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1. Uvod

K ptenosu signalu mezi neurony dochazi v oblastectens@¢ho kontaktu, které
se specializuji na tentocél. Tyto kontakty neuran byly ozn&ovany jako synapse
Santiagem Ramén y Cajalem a Sirem Charlesem Sc@&@tenringtonem (Sherrington,
1906). Termin synapse pochaziezkého slovaynaptospojovat: syn-haptodotknout
se. Podle mechanizmugnosu signalu rozliSujeme 2 typy synapsi, synapsimickou
a synapsi elektrickou. &&ina synapsi v nervovém systému saye typu chemické

synapse.

Chemicky penos vyuZziva specifické latky, tzv. neutepaSée, které se
uvoluji z presynaptické hiky a vazi se na specifické receptory exprimované
na povrchu postsynaptické nebo presynaptickékyau Aktivace receptar vede
ke vzniku signalu, ktery mé Huionotropni nebo metabotropni charakter. lonotropni
receptory zprogedkovavaji rychly synapticky ipnos. Mezi tyto receptoryadime
ligandemiizené iontové kandly, které se dakdi cdha iontové kandly propustné pro
kationty nebo anionty. Na druhé stéametabotropni receptory zpréestikovavaji
prenos pomaly. Mezi metabotropni receptéagime receptory $pZzené s G-proteiny
areceptory svlastni enzymatickou aktivitou (guattykldzovou  anebo

tyrozinkinazovou).

Hlavnimi inhibinimi neuropenaSéi v sawim centralnim nervovém systému
jsou aminokyseliny GABA a glycin. Jejicktiky jsou zprostedkovany ionotropnimi
receptory, které spadaji do rodiny Cys-loop recegpi@ metabotropnimi receptory
(pouze pro GABA). Studium funkci inhiich glycinovych a GABA receptoi je
sttedem pozornosti mnoha vyzkumnych i kodméch laboratéi. Pochopeni princip
fungovéni receptdra jejich regulace za fyziologickych a patofyzidldg/ch stav je
vychozim gedpokladem pro vyvoj novych terapeutickyctispupi namfenych nap
proti Alzheimero¥ chorol&, Parkinsono¥ chorol&, schizofrenii, ischémii, epilepsii,
k potlatovani zavislosti (kokain, heroin, nikotin, alkohoK potlatovani bolesti anebo

ke vzniku novych anestetickyclhiipravki.

V této praci jsme studovali vlastnosti glycinovyahGABAg receptoi, jejichz
odpowdi vykazuji v nervovém systému velkou variabilifia je do zn&né miry dana

skladbou receptér a jejich lokalizaci. Studovali jsme proto podjetkové sloZeni
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a distribuci pre- a postsynaptickych glycinovyceABAg receptoii. NaSe pozornost

byla ugena na dote definovany systém - mediélni jadro trapézovit&esa (MNTB)

v mozkovém kmeni potkana a mySi. Studovali jsmeétakeny viastnosti receptor

béhem postnatalniho vyvoje potkangetns Ulohy pirozené kochlearni aktivity.
Vétime, Ze naSe vysledkyrippsji k pochopeni fyziologické funkce GABA

a glycinovych receptdr pti regulaci synaptickéhoipnosu a umozni Iépe pochopit

komplexni funkce podkorovych struktur sluchovéhstému sawui.



Uvod

1.1. Glycinové receptory (GlyR)

Glycinovy receptor (GlyR) bylpoprvé izolovan zeawiho centralnihc
nervového systému (CNS) prof. Heinrichem Betzemha jskupinol(Pfeiffer and Betz
1981; Pfeiffer et al., 1982 aube et al., 2002; Lynch, 2004). Glysbu ligandentizeré
iontové kanaly propustné pro~ ionty a pro HC@, které paiti do rodiny Cy-loop
iontovych kanal spolu :homolognimi receptory jako je receptor pro kyseliy-
aminomaselnou typu A a C (GAlxc), nikotinovy acetylcholinovy receptor (nACh!
a serotoninovy receptor 3. typu-HT3R) (Grenningloh et al., 1987)yto iontové
kandly prostedkovavaji inhibini postsynaptické proudy miSe, mozkovém kmel
aretiné. Vyskytuji se roviz presynapticky, kde moduluji umovani neurogienasée.
Tyto ligandemtizené iontové kandélyjsou znamy pro své rychlé zpriedkovani
pienosu wnervovém systému umoziuji buikam rychle odpovidat na zmy v jejich

vnéjSim prostedi.

1.1.1. Struktura GlyR a podjednotkové slozen

GlyR jsou pentamerni transmembranové proteiny, které dwij podjednotky
charakterizované jaka podjednotku (48 kDa) # podjednotku (58 kDa). kzda
podjednotka obsahuje dlouhy extracelularr-konec, 4 transmembranové dome
(TM1-TM4), dlouhou 2. intracelarni smyku a kratky extracelularni-konec. TM2

tvori iontovy kandl, ktery je propustny | anionty (obr. 1a).

>
}
I
vl

THZ Tm3

ext-ace uzm
prostied

mn
st

ntracelulami
prostied

CCOH

" oo
Wl Ul

i
il

50 2a/3B

Obr. 1.  Struktura glycinového receptoru (GlyF A, Kazdé podjednotka obsahuje dlouhy extracelul

N-konec, 4 transmembranové domény (-TM4), dlouhou 2. intracelularni sriu a kréatky

15
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extracelularni C-konec. TM2 se podili na usmtani iontového kandlu, ktery je propustny pro
anionty. B, GlyR jsou pentamery sloZzené z podjednete& p. SloZzeni se vyvojévimeni.
Typickou embryonalni formou jsou homomery slozeésémodjednotek, zatimco das$pu formu
tvoii heteromer sloZzeny z podjednotek o stechionets.

Molekularni studie u potkanodhalily existenciétyt raznych izoforem pro
a podjednotku ¢1-04) a jenom jednu izoform@ podjednotky. Rozmanitost GlyR se
zvySuje sesthovymi variantamial, o2, a3 a  podjednotek (Kuhse et al., 1991;
Malosio et al., 1991a; Nikolic et al., 1998).d1 to jsou 2 variantyl acol™, které se
liSi v exonu, ktery koduje intracelularni stky mezi TM3 a TM4. Seshova varianta
01" obsahuje navic osm aminokyselin v blizkosti TM4a(dio et al., 1991b).
U podjednotkyn?2 to jsou fi sestihové varianty ¢2A, a2B aa2*), které se liSi v oblasti
exonu 3 a jednotlivymi substitucemi aminokyselin ufise et al., 1991).
U a3 podjednotky rozeznavame gsé@sivé variantyo3L a a3K, které byly izolovany
z lidského mozku a liSi se vexonu 8A, patnacti radkyselinami v intracelularni
smycce mezi TM3 a TM4 a deleci useku 15 aminokyselirCrigonci ua3K varianty
(Nikolic et al., 1998; Legendre, 2001). Ré¥nu B podjednotky se hZeme setkat

se d¢ma sedihovymi variantami (Oertel et al., 2007).

Funicni receptor mohou tv¥d o podjednotky i v nefitomnostif. Heteromerni
GlyR u dosplych potkari jsou tvdeny podjednotkami a v pontru 2:3 (Grudzinska
et al., 2005) (obr. 1b). Vazba agonisty se uskuffe pevazrié v mist a podjednotky
(Lynch, 2004), zatimc® podjednotka je zodpédna za ukotveni GlyR ke slozkam
postsynaptické denzity pomoci cytoplazmatickéhagana gephyrinu (93 kDa) (Prior
et al., 1992; Kirsch and Betz, 1993; Meyer et 4995). Gephyrin tvih jakési
cytoskeletélni leSeni shlukujici GlyR do klas#r zarové zprostedkuje jejich interakci
s jinymi proteiny jako nap RAFT-1, collybistin, profilin a sloZzkami cytoskel jako
mikrotubuly a aktinova vldkna (Kirsch and Betz, 29%eyer et al., 1995; Legendre,
2001). B podjednotka GlyR se vaze ke gephyrinu svou hydnoifosekvenci
v intracelularni sm§ce mezi doménami TM3 a TM4 (Meyer et al., 1995; ksl and
Betz, 2000), tato interakce umie klastrovani &hto receptar v postsynaptické
denzit.
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1.1.2. Biofyzikalni vlastnosti GlyR

Podjednotkové sloZeni GlyR owiuje jejich iontovou vodivost a kinetické
vlastnosti, afinitu pro agonisty nebo antagonisigjré tak jako tizna alostericka

modulani vazebna mista, ktera jsou regulovana fosfénjtai procesy.

GlyR se vyznauji nékolika jednotkovymi vodivostnimi stavy (zakladnimi
a vedlejSimi). Obecen plati, Ze homomerni GlyR vykazujiétp vodivostnich stay
s nejvysSi prawtpodobnosti otaeni do zakladniho vodivostniho stavu (~100 pS)
(Rajendra et al., 1997; Legendre, 2001). Koexprepedjednotek § podjednotkami
vede k receptdm s nejvySSi a n&pstji se vyskytujici vodivosti na 45 pS (Lynch,
2009). Krong vodivosti ovliviiuje podjednotkové slozZeni i kinetiku GlyR. Je znéu®
rekombinantni homooligomerni2 GlyR ukazuji pomalejsi kinetickou odpel/ nez
alp heteromerni receptory (Takahashi, 2005; Betz antbe, 2006).

lontovy kanal GlyR ma @imér 5,2 A a obsahuje minimairdva pozitivié nabité
naboje, ke kterym se mohou vazat anionty (Witkealet 1998). Propustnost pro
jednotlivé anionty je v padi SCN> |" > Br > CI > F (Bormann et al., 1987).

Kineticky model glycinentizeného kanélu obsahuje dva dené stavy spojené
s dwma uzavenymi stavy. Heteromernil GlyR obsahuje 2 vazebna mista pro
glycin. Po navazani 2 molekul glycinu na receptoctdzi bd’ k oteweni iontového
kanalu nebo k ifgchodu do desenzitizovaného stavu, ktefycpazi dale do dalSiho
oteeného stavu, kineticky odliSného od stavu prvniio obr. 2 (Legendre, 1998,
2001).
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Obr. 2.  Kineticky model, ktery zahrnuje glycinerizené kanaly (Markoiv model).Tento model méa
dva sekvedni a rovnocenné kroky vazby agonisty (A), ligandgvaaveny stav (A2C), ktery
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prechazi do desennzitizovaného stavu (A2C*) a déala dtevené stavy (O); stav
oteveny/zaveny (O/C), rychlostni konstanta otewi (5;, ), rychlostni konstanta z&eni @,
ay), disocia’ni konstanta (/k.s), rychlost (d, r).

1.1.2.1. Glycin jako inhibini (excitaéni) neuropienase

GlyR ovliviwiji excitabilitu neuronalnich béhk v zavislosti na intracelularni
koncentraci chlorid. U embryonalnich &asré postnatéalnich neuréne [CI]; zvySena
tak, Ze reverzni potencial glycinovych odpdije pozitiviéjSi neZ klidovy potencial.
Aktivace GlyR proto vede k depolarizaci neukonZvySeni [Cl; je zpisobeno
zesilenou expresi N&K'/2CI prenasée (NKCC1) u ¢asnych vyvojovych stadii
(Kandler and Friauf, 1995; Ehrlich et al., 1999;|fide, 2000; Ben-Ari, 2002; Owens
and Kriegstein, 2002; Stein and Nicoll, 2003). Tat@itani funkce GlyR je tlezith
pii synaptogenezi (Kirsch and Betz, 1998fe¢hod na vyzraly fenotyp neuronu je
zprostedkovan expresi HCI prenadée (KCC2) ve wku kolem P12-P16
(Balakrishnan et al., 2003). Ten snizuje TCh tim posouva Ckovnovazny potencial
k hodnotam negatiwsim neZz je klidovy potencial. Aktivace GIlyR tak dee
k hyperpolarizaci neurdna utlumeni jejich excitability (Stein and NicoR003), viz

obr. 3.

Nevyzralé neurony CNS Vyzralé neurony CNS
Cl Cl

GlyR GIyR

KCC2

NKCC1

Obr. 3.  Vyvojova regulace homeostazy chladidv neuronech. Nevyzralé neurony exprimuji hla¥n
prenasé NKCC1 pro ionty NAK*/2Cl a v mensi mié penadé KCC2 pro ionty K/CI, to méa
za nasledek zvySenou [[GI Aktivace GlyR zjsobuje vytok Cla vede k depolarizaci.
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U vyzrélych neurofi CNS klesa exprese NKCC1 a zarpbveste exprese KCC2. Vysledkem je
nizka [CI];. Aktivace GlyR zjsobuje vtok Cldovnit do buiky a naslednou hyperpolarizaci,

ktera vede k utlumeni excitability neuronu. Upravendle (Stein and Nicoll, 2003).

1.1.2.2. Agonisté/antagonisté GlyR a jejich farmalogické vlastnosti

Hlavnim endogennim agonistou GlyR je, jak jiz zwAzeceptoru vyplyva,
glycin. Glycin se vaze do N-koncowdsti o podjednotky. Glycin je vysoce selektivni
agonista GlyR. Jeho afinita k homomernim a heterofme receptaim je
pravdEpodobré rozdilnd. Nativni a rekombinantni GlyR jsou aktigay rekolika
dalSimi aminokyselinovymi agonisty v nasledujiciofguli podle dinnosti: glycin> -
alanin> taurin > GABA. Mezi experimentak pouzivané exogenni antagonistyipat
nagiklad strychnin a jeho sléeniny, které spadaji mezi vysokoafinitni kompetitiv
antagonisty GIlyR. Pikrotoxin (PTX) a jeho derivapati mezi nekompetitivni
antagonistynl homomernich GlyR (Lynch et al., 1995). Kén& kyanotrifenyl boréat
(CTB) je nekompetitivni antagonista GlyR, které afgi ve svém uspadani
al podjednotku (Rundstrom et al., 1994). Mezi daigfi ICS 205.930 (tropisetron)
zesilujici odpowdi ap heteromerniho GlyR zvySenim afinity GlyR ke glycin
(Chesnoy-Marchais, 1996, 1999). Dale pak jejichkéinovliviiuje alkohol, jenz
stimuluje aktivitu inhibéniho GIlyR, a tim tlumginnost CNS. Anestetika jako je riap
isofluran (Harrison et al., 1993) nebtkave latky jako je toluen, 1,1,1-trichlorethan,
trichloretylen, chloroform (Beckstead et al., 20B8@ckstead et al., 2001; Lynch, 2004)

a mnoho dalSich sléenin.

1.1.3. Vyvojoveé znmény, exprese a lokalizace GlyR v nervové tkani

Exprese podjednotek GlyR je vyvojpvregulovana a liSi se v zavislosti
na studované oblasti mozku (Lynch, 20048. homomerni receptory jsou povazovany
za prevladajici formu GlyR u zvat v prenatalnim dasré postnatalnim obdobi vyvoje
(Legendre, 2001). Podjednotk# je detekovana u savcjiz na pa@atku nastupu
synaptogeneze embryonalniho CNS. Oblasti nejvy§diesea2 u dosplého zvfete
jsou mozkova #ra, bulbus olfactorius talamus, retina a hipokampus (Malosio et al.,
1991a; Sato et al., 1992).



Uvod 20

PrestoZe v dospem CNS pevaZuji heteromernilf GlyR, gritomnosta2 aa3
ao4 podjednotek vreceptorovém heteromeru byla &bvrpotvrzena. Exprese
podjednotekB, al aa3 zaina kolem porodu. Hladiny podjednotek aa3 se postuph
zvysuji Bhem postnatalniho vyvoje, zatimco expregepodjednotky klesa a dosahuje
bazalni arova béhem rekolika tydni. Expresea3 podjednotky je vyléné omezena
na gedni kadeny misni, mozgek, bulbus olfactoriusa retinu (Malosio et al., 1991a).
Podjednotkar4 je giitomna gevazri ve vnitni plexiformni vrste retiny (Heinze et al.,
2007).

Predpoklada se proto, Ze nezralé GlyR jsou homomexméceptory, které jsou
postup® nahrazovanya2f heteromernim GlyR a po&gd olp nebo a3B. Tento
vyvojovy model byl objeven v miSe akolika jadrech mozkového kmene hlodavc
(Malosio et al.,, 1991a; Singer et al.,, 1998; Pi¢zhet al., 2001). Vyvojova zna

z 02 naalf je kompletni u potkainkolem 20. postnatalniho dne.

1.1.4. Synaptick&a a extrasynapticka lokalizace honmoernich

a heteromernich GlyR

B podjednotka GlyR se vaZetimo na protein gephyrin, ktery je vézany
na slozky cytoskeletu v postsynaptické denziteteromernafp GlyR se proto vyskytuji
predevSim na subpostsynaptickych mistech. Naopakimemo o GlyR, které
neobsahujif podjednotku, se vyskytuji v extrasynaptickyéastech postsynaptické
membrany. Nizko afinitni interakce mez2 podjednotkou a gephyrinem ovSem
naznauji, Ze homomerné2 GlyR mohou vytvéet shluky na subsynaptickych mistech
(Takagi et al., 1992).

1.1.5. Distribuce funkénich GlyR

Existuje velké mnoZstviikazi o existenci funénich glycinovych receptér
v reting (Wassle and Boycott, 1991; Pourcho, 1996), v xefl® oblouku motorické
drahy michy (Legendre, 2001) a v senzorickych drhH#olesti michy (Ahmadi et al.,
2001). Glycinergni transmise byla také prokazandizaych jadrech mozkového
kmene. Receptory byly n&glad velice doke charakterizovany v kochlearnich jadrech,

které gijimaji vstupy gimo ze sluchového nervu. GlyR se vyskytuji r&vn
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na hwzdicovitych buikdch (Ferragamo et al., 1998) a globularnichkoh (Lim et al.,
2000). Dale v trapézoviténtleése, hlavni fepinaci stanici sluchové drahy, kde jsou
GlyR umistny v Heldo¥ synapsi pevazr postsynapticky na MNTB hlavnich
neuronech. Jejich vyskyt byl ro¥h prokazan -elektrofyziologickym &fenim
presynapticky, tj. na Held@évkalichu (Turecek and Trussell, 2001). VyZng vystup

z téchto jader se vztahuje na komplex olivarnich jexgrerior Varolova mostu, kde byl

rovnéz potvrzen vyskyt glycinergni synapse (Kotak etE398; Smith et al., 2000).

1.1.6. Fyziologicky vyznam GlyR

GlyR jsou nejlépe znamé jako zphestkovatelé inhiiiniho genosu v miSe
a mozkovém kmeni, ¢&oli nedavné vysledky dokazuji jejich dalSi fyzigioké role,
véetns excitainiho grenosu, se kterym setiteme setkat préw MNTB. Tyto receptory
zde pomahaji zesilovat uvavani glutaméatu z Heldova kalichu do synaptickébéty
(Turecek and Trussell, 2001) na rozdil od jejicHiSm@ funkce na postsynaptické
membréag, kde jejich Ukolem je zprastdkovat rychlou postsynaptickou inhibici
(Banks and Smith, 1992; Turecek and Trussell, 20@dgtramani et al., 2004, 2005a).

V poslednich #kolika letech dochazi ke zvySenému zajmu o tytepeary, a to
diky velkému mnoZstvi informaci, které se tykajilekolarni struktury a funkce GlyR.
VétSina informaci byla ziskanaod ao2 podjednotce GlyR. Role ostatnich podjednotek
ziskala relativé malou pozornost. Vzhledem k tomu, Ze GlyR jsowpapy do miSnich
reflexnich obloulkt (Legendre, 2001) a poskytuji inhibi synapse na neuronech
citivych na bolest (Ahmadi et al., 2001), mohout kyto receptory vyznaymi
prostedniky g vyvoji dalSich svalovych relaxaintanebo perifernich analgetickych
léka.

1.2. GABAg receptory (GABAgR)

GABA (y-aminomaselna kyselinangl. y-aminobutyric acid) je hlavni inhiémi
mediator CNS. Svojtinnost zprostedkovava prosednictvim ionotropnich receptor
(GABAA a GABA:) a metabotropnich recepiofGABAgR). Na rozdil od ionotropnich

receptof, jejichz sodasti je iontovy kanal pro anionty, metabotropni %R
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umo#iuji prenos své informace aktivaci G-proteifBowery et al., 2002; Bettler et al.,
2004).

GABAg receptory pat do rodiny receptdr spazenych s G-proteiny (GPCR,
angl. G-protein Coupled Receptors, 7TM, Serpentine Recspt Heptahelical
Receptors), které tvd rozsihlou skupinu membranovych receptospole&ng
s metabotropnimi glutamatovymi receptory (mGluRkeptorem pro G&(CaSR,ang|.
calcium-sensing receptor), dlavymi receptory, receptory pro sladké, feromonovymi

a dalsSimi.

Jsou Siroce roz&ny po celém centrdlnim nervovém systému. Svym
synaptickym penosem progtdnictvim vylevu neurdgnasée GABA nejenom
kontroluji neurondlni excitabilitu, ale také se flejd na synaptické plasti¢it Na mnoha
centralnich synapsich jsou GABR pritomny na obou stranach synaptického spojeni
(Kulik et al., 2002; Kulik et al., 2003).

Elektrofyziologické a farmakologické studie v hipmkpu poskytly detailni
charakterizaci presynaptické a postsynaptické inbibpisobenim d&chto GABAg
receptoét (Dutar and Nicoll, 1988a; Mody et al., 1994; Mikbet al., 1995; Bowery et
al., 2002). V sotasné dob je znamo, Ze presynapticky undist GABAsR moduluji
uvoliiovani neurofenaseén potlaiovanim vtoku C& pies naptim aktivované CH
kanaly (Scholz and Miller, 1991; Pfrieger et al994; Wu and Saggau, 1995). Vliv
postsynaptickych GABA receptoi je primari zprostedkovan GIRK kandly (Luscher
et al., 1997; Kaupmann et al., 1998a), které vddpamalym IPSP (Dutar and Nicoll,
1988b; Olpe et al., 1993; Otis et al., 1993).

1.2.1. Struktura GABAgR a podjednotkové slozeni

GABAGgR tvari heterodimery z podjednotek GABR1 (GB1l) a GABAR?2
(GB2) (Jones et al., 1998a; Kaupmann et al., 1998tite et al., 1998b; Kuner et al.,
1999; Ng et al., 1999), které maji rozdilné funk€eexprese obou podjednotek vede
k tvorbé funkéniho receptoru s vlastnostmi, které jsou pozorovanynativnich
receptofi. Skupina prof. Jean-Philippe Pina ukazala, Zerbdimericky GABAR
muze dale tvéit v mozku oligomery vySSihtadu (Maurel et al., 2008; Pin et al., 2009;

Comps-Agrar et al.,, 2011). Je jisté, Ze dimerizéic®ligomerizace receptorsilné
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ovliviuje jejich farmakologické vlastnosti, interakce $féteiny, desenzitizaci,

internalizaci a buktny transport.

GABAGER byly prvre identifikovany Normanem Bowery a jeho spolupradiyn
(Bowery et al., 1980). cDNA GB1 podjednotky GABA receptoru byla poprvé
izolovana roku 1997 (Kaupmann et al., 1997). V rd@98 byla nalezena druha
podjednotka tviici GB2 (Jones et al., 1998a; Kaupmann et al., 1998hite et al.,
1998b), a tim cely furdni receptor. Existuje 8 se#tovych variant GB1 a GB2
podjednotky (Blackburn, 2010). Meziqvladajici segihoveé varianty GB1 podjednotky
pati GBla a GB1b. Furthi specializace GB1 podjednotky je vazba agoniyimco
GB2 zajifuje sgfazeni s G-proteinem.

Struktura GB1 podjednotky (obr. 4) je tema rozsahlou extracelularni
N-koncovou doménou, ktera je tema d¢ma laloky a obsahuje vazebné misto pro
ligandy. Segsthova varianta GBla obsahuje navic v N-konci opr@Blb par
interagujiciho motivu, tzv,sushi domény (Hawrot et al., 1998). Funkce této domény
spaiiva v zajifovani cilené exprese GABA/R na glutamatergnich zaktenich
(Biermann et al., 2010). Konforrai zmeny, vazba agonisty v extracelularni do&én
a aktivace receptorutipomina pohyb listu masoZravé rostliny, podle kter®yl cely
proces nazvarfly-trap mechanism“(Galvez et al., 1999). N-koncova doména GABA
podjednotky pokréuje sedmi transmembranovymi hydrofobnimihelixy, které jsou
spojené iemi intracelularnimi atémi extracelularnimi hydrolytickymi snilgami.
Podjednotky GABAR jsou ukogieny intracelularnim C-koncem, ktery obsahuje
»coiled-coil* motiv (Pagano et al., 2001), za nimZ nésledujék&raminokyselinova
sekvence RSRR (arginin/serin/arginin/arginin) kdciujretegni signal odpogdny
za zadrZovani GB1 podjednotky v endoplazmatickétikule (ER) (Margeta-Mitrovic
et al.,, 2000; Pagano et al., 2001k Roexpresi GB1 s GB2 dochéazi kefryti
retertniho signalu GB2 podjednotkou, a tim i k transpaeiého receptoru na btimy
povrch. GB2 je proto nezbytna k povrchové expreskinino heterodimeru. Vzajemné
interakce C-kon& obou dvou podjednotek neuje pouze transport receptoru, ale

rovnéZ stabilizuje aktivni konformaci receptoru (Grunéavet al., 2002).

C-koncovd doména GAB#R je ¢asto asociovdna s mnoha intracelularnimi
proteiny. Pomoci kvantitativni hmotnostni spektrémee (MS), afinitni purifikace

a dvouhybridového systému v kvasinkach (Y2Hgl. Yeast Two Hybride system) byla
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identifikovana cel&ada interagujicich proteins GABAgR, wetrg KTCD domény, viz
nize.

Diky mutagenezi bylo zji8ho, Ze intracelularni oblasti GB2 heptahelikélni
domény, zejména druha (i2) #eti (i3) intracelularni smika, jsou velmi dlezité pro
interakci s G-proteiny (Galvez et al., 2001; Magghtitrovic et al., 2001; Robbins et
al., 2001; Duthey et al., 2002; Havlickova et @002), které pat do rodiny Go

proteini.

Sushi
- doména
u GB1a =\
GABA.R
vazba G
coiled-coil proteinu
~ dimerizace
retenéni
signal
COOH COOH

Obr. 4.  Struktura konstitutivnino heterodimeru GABAB recemtu (GABAgR). Funkini GABA

receptor je heterodimer t¥eny podjednotkami GB1 a GB2. Kazda z podjednotekgena
rozsahlym extracelularnim N-koncem, sedmi transmé&nalyymi doménami, které jsou spojené
tremi intracelularnimi asemi extracelularnimi snakami a intracelulard ulozenym C-koncem.
Funkini receptory heterodimerizuji pomoci C-koncové l@dicoil* domény. Existuji d¥
sestihové varianty GB1 (1la a 1b), které se ligitpmnosti ,sushi“ domény. Aktivace receptoru
nastane po navazani ligandu do vazebné domény 8ek@B1 podjednotky. GB2 podjednotka
se funkne podili na interakci GABAs G-proteiny.

1.2.2. Distribuce a funkce GABA receptoni v nervovém systému

Obecrt GABAgR nachazime na somatodendriticky¢hstech a nervovych

zakortenich inhibénich i excit&nich neurof (Hill and Bowery, 1981; Bowery et al.,
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1987). V CNS se GABAR nalézaji pedevSim v mozkovéuke, hipokampu, talamu,
gangliich zadnich kenech miSnich, v Purigvych a granularnich kikach mozeku

a v mozkovém kmeni (Jones et al., 1998a; Kaupmaral.e1998b). GABAR byly
nalezeny také v perifernim nervovém systému (PNS) @znych dalSich tkanich.
Ultrastrukturalni distribuce GABA zavisi na jejich podjednotkovém slozeni. Bylo
ZjiSt€no, Ze heterodimerni GABA.2» a GABAg1p, receptory se lisi buinou lokalizaci
a nabyvaji rozdilnych funkci. GABA.. prednostd obsazuji exciténi nervova
zakorteni, zatimco GABAw2 receptory se vyskytujifpdevsim v postsynaptickych
mistech (Lopez-Bendito et al., 2004). Receptoryabbgci podjednotky GBla reguluji
uvolovani glutamatu (Vigot et al., 2006). GB1b se vysje/ nejvice v dendritickych
trnech projeknich neurofi a reguluje postsynaptickou excitabilitu aktivadvaditt
usnerijicich K kanah (GIRKs) a inhibici C&" naptovych hrofi v kiie (Blackburn,
2010), (obr. 5).

GABAgR byly prokazany na GABAergnich nervovych zakemich jako
autoreceptory, jejichz funkce sfiga v kontrole uvalovani nativniho mediatoru
GABA a také jako heteroreceptory, které inhibujokievani jinych neurofenaseéa
(Davies et al., 1991; Mott and Lewis, 1991; Lamkserd Wilson, 1993; Poncer et al.,
2000; Nicoll, 2004). Ve &Sin¢ pripadi svoje @&inky GABAgR projevuji
prostednictvim @y-zavislé inhibice naflové fizenych C&" kanah N-typu (Caz.)
nebo P/Q-typu (Gai) (Chen and van den Pol, 1998; Bussieres and Elirslah999;
Barral et al., 2000). Oba dva typy C&anafi jsou exprimovany na presynaptickém
zakorteni a bylo u nich prokazano, Ze spejiSuvolnéni neuropenasée (Wu and
Saggau, 1997). DalSim mechanizmem, kterym GAB=Zkeptory reguluji presynaptické
funkce, je G zprostedkovana inhibice adenylatcyklazy a hladiny cAMRevwwovém
zakorteni (Sakaba and Neher, 2003). GABAeceptory jsou rowt spojeny s G-
proteiny. Na postsynaptickych neuronech GAJRAzvySuji proud Clionti do buiky
a K" z buiky, aktivuji dovnit usneriujici K™ kanaly, tlumi adenylatcyklazu (Kerr and
Ong, 1995) a omezuji prostupu ®amembranou dovrit do buiky. To vde ma
za nasledek hyperpolarizaci neulian s tim spojeny inhibni postsynapticky potencial
(IPSP) (Sodickson and Bean, 1998).
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GABA glutamatovy
terminal terminal

GABAB“E, 2) GABAG(1p, 2)
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Obr. 5. Distribuce jednotlivych izoforem GBlpodjednotky (&8 a GB1b) v neurondlnich
kompartmentech.Schéma axodendritické glutamatergni a GABAergnapse. GABAR jsou
lokalizovany presynapticky na glutaméatergnim i GABRAIm zakoteni a postsynapticky
na dendritickém kmeni a dendritickych trnech. Preptické GABAR kontroluji uvokovani
neuropenadeéi inhibici naptim fizenych C& kanali. Postsynaptické GARBR
zprostedkovavaji pomalé inhitmi postsynaptické potencidly (IPSPs) aktivaci dwvni
usneriujicich K kanali (Ki3 typu) a inhibuji nagtim /izené C&" kanaly. Pedpoklada se, ze
heteroreceptory na glutamétergnich zakemich obsahuji GBla, zatimco autoreceptory
na inhibicnich boutonech /itomnych na CA1 pyramidovych neuronech obsahujiGBla, tak
GB1b. Dendritické GAB#R obsahuji #Sinou GB1lb podjednotku. Upraveno z knihy
(Blackburn, 2010).

1.2.3. Agonisté/antagonisté GABA receptori a jejich farmakologické

vlastnosti

Endogennim agonistou GABR je GABA. NejznamjSim exogennim
agonistou je komeén¢ dostupny baclofen, ktery byl pr&rsyntetizovan v z& 1962
Heinrichem Keberlem ze spéleosti Ciba - Basilej, Svycarsko (Keberle et al.68p0
Baclofen je efektivnhim svalovym relaxanteriispbicim v CNS, perifernim analgetikem

a ma roviZ pozitivni &inky pii snizovani zavislosti na alkoholu, kokainu, nikotj
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morfiu a heroinu (Becker et al., 2000; Orsnes gt24l00). MiZe byt pouZzit fi 1écbe
spasticity, migrén a muskuloskeletarnich bolesg#zMéast&né agonisty GABAR pafti
CGP47656 a-hydroxymaselna kyselina (GHBngl. y-Hydroxy-butyric acid). Mezi
pozitivni alosterické modulatory GABR pati CGP7930, GS39783, NVP-BHF177
a BHFF (Blackburn, 2010). Latky phaclofen, saclofeB-hydroxysaclofen (Kerr et al.,
1987; Kerr et al., 1988) byly popsany jako prvriekgvni antagonisté, jejichZéinky
nag. potlauji abstinesni priznaky (Bowery et al., 1999; Charpier et al., 1999)
zlepSuji @eni a tvorbu pasti (Brucato et al., 1996; Getova et al., 1997) anslouzi
jako efektivni antidepresiva (Nakagawa et al., 19%99eese et al.,, 2000).
Vysokoafinitnim kompetitivnim antagonistou GABR v experimentélni praci je Siroce
pouzivany CGP54626.

1.2.4. Interakce GABAg receptora s G-proteiny

GABAGgR selektivie aktivuji heterotrimerni G-proteiny, které jsou ligi
na toxin Bordetella pertussigPTX) a pati do Gi/o rodiny (Menon-Johansson et al.,
1993). Kinterakci mezi GABAR dimerem a Gi/o-proteinem (obr. 6) dochazi
po navazani ligandu v extraceluladisti receptoru. Receptorovy protein tak podstoupi
konformani zmeénu, ktera zrmani intracelularnicast receptoru a umozni mu interagovat
s G-proteinem umishym na intracelularni strarplazmatické membrany. Navazanim
k aktivovanému receptoru zmi Goi/o podjednotka G-proteinu svoji konformaci, ktera
vede k vyn¢né GDP za GTP. Tato vyéna zmgisobi rozpad heterotrimerniho G-proteinu
na aktivovanou podjednotkuad@ na dimer @y. Aktivované podjednotky G-proteinu
reguluji aktivitu svych efektdr (adenylatcyklazy, GIRK a Gaobr. 7). Aktivace
G-proteinu je ukotena hydrolyzou GTP na oG kterd nasledhvytvoii heterotrimer
s By a cyklus se rive opakovat tak dlouho, dokud je receptor aktivoagonistou.
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Obr. 6.

Obr. 7.

= + =
AC GIRK, Ca,

G-protein zprostedkuje funkci GABAR. Agonistou aktivovany GABR (*GABAsi)
stimuluje vyrdnu GTP za GDP na &/o. Aktivovany heterotrimerni komplexi®grefy) dale
pusobi na signdlni kaskaduiznych efektor (nap*. adenylatcyklazu; GIRK; Ga GTPazova
aktivita Gui/o hydrolyzuje GTP na GDP, tim umoznitnu formaci G-proteinu v neaktivni
heterotrimer (Gi/ogtgfy). Pritomnost regulatoru G-proteinové signalizace (R@Bjchluje
GTPazovou aktivitu @/o, to vede k desenzitizaci GIRK a disinhibici, Qeoudi. Prevzato
z (Chuang et al., 1998; Blackburn, 2010).

GIRK kanal Ca, kanal
GABAR K- K 2+
K adenylat 2s s
cyklaza Ga

Hlavni efektory GABA receptori. Aktivace GABAR stimuluje GTP-dependentni G-protein
(Gi/o), ktery disociuje na &a Gy dimer. Podjednotka &/o inhibuje adenylatcyklazy, zatimco
Ggy dimer je schopny modulovat rajm 7izené C& kanaly (Cg) nebo G-proteineniizené
dovnit usmeriujici K kanaly (GIRK). Upraveno z knihy (Blackburn, 2010).
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1.2.5. Tetrameriz&ni doména draslikovych kanélu (KCTD)

Nedavno bylo objeveno, Ze proteiny z rodiny KCTahgl. potassium channel
tetremerization domain) se specificky a konstitotivwazi ke GABA receptoru
a zadsaddh moduluji jeho funkni vlastnosti. Byly proto navrZzeny jakofigatné
podjednotky GABAR (Schwenk et al., 2010; Gassmann and Bettler, 2(KHETD
jsou cytoplazmatické bilkoviny, které obsahuji ktanalni motiv utujici konzervativni
T1 doménu, kterd usnauje tetramerni kompletovani ngpm fizenych K kanaf.
Podrobnou analyzou bylo zj@to, Zze samotné T1l domény KCTD se sjednocuji
do tetramel, které se pevhvazi s C-koncovou doménou GABApodjednotky. Tato
asociace GABAR s KCTD specificky mni vlastnosti GABA receptoru. Pomoci
afinitni  purifikace nativniho GABAR komplexu nasledované analyzou
na hmotnostnim spektrometru, byly identifikovAn)K@TD proteiny 8, 12, 12b a 16
(Schwenk et al., 2010). Bylo zj&to, Ze heterologni expreséchto izoforem spolu
s GABAg1» zvySuje afinitu GABA aktivovanych GIRK k baclofenu. 1zoforma KCTD
12 navic dramaticky zvySuje akutni desenzitizaciBBA odpovdi (Schwenk et al.,
2010). Déle bylo ukazano, Ze molekularni mechangnuesenzitizace zahrnuje
interakci KCTD 12 s aktivovanymi podjednotkampGheterotrimernich G-protein
(Turecek et al., 2014). Tyto interakce vedou k otdmi Py a GIRK a snizeni
pravdépodobnosti  oteeni GIRK. Na geneticky modifikovanych mySich
s odstratnymi KCTD proteiny je v satasnosti zkoumana fyziologickd uloha
modulace GABAR.

1.3. Medialni jadro trapézovitého tlesa (MNTB)

Sluchova draha vySSich obratldvie vysoce strukturovany systém zéjigci
piijem a gesné zpracovani akustickych signalokoli organizmu. Soubor sluchovych
jader mozkového kmene oliva superior, iy vzajema propojenymi shluky
neurondlnich busk, do kterych spadda MNTB fedstavuje druhy stupesluchové drahy

a hraje kléovou roli @i ur¢ovani prostorové polohy zdroje zvuku (Grothe, 2003)

Medialni jadro trapézovitéhalesa a@ngl. medial nucleus of trapezoid body,
MNTB) jedno ze sluchovych jader oliva superior, s&chazi na ventralni stran
mozkového kmene (obr. 8c). MNTB obsahujékalik typt neurorii: dominantg
zastoupené hlavni neurorgn@l. principal cells, PC), hizdicovité buiky (angl. stellate
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cell) a protahlé hiky (angl. elongate cell) (Morest, 1968a; Kuwabara and Zo&©911
Ehret and Romand, 1997). Hlavni neurony MNTB hkdijéovou roli @i zpracovani
akustické informace (Banks and Smith, 1992; Jommsib al., 2010). Ehstni se
mechanizni zodpowdnych za pesnou lokalizaci zdroje zvuku. Tyto iiky presre
pievadji excitatni signdly na inhil@ini signaly, které sgfuji k dalSim jadim
mozkového kmene (MSO, LSO; obr. 8c) (Johnston ¢t28110). Hlavni tloha MSO
spaiivad predevsim v detekci rozdilve fazi a zpozZghi vyskytu zvuku v obou uSich.

LSO neurony zpracovavaji informaci o rozdilu v mgiéé zvuku mezi obma uSima.

Excitatni vstup do MNTB je uskut&ovan kontralateralni projekci globularnich
burgk (angl. globular bushy cells, GBC), které se vyskytuji wemoventralnim
kochlearnim jate (@ngl. anteroventral cochlear nucleus, AVCN). Axony GB®itv
obrovské axosomatické synapse na hlavnich neurptmcheldovy kalichy (Spirou et

al., 1990), které obsahuji synaptick&ksnaplréné glutamatem.

Krom¢ excitatniho vstupu jsou hlavni neurony inervovany takéididmimi
vldkny, kterd tvei malé GABAergni a glycinergni zak&emi, dale malymi excitaimi
vstupy, které neptit kalichim a fidce se vyskytujicimi zakéenimi, ktera obsahuji
elektron-denzni (granularni, ,dense-core"¥ks (Smith et al., 1991; Banks and Smith,
1992; Hamann et al., 2003). Hlavni neurony vystupupilny myelinizovany axon,
ktery dale inervuje jadra LSO, MSO, NLL (jadra K&aiho lemnisku), dorsomedialni
a ventromedialni jadra paraolivyCast inhibénich viadken, kterd opou§i hlavni
neurony, vytvli zpitné kolateraly, které inervujiéla hlavnich neurain v podol&
malych glycinergnich zakéeni (Kuwabara et al., 1991). Tato zakeni obsahuji
synaptické véky, které maji pleomorfni tvar a jsou nafhy inhibinimi
neurogenaséi (Smith et al., 1998). Tyto neurtgnaSée (GABA/glycin) se dastni
inhibi¢niho grenosu pes glycinové a GABA receptory.

GABA a glycinergni systémy v MNTBipdstavuji efektivni inhikni systém,
schopny rychlé modulace excitdho genosu.
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Obr. 8.  Piehled inhibice MNTB f# zpracovani sluchu mozkovym kmenem potkan&, Bacni pohled
na mozek dogfeho potkana s vyzdanou rovinouezu.B, Koronalni ez mozkového kmene
vrovine komplexu olivarnich jader superior. Zvukem vyvalaraktivita pichazi
do anteroventralniho kochlearniho jadra (aVCN), ré&te vysild exciténi projekce
do kontralateralniho MNTB c¢eérvena linka, +). Hlavni neurony v MNTB vysilajihibicni
projekce (modré linky, -) do dalSich jader mozkav&mene: medialni olivy superior (MSO),
lateralni olivy superior (LSO), jader superiarni naalivy (SPN) a jader lateralniho lemnisku
(NLL). Excitace do kazdého neuronu MNTB je zpestitovana fes synapsi Heldova kalichu
(cervena linka). Ve spodidasti obrazku je schéma Heldovy synapse, kteréojema Heldovym
kalichem a hlavnim neuronem (PC) seétapmi kolateralami, které inervujéla PC v podob
malych glycinergnich zakdanich opougici PC. Projekce jsou typicky tonotopické.ctia
tmavy gradient uvnit jader vyznauje nizkofrekvetni (swtle) az vysokofrekveéni (tmaw)
tonotopickou organizaciiznych jader (Guinan et al., 1972).
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1.3.1. Glutamatergni synapticky ffenos v MNTB

Skupina prof. Forsythe (Kopp-Scheinpflug et al.,1P0 popisuje drahy
modulace uvoléni neuropenaSée v Heldo¥ synapsi nasledo¥n(obr. 9):

Prichozi presynaptické ahi potencialy (AP) aktivuji napim iizené C&'
kanaly @ngl. voltage-gated calcium channel, VGCC), mes pati C&* kanaly typu
N-a typu P/Q- a R. Ty spou§it uvolnéni neuropenasee, které je zesilenaripomnosti
glycinovych receptdr (GlyR) na Heldov kalichu. Adenosinovy receptor 1 (AlR),
noradrenalinovy receptor 2, GABR, mGIuR (Gplll) nebo kanabinoidni receptory
(CB1) inhibuji presynaptické vapnikové kanaly algntjii uvolnéni neuropenaseée
(prostednictvim G-proteinové signalizace). Glutaméat uwonin synapsi aktivuje
postsynaptické AMPA a NMDA receptory (AMPAR, NMDAREbo mGIuUR, a to vede
k vtoku C&" do buiky. Tento krok dale modulujéizné kindzy a fosfatazy. Rovnovaha
jejich ¢innosti rozhoduje dizeni a aktivié vice iontovych vodivosti, detré K, kanah.
Oxid dusnaty (NO), produkt neuronalni NO-syntazN@8), ma #zné fyziologické
acinky, véetne modulace Kv kanédl AMPAR a NMDAR. VSechny tyto modulai

mechanizmy nakonec rozhoduji o generovani AP, atispivaji k fenosu informace.
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Obr. 9.  Schéma drahy modulace uvaini neuropfenaSée v Heldo¥ synapsi(Kopp-Scheinpflug et al.,

2011). Podrobny popis viz text vySe.

1.3.2. Struktura Heldova kalichu (presynapticka¢ast)

Heldav kalich impregnovany Golgiho metodou byl poprvépgén v roce 1893
némeckym anatomem Hansem Heldem v mozkovém kmewkykalomaci (Held,
1893). Heldv kalich je pro jeho roz#inost, velky péet aktivnich zén, fistupnost
k piimému zkoumani pomoci elektrofyziologickych a makopickych metod,
uzitecnym modelem pro studium presynaptickych mechaizynaptického fgnosu
v centralnim nervovém systému sévc

Struktura dosglého Heldova kalichu se sklada &olika raiznych segmeni
(obr. 10). Je tviena axonem o velkémiméru, ktery se wtvi opakovas do vyhkezka
piipominajicich okwtni listky (stonky,angl. stalks), které vedou do malychetvi
(stopek,angl. stems) Bkdy pres tenké kiky do jednotlivych zdtenin @ngl. swellings)
nebo sérii zdienin fiznych velikosti, které obklopuji postsynaptickouikuw (Rowland
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et al., 2000). Kompletni a ko#my tvar kalichu je dotvien aZz kolem 28. postnatélniho
dne potkana (Wimmer et al., 2006).

Obr. 10. Kompartmentalizace Heldova kalichuObrazek ze stelné mikroskopie ukazuje kalich, ktery
byl zndzorén pomoci protilatek proti neuronalnimu calmodulidzicimu proteinu (angl.
neuronal calmodulin-binding protein, PEP-19). Preapticky axon (ax) seewi do stonk
(stalks, st). Stonky se dalé&wi do malych zdnin (swellings, sw) o@dtenych od stonk(zkymi
krcky (n).Cerné a tekované oblasti fedstavuji vrchni roviny zageni nez sitlé a tmav Sedé
oblasti. Meritko: 5 um; (Rowland et al., 2000; Perkins et 2010).

VSechny ¢asti kalichu, kromy kreka, obsahuji aktivni zény a jsou vyghmy
kulatymi synaptickymi vé&ky naplrenymi glutamatem (Ryugo and Spirou, 2009).
Heldav kalich s vyvojem rové¢ ukazuje #izné subcelularni specializace. Rowland
a kol. (2000) referovali o netypické strukturdlofganizaci puncta adhaerentia
a mitochondrii, které pojmenovali jako ,mitochoredassociated adherens complex*
domnivajic se, Ze tato struktura hrajgakou roli mezi véky a zasobovanim energie,
vapnikovou homeostazi a synaptickou stabilitou,Z jgodporuji  vysokofrekvemi
pienosy v této synapsi (Rowland et al., 2000).

Struktura Heldova kalichu préthva vyrazné zmny bihem casnych stadii
postnatalniho vyvoje. Jednotlivé vyvojové etapy r(obhl) byly ukdzany pomoci
Golgiho impregnani techniky (Morest, 1968b). Vyvoj &ima od fistového pahylu (1),

ktery se rozsuje do tzv. protokalichu (2). Ten pr&ddva dalSi postupné zmy, aZz se
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kolem 5. dne postnatalniho vyvojgepvai na takzvany nezraly kalickzicovitéhc tvaru

pokryvajici iblizné 50% povrchu MNTB hlavniho neuronu (Fyenestrat nezralého
kalichu ziskava struktura vicemédosgly charakter (4) stonku grstovitymi vykzky

(~P14) (Morest, 1968Kandler and Friauf, 19¢, Hoffpauir et al., 20C; Ford et al.,
2009;Ryugo and Spirou, 201, Borst and Soria van Hoeve, 2012).

Vyvojové znEny jsou vyznamé ovlivnény senzorickou aktivito Zabranime-li
piirozené lochlearni aktivié nagiklad bilateralni kochlearni ablaci, doch

k morfologickym a funknim zméndm girozeného vyvoje inhibi¢nim sluchovén
systému.

N

S - =

= =i L
i I\,
o W
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,,,,_\
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Obr. 11.  Vyvojova stadiaHeldova kalicht byla prokdzana pomoci Golgiho impregn. (1) stadium

ristového pahyl(2) protokalich(3) nezraly kalich4) zraly kalich. Morest, 1968)

1.3.3. Hlavni neuronyv MNTB (postsynaptickacast)

Postsynaptické neurony MNTB objevuji mezi 12. az 14lnem embryonalnih
vyvoje potkana.Axony GBC, které vychazeji kontralateralniho AVCN prdstaji
stredovouc¢aru mozkového kmene okolo 2. 4. dne postnatalniho vgje a vytvaeji
protokalich na PC Hoffpauir et al.,, 201). Télo PC je kulovité nebo ipsoidni
o paméru ~20 pm, $ednim velkym excentricky uloZenym jadrem. PC mefSinou
jeden az dva primarni dendrityvelkém ptiméru, které se dale haji vétvi v okoli
bunky (Morest, 1968akuwabara and Zook, 19; Banks and Smith, 19, Smith et al.,
1998).Jednotlivé sat druhy se podobaji hledem a tvarem PGile |iSi se morfologi

jejich dendritického pole a axonalni projel(Kuwabara and Zook, 1991)

! Fenestrace prodéraveni, vznikei vytvoreni okénka, otvoru. [lz fenestraokno]; cerpano z Velkéh
lékaského slovniku
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2. Cile prace a hypotézy

Cilem &chto rekolika projekti bylo identifikovat podjednotkové slozeni GlyR
v Heldow synapsi, analyzovat rozmisf presynaptickych GlyR a stanovit jejich
souvislost ke glutamat-uvajicimu presynaptickému aparatu a endogennim iairoj
glycinu, dale zjistit i vyvojové zemy glycinergniho inhiliiniho systému pod vlivem
negirozené kochlearni aktivity a nakonecitipresnou distribuci GABAR v Heldow
synapsi spolu s jejich pomocnou podjednotkou KCTD.

1. Studium lokalizace a podjednotkového sloZzeniRGly Heldo¥ synapsi
v MNTB dosglého potkana v presynaptické a postsynapticésti. Uit vyvojové
zmeny inhibiéniho glycinergniho systému a morfologické ény Heldova kalichu
v MNTB. Kvantitativre analyzovat GlyR a inhibni zakogeni v MNTB potkana
s odstrasnymi hlemyzdi.

2. Kvantitativni analyzou stanovit povrchovou dlaici GlyR na Heldoy
kalichu. Charakterizovat morfologii dadpho Heldova kalichu v MNTB. Definovat
hustotu @1 na Heldo¥ kalichu. Stanovit kvantitativni distribuci o& mezi
morfologicky odliSnymi segmenty Heldova kalichu. fDevat zvySenou koncentraci

presynaptickych GlyR wastech fistupnych pro okolni glycin

3. Charakterizovat butinou distribuci GABAs receptoli v MNTB a lokalizovat
jejich pomocnou podjednotku KCTD 12 v MNTB
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3.1.

3.2.

3.2

Material a metodika

Hehled pouzitych metod v praci

- Pripravarezi u mladého potkana

- Pripravarezi u dosglého potkana, mysi

- Pripravarezi pro elektronovou mikroskopii

- Transkardialni perfaze

- Imunohistochemie

- Fluoresce#ni mikroskopie

- Pre-embedding imunoelektronové mikroskopie
- Retrogradni zngeni neuronalnich bk

- Imunoblot (Western blot)

- Kvantitativni analyza trojrozemné rekonstruovanych neuronalnich eyhi
- Kochlearni ablace

- Statistické zpracovani vysleilk

Material

.1. Roztoky, pufry

U nékterych puffi je jejich sloZzeni popsano viféhu textu.

0,2 M PB (fosfatovy pufr; v gramech): pPQO,.7H,O (43,42), NakPO,.H,0
(5,24)~> déaletrectno na 0,1 M PB

25 mM PBS (fosfatovy pufr s chloridem sodnyrejtno z 0,1 M PB s ifidavkem
9 gNaClnallpufru

50 mM TBS éngl. Tris-buffered saline; v gramech): Trizma-base (B,0&Cl (9);
(Gprava pH pomoci 1 N HCI)

extracelularni roztok (aCSFangl. artificial cerebrospinal fluid) s nizkou
koncentraci C&, ktery obsahoval v mM: NaCl (125), KCI (2,5), Mg@,5), CaC}
(0,1), glukdzu (25), NaHPO, (1.25), NaHCQ (25), kys. askorbovou (0,5nyc
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inositol (3) a pyruvéat sodny (3); pH 7,4 s osmatali~310 mOsm, jestlize byl tento
roztok probublavan plynnou ssi karbogenu (5% C£a 95% Q).

standardni extracelularni roztok, ktery obsahovahM: NaCl (125), KCI (2,5),
MgCl, (1), CaC} (2), glukbézu (25), NapPO, (1.25), NaHCQ (25), Kkys.
askorbovou (0,5myainositol (3) a pyruvéat sodny (3).

fyziologicky roztok (0,9 g/l NaCl) — komené ziskan z 1ékarny IKEM
fixacni roztok I: 4% paraformaldehyd (PM)/v v0,1 M PB, kon&né pH 7.4.

Priprava: paraformaldehyd byl rozpu$t v deionizované vad za konstantniho
michani a Upravy pH pouZzitim koncentrovaného rartblaOH i teplo€, ktera
negesahla 60°C. 0,2 M PB bykidan do roztoku k dosazeni ka@mé koncentrace,
ti. 0,1 M PB. Po rozpu&hi bylo pH upraveno koncentrovanou HCI na pH 7,4.
Roztok PF byl pefiltrovan, ochlazen na 4°C aipraven k okamzitému pouZiti.
Roztok byl gipravovan ped fixaci vzdyerstvy!

fixacni roztok Il: 4% PRw/v, 15% kyselina pikrov&/v (saturovany vodni roztok;
1,3% ve vod) a 0,05% glutaraldehyd (GA)w/v v0,1 M PB; roztok byl
pripravovan podobhjako fixatni roztok I, liSil se pouzeifdavkem kys. pikrové
a zavrecnym pidanim vzdy now oteweného 25% GA z ampulky (TAAB, UK).
Roztok byl ot pripravovan &sné pred pouzitim. Jeho mnozZstvi zaleZelo nétpo
zvirat.

CHTA (zkr. Chemiblocker, Triton X-100 a NaN — fedici sm¥s primarnich
a sekundarnich protilatek slouzila k zat#r@innespecifické vazby protilatek diky
5% Chemiblockeru (Chemicon, Millipor, USA), k peratdélizaci membran byl
pouZit 1% Triton X-100, protiastu bakterii a plisni 0,1% azid sodny v 0,1 M PB.

epoxidova pryskiice (Durcupan ACM, Sigma-Aldrich, Gillingham, UK)ptiprava
dle navodu od vyrobce. Zbylé mnozstvi bylo zamrazagn-20°C a ponechano pro

dalSi experimenty.

2 Koncentrace glutaraldehydu byla natolik sniZzenay &lyla minimalizovana ztrata antigenicity.
Presto epitopy rozpoznavané hl. protilatkou n@mnéu protial podjednotce glycinového receptoru

(mAb2) byly touto technikou z velisti znizeny.
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- lyzani pufr — 20 mM Tris (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1% Dt X-100 v/v,
0,1% dodecyl sulfat sodny (SDS), 1 mM EDTA, kompigiroteazova inhibitorova
smes (Roche Diagnostics, Svycarsko)

- SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substraiufficient substrate for
1,000 crfi of blotting membrane (Pierce Biotechnology, Thet@ugentific, USA)

-  NuPAGE® Tris-Acetate SDS Running Buffer (20X) (Itreigen, USA)
-  NuPAGE® Transfer Buffer (20X) (Invitrogen)

- NuPAGE® Antioxidant (Invitrogen)

- HiMark™ Pre-stained Protein Standard (Invitrogen)

-  NuPAGE® Novex 3-8% Tris-Acetate Gel 1.0 mm (Invigem)

- XCell SureLockR™ Mini-Cell; vana na gely (Invitrogen)

- EI 9001-X Cell ITM Mini Cell (Novel Experimental dchnology, USA); Novex

company; blotovaci vana
- CL-XPosure Film 8 x 10 in (20 x 25 cm) (Pierce Ridtnology)
- Hypercassette 18x 24 cm, RPN 13642 (Amersham Rinses)

Neni-li uvedeno jinak, chemikalie byly fiseny u firmy Sigma-Aldrich (USA).

3.2.2. Primarni protilatky (1°Ab)

Pouzité primérni protilatky pro fluoresaem mikroskopii (FM), elektronovou
mikroskopii (EM) anebo imunoblot (WB) jsou shrnutyTabulce 1. 1°Ab bylyedny
s pouzitim fedici smisi CHTA. Specificita primarnich protilatek byla &ena (1)
v pripadt jednoho, dvojihai trojiho zna&eni opomenutim jedné z 1°Ab. Jestlize jedna
1°Ab byla opomenuta anebo nebyla aplikovana ZadA#,lale byly aplikovany zbylé
2°Ab, potom nebylo pozorovano Zadné imund@ema pro jednotlivé molekuly. (2)
pomoci imunoblotu a za (3) kontrolni 2eai bylo provedeno na deficientnich mySich

(KO, -/-), které postradaly dany protein.
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Tabulka 1. Primérni protilatky pouzité v této préci

_ _ Redéni _
Antigen klonalita Zdroj
FM* EM* wB*
) monoklonalni mys ]
Gephyrin (N-term) 1:200 1:200 Synaptic Systems
(mAb7a)
monoklonalni mysi ]
GlyR ol (aa 1-10) 1:1000 1:500 1:500 Synaptic Systems
(mAb2b)
GlyRal (aa 36-422)  polyklonalni kralei 1:60( 1:80( 1:200(C = Synaptic Systen
GlyR 01/a2 (N-term; = polyklonalni kralgi 1:100( Abcarr
GlyR a2 podjednotk | polyklonalni kraléi 1:15C Santa Cru
GlyR a3 podjednotka polyklonalni kozi 1:150 Santa Cruz
VGAT (aa 75-87) polyklonalni kréli 1:500 Synaptic Systems
VGAT monoklonalni mysi 1:500 Synaptic Systems
polyklonalni Calbiochem/Merck
VGAT 1:500 .
morceci Millipore
polyklonalni )
VGLUT 1 (aa 456-560) o 1:1000 1:800 Synaptic Systems
morceci
monoklonalni mysi )
Rab3a (aa 191-220) 1:250 Synaptic Systems
(42.2)
Calretinir polyklonalni kraléi 1:20( Zymed/Invitrogel
Calretinin monoklonalni mys 1:200 Zymed/Invitesy
Parvalbumin monoklonalni mysi 1:100 Swant
Parvalbumin polyklonalni kréai 1:1000 Swant
Calbindin D-28K
polyklonalni kral&i 1:250 Swant
(CaBP)
GFAF monoklonalni my: 1:40C Sigme-Aldrich
GlyT1 polyklonalni kozi 1:500 Chemicon
polyklonalni ] .
GlyT2 o 1:500 Chemicon/Millipore
morceci
MAP2 monoklonalni my: 1:50C Sigme-Aldrich
MAP2 polyklonalni kraléi 1:15C Chemicon/Millipore
GABAg.R (BR1a, polyklonalni kralti . )
1:100 dr. Akos Kulik
BR1b; B17) sérum
polyklonalni kralti . )
GABAg,R (BR2; B2T1) i 1:200 dr. Akos Kulik
sérum
KCTD 12 synteticky = polyklondlni kralEi 1:10C prof. Bernharc

40
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KCTD 12

i peptid, 145-167 aa my3

—

sérum

Bettler

' *vysvétlivky: FM, fluorescerni mikroskopie; EM, elektronovd mikroskopie; WB, uroblot @ngl.

Western Blot)

3.2.3. Sekundarni protilatky (1°Ab)

Pouzité sekundarni protilatky jsou shrnuty v Tabulc

Peroxidase Conjugated

Tabulka 2. Sekundarni protilatky pouZité v této préaci
, Redéni .
typ klonalita Zdroj
FM* EM* WwB*
R Molecul
Alexa Fluor 488 kozi proti mysi 1:500 ° ecu_ar
Probes/Invitrogen
. Molecul
Alexa Fluor 488 osli proti koze 1:500 ° ecu_ar
Probes/Invitrogen
S Molecul
Alexa Fluor 488 osli proti kralikovi 1:500 ° ecu_ar
Probes/Invitrogen
S Molecul
Alexa Fluor 488 osli proti mysi 1:500 ° ecu_ar
Probes/Invitrogen
L Molecul
Alexa Fluor 532 kozi proti mysi 1:500 ° ecu_ar
Probes/Invitrogen
. . Molecul
Alexa Fluor 647 kozi proti meoeti 1:500 ° ecu_ar
Probes/Invitrogen
. S e Jackson |
CY3 osli proti kralikovi 1:500 ackson fmmtino
Research
. S Jackson |
CY3 osli proti mysi 1:500 ackson fmmtino
Research
. . Jackson |
CY3 osli proti moteti 1:500 ackson fmmene
Research
. . Jackson |
CY3 kozi proti moteti 1:500 ackson mmuno
Research
. Jackson |
CY5 osli proti koze 1:500 ackson fmmuno
Research
Nanogold 1.4 nm — i L
kozi proti mysi 1:100 Nanoprobes/Biotrend
Fab’ fragment
Nanogold 1.4 nn- ) ] ]
kozi proti moteti 1:100 Nanoprobes/Biotrend
Fab’fragment
Nanogold 1.4 nm — ) o
kozi proti kralikovi 1:100 Nanoprobes/Biotrend
Fab’fragment
Fab Anti-RABBIT IgG
(H&L) (GOAT) Antibody | kozi proti kralikovi 1:50 Rockland Inc./Biotrend
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Fab Anti-GUINEA PIG
19G (H&L) (GOAT, . . .
9 _( ) ) ) kozi proti moteti 1:50 Rockland Inc./Biotrend
Antibody Peroxidase
Conjugated
SA-HRP conjugates!  kozi proti kralikovi 1:6500 Pierce Biotechnology
SA-HRP conjugate kozi proti mysS 1:650( Pierce Biotechnology

3.2.4. Zviata

Pouzivali jsme potkany imbredniho kmene Wistar wkuv P12-P18 bez
rozliSeni pohlavi a ve&ku kolem 2 ndsiai o hmotnosti ~250 g (pouze samci). Dale
byly pouzity dosplé mySi kmene BALB/c a deficientni mySi s postraciap GABAs;
receptorem@ABAg; ).

Se zviaty bylo manipulovano v souladu se Zakonem 246/1992 Sb.,
na ochranu zvat proti tyrani, Ceské republiky (v souladu se &micemi Rady
Evropského spotenstvi 86/609/EEC).

3.3. Metodika

3.3.1. Riprava rezi u mladého potkana

Zvitata byla uvedena do celkové anestézie v isoflungstoparach (Forane inh
sol 100 ml, Abbott Laboratories Ltd., UK) a utraaestekapitaci. Mozek byl okamgit
vyjmut z lebky a penesen do chladného (~4°C) extracelularniho roztekizkou
koncentraci vapniku o sloZeni viz seznam vySe (BHpd syceni plynem sloZzenym
z5% CQ a 95% Q). 300 um silné korondlni nebo parasagitésdy z mozkového
kmene, které obsahovaly MNTB nebo AVCN (obr. 12)ybirajeny na vibranim
mikrotomu VT1000 S (Leica, &necko) v extracelularnim roztoku s nizkou konceaitra
cd*. Rezy byly po nakrajeni fixovany podle typu protilatee vychlazeném &erst
piipraveném 4% paraformaldehydu (PF). Nasteolyly nékolikrat promyty v 0,1 M PB
a prosyceny pomoci vzestuptaly roztok sachar6zy (10%/1 hod., 20%/3 hod. a 30%
w/v pies noc fi pokojové teplat). Poté byla tk& prosycena po dobu 30 minut g°C
v kryoprotektivu (Jung Tissue Freezing Medium, keid\emecko) a nakrgjena
na finalni fezy o tlousce 25 pm (Leica CM3050 S). Taktdigravenéiezy byly
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montovany na podlozni skla s povrchovou UpravoundéGlaser SuperFrost®Plus,
Gerhard Menzel GmbH, &iecko) a skladovanyip-20°C do doby aplikace primarnich

a sekundarnich protilatek.

Lateral 1.40 mm

Interaural -1.04 mm

Bregma -10.04 mm

Obr. 12.  Laterdlni a koronalni pohled na dosfly mozek potkanaA, Oblast zajmu, kterd obsahovala
MNTB, byla zvyrazma riZzow. Diagonalnic¢ara oznauje provedeniezu, ktery oddil mozek
od mozkového kmene. Nervus facialis (7 n.) slgakal orienta’ni bod z@atku oblasti zajmuB,
Korondlniez dosplym mozkem potkana. Oblast MNTB a 7 n4ijgow zvyraz#na. Upraveno
dle atlasu The Rat Brain in Stereotaxic Coordinatégorge Paxinos & Charles Watson, 4.

vydani (1998).
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3.3.2. Kiprava rezi u dosgElého potkana, mysSi

Dospgéli samci potkana kmene Wistar (P57-87; o hmotne&b0 g) anebo
dosglé mySi kmene BALB/c (obpohlavi) byli uvedeni do celkové anestezie podanim
ketaminu a xylazinu (100 mg/kg a 16 mg/kg vahyend, i. p.; Inj. Calypsol, Richter
Gedeon, Hungary; Inj. Xylapan, Vétoquiol, UK). Tkamokusnych zvat byly nejprve
promyty fyziologickym roztokem s Heparinem (5 000.mna 150 ml fyziologického
roztoku) pomoci transkardialni perfaze. Poté bknt promyty vychlazenym &erstw
pripravenym fix&nim roztokem o sloZeni: 4% PF v 0,1 M PB. Po vyjmabzku
z lebky byly gipraveny na vibrénim mikrotomu Leica VT1000 300 pum silné koronalni
anebo parasagitalniezy, které obsahovaly MNTB nebo AVCMNRezy byly dale

zpracovany stejnym #igobem jakdezy u mladého potkana, viz text vySe.

3.3.3. Kiprava reazi pro elektronovou mikroskopii

Dospli samci potkana kmene Wistar anebo a@spnySi kmene BALB/c byli
v celkové anestezii promyti fyziologickym roztokerts Heparinem) a nésle&n
vychlazenym aerst¥ piipravenym fix&nim roztokem Il o sloZeni 4% PF, 15% kys.
pikrova a 0,05% GA v 0,1 M PB. Mozek byl vyjmut,gtfixovan ve stejném fixaim
roztoku Il (30 min.) a &kolikrat promyt v 0,1 M PB. Z mozkového kmene bylsle

pripraveny koronalniezy o tlougce 50 pm.

3.3.4. Fluorescetini mikroskopie

Podlozni skla se zmrazenyniezy byla promyta 0,1 M PB aigs noc
inkubovéna wedici smisi CHTA spolu s primarnimi protilatkamiippokojové teplat
(21-23°C). Poté bylyezy rekolikrat promyty v 0,1 M PB a inkubovany 2 hodiny
viedici smisi CHTA souasr® se sekundarnimi protilatkami. Seznam pouzitych
sekundérnich protilatek je uveden v Tabulce 2.rfkabaci bylyiezy promyty v 0,1 M

PB a zamontovany do média na vodni bazi Aqua-Payi (Polysciences, USA).

Snimky byly pdizeny prostednictvim fluorescamiho mikroskopu Leica
DMRE s konfokalnim nastavcem Leica TSC-SP1 anebuogd Olympus FluoView
FV300 sé&lem mikroskopu Olympus BX61, které byly vybavengdeovou diodou
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405nm, argonovym (Ar) iontovym a helium-neonovymelt¢) laserem (vifpadt
systému Leica TSC-SP1). Excitace byla pouZita mwéndélce 488/543/633 nm.
Jednotlivé snimky byly zachyceny véech kandlech: (i) zeleny kandl s detekci
v rozsahu pasmoveého filtru 500 nm az 535 nm,¢@iveny kanal s detekci v rozsahu
vinovych délek od 565 nm do 615 nm a (iii) modrn&bv rozsahu 670 nm az 770 nm.
U systému Olympus FluoView FV300 s vyuZitim argo#étow (Ar), zeleného HeNe
acerveného HeNe laseru. Excitace byfagtejnych vinovych délkach, tj. 488/543/633.
Signél byl detekovan bariérovymi filtry v rozmezinevych délek 510-530 nm,
560-600 nm a 660 nm. Snimky jednotlivych barev bpgtyizeny postup¥ aby se
zabranilo nespecifickému prolinani signalu. Navile byl pouzit kanal, ktery nam
umoznil zachytit obraz v prochazejicim éde (DIC, diferencialni interferemi
kontrast). Programy Leica confocal software 2.8nildcko) anebo Olympus FluoView
5.0 (Japonsko), byly pouzity k ziskani a zpracové@dnotlivych snimi. Pro
kvalitativni a kvantitativni analyzu byly jednotfivroviny snimk anebo série sninik
(krok v osez1l pum) jednoho, dvojiho anebo trojiho Zeai snimany na mikroskopu
Leica a Olympus olejovymi imerznimi objektivy Plapdchromat (PIAPO) 63x/NA
1,32-0,6, 40x/NA 1,25-0,75, HC PL FLUOTAR 20x/NA50, a HCX APO 10x/NA
0,30 W U-V-I (Leica) a dale u mikroskopu Olympugedivy PlanApo 60x/NA 1,42,
UPlanFLN 40x/NA 1,30 a UPlanFLN 10x/0,3Gi pozliSeni 1024x1024 pixl Jas
a kontrast snimk byl optimalizovan v programu Adobe Photoshop CSdebded
version 11.0.2 (Adobe Systems Inc., USA). Ke zvy3gasu ikontrastu
u prezentovanych snimk byly pouzity linearni metody, které byly aplikowan

na vSechny snimky se stejnymi parametry, pokud megdeno jinak.

3.3.5. Pre-embedding imunoelektronova mikroskopie

Rezy byly inkubovany po dobu 1 hod. v kryoprotekiianroztoku sloZzeném
z 25% sachar6zw/v a 10% glycerolw/vv 50 mM PB. Poté bylyezy akutg zmrazeny
v isopentanu (5-6 s) a nasleédm tekutém dusiku (2-3 s). Po rozmraZeni bidgy
vloZeny z@t do kryoprotektivni sisi a promyty v pufrech: 0,1 M PB, 50 mM TBS.
Inkubovany v roztoku Chemiblockeru (20%v v 50 mM TBS, pH 7,4) po dobu 1 hod.
pii pokojové teplot. Znaeni primarnimi protildtkamifedtnych ve smisi (5%
Chemiblocker v TBS) probihalargs noc fi 4°C. Poté bylyfezy promyty 50 mM TBS
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a inkubovéany se sisi 2°Ab na@edtnych ve stejnéedici sndsi jako 1°Ab pes noc f
4°C. Pouzité 2°Ab byly kdi biotynylovany (Jackson ImmunoResearch Laboratories
USA) nebo konjugovany s 1,4 nm zlatytdisticemi (Nanoprobes, USA). Pékolika

po sol¢ jdoucich promytich v50 mM TBS a 25 mM PBS bylzy postfixovany

v 1% GAvV/V fediném v 25 mM PBS 10 mikezy byly ogt promyty, nejprve 25 mM
PBS a nasledn v deionizované vad 2°Ab s navazanymi zlatyméasticemi byly
zintenzivrény stibrem prostednictvim sady HQ Silver Enhancement (Nanoprobes,
USA). Déle byly inkubovany s avidin-biotinovym kofegem (Vectastain ABC Kit;
Vector Laboratories, USA) pro zesileni signalu. tbekomplex zn&eny Kenovou
peroxidazou (HRP) byl vizualizovantigpenim katalyticko-histochemické metody
s diaminobenzidinem (DAB) za zmy komplexu na h¥dou srazeninu. Po¢kolika
promytich v50 mM TB a 0,1 M PB byla tk&afixovana a kontrastovana 1% oxidem
osmielymv/v (OsQ v 0,1 M PB; TAAB, UK). Ke kon&nému kontrastovani struktur
byl pouZit 1% uranyl acetét/v (Polyscience, USA) v 70% etanolu veétpti pokojové
teplo& po dobu 35 minutkezy byly nasledqodvodrény ve vzestupné alkoholovac
(50%, 70%, 90%, 96%, 100%, 100%/10 min.), dosugeagylen oxidem (Polyscience,
USA) aprosyceny epoxidovou prysigi (Durcupan ACM, Sigma-Aldrich,
Gillingham, UK) @i pokojové teplat. DalSi den byla zalita tiéprenesena na podlozZni
skla potazena tenkou nédpavou vrstvou (Hobby Time Formen Trennmittel, &b,
Svycarsko) a b teplo& 55°C vytvrzena mezi podloznim a krycim skledesp noc.
Po polymerizaci byla #ezu vyiznuta mensi oblast zajmu (MNTB), zalitd stejnou
pryskyfici do kapsle a afiovr¢é vytvrzena pi 55°C. Z takto pipravené tkaa byly
nakrajeny 70-80 nm silnfezy diamantovym noZem Ultra Diamond Knife 35°, 3 mm
(DIATOME, USA) na ultramikrotomu Reichert Ultrac8t(Leica, Nmecko). Tyto tzv.
ultratenkéiezy byly geneseny na #aéné niizky potazené formwarovou membranou
(0,35% Formwar v ethylendichloridw/'v; Plano GmbH, Nmecko).

Jednotlivérezy nebo sérigezi s jednim anebo dvojim z&enim byly snimany
na transmisnim elektronovém mikroskopu LEO 906E rl(Caeiss, Nmecko)
s urychlujicim nagtim 120 kV, digitalni kamerou Mega View Il a progravym
vybavenim BioVision/VarioVision 3.2 (Soft ImagingySem, Olympus). Ziskané
snimky byly zpracovany a analyzovdny pomoci  programimageJ

(http://rsbweb.nih.goviij/) anebo Reconstfiltsoftware (Fiala, 2005). Ke zvySeni jasu
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a kontrastu byl pouzit program Adobe Photoshop &d4ended podokin jako
u fluorescetini mikroskopie.

3D rekonstrukce byly vyhotoveny v programu IRIS Bxer (NAG, Oxford,
UK) anebo Reconstrucf, veskeré statistické vyhodnoceni pak v programap&ipad
Prism 5 (GraphPad Software, USA).

3.3.6. Retrogradni zn&eni neuronélnich burgk

K pokusim byli pouziti potkani kmene Wistar ve&éku P12-P18 obou pohlavi.
Mozek anestetizovanych a naslédiekapitovanych zvét byl rychle vyjmut a porien
do ledow studeného extracelularniho roztoku s nizkou komaeh C&".
Biotinylovany dextran amirw/v (10% BDA, 10 kDa; Molecular Probes, USA) byl
injikovan na ventralni str&mozkového kmene do svazku axdateral® od mediélni
roviny mozkového kmene, kde dochazi k&é&ni vlidken (znzeni globularnich busk
v AVCN), nebo do ipsilaterainiho LSO (zfeni hlavnich neuranv MNTB). Aplikace
byla provadna borosilikatovou mikropipetou ogméru 15-20 pum (obr. 23) pod

nizkym tlakem za vizuélni kontroly ve stereomikroglt Leica S6E.

Izolovany mozkovy kmen byl poté inkubovan v okyshiém extracelularnim
roztoku po dobu 6 hodintppokojové teplat. Po inkubaci byly fipraveny 100 pm
silné koronalni nebo parasagitalfgzy, které byly fixovany prosdnictvim ¢erstw
piipraveného 4% PFips noc p 4°C. DalSi den bylyrezy promyty v0,1 M PB
a 2 hodiny inkubovany se streptavidinem konjugovarsyAlexa Fluor488ip pokojové
teplo&. Rezy byly ogt promyty 0,1 M PB a zamontovany do média Aqua Podynt.

Pri zkoumani axonalniho ztani byla tato metoda retrogradniho barveni pomoci
BDA spojena s imunohistochemickym barvenim. Ziské&a®y mozkového kmene pak
byly fixovany po dobu 10 min,&kolikrat promyty v 0,1 M PB a inkubovany v roztoku,
ktery obsahoval primarni protilatky (&, GE nebo CR)igs noc fi pokojové teplot.
Druhy den bylyfezy rékolikrat promyty v 0,1 M PB a inkubovény 2 hodinyoztoku,
ktery obsahoval sekundarni protilatky konjugovar@Y8 (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) a streptavidin konjugovany s Alexaudri88 (Molecula Probes).
Nakonec bylyiezy rékolikrat promyty v 0,1 M PB a zamontovany do médigua

Poly/mount. Snimky byly pizeny olejovym imerznim objektivem PIAPO 40x/NA
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1,25-0,75 nebo HC PL FLUOTAR 20x/NA 0,50 (Leicaji@e stejnym zjsobem jako

v odstavci Fluoresceéni mikroskopie, viz text vySe.

3.3.7. Imunoblot (Western Blot)

Vzorky tkdre MNTB ziskané z dosfeho potkana byly kratce homogenizovany
ve 200 pl ledo¥ studeném lyzmim pufru, ktery obsahoval 20 mM Tris (pH 7,5),
150 mM NaCl, 1% Triton X-10@/v, 0,1% dodecyl sulfatu sodnéf®DS)w/v, 1 mM
EDTA, wetre kompletni protedzové inhibitorové &sih (Roche Diagnostics,
Svycarsko) fi 4°C. Homogenat byl od&dsn pri 12 000 otdkach za minutu po dobu
10 minut g teplog 4°C (rotor Fa 45-30-11, Eppendorfg¢mecko). Supernatant byl
propokné smichan s NUPAGE®Buffer Sample LDS (Invitrogen, AYS nanesen
na NUPAGE®Novex 3-8% Tris-Acetatovy Gel (Invitrogem pozdji pienesen
na nitrocelulézovou membranu (Bio-Rad LaboratoriésSA). Aby se zabréanilo
nespecifické vazbprotilatek, membrana byla blokovana v 5% @édtmém mlékuw/v
rozpuséném v TBS dopléeném 0,1% Tween 20 (TBSTY/v spolu s primarnimi
protilatkami ges noc g 4°C. Nitrocelulozovd membrana byla nasleédnkubovana
se sekundarnimi  protilatkami  konjugovanymi siedovou peroxiddzou (HRP)
v blokovacim pufru 1 hod.ppokojové teplat. Membrana byla po kazdé inkubaci
s protilatkou gkolikrat promyta v TBST. Nakonec byla membrana Jgma s pouzitim
substratu SuperSignal West Femto Maximum SensitiRierce Biotechnology,

Thermo Scientific, USA) podle navodu vyrobce.

3.3.8. Kvantitativni analyza trojrozmérné rekonstruovanych neuronalnich
vybézka
Jednotlivé snimky anebo trojroZmé rekonstrukce byly zhotoveny,
analyzovany a jednotlivé parametryéimny ze sérii snimik ¢i samotnych snimk
porizenych na transmisnim elektronovém mikroskopu LIOBE (Zeiss) v programech
Imaged (http://rsweb.nih.gov/ij), Reconstiitt(Fiala, 2005) a IRIS Explore (NAG,

Oxford, UK). Do analyz byly zahrnuty pouze ty zlatéstice, které byly vertikain
vzdaleny od linie plazmatické membrany < 25 nm (Net al., 2005). Plocha povrchu
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segmentu byla odhadnuta pomoci Cavalierova princ{Specht et al., 2013)

vynasobenim satu délek obvoditezi tlou&’kou fezu.

Obr. 13.  Trojrozmérna rekonstrukcedasti Heldova kalichu Priklad rekonstrukceéasti Heldova kalichu,
kter4 byla sestavena z 22 po &ojdoucich ultratenkych scnych ezi vykeZzkem Heldova
kalichu (tlougka jednohorfezu ~70 nm)Cervenacara znazoiiuje presynaptickou membranu
narezu, zelefije ozn@ena subsynapticka membrana glutamétergnich aktiveén. Bilé body
ukazuji umigini membranovych 1@Gastic.

3.3.9. Kochlearni ablace

Bilateralni kochlearni ablace (kochleotomie) bytgyedeny u potkanich midt
obou pohlavi ve &ku P5-P6 (n = 6), ffiblizn¢ tyden ged nastupem slySeni (~P11).
Mlad'ata byla uvedena do celkové anestezie parami rsoflua umigha na vykivanou
podloZku za neustalé kontroly jejich fyziologickyéhnkci. Kize za usSnim boltcem
(postaurikularni fistup) byla rozstzena a byla Zfjstupréna tympanickd bula.
Do kostné stny tympanické buly byl vyvrtan otvor, ktery umoZmhechanické
rozruSeni a odstréni hlemyza. Vznikla dutina byla vypléna sterilni gelovou ¢gnou
(SUGI, REF 31603, Kettenbach, ¢iecko), kter4d obsahovala ototoxickou latku
kanamycin (kanamycin sulfat, Sigma-Aldrich, USApt® byla rana zaSita a nilata
byla po skotieni &inku anestézie vracenaék matce. Procedury vedouci k bilateralni
kochlearni ablaci provedla Mgr. Bohdana HruSkovAaZ laboratte Synaptické
fyziologie, UEM AV CR. Zvitata byla rozdlena do dvou skupin. Prvni skupina
potkani (n = 3) byla pouzita k imunohistochemickym polkmspo 6-10 dnech a druha
skupina potkai (n = 3) po dvou ®sicich. Kontrolni zvfata byla podrobena podobnym

procedurdm bez kochleotomie.



Material a metodika 50

Ucinnost ablaci u pokusnych #af byla posouzena pomoci fyziologickych
a histologickych metod. Uplna sluchovéa ztrata poikao kochlearni ablaci byla
potvrzena nérenim tzv. evokovanych potendidk mozkového kmene (ABRangl.
Auditory brainstem response).¢kéni ABR na zwiatech bylo provedeno bezprimstre
pied imunohistochemickym pokusy RNDr.fithi Popeléem, Ph.D. na Oddeni
neurofyziologie sluchu, UEM A\CR. Druhy zfisob spéival v anatomickém srovnani

oblasti vnitniho ucha u kochleotomizovanych a kontrolnictiayiviz obr. 14.

Obr. 14.  Kontrola usgSnosti experimentalniho odstraimi kochlearniho aparatu. Snimky ukazuiji
kontrolni zvke (vlevo) a zve po kochleotomii (vpravo). Oblast vmitho ucha je zobrazena
ve vyezech s&sim zvtSenim. Sipky poukazuiji na neporusenou (a) a pnmuséb) kochleu.

3.3.10. Statistické zpracovani vysledk

Pokud nebude uvedeno jinak, vysledky charaktedizwjiastnosti zkoumanych

soubotfi v této praci byly uvedeny ve foemaritmetického piméru se stedni chybou
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praméru (pramér £ s.e.m.). Statistick&d vyznamnost roadihezi aritmetickymi pimery
dvou statistickych soubdbyla hodnocena parovym nebo nepérovym t-testenasnM
Whitney testem. Pokud byly aritmetickéip®ry porovnavany u &kolika testovanych
statistickych soubdr byl pouZit Dunneftv nebo Bonferroni mnohonasobny srovnavaci
test. Neparovy Kolmogorov-Smirnav test byl pouzit pro srovnani kumulativnich

histogran.

Veskera statistickd analyza byla vypracovana pompagramu GraphPad Prism

5.0 (GraphPad Software, USA). Hladina statistickgnamnosti P rovna nebo nizsi

0,05 byla povaZovana za statisticky vyznamnou.
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4. Vysledky
Vysledky dizerténi prace jsou zaloZeny n&hto publikacich:

Hruskova B, Trojanova J, Turecek R (2007) Modulation of Excitatory synapti
transmission by KCa and GABAB receptors on certypé synapses. Physiol
Res 56:13P.

Schwenk J, Metz M, Zolles G, Turecek R, FritziusBlidl W, Tarusawa E, Kulik A,
Unger A, Ivankova K, Seddik R, Tiao JY, Rajalu Wrojanova J, Rohde V,
Gassmann M, Schulte U, Fakler B, Bettler B (201ajin& GABA(B) receptors

are heteromultimers with a family of auxiliary swiits. Nature 465:231-235.

Hruskova B*, Trojanova J*, Kulik A, Kralikova M, Pysanenko K, Bures Z, Syka
Trussell LO, Turecek R (2012) Differential distrttmn of glycine receptor
subtypes at the rat calyx of held synapse. J Neu8@17012-17024.

*B.H. a J.T. se podilely na préaci stejnodnou

Trojanova J, Kulik A, Janacek J, Kralikova M, Syka J, TuredeKFrontiers in Neural
Circuits, Inhibitory Function in Auditory ProcesginBude zaslano v fibchu
dubna 2014)Surface distribution of glycine receptors in thatare calyx of

Held nerve terminal.
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4.1. Studium lokalizace a podjednotkového slozeni IR v Heldové

synapsi v MNTB dosglého potkana

4.1.1. Postsynaptické GlyR

Lokalizace a podjednotkové sloZzeni GlyR v MNTB ddépo potkana byly
v této praci studovany imunohistochemickymi metodakbychom mohli rozlisit
presynaptickou a postsynaptickéast Heldovy synapse, ozfilajsme Heldovy kalichy
(presynaptické zaka@eni) protilatkami rozeznavajicimi €avazici protein calretinin
(CR), nebo protein Rab3a (obr. 15A), ktery je &&mti membrany synaptickéhocka
(Lohmann and Friauf, 1996; Felmy and Schneggenburg@04). Ela a vylkEzky
hlavnich neuroh byly ozna&eny protilatkami rozeznavajicimi uCa* vazici protein
calbindin (CaBP, obr. 15B, v§z) (Felmy and Schneggenburger, 2004), nebo
retrograds biotinylovanym dextran aminem (BDA, obr. 15B) (\Veean et al., 1992).

GlyR byly ozngeny monoklonélnimi protilatkami mAb2b, které rozpéwaji
extracelularni¢ast receptoru (prvnich 10 aminokyselin) na N-komti podjednotky
(Pfeiffer et al., 1984). Znazofni mAb2b pomoci sekundarnich protilatek
konjugovanych s fluoresc&nimi barvivy ukazalo jejich sdruzovani do shiuklyto

shluky nevykazovaly igkryvy s Rab3a ani CR pozitivnimi fluoreséeimi signaly.

Z toho vyplyvalo, Ze tytal shluky byly lokalizovany postsynapticky (obr. 16)

Obr. 15.  Identifikace pre- a postsynaptickésti Heldovy synapse v MNTB. &Konfokalni snimek (9 um
v ose z) presynaptickych neufofHeldovy kalichy), které byly identifikovany dwoejznaenim

s primarnimi protilatkami naniénymi proti caltretininu (CR, zelén a Rab3a {erver).
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Postsynaptické hlavni neurony byly CR a Rab3a magatB, Hlavni neurony retrogradh
zna‘ené biotin dextran aminem (BDA, zelerinjektovanym do ipsilateralni olivy superior
(LSO). Vyiez, Projekce 11 rovin v ose z (tlak& 11 pm) hlavnim neuronem, ktery bylcarey

dvojim barvenim pomoci protilatek proti specificképostsynaptickému markeru, calbindinu
(CaBP, zele#) a presynaptickému calretinindegrver®). Méritko: 20 um (A, B), 10 um (%8z).

Obr. 16.  Somatické lokalizacex1l podjednotky GlyR v doggm MNTB potkana. A, BSnimky pézené
na konfokalnim mikroskopu ukazuji Rab3a nebo CRiamaaktivni kalichy derver¥) a shluky
ol podjednotek GlyR (zel&n Z obrazk je patrné, Ze se fluoresagm signaly nepekryvaiji.
Tento vysledek nazeisie postsynaptickou lokalizaci GlyR. Sipky aiijia prstencovitéiezy
presynaptickymi vydiky, které jsou typické pro dedp Heldiv kalich. Mgfitko: 20 pm (A),
4 um (B)

Témsit vSechny al pozitivni shluky vykazovaly kolokalizaci s VGAT
(vezikularni GABA/glycinovy transportér) pozitivnimervovym zako&enim (obr. 17).
Tim bylo ukazano, Ze fluoresaar shluky ozn&ovaly synapticky lokalizované GlyR.
Mnoho €chto shluk bylo usp#adano do Utvdr pripominajici fizice (obr. 18A, 22).
Kvantifikovali jsme pdet mzZic na somatech 192 postsynaptickych neiuron
v koronalnichiezech centréini oblasti MNTB. 161 kknobsahovalo alespiojednu

razici, piicemz ptimérny paset byl 3,07+ 0,42 6zic/buiku.
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Obr. 17.  Synapticka lokalizace @1 na #lech PC.Snimek z konfokélniho mikroskopu (2 roviny po 1 um
ukazuje ¢lo PC (te’kovaré znazor@no) se shlukyl podjednotek GlyRcéérvers) a vGAT-
pozitivnimi inhib&énimi zakodenimi (VGAT, zelef). Snimek ukazuje rgkryv obou

fluorescewdnich signat dokladajici synaptickou lokalizaci GlyR ékitko: 4 um

Shluky, které obsahovalynl podjednotku GIyR, byly rowi nalezeny
na dendritech MNTB hlavnich neuron(obr. 18A, 18C) a v proximalnicliastech
(vzdalenych < 20 um odla) jejich axori odpovidajici tzv. inicialnimu segmentu (obr.
18B).

Obr. 18.  Expreseal podjednotek GlyR na vylicich MNTB hlavnich neurogi. A, Snimek PC s dvojim
znaenim proti Gl (cerver?) a postsynaptickému proteinu calbindinu (CaBPem8l Sipka
ukazuje na dendritickou lokalizaci a®. B, Projekce 4 snimkv z-ose (4 um) ukazuje PC
retrogradre zna‘eny BDA injektovanym do ipsilateralniho LSO. Snirdeklada gitomnost
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shluki Gal (cerver¥) na dendritech a na postsynaptickém axonu (Sipkablasti inicidlniho

segmentuC, Imunoelektronovy snimek, ktery zngizge p+icny ez dendritem (d) PC. Dendrit
nese axodendritické synapse, extsitho (vGluT/peroxidaza, exc.) a inhibiho (inh.) typu.

Subsynaptické membrany vGIuT negativnich beutosahuji shluky @l imunopozitivnich

zlatychcastic ¢erné body). Mritko: 4 pm (A, B), 1 um (C)

Pritomnost dalSich podjednotek GlyR v déigim MNTB byla testovana pomoci
protilatek namienych proti podjednotkam2 neboa3 GlyR. Ani jedna z protilatek vSak
neposkytla pozitivni zri@ni neuroi v MNTB (obr. 19). Jako pozitivni kontrolu kvality
protilatek jsme pouzili mySi retinu znAmou speéific expresi podjednotek? a a3
(Haverkamp et al., 2004). Vysledkychto pokus jsou znazorény na obr. 20A, B.
Specifické imunofluoresceéni signaly byly detekovany ve viit plexiformni vrst¢

retiny. Tento vysledek je v souladu &e&évanou expresi podjednoteR a o3 v této

oblasti a dokazuje furtkost nami pouzivanych protilatek.

Obr. 19. Podjednotkya2 a a3 GlyR nejsou sodasti GlyR v MNTB. A, B,Konfokalni snimky jedné
roviny rezu MNTB znZ&ného dvojim barvenim proti Rab3deifver) a proti a2 a a3
podjednotkdm GIlyR (zelén Ze snimit je patrné, Ze nebylo nalezeno Zadné specifickéenha
a2 ao3 podjednotek GlyR. #litko: 20 um (A, B)
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Obr. 20.  Kontrola funkénosti protilatek podjednotek?2 aa3 GlyR v reti# dosglé mysi.A, Snimek
z konfokalniho mikroskopu jednou rovinou vertikainiezu retiny ukazuje rozlozeni2

podjednotek GIlyR ve vaiti plexiformni vrsty. B, Snimek stejnécasti iezu pdizeny

IS fotoreceptorova vniti ¢ast, ONL zevni nuklearni vrstva, OPL zevni plerifuirvrstva, INL
vnit'ni nuklearni vrstva, IPL vnihi plexiformni vrstva, GCL vrstva gangliovych bkin
C, Snimek zobrazuje3 pozitivni fluorescemni signaly ve vnini plexiformni vrsty. Méritko:

20 pm

V dalSich experimentech jsme testovaltitgmnost § podjednotky GlyR
v MNTB pomoci monoklonalni protildtky mAb7a nawemé proti gephyrinu (GE),
proteinu asociovanémupspodjednotkou GlyR (Kirsch et al., 1991). ObrazKy & 22
ukazuji GE pozitivni shluky na¢lech MNTB hlavnich neuran Tyto shluky
vykazovaly podobnou lokalizaci jako fluoreséen signaly ziskané prastdnictvim
protilatky mAb2b, ktera zn# al podjednotky GlyR. To naztio, Ze GlyR v MNTB
jsou tvaeny jako heteromery podjednotek ap. Abychom zjistili stup@ kolokalizace
GE pozitivnich ax1 pozitivnich shlult, provedli jsme dvoji zrigenitezi MNTB obéma
protilatkami a kvantifikovali pekryv vyslednych fluorescénich signal. Do analyz
bylo zahrnuto 192 ¢ét hlavnich neurofh z 11 nahod& vybranych oblasti MNTB.
Uké&zalo se, Ze kolokalizaed a GE imunofluoresceénich signak byla z 96,4 + 7,9 %.

NasSe experimenty tak ukazaly, Zze postsynaptickdRGlg zralém MNTB jsou
tvofeny heteromery slozenymi vyhradnal af podjednotek.
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Obr. 21.  Membranové shluky GlyR obsahujkl a g podjednotky.Hlavni neurony MNTB z@ané
protilatkami proti # podjednotku-vazicimu proteinu gephyrinu (G&erver®) a proti al
podjednotce (zeleh Oba fluorescedni signaly vykazuji vysoky stupgekryvu (vpravo). Tento
prekryv naznéuje heteromerické sloZeni postsynaptickych GlyReru8ovana bilacara
znazoriuje povrch #la PC. Mgritko: 10 um (1 rovina)

Obr.22. @l a GE kolokalizuji ve shlucich synaptickych recepi. A, Shluky a1l podjednotek
uspaadanych do #zic na tlech arkovar¥) PC. Organizace postsynaptickych receptor
do rizic swdci o jejich synaptické lokalizacB, Rizicovité shluky GlyR obarvené protilatkami
proti a1l (zeled) a gephyrinu derver¥). Piekryv obou imunofluorescémich signal ukazuje
na heteromerické slozeni synaptickych GlyRdglMeritko: 4 um (A), 1 um (B; 1 rovina)

4.1.2. Presynaptické GlyR

V dalSi sad experimeni jsme zji¥ovali podjednotkové sloZzeni GlyR n#etch
globuléarnich bugk (GBC) v anteroventralnim kochlearnim j&d(AVCN) dosglého
potkana pomoci konfokalni mikroskopie.
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Téla GBC byla retrogradn znaiena biotinylovanym dextran aminem (BDA,
obr. 23, viz metody). Presynaptickd za&emi v AVCN byla zn&ena protilatkami proti
CR nebo Rab3a.

1]
@
>
[}
°
S

Obr. 23.  Identifikace #1 GBC v AVCN. Tela GBC byla retrogradé znaena pomoci biotinylovaného
dextran aminu (BDA). BDA byl injikovan na ventratriare mozkového kmene do svazku @xon
lateralné od mista, kde dochazi k&eni vldken (viz znazama mikropipeta). Cela draha
AVCN-MNTB byla sestavena z jednotlivych sdimiednu montdz (27 rovin v ose z). Vlozeny
obrazek (5 rovin v ose z) gkolika GBC byl pgizen v jiné sérii experimahtneZ je zndzoemo
v tomto komplexnim snimku. Na vloZzeném snimkupainé keickovité dendrity typické pro
GBC.

Dvoji znaeni tezi AVCN pomoci BDA a protilatek proti GlyRil ukazalo
shlukovitou distribuci GlyR podoknjako u PC v MNTB. GlyR al signaly
nevykazovaly kolokalizaci s anti-Rab3a fluoresggmi signdaly, které tak nazéavaly
somatickou lokalizaci GlyR (obr. 24A). Protilatkygh a2 a a3 podjednotkdm GlyR
neposkytly specifické ziani na &glech GBC (snimky neukazany)éld GBC vsak byla
silné imunoreaktivni na gephyrin (obr. 24B). Fluoresggnsignaly GlyRal a GE
kolokalizovaly podobnym zZisobem jako v fipact postsynaptickych GlyR v MNTB.
NaSe pokusy tak jasrukazaly, Zeda zralych GBC obsahuji heteromerické receptory

sloZené z podjednotek ap.
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Obr. 24. GlyR na #lech GBC obsahuji podjednotkgl a . A, Konfokalni snimek jedné rovimgzu
AVCN zndeného dvojim barvenim proti Rab3@iver¥) a Gol (zelew), které se nefekryvaji.
B, Projekce 8 konfokalnich rovifezi AVCN, kterd znazeéuje retrogradr zna‘ena tla GBC
(BDA, zelen) spolu se shluky GEgrver®). Meritko: 10 um (A, B)

V dalSi c¢asti pokud jsme analyzovali podjednotkové sloZzeni GIlyR
exprimovanych na nervovych zakemich GBC - Heldovych KkaliSich. NaSe
piedchazejici elektrofyziologické pokusy ukézaly, peoudové odpoidi GlyR
na Heldo¥¢ kalichu maji radow 100x nizSi amplitudy ve srovnani s odpdimi
somatickych receptar(Turecek and Trussell, 2002)edpokladali jsme proto relatign
nizkou hustotu presynaptickych GIlyR. é8In4 mikroskopie zpravidla nevykazuje
dostaténou citlivost pro detekci receptoro nizké hust@é Rozhodli jsme se proto
pouzit vysokorozliSovaci imunoelektronovou mikroskdTriller et al., 1985; Kulik et
al., 2003). GlyR byly zngeny pomoci nové polyklonalni protilatky naemé proti
intracelularni ¢asti al podjednotky GlyR (@uoop). Protilatka byla fipravena
ve spolupréci s firmou Synaptic Systems (SYSYgmicko) a rozeznava sekvenci
20 aminokyselin (DDEGGEGRFNFSAYGMGPAC) v 2. intragérni smyce Gul
(obr. 25). V o¥iovaci sérii pokus protildtka poskytovala stejny typ barveni
postsynaptickych GlyR jako Siroce pouZzivana a vgsspecificka protilatka mAb2a,
kterd se vaze na extracelularni N-konec Gi/R (obr. 26) a jako dalSi polyklonalni

protilatka G/,
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DDEGGEGRFNFSAYGMGPAC

Obr. 25. ¢l podjednotka GlyRs vyzndenou aminokyselinovou sekvenci 2. intracelularnycksn proti

které byla namina nova protilatka @lqop.

Gatloop

Obr. 26.  Porovnani zn#&eni postsynaptickych GlyR novou intracelularni pilétkou. Dvoji barveni
dosplych /ezi MNTB protilatkami proti calretininu (CRiervere) a proti al podjednotce GlyR
(zeler). A, Nova polyklondlni krati protilatka, ktera rozeznava intracelularnfast al
(Galdigep). B, Monoklonalni mysi protilatka mAb2b@, Polyklonalni kraléi protilatka Gul/2.
VSechny 7 protilatky znaily podobnym zfsobem shluky postsynaptickych GlyR na PC.
Meritko: 5 um (A-C)

Specificita nové protilatky Gioopbyla rovrez owiena imunoblotem s pozitivni
kontrolni protilatkou mAb2b. Gbdw protilatky (mAb2b a Gueop) Ukazaly stejny
motiv zn&eni (obr. 27), a to detekovany protein o molekulbi@tnosti 48 kDa, ktery

odpovidéol podjednotce GlyR.
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48
kDa L

Galloop mAb2b

Obr. 27.  Imunoblot - @l podjednotka GlyRProtein o velikosti zhruba 48 kDa, ktery odpovigh
podjednotce GlyR, byl detekovanepta protilatkami (Guoop @ MAD2b) ve vzorcich MNTB

dosp‘lého potkana.

Pri studiu presynaptickych GlyR pre-embeding imunketovou mikroskopii,
byly komplexy primarnich protilatek a receptoru ed@tvany pomoci sekundarnich
protilatek konjugovanych zlatyndéasticemi o piméru 20-25 nm. Obecenplati, Ze zlaté
castice, které se nalézaji ve vzdalenosti do 25 dnplazmatické membrany (Stma
smeéry v roviné kolmé na membranu), jsou zahrnuty do analyzy mkecifické znéeni
(Triller et al., 1985; Nyiri et al., 2005). NaSetiprrna vzdalenost mezi prastkem
zlaté ¢astice a vninim okrajem presynaptické membrédinila 17 + 11-25 nm
(median, dolni-horni kvartil). NaSe pokusy protosipgily prvni gimou demonstraci

GlyR na nervovém zakeéeni.

Heldovy kalichy byly v naSich pokusech identifikowajako vGIuT1 pozitivni
struktury (obr. 28B), které obsahovaly kulaté sy vaky, obepinaly hlavni
neurony MNTB a tviily s nimi asymetrické synaptické kontakty (obr.CG8vGIuT1
negativni nervova zakoéani, kterd obsahovala zplé& synaptické vy, byla
povaZzovana za inhitmi GABA/glycinergni zako&eni. Tyto struktury byly zrigny
protilatkami proti vezikularnimu GABA/glycinovy trsporteru (VGAT) a vytuély
symetrické synaptické kontakty (obr. 28D).
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Obr. 28.  Ultrastrukturalni identifikace neuroni v i'ezu MNTB. A, Snimek z elektronového mikroskopu
ukazuje ¢lo PC (mode) obklopené nervovymi zakemimi Heldova kalichu cerver)
a inhibicnimi vlakny (zeled). B, Heldiv kalich vykazoval imunoreaktivitu s vGIuT1 pratimi
konjugovanymi s peroxidazou, obsahoval kulaté syelapvaky a asymetrickd axo-somaticka
spojeni C, *). GABA/glycinergni bouton byl vGAT pozitivniugtura (imunozlaté&astice), ktery
obsahoval ovélné a zple# v&ky a symetrick& synaptickéd spojeni s BC {). Méritko: 5 um
(A), 0,5 um (B), 0,2 um (C, D)

GlyR al na povrchu Heldova kalichu vykazovaly rozptylendistribuci bez
zjevné akumulace v okoli aktivnich zon (obr. 29A). Xlaté ¢astice byly pitomny také
na postsynaptické membrinkde vytvdely shluky v inhibénich subsynaptickych
mistech (obr. 29C). iReZitostré byly zlaté ¢astice pozorovany i v oblastech mimo
synaptické spoje. Tento vysledek naana pitomnost extrasynaptickych GIlyR

na glech hlavnich neuran(obr. 29B).

Rozptylena distribuce presynaptickych GlyR ri@kuje absenci mechanizmu
zodpowdného za jejich shlukovani. Z&ecnou sérii experimeitjsme proto ¥novali
analyze pitomnosti GE v Heldoy kalichu. Pélivé zkoumanitezZi MNTB zna&enych
protilatkami proti GE neodhalilo Zadné specifickéa®ni na GE na presynaptickych
zakortenich (obr. 30). Naproti tomu postsynaptické PGtegnychiezech obsahovaly
¢asté shluky gephyrinu na subsynaptické membréobr. 30). Je proto velmi
pravéEpodobné, Ze presynaptické receptory neobsahovaljegootkup. NaSe pokusy
tak jask ukazaly, ze GlyR v MNTB tudly 2 odliSné populace. Somatodendriticiésti

hlavnich neurol obsahovaly receptory tiené heteromerylp. Presynaptické neurony
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exprimovaly GIlyR, které se¢lily na alf heteromery - naékech GBC a naol

homomery - na presynaptickych zakenich Heldova kalichu.

Obr. 29.

Diftzni vs. shlukovita distribuce pre- a postsynafgch GlyR v MNTB. Snimky
z elektronového mikroskopugalstavuji dvoji zngeni MNTBiezi protilatkami namfenymi proti
Gal (zlaté c¢astice, Sipky) a vGIuT1 (peroxidaza) podél plazokati membranyA, A’, Dva
po sol# jdouci ultratenkérezy vybzku Heldova kalichu (CH) s asymetrickym synaptickym
kontaktem (*) adem MNTB hlavniho neuronu (PCR, Gal(Sipky) byly roveZ pozorovany
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na plazmatické membranMNTB neuronu mimo inhitimi synapticky kontakt (*)C, MNTB
hlavni neuron obklopen inhégnimi boutony, pod kterymi se nachazelylGve shlucich
v synaptickych symetrickych kontakteck#fitko: 0,5 pm (A-C)

Obr. 30.  Shlukovité usp#adani gephyrinu (GE) na postsynaptické memb#aMNTB neuroni. A,

65

Snimek ze sgtelné mikroskopie zachycuje PC Zemé protilatkami proti GE s navazanymi
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zlatymicasticemi.B, Snimek z elektronového mikroskopu stejného prap@to na obrazku A,
ktery zachycuje¢to PC obklopené Heldovym kalichem a intitimi boutony (inh.). Na snimku
jsou patrné inhikfni boutony, které obsahuji intenzivni shlukovitgoigdani GE.a, b, zwtSené
vyiezy ze snimku B. Zlat#stice nebyly detekovany na presynaptické merdbrsidritko:
10 um (A), 51 (B), 0,5 um (a, b)

4.2. Uréeni vyvojové zmény inhibiéniho glycinergniho systému

a morfologickych zmén Heldova kalichu v MNTB

GABA/glycinergni inhibEni systémy mozkového kmene savprodlavaji
béhem ¢asného postnatalniho vyvoje vyznamné@spavby. Bylo nap ukazano, Ze
exprese pre- a postsynaptickych GABA GlyR se Bhem prvnich dvou postnatalnich
tydna recipr@&né méni a dochézi také &asténému vyvojovému fepnuti inhibéniho
pienaSée z GABA na glycin (Kotak et al., 1998; Korada &chwartz, 1999; Turecek
and Trussell, 2002; Nabekura et al., 2004). V dlosp je tak hlavnim inhi&nim
prenaSéem v mozkovém kmeni safraglycin (Lynch, 2004). To, Ze napadné &m
inhibi¢niho synaptického ipnosu jsou pozorovany v obdobi kolem nastupu siySen
(~P11) naznéuje, Ze ®wkteré z vyvojovych zrn mohou byt vyvolany ifrozenou
kochlearni aktivitou.

Ukazali jsme tive, Ze oboustranna kochleotomie proveden&tidgnnich
potkari zabranila vyvojovémuippnuti ve sloZeni presynaptickych receptoGABAA
na glycinovy typ (Turecek and Trussell, 2002), (ndkovana data HruSkova,
Trojanova a Turgek 2013). Tento vliv byl provazen vyraznym snizerdmplitudy
inhibi¢nich postsynaptickych protida také odpadi vyvolanych aplikaci GABA
a glycinu na dlech hlavnich neuran v MNTB fezech izolovanych z 3 tydennich
potkani (~2 tydny po kochleotomii).

Tyto vysledky nazndly, Ze senzorické signaly by mohly hradleZitou roli
v regulaci exprese pre- a postsynaptickych ihiigh receptar, ale i tyg inhibiéniho
pienaSée. Zmeny v elektrofyziologickych parametrech GABA/glycingeh odpodi
mohou kromd paitu receptolt odrazet i zmany ve funknich vlastnostech iontovych
kanahi spojenych s GABA a GIlyR. Rozhodli jsme se proto provést
imunohistochemické pokusy, které byly zgemy na kvantitativni analyzufipadnych

zmen ve slozkach inhilBniho synaptickéhoipnosu.
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4.2.1. Kvantitativni analyza GlyR u kochleotomizovaych v MNTB

Pokusy byly provedeny na 3 kontrolnich a 3 kochldevzovanych potkanech.
Bilateralni kochlearni ablace spolu s aplikaci atatkych latek (viz metody) byly
provedeny u potkanve wku P5 nebo P6. K imunohistochmickym pokmms byly
pouZity fezy MNTB izolované ze ziat ve ¥ku 2 tydni po kochleotomii (stejny &k

jako v elektrofyziologickych experimentech) a 2gite po kochleotomii.

GlyR naiezech byly zn&ny protilatkami rozeznavajicimil podjednotku a g
podjednotkou spojeny protein gephyrin. Z obr. 31p@rné, Ze postsynaptické GlyR
v kontrolnich fezech i viezech z kochleotomizovanych i tvaily shluky, ¢asto
uspdadané douzic (obr. 31A). U obou skupin vykazovabl fluorescenni signély
prekryv s GE signaly (obr. 31B). To nazila, Ze postsynaptické receptory byly
exprimovany jakax1p heteromery a jejich podjednotkové sloZzeni nebyohkeotomii

ovlivnéno.

Obr. 31. Podjednotkové slozeni postsynaptickych GlyR nenliva¢no kochleotomii. A,Konfokalni
snimekezu MNTB izolovaného z 18 denniho potkana, 13a@obpustranné kochleotomitezy
byly podrobeny dvojimu zeeni protilatkami proti podjednotcel GlyR ¢erver®) a proti
calretininu (CR, zeled). B, Rez MNTB ze stejného mte jako v A.Rezy byly zn&ené
protildtkami protial GlyR ¢erver®) a proti GE (zele#). Prekryv obou signdl naznauje al/p
heteromerické receptory:1/p pozitivni shluky byly'asto uspgadany do #Zic, coz naznaije

synaptickou lokalizaci GlyR. &fitko: 8 um
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Odhad peétu postsynaptickych GlyR byl proveden ¢ftdnim al-pozitivnich
shluki na PC wezech vedenych istdem MNTB ziskanych z 6 2eit. Rezy MNTB
byly v tonotopické ose (mediolaterd)nrozcileny na 3 oblasti. V ramci kaZzdé oblasti
bylo nasnimano &kolik konfokélnich snimk o 8 rovindch v osepo 1 pm pomoci
PlanApochromat objektivu 63x/NA 1,32-0,6 (Leica2xs optickym z¢tSenim. Optické
snimky byly pouZity k analyze programem ImageJ.hBva hodnota pro intenzitu
imunozn&eni byla nastavena na definovany VGAT anebel (pozitivni objekt.
Na snimcich jsme #iili velikost jednotlivych buiénych €l a paitali jsme Gil

pozitivni shluky (obr. 31).

Ukazalo se, Ze u zdt 2 tydny po kochlearni ablaci obsahuji P@mirné nizsi
pocet Gul pozitivnich shlult (n = 25) nez PC z kontrolnich &t (n = 40, P < 0,001;
Mann-Whitney test; obr. 32A, 32B, 33). Tento rozdsbk nebyl pozorovan tezech
MNTB izolovanych z kontrolnich a kochleotomizovahygotkari véku 2 mésiai (obr.
32C, 32D, 33). To ukazuje na reverzibilit¢inku kochleotomie a naztaje, Ze
senzoricka aktivita neni absolgtnutna pro expresi normalnihodo postsynaptickych
GlyR.
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Obr. 32.  Oboustranna kochleotomie vede ke snizenétpoGel pozitivnich shlukk na #lech PC.A — D,
Konfokalni mikrofotografie znazauji téla PC na MNTB/ezech zngnych protilatkami proti
Gal GlyR ¢erver). Rezy byly izolovany z kontrolnich (A, C) a kochlevmmvanych (B, D)
zviFat ve vku 2 tydri (A, B) nebo 2 @sici (C, D). Snimky vpravo zndzolji vyseky z fotografii

69
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vlevém panelu st8im z¥tSenim. VSechny snimky bylyrgeny jako projekce 9 rovin

v 0se z (9 um). BAitko: 10 um (A-D); kontrolni (kontr.), kochleotomvany (koch.)

-
o 024
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miady dospély

Obr. 33.  Vliv kochleotomie na péet postsynaptickych GlyRSloupcovy graf ukazuje fmérné hustoty
Gal-pozitivnich shluk na povrchu PC v MNTB rezech kontrolnich  (kontr.)
a kochleotomizovanych (koch.) /ative ¥ku 2 tydny (mlady) a 2 dsice (dosgly). Statisticky
vyznamny rozdil v gtu Gal shluki na plochu byl shledan u mladychati(P < 0,001; Mann-

Whitney test). U dogfych jsme nenasli Zadnou statistickou vyznamnost.

4.2.2. Kvantitativni analyza inhibiénich zakonteni u kochleotomizovanych
v MNTB

U GABA/glycinergnich nervovych zakeeni inervujici PC v MNTB ze zk4t
po oboustranné kochleotomii byigzy podrobeny dvojimu ztani pomoci protilatek
proti VGAT pozitivnim nervovym zak@enim a proti calbindin pozitivnim PC (nebo
retrogradg znaenym). Poty VGAT pozitivnich zakotenich viezech z centralriasti
MNTB jsme zji§ovali prostednictvim konfokalni mikroskopie. Ukazalo se, Z&tpo
VGAT pozitivnich boutofi na 80 neuronech v MNTBezech izolovanych z potkan
do 2 tydrii po kochleotomii byl vyznaminnizSi nez u 62 kontrolnich neurorfobr.
34A, 34B a 35). Tento rozdil nebyl pozorovartem izolovanych z potkai ve wku
2 mesice po kochleotomii (obr. 34C, 34D a 35). NaSeadmbu tak v souladu
s elektrofyziologickymi  pokusy, které nazilg inhibi¢ni vliv kochleotomie
na intenzitu glycinergniho synaptickéhdeposu v MNTB. Vysledky také potvrzuji
Ulohu senzorickych signalve vyvoji GABA/glycinergnich systéinsluchovych jader
mozkového kmene.
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dospély § D

Obr. 34.  Oboustranna kochleotomie vede ke snizenétpanhibiénich zakoreni na #lech PC. A - D,
Konfokalni mikrofotografie znazauji téla PC na MNTBfezech zng&nych protilatkami proti
VGAT ¢ervers). Rezy byly izolovany z kontrolnich (A, C) a kochlegmmvanych (B, D) zkt
ve wku 2 tydr (A, B) nebo 2 @siai (C, D). Snimky vpravo (a, b) znaioj vyseky z fotografii
v levém panelu st8im z¢tSenim. Snimky byly fi@aeny jako projekce 9 rovin v ose z (9 um).
MéFitko: 10 um (A-D)
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Obr. 35. Reverzibilita vlivu kochleotomie na @et inhibi¢nich zakoreni. Sloupcovy graf ukazuje

priumérné hustoty VGAT-pozitivnich boutbma povrchu PC v MNTBezech kontrolnich
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a kochleotomizovanych #at ve ¥ku 2 tydny (mlady) a 2 d4mice (dosgy). Pa‘et VGAT
pozitivnich inhibdénich zakorienich byl signifikant# nizS§i u mladych kochleotomizovanych
zvirat (P < 0,001; Mann-Whitney test).

4.3. Kvantitativni analyza povrchové distribuce GI\R na Heldow kalichu

lonotropni membranové receptory, ktgsdlime do Cys-loop rodiny a jejichz
zastupcem jsou také GIlyR (Lester et al., 2004)wvyskytuji jak v synapsich, kde
generuji rychlé a fazické odpedi, tak extrasynapticky, kde zpréstlkovavaji pomalou
a tonickou modulaci neuronalni aktivity (Farrandasusser, 2005; Muller et al., 2008;
Hardingham and Bading, 2010; Vizi et al., 2010cBiey and Mody, 2012; Kopach and
Voitenko, 2013). Imunohistochemické metody ukazdlg, synaptické receptory se
vyskytuji ve shlucich, zatimco extrasynaptické péos/ jsou ¥tSinou rozmisiny
disperzit (Bernard et al., 1997; Caruncho et al., 1997; Khiar and Weinberg, 1997;
Nusser et al., 1998a; Walmsley et al., 1998; Zairai., 1999; Kieval et al., 2001; Rubio
and Soto, 2001; Geiman et al., 2002; Wei et alQ32Masugi-Tokita et al., 2007;
Petralia, 2012).

Zatim neni HliS jasné, jak jsou ionotropni receptory rozmigtera povrchu
nervovych zako¥eni. Zde tyto receptory zpréstikovavaji relativis pomalou modulaci
presynaptické exocytézy a plasticity. Vedle recaptoe specializovanych axo-
axonovych synapsich (MacDermott et al., 1999; Katm et al., 2005) je zpravidla
jejich fyziologicka aktivace vysledkem tzv. objenétw ffenosu endogennich agofist
(Danbolt, 2001; Kullmann, 2001; Boehm and Kubist20)02; Engelman and
MacDermott, 2004; Pinheiro and Mulle, 2008; Sykaral Nicholson, 2008; Trigo et
al., 2008; Verhoog and Mansvelder, 2011).

Povrchova distribuce receptoma nervovych zaka@enich proto rize byt
podobna té u extrasynaptickych receptoa somatodentritickyctéstech (Kieval et al.,
2001; Belenky et al., 2003; Ruiz et al., 2003; daur et al., 2007).

Presynaptické GlyR jsou formovany jakd homomery a vykazuji difazni
rozmistni v presynaptické plazmatické membrgiurecek and Trussell, 2002; Jeong
et al., 2003; Deleuze et al., 2005; Morkve and ¥art 2009; Kubota et al., 2010;
Hruskova et al., 2012). Jejich funkce &pa ve zprosedkovani pomalé modulace

uvolnéni presynaptickych neurégnaseén (Turecek and Trussell, 2001; Jeong et al.,
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2003; Hruskova et al., 2012; Chu et al., 2012). &lddw kalichu zesiluji exocytézu
glutamétu. Byla navrZzena hypotéza, Ze fyziologiakfivace GlyR na Held@vkalichu
vznik4d heterosynapticky glycinem z glycinergnich rmoeych zakoteni nebo
z okolnich gliovych bugk (Turecek and Trussell, 2001; Kopp-Scheinpfluglet2008).

Cilem tétocasti prace bylo zjistit subcelularni distribuci gyeaptickych GlyR
pomoci  vysokorozliSovaci imunoelektronové  mikrodkop na  trojrozndrné

rekonstruovanychkiastech Heldova kalichu.

4.3.1. Morfologie dosglého Heldova kalichu v MNTB

Heldiv kalich se sklada z velkého preterminalniho axddery se opakovan
vétvi do stonk (angl. stalks; st), které vybihaji do termindlnich #hin @ngl.
swellings; sw) pes tenké kiky (Rowland et al., 2000; Spirou et al., 2008).

Pro naSi analyzu distribuce presynaptickych GlyRigsvybrali dva hlavni

ultrastrukturalni segmenty kalichu, stonky aizhiny (obr. 36).

Zduteniny (obr. 36B) se v elektronovém mikroskopu jevprevazié jako
zakulacené a relatignmalé vykzky Heldova kalichu setnymi synaptickymi vé&ky
a rekolika aktivnimi zénami (Wimmer et al., 2006). Skgn (obr. 36C) byly
identifikovany jako velké vy¢ky kalichu v blizkosti preterminalniho axonu. Tyto
segmenty row¥¢ obsahovaly kulaté synaptické ¢k§, cetné neurofilamenty,

mitochondrie &adu asymetrickych synaptickych spojeni.
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Obr. 36. Kompartmentalizace a ultrastrukturalni segmenty Hielva kalichu. A,Konfokalni projekce 11
rovin vose z (11 pm) vyzralého Heldova kalichuceného protilatkami proti calretininu.
Heldiv kalich je organizovan daiznych segmeifit Je tvgien axonem (ax) o velkémipmeru,
ktery se ¥tvi opakovad do vylZzki pripominajicich okatni listky, tzv. stonky (st), které dale
vedou do malychewi, rekdy pes tenké kiky do jednotlivych zdenin (sw), nebo sérii zdenin
riiznych velikostiB, Elektron-mikroskopické fotografie ultratenkékezu zdiEeninou, ktera ma
obly tvar a obsahujéetné synaptické viy, nahromaéné kolem ugednich jader mitochondrii.
C, Snimekezu stonkem, velkym Wkem preterminalniho axonu. Obrazek ukazuje proesto
typicka neurofilamenta a velké mnozstvi mitochdnitéritko: 8 um (A), 0,2 um (B), 0,5 pm

©

4.3.2. Rizna hustota Gul na Heldow kalichu

Abychom odhalili povrchové rozlozZzeni presynaptidkyGlyR, provedli jsme
jejich kvantitativni analyzu ve 3D zrekonstruovanygegmentech Heldova kalichu (obr.
37). Dohromady bylo analyzovano 72 dégph segmerit Heldova kalichu wezech
MNTB ziskanych zeit zvirat. Jednotlivé segmenty byly temy 13 — 30 sériovymi
fezy vylEZkem Heldova kalichu (dmeérné 24 ez na segment, ktery odpovida tigoé
tkdne o0 1,68 um). Obvod kazdéhaignéhoiezu byl digitalg zrekonstruovan a slouZil

ke stanoveni pozic I@astic na konturovaném povrchu segmentu kalichu @br
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Obr. 37.  Piiklad trojrozmérné rekonstrukceéasti Heldova kalichu sestaveného ze série ultratgetk

Fezi. A, Snimky z elektronového mikroskopu ukazugdriovérezy vybzkem Heldova kalichu
(CH), ktery byl znéen pomoci protilatek proti vGIuT1 (peroxiddza) afprGael (imunozlaté
castice,cerné body).Cervenacara oznauje zdigitalizovany obvodifenéhorezu. Zeled jsou
znazor@ny postsynaptické denzity (PSDs), kterd#épaji ke glutamatergnim aktivnim zénam.
B, Priklad 3D rekonstruovaného segmentu Heldova kalidttery byl sestaven z 29 sériovych
rezi podobnych jako ve snimku A. Bilé body eémjiamembrano¥ lokalizované 1G¢éstice,
zeler jsou vyznéeny PSD a‘erver? digitalizované obvody jednotlivychiipnychrezi. Méritko:
0,5 um (A)

IG castice jevily na povrchu segméntisperzni rozmighi a dosahovaly
pramérné povrchové hustoty 5,74, 3,29-10,83 #astic/um (median, dolni-horni
kvartil; n = 72 segmefy s minimem 0 IG4stic/unt a maximem 37,86 1@astic/pni.

Zajimalo nés, jestli jsou receptory na povrchu semiinrozmistny nahods
nebo jestli existuji oblasti se zvySenou koncemtraceptoli. Analyzovali jsme proto
v8ech 2304 ziskanychipnychiezi a pa&itali jsme IG¢éastice na obvodu kazdéhezu.
Data slouzila k sestaveni ghatnazofiujici patet receptar jako funkci délky obvodu
piicnéhotezu. Ukazalo se, Ze @&t IG ¢astic se zvySoval s velikostiigného rezu
(r=0,46, P <0,0001; — Pearsoiiv korelani koeficient; obr. 38A). To naznavalo
podobnou hustotu I@4stic u fizné velkych vylEZzka. Abychom o¥ili tuto predstavu,

sgadili jsme rezy do Sesti skupin podle velikosti jejich povrcébe obvodu
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(od 0do 30 pm po 5 pm). Zjistili jsme, Ze¢pb IG ¢éstic roste pouze do velikosti
obvodu v rozmezi 16 — 20 um (obr. 38B) a dale se¢né To naznéilo niZsi hustoty
IG ¢éastic ve vyBZcich o ¥tSim paméru.

Dalsi analyzy byly zasteny na srovnani obvodovych vzdalenosti mezi 1G
gasticemi (inter-1G vzdalenosti)iez s tizné velkymi vylkszky Heldova kalichuRezy
byly rozctleny do ti skupin podle velikosti jejich obvad(0 — 10, 11 — 20, 21 — >30
pum). Jednotlivé inter-IG vzdalenosti byly normaiiaoy k délce obvodu danétiezu.
Obrazek 38C ukazuje rodeni cetnosti &chto inter-IG vzdalenosti podle jejich
velikosti. Z histogramu je patrné, Ze nejkratSeiAtG vzdalenosti dominuji u vSech
fezi bez ohledu na velikosti v¢bki kalichu. Tyto vysledky potvrzuji nehomogenni
rozloZeni GlyR na povrchu Heldova kalichu a n&mfigexistenci mist s vysSi hustotou
IG ¢astic. Tato mista by hromadila GlyR @vddu prefereéni lokalizace receptér

v n¢kterych oblastech kalichu.
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Obr. 38.
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Nehomogenni distribuce &l na povrchuHeldova kalichu. A, Distribuce cetnosti 1G ¢astic
na pic¢nych rezech vyérky Heldova kalichuizné velikosti. ProloZzenarimnka znazoituje
pribeh lineérni regrese dat pomoci funkce y = 0,5095%,6069.B, Graf ukazuje pimérné
cetnosti |G céastic virezech rozélenych na zakladl délky jejich obvodu do Sesti skupin
od 0 do 30 um siristkem 5 pm. Rozdily mezi skupinami byly testovénograrnou ANOVA
analyzou spolu s Bonferroni mnohonasobnym sroviavaestem (P < 0,001)C, Histogram
cetnosti normalizovanych obvodovych inter-IG vzdddeinnarezech rozélenych do # skupin

podle jejich velikosti.
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4.3.3. Kvantitativni distribuce Gal mezi morfologicky odliSnymi segmenty

Heldova kalichu

Analyzy v pgredchazejici ¢asti nazné&ly nehomogenni rozloZzeni GlyR
na presynaptickém zakéeni. Heldiv kalich je komplexni struktura, ktera se sklada
z morfologicky a funkné odliSnychéasti (Morest, 1968a; Rowland et al., 2000; Spirou
et al., 2008). Je proto mozné, Ze rozloZzeni GlyRalchu sleduje &akou zavislost
na jejich zapojeni do proaegaji§’ujicich presynaptické funkce. Rozhodli jsme seqrot
nejprve testovat, zda se hustota GlyR liSi u dvimvlpdajicich morfologickych typ
vybézka kalichu odpowdnych za uvalovani glutamatu — zdenin (obr. 39) a storik
(obr. 40). Zd#eniny byly odliSeny od storikna zaklad jejich struktury, jak bylo
popsano vyse (Wimmer et al., 2006). DalSim rozk&dwmi znaky bylo rozdilné

rozloZeni vGIuT1 pozitivnich synaptickychdké a gitomnost axonélniho cytoskeletu.

Analyza hustoty GlyR na povrchu morfologicky odiish vybszka byla
provedena tak, Ze jsme Jitali membrano¥ lokalizované |Géastice na kazdérrezu
piislusného 3D rekonstruovaného segmentu (Umpru 24 fezi na segment)
a normalizovali sumu I@astic pro dany segment k velikosti jeho povrchuat#to se,

Ze se zdteniny vyzn&uji vySSi povrchovou hustotou GlyR nez stonkyarRirna

povrchova hustota I@astic byla na segmentech typu #ehina 10,94 + 1,07 na |fm
(n = 50) a na segmentech typu stonek 5,97 + 0,§2mgn = 11, P < 0,05).

e strana pfivracena
e strana odvracena
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Obr. 39.

Obr. 40.

Rozmis¢ni GlyR na vylzku typu zdéenina. A, A’, Snimky z elektronového mikroskopu
ukazuji dva nasledn&zy (CH) vyBzkem Heldva kalichu zdeniny (Sw) zngenym protilatkami
proti vGIuT1 (peroxiddza). Na snimku je patrny f@wvalny tvar picnéhorezu Sw a‘etné
synaptické véky nahromadné kolem uasednich jader mitochondrii. Sipky ukazuji polohy
membranoy situovanych IGcastic ozndujicich presynaptické GlyR. Glutamatergni aktivni
z6ny jsou vyznny h¥zdickou. B, B’, Pfedstavuji konturovany povrch 3D rekonstruovaného
segmentu sloZzeného z 29 sériovyela: ukazanych na panelu ACerné body znazeuiji
receptory na stra# prilehlé k membra# PC acervené body receptory na stéaodvracené.
PSD jsou znazoemy zeled. Méritko: 1 um (A, A")

e strana privracena
e strana odvracena

Rozmiséni GlyR na vyl§Zzku typu stonek. ASnimek z elektronového mikroskopu zachycujici
vykezek typu stonek (St) zfemy dvojim barvenim proti @ (IG castice, Sipky) a vGIluT1
(peroxidadza). Na snimku je patrny zplbgttvar a relativie nizsi p@et mitochondrii v tomto
typu vyl#zku. Glutamétergni aktivni zény jsou vyesrey hezdickou. B, B’, Predstavuji 3D
rekonstrukci segmentu stonku sloZeného #2228 Cerné body znazéuji receptory na strah
prilehlé k membra# PC acervené body receptory na stéandvracené. PSD jsou znazeny

zeler. Meritko: 1 um (A, viezy a-d)
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Predchéazejici prace zabyvajici se morfologii Heldk&lichu naznéily, Ze jeho
vybéZky typu zdienina jsou metabolicky vice aktivni a obsahuji \itamatovych
AZ nez vykkZzky typu stonek (Hermida et al., 2010). Vzhledentorku, Ze
presynaptické GIlyR stimuluji uvibvani glutaméatu z presynaptickych zakemi
(Turecek and Trussell, 2001), je mozné, Ze je hejuyskyt zesilen v okoli AZ
a odpovida tak za zvySenou celkovou hustotu GlyRdeeninach. Tuto hypotézu jsme
testovali stanovenim hustoty kKastic v segmentech Heldova kalichuiznym p@tem
AZ aanalyzou obvodové vzdalenosti kastic od AZ. V souladu s literaturou jsme
nasli rozdily v relativnim ptiu AZ u vykZzka typu zddenina a stonek. Aktivni zény,
identifikované podle fitomnosti postsynaptické denzity (PSD), byly vyznardetrgjSi
u zduenin (0,37 + 0,02 na pinnez u stonk (0,27 + 0,04na unt, P < 0,05). Délka
PSD se ukazala kratSi u Zdnin (0,24 £ 0,01 pm) neZ u stdnk0,31 + 0,01 pm,
P <0,001), ot ve shod s publikovanymi udaji (Hermida et al., 2010). Ahpm
v analyze neza#mili synaptickd spojeni pguncta adherentia vylowili jsme
z hodnoceni symetricky distribuované membranoveé toltyis bez  pitomnosti
synaptickych vék.

3D rekonstruované segmenty byly naskedozdtleny do g@ti skupin podle
poctu AZ (0 — 4). Poet IG ¢astic na daném segmentu byl normalizovan k jehoghov
Vysledky jsou znazogmy na obr. 41A. Ukézalo se, Ze &pp IG castic nevykazuji
vzristajici hodnoty u segmens vySSim p&tem AZ. To naznélo, Ze vyskyt GlyR
nesleduje fitomnost AZ. Tuto hypotézu jsme dale testovalier s jednou AZ
meienim obvodovych vzdalenosti 1@astic od sedu AZ (obr. 41B). Jednotlivé
vzdalenosti byly normalizovany k celkovému obvddau. Celkovy obvod byl rozten
deseti kvantily a byl pitan pa@et I1G ¢astic v kazdém Useku mezidwa sousednimi
decily.

Ukazalo se, Zeetnost IGeastic v Usecichiflehlych a vzdalenych od AZ nebyla
statisticky vyznam& rozdilnd. Zé&chto pokué vyplyva za¥r, Ze GlyR nejsou
prednosti umistny v blizkosti AZ, a neni proto mozno takto vy relativné vysSi
hustotu GlyR ve vy&cich Heldova kalichu typu zéenina.
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Obr. 41. Gal nejsou koncentrovany v blizkosti glutamatergniektivnich zon. A,Graf p'edstavuje
hustoty IG c¢astic v 3D rekonstruovanych segmentech Heldovactalis fiznymi pdty AZ
(0 az 4). Vyznamnost rozdilu hustot ¢&stic byla hodnocena jednogmou ANOVA analyzou
spolu s Bonferroni mnohonasobnym srovnavacim tes&nRozlozZenicetnosti IG castic
po obvodurezu rozdleného deseti kvantily na stéjdlouné Useky. Rozdily me&tnostmi IG
castic v jednotlivych Usecich byly testovany jedrosou ANOVA analyzou spolu s Dunnett
mnohonasobnym srovnavacim test&thémaukazuje réeni obvodové vzdalenosti I&stic
od stedu AZ. Heldv kalich (CH) svyzn@nym referetnim bodem (R) uprosd AZ

identifikované podlesitomnosti PSD a jednou I@stici (©).

4.3.4. Koncentrace presynaptickych GlyR ¥astech gistupnych pro okolni
glycin

Presynaptické GlyR v MNTB jsou aktivovany glycinemvolnénym i
opakované synaptické akti¥itz glycinergnich zakamnich (Turecek and Trussell,
2001). Tato heterologni aktivaceredpoklada tzv. objemovy ignos glycinového
mediatoru extracelularnim prostorem (Sykova andhbdlson, 2008). Extracelularni
koncentrace glycinu je pod intenzivni kontrolou mmalnich a gliovych glycinovych
prenaseéu (Zafra and Gimenez, 2008). Aby byly GlyR exprimogana Heldo¥ kalichu
piistupné okolnimu glycinu a byly jim efekti&naktivovany, je tedy nutna jejich
orientace na presynaptické memlgrfivracené do extracelularniho prosto€iastjsi
vyskyt GlyR na vajSich membranach Heldova kalichu by proto mohl pitinou
vySSi hustoty GlyR u vydZka typu zddenina.

Tuto hypotézu jsme testovali gthnim |G ¢éstic v presynaptickyclktdstech
privracenych a odvracenych od postsynaptické membP&hyZ analyz byly vyloteny

fezy s nulovym p&tem receptar. Nejprve jsme studovali rozloZeni kastic na obvodu
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kazdého zezi vybézku. Merili jsme obvodové vzdalenosti kazdé |@astice
od referetiniho bodu, kterym byl arbitraénstanoven horizont&nnejkrajrgjSi bod
presynaptické membrany (obr. 42A). Obvodové vzd#énbyly normalizovany
k obvodu pislusného fezu. Kumulativni histogram ¢etnosti normalizovanych
obvodovych vzdalenosti pro wWiky typu zddenina a stonek je znazémna obr. 42A.
Z grafu je patrné, Ze rozlozZeni I&astic po obvoduezi vybéZka obou tym se lisi.
Vybézky typu zdilenina se ve srovnani s \8aky typu stonek vyzraji vyznammi
¢astjSim vyskytem IGEastic v mistech, kterd jsou odvracena od postsigkapbuiky

a potenciala piistupna z volného extracelularniho prostoru. Dsiteg rozdlili obvod
kaZzdého ficnéhotezu na d¥ casti: ¢4st odvracenou #&ast givracenou k membrén
postsynaptické PC (obr. 42B), agtali jsme hustotytastic v obouwastech. Vylodiili
jsme tezy bez kontaktu presynaptické membrany s postéighap membranou.
Vysledky jsou znazogmy v sloupcovém grafu na obr. 42B. Ukazalo se, ¥ghizka
typu zdd@enina byla hustota IG4stic vyznamé zvySena v membr&nexponované
do volného extracelularniho prostoru. U v¥ka typu stonek tato rozdilnost nebyla
pozorovana. NaSe analyzy tak odhalily zvySenou &otraci GlyR v oblastech Heldova
kalichu potencialé pristupnych pro endogenni glycinfifpmny v extracelularnim
mimosynaptickém prostoru. Zajimavé je, Ze tato eay¥ykazuji pouze vytiky typu
zdurenina, které jsou odpeé@né za ¥tSinu glutamétergniho fenosu na Heldav
kalichu. Vysledky tak pomahaji vy&it zvySeny pdet GlyR u zdienin oproti

stonkim a jsou v souladu s facilitaci uviolvani glutamatu presynaptickymi GlyR.
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Obr. 42.  Prednostni lokalizace presynaptickych GlyR na membféudvracené od postsynaptické PC.

A, Kumulativni histogramyetnosti normalizovanych obvodovych vzdéalenosti mérobych I1G
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castic od arbitrarniho referafiho bodu (R) u vydiku typu zdkenina (plnacara, n = 39) nebo
typu stonek (feruSovanacara, n = 11). Zdueniny vykazuji vyS&fetnosti 1G castic vcasti
obvodu zhruba odpovidajici membedodvracené od povrchu PC. Obvodové vzdalenosti byly
mereny ve seru hodinovych rdicek. Rozdily mezi histogramy byly testovany Kolmmgor
Smirnov testem (P < 0,001B, Sloupcovy graf ukazuje hustoty I&stic v presynaptické
membréad rozclené nacést pivracenou a odvracenou od postsynaptického neuruim
schéma). IG7astice se na vyticich typu zdienina, ale ne na stoncichiganostd vyskytovaly

na ¢astech odvracenych od postsynaptického neuronu r{Nehitney test, P < 0,01). Schéma:
Heldiv kalich (CH), refere¢ni bod (R), receptord).

Skute&nost, Ze GlyR fednosti obsazuji v presynaptické memb¥apozice
potencialg piistupné pro jejich endogenni agonisty, n&me existenci na aktiwit
zavislého mechanizmu redistribuce recefptona bugéném povrchu. Takovy
mechanizmus by byl v souladu s vysokou relativnibititou homomerickych GlyR
v burgéné membrad (Dumoulin et al., 2009). Abychom tuto hypotézu paili,
analyzovali jsme vzdalenosti GlyR od debidentifikovanych zdrdj endogenniho

glycinu (obr. 43) a testovali jsme nahodnost disite &chto vzdalenosti.
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Obr. 43.  Nahromadini presynaptickych GlyR v blizkosti inhi#iho glycinergniho zakotieni. A, A’
dva naslednégezy vybzku Heldova kalichu typu z#enina (CH) a inhibiniho botonu (inh.).
Pozice membranovych lGastic jsou oznéeny Sipkami. B, Trojrozmerna rekonstrukce
segmentu kalichu sestaveného ze 17 pé glwhucichiezi znazorgnych na snimcich A a A’ (IG
castice —cervené body, Heliy kalich — transparentni Sedd, inhdhi bouton — transparentni
modra, glutamétergni aktivni zéna — zelend, glygjneaktivni zona — modra). &litko: 0,5 pm
(A, A)

Jednotlivé 3D rekonstruované segmenty Heldova Halibyly rozdleny
do dvou skupin, které se liSily rippmnosti glycinergnich zakdéanich v jejich
sousedstvi. Tyto boutony byly identifikovany jakibugtury, které tvéily symetricka
synaptickd spojeni s MNTB hlavnim neuronem a byplniny synaptickymi véky
zploSglého tvaru. Mili jsme prostorové vzdalenosti mezi kazdou d@stici na 3D
segmentu a &dem inhibini AZ prilehlého glycinergniho zakéeni (obr. 44B) nebo
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refereniho bodu (obr. 44C). Refer&n bod byl zvolen jako horizontéimejkrajrejSi
bod povrchu segmentu. #iRlad rozloZzeni IG ¢astic na segmentu sousedicim
s glycinergnim zakarenim je zndzorn na obr. 44A. Kumulativni histogratetnosti
absolutnich vzdalenosti I@astic od sedu inhibéni AZ ukazuje hromathi GlyR

v blizkosti glycinergniho zaka@eni. Souborna distribuce vzdalenosti I&stic
od inhibiénich AZ u 10 3D segmeinfe na obr. 44B. Srovnani s distribuci povrchovych
bodi (body digitalizovanych kontur) ukazupasgjSi nez pouze nahodny vyskyt 1G
¢astic v oblastech fpehlych kinhibénim zakodenim. NaSe data proto vyrazn
nazn&uji, Ze distribuce presynaptickych GIlyR je oviwa pgitomnosti zdroje

endogenniho glycinu.

Tato pedstava byla dale étovana jinym typem analyzy, ktera sjala
ve srovnani normalizovanych obvodovych vzdalend§i ¢astic od arbitrarniho
referegniho bodu (obr. 45A). Refer&mim bodem byl zvolen ps&ik membrany
Heldova kalichu a spojnice tetlu @i¢cnych fezi vybéZkem kalichu a inhinim
zakortenim. Uiezi bez gitomnosti inhibknich butor (obr. 45B) byl referefnmim
bodem zvolen nejkraisi bod membrany kalichu. Jednotlivé vzdalenosté#stic byly
normalizovany k celkovému obvodiezu vylZkem kalichu a slouZzily k vygtu
cetnosti IG¢astic po obvoditezu. Obvod kazdéharipnéhoiezu byl rozdlen na stejné
useky pomoci deseti kvaritia byl p@itan paet |G ¢astic v kazdém Useku. Histogramy
na obr. 45 znazauji vysledky &chto analyz. Ukazalo se, Ze u segmesausedicich
s inhibiénim zakokenim byly ¢etnosti |G ¢astic v Usecich ifiehlych k referetinimu
bodu vyznam# vysSi neZ v Usecich vzdatggich. Naproti tomu u segmeéntkteré
s inhibiénim zakorkenim bezprosédré nesousedily, toto zvySeni pozorovano nebylo.
Experimentélni data tak potvrzuji vliv endogennindiroji glycinu na subcelularni
distribuci presynaptickych GlyR. Tento vliv byl popvan u vykzka typu zddenina
a je pravdpodobré odpowdny za celkow vysSi hustoty GlyR nalezenychdchto typ

oproti morfologicky odliSnym vy&Zkam typu stonek.
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Analyza prostorovych vzdalenosti mezi GlyR a inliith AZ. A, Kumulativni histogram
absolutnich prostorovych vzdalenosti jednotlivydgRGod centra inhikini AZ identifikované
podle inhibéni PSD. Data jsou ze stejného segmentu jako na3@riolmogorov-Smirnov test
(P <0,001).B, Kumulativni histogram absolutnich vzdalenostidéstic a povrchovych bad
od centra inhibdni AZ. Data jsou sdruzena z 10 segnidgpu zdienina, které se vyskytovaly
v blizkosti inhibéniho nervového zakdeni. IG castice se vyskytovalyastji v oblastech
prilehlych k inhibénimu zakodeni. Rozdily mezi distribucemi byly vyznamné (Kgbmnmv-
Smirnov test (P < 0,001)Schéma, Heldiv kalich (CH) s vyzn&nymi IG casticemi 6)

a nejkratSimi vzdalenostmi, které bylgieny mezi gedem inhibfni AZ (R) a jednotlivymi IG

casticemi. C, Kumulativni histogram relativnich vzdalenosti &stic a povrchovych bdad
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segment od referedniho bodu, kterym byl horizont@mejkrajrejSi bod digitalizované kontury.
Data jsou sdruZzena z 10 segmint jejichZz okoli nebyla nalezena inhibi zakoeni. Festoze
rozdily mezi distribucemi byly vyznamné (KolmogeBaovirnov test (P < 0,001), IGastice naly
odliSné rozdleni cetnosti nez vpanelu B.Schéma, Vzdalenosti receptdr merené
od referedniho bodu (R).

)é

0.204 0.204

0.15- —

relativni pocet IG ¢asti
relativni pocet IG ¢astic

0.1 02 0.3 04 05 0.6 07 0.8 09 1 0.1 02 03 04 05 06 07 0.8 09 1
relativni obvodova vzdalenost relativni obvodova vzdalenost

Obr. 45. RozloZeni glycinovych receptat na povrchu Heldova kalichu zéavisi naftomnosti
inhibi ¢nich nervovych zakodeni. A, Vzdéalenosti |IGfastic od referetniho bodu normalizované
na délku obvoduezu byly pouzity k deni cetnosti 1G castic v deseti obvodovych Usecich.
Vyznamnost rozdilu meztnostmi v Usecich 0,2 — 0,9 a sdruzedetmosti z Usek0,1 a 1 byla
testovana jednostmou ANOVA analyzou s Dunnettovym mn@&teym srovnavacim testem;
n = 12 segmerit SchémaMéreni obvodové vzdalenosti Kastic (©) od refereniho bodu (R)
ve sndru hodinovych rdicek. B, Histogramcetnosti IG¢astic v deseti obvodovych Usecieli
nesousedicich s inhimiimi zakodenimi. Obvodové vzdalenosti I@astic byly ndreny
od referedgniho bodu (R), kterym byl horizontélnejkrajrejSi bod7ezu, ve séru hodinovych
rucicek (schéma). Rozdily mezi jednotlivymi Useky bgbtovany jednos¢émou ANOVA
analyzou spolu s Dunnett mnohonasobnym srovnavasiiem; n = 52 segmeht
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4.4. Bunééna distribuce GABAg receptori v MNTB

GABAg receptory moduluji excitmi synapticky penos v MNTB
na presynaptické urovni, regulaci usavani glutamatu (Isaacson, 1998; Takahashi et
al., 1998), ale i postsynapticky inhibici postsytiekych C&" kanah N-typu (Hruskova
et al., 2007). Zda tyto receptory v MNTB regulujivoliovani inhibénich genasén
GABA a glycinu, neni znamo. My jsme se rozhodli ukwt lokalizaci GABA
receptoi  viezech MNTB dosgiého potkana pomoci vysokorozliSovaci
imunoelektronové mikroskopie s cilem odhadnout cieji tlohu v inhibinim
synaptickém fenosu.

Pro naSe experimenty jsme pouzili 3 d#éppotkany (samce) kmene Wistar.
GABAGgR jsme znéili polyklonalnim kralgim sérem, které jsme ziskali od dr. Akose
Kulika (Kulik et al., 2002). Toto purifikované sénu(B2T1) bylo nanteno proti GB2
podjednotce GABAR, plesré proti aminokyselinové sekvenci
CVSPTASPRHRHVPPSFRVMVSGL na jejim C-konci a zvillitmo v tkani IG
gasticemi. Rezy jsme sotasr® znaili protilatkami namfenymi proti vGIuT1 nebo
VGAT, které nAm pomohly identifikovat glutamétergmbo inhibéni zakoeni. Tyto
protilatky byly zviditelrtny imunoperoxiddzovou reakci. V kontrolnich pokus¢me
testovali specificitu B2T1 n#ezech MNTB izolovanych z mySi s ods&agmi GB2
podjednotkami (GABA,; "), u kterych Zadné imunoz&eni nebylo patrné (snimky
neuvedeny). Tyto deficientni mySi byly ziskany ladeatde prof. Bernharda Bettlera
z Fyziologického Ustavu (Basilej, Svycarsko). Cetkdylo hodnoceno 33 inhitiich
a 28 glutamatergnich zakisnich narezech MNTB z 3 zvat. Synaptické spoje byly
identifikovany srovnavanim struktur na sériovyelech.

GABAGgR byly nalezeny na pre- i postsynaptickych memizhndk inhib&nich
(obr. 46A), tak exciténich neurofi (obr. 46B, D). Presynaptické GABAeceptory se
na Heldo¥ kalichu vyskytovaly extrasynaptickyjipemz cast receptdr byla nalezena
v blizkosti glutamétergni aktivni zény (obr. 46B). Perisynapticka lokalizace GABA
receptofi je v souladu s jejich funkcifipregulaci presynaptické pragolodobnosti
uvolovani glutamatu. GABA receptory byly rovéZ nalezeny na inhibhich
nervovych zakotenich. Subcelularni distribuce GABAautoreceptdr byla podobna
jako u heteroreceptdbrna Heldo¥ kalichu (obr. 46A). Je proto pragpbdobné, Ze
GABAg v MNTB reguluji uvohovani inhibénich grenasét GABA a glycinu, podob#
jako v jinych oblastech CNS.
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GABAg receptory se v MNTB nachazely i na membranach smheadritickych
casti PC (obr. 46D). Tyto postsynaptické receptogyy bhojn¢ detekovany jak
v postsynaptické denzit pod inhibEnimi nervovymi zakobenimi, tak i v jeji
bezprostedni blizkosti pod inhiBnimi i excita&nimi boutony, ¢asto v podo&é
tetramerickych shluk (obr. 46A). NaSe pokusy tak naznf, Ze GABAs receptory
jsou v MNTB aktivovany synapticky uvainou GABA a mohou tak zprdasidkovat

rychlou postsynaptickou inhibici prdetinictvim aktivace | kanali (Andrade et al.,
1986; Gladding and Raymond, 2011).

Obr. 46.  Subcelularni lokalizace GABAR v MNTB. A, Snimek z elektronového mikroskopu ukaizege

MNTB znaeny IG-konjugovanymi protilatkami proti GABAreceptoru. |G ¢éstice jsou
lokalizovany na somatu PC vinhthich subsynaptickych mistech (pIiné Sipky) nebo
extrasynapticky (prazdné hlaky Sipek), sdruzené do tetramerickych sfluMa inhibnim
nervovém zaka®ni (inh.) jsou IGfastice na extrasynaptické memh#gpiné hlaviky Sipek).

B, Peri- a extrasynapticka lokalizace kastice na Helda¥kalichu a nadle PC (dvojita Sipka).

C, Umiseni pre- a postsynaptickych GABAeceptoti v inhibicnich a exciténich synapsich
naznauje jejich homologni a heterologni aktivaci synektiu GABAD, Elektronmikroskopicky
snimek dendritického trnu (s) PC, ktery nese shiynaptickych a izolované extrasynaptické
GABAR (prazdné hlavky Sipek). H¥zdicka oznauje aktivni zonu s postsynaptickou denzitou,
krizek v obr. B puncta adherentia, inkibi zakodeni (inh.), Heldv kalich (exc.). Mritko: 0,5
um (A-D)
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4.5. Lokalizace tetrameriz&ni domény draslikového kanalu 12 (KCTD
12) v oblasti MNTB

Bylo zjisttno, Ze GABAs receptory exprimované v nativni mozkové tkani,
nesou pomocné podjednotky nazvané KCTD proteinytrafreeriz&ni domény
draslikovych kanalu) (Schwenk et al., 2010; Gassmand Bettler, 2012). Byly
identifikovany 4 podtypyéchto proteii, KCTD 8, 12, 12b a 16 a také jejich vazebné
misto na C-konci podjednotky GABA (Y902; aminokyselina tyrozin na pozici 902)
(Schwenk et al., 2010). Elektrofyziologické studikazuji, Ze vSechny 4 podtypy
proteimi urychluji kinetiku GABA odpowdi a zvySuji jejich zjevnou afinitu
k endogennim agonigh. KCTD 12 navic dramaticky zvySuje desenzitizadiBAgR

aktivovanych K kanaf, tzv. dovnit usnériujicich K" kanaf (GIRK kanaf).

Nasim ukolem bylo detekovat KCTD 12 doménu pomogdokorozliSovaci
imunoelektronové mikroskopie v MNTB, a to jak naertak i na postsynaptické

membrag Heldovy synapse.

Rezy z MNTB dosplého potkana kmene Wistar (n = 3) byly zpracovany p
pre-embedding imunoelektronové #eai s afinite purifikovanym anti-KCTD 12
sérem, které bylo nasletimzna&eno sekundarnimi protilatkami s navazanymi zlatymi
¢asticemi. Imunozngeni bylo provedeno stejnym {gobem jako viedchozich
kapitolach (Téma lll., Téma IV.). Afinithpurifikované sérum proti KCTD 12, které
vykazovalo nejintenziw)si znaeni z testovanych sér, jez pochazelakotika zviat
(krélik), bylo ziskano z laborat prof. Bernharda Bettlera z Fyziologického Ustavu
(Basilej, Svycarsko). Byla testovana i séra pra@iTO 16, KCTD 12b a KCTD 8, ale

v dalSim badani v MNTB nebyla pouZita.

Podobr jako GABAg receptory byly proteiny KCTD 12 nalezeny
na presynaptickych i postsynaptickych neuronech BNdbr. 47). Na Heldaykalichu
se KCTD 12 vyskytovaly perisynapticky i v extrasptiekych mistech (obr. 47A, C).
To nazndilo, Zze KCTD 12 by mohly modulovat presynaptickénkoe GABAs
heteroreceptdr Na inhibEnich zakotienich (obr. 47B) fevladala perisynapticka
lokalizace, opt v souladu s distribuci presynaptickych GABAhomoreceptar.
Naopak na postsynaptickych PC se KCTD 12 vyskytopaluze na extrasynaptickych
mistech nebo perisynaptickych v blizkosti ex@iah synapsi, coZz nazhge, Ze tyto
proteiny nemoduluji fazické odpédi subsynaptickych GABA receptoil.
Postsynaptické KCTD 12 bylytipeZitostré sdruzeny do tetramerickych shiukobr.
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47C). KCTD 12 byly rovdZ nalezeny v fesrEji neidentifikovanych gliovych bikach
(obr. 47D).

NaSe pokusy tak naztily, Ze GABAg receptory na neuronech MNTB Walvé
populace, které se liSitippmnosti pidatnych podjednotek KCTD 12. Extrasynaptické
receptory na nervovych zak@mmnich a na somatodendriticky¢hstech PC vykazovaly
podobnou lokalizaci jako KCTD 12, cozZ je v souladjgjich organizaci do tetranter
Odpowdi téchto receptar pravdEpodobré podléhaji kontrole progdnictvim KCTD

12 zé&vislého mechanizmu. Naopak figpnnost KCTD 12 na subsynaptické memiran

nazn&uje, Ze odpoddi GABAg receptoil na synaptickych mistech nejsou modulovany
KCTD 12.

Obr. 47.  Subcelularni lokalizace KCTD 12 v MNTB. ASnimek z elektronového mikroskopu ukazege
MNTB znaeny IG-konjugovanymi protilatkami proti KCTD 12p&y oznauiji |G castice, které
se vyskytuji na presynaptické membrételdova kalichu po okrajich glutamétergnich akiem
z6n (*) a na extrasynaptickych mistech ewgici glutamét.B, Pre- a postsynapticka lokalizace
IG castic na inhibinich synapsich mimo synaptické spoje (d, dendrft; inhibini nervové
zakoweni). C, Priklad shlukovitého uspédani extrasynaptickych 1@astic na &éle PC (bilé
Sipky). D, Snimek, na kterén¥¢lo gliové buiky (g) obsahuje mnoZstvi cytoplazmatickych 1G
castic. Mritko: 1 um (A, D), 0,5 um (B), 0,25 pm (C)
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5. Diskuze

5.1. Podjednotkové sloZzeni GlyR v MNTB

V predeslych pracich bylo ukdzéno, Ze glycin u¥ninelektrickym drazehim
inhibicnich  vldken moduluje excitai penos Vv MNTB postsynaptickym
a presynaptickym mechanizmem (Turecek and Trus2€Q1; Awatramani et al.,
2004). Postsynapticky glycin sniZuje vstupni odpapisobuje hyperpolarizaci MNTB
hlavnich neurof, kterd4 vede k inhibici amplitudy EPSP aZ pod pvahiku akniho
potencialu. Presynapticky mechanizmuscbgid v mirné depolarizaci Heldova kalichu
vedouci k aktivaci napové zavislyjch N4 a C&" kandli a k nahromathi
presynaptického vapniku (Turecek and Trussell, 20@dang and Trussell, 2008).
Vysledkem presynaptick@nnosti je zvySené uvdbdvani glutamatu z Heldova kalichu,
které se projevuje zesilenim EPSC. Glycin méa ted§NAB nejen klasické inhilgni,
ale rovigz i excita&ni inky.

Vysledky v této praci dopliji naSe elektrofyziologické pokusy a ukazuji, Ze
glycin v MNTB pasobi na pre- a postsynaptickych GlyR. Postsynapticceptory
na MNTB hlavnich neuronech jsou temy alf3 heteromery a zpragtdkuji rychlou
a fazickou postsynaptickou inhibici (Hruskova et @&012). Presynaptické receptory
na Heldovych kaliSich jsou t#eny al homomery a umdaikiji pomalou presynaptickou
facilitaci (Turecek and Trussell, 2002; Hruskovalket 2012).

Rozdily v podjednotkovém slozZeni owiiyi kinetické vlastnosti receptorovych
komplexi, avSak také Zysob, jakym jsou rozmi&ty na povrchuda neurori. Byly
pozorovany v podstatdva typy rozmisini GlyR v bug¢nych membranach, shlukovité
a difuzni. Tato rozmishi funkiné odpovidaji synaptickym a extrasynaptickym
receptoim (Danglot et al., 2004; Muller et al.,, 2004). $Hduité uspsadani
synaptickych GIyR je charakteristické pw heteromery, které je dano vazbou
B podjednotky na protein gephyrin, ktery ukotvujdycesceptor do cytoskeletalniho
leSeni postsynaptické denzity (Kirsch and Betz, 519%eyer et al., 1995).
Extrasynaptické receptory mohou byt iwoy jak o homomery, tak @f heteromery
disperzi rozmisénymi na povrchu neurdin Dulezitym faktorem, ktery ovlikuje
stuper disperzity GlyR, je jejich lateralni mobilita, k& je sniZzena interakci

s gephyrinem (Meier and Grantyn, 2004; Calamai let 2009) a je tedy nejvySSi
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u o homomerickych receptor Mobilita GlyR v membra# je proces zavisly na aktigit
neurori a miZze vést k nahromadi receptoit v mistech, kde se uvalje endogenni
neurogenaseé (Hanus et al., 2006; Levi et al., 2008).

Dale jsme zjistili, Ze somatodendritické3 heteromerni glycinové receptory,
které se vyskytuji pod VGAT pozitivnimi nervovymiakortenimi, byly ¢asto
uspdadany doiZice (Alvarez et al., 1997). Tyto formace byl§ive popsany u miSnich
motoneurof a v retige (Walmsley et al., 1998; Haverkamp et al., 2004jor t¢l
a dendritt byly shluky GlyR téz nalezeny v proximalni¢astech (inicialnim segmentu)
axom postsynaptickych neurén Tento nélez nazdmje, Ze receptory, které se
vyskytuji v €chto mistech, mohou hrat rolifipmodulaci vzniku postsynaptického

akéniho potencialu.

Distribuce GlyR ma zésadni vliv na jejich fyziologou funkci. Shluky
postsynaptickych receptor jsou synchron& aktivovany synapticky uvolmym
glycinem a vyvolavaji IPSC, ktery se vyzoge vysokou amplitudou a rychlou
kinetikou (Smith et al., 2000). Naopak rozptylen&trasynaptické receptory
zprostedkuji tonické IPSC s malymi amplitudami a velmimadou kinetikou (Flint et
al., 1998; Balakrishnan et al., 2009). Vzhledenorkd, Ze poloha extrasynaptickych
receptodi je vzdalend od synaptickych zdrogndogennich agonist musi byt tyto
receptory aktivovany zbytkovym glycinem (Ruiz andllhann, 2012). Ulohudinnych
extrasynaptickych receptormohou proto plnit fedevSima homomerické GlyR diky
jejich vysoké afini pro glycin.

Na rozdil od presynaptickych GlyR obsahuji postgyické receptory
B podjednotku, ktera vzajermaninteraguje s gephyrinem (Kneussel et al., 1999;
Schrader et al., 2004) a dohromadyitwstabilizované seskupeni, které vede k t¥orb
shluki GyRs na subsynaptické memhtgumoulin et al., 2009). Gephyrin tak hraje
klicovou roli v synaptickém transportu a cileni hetezamich GlyR. Dale
zprostedkovava interakci receptors KIF5 motorovymi proteiny, stejn jako
S proteinovou rodinou dynein (Dumoulin et al., 2009). Mechanizmus regulace
transportu a cileni presynaptickych glycinovychepdorti bez vlivu gephyrinu nebyl
doposud popsan. Tieni shluk heteromernich GlyR pomoci gephyrinu také audie
kinetické vlastnosti GlyR. Bylo prokazano, Ze reoepva agregace vede k rychlejsi
desenzitizaci (Legendre et al.,, 2002). Tato &@jiStby mohla vysstlit rozdily
ve farmakologickych vlastnostech presynaptickygostsynaptickych receptor
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5.2.  Vyvojové znény inhibiéniho glycinergniho systému v MNTB

Je znamo, Ze dozravani inkiibich systém mozkového kmene a michy se
vyznauje prechodem z GABAergniho na glycinergni systéiitgmz u potkana hlavni
piestavba nastav&hem prvnich dvou tydnhpostnatalniho vyvoje (Gao and Ziskind-
Conhaim, 1995; Gao et al., 1998; Kotak et al., 19@8ada and Schwartz, 1999; Keller
et al., 2001; Turecek and Trussell, 2002; Nabektii@., 2004). U potkanve wku P5-
P7 vyuziva inhibice f@devSim GABAergni ignos. U sednich ¥kovych kategorii
(P9-P12) Ize pozorovat smiSenou GABAergni a glygnge inhibici. GABAergni
systémy jsou postupediasu nahrazeny glycinergnimi a proces je dkorkolem 20-25.
dne postnatalniho vyvoje (Awatramani et al., 2005aMNTB potkana se vyvojové
zmeény tykaji jak inhibénich vstug, tak i receptar pro inhibéni aminokyseliny.
U potkari mladSich 11 din pred nastupem sluchu, exprimuji MNTB neurony vysokou
hladinu ionotropnich GABA receptoii, které jsou postugn nahrazovany GIlyR
(Turecek and Trussell, 2002; Awatramani et al.,5200Toto pepnuti vede ke zvySeni
amplitudy a zrychleni kinetiky postsynaptickych iliinich proud a ke zmdnéné

plastici® uvolovani glutamétu.

To, Ze napadné zy inhibiéniho synaptickéhoipnosu nastavaji v obdobi, kdy
potkani zd&inaji slySet (~P11), naz&ae, Ze wkteré z vyvojovych zrn mohou byt
vyvolany girozenou kochleérni aktivitou. Tato hypotéza bylaninulosti testovana
pomoci experimentalnihorigtupu zahrnujiciho uni- nebo bilateralni kochléablaci
(Swearengen et al.,, 1993; Potashner et al., 200&rtiddz-Galan et al., 2007).
V mnohych pipadech bylo ukéazano, Ze bilateralni kochlearnia@bl n¢la vliv
na vyvojové zminy v zastoupeni recepfor¢i dalSich proteifi, které se &astnily
zpracovani akustickych informaci v sluchové drazezkového kmene aftigpivaly
k regulaci neuronalni excitace. Déle bylo #ji&t, Ze pi jednostranné kochlearni ablaci
u mladych matat doSlo k utlumeni glycinergni inhibice ipsilateéave ventralnich
kochlearnich jadrech (PVCN, AVCN) a vLSO nebo teitdlrt v dorzalnim
kochlearnim jate (DCN). Naopak k zesileni glycinergniho inkiiiho genosu doSlo
v kontralateralnim LSO a bilaterélnv MSO. Soudi se, Ze mnoZstvi glycinovych
receptoi miaZe zaviset na sile exait@ho a glycinergniho vstupu do sluchovych
neurori (Suneja et al.,, 1998a; Suneja et al., 1998b; Yaal.e 2007). U fretek bylo

rovnéZ popsano, Ze nasledkem kochleotomie dochézi kendm v expresi mnozstvi
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calretinin-pozitivnich neurana ke snizené synaptogenezi v AVCN a PVCN (Fuentes-

Santamaria et al., 2005).

V naSich pokusech bylo zZnam na urovni presynaptickych receftdteldova
kalichu experimentathzabra®no pomoci bilateralni kochleéarni ablace (kochlea&m
provedené u jednotydennich potkarfnepublikovana data HruSkova, Trojanova
a Tureek 2013). zjistili jsme, Ze z&éni hlemy#t vede pedevSim ke sniZeni exprese
presynaptickych GlyR. Na postsynaptické urovni gedboustranna kochlearni ablace
k prechodnému pott@ni mnozstvi somatickych GlyR. To bylo provazen&emym
mnoZstvim VGAT pozitivnich inhibhich zakogenich. V dosglém wku (2 nesice
po kochleotomii), rozdily mezi kochleotomizovanymikontrolnimi zvfaty zmizely.
Ztoho vyplyva, Ze senzorickad aktivita hrajélefitou roli ve vyvoji inhibéniho

systému MNTB, ale také Ze existuji ad&pianechanizmy, které ji mohou zastoupit.

Spontanni kochlearni aferentni aktivita nastavéijed nastupem sluchu a hraje
dialezitou roli v utvdeni vyvijejiciho se sluchového systému (Lippe, 13@hes et al.,
2001; Lu et al., 2007; Tritsch et al., 2007). Bylsdzano, Ze odliSné frekvence
spontanni aktivity mezi tonotopicky vyl&uymi oblastmi mohou hréat roli ve vyvoji
ostatnich slozek podél sluchové drahy meziimimt uchem a MNTB (Ruben, 1967,
Souter et al.,, 1995, 1997). U analogickéhoipa sluchového systému bylo
pozorovano, Ze vysokofrekvém oblasti sluchovych jader mozku c¢haaji fungovat
diive neZ nizkofrekvemi oblasti stejnych jader (Hackett et al., 198%k3an et al.,
1982). Je proto mozné, Ze vysokofrelk&@nVINTB neurony pijimaji elektrické vstupy
z kochlearnich jader ttve neZ nizkofrekvemmi oblasti a tim rmZe byt ovlivriena
exprese GlyR nebo VGAT pozitivnich inhibich boutoi, kterd4 pozdji s vyvojem
zmizi.

Dosli jsme k zadru, Ze utvéeni inhibtniho systému v MNTB setastni
nékolik regulanich mechaniziin Zda se, Ze kochlearni aktivita hraje vyznamnainuil
pii selektivni regulaci cile glycinovych recepiana Heldo¥ kalichu. Na druhé stran
aferentni vstup neépdstavuje bezpodmitieou potebu @ udrZzovani exprese

inhibi¢nich receptatr.
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5.3. Distribuceal podjednotky GlyR ve vyzralych Heldovych kaliSich

Vysledky prezentované v této pradedstavuji prvni data, kter& demonstruji
kvantitativni  distribuci glycinovych recepfor na presynaptickych nervovych
zakortenich v centralnich synapsich. Analyzovali jsmemnisni GlyR-asociovanych
IG castic ve zralém Held@vkalichu dosplého potkana. Navjsme pouZzili specifickou
protilatku namifenou proti intracelularriasti Gu1 podjednotky. Bu&na distribuce této

podjednotky byla sledovana pomoci elektronové nsikopie.

V imunoelektronové mikroskopii jsme dalifgainost technice pre-embedding
pied technikou post-embedding. Technika pre-embeddimgZiuje mnohem vySSi
zachyt IG ¢astic na Ukor zachovani struktury tkamez niizeme zachytit druhou
technikou (Nusser et al., 1997; Nusser et al., b9BBIsser et al., 1998c).

5.3.1. Mechanizmus na aktivi¢ zavislé redistribuce receptot

Zjistili jsme, Ze presynaptické GlyR, které jsooiteny jakool homomery, byly
rozptyleny v membranHeldova kalichu. Rozptylena distribuce homomerakyclyR
je pravépodobrg zpisobena tim, Ze receptory be¥x podjednotky se nevéazi
ke gephyrinu. Tento protein, ktery je typicky prasfsynaptickh mista, se vaze
k cytoskeletarnim proteirm a zgisobuje agregaci heteromerickych recepigneussel
et al., 1999; Schrader et al., 2004).

Skute&nost, Ze GlyR fednostd obsazuji v presynaptické memb¢apozice
potenciald piistupné pro jejich endogenni agonisty, n&mje existenci na aktivit
zavislého mechanizmu redistribuce recefptona bugéném povrchu. Takovy
mechanizmus by byl v souladu s vysokou relativnibititou homomerickych GlyR
v burgéné membra®d (Specht et al., 2013). Podobné chovani vykazyjné typy
receptofi (Gladding and Raymond, 2011). Nigtad NMDA receptory vykazuji
lateralni pohyby mezi synaptickymi a extrasynaptiok misty (Groc et al., 2009).
Podobné fesuny AMPA receptdr byly navozeny zvySenim intracelularni koncentrace
C&* (Bruneau and Akaaboune, 2006). V souladémsto nalezy bylo rovi? ukéazano,
Ze mobilita receptdr v postsynaptické dengita extrasynaptickych oblastech, se
zvysuje za satasné stimulace aktivity neurdifTardin et al., 2003; Groc et al., 2004).
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5.3.2. Vztah mezi distribuci presynaptickych GlyR gejich funkci

NasSe data ukazuji, Ze existuje korelace mezi rdZnifa presynaptickych GlyR
a jejich funkci a fistupnosti pro jejich endogenni agonisty. NejintemgSi zna&eni
bylo nalezeno v segmentech kalichu imhindch, neboli strukturdch odgawnych
za uvohovani glutamatu, které se vyzungi vysokou hustotou n&pové zavislych C&
kanali (VGCC) (Spirou et al., 2008). To je v souladu shalu receptdr v glycinem-
vyvolané a na CGa-zavislé facilitaci presynaptické prasgbdobnosti uvoleni (Turecek
and Trussell, 2001; Awatramani et al.,, 2005b). Glgy® Heldo¢ kalichu ovSem
nevykazovaly pednostni lokalizaci v blizkosti glutamat-uiajicich aktivnich zon,
které tvdi lokality typické pro presynaptické autoreceptsrgnalogickymi funkcemi.
Tyto receptory zahrnuiji ionotropni glutamatové mogy, jen? tveéi Ca*-propustné
kanaly schopné zesilovat exocytézu glutamatergméchi dopravovanim Ca piimo
do presynaptické aktivni zony (Engelman and Mac@¢n2004; Pinheiro and Mulle,
2008; Ruiz and Kullmann, 2012). Naopak GIlyR zvy3Jujgsynaptickou koncentraci
C&* nefiimo, zprostedkovanim vytoku Clze zakoreni, co? vede k jeho depolarizaci
a nasledné aktivaci VGCC (Turecek and Trussell,120®ice and Trussell, 2006;
Huang and Trussell, 2008). V této souvislosti jdedité, Ze nervova zakoéeni maji
obecré vysoké vstupni odpory (Dodson et al., 2003; Alhel &eiger, 2006; Kim et al.,
2010), takZze umaiji ucinné Sfeni lokalnich potencial podél presynaptické
plazmatické membrany. Navic kaskada udalosti vedauysresynaptické facilitaci
zahrnuje na Ga-zavislou stimulaci protein kindzy C, ktera vyvadémvyseni p&tu tzv.
snadno uvolnitelnych synaptickych&ka s glutamatem (Chu et al., 2012). Synapticka
lokalizace GlyR proto neni nutna pro dosaZzeni efektmodulace uvdlovani
glutamétu. Podolinpisobici GABA\ heteroreceptory, vyskytujici se maossy fibers
v CA3 oblasti hipokampu, jsou nespecificky rozphgle mezi intra-, peri-
a extrasynaptickd mista (Ruiz et al., 2003).

Vzdalenost presynaptickych glycinovych heteroreagpbd uvohovacich mist
a komplikovanost mechanizmu jejichigobeni pravépodobré prispivaji k relativi
pomalémuwasovému pibéhu (minuty) jimi vyvolané presynaptické facilitaCBurecek
and Trussell, 2001). To kontrastuje s mnohem ryg§hieodulaci (sekundy) uvigbvani
glycinu na spinélnich neuronech pomoci presynaptickglycinovych autoreceptir
(Jeong et al., 2003), praymbdobré orientovanych do blizkosti glycinergnich zoén.

To naznduje existenci obegjSich zakonitosti v rozmfsvani presynaptickych
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receptofi. Autoreceptory, regulujici uvibbvani svych endogennich agoijstse
vyskytuji predevSim v blizkosti jejich uvibvacich mist, zatimco heteroreceptory
zprostedkujici heterosynaptickou modulaci, se vyskytuji fevazr

na extrasynaptickych mistech.

Extrasynapticky vyskyt GlyR a jinych heterorecefitge v souladu s jejich
aktivaci neurofenasei, které se k receptdm dostavaji difuzi ze sousednich synapsi.
Zjistili jsme, Ze ve zdtenindch Heldova kalichu se GlyRrepinosti vyskytovaly
nacastech exponovanych extracelularnimu prostoruély mendenci akumulovat se
v membrag, ktera sousedila s glycinergnimi nervovymi zalenwimi. Tato pozorovani
nazn&uji, Ze subcelularni distribuce presynaptickych RslyniZze sledovat zdroje
endogenniho glycinu a je vsouladu s hypotézou, pkesynaptické GIlyR jsou
aktivovany unikem glycinu ze &biny inhibiéni synapse extracelularnim prostorem
(Turecek and Trussell, 2001). K tomu dochaghdm vysoké presynaptick@nnosti
inhibi¢nich zakotenich (Ahmadi et al., 2003). Aktivace receptoruwatighé nizkou
koncentraci neurdpnasée unikem ze 8$tbiny inhibicni synapse je obzvlast
pravdpodobnd, maji-li receptory vysokou afinitu k neueogaseéi, a to je prav pripad
GlyR (Rossi and Hamann, 1998).

Téchto proces se také vyznaniucastni glycinové fenaseée, které kontroluji
extracelularni koncentraci glycinu (Aubrey et @Q05). Rusakov a Kullman (1998)
prokazali pditacovou simulaci, Ze glutamét trhe difundovat mimo synaptickou
Strbinu a miZze aktivovat NMDA receptory v okruhu OyBn od uvolného mista.
Pravd@podobnost by ®a byt jeS¢ vySSi pro glycin, nez pro glutamét diky velikosti
glycinové molekuly. Glycin se vyzigje nizkou molekulovou hmotnosti (75 g/mol)
oproti glutamétu (147,13 g/mol), a tim i rychlodudii v extracelularnim prostoralSi
zdroj glycinu pak mohouipdstavovat Heliav kalich obepinajici gliové kiky (Suzuki
et al.,, 2008), které nesou glycinové transportéputGlyT1 ektopicky uvaiujicim
glycin pomoci reverzniho transportu (priepled viz (Eulenburg and Gomeza, 2010)).
Kopp-Sheinpflug et al. navrhli, Ze glycin uveéhy z glie aktivuje v MNTB
presynaptické GlyR a &ni nastup sluchovym vjemem-vyvolané aktivity v MNTB
(Smith et al.,, 1992; Zafra et al., 1995; Kopp-Sop#ug et al., 2008; Zafra and
Gimenez, 2008).

NaSe zkouméni distribuce GlyR na Heldokalichu bylo zansteno hl.

na vyl¥Zky typu zddenina a stonek, které jsou zodpdmé za sekreci glutamétu



Diskuze 99

(Ryugo and Spirou, 2009). Ztkniny jsou odd8eny od stoni tenkymi keky, které
neobsahuji glutamatové &&. Z toho divodu jsme je do naSich analyz nezahrnuli.
Pokud by ovSem GIlyR byly n&dhto ¢astech gitomny, mohly by plnit vyznamnou
fyziologickou roli v regulaci vodivého spojeni mezillreninami a stonky, nap pri
Siteni presynaptického a&kiho potencialu. Tato role zatim nebyla prokdzamspise
bylo navrzeno, Ze kky nemaji piliS velky vliv na elektrickou vodivost mezi
zdureninami a stonky, a Ze prajgbdobrji mezi nimi vytv&eji oddtlené biochemické
oddily (Hayashi and Majewska, 2005).

5.4. Burééna distribuce GABAg receptoni a jejich uloha v MNTB

Uvolnéni glutamatu z Heldova kalichu je modulovanatean neurofenaSé.
NejsilnéjSim modulatorem je GABA, kteryigobi fes presynaptické GABAhojng
exprimované v sluchovych jadrech mozkového kmeneotft@ and Koch, 2011).
Aktivace GABAg receptoit miuze blokovat finejmensSim 80% uvolimi prenasSeée,
mimo jiné tim, Ze sniZuje presynapticky *Caroud (Isaacson, 1998; Takahashi et al.,
1998; Wu et al., 1998) aktivacipt podjednotek heterotrimernich G proteifiKajikawa
et al., 2001). GABA reguluji uvohovani glutaméatu i #kolika daldimi na CH
nezavislymi mechanizmy, jako je riapiimé zpomaleni recyklace synaptickycltki&
(Scanziani et al., 1992; Parnas et al., 2000; Sakaid Neher, 2003RovneZ dalSi
metabotropni receptory jako jsou receptory pro adin glutamat, noradrenalin nebo
serotonin reguluji uvébvani genaséa v MNTB, ale jejich vliv je slabSi (Elezgarai et
al., 1999; Leao and Von Gersdorff, 2002; Kimuraakt 2003; Renden et al., 2005;
Mizutani et al., 2006).

Vysledky uvedené v této practimo ukazuji, Ze pre- i postsynaptické neurony
v MNTB nesou GABAR a dophuji tak elektrofyziologicka data z nasi laboiato
(Hruskova et al.,, 2007). Presynaptické GAJBA reguluji uvohovani glutamétu.
V souladu s touto funkci byly presynaptické GAEBRA nalezeny vésné blizkosti mist,
kde se uvaluje endogenni neurtgnaSé GABA. Déale byly GABAsR pozorovany
difazreé rozptylené podél presynaptické plazmatické mempbiak inhibiénich, tak
excitatnich  boutod. Extrasynaptické umigti GABAgR na Heldo¥ kalichu
(glutamatergnim zaka@eni) a inhibinim zakokeni naznéuje, Ze tyto receptory nejsou

piimo aktivovany synapticky uvoinym neuropenaSéem GABA, ale s nejtSi
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pravdEpodobnosti jsou aktivovany GABA, kterd unikla ddragelularniho prostoru
ze Strbiny inhibiéni synapse (Scanziani, 2000). Pokusy dokézat tgmitsob aktivace
vSak byly doposud nelsfné (Wang et al.,, 2013a). K efektivni aktivaci GABA
receptofi na Heldo¥ kalichu je zapdebi zhruba 10 uM GABA (Takahashi et al.,
1998), coz je koncentrace nedosaZitelna, diky \§sbkisto¥ GABA pienaSéi

exprimovanych na gliovych ikach.

Postsynaptické GAB#R inhibuji posthyperpolarizai fazi aknich potencié.
Mechanizmus inhibice zahrnuje regulaci*®Cranati N-typu odpo¥dnych za aktivaci
na vapniku zavislych Kkanafi s malou vodivosti typu 2 (SK2 nebo také KCNB2
Kca2.2). Klasické inhibini GABAgR tak paradox# zvySuji postsynaptickou
excitabilitu hlavnich neuran Jinymi slovy, postsynaptické GABR zvySuji
spolehlivost opakovaného synaptickéhéenmsu na MNTB excitamich synapsich.
Pozorovani &hto funkci postsynaptickych GABA jsou podporovana vysledky
uvedenymi v této praci, které ukazujfitpmnost GABA piimo v postsynaptické
denzit symetrického synaptického kontaktu. Receptory kgdye nalezeny difuzn
rozptylené po celé membr&nhlavniho neuronu, taktéz byly lokalizovany
perisynapticky na okrajich asymetrického synapticképojeni na hlavnim neuronu pod

excitatnim boutonem uvdbjicim glutamat.

Je znamo, Ze GAB#R jsou Siroce exprimovany v mozku jako autorecegptor
a heteroreceptory podle toho, zdali kontroluji testini GABA nebo uvalovani
jinych neuropenasén (Wu and Saggau, 1997; Bettler et al., 2004). EnhkGABAgR
jsou heterodimery sloZzené ze dvou homolognich plodjek, GB1 a GB2 (Jones et al.,
1998b; Kaupmann et al., 1998a; White et al., 19%8mer et al., 1999). Molekularni
rozmanitost GABAR vychazi ze dvou farmakologicky nerozliSitelnycB1Gizoforem,
GBla a GB1b (Bettler et al., 2004) a z pomocnyci R(odjednotek (Schwenk et al.,
2010). Tyto shluky GABAR obsahujici ob dw podjednotky GB1 a GB2, tvb
v mozku oligomery vySSihaddu, jak popsala skupina prof. Jean-Philippe Pina
v heterolognich systémech (Maurel et al., 2008; Riml., 2009; Comps-Agrar et al.,
2011). Transgenni mysi s cilovou deleci specifitkizpforem naznalji, Ze receptory,
které obsahuji GBla izoformu, jsourepdzié lokalizovany na glutamatergnich
boutonech, kde zprasidkovavaji presynaptickou inhibici uwalvaného glutamatu
(Vigot et al., 2006; Guetg et al., 2009). Aktivgmesynaptickych GABAR vyvolava

inhibici uvolnéni synaptickych vé&a, které je potlaovano vtokem C4 pies vapnikové
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kandly (Wu and Saggau, 1995; Takahashi et al., ;1088v et al., 2010). Row# se
uvadi rekolik daldich na C& nezavislych mechanizimjako je nap pifima modulace
navazani synaptickych #éi (Scanziani et al., 1992; Parnas et al., 2000; [Salkad
Neher, 2003).

Jeden z moZznych zdiojaktivujici presynaptické GAB#R heteroreceptory
muaZe byt neurofenasé GABA uvolrény ze synaptické &tbiny inhibicniho boutonu,
ktery doputuje kdmto receptakm prostou difuzi (Moore and Moore, 1987; Adams and
Mugnaini, 1990; Lu et al., 2008). Aby doslo k uwaih dostaténého mnozstvi GABA,
je treba intenzivni neurondlni aktivity (Scanziani, 2000im se vys¥tluje jeden
Zz moznych mechanizinaktivace &chto receptar. Existuji vSak ijiné zdroje, které
mohou zvySit hladinu okolni GABA, jako je nama aktivit zavislé uvoléni GABA
z dendrifi anebo gliovych bufk (Zilberter et al., 1999; Angulo et al., 2008; ¥elFort
et al., 2012). Alternativh miZe pisobit na GABAs receptory taurin, ktery tize byt
rovnéZ uvolren v mozkovém kmeni (Saransaari and Oja, 2006) i lste miiZze chovat
jako agonista GABA receptoii (Kontro and Oja, 1990) a aktivovat jdedavno bylo
prokdzano, Ze bazalni synapticka aktivita viftaistaténé vysokou koncentraci okolni
GABA, aby tonicky indukovala nizkou hladinu presptieké aktivity GABAgR, jejimz

nasledkem dochéazi ke kontrolovanému tguhni neurofenasée (Laviv et al., 2010).

Pomocnéa podjednotka GABAreceptoi, tetramerizéni doména draslikového
kanélu (KCTD), ktera vyraznovliviwuje jejich biofyzikalni a farmakologické vlastngsti
se spolu s GB2 podjednotkou kompletuje jako tetrar(etz et al.,, 2011).
Elektrofyziologické studie ukazuji, Ze vSechny 4dyypy proteii KCTD uruji
farmakologii a kinetiku odpa\di receptoi tim, Ze urychluji kinetiku GABA odpowdi
a zvysuji jejich zjevnou afinitu k endogennim agtimh, proto by GABAs receptory
mohly byt tonicky aktivovany zbytkovou GABA. Totbe mit za nasledek tonickou
inhibici presynaptickych GA kanah a tim uvoliovani glutamatu a zarofrenizky
postsynapticky vstupni odpor diky tonické aktivaostsynaptickych Kkanafi. To vie
vede k potlaeni spontanni aktivity v MNTB, ktera naopakize sniZzovat spolehlivost
prenosu na Heldavsynapsi (Wang et al., 2013b). KCTD 12 navic drackgtzvySuje
desenzitizaci odpadi GABAgR aktivovanych K kanati. Jejich dalsi tloha @ize hrat
nagiklad roli v regulovani receptbma bugcném povrchu, pravghodobré snizovanim
internalizace receptdr a zvySovanim tak jejich intenzity receptorové sigrace

na bur¢ném povrchu (lvankova et al., 2013).
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V této praci jsme ukazali, 7e doména KCTD 12 vykata v rékterych
oblastech MNTB odliSné ztieni nez GABAR. KCTD 12 se liSila rozdilnym
vyskytem jak na inhinim boutonu, tak na Held®\kalichu. GABAR jsou umistny
synapticky na PC pod uvaljicim mistem pro GABA/glycin v postsynaptické digéz
kdezto KCTD 12 zde nalezeny nebyly. GABReceptory se vyskytuji perisynapticky
na PC wéi zakorteni, které uviuje excit&ni neuropenaSeé glutaméat. Doména
KCTD 12 se nalézala na exaitdm zakoweni na okrajich aktivni zény uwvaljici
glutaméat. Shodnym Zgobem jako GABA receptory jsme doménu KCTD 12 nasli
rozmistnou extrasynapticky na exait@m i inhibicnim zakodeni a roviz
postsynapticky na hlavnim neuronu. KCTD 12 se &avmyskytovaly ve znéném

mnoZstvi v witém typu glii (studium naplanovéno v dalSich eipentech).

V souwasné dob nejlépe prostudovanou oblasti, ve které se vygkptamocné
podjednotky KCTD, je hipokampus. Jak bylo popsakapsou prof. Berhnharda
Bettlera, KCTD proteiny byly rowf nalezeny v dalSich oblastech mozku, v nizké
hlading byly identifikovany i v gliich a v perifernich tkéch (Metz et al., 2011). O své
roli v MNTB je momentéala velice malo znamo a je proto v naSem dalSim z&jistit
o0 této pomocné podjednotce GABAreceptoi mnohem vice pro&dnictvim

elektrofyziologického zkoumani.

Z naSich vysledk vyplyva, Ze pomocna podjednotka KCTD 12, ktera se
vyskytuje v Uzkém kontaktu s GABAreceptory miZze nejenom ovliiovat jejich
vlastnosti (Schwenk et al., 2010);gobit na dinnost jejich agonista iontovych C&
kanah (Schwenk et al., 2010; Ivankova et al., 2013), talke jejich rozdilny vyskyt
oproti GABAg receptoim miZe mit jinou doposud neprobadanou ulohu spojenpti na

s internalizaci receptdi(lvankova et al., 2013).
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6. Zavéry

Presynaptické a postsynaptické glycinové receptaerjdeldow synapsi
medialniho jadra trapézovitéhaldsa (MNTB) dosplého potkana se liSi svym
podjednotkovym sloZzenim. Nervova zakeni globularnich butk (GBC) obsahujil
homomerni glycinové receptory &), zatimco postsynaptické hlavni neurony (PC)

a la GBC exprimujialp heteromerni glycinové receptory (GlyR).

Hustota postsynaptickych GlyR na&lech PC a mnoZstvi glycinergnich
nervovych zako¥eni v MNTB je glechodr redukovana vlivem oboustranné kochlearni
ablace. Vysledky tak naz#igi Ulohu pirozené senzorické aktivity v utkéni
inhibi¢nich systém MNTB.

Distribuce presynaptickych GlyR na Helddalichu je v souladu s jejich funkci
a pistupnosti pro endogenni agonisty. Glycinové remgptbyly nahromaehy
na Usecich Heldova kalichu typu Zdoiny, které byly v bezpragdni blizkosti
glycinergnich inhibinich zakodenich. Vysledky nazraji existenci na aktivit

zavislého mechanizmu redistribuce presynaptickyigiRG

GABAgR se nachéazeji v MNTBipvazr v oblastech blizko mista uvmvani
neurofgenasée GABA na postsynaptické membedmavniho neuronu. Receptory byly
casto detekovany jak v postsynaptické denziak v jeji bezprogedni blizkosti
(perisynapticky na okrajich asymetrické synapse. REABAgR se vyskytuji hojé
i extrasynapticky jak na presynaptické, tak i pgsaptické membran

Pomocna podjednotka GABAreceptoru, tetramerizai doména draslikového
kandlu 12 (KCTD 12), ktera byla ro¥h zkouméana v MNTB, se liSil@&ast&ne
rozdilnou distribuci ve vztahu ke GABAreceptoru. KCTD 12 nebyla nalezena
perisynapticky a ani v postsynaptické dehzbd inhibénim boutonem uvdljicim
GABA/glycin jako GABAsR a dale perisynapticky pod zakemim, které uvdiuje
glutaméat. Na rozdil od GAB#R se vyskytovala presynapticky na okrajich aktzdmy
uvoliujici glutamét. V ostatnich pozorovanich byla gigtribuce shodna s distribuci
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GABAg receptol. Zjistit jeji presnou Ulohu je Ukolem dalSich naplanovanych

elektrofyziologickych experimett
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Abstrakt

Medialni jadro trapézovitéh@lesa (MNTB) v mozkovém kmeni bylo pouZzito
k naSemu studiu nejenom inhihich, ale i excit&nich vlastnosti glycinovych (GlyR)
a GABAg receptoll (GABAgR) spolu s jeji pomocnou podjednotkou, tj. tetraeaéni
doménou draslikového kanélu (KCTD 12).

Hlavni neurony (PC) v MNTB iesré prevadiji excitani signaly pichazejici
z globularnich bugk (GBC), které se vyskytuji v anteroventralnim Keémnim jade
(AVCN), na inhib&ni signaly smtujici k dalSim kontralateralnim kochlearnim jéur
Krome excitainiho vstupu (Helélv kalich) jsou PC inervovany drobnymi glycinergnimi
inhibi¢nimi vliakny.

Bylo zjiSttno, Zze PC exprimuji inhibni pro chlorid propustné glycinové
receptory, které zprastdkovavaji extrémn rychlou postsynaptickou inhibici.
Elektrofyziologickymi metodami bylo prokazano, Zely® jsou lokalizovany
i na presynaptické membré&rHeldova kalichu a Ze jejich Uloha je zde odliSRée-
a postsynaptické receptory v MNTB tedy plidmé odliSné funkce.

V MNTB muzZeme roviZz nalézt GABAR, které tvéi komplexy s pomocnou
podjednotkou GABA receptoit KCTD, které roviZz vykazuji odliSné vlastnosti
na pre- a postsynaptické memhrateldovy synapse v MNTB.

Cilem &chto rekolika projekti bylo identifikovat podjednotkové slozeni GlyR
v Heldow synapsi, analyzovat rozmisf presynaptickych GlyR a stanovit jejich
souvislost ke glutamat-uvaljicimu presynaptickému aparatu a endogennim iaroj
glycinu, dale zjistit i vyvojové zemy glycinergniho inhiliiniho systému pod vlivem
negirozené kochlearni aktivity a nakonecitipiesnou distribuci GABAR v Heldow

synapsi spolu s jejich pomocnou podjednotkou KCTD.

V nasi laborath bylo zjiStno, Ze imunohistochemické Udaje jsou v souladu
s elektrofyziologickymi nélezy a nazhai, Ze nervovad zakeéeni GBC obsahuji
al homomerni glycinové receptory @), zatimco postsynaptické hlavni neuronyla t
GBC exprimuji alf heteromerni glycinové receptory. Presynaptickél Goyly
nahromadny na Usecich Heldova kalichu typu peliny, které byly v bezpragdni
blizkosti ke glycinergnim inhibnim zakogenim, a podporuji tak nasi hypotézu, Ze

presynaptické @l jsou aktivovany glycinem uvainym z gchto zakotenich.
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Zamezenim firozené kochlearni aktivity bilateralni kochleérablaci ped
nastupem slySeni dochazi k mirnyméndm ve vyvoji inhibiniho neuropenaséového
systému, ktery se s pagdim wkem ogt vraci na piblizné stejnou hodnotu, kterd je

zaznamenana u kontrolnich iati

Dale jsme objevili, ze GABAR v MNTB se nachazeji v blizkosti mista
uvoliovani svého endogenniho neummaseée v postsynaptické denzitPC, krong
toho jsou lokalizovany perisynapticky na okrajidymetrické synapse postsynaptické
membrany a nakonec byly héjidentifikovany extrasynapticky jak na presynapéick
tak postsynaptické membréaxcitanich a inhibénich boutoi.

V neposledni tad®, KCTD pomocné podjednotky GABA receptoru
(podjednotka KCTD 12) exprimuje v MNTB¢tSina neurofi. Jejich distribuce se
casteéne liSila od GABAg receptoii. KCTD 12 nebyla nalezena perisynapticky a ani
v postsynaptické denzitpod inhib&nim boutonem uvaljicim GABA/glycin jako
GABAg receptory a dale perisynapticky pod zalemwim, které uvaluje glutamat,
avSak na rozdil od GABArecepto se vyskytovala presynapticky na okrajich aktivni
z6ny uvohujici glutamét. V ostatnich pozorovanich byla jeistribuce shodna
s distribuci GABA receptoii. Zjistit jeji presnou Ulohu je zahrnuto v dalSich

naplanovanych elektrofyziologickych experimentech.
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Abstract

The Medial Nucleus of the Trapezoid body (MNTB)tle brainstem was used
for our studies not only for inhibitory but alsorfexcitatory properties of glycine
(GlyR) and GABAs receptors (GABAR) together with the auxiliary subunit KCTD 12

(potassium channel tetramerization domain).

Principal cells (PC) in the MNTB accurately convewcitatory signals from
globular bushy cells (GBC), which occur in the aotentral cochlear nucleus (AVCN)
to inhibitory signals leading to further contralate cochlear nuclei. In addition
to the excitatory input (calyx of Held), PCs arenervated by small glycinergic
inhibitory fibers.

It was found that the PC expresses the inhibitdygige receptors permeable
to chloride that mediate extremely rapid postsyicajpthibition. Electrophysiological
methods showed that the GlyR are located on theypaptic membrane of the calyx
of Held and that their role is different. Pre- gmuktsynaptic receptors in the MNTB

perform various different functions.

In the MNTB we can also find GAB#R that form complexes with auxiliary
GABAg receptor subunit KCTD, which also exhibit diffetgmoperties in the pre- and
postsynaptic membrane of the calyx of Held synapse.

The aim of these several projects was to identifysudunit composition
of the GlyR in the synapse of Held, analyze thé&rifistion of the presynaptic GlyR and
establish their relationship to presynaptic gluteenalease apparatus and endogenous
sources of glycine. Determine developmental charafeshe glycinergic inhibitory
system under the influence of an unnatural cochéetivity and figure out the exact
distribution of the GABAR on the Held synapse and their auxiliary subu@3D.

In our laboratory was found that immunohistochemnitzta are consistent with
electrophysiological findings and suggest that eeendings of the GBC contain
theal homomeric glycine receptors ¢©), while the postsynaptic principal cells and
the body of the GBC express th& heteromeric glycine receptors. The presynaptic
Gol were accumulated on calyx segments called swsllihat were in the immediate
proximity of the glycinergic inhibitory endings antlus support our hypothesis that

the presynaptic &l are activated by a glycine spillover from theseninals.
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Preventing the natural cochlear activity by a kilat cochlear ablation before
hearing onset, occurs slight changes in the dewsop of an inhibitory
neurotransmitter system that will with a later agéurn to approximately the same

value, which is recorded in the control animals.

Furthermore, we discovered that the GABA in the MNTB are located
in the vicinity of its release of the endogenousirogansmitters in the postsynaptic
density of the PC, and that they are located pesigiically on the edges
of an asymmetric synapse of the postsynaptic memsbr@nd finally were widely
identified extrasynaptically both onthe presynapand postysnaptic membrane

of the excitatory and inhibitory terminals.

Finally, the auxiliary subunit KCTD 12 of GABAreceptor is expressed by most
of the neurons in the MNTB. Their distribution igrpally different from GABA
receptors. KCTD 12 was not found neither perisyicafly nor in the postsynaptic
density under the inhibitory terminal releasing GX8lycine as GABAs receptors and
perisynaptically under the terminal, which releaghgamate. KCTD 12 unlike the
GABAg receptors occured presinaptically at the edgethe®factive zones releasing
glutamate. In the other observations the distrisutvas the same as GABAeceptors.
To determine its exact role is included in the nesheduled electrophysiological

experiments.
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