virovych infekci miize poskodit struktury vnitiniho
ucha nebo vyvolat zanétlivé reakce, které mohou vyustit v poskozeni sluchu. Tyto infekce
mohou navic zvysit citlivost a nachylnost k bakterialnim ¢i plisnovym infekcim, coz nadale
zvySuje riziko ztraty sluchu (Cohen et al. 2014; Veltri et al. 1981). N&které virové infekce zase
mohou zpusobit pouze akutni ztratu sluchu, kterd se miize obnovit spontdnné (Chand et al.

1993).

Expozice ototoxickym latkam, které negativné ovliviiuji sluchovy a vestibularni systém,
je dal§i vyznamnou pfi¢inou vedouci ke ztraté¢ sluchu. V mnoha zemich je sledovani
a davkovani téchto latek piisné regulovano, coz sniZuje potencialni problém ototoxicity.
Problém naopak vznika v rozvojovych zemich, kde se ototoxické latky Casto predepisuji bez
odpovidajiciho davkovani, hlidani rizikovych skupin populace a ve Spatnych formach (Arslan
et al. 1999). Z genetického hlediska je pak identifikovana ftada genli souvisejici
se sluchem. Jednim z téchto gend je jiz identifikovany protein prestin, ktery je exprimovan
na OHC a podili se na zménach délky vlaskovych bunék (Zheng et al. 2000). Mutace v tomto
genu jsou zodpovédné za sluchové poruchy (Liu 2003). Mezi dalsi geny pravdépodobné
souvisejici se sluchem se fadi naptiklad 1 gen KCTD12 na ktery se tato prace zaméfuje (Turecek

et al. 2023).



Ztrata sluchu se projevuje posunutim sluchového prahu do vysSich hodnot,
coz zpusobuje casteCnou nebo Uplnou nedoslychavost, ¢asto doprovdzenou tinnitem nebo
poruchou stability. Zpocatku se ztrata sluchu mize jevit jako latentni a pacient si pfitomnost
poruchy nemusi uvédomovat. Vyraznéjsi porucha sluchu se Casto projevi az v neptiznivych
akustickych podminkach. V pokrocilejSich stadiich miize dojit k praktické hluchotg,
kdy pacient sice zaznamenava hlas z okoli, ale nerozumi feci, a v nejzavaznéjsich piipadech

k uplné hluchoté, kdy pacient neslysi zvuk zadny (Syka et al. 1981).

Problémy se sluchovym aparatem vyvolavaji v centralnim sluchovém systému fadu
zmeén, vcetné tonotopické reorganizace a zvySené sitové hyperaktivity, a to jak v ramci
sluchového systému, tak mimo né&j. Tyto zmény, které jsou poskozenim sluchu vyvolany,
mohou vést k dal$im symptomatickym projevim, jako je tinnitus ¢i hyperakuzie, nicméné neni

to vzdy nutnou podminkou (Zeng 2020).

3.1.1 Presbyakuze

Presbyakuze je obecny termin pro ztratu sluchu spojenou se stafim. Jedna se o multifaktorialni
proces, ktery se projevuje ruznou zavaznosti v zavislosti na fadé¢ enviromentalnich
a genetickych faktord. Nelécend forma presbyakuze postupem casu ovlivituje jedince v fadé
socidlnich aspektii. Lidé trpici touto formou se Casto potykaji s problémy v komunikaci,
projevuje se u nich socialni izolace ¢asto doprovazena depresivnimi stavy, coZ miize podpofit

napiiklad rozvoj demence (Ciorba et al. 2012).

3.2 Tinnitus

Tinnitus je symptom charakterizovany percepci zvukl bez pfitomnosti externiho zdroje,
a to bud’ v jednom nebo obou usich, ¢i vné hlavy. SlySitelné zvuky se mohou projevovat jako
zvonéni, piskani, bzu€eni nebo Suméni, a mohou se liSit vnimanou frekvenci a intenzitou.
Existuji dva typy tinnitu: akutni, ktery obvykle odezni do né€kolika hodin a chronicky, ktery
pretrvava dlouhodobé. V poslednich letech stale nariista incidence tinnitu, piicemz postizena je
nejen starsi ¢ast populace, ale ¢im dal vice i mladsi osoby. Tinnitus zaroven velmi zasadné
snizuje kvalitu zivota postizenych, coz je umocnéno absenci ucinné 1é¢by. Existuje pouze par

zpusobti na zmirnéni ptiznakti nebo na zlepSeni psychické pohody (Bhatt et al. 2023).

Mechanismy tinnutu jsou stale zkoumany, ale doposud nebyly jednozna¢né pochopeny.
Jedna se o komplexni syndrom, ktery ma fadu pfi¢in vzniku, v€etné akustického traumatu,

vysokého krevniho tlaku, problémi s kréni patefi, psychickych problémt a dlouhotrvajiciho
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stresu, anebo jiného onemocnéni. Casto je tinnitus iniciovan poskozenim periferni &asti
sluchového systému, coz vede k senzorineurdlni sluchové ztraté¢ a nasledné k maladaptivni
plasticité v centrdlni ¢asti sluchové drahy. Maladaptivni zmény zahrnuji zvySenou excitabilitu
a hyperaktivitu nervovych bun€k na raznych arovnich sluchového systému, jako je DCN, IC,
MGN nebo sluchova kiira. Je predpokladéno, ze neurondlni hyperaktivita vznika jako dasledek

naruseni glycinergni a GABAergni inhibice (Henry et al. 2014).

3.3 Hyperakuze

Hyperakuze, jez se Casto vyskytuje spolecné s tinnitem, je porucha charakterizovana zvySenou
citlivosti na bézné zvuky v okolnim prostiedi. Pro osoby trpici touto poruchou se zvuky
kazdodenniho zivota stavaji nadmérné ruSivymi, nepfijemnymi nebo dokonce bolestivymi.
Hyperakuze miize vést k rozvoji fady dalSich symptomu, jako je zvySena bolest hlavy, tinava,
uzkost, deprese ¢i potiZze s koncentraci. Podobnym stavem je fonofobie, neboli episodicka
nesnasenlivost zvukl, kterd se miize objevovat kritkodob& naptiklad u migrén, nicméné

s postupem casu odezni (Paulin et al. 2016).

Nekteré studie rozd€luji hyperakuzi do nékolika hlavnich kategorii na zakladé typa
symptomu, které pacienti uvadéji. Tyto kategorie zahrnuji hlasitostni hyperakuzi, bolestivou
hyperakuzi a hyperakuzi vyvolavajici strach a obtéZovani. Hlasitosti hyperakuze je velmi béZna
u lidi se senzorineuralni ztratou sluchu. U bolestivé hyperakuze se prahova hodnota bolesti
pohybuje zhruba kolem 140 dB SPL pii 2 kHz, pfi¢emZ tito pacienti mohou citit bolest
doprovazenou nepiijemnym tlakem v uchu a palenim ucha ¢i jeho okoli. Emocionélni reakce,
jako jsou strach a obtéZovani, jsou typické pro posledni jmenované typy hyperakuze a odraze;ji
emocionalni reakce s ni spojené. Strach ze zvuku mliZe byt vrozeny, nau€eny anebo kombinaci

obojiho (Salvi et al. 2022).

Mechanismy vzniku hyperakuze nejsou dosud plné pochopeny, podobné jako u tinnitu.
Neuralni mechanismy této poruchy jsou slozité a komplexni. Patofyziologie hypersenzitivity
ke zvuku je popsdna u mnoha stavii jako je postizeni stfedniho ucha nebo napftiklad licniho
nervu (Anari et al. 1999). Jedna z pfevladajicich teorii ptfedpokladd, Ze hyperakuze
je disledkem zvySeného zisku v centralnim nervovém systému, coZ je forma homeostatické
plasticity kompenzujici snizeny vystup nervovych signdlli z kochlearni ¢asti sluchového
systému (Auerbach et al. 2014). Vyzkum na zvifatech, u kterych byla hyperakuze vyvolana

akustickym traumatem a ototoxicitou, odhalil pozorovatelné zmény na rliznych urovnich



centralniho sluchového systému. Zmény zahrnovaly zvySenou neuronalni synchronizaci,
zvySenou spontanni excitabilitu v DCN, IC a rozsifeni a reorganizace kortikalnich oblasti

odpovédi (Mulders a Robertson 2009; Weisz et al. 2007).

4 GABAsreceptory

GABAGB receptory jsou s G-proteiny spiazené receptory pro GABA, jednoho z hlavnich
inhibi¢nich neurotransmiteri nervového systému savci. GABAg receptory jsou dulezité
regulatory neurondlni excitability. Vyznacuji se Sirokym rozsifenim ve sluchovém systému, kde
se podili na procesech nezbytnych pro spravnou funkci sluchu. Jedna se naptiklad o regulaci
spontanni aktivity neuronli sluchové drahy, modulaci kochlearniho zesilovace, binauralni
a Casové zpracovani informaci, prediktivni kodovani a regulaci oscilatorni aktivity neuronil
sluchové kiry (Ngodup et al. 2024; Maison et al. 2009; Wedemeyer et al. 2013; Magnusson et
al. 2008; Ayala a Malmierca 2018; Oswald et al. 2009). Vzhledem k vyznamu receptorti
se ptedpokladd, ze zdvazné naruseni jejich exprese nebo distribuce ve sluchové draze povede
k hyperaktivit¢ neuronédlnich okruhi a k poruchdm sluchu. Tato teze zatim nebyla plné
prokazana, ale ne¢které predchozi vysledky by mohly podpofit platnost této hypotézy. Patii
k nim nalezy snizené hustoty GABAB receptord ve sluchovém systému starnoucich potkant
s pfiznaky presbyakuze a identifikace izoformy proteinu KCTD12, modula¢ni podjednotky
receptoru, jako modifikétoru rizika chronického tinnitu (de Villers-Sidani et al. 2010; Milbrandt
et al. 1994; Sand et al. 2012). Objasnéni patofyziologické ulohy dysfunkce GABARg receptoru
by naznacilo, Ze jeho podjednotky mohou piedstavovat novy terapeuticky cil pro 1écbu
senzorineuralni ztraty sluchu. Tato pfedstava je podporovana také tim, Ze strukturalné-funkéni
vlastnosti receptoru jsou pomérné€ dobie zndmé a existuje fada farmakologickych néstrojt, které

umoznuji cilit na jeho aktivitu v lidském nervovém systému.

4.1 Strukturni a funkéni vlastnosti GABAg receptoru

GABAB receptory jsou komplexni heterodimerni struktury slozené z podjednotek GABABR:
a GABAR: klicové pro jejich funkci. Podjednotky tohoto receptoru jsou sloZeny z tii hlavnich
domén: prvni ¢asti je extraceluldrni N-termindlni doména, zndma jako venus fly-trap (VFT)
doména. Tato specifickd doména je zodpovédnd za navdzdni neurotransmiteri GABA,

coz je klicovym krokem k aktivaci receptoru (Galvez et al. 1999).
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Druhym kompartmentem receptoru je sedm transmembranovych domén, které jsou
nasledovany intracelularni C-termindlni doménou. Toto sloZzeni domén umoziuje
heterodimerizaci mezi podjednotkami GABAg1 a GABARg:. Zatimco podjednotka GABAB!
je zodpovédna za piimé navazani agonisty pomoci VFT domény, GABARg: podjednotka ligand
nevaze piimo, ale je nezbytnd pro signalizaci a aktivaci G-proteinu. Zaroven podjednotka
GABA B1 mé dvé odlisné izoformy, GABA 1. a GABA v, které se 1i$i v N-terminalni oblasti,
a to pritomnosti tandemového paru extracelularni domény, nazyvané sushi doména. Sushi
doména se vyskytuje pouze u izoformy GABA giaa jeji vlastnost spociva v zajisténi axonalniho

transportu této podjednotky (Biermann et al. 2010).

GABA

GABAg,

|||||

e
Adhezni mOlekUl'y Inhibice adenylyl
Transportni proteiny - Interagujict ‘ r cyklazy
Transkrip&ni faktory | . proteiny q - LS
et attene® Aktinovy mikrofilament
Sushi doména / \
99
GABAg,, GABAG, GABAg,, GABAg,

Obrazek 3-Strukturni a funkéni vlastnosti GABAg receptoru. Pfevzato a ptelozeno z (Gomes et al. 2019).

GABAB receptor po navazani ligandu na GABABg: zpisobi konforma¢ni zménu
nezbytnou pro dal$i molekularni interakce s heterotrimernim G-proteinem umisténym
na intracelularni stran¢ plazmatické membrany. Po navazani proteinu k aktivovanému

receptoru dojde ke zméné jeho konformace, ktera vede k vyméné guanosindifostatu
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(GDP, Guanosine diphosphate) za guanosintrifosfat (GTP, Guanosine triphosphate) na alfa
podjednotce (Gai/o) G-proteinu. Navazani zptisobi disociaci proteinu na dva hlavni komplexy
alfa (o) a beta-gamma (By). Tyto podjednotky nésledné¢ moduluji fadu cilovych molekul
v cytoplazmé a bunéné membrang, vcetné¢ enzymu a iontovych kanalli, coz spousti fadu
signalnich reakci a konformacnich zmén efektorovych proteinli. Podjednotka alfa ma
za nasledek inhibici adenylylcykldzy a tim i1 zapfi¢inéni ovlivnéni drdhy cyklického
adenosinmonofosfatu (cAMP, Cyclic adenosine monophosphate) a proteinkindzy A (PKA,
Protein kinase A) (Knight a Bowery 1996). By komplex G-proteinu mize modulovat funkce
iontovych kanali, v€etné otevieni draslikovych Kir3 kanalt, které zptisobuji hyperpolarizaci
buiiky, ¢i inhibici napétové fizenych véapnikovych kanali (VGCC, Voltage-gated calcium
channel) vedouci ke snizeni neuronalni excitability. Aktivace G-proteinu je ukoncena
hydrolyzou GTP na alfa podjednotce, kterd nasledné vytvoii heterotrimer s beta podjednotkou

vedouci k obnoveni inaktivni formy G-proteinu (Turecek et al. 2014).

4.2 KCTD proteiny

Rodina cytosolickych proteint, obsahujicich tzv. tetramerizaéni doménu draslikovych kanala
(KCTD), obsahuje n&kolik desitek ¢lenti s rozmanitymi funkcemi v buné&énych procesech. Ctyfi
zastupci této rodiny, proteiny KCTD 8, 12, 12b a 16 se konstitutivné vazi na C-terminalni
doménu podjednotky GABAR> a byly proto nazvany jako pomocné podjednotky GABAR
receptoru (Schwenk et al. 2010). Tyto proteiny obsahuji relativné konzervativni N-koncovou
doménu T1 a variabilni C-termindlni doménu H1.T1 zprostfedkovava spojeni ¢ty molekul
KCTD do homomernich a heteromernich komplext a jejich vazbu na receptor. Cely komplex
GABAGg receptoru se vyznacuje zvySenou povrchovou expresi, afinitou a urychlenou kinetikou
G-proteinové signalizace (Ivankova et al. 2013; Turecek et al. 2014). U proteint KCTD12
a KCTDI12b doména HI vyvolava vyraznou desenzitizaci odpovédi GABAB receptort,
interakci s Py podjednotkami G proteinu. Samotna desentitizace je regulovana fosforylaci
serinu-892 na GABABg> nebo heteromerizaci KCTD12 s KCTD16 (Adelfinger et al. 2014).
Kromé toho protein KCTD16 zpomaluje deaktivacni fazi GABAg-aktivovanych Kir3 prouda,

avSak mechanismus tohoto Ui¢inku neni pln¢ objasnén (Fritzius et al. 2017).

KCTD proteiny se vyznacuji vysokou urovni exprese v nervové soustave, zejména
v hipokampu, mozecku, thalamu a mozkové kiife (Metz et al. 2011). Ve sluchovém systému
byly nalezeny proteiny KCTD12 a 16, a to ve vyvijejicim se kochlearnim aparatu, ddle v DCN,
IC a MGN mysi (Resendes et al. 2004; Metz et al. 2011). Vyznam KCTD pro sluch neni
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objasnén, ale jejich lokalizace ve fibrocytech Cortiho organu naznacuje, ze by mohly byt

zapojeny v recyklaci draslikovych iontii a v udrzovani endokochledrniho potencialu.

5 Zpisoby testovani sluchové funkce u mysi

Vysetieni sluchu u mysich modelt poskytuje dulezité informace o mechanismech zpracovani
zvuki ve sluchovém systému savct, véetné clovéka. Mezi zakladni metodické ptistupy se fadi
behavioralni testy, jako je akusticky vyvolana ulekova reakce a jeji modulace zvukovymi
prepulzy, a dale audiometrické metody vyuzivajici méfeni otoakustickych emisi nebo snimani

kmenovych potenciala elektrofyziologickymi technikami.

5.1 Ulekova reakce

Ulekova reakce organismu je jeho rychld odpovéd na ne¢ekany a intenzivni podmét. Podnét
muze mit fadu podob, akusticky, dotykovy, vizudlni a dalsi. Dany stimul zptsobuje rychlou
a impulzivni reakci, ktera se projevuje prevazné stazenim svald, zvySenim srdecni tepové
frekvence nebo zavienim oc¢i. BéZnym typem reakce je akusticka tlekova odpovéd’ (ASR,
Acoustic startle response), ktera je vyvolana zvukem jako podnétem k leknuti. Ulekovy reflex
u mys$i vyuziva jednoduchou a rychlou neuronalni drahu, kterd nevyzaduje ucast vyssich
nervovych center. Tato dréha vykazuje minimalni ¢asovou prodlevu a primarné zasahuje jen
do oblasti mozkového kmene. Ptenos elektrickych signalti z vlaskovych buné€k zacina
u aferentnich nervovych zakonceni v kochlee a pokracuje sluchovym nervem do neuront
kochlearniho jadra. Zde dochazi k prvnimu zpracovavani informaci, které pokracuji dale
do retikularnich jader v kaudalni oblasti pontu. Tato jadra pfevadéji signaly do motoneurontl,
jez inervuji svalova vldkna. Aktivace svalovych vldken vede ke svalové kontrakei, kterad

umoziuje vlastni ASR (Lee et al. 1996; Gémez-Nieto et al. 2014).

Pti behavioralnim testovani sluchové funkce byva ¢asto pouzivana technika zkoumajici
citlivost ASR k pfedchdzejicimu zvukovému stimulu. Jedné se o tzv. prepulsni inhibici ASR
(PPL, prepulse inhibition) vyuzivajici méné intenzivngjsi prestimul (prepuls), ktery ptredchazi
vlastni tlekovy podnét o fadove desitky ms. Jeho tikolem je inhibovat reakci zvifete na hlavni
akusticky stimul mechanismy, které probihaji v obvodech stfedniho mozku (Yeomans et al.
2010). Tato metoda umoziuje studium nepodminéného reflexu, ktery poskytuje informace
o spravném fungovani nervovych center. Prestimul moduluje amplitudu ASR a indikuje

schopnost nervové soustavy adaptovat se na silny zvukovy podmét v pfitomnosti méné
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intenzivnéj$iho podmétu (Hoffman a Searle 1968). Variantou PPI je testovani inhibice ASR
pauzou v Sumu na pozadi (GPIAS, Gap prepulse inhibition of the acoustic startle).
Tato technika byla navrzena pro detekci pfitomnosti tinnitu u laboratornich zvitat (Turner et al.
2006). U normalné¢ slysicich zvitat zpisobuje pauza v Sumu vyznamnou inhibici ASR. Naopak
u zvifat s experimentalné vyvolanym tinnitem je pauza maskovana fantomovou percepci a jeji
schopnost potlacovat ASR je snizena (Turner a Parrish 2008; Turner et al. 2006). Vyhodou této
behavioralni metody je, Ze neni potieba dlouha tréninkova piiprava, které je nutna u nékterych
behavioralnich testii, kde mtize mit délku nékolik dnii ¢i tydnu. Zaroven umoznuje opakované

pouziti s pfiméfenym ¢asem odpocinku mezi jednotlivymi seancemi.

5.2 Otoakustické emise

Mg¢éteni otoakustickych emisi (OAE, Otoacoustic emissions) je neinvazivni metoda hodnotici
funkéni stav OHC. OAE jsou zvuky kochlearniho plivodu, které je mozné zaznamenat
mikrofonem vloZzenym do zevniho zvukovodu. Tento typ méfeni se uplatiiuje jak ve vyzkumu,
tak ve zdravotnictvi, a to prevazné u diagnostiky sluchu novorozenct. Typi OAE je celé fada,
primarn¢ je mizeme rozdé€lit na spontanni, které vznikaji v uchu samovolné a evokované, které
pfed méfenim vyzaduji akusticky podmét (Kemp 1978). Spontanni otoakustické emise (SOAE,
Spontaneous otoacoustic emission) jsou Uzkopasmové Sumy vznikajici samovolnym pohybem
OHC a vychazejici z vnitiniho ucha bez vné&jsi akustické stimulace. Vyskytuji se pfirozené
u zdravé slySicich jedincti (Kuroda 2007). Frekvencni rozsah SOAE se pohybuje mezi
500 Hz a 4 500 Hz a malé procento lidi miZze své SOAE vnimat dokonce jako tinnitus (Penner
1990). Evokované OAE jsou transientni OAE (TEOAE, transient evoked otoacoustic
emission), které vznikaji jako odezva na stimulaci Sirokopdsmovym zvukovym podmétem
nazyvanym klik. Odpovéd’ se objevuje se zpoZzdénim nékolika ms po stimulaci a trva kolem
20 ms (Hall a Lutman 1999). Zvuk klik putuje podél kochlearniho kanalu a zpét k mikrofonu,
ktery odpovédi zaznamenava. Doba zpozdéni je nejkratS$i v mistech pobliZ baze hlemyzde¢,
kde se vyskytuji vyssi frekvence a smérem k jeho bazi se zvySuje (Gelfand a Calandruccio

2023).

Poslednim typem evokovanych emisi jsou tzv. distorzni produkty otoakustickych emisi
(DPOAE, Distortion product otoacoustic emissions). Jejich méfeni slouzi k posouzeni
fyziologického stavu OHC ve vnitinim uchu savcli. DPOAE jsou typem signalu, ktery vznika
v kochlee generovanim OHC. Mé&ti se ve sluchovém kanalu, jako odpoveéd na dva odlisné

zvukové stimuly o raznych frekvencich, znacenych f1 a f2. Odpovédi jsou zvuky, které jsou
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matematickou kombinaci stimulac¢nich frekvenci a jsou zaznamenavany do vysledného grafu
s ndzvem DP-gram (Stover et al. 1996). Mikrofon, ktery zaznamenéva akustické emise v tomto
pfipad¢€ vnima tii tony, dva podmétové a jeden vyvolany. Nejvyssi hodnoty DPOAE se objevuji
pii poméru stimulacnich frekvenci f2/f1 okolo 1,2 a rozdilu intenzit 2 — f1 > 10-15 dB.
Frekvence na které se DPOAE bude pohybovat se rovna dvojnasobku frekvence nizsiho tonu
minus frekvence vyssiho tonu (Marcrum et al. 2016). DPOAE se vyskytuji ve vSech zdravych
usich. Jejich amplitudy klesaji s rostoucim vékem, po akustickém traumatu a pulsobeni
ototoxickych latek. Pfi senzorineuralni ztraté sluchu, kdy posun sluchovych prahti piesahuje

60 dB, nejsou DPOAE casto detekovany (Moulin et al. 1994).

5.3 Odezva sluchového kmene

Odezva sluchového mozkového kmene (ABR, Auditory brainstem responses) vznika
elektrickou aktivitou sluchového nervu a neuront sluchovych jader v mozkovém kmeni
a Castecné sttednim mozku. Byva vyvolana zvukovymi stimuly o rtizné frekvenci a intenzité.
Je to metoda velmi Casto vyuzivana v lékafstvi, ABR jsou m¢éfitelné u vSech pacienti
s normalnim sluchem, v¢etné novorozencii. Vyhodou této metody je ze nevyzaduje aktivni
ucast pacienta. ABR mohou byt ovlivnény starnutim, pohlavim a patologickymi stavy sluchové
drahy. S pribyvajicim vékem se zvySuje latence a snizuje se amplituda pozorovanych odpovédi

(Gelfand a Calandruccio 2023, s. 314, 316)

Me¢ifenim ABR se ziskdvaji informace o pfenosu a zpracovani senzorickych signali
v zacatcich sluchové drahy. ABR obsahuji az 7 pozitivnich vin s ¢asovym odstupem kolem
0,8 ms od sebe. V klinickych studiich se mé&feni ABR tyka vin I az V, které 1ze pomé&rné snadno
identifikovat, pficemz nejvétsi pozornost je vénovana vindm I, Il a V. Viny jsou identifikovany
dle jejich absolutnich latenci a amplitud (Gelfand a Calandruccio 2023, s. 315-316). Casto jsou
jednotlivé viny pfisuzovany konkrétnim mistim sluchové drédhy (Alvarado et al. 2012).
Viny I a II ptfedstavuji komplexni ak¢ni potencidly generované sluchovym nervem a bunikami
kochlearniho jadra. Nésledné viny maji pravdépodobné vice mist pivodu a jsou kombinaci
aktivity nekolika jader mozkového kmene (Gelfand a Calandruccio 2023, s. 315-316). Vina III
byva spojovana s aktivitou DCN a SOC a vyznacuje se absolutni latenci 3,5 ms. VIna IV vznika
aktivitou SOC a vzestupnych sluchovych vlaken lateralniho lemnisku s absolutni latenci
4,5 ms. Vlna V je odpovédi lateralniho lemniscu a IC s latenci 5,5 ms. Vlna I byva ¢asto u mysi

velmi robustni, naopak u ¢lovéka mize byt pomérné tézko identifikovatelna. Podobné je tomu
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u viny V, kterd u mysi neni vZdy dobie identifikovatelna, ale u ¢lovéka je lehce patrna (Burke

et al. 2023).

Dalsi viny odrazeji evokovanou aktivitu ve vzestupnych bodech sluchového stfedniho
mozku. Se snizujicim se stimulem je amplituda ABR vln mensi a latence naopak vétsi. Méteni
se Casto provadi po 5 az 10 dB SPL a to do té doby, nez neni patrna zadna odpovéd’. Posledni

bod, kde Ize rozeznat odpovéd’, je urCovan jako prahova hodnota (Zheng et al. 1999).

II1
IV

0,00 4,00 8,00 (ms)

Obrazek 4-Ukazka méteni ABR se zvyraznénymi vlnami [ az V. Vlastni zdroj pomoci Canva.com.
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Experimentalni ¢ast

6 Metody a material

6.1 Material

6.1.1 Zvirata

Pro experimentalni ¢ast prace byly pouzity mysi obou pohlavi, a to kmene C57B16j/Rj (Janvier
labs, Francie) a jejich geneticky modifikované varianty postradajici protein KCTD12 (University
of Basil, Svycarsko). Mysi byly umistény v klecich po 2 az 5 zvifatech ve standardnich
laboratornich podminkach, 12 hodin svétlo/tma cyklus, okolni teplota 23 stupni celsia a staly
pristup k vodé¢ a piti. Staii mysi u obou skupin se pohybovalo, zhruba ve stejném véku, kolem
2-3 mesict, kdy byly jiz zcela vyvinuté sluchové schopnosti téchto zvirat. VSechny experimenty
byly provedeny v souladu s principy péce o laboratorni zvitata a v souladu s ptedpisy etické

komise Ustavu experimentalni mediciny AV CR.

6.1.2 Anestezie

U zvitat byla subkutanné podana anestezie ketamine/xylazine (dle vahy zvitete), poté pfiblizné
polovi¢ni davka na jeji udrZeni. Anestezie byl roztok 35 mg/kg ketaminu (Calypsol 50 mg/ml),
6 mg/kg xylazinu (Xylapan 20 mg/ml) a fyziologického roztoku (Nacl 0,9 %). Podavéna byla

pouze u méteni audiometrie.

6.2 Metody

6.2.1 Testovani sluchové funkce

Sluchové funkce u mysi byly studovany pomoci zaznamu ASR, ABR a DPOAE.

6.2.1.1 DPOAE

Pti testovani do usi anestezovanych mysi byly zvuky piendSeny pomoci piezoelektrickych
reproduktoriic s uzavienym polem pfipojenych ksond€. Otoakustické emise byly
zaznamenavany ze zvukovodu pomoci nizkoSumové mikrofonni sondy (Etymotic ER-10B+,
Etymotic research, IL, USA). Ke generovani zvukovych podnétl a zdznamu emisi byl pouZzit
TDT System III Real-Time Processor RP 2.1 (vzorkovaci frekvence 100 kHz). Pro uréeni
amplitudy DPOAE byl méten kubicky soucin zkresleni 2f1-f2 v odezvé na dva primarni tony

fl a 2 (pomér frekvenci f2/f1 = 1,21 a pomér hladin L1/L2 = 70/65 dB SPL), pticemz {2
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se pohybovala v rozmezi 4 az 40 kHz. Pro urceni prahii otoakustickych emisi hral kazdy
reproduktor jeden ze dvou primarnich tonti (f1 a £2) a pohyboval se v krocich po 5 dB od 70
do 20 dB SPL (pro f2). V jiz vySe zminéném frekvencnim rozsahu (4 — 40kHz) byly zmétfeny
3 body na oktdvu. DPOAE prahy byly definovany jako nejnizsi Groven intenzity potiebné
k produkci emise > 5 dB SPL Pokud z&dna uroven intenzity zvuku nevygenerovala emisi
splnujici toto kritérium, pfedpokladalo se, ze prahova hodnota je 70 dB SPL. Zaznamenand data

byla analyzovéna pomoci softwaru MATLAB.

nizkoSumova mikrofonni sonda

Obrazek 5-Ilustrace méfeni DPOAE. Vlastni zdroj pomoci BioRender.com.

6.2.1.2 ABR

Na uspani mysi byla nejdfive subkutdnné podana bezpecna a kratkodobd anestezie (roztok
ketamine/xylazin) dle vahy zvifete. Nasledné byla my$ umisténa do odhlu¢néné komory
na vyhtivanou podlozku o teplot¢ 38 stupiiti celsia, aby byla udrzena teplota téla a orientovana
hlavou smérem k reproduktoru. Byly monitorovany zakladni reflexy, respiracni a dechova
frekvence. Méfici elektroda byla umisténa pod kliZi zvifete na temeni hlavy a dalsi elektrody

referencni a zemnici na levy a pravy mastoid.
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Referencni elektroda

Aktivacni elektroda

Zemnici elektroda

Obrazek 6-Ilustrace méteni ABR. Vlastni zdroj pomoci BioRender.com.

Sluchové odpovédi mozkového kmene (ABR) byly ziskdny z mySi uvedenych
do anestézie Behem zdznamu byly mysSi umistény na vyhtivané podloZzce ve zvukotésné
anechoické mistnosti. TDT System 3 Real-Time Processor RP 2.1 (Tucker Davis Technologies,
FL, USA) byl pouzit ke generovani zvukovych podnétl, které byly prendSeny na zviie
prostiednictvim akustického systému PMA 720 (Denon, Japonsko) a reproduktorového
systému sestavajiciho z paskového vySkového reproduktoru 140-15D (RAAL advanced
loudspeakers, Srbsko) a reproduktoru Alpha 6A (Eminence, USA) v podminkach volného pole.
Frekvenéni odezva systému byla ploché (+3 dB) v rozsahu od 1 do 50 kHz. Kalibrace zafizeni
byla provedena pomoci 1/4palcového mikrofonu Briiel & Kjaer 4939 a zvukoméru B&K 2231
(Briiel & Kjaer, Dansko).

ABR odpovédi byly vyvolany klikem o délce 0,1 ms a sérii tonll o frekvencich 2, 4, 8,
16 a 32 kHz o celkovém trvani 5 ms, v&etnd 1 ms nab&hu/spadu s ¢etnosti 15/s. Uroveti obou
typt podnétii byla nastavena mezi 110 a 0 dB SPL s krokem 10 dB az 5 dB SPL. Evokované
potencidly mozkového kmene byly zaznamenany pomoci podkoZnich jehlovych elektrod
umisténych na temeni (aktivni elektroda) a v oblasti krénich svalii (referencni elektroda).
Zaznamenané signdly byly filtrovany pasmovou propusti (300 az 3 000 Hz) a zprimérovany
z 500 zaznamt vyvolanych opakovanou stimulaci (software TDT BioSig). Prahovou hodnotou
ABR byla minimalni intenzita tonu nebo kliknuti, kterd vyvolala vizualn¢ detekovatelnou

odpovéd ABR v oc¢ekavaném Casovém okné. Amplituda vin ABR byla méfena od negativniho
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vrcholu po pozitivni vrchol u odpovédi vyvolanych klikem. Amplitudy vin ABR ziskanych
pfi riznych urovnich kliknuti byly pouzity ke konstrukci rastovych funkci ABR. Absolutni
latence byly méteny od okamziku, kdy zvukovy podnét dosahl ucha, do okamziku pozitivniho

vrcholu kazdé viny.

6.2.1.3 ASR a GPIAS

ASR byly studovany pomoci systému Acoustic Startle Response Systém (Habitest model
E10-21, Coulbourn, Pennsylvania, USA) umisténého ve zvukotésné mistnosti. Béhem testovani
byla jednotliva zvifata uzaviena v malé draténé kleci umisténé na citlivé plosin¢ obsahujici
snima¢ zatéze, ktery prevadi tlak na napéti. Vystupni elektrické signaly byly ziskadvany a
zpracovavany pomoci systému TDT 3 s procesorem RP 2 pracujicim v redlném case (Tucker
Davis Technologies, Alachua, USA). Akustické podnéty byly generovany systémem TDT 3
a prezentovany prostfednictvim reproduktoru 29TAF/W (SEAS, Norsko) umisténého nad
zvitetem. Frekven¢ni odezva reproduktoru v testovacim zafizeni byla v rozmezi +9 dB pfi
frekvenci 1-32 kHz. Zatizeni bylo kalibrovano pomoci Yapalcového mikrofonu Briiel & Kjaer
4939 a zvukoméru Briiel & Kjaer 2231 (Briiel & Kjaer, Dansko). Generovani podnéti, sbér dat
a jejich zpracovani bylo fizeno softwarem Matlab. Reakce na stimulace byly analyzovany
v rdmci 100 ms okna zac¢inajiciho na zacatku podnétu a byly méfeny jako maximalni amplituda

napéti od vrcholu k vrcholu.

Testovani se skladalo ze dvou az tfi stejnych sezeni, kterd probihala oddélené ve dvou
po sobé& nasledujicich dnech. Cilem prvniho sezeni bylo ptizplsobit zvife testovacimu zatizeni
a jeho vysledky nejsou v této praci uvedeny. Kazdé sezeni zaCalo desetiminutovou habituaci
zvifete na experimentalni zafizeni, po niz nasledovaly 4 po sobé¢ jdouci série 21 podnéti
vyvolavajicich leknuti v intervalech ndhodné se ménicich od 20 do 30 sekund. Intervaly mezi
tréninky byly 10 minut a odpovédi na prvni z 21 podnéti pro kazdy trénink nebyly zahrnuty
do dal$i analyzy. Sezeni zahrnovala tfi rizné typy behavioralnich paradigmat: (a) vyvolani ASR
samotnym Ulekovym podnétem (bily Sum, 50 ms/110 dB SPL, doba nab&éhu/spadu 0,5 ms) bez
dalsi modulace, (b) inhibice ASR tzkopasmovym Sumem pozadi (BGN (background noise),
1/3 oktavového pasma se sttedem na 10 kHz, 65-85 dB SPL) a (c) inhibice ASR mezerovym
pre-pulsem (50 ms, doba nabéhu/spadu 3 ms, ¢asovy interval 100 ms mezi nastupem pre-pulsu
a ulekovym podnétem) v ptritomnosti BGN (GPIAS). Paradigma v bod¢ a) bylo pouzito béhem
prvnich testovacich sérii, zatimco paradigmata v bodech b) a c) byla pouzita béhem druhé
az ctvrté série jako 10 stimulaci bez mezery a 10 stimulaci s mezerou prezentovanych

v ndhodném potadi za pfitomnosti kontinudlniho BGN o intenzité 65 a 75 dB SPL (v ptipadé
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nékterych mysi byly naméfeny hodnoty i pro 85 dB SPL). Bazalni amplituda ASR pro kazdou
my$ byla kvantifikovana jako primér 10 ndhodné vybranych napétovych odpovédi

zaznamenanych béhem prvni série. Inhibice ASR pomoci BGN byla kvantifikovéana takto:
Relativni amplituda ASR [%] = (ASRBGN/ASRuo BGN) % 100,

kde ASRgon @ ASRno BGN predstavuji primérné amplitudy ASR ziskané z 10 opakovanych
meéieni pro pokusy bez mezery v pfitomnosti BGN a z méteni ziskanych béhem prvni série

v nepiitomnosti BGN. Inhibice ASR pomoci gap-prepulsu byla kvantifikovana nasledovné:
GPIAS [%] = (1 - [ASRgap/ASRyo gap]) * 100,

kde ASRgap a ASRuno gap piedstavuji primérné amplitudy ASR, z nichZ kazda byla ziskana z 10

opakovanych méfeni v ptitomnosti BGN, s mezerou a bez mezery pted tlekovym stimulem.

\ ™S
N Ly .
\ N

Obrazek 7-Ilustrace mérici startlové aparatury: Zvife je umisténo v boxu, ktery omezuje jeho pohyb
na minimum. Samotny box se nachazi na snimaci piezoelektrické desce, detekujici pohyby. Cely box s mysi

je umistén v odhluénéném prostoru se zabudovanym reproduktorem. Vlastni zdroj pomoci BioRender.com.

6.2.2 Zpracovani dat

Soubory dat byly analyzovany pomoci programu GraphPad Prism 9.5. VSechny hodnoty jsou
prezentovany jako primér+SD, hladina vyznamnosti je stanovena na <0,05. K posouzeni
rozdili v pramérech byly pouzity dvouvybérové Studentovy t-testy a dvoucestna ANOVA
nasledovana Sidakovym testem mnohonasobného porovnani. Normalita dat byla posouzena
pomoci D'Agostinova a Pearsonova testu a ptitomnost odlehlych hodnot byla ovéfena pomoci

metody ROUT (Q=0,05 %).
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7 Cile prace

Cilem nasi prace bylo ukdzat vyznam proteinu KCTDI12 ve sluchovém systému mysi. Tuto
ulohu jsme testovali pomoci studia zmény sluchové funkce u mysi s chybéjicimi KCTD12
proteiny. Na zhodnoceni vlivu delece na kochlearni funkci bylo pouZzito méfeni otoakustickych
emisi. Funkéni zmény na rovni mozkového kmene a stfedniho mozku byly monitorovany
pomoci elektrofyziologického snimani evokovanych kmenovych potencialii. Pro testovani
vlivu delece na komplexni sluchové funkce u bdélych zvirat jsme zvolili méfeni ulekové reakce

a jeji modulace zvukovymi prepulsy.
Experimentalni prace byly rozdéleny do tii etap podle uvedenych metodologickych piistupti:
1) Akustickd méfeni:

Cilem bylo stanovit amplitudy a prahové hodnoty DPOAE u WT a KCTD12-/- mysi.
Testovali jsme hypotézu, ze KCTD12 exprimovany podptrnymi buiikami v Cortiho
organu a fibrocyty ve stria vascularis je zapojen do kochledrnich mechanismi
udrzujicich spravnou funkci OHC. Ocekavali jsme, Ze rozdily v parametrech OAE
u mysi s rozdilnou expresi KCTD12 naznaci zmény ve funk¢nich vlastnostech OHC

a tim podpofi platnost nasi hypotézy.
2) Elektrofyziologick4 méteni:

Cilem téchto pokust bylo ovéfeni hypotézy, ze delece KCTD12 vede k senzorineuralni
ztraté sluchu. Hypotézu jsme testovali porovnanim zvukem vyvolanych ABR u mysi
WT a KCTD12-/-. Pfedpokladali jsme, Ze snizeny kochlearni vystup u KCTD12-/- mys$i

se projevi posunem prahit ABR a snizenim jejich amplitudy.
3) Behavioralni testovani:

Experimenty v této sérii byly zaméfeny na testovani hypotézy, ze delece KCTD12
u mys$i vede k oslabené GABAergni inhibici ve sluchovém systému. Piedpokladali
jsme, Ze naruSena rovnovaha mezi excitaci a inhibici u mysi KCTD12-/- vyvola
hyperaktivitu sluchovych neuronti a vznik audiologickych stavii jako jsou tinnitus nebo
hyperakuze. Hypotézu jsme testovali porovnadvanim prepulsni inhibice ASR u my$i WT

a KCTDI12-/-.

22



8 Vysledky

8.1 Vliv delece KCTD12 na kochlearni parametry

8.1.1 ZvySené prahy DPOAE u KCTD12-/- mysi

Cilem meéfeni bylo odhadnout vliv delece KCTD12 proteinu na funkci OHC. K tomuto ucelu
jsme u 29 WT a 25 KCTD12-/- my$i zaznamenévali a analyzovali DPOAE, které odrazeji
schopnost OHC zesilovat signdly a generovat zvuky. Nejprve jsme studovali prahové hodnoty
DPOAE, vyvolané zvuky o proménlivé intenzité a frekvenci. Vynesenim prahovych hodnot
proti frekvenci stimulace (f2) jsme ziskali tzv. DP-gramy, které jsme porovndvali u WT
a KCTD12-/- mysi. Vysledky z méfeni jsou znazornény na Obrazku €. 8. Z obrazku je patrné,
ze obé¢ skupiny zvitat vykazuji typické DP-gramy ve tvaru U, pfi¢emz nejnizsi hodnoty prahi
se u obou skupin vyskytovaly ve stfedni frekvencni oblasti. Nejvyssi citlivost kochledrni
odezvy u WT byla pozorovana pii stimulaci okolo 12 kHz, zatimco u KCTD12-/- mysi byla
posunuta k niz§im hodnotdm se stfedem okolo 8 kHz. V souladu s tim byly prahy zjisténé
u KCTD12-/- mysi signifikantné zvySeny ve frekvenénim rozmezi od 10 do 25 kHz. Primérny
posun praht byl 7.51 £ 0.74 dB SPL. Nase vysledky tak naznadily, ze delece KCTD12 vede
k vyznamné sniZen¢ citlivosti kochledrni odezvy na akustickou stimulaci ve vysokofrekvenéni

oblasti.
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Obrazek 8 -Srovnani sluchovych prahit DPOAE u WT a KCTD12-/- myS$i: Graf znazoriiuje zavislost primérné
velikosti prahu DPOAE na frekvenci stimulace (f2) u mys$i WT (Cerné kulaté symboly, n=29 métenych mysi)
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aumysi KCTD12-/- (¢ervené kulaté symboly, n=25 mysi). KCTD12-/- mysi vykazovaly vyznamné zvysené prahy
DPOAE ve frekvenénim rozmezi 10 az 25 kHz (*p<0,05, **** p<0,0001, dvoucestndi ANOVA s Siddkovym

viceCetnym srovnavacim testem).

8.1.2 SniZené intenzity DPOAE u KCTD12-/- mySi

V dalsi casti pokust jsme studovali intenzity DPOAE u WT a KCTD12-/- mysi. Obrazek ¢. 9
ukazuje zavislost primérné intenzity DPOAE na frekvenci akustické stimulace (4, 5, 6, §, 10,
12, 16, 20, 25 a 32 kHz). Z dat v grafu je patrné, Ze intenzity DPOAE u mysi KCTD12-/-
dosahuji nejvyssich primérnych hodnot pfi nizsich stimulacnich frekvencich (okolo 12kHz),
nez u kontrolni skupiny mysi WT (okolo 18kHz). Soucasné se ukazalo, ze KCTD12-/- mysi
generovaly DPOAE s vyznamné niz$i intenzitou pfi frekvencich v rozmezi 15 do 23 kHz.
Nejvétsi rozdil mezi intenzitami byl pozorovan pii frekvenci 19,70 kHz a ¢inil 16,57 + 3,65 dB
SPL (p<0,0001, (n =29 WT a 25 KCTD12-/-).
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Obrazek 9-KCTD12-/- myS$i vykazuji sniZené intenzity DPOAE pfi stfedné vysokych frekvencich:
Graf znazornuje DP-gramy u 29 mysi WT (Eerné kulaté symboly) a 25 mysi KCTD12-/- (Cervené kulaté symboly).
Kazdy bod na grafu odpovida primérné hodnoté intenzity DPOAE pro danou frekvenci stimulace. Méfeni byla
provedena u stejnych zvifat jako na Obrazku ¢. 8. Signifikantni rozdily mezi hodnotami z mysich skupin byly
nalezeny ve frekvencnim rozmezi 14.93 az 22,63 kHz. (*** p<0,001,**** p<0,0001, dvoucestna ANOVA

s Siddkovym viceCetnym srovndvacim testem).
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Tyto nalezy jsou tak v souladu s vysledky v ptedchazejici ¢asti a ukazuji sniZenou

kochlearni odezvu KCTD12-/- mysi pii vysokofrekvenéni stimulaci.

8.1.3 Srovnani I/O funkci DPOAE u KCTD12-/- mysi

V zévérecné sérii pokusl této casti jsme testovali dynamicky rozsah kochlearni odezvy mysi
lisicich se expresi KCTD12 pomoci vstupné/vystupni (I/O) funkce amplitudy DPOAE.
Obrazky €. 10A-F znazoriiuji hodnoty amplitud DPOAE vyvolanych stimuly o frekvenci 6, 8,
10, 16, 20 a 25 kHz a intenzit¢ 20-70 dB SPL. Takto sestavené DP-gramy ukazuji, ze pfi
stimulacnich frekvencich do 10 kHz jsou I/O funkce u mysi WT a KCTDI12-/- podobné,
zatimco pro frekvence nad 10 kHz jsou vyznamné odlisné (dvoucestna ANOVA pro graf C.,
D., E, F., p<0.0001****)_ Sklon I/O funkci ve frekvencnim rozmezi 10-25 kHz byl nizsi

u mysi KCTD12-/-, coz naznacilo nizsi dynamicky rozsah jejich kochlearni odezvy.
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Obrazek 10-Rozdilna zavislost intenzit DPOAE na sile stimulu u WT a KCTD12-/- mySi: Grafy ukazuji /O
funkce pro DPOAE vyvolané frekvencemi v rozmezi 6 az 25 kHzu my$§i WT (Cerné kulaté symboly, n=29 mysi)
aumys$i KCTD12-/- (Cervené kulaté symboly, n=25 mysi). Grafy naznacuji rozdilnou strmost funkci pro frekvence
10, 16, 20 a 25 kHz. Cerna te¢kovana ¢ara znazorfiuje hladinu $umu, coz je amplituda, pod kterou nelze signaly

detekovat za stejnych podminek méfeni. Cervena Gerchovana ¢ara znazoriiuje hodnotu prahu DPOAE.
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(*¥p<0,05%* p<0,01*** p<0,001,**** p<0,0001, dvoucestnd ANOVA s Siddkovym vicetetnym srovnavacim

testem).

Vysledky uvedené v prvni experimentalni ¢asti prace souborné¢ ukazuji, ze delece
KCTDI2 u mysi vedla k vyznamnym zménam v akusticky vyvolanych kochlearnich
odpovédich. Mysi KCTDI12-/- vykazovaly zvysSené prahy, snizené amplitudy a omezeny
dynamicky rozsah DPOAE ve srovnani s kontrolnimi mySmi WT. Tyto zmény se vyznacovaly
spektralni zavislosti, pficemz nejvétsi rozdily byly pozorovany v oblasti stiednich a vysokych
frekvenci. Tyto nélezy tak podle naseho nazoru podporuji hypotézu, ze KCTD12 protein hraje

vyznamnou ulohu v procesech udrzujicich spravnou funkci OHC a tim i kochlearniho aparatu.

8.2 Vliv delece KCTD12 na evokované potencialy mozkového kmene mysi

8.2.1 Zvysené prahy ABR u KCTD12-/-

Druhd cast experimentdlnich praci byla zaméfena na hleddni rozdili v evokovanych
kmenovych potencidlech u mysi WT a KCTD12-/-. Nejprve jsme studovali ABR vyvolané
Cistymi tony o frekvenci 2, 4, 8, 10, 16, 20, 25, 32 kHz a kratkymi Sirokopasmovymi pulsy
(0,1 ms, kliky) o proménlivé intenzité. Z namétenych odpovédi jsme vynesenim frekvence
audiogramy pro mySi WT a KCTD12-/-. Vysledky méteni jsou zndzornény na Obrazku €. 11.
Ob¢ skupiny mysi vykazovaly typické audiogramy s nejniz§imi prahy tonu vyvolanych ABR
ve frekven¢nim rozsahu 8 az 16 kHz, coz odpovida diive uvddénym hodnotdm (Zheng et al.

1999).

Dale se ukézalo, Ze mysi KCTDI12-/- vykazuji ve srovnani s kontrolni skupinou
posunuti sluchovych praht smérem nahoru, a to pii vSech testovanych frekvencich. Primérny
posun prahu u klikem-vyvolanych ABR byl 0 10,67 £ 1,40 dB SPL (n=41 WT a 36 KCTD12-
/- my$i; p<0,0001, neparovy Studentiv t-test).
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Obrazek 11-Srovnani sluchovych prahii ABR u WT a KCTD12-/- mysi: Audiogram ukazuje velikosti prahd
ABR vyvolanym kliknutim nebo tony o frekvenci 2 az 32 kHz u mysi WT (Cerné kulaté symboly, n=41 mysi) au
mys$i KCTD12-/- (¢ervené kulaté symboly, n=36 mysi). KCTD12-/- mysi mély vyznamné zvySené prahy ABR
vcelém frekvendnim rozsahu (** p<0,01, **** p<0,0001, dvoucestna ANOVA s Sidikovym vicecetnym

srovnavacim testem).

Tonem vyvolané ABR u KCTDI2-/- mysi vykazovaly nejvétsi zvySeni prahu pfi
stimulaci frekvencemi 16 kHz, 20 kHz a 25 kHz. Primérné posuny oproti prahiim ABR u mysi
WT byly 12,62 + 3,62 dB SPL (16 kHz; p<0,0001, dvoucestna ANOVA s §idékov3’1m
viceCetnym srovnavacim testem), 17,35 + 3,60 dB SPL (20 kHz; p<0,0001) a 19,12 + 3,60 dB
SPL (25 kHz; p<0,0001). Tato pozorovani jsou v souladu s vysledky analyzy DPOAE
a ukazuji, Ze ztrata KCTDI12 u mysi zhorSuje jejich audiometrické prahy v oblasti stfedné

vysokych frekvenci.

8.2.2 SniZené amplitudy ABR u KCTD12-/- mysi

V dalsi ¢asti experimentll jsme analyzovali amplitudy jednotlivych vin ABR vyvolanym
kliknutim o proménlivé intenzité. Je predpokladano, ze velikosti vin ABR odréazeji synchronni
aktivitu neuronti v jednotlivych ¢astech sluchové drahy od sluchového nervu az po mozkovy
kmen a stfedni mozek (viz Obrazek €. 4). S jejich vyuzitim jsme proto chtéli odhadnout
lokalizaci vlivu delece KCTD12 na sluchovou funkci. Grafy na Obréazku €. 12 ukazuji zavislost
amplitud vin I azZ V na intenzité stimulu u 22 mys$i WT a u 20 my$i KCTD12-/-. Z grafti plyne,

ze u obou mysich skupin vedlo zvySovani intenzity stimulace k nartstu amplitudy vSech vin.
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U mys$i KCTDI12-/- ovSem vysoké hladiny zvukové stimulace vyvolavaly viny o nizsi
amplitudé nez u mysi WT. To mélo za nasledek mirnéjsi sklon jejich vstupné-vystupnich funkei
ABR. Rozdil ve sklonu I/O funkci u mys$i WT a KCTD12-/- byl zna¢n¢ zredukovan v piipadé
amplitudy pozdni viny ABR (vlna V). To naznacuje, ze pomér amplitud ¢asnych a pozdnich
vin (V/I), ktery je métitkem centralniho nervového zisku (Méhrle et al. 2019), byl u obou skupin

zvitat rozdilny.
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Obrazek 12-SniZené amplitudy vin ABR u KCTD12-/- mysi: Grafy ukazuji zavislost velikosti amplitudy
klikem-vyvolanych vin ABR (I az V) u mysi WT (Cerné kulaté symboly, n=22) a u mysi KCTD12-/- (¢ervené
kulaté symboly, n=20). Kazdy bod v grafu odpovida primérné hodnot¢ velikosti amplitudy pfi dané intenzité
kliku. (*p <0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001, **** p<0,0001, dvoucestna ANOVA s Siddkovym viceetnym

srovndvacim testem).

Nase vysledky z audiometrickych experimentd souborné ukazuji, ze delece KCTD12
vede k vyznamnym zménam v evokovanych kmenovych potencidlech mysi. KCTD12-/- mysi
meély zvySené prahy, snizené amplitudy jednotlivych vin a niz8i dynamicky rozsah ABR. To je
v souladu se snizenou aktivitou kochlearniho vystupu a jader mozkového kmene u téchto mysi
a také to odpovida negativnimu vlivu delece na kochlearni funkci, popsané v predchazejici
vysledkové ¢asti. Rozdil v /O funkcich viny V ABR u mysi WT a KCTD12-/- byl méné
dramaticky nez u vin I — IV. To podle naSeho nadzoru naznacuje kompenzaci vlivu delece na
urovni IC. Analyza ABR také podobné jako vysledky méteni DPOAE ukézala prevazujici vliv

delece KCTD12 na odpovédi vyvolané zvukovymi stimuly o stiedné vysoké frekvenci
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8.3 Vliv delece KCTD12 na behavioralni fenotyp mySi

V této experimentalni ¢asti jsme testovali akusticky vyvolané reakce bdélych mysi pomoci
behavioralnich metod. Vyuzivali jsme ulekového reflexu, k jehoz vyvolani jsme pouzivali tii
typy experimentalnich protokoli (Obrazek 13). Vyvolavali jsme ASR pomoci
Sirokospektralniho kratkého stimulu v absenci Sumu pozadi (A), pomoci stimulu se zvukovym
prestimulem v nepfitomnosti Sumu pozadi (B), pomoci stimulu v pfitomnosti Sumu pozadi (C)

a pomoci stimulu s mezerovym prepulsem pierusujicim Sum pozadi (D).

110 dB SPL

+ prepuls

B. 1 11

+ Sum na pozadi

+ gap-prepuls
D.

Obrazek 13-Schéma pouzitych behavioralnich paradigmat p¥i studiu ASR mysi (A) Behavioralni paradigma
k vyvolani ASR (B) inhibice ASR zvukovym prepulsem (C) méfeni ASR v pfitomnosti Sumu pozadi (D) inhibice
ASR mezerovym prepulsem v Sumu pozadi. Ktivky vpravo (1.) ukazuji piiklady Casového prubéhu napéti

zaznamenaného snimaci aparaturou béhem ASR mysi. (Vlastni zdroj).

8.3.1 KCTDI12-/- mysi vykazuji zvySenou amplitudu ASR.

ASR je rychla motorickd reakce na intenzivni zvukovy podnét. Tento reflex je soucasti
piirozeného obranného mechanismu mnoha savcti. Méfeni ASR poskytuje dulezité informace
o funkci nervového systému, zejména o sluchovych drahach a jejich propojeni s motorickymi
oblastmi mozku. K vyvolani ASR jsme pouzili Sirokopadsmovy zvukovy stimul o proménlivé
intenzité¢ od 40 do 120 dB SPL. Studovali jsme odpovédi 34 mysi WT a 23 mysi KCTD12-/-.
Obrazek ¢. 14 ukazuje vysledky naSich méteni. Data ukazuji, Ze mysi s deletovanym proteinem
KCTD12 mély vyznamné zvySenou amplitudu ASR pfi vysSich intenzitach startlového stimulu

(=90 dB SPL). Porovnani zavislosti amplitudy ASR na intenzité stimulu prokazalo signifikantni

29



rozdily mezi kontrolni skupinou WT se skupinou KCTD12-/- (**** p<0,0001, dvoucestna
ANOVA). Narast amplitudy u KCTD12-/- naznacuje zvysenou citlivost na zvuky, coz je
charakteristicky znak hyperakuze. Tento fakt by mohl byt spojen s narusenim regulace signalu

ve sluchovém systému, kde by protein KCTD12 mohl piedstavovat dilezitou roli.
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Obrazek 14-Srovnani amplitudy ASR u WT a KCTDI12-/- mySi: Graf znazoriiuje zéavislost odpovédi
na ulekovy stimul pfi intenzitdch od 40 do 120 dB u mysi WT (Cerné kulaté symboly, n=34 mysi) a u mysi
KCTD12-/- (¢ervené kulaté symboly, n=23 mysi). KCTD12-/- skupina vykazuje signifikantné vyssi ASR od 90
do 120 dB SPL. (*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001, dvoucestna ANOVA s Sidakovym vicecetnym

srovndvacim testem).

Kromeé Sirokopasmového stimulu jsme k vyvolani ASR pouzili také uzkopasmoveé Sumy
(NBN, narrowband noise) s centralni frekvenci na 4 kHz, 10kHz a 16kHz. Tato doplikova
méteni také ukazala zvySenou amplitudu ASR u mys$i KCTD12-/-, a to nejvyraznéji pii pouZiti
10 kHz Sumu. V ptipadé 4 kHz Sumu se vyznamné rozdily mezi amplitudami ASR u mysi
liSicich se expresi KCTD12 projevily na vysSich intenzitach, a pfi 16kHz se statisticky

vyznamny rozdil projevil jen na jedné intenzité (Obrazek €. 15).
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Obrazek 15-Srovnani amplitudy ASR u WT a KCTD12-/- mysi p¥i 4, 10 a 16 kHz NBN: Grafy znazorfiuji
zavislost odpovédi na tlekovy stimul pfi intenzitach od 40 do 120 dB u mysi WT (Cerné kulaté symboly, n=34
mys$i) au mysi KCTD12-/- (Cervené kulaté symboly, n=23 mysi). KCTD12-/- skupina vykazuje signifikantné vyssi
ASR pfi vysSich intenzitach tlekového stimulu. (*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001, dvoucestna

ANOVA s Siddkovym vicetetnym srovnavacim testem).

8.3.2 Srovnani prepulsni inhibice ASR u WT a KCTD12-/- mysi.

Dalsi Cast pokust byla zaméfena na testovani citlivosti ASR u mysi WT a KCTD12-/-
ke zvukovému prepulsu. Obrazek ¢. 16 ukazuje inhibici ASR vyvolanou pomoci prepulsu,
kterym byl Sum o rGznych zvukovych intenzitich (od 0 do 60 dB SPL). Inhibice ASR
je vyjadiena jako procentudlni sniZeni amplitudy reakce v pfitomnosti prepulsu ve srovnani
s amplitudou reakce bez prepulsu. Zavislost miry inhibice na intenzité prepulsu sleduje u obou
porovnavanych skupin zvifat sigmoidni kiivku s maximem okolo 60 dB SPL. Zavislosti byly
podobné pro mysi WT a KCTD12-/- s vyjimkou vyznamné vyssi inhibice ASR prepulsem o
intenzité 30 dB SPL u KCTD12-/- mysi.
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Obrazek 16-Inhibice ASR uzkopasmovym Sumem u WT a KCTD12-/- mySi: Graf znazorfuje inhibici ASR
jako procentualni snizeni tulekové reakce za pfitomnosti prepulsu ve srovnani s reakci bez prepulsu
u mys§i WT (Cerné kulaté symboly, n=27 mysi) a u mysi KCTD12-/- (Cervené kulaté symboly, n=29 mysi).
Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami je mozné pozorovat pouze na urovni 30 dB SPL prepulsni intenzity.

(** p<0,01, dvoucestna ANOVA s Sidakovym vicedetnym srovnavacim testem).

8.3.3 Inhibice ASR mezerovym prepulsem

Schopnost detekce pauzy v Sumu ptedstavuje dilezitou schopnost nervové soustavy rozliSovat
Casové parametry akustickych stimulli. Méfeni jsme uskutec¢novali pouzitim tzkopasmového
Sumu na pozadi (BGN) o stfedové frekvenci 4, 10 a 16 kHz a intenzité¢ 65 a 75 dB SPL.
Pfi téchto intenzitdch Sum sam o sob¢ nepotlacuje ASR, a proto je vhodny pro provadény tohoto
typlt pokusii. Jako prepuls slouzila 50 ms mezera v Sumu, kterd inhibovala amplitudu ASR.

Vysledky jsou shrnuty v grafech na Obrazku €. 17.
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Obrazek 17-Inhibice ASR mezerovym prepulsem u WT a KCTD12-/- mysi: Graf znazornuje procentualni
hodnoty mezerové inhibice u riznych frekvenci za pouziti BGN (A—4 kHz, B—10 kHz, C—16 kHz) pfi intenzité
65 a 75 dB SPL u mysi WT (Cerné kulaté symboly, n=37 my$i) a u my§i KCTD12-/- (¢ervené kulaté symboly,
n=23 mysi). Procenta znazorfiuji pocet zvifat potencialné trpici tinnitem. (¥p<0,05, ** p<0,01, dvoucestna

ANOVA s Siddkovym vicetetnym srovnavacim testem).

Ukaézalo se, ze mezerovy prepuls BGN o frekvenci 4 kHz a intenzité 65 nebo 75 dB SPL
vyvolaval podobnou inhibici ASR umysi WT a KCTD12-/- (Obrazek ¢. 17A). Naopak pii BGN
o sttedové frekvenci 10 nebo 16 kHz vykazovaly mySi KCTD12-/- vyznamné sniZenou inhibici
ASR ve srovnani s mySmi WT. Toto snizeni se projevilo, pokud byla mezera prezentovana
v BGN o intenzité 65 dB SPL ale ne 75 dB SPL (Obrazek ¢. 17B, C). Kromé primérné inhibice
ASR mezerovym prepulsem (GPIAS) jsme také hodnotili statistickou vyznamnost inhibice
z 10 opakovanych méfeni ASR v pfitomnosti a nepfitomnosti prepulsu. To ndm umoZnilo
stanovit procentudlni zastoupeni zvifat vykazujicich bud’ nevyznamnou nebo jakoukoli
vyznamnou inhibici ASR. Vysledky ukézaly, Ze mysi s nevyznamnou GPIAS pti 65 dB BGN
tvotily zhruba tfetinu mysi KCTD12-/- a okolo 10 % mysi WT, bez ohledu na stfedovou
frekvenci BGN. ZvySeni intenzity BGN na 75 dB SPL vedlo k vyraznému snizeni

procentudlniho zastoupeni mysi s nevyznamnou GPIAS, v souladu se zvySenim primérné
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hodnoty GPIAS, ale pouze u BGN s vysokou stfedovou frekvenci. Tyto vysledky by mohly
naznacovat piitomnost tinnitu u mysi KCTD12-/-. Pfedchézejici prace (Turner et al. 2006)
ukdzaly, ze fantomova percepce zvuku u zvifat s tinnitem mize maskovat mezerovy prepuls
prezentovany v Sumu na pozadi o nizké intenzité a vysoké stitedové frekvenci. Predpokladame,
ze zvyseni intenzity BGN na 75 dB SPL vede u mysi KCTD12-/- k vyraznéjSimu odstupu jeho
viemu od méné¢ ,.hlasitého* fantomového zvuku a lepsi percepci mezerového prepulsu. Nase
vysledky behavioralniho testovani sluchové funkce tak souborné ukazuji, ze mysi KCTD12-/-
se vyznacuji jednak vyznamnym zvySenim amplitudy ASR a jednak snizenou citlivost ASR
k inhibici mezerovému prepulsu. Tato pozorovani jsou v souladu s pfitomnosti audiologickych

poruch hyperakuze a tinnitu u téchto mysi.
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9 Diskuze

Audiologické poruchy jako je ztrata sluchu a tinnitus jsou slozité a multifaktorialni problémy,
jejichz patofyziologie je slozitd a do jisté miry stale nejasnd. Modifikaci genii spojenych
s riznymi formami téchto poruch je celd fada. Jen malo je doposud zndmo o mutacich gent,
kodujicich proteiny inhibicniho GABAergniho systému a o jejich vlivu na sluchovy systém.
Cilem této diplomové prace bylo ptispét k pochopeni funkce proteinu KCTD12, ktery funguje
jako regula¢ni podjednotka GABAR receptord, ve spojitosti s mechanismy sluchu a sluchovych
poruch jako je tinnitus a hyperakuze. Zaroven jsme si kladli za cil pfispét k poznani
potencialniho mozného vyuziti KCTD12-/- mysi, jako animalniho modelu pro studium
audiologickych poruch. S pouzitim akustickych, elektrofyziologickych a behavioralnich metod
jsme porovnavali sluchovou funkci kontrolnich WT a KCTD12-/- mys$i. V ramci akustického
méfeni jsme analyzovali kochlearni odezvy (DPOAE), které umoznily pochopeni vlivu
KCTD12 na funkci OHC ve vnitfnim uchu mysi. Elektrofyziologickd méfeni, pti kterych jsme
studovali evokované kmenové potencidly, ptiblizila pochopeni mechanismu na urovnich
sluchové drahy jako jsou mozkovy kmen a stfedni mozek. Pro pochopeni komplexniho vlivu
delece KCTDI12 v celé sluchové draze bylo pouzito méfeni ASR a jeji modifikace

prepulsovymi metodami u bdelych zvifat.

9.1 Poznatky o vlivu KCTD12 pii pouZiti DPOAE

V ramci akustickych metod, které v naSem ptipad¢ predstavovaly méteni otoakustickych emisi,
byl zkouman vliv delece KCTD12 proteini u my$i na aktivitu OHC v kochlee. Nase vysledky
ukazuji zvyseni sluchovych prahti u skupiny KCTD12 -/-. Tento posun se vyskytoval prevazné
ve vyssich frekvencich. Zvyseni prahli ukazuje na to, Ze mysi s deletovanym proteinem nejsou
schopny efektivné generovat otoakustické emise, coz se nasledné miiZze projevit horsi citlivosti
k akustickym stimulim. Vysledky tak naznacuji, ze protein KCTD12 hraje vyznamnou tlohu
v perifernich oblastech sluchové drahy. Neschopnost OHC generovat otoakustické signaly
by se m¢lo projevit v dalSich ¢astech sluchové drahy jako nedostatecné silny vstup elektrickych

signald.

Analyza kochledrni odezvy ukazala, Ze pfi vSech testovanych frekvencich generuji
KCTD12-/- myS$i men$i intenzity otoakustickych emisi neZ mySi kontrolni skupiny.
Predpokladame, ze nizSi intenzita DPOAE byla zpiisobena dysfunkci OHC bunégk.
Signifikantni rozdily v intenzité¢ DPOAE u KCTD12-/- a WT mysi byly pozorovany pfti vyssich
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frekvencich, coz podporuje hypotézu z méteni sluchovych prahti, ze OHC jsou vice postizeny
pti vysSich frekvencich. Frekvencni specifita kochlearniho deficitu u KCTD12-/- mysi by
mohla souviset s predpoklddanou funkci proteinu KCTDI12 ve vnitinim uchu. KCTD12 byl
lokalizovan ve vyvijejicim se kochlearnim aparatu v podptrnych bunkéch a ve fibrocytech stria
vascularis (Resendes et al. 2004; Metz et al. 2011). To naznacuje, ze by mohl byt soucasti
mechanismu udrzujicich draslikovou homeostazu a nasledné endokochlearni potencial. Pokud
by neptitomnost KCTD12 vedla ke sniZzeni koncentrace K+ v endolymf¢ a k poklesu
endokochlearniho potencialu, vedlo by to k naruSené funkci jak IHC, tak OHC. Vzhledem
k nelinearni zavislosti funk¢nich vlastnosti IHC a OHC na extracelularni koncentraci K+, je
velmi pravdépodobné, ze negativni vlivy delece KCTDI12 by se projevily zejména pfi
vysokofrekvencni stimulaci. Zaroven studie (Shiomi et al. 1997) ukdzala, ze pacienti
s normalnim sluchem trpici tinnitem maji sniZené intenzity DPOAE. Toto snizeni se vyskytuje
u frekvenci predpokladaného tinnitu pacientii. V naSem pitipad¢ snizené otoakustické emise ve

vyssich frekvencich mohou naznacovat vyskyt tinnitu v tomto frekvencnim rozsahu.

9.2 Zavéry z elektrofyziologického méFeni

Pomoci elektrofyziologickych metod jsme se dale snazili pochopit vliv KCTD12 proteinu na
prenos a zpracovani elektrickych signalti v proximalnich ¢astech sluchové drahy. Analyzovali
jsme ABR u anestezovanych mysi. Ziskané vysledky ukazuji, Ze KCTD12-/- myS$i maji
zhorSenou sluchovou funkci po celém spektru métenych frekvenci. Posun sluchovych praht
ABR byl podobné jako prahlit DPOAE nejvyraznégjsi pti sttedni az vysokofrekvencni stimulaci.
Nejvétsi rozdily byly patrné pii 16, 20 a 25 kHz. Posun ABR prahti u mysi KCTD12-/- tak

pravdépodobné odrazi zmény vyvolané deleci proteinu jiz na urovni vnitiniho ucha.

Dalsi pohled na vliv proteinu KCTDI12 ve sluchovém systému nam dala analyza
amplitud jednotlivych vin ABR. U vSech zkoumanych vin I az V bylo mozZné vidét nizsi
amplitudu u KCTD12-/- skupiny. Pfredpokladame, Ze tento pokles byl z velké ¢asti vyvolan
snizenym kochledrnim vystupem, protoze se projevil uZ u €asné viny I, kterd odraZzi aktivitu
sluchového nervu. Protein KCTD12 také ptisobi jako pomocna podjednotka GABAR receptort,
absence KCTD12 v receptorovém komplexu snizuje jeho povrchovou expresi a oslabuje jeho
G-proteinovou signalizaci (Ivankova et al. 2013; Turecek et al. 2014). GABAg receptory byly
lokalizovany jak v periferni, tak 1 v centralni ¢asti sluchové drahy a jejich dysfunkce vede ke

zvySené excitabilité¢ a spontanni aktivité¢ sluchovych neuronti (Turecek et al. 2023). Nizsi
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amplitudy evokovanych vin ABR by proto také mohly byt dasledkem zvySené spontdnni
aktivity neuronli sluchové drahy. Tato predstava by mohla byt podporovana pracemi, které
pozorovaly abnormality v ABR vlnach u jedinct s tinnitem nebo jinymi audiologickymi
poruchami, kter¢ jsou disledkem neuronalni hyperaktivity (Kehrle et al. 2008). Nase vysledky
také ukazuji, Ze nejmensi rozdily mezi mySmi WT a KCTD12-/- se projevily u viny V, ktera je
vyvolana aktivitou neuroni IC. Pfedpokladame, Ze podobnost amplitud viny V u mysich skupin
byla zpiisobena zvysenim viny u mysi KCTD12-/- piisobenim homeostatickych mechanismu

kompenzujicich snizeny kochlearni vystup (Henton a Tzounopoulos 2021).

9.3 Behavioralni pokusy

V treti ¢asti pokusl nas zajimalo, jaky vliv bude mit delece proteinu KCTD12 na sluchovou
drédhu zvifete v bdélém stavu. To jsme testovali pomoci startlové aparatury a modifikacemi
startlové odpovédi. Ulekova reakce nam poskytla data o zhor$ené senzomotorické reakci
u KCTD12-/- mysi. ZvySena ASR poukazuje na moznost vyskytu hyperakuze u téchto mysi.
Snizeny sluchovy vstup do centralni sluchového systému, ktery muize byt zplsoben
poskozenym sluchem, tak muize vést k vétSimu neurondlnimu zesileni a vést k nadmérné
aktivit¢ a vnimani hlasitosti (Rybalko et al. 2019). Vliv delece by mohl ptedstavovat
predispozice k rozvinuti tohoto typu audiologickych poruch. Druhou ¢asti behavioralnich

pokust ptedstavuji modifikace ASR.

Data z PPI ASR vyvolaného prepulsem v hluku ukazuji, Ze modifikovana zvifata maji
jen mirngj8i problémy s detekci akustického prepulsu. Pro spravné fungovani PPI ASR
je vyzadovano spravné fungovani IC (Leitner a Cohen 1985). Podobné vysledky obou skupin
naznacuji spravné fungovani okruht IC. I pfes sniZenou inhibici ASR na intenzité¢ 30 dB SPL
jsou si vysledky podobny, a tedy spravné fungovani IC by tedy nemélo ovliviiovat akustické

filtrovani informaci v pfipadé metody GPIAS.

Tteti fazi behavioralniho testovani bylo pfedstaveni vysledkii mezerové inhibice ASR.
Vysledky ztéchto experimentll ukazuji na vyznam proteinu KCTD12 na schopnost zvifat
detekovat tiché mezery ve zvukovém pozadi. Dle studie (Turner et al. 2006) se pii vyuZiti
GPIAS predpoklada, Ze pokud se akusticky signal v pozadi bude ptiblizovat intenzité a tonu
subjektivniho tinnitu, jedinec je mén€ schopny detekovanou tichou mezeru v pozadi.
Subjektivni tinnitus mezeru piehlusi, coz vede k signifikantné€ horsi detekci mezery a tim vyssi
relativni ASR neZ u zdravych kontrolnich skupin. V nasem piipadé se statisticky vyznamné

rozdily mezi skupinami vyskytuji v pfitomnosti BGN o intenzit¢ 65 dB SPL a stfedové
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frekvenci 10 kHz a 16 kHz. To je vsouladu stim, ze tinnitus je Casto vniman jako
vysokofrekvencni zvuk a v tomto frekvennim rozmezi by se teoreticky mohlo vyskytovat
ladéni tinnitu testovanych zvitat KCTD12-/-. Tyto poznatky naznacuji dtlezitou roli proteinu
KCTDI12 na GABAergni inhibici v centralnim sluchovém systému a na schopnost filtrovat

nepodstatné akustické informace.

Do budoucna by bylo mozné provést studii, ktera by u mysi KCTD12-/- pozorovala vliv
akustického tramatu. Akustické trauma je jednim z nejb&znéjSich zplsobii vzniku tinnitu
u zdravych jedinct. U mys$i KCTD12-/- je pravdépodobny vétsi predpoklad rozvoje tinnitu na
zéklad¢ jiz naméfenych dat. Porovnani KCTD12-/- a WT skupin pied a po akustickém traumatu
by mohlo ukazat na potencialni vliv proteinu na predispozici vzniku audiologickych poruch
jako je tinnitus a hyperakuze. Poptipad¢ pomoci k idealizaci KCTD12-/- mysi jako animalniho

modelu pro vyzkum tinnitu.
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10 Zavér

Experimentalni ¢ast v predkladané diplomové praci byla zaméfena na zkoumdni zmeén
ve sluchové funkci mysi s chybéjicimi KCTD12 proteiny. Vliv delece KCTD12 na kochlearni
funkeci a aktivitu neuronti sluchové drahy mysi jsme posuzovali pomoci méteni otoakustickych
emisi, evokovanych kmenovych potencialt, ulekové reakce a jeji modulace zvukovymi
prepulsy. Vysledky ukazaly, ze delece KCTDI2 u mys$i vedla k vyznamnym zménam
v kochlearnim aparatu. Mysi KCTD12-/- vykazovaly zvysené prahy, snizené¢ amplitudy
a omezeny dynamicky rozsah DPOAE ve srovnani s kontrolnimi mySmi WT. Tyto zmény se
vyznacovaly spektralni zavislosti, pficemz nejvetsi rozdily byly pozorovany v oblasti stiednich
a vysokych frekvenci. Uvedené nalezy tak podle naSeho néazoru podporuji hypotézu,
ze KCTD12 protein, diive lokalizovany v podpurnych buitkach v Cortiho organu a fibrocytech
stria vascularis, hraje vyznamnou ulohu v kochlearnich homeostatickych mechanismech,
nezbytnych pro spravnou funkci OHC. V souladu s vysledky analyzy DPOAE, porovnani
zvukem vyvolanych ABR u myS§i WT a KCTDI2-/- ukazalo, Ze absence KCTDI12
u mysi zhorSuje jejich audiometrické prahy v oblasti stfedné¢ vysokych frekvenci.
KCTD12-/- mysi vykazovaly rovnéz snizené amplitudy jednotlivych vin a niz$i dynamicky
rozsah ABR. Tato pozorovani tak souborné dokladaji, Ze delece KCTD12 vede u mysi
k senzorineuralni ztrat€ sluchu. Vysledky behaviordlniho testovani sluchové funkce ukazaly,
ze mySi KCTDI12-/- vykazuji vyznamné zvySenou amplitudu ASR a také sniZenou citlivost
ASR k inhibici mezerovym prepulsem. Tato pozorovani naznacuji pfitomnost audiologickych
poruch hyperakuze a tinnitu a podporuji hypotézu, ze delece KCTDI12 vede k oslabeni
GABAergni inhibice, naruSeni rovnovahy mezi excitaci a inhibici a k hyperaktivité neuront

sluchového systému.

Souborné vzato, vysledky v diplomové praci jasné€ dokladaji vyznam proteinu KCTD12
ve sluchovém systému mysSi. To, Ze jeho geneticka ablace vede ke sluchovym poruchdm,
pfispivd k poznani souvislosti mezi modifikacemi genli kodujicich proteiny inhibi¢niho
GABAergniho systému a patologickymi zménami sluchové funkce. Na§ budouci vyzkum
by se mohl zaméfit na vliv delece KCTD12 proteinu u zvifat po akustickém traumatu. Je znamo,
ze akustické trauma vede k posunu sluchovych praht a je rizikovym faktorem akutniho
1 chronického tinnitu. Dle naSich vysledki ptedpokladame, Ze delece proteinu KCTDI12
by mohla jesté zvysit pravdépodobnost vyskytu audiologickych poruch po hlukové expozici
zvitat. Model KCTD12-/- zvitat by tak mohl pfispét k porozuméni mechanismu audiologickych

poruch a usnadnit vyvoj novych metod pro jejich 1écbu.
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