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Primarni cilium: mechanismy a funkce

— organela na povrchu bunék umoznujici reagovat
na podnéty z okoli (,, bunécna anténa”) ,
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Primarni a pohybliva cilia

Aktivace signalizace
Direction of beating .
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Poruchy primarnich cilii: dopad na lidské zdravi

e 100+ chorob spojenych s poruchami cilii

Slepota Rakovina Poruchy cichu



Nase klicové otazky

* Pro jaké procesy v burice je primarni cilium dulezité?

* Jaké mechanismy ridi tvorbu a funkci této organely ?

centrioly cilium



Nase experimentalni pristupy - mikroskopie

* Kde se protein X nachdzi a co ruznych situacich , déla“?

Protein X
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(c) Gaia Pigino MPI- CBG



IF (imunofluorescencni) mikroskopie - princip

Detekce a vizualizace proteint pomoci protilatek
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IF (imunofluorescencni) mikroskopie - princip

Detekce a vizualizace proteint pomoci protilatek
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IF mikroskopie - dUvéruj ale proveéruj

Validace specificity protilatek (signal vs ,,sSum®)
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PejSkova et al., JCB



Expanzni mikroskopie — za malo penéz hodné muziky
/
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Expanzni mikroskopie — za malo penéz hodné muziky

Edward Boyden, MIT, USA

- “prosté zvetsim preparat”
- extrémné vysokeé rozliseni i na ,,béznych” mikroskopech

Expanze (4.2x)
>

Spec. Polymer




Expanzni mikroskopie — priklady

centrioly cilium
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PejSkova et al., nepublikovano



Mikroskopické pristupy

* Kde se protein X nachazi a co rtznych situacich , déla“?

Fixni preparaty

Protein X
¥

VS

Live cell imaging



,Live cell imaging” mikroskopie

+ prace s zivymi bunkami — pozorovani zmeén a jejich dynamiky v
ruznych podminkach (napf. rust cilia v ¢ase)

Kontrolm bunky - C|I|um ,,roste
TRRREEE T6h T7h R B TORT

Bunky bez genu X - C|I|um ,Moc neroste

T T e 0 e e T e

e S Eg N e R ‘." v-.?" WA
EToy - = = Py e 45 TP, 4 s S PR, AN s Bl - AR TR

) ,“?FJ&’# e o 1!-*‘:: el ,“*‘?: AL £ e AT :;ﬁfg;{{*}

2 - _ ; -,.' : T - 3 h PR LRI e

Bind et al., nepublikovano Pejskova et al., JCB




,Live cell imaging”“ mikroskopie

- prace s zivymi bunkami — problém vizualizace
— fuze proteinu zajmu s fluorescencnim proteinem

Aequorea victoria, tvorba fluorescencnich proteint (napf. GFP —,,green fluorescence protein®)



,Live cell imaging”“ mikroskopie

- Jak dostat fluorescencni protein do zivych bunék ?

Transfekce

(,,0balena” DNA projde membranou)
- e »
Fuzni gen “ o ®
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Nase experimentalni pristupy

Studium vyznamu cilii pomoci embryonalnich kmenovych bunék

Pluripotent @z~
Inner Mass Cells (€ ) ="

Nervova bunka

Kmenova bunka

ProC ?
Defekty v CNS u nékterych typu ciliopatii




Nase experimentalni pristupy

b,

Kmenova bunka

Nervova bunka

Neuralni Rozety — neuralni trubice ,in vitro”
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Experimentalni strategie pro regulaci genové exprese
(nejen) v kmenovych bunkach

> Jakou ma danym gen/protein funkci a jak je dllezity ?
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Editace gent pomoci CRISPR/Cas9

Cas9 — nukleaza — zlomy v DNA retéezci
gRNA — , guide”/privodce — cileni na specifickou oblast DNA

¢ Target cleavage (DSB)

====—(Qprava s chybou — nefunkcni gen
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Editace gent pomoci CRISPR/Cas9

STEM CELLS AND DEVELOPMENT TECHNICAL NOTE

, Nu

e Typicka ucinnost editace u kmenovych bunék 2-8%

(G&innost transfekce, efektivita oprav DNA, toxicita,...) An Efficient Method for Generation of Knockout Human
’ ’ ’ Embryonic Stem Cells Using CRISPR/Cas9 System
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~ 80% bunék s inaktivovanym genem zajmu




Editace gent pomoci CRISPR/Cas9
- Kmenové bunky bez cilii
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Bind et al., nepublikovano



Regulace genové exprese pomoci SiRNA

DNA RNA protein

r




Regulace genové exprese pomoci SiRNA

DNA RNA

L "

SiRNA — , small interfering” RNA =— RISC — nukledza — zlomy v RNA




Regulace genové exprese pomoci SiRNA

DNA
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Bernatik et al., MBoC



Nase experimentalni pristupy

Studium mechanismu kontroly tvorby primarnich cilii

* Jaké proteiny ridi tvorbu cilii a jak se vzajemné ovlivnuji?
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ProC se zabyvat ,mechanismy“?

Jediny zpusob jak opravdu prijit na
to jak vlastneé dana vec funguje

... a hasledneée byt schopen , néco
udelat” kdyz to nefunguje.
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mechanismus €< funkce

Q11, R93 — mutace u pacientu s ciliopatii

Pochopeni mechanismu (struktura daného proteinu) a
+ L — funkce (co v ciliich pacientu nefunguje) nezbytné pro

e | | moznou terapeutickou intervenci

=N

"\ Ciliogenesis

(,,small molecule” ktera napravi defekt vdaném
proteinu)




ldentifikace proteinovych komplexu a jejich zmén

(A)

Protein X



ldentifikace proteinovych komplexu a jejich zmén

- metoda ,, proximity labeling” — oznaceni proteinu daného komplexu primo v bunce
a jejich nasledna izolace a identifikace

’
-




ldentifikace proteinovych komplexu a jejich zmén

- metoda ,, proximity labeling” — oznaceni proteinu daného komplexu primo v bunce
a jejich nasledna izolace a identifikace

BirA — enzym, ktery ,,0znaci“ vSechny proteiny ve svém okoli

’
-

o.}

Rozdily?




ldentifikace proteinovych komplexu a jejich zmén

. Vice kdyz

- pozitivni funkce?
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Vice kdyz

— negativni funkce?

Bernatik et al., nepublikovano



Testovani vyznamu/funkce proteinu X
JAK?

siRNA/CRISPR + ,rescue” — specificita efektu a srovnani riznych variant proteinu X
(zde Tau Tubulin kinase 2, TTBK2)
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KO — knockout — gen X byl inaktivovan Mut2 — pacientska mutace

Vyslouzil et al., nepublikovano



ProC badat pravé u nas?
e Zakladni vyzkum s moznym terapeutickym presahem

* Mezinarodni spoluprace : Harvard Medical School (USA), Imagine Institute
(France), Queen Mary University (UK), Brunnel University (UK)

* Nase dosavadni vysledky jsou mezinarodné konkurenceschopné
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