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BARDET-BIEDL SYNDROM: TESTOVÁNÍ LÉČIV POMOCÍ BUNĚČNÝCH MODELŮ 

 

Abstrakt 

Bardet–Biedl syndrom (BBS) představuje vzácnou multisystémovou ciliopatii, jejímž 

nejčastějším a nejzávažnějším projevem je retinální degenerace. Fotoreceptory jsou 

vysoce metabolicky aktivní buňky, jejichž světločivný segment tvoří metamorfovaná 

primární cilia. Poruchy v jejich struktuře a funkci, typické pro ciliopatie, mohou vést k 

narušení intraflagelárního transportu, jenž je klíčový pro správnou funkci foto-

transdukčního aparátu. Výsledkem této dysfunkce může být hromadění proteinů v en-

doplazmatickém retikulu (ER) a spuštění ER stresu, který potenciálně vyústí 

v apoptózu. Tato diplomová práce se zabývá primárními ciliemi, ER stresem a apoptó-

zou v BBS10- a/nebo BBS2-deficientním modelu retinálních pigmentových buněk 

a testuje vybrané malé molekuly jako možná terapeutika BBS.  
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Abstract 

Bardet–Biedl syndrome (BBS) is a rare multisystem ciliopathy, with photoreceptor 

death and retinal degeneration being its most frequent and severe manifestation. Pho-

toreceptors are highly metabolically active cells whose light-sensitive outer segment 

is formed by a modified primary cilium. Structural and functional defects in cilia, typi-

cal of ciliopathies, can lead to disrupted intraflagellar transport, which is essential for 

the proper function of the phototransduction machinery. This dysfunction may result 

in protein accumulation in the endoplasmic reticulum (ER) and trigger ER stress, po-

tentially leading to apoptosis. This thesis investigates the primary cilia, ER stress and 

apoptosis in BBS10- and/or BBS2-deficient models of retinal pigmented epithelium 

cells, and tests selected small molecules as potential therapeutics of BBS. 
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1 Úvod 

Primární cilia jsou mikrotubulární organely, které vyčnívají z povrchu téměř všech sav-

čích buněk a hrají klíčovou roli v senzorických a signálních procesech. Jejich funkční a 

strukturální integrita je nezbytná pro správný vývoj a homeostázu řady tkání, včetně 

sítnice. Poruchy ve struktuře nebo funkci primárních cilií vedou k široké skupině one-

mocnění známých jako ciliopatie, mezi které patří například Bardet-Biedl syndrom 

(BBS), kterému se věnuje tato diplomová práce (Turan et al., 2023). 

Tato diplomová práce je shrnuje současné poznatky o BBS, se zvláštním zaměře-

ním na retinální dystrofii, která patří mezi jeho nejčastější a nejzávažnější projevy. Po-

stihuje téměř 95 % pacientů, přičemž první příznaky nastupují již dětském věku a de-

generace tyčinek a čípků progreduje do úplné ztráty zraku ve druhé až třetí dekádě 

života (Adams et al., 2007; Beales et al., 1999; Niederlova et al., 2019). Molekulární 

podstata degenerace fotoreceptorů avšak stále není objasněna. Tato práce si proto dala 

za cíl na proteinové úrovni prozkoumat dynamiku stresu endoplazmatického retikula 

(ER stres), který by mohl vznikat jako důsledek narušeného transportu proteinů do 

primárního cilia, na kterém se podílejí produkty BBS genů; dále pak identifikovat po-

tenciální léčebné cíle a pokusit se zvrátit patologický efekt ER stresu na buněčných mo-

delech s knock-out mutací v genech BBS2 a BBS10. 
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2 Primární cilium 

Primární cilia jsou specializované mikrotubulové struktury vyskytující se na povrchu 

většiny nedělících se savčích buněk (Satir et al., 2010; Sorokin, 1968). Výjimku tvoří 

některé plně diferencované buněčné typy, například zralé adipocyty nebo rhabdomyo-

cyty, které primární cilia nemají (Alieva and Vorobjev, 2004; Fu et al., 2014; Marion et 

al., 2009). Cilia se zapojují do celé řady buněčných procesů, včetně smyslového vní-

mání, buněčné motility, buněčného dělení, migrace, diferenciace a buněčné signalizace 

a komunikace (Anvarian et al., 2019).  

Primární cilia v buňce většinou plní úlohu signálních organely, která buď získává 

signály z okolí vazbou na receptory na svém povrchu, anebo integruje a reguluje sig-

nály pocházející z jiných částí buňky. Díky tomu jsou cilia místem aktivace řady klíčo-

vých signálních drah, mezi které patří například Hedgehog (Huangfu et al., 2003; Ro-

hatgi et al., 2007), Wnt (Simons et al., 2005), Notch (Ezratty et al., 2011), Hippo (Habbig 

et al., 2011), anebo signální dráhy růstových faktorů (Nita et al., 2025; Wheway et al., 

2018).  

2.1 Struktura primárního cilia 

Na buněčných površích se nacházejí různé typy cilií, které se liší svou pohyblivostí, po-

čtem a strukturou. Každý typ cilií plní specifické úlohy, jež se odrážejí jejich morfolo-

gické a funkční variabilitě. Rozlišujeme tedy motilní cilia, schopné aktivního pohybu, a 

nemotilní cilia, kam řadíme i primární cilium, jehož stavbě bude věnována tato kapi-

tola.  

Na povrchu buněk se z pravidla vyskytuje právě jedno primární cilium, předsta-

vující vysoce organizovanou buněčnou organelu, jejíž architekturu tvoří axonema tvo-

řená mikrotubuly rostoucími z bazálního tělíska. Axonema je obklopena specializova-

nou ciliární membránou, která se od běžné plazmatické membrány liší jak složením 

lipidů, tak zastoupením specifických membránových proteinů (Obrázek 1).  
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Obrázek 1 Struktura primárního cilia  

(vytvořeno pomocí BioRrender.com) 

 

Ve své proximální části je axonema typicky prstencová struktura 9 párů mikrotu-

bulů vycházejících z bazálního tělíska. Bazální tělísko vzniká maturací mateřské cen-

trioly a skládá se z 9 tripletů mikrotubulů uspořádaných do soudkovitého tvaru, sub-

distálního úponu a distálního úponu, které ho připojují k membráně (Chang et al., 

2015). Na rozdíl od motilních cilií postrádají primární cilia centrální pár mikrotubulů 

a vyskytují se tak v mikrotubulové konfiguraci 9+0. Dalším rozdílem je i absence vnitř-

ních a vnějších dyneinových ramen, které umožňují pohyb motilních cilií (Bloodgood, 
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2009; Satir and Christensen, 2007). Axonema poskytuje vazebná místa pro motorové 

proteiny a to zejména některé kinesiny a cytoplazmatický dynein-2, které umožnují 

transport molekul uvnitř cilia (Li and Ran, 2024). Tento aktivní pohyb molekul ozna-

čujeme jako intraflagelární transport (IFT) a je zásadní nejen pro udržení ciliární ho-

meostázy ale i buněčnou signalizaci. IFT je zodpovědný za transport tubulinových di-

merů pro stavbu axonemy, která je neustále udržována v aktivním ekvilibriu (Lech-

treck, 2015; Qin et al., 2004). IFT se také podílí na transportu funkčních molekul a bě-

hem aktivace signálních drah zabezpečuje transport jejich komponent do cilia, v rámci 

cilia a také zpět do cytoplazmy. Tato závislost na IFT je podmíněna tím, že ve většině 

primárních cilií neprobíhá proteosyntéza (Pazour and Rosenbaum, 2002).  

IFT je obousměrný transport a zatímco kinesin obstarává anterográdní transport 

k apikálnímu konci cilia, retrográdní transport je zprostředkován dyneinem-2 (Ro-

senbaum and Witman, 2002). Na motorové proteiny jsou navázány IFT částice, které 

zprostředkovávají vazbu s transportovanými molekulami. IFT jsou složeny ze 2 sub-

komplexů: IFT-A, který je tvořen 6 proteiny, a IFT-B složený z 15 proteinů (Pedersen 

and Rosenbaum, 2008; Taschner et al., 2012). IFT komplexy společně s oktamerickým 

proteinovým komplexem BBSome zprostředkovávají IFT (Lechtreck, 2015). BBSome 

funguje jako adaptér mezi IFT částicemi a samotným nákladem, který je transportován 

v rámci IFT. Připojení BBSomu k bazálnímu tělísku a jeho regulaci vstupu do cilia 

umožňuje přítomnost malé GTPázy BBS3/ARL6. BBSome je sestavován postupně a za 

jeho správné sestavení je zodpovědný chaperoninový komplex, složený z proteinů 

BBS6, BBS10 a BBS12 (Álvarez-Satta et al., 2017).  

Distální konec primárního cilia představuje strukturálně unikátní oblast, kam ne-

dosahují všechny axonemální mikrotubuly a tím vzniká prostor umožňující dynamický 

růst a resorpci axonemy. Zároveň zde probíhá reorganizace proteinů zajišťujících IFT 

a pravděpodobně také aktivace signálních drah včetně Hedgehog (Garcia-Gonzalo and 

Reiter, 2017; Pedersen et al., 2012). Ciliární mikrotubuly jsou charakteristické rever-

zibilními post-translačními modifikacemi (Westermann and Weber, 2003). Tyrosinace 

a detyrosinace mění afinitu mikrotubulů k IFT částicím, která umožňuje obousměrný 
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transport v ciliu (Chhatre et al., 2025). Nacházíme u nich také polyglutamylaci, přičemž 

defektní axonemální polyglutamylace má za následek narušení stability cilií a poruchu 

transportu přenašečů signálu do cilií (Hong et al., 2018). Glycylace je přítomná při 

vzniku primárních cilií a ovlivňuje jejich délku (Gadadhar et al., 2017). Acetylace ovliv-

ňuje mechanické vlastnosti cilia (Chawan et al., 2020; Nguyen et al., 2015), přičemž 

deacetylace mikrotubulů je jedním z procesů provázejících resorpci cilia (Pugacheva 

et al., 2007a). 

Proximální část cilia je tvořena přechodovou zónou, která obsahuje Y-links mole-

kuly propojující mikrotubuly axonemy s ciliární membránou. Slouží jako bariéra, která 

znemožňuje prostou difuzi velkých proteinů dovnitř cilia (Szymanska and Johnson, 

2012).  

Ciliární membrána se svým lipidovým složením výrazně odlišuje od buněčného 

membrány i membrány periciliární oblasti. Je totiž specificky obohacena o steroly, gly-

kolipidy a sfingolipidy (Tyler et al., 2009). Odlišné složení ciliární membrány, kon-

krétně obsah cholesterolu ovlivňuje například Hedgehog signalizaci (Kinnebrew et al., 

2019). Spekuluje se o tom i v případě lokalizace FGFR2 (Fibroblast growth factor re-

ceptor 2), jehož signalizace je závislá na lokalizaci v ciliární membráně (Nita et al., 

2025). 

2.2 Ciliogeneze 

Primární cilia se obvykle vytvářejí po ukončení mitózy v časné G1 fázi, případně po 

opuštění buněčného cyklu (fáze G0). Jejich tvorba může být vyvolána například ode-

bráním mitogenů nebo zahájením buněčné diferenciace (Marion et al., 2009; Wheatley 

et al., 1996). Studium primárních cilií probíhá na zavedených in vitro modelech, kte-

rými jsou například myší fibroblasty 3T3 nebo lidské retinální pigmentované epiteli-

ální (RPE) buňky, u nichž lze tvorbu cilií spolehlivě indukovat odebráním séra z kulti-

vačního média (Pugacheva et al., 2007b; Tucker et al., 1979). 

Ciliogeneze může probíhat dvěma různými mechanismy: extracelulární a intrace-

lulární drahou. Extracelulární ciliogeneze je iniciována ukotvením bazálního tělíska 
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odvozeného od mateřské centrioly, v kortexu bohatém na aktin a využívají ji např. 

buňky řasinkového epitelu (Ishikawa and Marshall, 2011). RPE využívají intracelulární 

dráhu, která je iniciována v cytoplazmě. Distální úpony mateřské centrioly na sebe vá-

žou vezikuly pocházející z Golgiho aparátu, které následně splývají v jednu větší ciliární 

vezikulu, která se naváže na distální konec mateřské centrioly (Sorokin, 1968). 

V další fázi iniciace ciliogeneze je nezbytné odstranit tzv. capping proteiny CP110 

a CEP97, které znemožňují růst axonemy. Odstranění těchto proteinů je závislé na pro-

teinu Tau tubulin kináza 2, která se přibližuje k bazálnímu tělísku prostřednictvím in-

terakce s CEP164 (Goetz et al., 2012). Tento krok je nezbytný pro zahájení polymerace 

mikrotubulů a tvorbu axonemy, která roste směrem k buněčnému povrchu a je obalena 

ciliární membránou. V oblasti mezi bazálním tělískem a axonemou se vytváří přecho-

dová zóna (Tyler et al., 2009) a aktivuje se IFT, který je nezbytný pro vytvoření struk-

tury a fungování cilia (Pedersen et al., 2008). 

2.3 Ciliopatie 

Ciliopatie lze definovat jako skupinu geneticky podmíněných onemocnění, která jsou 

způsobena defekty ve struktuře nebo funkci primárních či motilních cilií (Reiter and 

Leroux, 2017). Geneticky představují heterogenní skupinu chorob a syndromů, které 

jsou způsobeny patologickými variantami ve více než 507 genů (Turan et al., 2023). Ty 

vedou k narušení funkce cilií, což se klinicky manifestuje širokým spektrem příznaků, 

které mohou zahrnovat například retinální degeneraci, polydaktylii, obezitu, nebo vro-

zené srdeční vady (Turan et al., 2023). Dysfunkce signálních drah v důsledku defektu 

cilií může vést k narušení organogeneze, čímž lze vysvětlit multisystémový charakter 

většiny ciliopatií (Braun and Hildebrandt, 2017).  

Podle toho, zda mutované geny kódují přímo proteiny lokalizované v ciliích, nebo 

zasahují do ciliárních procesů nepřímo, rozlišujeme primární a sekundární ciliopatie 

(Reiter and Leroux, 2017). 18 známých sekundárních ciliopatií je způsobeno mutacemi 

v genech, které sice neprodukují ciliární proteiny, ale podílejí se na procesech nezbyt-

ných pro ciliární funkci, například vezikulární transport. Primárních ciliopatií je 
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popsáno 34. Vznikají v důsledku mutací v genech, jejichž produkty se lokalizují přímo 

do axonemy, cilia, přechodové zóny či bazálního tělíska (Turan et al., 2023). Mezi tyto 

onemocnění patří například Joubertův syndrom, Meckel-Gruberův syndrom nebo Bar-

det-Biedl syndrom, na který se zaměřuje tato diplomová práce. 
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3 Bardet-Biedl syndrom 

Bardet-Biedl syndrom (BBS) (OMIM#209901; ORPHA: 110) je vzácné genetické mul-

tisystémové onemocnění s variabilní klinickou manifestací (Obrázek 2). Klinická dia-

gnóza BBS byla dle Forsythe a Beales stanovena přítomností buď čtyř hlavních znaků, 

nebo tří hlavních znaků a dvou vedlejších znaků. Hlavní znaky zahrnují dystrofii 

tyčinek a čípků sítnice, obezitu s ukládáním tuku v oblasti trupu, postaxiální polydak-

tylii, poruchy duševního vývoje, hypogenitalismus a renální insuficienci. Mohou se 

však projevit i méně časté symptomy, které označujeme jako vedlejší znaky. Mezi ně 

patří neurologické poruchy, poruchy čichu, dentální a orální abnormality, dále také 

kardiovaskulární, gastrointestinální, endokrinní a metabolické poruchy (Forsythe and 

Beales, 2013). V roce 2024 byla tato kritéria rozšířena o molekulární diagnostiku, která 

je ve většině zemí dnes k dispozici. Nová kritéria navíc zohledňují i věk pacienta a jsou 

proto stanovena pro každou věkovou skupinu (in utero, dětství, adolescence a dospě-

lost) (Dollfus et al., 2024). 

Projevy in utero, které zahrnují polydaktylii, abnormality ledvin, situs inversus a 

hydrometrocolpos, mohou být pozorovány během prenatálního ultrazvukového vyšet-

ření ve druhém trimestru. U 39 % jedinců je však vyšetření bez nálezu, přičemž abnor-

mality ledvin nebo polydaktylie jsou zjištěny až postnatálně (Mary et al., 2019). BBS je 

progresivní onemocnění; polydaktylie je jako jediný z hlavních znaků zřejmý od naro-

zení, zatímco ostatní symptomy se rozvíjejí či prohlubují během života (Forsythe and 

Beales, 2013). Diagnóza proto bývá nejčastěji stanovena až po nástupu prvních zná-

mek zrakového postižení (Hamel, 2007), nicméně obecně je možná v jakémkoli věku 

vzhledem ke klinické variabilitě pleiotropních příznaků a asynchronním projevům 

(Dollfus et al., 2024). Přestože bývá struktura motilních cilií u většiny pacientů s BBS 

zachována, často se u nich vyskytují příznaky typické pro motilní ciliopatie. Patří mezi 

ně například syndrom dechové tísně novorozence, časté záněty středního ucha nebo 

astma (Shoemark et al., 2015). 
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Obrázek 2 Klinická manifestace Bardet-Biedl syndromu, vytvořeno pomocí BioRrender.com 

Prevalence BBS se v evropské a severoamerické  populaci odhaduje přibližně na 

1:160 000 až 1:125 000 (Beales et al., 1997; Klein and Ammann, 1969). Výrazně vyšší 

výskyt byl však zaznamenán v izolovaných a pravděpodobně konsanguinních komuni-

tách; příkladem je prevalence 1:3 700 na Faerských ostrovech (Hjortshøj et al., 2009), 

1:13 500 u beduínské populace v Kuvajtu (Farag and Teebi, 1989) nebo 1:18 000 v Ne-

wfoundlandu (Moore et al., 2005). 

BBS je autosomálně recesivní onemocnění, které je asociováno s patologickými 

variantami ve 26 genech (Příloha A) (Dollfus et al., 2024). Poté, co byl model trialelické 

dědičnosti (k fenotypovému projevu onemocnění dojde, pouze pokud je pacient nosi-

telem 3 patologických variant ve 2 genech) pro BBS odmítnut (Abu-Safieh et al., 2012), 

byly 4 geny (NPHP1, CCDC28B, TMEM67, TTC21B) s BBS spojeny jako genetické 
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modifikátory druhého řádu, které přispívají k fenotypové variabilitě, ale jejich rele-

vance v patologii je předmětem diskuze (Forsyth and Gunay-Aygun, 1993; Perea-Ro-

mero et al., 2022; Tian et al., 2023).  

Některé produkty BBS genů se podílí na IFT, jelikož osm z nich (BBS1, BBS2, BBS4, 

BBS5, BBS7, BBS8/ TTC8, BBS9, a BBS18/ BBIP1) tvoří strukturu označovanou jako 

BBSome (Ansley et al., 2003; Badano et al., 2003; Jin et al., 2010; Li et al., 2004; Mykytyn 

et al., 2001; Nishimura et al., 2005, 2001; Scheidecker et al., 2014). K sestavení BBSomu 

je nutná přítomnost chaperoninového komplexu tvořeného proteiny BBS6/MKKS, 

BBS10, BBS12 a šesti chaperonin-containing TCP1 proteiny, které interagují s BBS2 

a BBS7 podjednotkami (Seo et al., 2010). BBS3/ARL6, BBS14 a BBS17 zajišťují správný 

transport BBSomu do cilia i jeho pohyb v rámci struktury samotné (Barbelanne et al., 

2015; Seo et al., 2011; Stowe et al., 2012). Zbylé geny asociované s BBS kódují proteiny, 

jejichž funkce není přímo spojena s funkcí nebo stavbou primárního cilia (Chiang et al., 

2006; Weihbrecht et al., 2017). Incidence jednotlivých BBS s popisem genu a funkce 

proteinů je uvedena v Příloze A. 

Nejčastějšími genetickými příčinami BBS jsou mutace v genech BBS1, BBS10 

a BBS2, které dohromady tvoří téměř polovinu všech případů (Niederlova et al., 2019). 

Patologické varianty v BBS1 genu jsou vůbec nejzastoupenější (nacházíme je u 23,4 % 

pacientů) a bývají spojovány s mírnějším fenotypovým projevem onemocnění. BBS1 

patologie se typicky vyznačuje nižší penetrancí renálních anomálií a polydaktylie, při-

čemž ostatní hlavní znaky syndromu jsou přítomny v různé míře. Patologické varianty 

BBS2 jsou přítomny asi u 9,6 % pacientů a jsou naopak spojovány s častějším výskytem 

postižení ledvin a polydaktylií; pacienti zároveň vykazují nižší stupeň obezity. BBS10 

je se 14,5 % druhým nejčastěji mutovaným genem u BBS a je asociován s nejzávažněj-

ším renálním postižením; navíc bývá přítomen vyšší stupeň obezity, který nastupuje 

v ranném věku (Forsyth and Gunay-Aygun, 1993; Niederlova et al., 2019). U pacientů 

s patologickou variantou v genu BBS10 byl zaznamenán časnější nástup degenerace re-

tiny ve srovnání s mutacemi BBS1 nebo BBS2, a díky elektroretinografii je možné ab-

normality odhalit již před vypuknutím prvních příznaků (Denniston et al., 2014). 
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Bialelické varianty BBS2 i BBS10 mohou být spojeny i s nesyndromatickou izolovanou 

retinititis pigmentosa (Dollfus et al., 2024; Shevach et al., 2015). 

 

3.1 Retinální dystrofie 

Retinální dystrofie je nejčastějším znakem BBS a postihuje 94,4 % pacientů (Nieder-

lova et al., 2019). Projevuje se nejčastěji jako dystrofie tyčinek a čípků sítnice s časným 

postižením makuly (Denniston et al., 2014). Makulární degenerace se nejprve proje-

vuje šeroslepostí, následována je progresivní ztrátou periferního vidění, poruchou bar-

vocitu a celkovou ztrátou zrakové ostrosti (Weihbrecht et al., 2017). První příznaky 

nastupují průměrně ve věku 8 let (Beales et al., 1999) a k úplné ztrátě zraku dochází 

ve druhé nebo třetí dekádě života (Adams et al., 2007). Kromě typické retinální dystro-

fie se u pacientů s BBS často vyskytují i další oftalmologické komplikace, mezi něž patří 

astigmatismus, strabismus, makulární degenerace doprovázená edémem, dále kata-

rakta a v neposlední řadě také atrofie optického nervu. Tyto symptomy také přispívají 

k celkovému zhoršení zraku (Beales et al., 1999). 

V současnosti neexistuje žádná účinná terapie, která by dokázala progresi reti-

nální degenerace zvrátit nebo alespoň zpomalit. Jediným možným přístupen je včasné 

osvojení kompenzačních strategií, jako je výuka Braillova písma, nácvik prostorové 

orientace a samostatného pohybu s bílou holí, nebo využívání specializovaného soft-

waru pro práci s elektronickými zařízeními, které umožňují rozvoj soběstačnosti a ne-

závislého života (Dollfus et al., 2024; Forsyth and Gunay-Aygun, 1993). 

Porozumění patogenezi retinální degenerace u BBS a ciliopatií obecně je klíčové 

pro vývoj účinné cílené terapie. Retina je totiž postižena u většiny ciliopatií; příčinou 

je degenerace fotoreceptorů. Jsou to specializované neurony, u kterých rozlišujeme ze-

vní segment s membránovými invaginacemi, které u tyčinek a čípků tvoří disky, re-

spektive lamely (Steinberg et al., 1980). Ty jsou neustále obměňovány z důvodu svě-

telného poškození a zbytky disků jsou fagocytovány retinálními pigmentovými buň-

kami (Young, 1967). Světločivné zevní segmenty fotoreceptorů jsou vysoce 
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specializovaná metamorfovaná cilia (Ramamurthy and Cayouette, 2009). Díky obsahu 

retinalu v rhodopsinu jsou tyčinky schopny reagovat na přítomnost fotonů a aktivovat 

kaskádu a tvorby akčního potenciálu, který se přenáší na oční nerv (Patel and Tsiokas, 

2021). Rhodopsin je transmembránový protein, jenž patří mezi receptory spřažené s 

G-proteiny (GPCR) a podobně jako i ostatní proteiny musí být do vnějšího segmentu 

fotoreceptoru transportován. Jeho transport do primárního cilia zprostředkovává 

GTPáza Rab8 (Wang et al., 2012).  

Hypotéza, že retinální degenerace u BBS je důsledkem chybné lokalizace ro-

dopsinu, patřila mezi hojně diskutované mechanismy patogeneze onemocnění. Tato 

teorie byla podpořena studií na myším modelu s knock-out mutací v genu BBS2; ta pro-

kázala aberantní lokalizaci rhodopsinu, kterou autoři asociovali s degenerací fotore-

ceptorů (Nishimura et al., 2004).  

Dle alternativní hypotézy degenerace fotoreceptorů u BBS nemusí být primárně 

způsobena chybným transportem rodopsinu, ale spíše akumulací proteinů vnitřního 

segmentu, což poukazuje na širší poruchu intracelulárního transportu a proteostázy 

(Seo et al., 2010). Navíc, přímá interakce mezi BBSomem a signální cíliární sekvencí 

rhodopsinu nebyla prokázána (Klink et al., 2017), přestože je BBSome esenciální při 

importu jiných GPCR v neuronech (Berbari et al., 2008). Nedávné studie ukazují, že za-

tímco ve většině buněk je nezbytné plně sestavený BBSome, v buňkách fotoreceptorů 

je tolerována i částečně sestavená forma (Hsu et al., 2021). 

Další hypotézou pro mohutnou apoptózu fotoreceptorů u ciliopatií je vznik ne-

kontrolovaného ER stresu a to v důsledku defektního IFT mezi vnějším a vnitřním seg-

mentem (Wright et al., 2010). To bylo podpořeno myším modelem s mutací v genu 

Bbs12, který vykazoval vyšší hladiny markerů ER stresu (Mockel et al., 2012). ER stres 

je intenzivně studovanou oblastí výzkumu a signální dráhy, které popisuji v následují-

cích kapitolách, představují perspektivní terapeutické cíle díky dostupnosti celé řady 

inhibitorů a modulátorů. 
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4 ER stres 

ER je dynamický systém cisteren a kanálků, který mj. umožnuje translaci a post-

translační modifikace některých sekretovaných, membránových a strukturních pro-

teinů. Pokud tyto projdou mechanismy kontroly kvality, jsou transportovány do Gol-

giho aparátu, odkud mohou být dále transportovány na povrch buňky, do lysozomů 

nebo být sekrečními váčky uvolněny z buňky (Rapoport, 2007). ER umožňuje protei-

nům získat jejich nativní strukturu pomocí tzv. foldingu proteinů a je zároveň místem, 

kde dochází k řadě posttranslačních modifikací včetně glykosylace, odstraňování sig-

nální sekvence a tvorbě disulfidických můstků (Braakman and Hebert, 2013). Správ-

nou funkci enzymů, především chaperonů, zajišťuje přítomnost vápenatých iontů uv-

nitř ER (Anken and and Braakman, 2005). 

Udržení homeostázy ER je klíčové k jeho správnému fungování. ER reaguje na zvý-

šenou koncentraci nesbalených nebo špatně sbalených proteinů ve svém lumen (ER 

stres) aktivací intracelulárních signálních drah, souhrnně nazývaných jako „odpověď 

na nesbalené proteiny“ (Unfolded Protein Response – UPR) (Obrázek 3). UPR zastupují 

tři mechanicky odlišné větve, jenž regulují expresi mnoha genů, které udržují ho-

meostázu v ER nebo spouští apoptózu, pokud stres ER přetrvává. Jedná se o dráhy ak-

tivované transmembránovými receptory PERK (Protein kinase receptor – like endoplas-

mic reticulum kinase), ATF6 (activating transcription factor 6) a IRE1α (inositol-

requiring enzyme 1 α) (Cao and Kaufman, 2012). Jejich luminální domény fungují jako 

senzory ER stresu; za fyziologických podmínek v lumen ER preferenčně interagují 

s chaperonem GRP78/BiP (Glucose-regulated protein 78), čímž je jejich aktivita potla-

čena. V případě akumulace proteinů v ER je však tato rovnováha vychýlena ve pro-

spěch nesbalených proteinů, BiP se tak uvolní z komplexu se senzory ER stresu a jejich 

cytosolická doména následně aktivuje signální efektory UPR (Hendershot, 2004; 

Pfaffenbach and Lee, 2011).  

Aktivace UPR vede ke globálnímu utlumení translace, ale zároveň aktivuje tran-

skripční faktory, které zvyšují transkripci genů kódujících chaperony a proteiny ER 
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Associated Degradation (ERAD). Prostřednictvím procesu ERAD jsou nesbalené pro-

teiny transportovány z ER do cytosolu a následně ubikvitylovány a degradovány pro-

teazomem 26S (Smith et al., 2011). UPR lze funkčně rozdělit do dvou fází: během rané 

fáze vzniká protektivní odpověď v rámci které jsou aktivovány adaptační mechanismy 

zaměřené na obnovení homeostázy ER a snížení jeho zátěže. V případě, že stres přetr-

vává a přesahuje kompenzační kapacitu buňky, UPR přechází do pozdní proapopto-

tické fáze, charakterizované aktivací signálních drah vedoucích k programované bu-

něčné smrti (Roller and Maddalo, 2013). 

ER stres hraje klíčovou roli v patogenezi různých očních onemocnění, včetně glau-

komu, diabetické retinopatie, věkem podmíněné makulární degenerace, retinitis pig-

mentosa, achromatopsie, katarakty, nebo uveálního melanomu. Mechanismy vedoucí k 

ER stresu zahrnují genetické mutace zodpovědné za vznik aberantních proteinů, epi-

genetické modifikace, poruchy autofagie, oxidativní stres, mitochondriální dysfunkci a 

poruchy metabolismu (Chen et al., 2023).  

4.1 PERK signální dráha 

PERK hraje klíčovou roli v regulaci translace během ER stresu (Obrázek 3). V reakci na 

ER stres se PERK aktivuje uvolněním BiP z luminální domény, oligomerizuje a ná-

sledně fosforyluje Ser51α podjednotky eukaryotického iniciačního faktoru 2 (eIF2α) 

(Walter and Ron, 2011). Ten je součástí ribozomu a jeho fosforylace dočasně utlumuje 

proteosyntézu a omezuje přísun nově vznikajících proteinů do lumen ER, čímž se sni-

žuje i zátěž ER, jež je důležitá k obnově homeostázy. Fosforylace eIF2α způsobí také 

iniciaci translace aktivačního transkripčního faktoru 4 (ATF4). Za fyziologických pod-

mínek je translace ATF4 inhibována jeho 5′ nepřekládanou oblastí. Při ER stresu však 

mRNA kódující tento protein uniká inhibici translace způsobené fosforylací eIF2α díky 

přítomnosti upstream otevřených čtecích rámců v této oblasti. ATF4 je klíčový pro ex-

presi genů zapojených do regulace redoxní rovnováhy, metabolismu aminokyselin, 

syntézy proteinů, apoptózy a autofagie (Lu et al., 2004; Vattem and Wek, 2004). 



ER STRES 

35 

ATF4 se zároveň účastní negativní zpětnovazebné smyčky pro obnovu proteosyn-

tézy. ATF4 způsobí zvýšení exprese GADD34 (Growth Arrest and DNA Damage-induci-

ble 34), regulační podjednotky fosfatázy PP1, která následně defosforyluje p-eIF2α, 

čímž obnovuje jeho aktivitu a umožňuje obnovení translace (Novoa et al., 2001). Při 

přetrvávajícím ER stresu ATF4 zvyšuje expresi proteinu CHOP (C/EBP-homologous 

protein) vazbou na jeho promotor (Harding et al., 2000). CHOP jako transkripční faktor 

ovlivňuje transkripci jak antiapoptotických genů tak i proapototických genů, včetně 

genů kódující GADD34 nebo BCL2 (Apoptosis regulator Bcl-2) (Hu et al., 2019). CHOP 

deficientní buňky byly rezistentní k apoptóze způsobené ER stresem (Nam et al., 

2015). 

 
Obrázek 3 Schéma ER stresu a UPR 

převzato (Li et al., 2020) 

 

PERK také dokáže fosforylovat komplex KEAP-Nrf2, čímž zapříčiní jeho rozpad. 

Nrf2 poté v jádře funguje jako transkripční faktor (Cullinan et al., 2003). HERPUD1 

(Homocysteine Inducible ER Protein With Ubiquitin Like Domain 1) je rezidentním 



ER STRES   

36 
 

membránovým proteinem ER, který je zapojen v regulaci ubiquitin-ligázového kom-

plexu HRD1 a reguluje degradaci proteinů v ER (Huang et al., 2014). Nrf1 přímo akti-

vuje expresi HERPUD1 prostřednictvím antioxidačních regulačních elementů (ARE-

like response elements) (Ho and Chan, 2015).  

4.2 IRE1α signální dráha 

IRE1α je transmembránová protein-kináza, která obsahuje dvě katalytické domény: 

serin/threonin protein-kinázovou doménu a endoribonukleázovou doménu. Po akti-

vaci se jednotlivé molekuly IRE1α oligomerizují a fosforylují, čímž získávají ribo-

nukelázovou funkci. Takto aktivovaný IRE1α je schopný sestřihu mRNA mj. transkripč-

ního faktoru XBP1 (X-box binding protein 1), přičemž se vyštěpí 26-nukleotidový in-

tron, který umožní posun čtecího rámce a  vznik aktivní formy transkripčního faktoru 

XBP1s (Walter and Ron, 2011). XBP1s indukuje transkripci genů kódujících proteiny 

zapojené v procesech sbalování proteinů, jejich maturaci či export z ER (Yoshida et al., 

2001).  

ER stres může být také ovlivněn rozpadem mRNA pomocí RIDD (regulated IRE1-

dependent decay). Pomocí RIDD je snížena hladina anti-apoptotické pre-miRNA, tudíž 

se zvyšuje transkripce proapoptotické kaspázy-2, která štěpí efektorové kaspázy (na-

příklad kaspáza-3) a vyústí v apoptózu (Chen and Brandizzi, 2013).  

Díky své endonukleázové aktivitě může IRE1α také aktivovat dráhu c-Jun N-ter-

minální kinázy (JNK) prostřednictvím přímé interakce s TRAF2 (tumor necrosis factor 

(TNF) receptor associated factor 2). Tento komplex IRE1α–TRAF2 následně aktivuje 

ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1), což vede k fosforylaci JNK a indukci 

apoptózy (Urano et al., 2000). 

4.3 ATF6 signální dráha  

Když nastane ER stres, dojde k disociaci BiP z ATF6, který se na rozdíl od PERK a IRE1α 

aktivuje de-oligomerizací, která obnaží lokalizační sekvenci a umožní translokaci ATF6 
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do Golgiho aparátu. Tam dochází postupně ke štěpení ATF6 proteázami site-1 protease 

(S1P) and site-2 protease (S2P), čímž dojde k odštěpení 50 kDa fragmentu označova-

ného jako ATF6p50. Jedná se o aktivní formu ATF6, která díky přítomnosti bazického 

leucinového zipu působí v jádře jako transkripční faktor (Haze et al., 1999). ATF6p50 

je zodpovědný za transkripci cílových genů pro chaperony, včetně BiP a GRP94 

(Glucose-regulated protein 94), dále pak foldáz, CHOP nebo proteinů ERAD (Reimold et 

al., 2001; Wu et al., 2007). ATF6p50 a XBPs podporují biogenezi ER a Golgiho aparátu, 

čímž zvyšují sekreční kapacitu buňky při stresu v endoplazmatickém retikulu 

(Bommiasamy et al., 2009; Shaffer et al., 2004). 

4.4 Chemické navození ER stresu 

K navození ER stresu v experimentálních podmínkách se běžně využívají chemické 

látky s různým mechanismem účinku. Jedná se o například inhibitory glykosylace, 

disruptory vápníkového metabolismu, redukční činidla, nebo látky způsobující hypo-

xii. 

Většina nově syntetizovaných proteinů v ER podléhá posttranslačním modifika-

cím, které jsou často nezbytné pro jejich maturaci. Na tyto mechanismy cílí první sku-

pina induktorů ER stresu, které inhibují N-glykosylaci. Konkrétním příkladem je tuni-

camycin, což je antibiotikum produkované Streptomyces lysosuperificus a jeho mecha-

nismem účinku je inhibice aktivity enzymu GlcNAc-1-P transferáza (UDP-N-acetyl-

glucosamine—dolichyl-phosphateN-acetylglucosaminephosphotransferase), čímž blo-

kuje N-glykosylaci. Méně účinným inhibitorem je také 2-deoxy-D-glukóza (Dorner et 

al., 1990; Takatsuki et al., 1971). 

Další skupinou látek indukující ER stres jsou disruptory metabolismu vápenatých 

iontů (Ca²⁺). Koncentrace Ca²⁺ iontů v ER je vysoká a některé chaperony, jako BiP, jsou 

na Ca²⁺ závislé. Látky, které tuto homeostázu naruší, vedou k ER stresu. A23187 (vá-

penatý ionofor) a thapsigargin (inhibitor Ca²⁺ pumpy) jsou běžně používané k mode-

lování ER stresu (Price et al., 1992). Redukční činidla dithiotreitol a 2-merkaptoethanol 

znemožňují tvorbu disulfidických můstků, čímž vyvolávají ER stres. Hypoxie může být 
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rovněž indukuje ER stres, předpokládá se, že snížená koncentrace glukózy, způsobená 

přechodem z aerobní na anaerobní glykolýzu, může inhibovat N-glykosylaci a tím na-

vodit ER stres (Akman et al., 2021). 
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5 Materiál a metody 

5.1  Buněčné kultury 

K experimentům byla použita linie imortalizovaných lidských retinálních pigmentova-

ných epiteliálních buněk hTERT RPE-1 (dále v textu pouze RPE-1); konkrétně její wild-

type varianta, tři klonální linie nesoucí knock-out mutace se ztrátou funkce proteinu 

BBS10 – 3G1,12D2 a 2B2, jedna linie s knock-out mutací se ztrátou funkce proteinu 

BBS2 a jeho addback (knock-in BBS2 proteinu fúzovaného s proteinem SYFP2 super 

yellow fluorescent protein; dále v textu BBS2-SYFP) (Prasai et al., 2020). Tyto RPE-1 

linie byly připraveny metodou CRISPR/Cas9 a získány pro naši laboratoř od dr. Mar-

tiny Huranové (Laboratoř genetiky a patologie řasinek na Ústavu molekulární genetiky 

AV ČR, v.v.i.). 

Buněčné linie byly kultivovány v inkubátoru při teplotě 37 °C, 5 % CO2 v komplet-

ním DMEM/F-12 médiu, které bylo připraveno obohacením DMEM/F-12, GlutaMAX™ 

supplement média (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12, Gluta-

MAX™ supplement, Gibco™, Thermo Fisher Scientific kat. č. 31331028) o 10 % tepelně 

ošetřeného fetálního bovinního séra (Thermo Fisher Scientific kat. č. F7524) a směsí 

penicilinu a streptomycinu (Biosera, kat. č. XC-A4122/100) o výsledné koncentraci pe-

nicilin v koncentraci 60,27 mg/l, streptomycin v koncentraci 100 mg/l. Buňky byly pa-

sážovány při dosažení konfluence při koncentraci buněk 2x104 až 4x104 na cm2. Buňky 

byly uvolněny z podkladu odpovídajícím množstvím 1x trypsinu v PBS, kultivovány 10 

minut inkubátoru, následně byl trypsin inaktivován přidáním 1,5x množstvím kom-

pletního média. Suspenze buněk byla centrifugována 250 g po dobu 5 min. Superna-

tant byl odstraněn a buněčný pelet byl rozesuspendován v 1 ml kompletního média, 

aby bylo možné stanovit koncentraci buněk pomocí počítače buněk (Beckman Coulter 

Z2 S Dual Cell Counter Particle Size Analyzer). 
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5.1.1 Experimenty 

RPE-1 buňky byly nasazovány v hustotě 20 000 buněk na cm2 a kultivovány 24 h, nebo 

48 h dle experimentu. ER stres byl indukován tunicamycinem (Merk, kat. č. T7765); 

jeho výsledná koncentrace je uvedena u každého experimentu. 

U experimentů pro farmaceutickou modulaci ER stresu byly použity chemické 

chaperony: TUDCA (Sodium tauroursodeoxycholate, Merck, kat. č.T0266-500MG), 4-

PBA (4-Phenylbutyric acid, Merck, kat.č. P21005-25G) a TMAO (Trimethylamin N-oxid, 

Merck, kat. č. 317594-1G). RPE-1 BBS2-KO buňky byly nasazeny v hustotě 20 000 bu-

něk na cm2 a po 6 h byly vystaveny chemickým chaperonům (TUDCA, 4-PBA nebo 

TMAO) o výsledných koncentracích 1 mM a 2 mM pro TUDCA a 4-PBA a 4 mM a 8 mM 

pro TMAO. Po 30 min pre-inkubaci byl přidán tunicamycin o výsledných koncentracích 

125 a 312,5 nM. Po 48 h byly vzorky lyzovány.  

5.2 Western blot 

5.2.1 Příprava vzorků pro Western blot 

Médium bylo z jednotlivých jamek odsáto, buňky byly následně opláchnuty roztokem 

PBS a přemístěny na led, kde byly lyzovány odpovídajícím množstvím 2xLaemmlli 

pufru (Tabulka 1). Lyzační pufr se nechal působit 10 min, následně byly vzorky přene-

seny do 1,5 ml zkumavek a denaturovány 8 min při teplotě 95 °C; po uplynutí doby 

byly vzorky zchlazeny přenesením na led a centrifugovány. Poté byly vzorky připra-

veny pro nanášení na gel, nebo byly uschovány při teplotě -20 °C k pozdější analýze. 
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Tabulka 1 2xLaemmlli lyzační pufr 

1 M Tris-HCl, pH 6.8 1,25 ml 

20% SDS 2,0 ml 

Glycerol 2,0 ml 

β-merkaptoethanol 1,0 ml 

Destilovaná voda (dH20) doplnit do 10 ml 

Bromfenolová modř do modrého zbarvení 

5.2.2 SDS-PAGE  

Samotné gelové elektroforéze předcházela příprava polyakrylamidových gelů o kon-

centraci 15 % a 10 % (Tabulka 2). Nejprve byly připravena směs na rozdělovací gel, 

která byla nanesena do formy mezi skla pro přípravu 1,5 mm gelu a převrstvena iso-

propanolem. Po zatuhnutí byl isopropanol odstraněn, gel opláchnut destilovanou vo-

dou a převrstven směsí na přípravu zaostřovacího gelu. Ke tvorbě jamek byly použity 

hřebínky.  

Takto připravené gely byly vloženy do elektroforetické aparatury (Mini-PRO-

TEAN® Vertical Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories, kat. č. 1658004), která 

byla naplněna elektroforetickým pufrem, složení pufru je uvedeno v Tabulka 3. Do ja-

mek bylo nanášeno 25 μl vzorku, nebo 1 μl hmotnostního markeru (PageRuler™ Plus 

Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific™, kat. č. 26620) doplněného 24 μl 

2xLaemmlli pufru. Aparatura byla připojena ke zdroji napětí a elektroforetické rozdě-

lení proteinů probíhalo při 120 V pro zaostřovací gel, respektive 150 V pro rozdělovací 

gel cca 90 min. Po ukončení elektroforézy byl oddělen zaostřovací gel a rozdělovací gel 

byl přenesen do přenosového pufru. 
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Tabulka 2 Složení polyakrylamidových gelů 

 10% Rozdělovací 

gel (8 ml) 

15% Rozdělovací 

gel (8 ml) 

6% Zaostřovací 

gel 20 ml 

ddH₂O 14,3 ml 9,3 ml 15,3 ml 

Acrylamide/Bis 

Solution 375:1 (40 % 

w/v) 26 % (Serva, kat.č. 

1068101) 

10 ml 15 ml 2,75 ml 

Tris (1,5 M, pH 8,8) 15 ml 15 ml – 

Tris (0,5 M, pH 6,8) – – 2,63 ml 

20% SDS 200 µl 200 µl 105 µl 

10% APS 333 µl 333 µl 105 µl 

TEMED 16 µl 16 µl 22,5 µl 

 

Tabulka 3 Složení pufrů pro SDS-PAGE a western blot 

10× Zásobní pufr (5 l) 

Glycin – 720 g 

Tris – 151,5 g 

dH₂O – doplnit do 5 l  

Přenosový pufr (5 l) 

10× Zásobní pufr – 500 ml 

Methanol – 1 l 

dH₂O – 3,5 l 

Elektroforetický pufr (10 l) 

10× Zásobní pufr – 1 l 

20% SDS – 50 ml 

dH₂O – doplnit do 10 l 

5.2.3 Western blot a imunodetekce proteinů  

Pro detekci proteinů byla použita polyvinylidendifluoridová membrána (Hybond® P 

Western blotting membranes, PVDF, Amersham™, kat. č. GE10600087), kterou bylo 

nutné před přenosem hydratovat po dobu 1 min v metanolu, poté byla opláchnuta pře-

nosovým pufrem. Proteiny byly následně western blotem přeneseny na membránu po-

mocí aparatury (Criterion™ Blotter, Bio-Rad, kat. č. #1704071), která byla připojena 

ke zdroji napětí. Přenos probíhal při 105 V 75 min, pro přenos štěpených kaspáz byla 

doba přenosu upravena na 90 min, hodnota napětí zůstala shodná 105 V.  

Po dokončení přenosu byly membrány blokovány v roztoku 5 % odtučněného 

mléka v TBS-Tween pufru po dobu 1 h na třepačce. TBS-Tween pufr byl připraven 
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smícháním 0,5 l zásobního roztoku 20x TBS-Tween pufru (složení udává Tabulka 4) 

s 9,5 l dH20. Poté byly membrány přesunuty do 50 ml zkumavky s 4 ml roztoku pri-

mární protilátky v 5 % odtučněném mléku v TBS-Tween pufru. Za kontinuálního roto-

vání na rolleru byly membrány inkubovány při teplotě 4 °C přes noc. Seznam použitých 

primárních protilátek s příslušným ředěním je uveden v Tabulka 5. 

Druhý den byly membrány vyjmuty z roztoku primárních protilátek a 3x po 5 mi-

nutách promyty v TBS-Tween pufru. Následně byly po dobu 1 h inkubovány v sekun-

dární protilátce konjugované s křenovou peroxidázou (Anti-Mouse IgG (whole mo-

lecule)–Peroxidase antibody produced in sheep, kat. č. A6782; nebo Anti-Mouse IgG 

(whole molecule)–Peroxidase antibody produced in sheep kat. č. A5906, obě Sigma-

Aldrich) v ředění 1:5 000. Po hodinové inkubaci následovalo odmytí nenavázaných 

protilátek TBS-Tween pufru 3x po dobu 15 min. 

Poté byly membrány připravené na samotnou detekci proteinů. Pro detekci naná-

šecí kontroly (β-aktin) byl využit chemiluminiscenční substrát Pierce™ ECL Western 

Blotting Substrate (Thermo Scientific™, kat. č. 32209), k detekci markerů ER stresu byl 

použit substrát SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo 

Scientific™, kat. č. 34095). Chemiluminiscence byla snímána detekčním systémem 

FUSION Solo S (Vilber) a zpracována softwarem FUSION (Vilber).  

Relativní množství sledovaných markerů ER stresu bylo denzitometricky stano-

veno pomocí softwaru FIJI ImageJ (https://imagej.net). Pro normalizaci exprese byl po-

užit β-aktin nebo γ-tubulin. 

  

https://imagej.net/
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Tabulka 4 Složení TBS-Tween pufru 

20x TBS-Tween pufr 
NaCl 700 g 

Tween 20 80 ml 
2M TRIS, pH 7, 500 ml 

dH₂O doplnit do 5 L  

Tabulka 5 Seznam primárních protilátek pro western blot 

Název protilátky Klon  
Katalogové 
číslo 

Výrobce Ředění 
Hostitelský 
druh 

ATF4 D4B8 #11815 
Cell Signaling 
Technology 

1:1000 Králík 

ATF6 D4Z8V #65880 
Cell Signaling 
Technology 

1:1000 Králík 

β-Aktin 8H10D10 #3700 
Cell Signaling 
Technology 

1:1000 Myš 

BiP (GRP78) C50B12 #3177 
Cell Signaling 
Technology 

1:1000 Králík 

HERPUD1 
Polyklo-
nální 

#26730 Proteintech 1:1000 Králík 

IRE1α 14C10 #3294 
Cell Signaling 
Technology 

1:1000 Králík 

PERK C33E10 #3192 
Cell Signaling 
Technology 

1:1000 Králík 

Štěpená kaspáza-3 Asp175 #9661 
Cell Signaling 
Technology 

1:1000 Králík 

GRP94 9G10 #2104 
Cell Signaling 
Technology 

1:1000 Králík 

GADD34 D9C8 #41222 
Cell Signaling 
Technology 

1:1000 Králík 

phospho-eIF2α 
(Ser51) 

119A11 #3398 
Cell Signaling 
Technology 

1:1000 Králík 

5.3 Imunocytochemie 

Buňky byly nasazeny do 24-jamkové destičky s vloženým 10 mm krycím sklíčkem. 

Do každé jamky bylo nasazeno 65 000 buněk, po 6 h bylo médium odsáto a nahrazeno 
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médiem bez FBS. Buňky byly kultivovány 48 h za standardních kultivačních podmínek 

(5% CO2, 37 °C), což umožnilo synchronizaci buněčného cyklu buněk v G0/G1 fázi a 

tvorbu primárních cilií.  

Po 48 h bylo médium z jamek odsáto a buňky byly fixovány ledovým 4% parafor-

maldehydem po dobu 15 min, poté byly buňky promyty 1x PBS 3x po 5 min (1× PBS 

bez Ca/Mg ROTI®Cell, kat. č. 9143.2). Následovala permeabilizace buněk, která byla 

provedena roztokem 0,1 % Tritonu X-100 v 1x PBS po dobu 5 min. Krycí sklíčka byla 

znovu opláchnuta roztokem 1x PBS 3x po dobu 5 min a přenesena na hydrofobní po-

vrch a převrstvena roztokem 10 % koňského séra v 1x PBS a inkubována ve vlhké ko-

moře po dobu 1 h při pokojové teplotě za účelem minimalizace nespecifických vazeb 

protilátek. Poté bylo 10 % koňské sérum nahrazeno roztokem primárních protilátek 

v 5 % koňském séru v 1x PBS a inkubováno ve vlhké komoře při teplotě 4 °C přes noc. 

Seznam použitých primárních protilátek a jejich přesné ředění je uvedeno v Tabulka 6.  

Následující den byl roztok primárních protilátek odstraněn a sklíčka byla třikrát 

promyta roztokem 1× PBS po dobu 5 minut, aby se odstranily nenavázané protilátky. 

Následovala inkubace se sekundárními protilátkami, která probíhala po dobu 1 h při 

pokojové teplotě ve tmavé vlhké komoře. Sekundární protilátky byly ředěny v poměru 

1:500 v roztoku 1x PBS. Po hodinové inkubaci následovalo promytí roztokem 1x PBS 

3x 5 min. Takto připravená krycí sklíčka mohla být použita k výrobě preparátů. Na 

sklíčka bylo naneseno 15 μl montovacího média Mowiolu (Mowiol® 40-88, Sigma-Al-

drich, kat. č. 324590) (Tabulka 7), přebytečné médium bylo odstraněno a preparáty 

byly ponechány k vytvrdnutí 30 min při pokojové teplotě a ve tmě; dlouhodobě byly 

preparáty skladovány při teplotě 4 °C.  

Preparáty byly snímány konfokálním mikroskopem LSM 700 (Laser scanning con-

focal microscope LSM 700, Carl Zeiss Microscopy GmbH) a softwarem ZEN Black (Carl 

Zeiss Microscopy GmbH). Byl použit imerzní objektiv 63x, Plan-Apochromat, Oil. Z-

stacks byl nastaven na vzdálenost 0,3 μm mezi jednotlivými řezy. 
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Tabulka 6 Seznam primárních protilátek pro imunocytochemii 

Název 
protilátky 

Klon / 
Popis 

Katalogové 
číslo 

Výrobce Ředění 
Hostitelský 

druh 

ARL13B Polyklonální 17711-1-AP Proteintech 1:500 Králík 

ARL13B C-5 sc-515784 Santa Cruz 
Biotechnology 

1:750 Myš 

Acetylated-
α-tubulin 

6-11B-1 MABT868 
Merck 

Millipore 
1:500 Myš 

Pericentrin Polyklonální ab4448 Abcam 1:500 Králík 

Tabulka 7 Složení montovacího média 

4 % Mowiol 

Mowiol 40-88 2,4 g 

Glycerol (99,5 %) 4,76 ml 

Destilovaná voda (dH₂O) 6 ml 

0,2 M Tris-HCl pufr, pH 8,5 12,5 ml 

DABCO (1,4-diazabicyklo-2,2,2-oktan) 0,675 g 

DAPI 1 : 5 000 

5.3.1 Měření vzdáleností na konfokálních snímcích v programu FIJI 

ImageJ 

Délka primárních cilií byla měřena pomocí softwaru FIJI ImageJ (https://imagej.net s 

předinstalovanými pluginy). Ke zpracování byly použity snímky získané konfokální 

mikroskopií ve formátu CZI, který obsahuje metainformace o rozlišení, nutné k nasta-

vení měřítka. Pro samotné měření byl použit plugin View5D (Rainer Heintzmann, 

King’s College London, UK), který umožňuje zobrazovat a procházet až pětirozměrné 

datové sady. Pomocí nástroje Straight Line Tool byla vyznačena úsečka v délce signálu 

ARL13B, respektive acetylovaného tubulinu. Po vyznačení linie byla vzdálenost ode-

čtena pomocí funkce Measure, přičemž výstup byl zaznamenán do tabulky.  

5.3.2 Měření intenzity fluorescence v programu FIJI ImageJ 

K analýze intenzity fluorescence specifických signálů na konfokálních snímcích byl po-

užit software FIJI ImageJ. Po otevření jednotlivých CZI souborů byly snímky dle po-

třeby převedeny do 16bitového režimu. Měření bylo provedeno na nesaturovaných 

https://imagej.net/
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snímcích, které nebyly upravovány. K vyhodnocení intenzity signálu byly nejprve defi-

novány oblasti zájmu (Regions of Interest, ROI) poloautomaticky pomocí Threshold (na-

stavením intenzitního prahu a segmentací cílové oblasti) v kanálu pro acetylovaný tu-

bulin. Následně byla v kanálu pro signál ARL13B měřena intenzita fluorescenčního sig-

nálu za účelem určení veličin: průměrná intensita a integrovaná densita. 

Průměrná intensita představuje průměrnou hodnotu intenzity pixelů v rámci zvo-

leného výběru (ROI). Hodnota udává, jak silný je signál v průměru, bez ohledu na veli-

kost oblasti. Integrovaná densita se vypočítává jako součin průměrné intenzity a plo-

chy výběru. Tato hodnota reprezentuje celkové množství signálu v dané oblasti. Hod-

noty jsou udané v jednotkách AU v případě průměrné intensity, AUxµm2 pro integro-

vanou densitu. 

Obě hodnoty byly získány pomocí funkce Measure a automaticky zaznamenány do 

výstupní tabulky Results. Všechny hodnoty byly dále exportovány statistické zpraco-

vání. Pro srovnání mezi různými podmínkami byly intenzity normalizovány vůči po-

zadí, měřenému ve stejné rovině mimo oblast primárního cilia. 
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6 Cíle práce 

Hlavním cílem diplomové práce je charakterizace primárních cilií a ER stresu u buněč-

ných modelů BBS a následná farmakologická modulace stresové odpovědi pomocí ma-

lých molekul. K dosažení tohoto cíle jsme si stanovili následující dílčí cíle: 

1 Charakterizace primárních cilií BBS10-KO RPE-1 pomocí imunocytochemic-

kého barvení pro účely validace buněčného modelu. Model BBS2-KO s jeho 

addbackem BBS2-SYFP byl v tomto smyslu již popsán (Prasai et al., 2020) a je 

v laboratoři zaveden. 

2 Stanovení bazálního ER stresu v RPE-1 buňkách s knock-out mutací v genu 

BBS10. 

3 Stanovení fenotypu BBS-KO buněk v reakci na farmakologicky indukovaný ER 

stres a identifikace možných terapeutických cílů. 

4 Cílení na BBS patologii pomocí modulátorů ER stresu.  
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Příloha A Přehled genů asociovaných s BBS 

BBS ID Gen  Název genu Funkce OMIM 
Zastou-

pení 

BBS1 BBS1 Bardet-Biedl syndrome 1 BBSome 209900 23,4% 

BBS2 BBS2 Bardet-Biedl syndrome 2 BBSome 606151 9,6% 

BBS3 ARL6 ADP ribosylation factor like GTPase 6 
GTPáza, regulace vstupu BBSome do 
cilia 608845 5,3% 

BBS4 BBS4 Bardet-Biedl syndrome 4 BBSome 600374 5,1% 

BBS5 BBS5 Bardet-Biedl syndrome 5 BBSome 603650 3,7% 

BBS6 MKKS MKKS centrosomal shuttling protein Chaperonin-like, sestavení BBSomu 604896 6,3% 

BBS7 BBS7 Bardet-Biedl syndrome 7 BBSome 607590 4,2% 

BBS8 TTC8 Tetratricopeptide repeat domain 8 BBSome 608132 2,0% 

BBS9 BBS9 Bardet-Biedl syndrome 9 BBSome 607968 3,4% 

BBS10 BBS10 Bardet-Biedl syndrome 10 Chaperonin-like, sestavení BBSomu 610148 14,5% 

BBS11 TRIM32 Tripartite motif containing 32 E3 ubiquitin ligáza 602290 <1,0% 

BBS12 BBS12 Bardet-Biedl syndrome 12 Chaperonin-like, sestavení BBSomu 610683 6,4% 

BBS13 MKS1 MKS transition zone complex subunit 1 součást přechodové zóny 609883 1,0% 

BBS14 CEP290 Centrosomal protein 290 součást přechodové zóny 610142 6,3% 

BBS15 WDPCP 
WD repeat containing planar cell polarity 
effector 

CPLANE complex; regulace cilioge-
neze 613580 <1,0% 

BBS16 SDCCAG8 
SHH signaling and ciliogenesis regulator 
SDCCAG8 

regulace ciliogeneze, Hedgehog signa-
ling 613524 4,3% 
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BBS17 LZTFL1 Leucine zipper transcription factor like 1 BBSome trafficking 606568 <1,0% 

BBS18 BBIP1 BBSome interacting protein 1 BBSome 613605 <1,0% 

BBS19 IFT27 Intraflagellar transport 27 IFT-B komplex 615870 <1,0% 

BBS20 IFT172 Intraflagellar transport 172 IFT-B komplex  607386 <1,0% 

BBS21 CFAP418 Cilia And Flagella Associated Protein 418 neznámá  614477 1,6% 

BBS22 IFT74 Intraflagellar transport 74 IFT-B komplex  608040 <1,0% 

BBS23 CEP19 Centrosomal protein CEP19 regulace transportu proteinů do cilia 615586 <1,0% 

BBS24 SCAPER 
S-phase cyclin A associated protein in the 
ER ciliární dynamika 611611 neznámá 

BBS25 CEP164 Centrosomal protein 164 
tvoří distální úpony, iniciace cilioge-
neze 614848 <1,0% 

BBS26 SCLT1 Sodium channel and clathrin linker 1 regulace ciliogeneze 611399 <1,0% 

Genové modifikátory  

  NPHP1 Nephrocystin 1 součást přechodové zóny 607100 neznámá 

  CCDC28B Coiled-coil domain containing 28B regulace ciliogeneze 610162 neznámá 

  TMEM67 Meckelin 
součást přechodové zóny, regulace 
signalizace 609884 neznámá 

  TTC21B Tetratricopeptide repeat domain 21B IFT-A komplex 612014 neznámá 
(Dollfus et al., 2024; Forsyth and Gunay-Aygun, 1993; Niederlova et al., 2019) 


