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BARDET-BIEDL SYNDROM: TESTOVANI LECIV POMOCI BUNECNYCH MODELU

Abstrakt

Bardet-Biedl syndrom (BBS) predstavuje vzacnou multisystémovou ciliopatii, jejimz
vysoce metabolicky aktivni buriky, jejichZ svétloc¢ivny segment tvori metamorfovana
primarni cilia. Poruchy v jejich strukture a funkci, typické pro ciliopatie, mohou vést k
naruSeni intraflagelarniho transportu, jenZ je klicovy pro spravnou funkci foto-
transdukcniho aparatu. Vysledkem této dysfunkce miiZe byt hromadéni proteinti v en-
doplazmatickém retikulu (ER) a spusténi ER stresu, ktery potencialné vyusti
v apoptozu. Tato diplomova prace se zabyva primarnimi ciliemi, ER stresem a apopté-
zou v BBS10- a/nebo BBS2-deficientnim modelu retindlnich pigmentovych bunék

a testuje vybrané malé molekuly jako mozna terapeutika BBS.



BARDET-BIEDL SYNDROM: TESTOVANI LECIV POMOCI BUNECNYCH MODELU

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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Uvop

1 Uvod

Primarni cilia jsou mikrotubularni organely, které vy¢nivaji z povrchu témér vSech sav-
¢ich bunék a hraji kli¢ovou roli v senzorickych a signalnich procesech. Jejich funké¢ni a
strukturalni integrita je nezbytna pro spravny vyvoj a homeostazu rady tkani, véetné
sitnice. Poruchy ve strukture nebo funkci primarnich cilii vedou k Siroké skupiné one-
mocnéni znamych jako ciliopatie, mezi které patii napriklad Bardet-Biedl syndrom
(BBS), kterému se vénuje tato diplomova prace (Turan et al., 2023).

Tato diplomova prace je shrnuje soucasné poznatky o BBS, se zvlastnim zamére-

vaivzs

Ty

generace tycinek a ¢ipki progreduje do dplné ztraty zraku ve druhé az treti dekadé
zivota (Adams et al., 2007; Beales et al., 1999; Niederlova et al., 2019). Molekularni
podstata degenerace fotoreceptori avsak stale neni objasnéna. Tato prace si proto dala
za cil na proteinové urovni prozkoumat dynamiku stresu endoplazmatického retikula
(ER stres), ktery by mohl vznikat jako disledek naruseného transportu proteint do
primarniho cilia, na kterém se podileji produkty BBS gent; dale pak identifikovat po-
tencialni lécebné cile a pokusit se zvratit patologicky efekt ER stresu na buné¢nych mo-

delech s knock-out mutaci v genech BBSZ a BBS10.
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PRIMARNI CILIUM

2 Primarni cilium

Primarnfi cilia jsou specializované mikrotubulové struktury vyskytujici se na povrchu
vétSiny nedélicich se savc¢ich bunék (Satir et al., 2010; Sorokin, 1968). Vyjimku tvori
nékteré plné diferencované bunécné typy, napriklad zralé adipocyty nebo rhabdomyo-
cyty, které primarni cilia nemaji (Alieva and Vorobjev, 2004; Fu et al., 2014; Marion et
al., 2009). Cilia se zapojuji do celé rady bunécnych procesi, vcetné smyslového vni-
mani, bunécné motility, bunécného déleni, migrace, diferenciace a bunécné signalizace
a komunikace (Anvarian et al., 2019).

Primarni cilia v burtice vétSinou plni tilohu signalnich organely, ktera bud’ ziskava
signaly z okoli vazbou na receptory na svém povrchu, anebo integruje a reguluje sig-
naly pochazejici z jinych ¢asti bunky. Diky tomu jsou cilia mistem aktivace rady Kklico-
vych signalnich drah, mezi které patii napiiklad Hedgehog (Huangfu et al., 2003; Ro-
hatgi etal.,, 2007), Wnt (Simons et al.,, 2005), Notch (Ezratty etal.,2011), Hippo (Habbig
et al.,, 2011), anebo signalni drahy ristovych faktori (Nita et al., 2025; Wheway et al.,
2018).

2.1 Struktura primarniho cilia

Na bunécnych povrsich se nachazeji rizné typy cilii, které se lisi svou pohyblivosti, po-
Ctem a strukturou. Kazdy typ cilif plni specifické ulohy, jeZ se odraZeji jejich morfolo-
gické a funkéni variabilité. RozliSujeme tedy motilni cilia, schopné aktivniho pohybu, a
nemotilni cilia, kam radime i primarni cilium, jehoZ stavbé bude vénovana tato kapi-
tola.

Na povrchu bunék se z pravidla vyskytuje pravé jedno primarni cilium, predsta-
vujici vysoce organizovanou bunécnou organeluy, jejiZ architekturu tvori axonema tvo-
fend mikrotubuly rostoucimi z bazalniho téliska. Axonema je obklopena specializova-
nou ciliarni membranou, ktera se od bézné plazmatické membrany lisi jak slozenim

lipidd, tak zastoupenim specifickych membranovych proteint (Obrazek 1).
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bazalni télisko centriola

Obrazek 1 Struktura primarniho cilia
(vytvoreno pomoci BioRrender.com)

Ve své proximalni ¢asti je axonema typicky prstencova struktura 9 part mikrotu-
bulli vychazejicich z bazalniho téliska. Bazalni télisko vznikd maturaci materské cen-
trioly a sklada se z 9 tripletdi mikrotubull uspoiadanych do soudkovitého tvaru, sub-
distalniho Uponu a distalniho dponu, které ho pripojuji k membrané (Chang et al,,
2015). Na rozdil od motilnich cilif postradaji primarni cilia centralni par mikrotubult
a vyskytuji se tak v mikrotubulové konfiguraci 9+0. DalSim rozdilem je i absence vnitr-

nich a vnéjSich dyneinovych ramen, které umoznuji pohyb motilnich cilii (Bloodgood,
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PRIMARNI CILIUM

2009; Satir and Christensen, 2007). Axonema poskytuje vazebna mista pro motorové
proteiny a to zejména nékteré kinesiny a cytoplazmaticky dynein-2, které umoznuji
transport molekul uvnitr cilia (Li and Ran, 2024). Tento aktivni pohyb molekul ozna-
Cujeme jako intraflagelarni transport (IFT) a je zasadni nejen pro udrZeni ciliarni ho-
meostazy ale i buné¢nou signalizaci. IFT je zodpovédny za transport tubulinovych di-
merl pro stavbu axonemy, ktera je neustdle udrZzovana v aktivnim ekvilibriu (Lech-
treck, 2015; Qin et al., 2004). IFT se také podili na transportu funkénich molekul a bé-
hem aktivace signalnich drah zabezpecuje transport jejich komponent do cilia, v ramci
cilia a také zpét do cytoplazmy. Tato zavislost na IFT je podminéna tim, Ze ve vétSiné
primdarnich cilii neprobiha proteosyntéza (Pazour and Rosenbaum, 2002).

IFT je obousmérny transport a zatimco kinesin obstarava anterogradni transport
k apikalnimu konci cilia, retrogradni transport je zprostiedkovan dyneinem-2 (Ro-
senbaum and Witman, 2002). Na motorové proteiny jsou navazany IFT Castice, které
zprostiedkovavaji vazbu s transportovanymi molekulami. IFT jsou sloZeny ze 2 sub-
komplexa: IFT-A, ktery je tvofen 6 proteiny, a IFT-B slozeny z 15 proteinti (Pedersen
and Rosenbaum, 2008; Taschner et al., 2012). [FT komplexy spole¢né s oktamerickym
proteinovym komplexem BBSome zprostredkovavaji IFT (Lechtreck, 2015). BBSome
funguje jako adaptér mezi IFT ¢asticemi a samotnym nakladem, ktery je transportovan
v ramci IFT. Pripojeni BBSomu k bazadlnimu télisku a jeho regulaci vstupu do cilia
umoziuje pritomnost malé GTPazy BBS3/ARL6. BBSome je sestavovan postupné a za
jeho spravné sestaveni je zodpovédny chaperoninovy komplex, sloZeny z proteint
BBS6, BBS10 a BBS12 (AlvareZ-Satta etal, 2017).

Distalni konec primarniho cilia predstavuje strukturalné unikatni oblast, kam ne-
dosahuji vSechny axonemalni mikrotubuly a tim vznika prostor umoziujici dynamicky
rist a resorpci axonemy. Zaroven zde probiha reorganizace proteini zajiStujicich IFT
a pravdépodobné také aktivace signalnich drah vcetné Hedgehog (Garcia-Gonzalo and
Reiter, 2017; Pedersen et al., 2012). Ciliarni mikrotubuly jsou charakteristické rever-
zibilnimi post-transla¢nimi modifikacemi (Westermann and Weber, 2003). Tyrosinace

a detyrosinace méni afinitu mikrotubulii k IFT ¢asticim, ktera umoziuje obousmérny
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transport v ciliu (Chhatre et al,, 2025). Nachazime u nich také polyglutamylaci, pricemz
defektni axonemalni polyglutamylace ma za nasledek narusenti stability cilif a poruchu
transportu prenasecl signalu do cilii (Hong et al., 2018). Glycylace je pritomna pfti
vzniku primarnich cilif a ovliviiuje jejich délku (Gadadhar et al.,, 2017). Acetylace ovliv-
nuje mechanické vlastnosti cilia (Chawan et al,, 2020; Nguyen et al., 2015), pricemz
deacetylace mikrotubuli je jednim z procest provazejicich resorpci cilia (Pugacheva
etal., 2007a).

Proximalni ¢ast cilia je tvorena prechodovou zénou, ktera obsahuje Y-links mole-
kuly propojujici mikrotubuly axonemy s cilidrni membranou. Slouzi jako bariéra, ktera
znemoznuje prostou difuzi velkych proteinti dovnitr cilia (Szymanska and Johnson,
2012).

Ciliarni membrana se svym lipidovym sloZenim vyrazné odliSuje od buné¢ného
membrany i membrany periciliarni oblasti. Je totiZ specificky obohacena o steroly, gly-
kolipidy a sfingolipidy (Tyler et al., 2009). Odlisné sloZeni cilidrni membrany, kon-
krétné obsah cholesterolu ovliviiuje naptiklad Hedgehog signalizaci (Kinnebrew et al.,
2019). Spekuluje se o tom i v pripadé lokalizace FGFR2 (Fibroblast growth factor re-
ceptor 2), jehoz signalizace je zavisla na lokalizaci v ciliirni membrané (Nita et al.,

2025).

2.2 Ciliogeneze

Primarni cilia se obvykle vytvareji po ukonceni mitézy v casné G1 fazi, pripadné po
opusténi bunécného cyklu (faze GO). Jejich tvorba mize byt vyvolana napiiklad ode-
branim mitogent nebo zahajenim bunécné diferenciace (Marion et al., 2009; Wheatley
et al., 1996). Studium primarnich cilii probiha na zavedenych in vitro modelech, kte-
rymi jsou napriklad mysi fibroblasty 3T3 nebo lidské retindlni pigmentované epiteli-
alni (RPE) buriky, u nichz lze tvorbu cilii spolehlivé indukovat odebranim séra z kulti-
vacniho média (Pugacheva et al,, 2007b; Tucker et al., 1979).

Ciliogeneze muze probihat dvéma rliznymi mechanismy: extracelularni a intrace-

lularni drahou. Extracelularni ciliogeneze je iniciovana ukotvenim bazalniho téliska
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odvozeného od materské centrioly, v kortexu bohatém na aktin a vyuzivaji ji napr.
bunky rasinkového epitelu (Ishikawa and Marshall, 2011). RPE vyuZivaji intracelularni
drahu, ktera je iniciovana v cytoplazmé. Distalni ipony materské centrioly na sebe va-
zou vezikuly pochazejici z Golgiho aparatu, které nasledné splyvaji v jednu vétsi ciliarni
vezikulu, ktera se navaZe na distalni konec materské centrioly (Sorokin, 1968).

V dalsi fazi iniciace ciliogeneze je nezbytné odstranit tzv. capping proteiny CP110
a CEP97, které znemozZziuji riist axonemy. Odstranéni téchto proteini je zavislé na pro-
teinu Tau tubulin kindza 2, ktera se pribliZuje k bazalnimu télisku prostiednictvim in-
terakce s CEP164 (Goetz et al., 2012). Tento krok je nezbytny pro zahajeni polymerace
mikrotubulii a tvorbu axonemy, ktera roste smérem k bunéénému povrchu a je obalena
cilidrnif membranou. V oblasti mezi bazalnim téliskem a axonemou se vytvari piecho-
dova zéna (Tyler et al., 2009) a aktivuje se IFT, ktery je nezbytny pro vytvoreni struk-

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

2.3 Ciliopatie

Ciliopatie lze definovat jako skupinu geneticky podminénych onemocnéni, ktera jsou
zplUsobena defekty ve struktuire nebo funkci primarnich ¢i motilnich cilii (Reiter and
Leroux, 2017). Geneticky predstavuji heterogenni skupinu chorob a syndromt, které
jsou zplisobeny patologickymi variantami ve vice nez 507 genti (Turan et al., 2023). Ty
vedou k naruseni funkce cilii, coz se klinicky manifestuje Sirokym spektrem piiznakdi,
které mohou zahrnovat napriklad retinalni degeneraci, polydaktylii, obezitu, nebo vro-
zené srdecni vady (Turan et al,, 2023). Dysfunkce signalnich drah v diisledku defektu
cilii mtze vést k naruseni organogeneze, ¢imz lze vysvétlit multisystémovy charakter
vétSiny ciliopatii (Braun and Hildebrandt, 2017).

Podle toho, zda mutované geny kdduji primo proteiny lokalizované v ciliich, nebo
zasahuji do cilidrnich procesi neptrimo, rozliSujeme primarni a sekundarni ciliopatie
(Reiter and Leroux, 2017). 18 zndmych sekundarnich ciliopatif je zplisobeno mutacemi
v genech, které sice neprodukuji ciliarni proteiny, ale podileji se na procesech nezbyt-

nych pro ciliarni funkci, napriklad vezikularni transport. Primarnich ciliopatii je
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popsano 34. Vznikaji v disledku mutaci v genech, jejichZ produkty se lokalizuji ptimo
do axonemy, cilia, prechodové z6ny ¢i bazalniho téliska (Turan et al., 2023). Mezi tyto
onemocnéni patii napriklad Joubertliv syndrom, Meckel-Gruberiiv syndrom nebo Bar-

det-Biedl syndrom, na ktery se zaméruje tato diplomova prace.
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3 Bardet-Biedl syndrom

Bardet-Biedl syndrom (BBS) (OMIM#209901; ORPHA: 110) je vzacné genetické mul-
tisystémové onemocnéni s variabilni klinickou manifestaci (Obrazek 2). Klinicka dia-
gnoéza BBS byla dle Forsythe a Beales stanovena piitomnosti bud’ ¢tyt hlavnich znakd,
nebo tii hlavnich znakl a dvou vedlejsich znakd. Hlavni znaky zahrnuji dystrofii
tyCinek a Cipki sitnice, obezitu s ukladanim tuku v oblasti trupu, postaxialni polydak-
tylii, poruchy duSevniho vyvoje, hypogenitalismus a rendlni insuficienci. Mohou se
vSak projevit i méné Casté symptomy, které oznacujeme jako vedlejsi znaky. Mezi né
patii neurologické poruchy, poruchy c¢ichu, dentalni a oralni abnormality, dale také
kardiovaskularni, gastrointestinalni, endokrinni a metabolické poruchy (Forsythe and
Beales, 2013).V roce 2024 byla tato kritéria rozsirena o molekuldrni diagnostiku, ktera
je ve vétsSiné zemi dnes Kk dispozici. Nova Kritéria navic zohlednuji i vék pacienta a jsou
proto stanovena pro kazdou vékovou skupinu (in utero, détstvi, adolescence a dospé-
lost) (Dollfus et al.,, 2024).

Projevy in utero, které zahrnuji polydaktylii, abnormality ledvin, situs inversus a
hydrometrocolpos, mohou byt pozorovany béhem prenatalniho ultrazvukového vyset-
feni ve druhém trimestru. U 39 % jedincti je vSak vySetreni bez nalezu, pricemz abnor-
mality ledvin nebo polydaktylie jsou zjiStény aZ postnatalné (Mary et al., 2019). BBS je
progresivni onemocnéni; polydaktylie je jako jediny z hlavnich znak zfejmy od naro-
zeni, zatimco ostatni symptomy se rozvijeji ¢i prohlubuji béhem Zivota (Forsythe and
Beales, 2013). Diagndza proto byva nejcastéji stanovena azZ po nastupu prvnich zna-
mek zrakového postizeni (Hamel, 2007), nicméné obecné je mozna v jakémkoli véku
vzhledem ke Kklinické variabilité pleiotropnich priznakli a asynchronnim projeviim
(Dollfus et al., 2024). Prestoze byva struktura motilnich cilif u vétSiny pacientti s BBS
zachovana, ¢asto se u nich vyskytuji priznaky typické pro motilni ciliopatie. Patii mezi
né napriklad syndrom dechové tisné novorozence, Casté zanéty stredniho ucha nebo

astma (Shoemark et al., 2015).
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Obrazek 2 Klinicka manifestace Bardet-Biedl syndromu, vytvoreno pomoci BioRrender.com

Prevalence BBS se v evropské a severoamerické populaci odhaduje priblizné na
1:160 000 az 1:125 000 (Beales et al., 1997; Klein and Ammann, 1969). Vyrazné vyssi
vyskyt byl v§ak zaznamendan v izolovanych a pravdépodobné konsanguinnich komuni-
tach; prikladem je prevalence 1:3 700 na Faerskych ostrovech (Hjortshgj et al., 2009),
1:13 500 u beduinské populace v Kuvajtu (Farag and Teebi, 1989) nebo 1:18 000 v Ne-
wfoundlandu (Moore et al., 2005).

BBS je autosomalné recesivni onemocnéni, které je asociovano s patologickymi
variantami ve 26 genech (Priloha A) (Dollfus et al., 2024). Poté, co byl model trialelické
dédicnosti (k fenotypovému projevu onemocnéni dojde, pouze pokud je pacient nosi-
telem 3 patologickych variant ve 2 genech) pro BBS odmitnut (Abu-Safieh et al., 2012),
byly 4 geny (NPHP1, CCDC28B, TMEM67, TTC21B) s BBS spojeny jako genetické
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modifikatory druhého radu, které prispivaji k fenotypové variabilité, ale jejich rele-
vance v patologii je predmétem diskuze (Forsyth and Gunay-Aygun, 1993; Perea-Ro-
mero et al,, 2022; Tian et al., 2023).

Nékteré produkty BBS genti se podili na IFT, jelikoz osm z nich (BBS1, BBS2, BBS4,
BBS5, BBS7, BBS8/ TT(C8, BBS9, a BBS18/ BBIP1) tvori strukturu oznacovanou jako
BBSome (Ansley et al., 2003; Badano et al., 2003; Jin et al., 2010; Li et al., 2004; Mykytyn
etal,, 2001; Nishimura etal., 2005, 2001; Scheidecker et al., 2014). K sestaveni BBSomu
je nutna pritomnost chaperoninového komplexu tvoreného proteiny BBS6/MKKS,
BBS10, BBS12 a Sesti chaperonin-containing TCP1 proteiny, které interaguji s BBS2
a BBS7 podjednotkami (Seo et al., 2010). BBS3/ARL6, BBS14 a BBS17 zajist'uji spravny
transport BBSomu do cilia i jeho pohyb v ramci struktury samotné (Barbelanne et al.,,
2015; Seo etal,, 2011; Stowe et al., 2012). Zbylé geny asociované s BBS koduji proteiny,
jejichZ funkce neni pfimo spojena s funkci nebo stavbou primarniho cilia (Chiang et al.,
2006; Weihbrecht et al., 2017). Incidence jednotlivych BBS s popisem genu a funkce
proteint je uvedena v Priloze A.

NejcastéjSimi genetickymi pri¢inami BBS jsou mutace v genech BBS1, BBS10
a BBS2, které dohromady tvoii témér polovinu vSech pripadi (Niederlova et al., 2019).
Patologické varianty v BBS1 genu jsou viibec nejzastoupenéjsi (nachazime je u 23,4 %
pacientd) a byvaji spojovany s mirnéjsim fenotypovym projevem onemocnéni. BBS1
patologie se typicky vyznacuje nizsi penetranci rendlnich anomalii a polydaktylie, pti-
¢emZ ostatni hlavni znaky syndromu jsou pritomny v rizné mire. Patologické varianty
BBSZ2 jsou pritomny asi u 9,6 % pacientti a jsou naopak spojovany s castéjsim vyskytem
postiZeni ledvin a polydaktylii; pacienti zaroven vykazuji niZsi stupeil obezity. BBS10
je se 14,5 % druhym nejcastéji mutovanym genem u BBS a je asociovan s nejzavaznéj-
$im rendlnim postiZenim; navic byva pritomen vyssi stupen obezity, ktery nastupuje
v ranném véku (Forsyth and Gunay-Aygun, 1993; Niederlova et al., 2019). U pacientt
s patologickou variantou v genu BBS10 byl zaznamenan ¢asnéjsi nastup degenerace re-
tiny ve srovnani s mutacemi BBS1 nebo BBSZ, a diky elektroretinografii je mozné ab-

normality odhalit jiz pfed vypuknutim prvnich piiznakd (Denniston et al, 2014).
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Bialelické varianty BBSZ i BBS10 mohou byt spojeny i s nesyndromatickou izolovanou

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

3.1 Retinalni dystrofie

Retinalni dystrofie je nej¢astéjsim znakem BBS a postihuje 94,4 % pacienti (Nieder-
lova et al., 2019). Projevuje se nejcastéji jako dystrofie tycinek a ¢ipki sitnice s Casnym
postizenim makuly (Denniston et al., 2014). Makularni degenerace se nejprve proje-
vuje Serosleposti, nasledovana je progresivni ztratou periferniho vidéni, poruchou bar-
vocitu a celkovou ztratou zrakové ostrosti (Weihbrecht et al.,, 2017). Prvni priznaky
nastupuji priimérné ve véku 8 let (Beales et al., 1999) a k Uplné ztraté zraku dochazi
ve druhé nebo tieti dekadé Zivota (Adams et al., 2007). Kromé typické retinalni dystro-
fie se u pacientli s BBS casto vyskytuji i dalsi oftalmologické komplikace, mezi néz patii
astigmatismus, strabismus, makularni degenerace doprovazena edémem, dale kata-
rakta a v neposledni radé také atrofie optického nervu. Tyto symptomy také prispivaji
k celkovému zhorseni zraku (Beales et al., 1999).

V soucasnosti neexistuje Zadna ucinna terapie, kterd by dokazala progresi reti-
nalni degenerace zvratit nebo alespon zpomalit. Jedinym moZnym pristupen je v€asné
osvojeni kompenzacnich strategii, jako je vyuka Braillova pisma, nacvik prostorové
orientace a samostatného pohybu s bilou holi, nebo vyuZivani specializovaného soft-
waru pro praci s elektronickymi zarizenimi, které umoznuji rozvoj sobéstacnosti a ne-
zavislého Zivota (Dollfus et al., 2024; Forsyth and Gunay-Aygun, 1993).

Porozuméni patogenezi retinalni degenerace u BBS a ciliopatii obecné je klicové
pro vyvoj uc¢inné cilené terapie. Retina je totiZ postiZena u vétSiny ciliopatii; pricinou
je degenerace fotoreceptort. Jsou to specializované neurony, u kterych rozliSujeme ze-
vni segment s membranovymi invaginacemi, které u tyc¢inek a ¢ipka tvoii disky, re-
spektive lamely (Steinberg et al., 1980). Ty jsou neustale obménovany z diivodu své-
telného poskozeni a zbytky diski jsou fagocytovany retindlnimi pigmentovymi bun-

kami (Young, 1967). Svétlo¢ivné zevni segmenty fotoreceptorii jsou vysoce
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specializovana metamorfovana cilia (Ramamurthy and Cayouette, 2009). Diky obsahu
retinalu v rhodopsinu jsou ty¢inky schopny reagovat na piitomnost fotonti a aktivovat
kaskadu a tvorby ak¢éniho potencialu, ktery se prenasi na ocni nerv (Patel and Tsiokas,
2021). Rhodopsin je transmembranovy protein, jenZ patii mezi receptory sprazené s
G-proteiny (GPCR) a podobné jako i ostatni proteiny musi byt do vnéjsiho segmentu
fotoreceptoru transportovan. Jeho transport do primdarniho cilia zprostredkovava
GTPaza Rab8 (Wang et al., 2012).

Hypotéza, Ze retinalni degenerace u BBS je disledkem chybné lokalizace ro-
dopsinu, pattila mezi hojné diskutované mechanismy patogeneze onemocnéni. Tato
teorie byla podpotena studif na mySim modelu s knock-out mutaci v genu BBSZ; ta pro-
kazala aberantni lokalizaci rhodopsinu, kterou autofi asociovali s degeneraci fotore-
ceptorti (Nishimura et al., 2004).

Dle alternativni hypotézy degenerace fotoreceptorti u BBS nemusi byt primarné
zplUsobena chybnym transportem rodopsinu, ale spisSe akumulaci proteinti vnitiniho
segmentu, coZ poukazuje na Sirsi poruchu intracelularniho transportu a proteostazy
(Seo et al., 2010). Navic, pfima interakce mezi BBSomem a signalni ciliarni sekvenci
rhodopsinu nebyla prokazana (Klink et al., 2017), prestoZe je BBSome esencialni pri
importu jinych GPCR v neuronech (Berbari et al., 2008). Nedavné studie ukazuji, Ze za-
timco ve vétSiné bunék je nezbytné plné sestaveny BBSome, v buiikach fotoreceptori
je tolerovana i ¢astecné sestavena forma (Hsu et al., 2021).

Dalsi hypotézou pro mohutnou apoptdzu fotoreceptorii u ciliopatii je vznik ne-
kontrolovaného ER stresu a to v dlisledku defektniho IFT mezi vnéjsim a vnitinim seg-
mentem (Wright et al., 2010). To bylo podpofeno mysim modelem s mutaci v genu
Bbs12, ktery vykazoval vyssi hladiny marker( ER stresu (Mockel et al., 2012). ER stres
je intenzivné studovanou oblasti vyzkumu a signalni drahy, které popisuji v nasleduji-
cich kapitolach, predstavuji perspektivni terapeutické cile diky dostupnosti celé rady

inhibitort a modulatorda.
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4 ER stres

ER je dynamicky systém cisteren a kanalkid, ktery mj. umoZnuje translaci a post-
transla¢ni modifikace nékterych sekretovanych, membranovych a strukturnich pro-
teind. Pokud tyto projdou mechanismy kontroly kvality, jsou transportovany do Gol-
giho aparatu, odkud mohou byt dale transportovany na povrch buiiky, do lysozomi
nebo byt sekrecnimi vacky uvolnény z bunky (Rapoport, 2007). ER umoziuje protei-
nlim ziskat jejich nativni strukturu pomoci tzv. foldingu proteini a je zaroven mistem,
kde dochazi k fadé posttransla¢nich modifikaci vcetné glykosylace, odstraniovani sig-
nalni sekvence a tvorbé disulfidickych miistki (Braakman and Hebert, 2013). Sprav-
nou funkci enzymt, predevsim chaperont, zajistuje pritomnost vapenatych iontd uv-
niti ER (Anken and and Braakman, 2005).

Udrzeni homeostazy ER je klicové k jeho spravnému fungovani. ER reaguje na zvy-
Senou koncentraci nesbalenych nebo Spatné sbalenych proteint ve svém lumen (ER
stres) aktivaci intracelularnich signalnich drah, souhrnné nazyvanych jako ,odpovéd
na nesbalené proteiny“ (Unfolded Protein Response — UPR) (Obrazek 3). UPR zastupuji
tii mechanicky odlisné vétve, jenz reguluji expresi mnoha gend, které udrzuji ho-
meostazu v ER nebo spousti apoptézu, pokud stres ER pretrvava. Jedna se o drahy ak-
tivované transmembranovymi receptory PERK (Protein kinase receptor - like endoplas-
mic reticulum kinase), ATF6 (activating transcription factor 6) a IREla (inositol-
requiring enzyme 1 a) (Cao and Kaufman, 2012). Jejich luminalni domény funguji jako
senzory ER stresu; za fyziologickych podminek vIumen ER preferencné interaguji
s chaperonem GRP78/BiP (Glucose-regulated protein 78), ¢imz je jejich aktivita potla-
Cena. V pripadé akumulace proteint v ER je vSak tato rovnovaha vychylena ve pro-
spéch nesbalenych proteint, BiP se tak uvolni z komplexu se senzory ER stresu a jejich
cytosolickd doména néasledné aktivuje signalni efektory UPR (Hendershot, 2004;
Pfaffenbach and Lee, 2011).

Aktivace UPR vede ke globalnimu utlumenti translace, ale zaroven aktivuje tran-

skrip¢ni faktory, které zvysuji transkripci genti kédujicich chaperony a proteiny ER
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Associated Degradation (ERAD). Prostfednictvim procesu ERAD jsou nesbalené pro-
teiny transportovany z ER do cytosolu a nasledné ubikvitylovany a degradovany pro-
teazomem 26S (Smith et al.,, 2011). UPR Ize funk¢né rozdélit do dvou fazi: béhem rané
faze vznika protektivni odpovéd v ramci které jsou aktivovany adaptacni mechanismy
zameéiené na obnoveni homeostazy ER a sniZeni jeho zatéze. V pripadé, Ze stres pretr-
vava a presahuje kompenzacni kapacitu buniky, UPR prechazi do pozdni proapopto-
tické faze, charakterizované aktivaci signalnich drah vedoucich k programované bu-
nécné smrti (Roller and Maddalo, 2013).

ER stres hraje kli¢ovou roli v patogenezi riznych o¢nich onemocnéni, véetné glau-
komu, diabetické retinopatie, vékem podminéné makularni degenerace, retinitis pig-
mentosa, achromatopsie, katarakty, nebo uvealniho melanomu. Mechanismy vedouci k
ER stresu zahrnuji genetické mutace zodpovédné za vznik aberantnich proteint, epi-
genetické modifikace, poruchy autofagie, oxidativni stres, mitochondrialni dysfunkci a

poruchy metabolismu (Chen et al., 2023).

4.1 PERK signalni draha

PERK hraje klicovou roli v regulaci translace béhem ER stresu (Obrazek 3). V reakci na
ER stres se PERK aktivuje uvolnénim BiP z luminalni domény, oligomerizuje a na-
sledné fosforyluje Ser51a podjednotky eukaryotického inicia¢niho faktoru 2 (elF2a)
(Walter and Ron, 2011). Ten je soucasti ribozomu a jeho fosforylace do¢asné utlumuje
proteosyntézu a omezuje prisun nové vznikajicich proteinti do lumen ER, ¢imZ se sni-
zuje i zatéz ER, jez je dulezitd k obnové homeostazy. Fosforylace elF2a zptisobi také
iniciaci translace aktiva¢niho transkrip¢niho faktoru 4 (ATF4). Za fyziologickych pod-
mineKk je translace ATF4 inhibovana jeho 5’ nepiekladanou oblasti. Pfi ER stresu vSak
mRNA kédujici tento protein unikd inhibici translace zptisobené fosforylaci elF2a diky
pritomnosti upstream otevienych ctecich ramct v této oblasti. ATF4 je klicovy pro ex-
presi genl zapojenych do regulace redoxni rovnovahy, metabolismu aminokyselin,

syntézy proteind, apoptozy a autofagie (Lu et al., 2004; Vattem and Wek, 2004).
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ATF4 se zaroven Ucastni negativni zpétnovazebné smycky pro obnovu proteosyn-
tézy. ATF4 zpilisobi zvySeni exprese GADD34 (Growth Arrest and DNA Damage-induci-
ble 34), regulacni podjednotky fosfatazy PP1, ktera nasledné defosforyluje p-elF2a,
¢imZ obnovuje jeho aktivitu a umoZnuje obnoventi translace (Novoa et al., 2001). Pri
pretrvavajicim ER stresu ATF4 zvySuje expresi proteinu CHOP (C/EBP-homologous
protein) vazbou na jeho promotor (Harding et al., 2000). CHOP jako transkrip¢ni faktor
ovliviiuje transkripci jak antiapoptotickych gena tak i proapototickych gent, vCetné
genu kédujici GADD34 nebo BCL2 (Apoptosis regulator Bcl-2) (Hu et al., 2019). CHOP
deficientni buiiky byly rezistentni k apoptéze zpiisobené ER stresem (Nam et al.,
2015).
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PERK také dokaZe fosforylovat komplex KEAP-Nrf2, ¢imz zapricini jeho rozpad.
Nrf2 poté vjadie funguje jako transkripcéni faktor (Cullinan et al., 2003). HERPUD1
(Homocysteine Inducible ER Protein With Ubiquitin Like Domain 1) je rezidentnim
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membranovym proteinem ER, ktery je zapojen v regulaci ubiquitin-ligazového kom-
plexu HRD1 a reguluje degradaci proteinti v ER (Huang et al,, 2014). Nrfl pfimo akti-
vuje expresi HERPUD1 prostiednictvim antioxida¢nich regulacnich elementt (ARE-

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

4.2 IRE1a signalni draha

IREla je transmembranova protein-kinaza, ktera obsahuje dvé katalytické domény:
serin/threonin protein-kindzovou doménu a endoribonukledzovou doménu. Po akti-
vaci se jednotlivé molekuly IREla oligomerizuji a fosforyluji, ¢imz ziskavaji ribo-
nukelazovou funkci. Takto aktivovany IRE1a je schopny sestfihu mRNA mj. transkrip¢-
niho faktoru XBP1 (X-box binding protein 1), ptiCemz se vystépi 26-nukleotidovy in-
tron, ktery umozni posun ¢teciho ramce a vznik aktivni formy transkrip¢niho faktoru
XBP1s (Walter and Ron, 2011). XBP1s indukuje transkripci gent kédujicich proteiny
zapojené v procesech sbalovani proteini, jejich maturaci ¢i export z ER (Yoshida et al,,
2001).

ER stres miiZe byt také ovlivnén rozpadem mRNA pomoci RIDD (regulated IRE1-
dependent decay). Pomoci RIDD je sniZena hladina anti-apoptotické pre-miRNA, tudiz
se zvySuje transkripce proapoptotické kaspazy-2, ktera Stépi efektorové kaspazy (na-
priklad kaspaza-3) a vyusti v apoptézu (Chen and Brandizzi, 2013).

Diky své endonukleazové aktivité mize IRE1la také aktivovat drahu c-Jun N-ter-
minalni kinazy (JNK) prostrednictvim piimé interakce s TRAF2 (tumor necrosis factor
(TNF) receptor associated factor 2). Tento komplex IRE1a-TRAF2 nasledné aktivuje
ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1), coZ vede k fosforylaci JNK a indukci
apoptdzy (Urano et al.,, 2000).

4.3 ATFG6 signalni draha

KdyZ nastane ER stres, dojde k disociaci BiP z ATF6, ktery se na rozdil od PERKa IRE1a

aktivuje de-oligomerizaci, ktera obnazi lokaliza¢ni sekvenci a umoZzni translokaci ATF6
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do Golgiho aparatu. Tam dochazi postupné ke Stépeni ATF6 proteazami site-1 protease
(S1P) and site-2 protease (S2P), ¢cimZ dojde k odStépeni 50 kDa fragmentu oznacova-
ného jako ATF6p50. Jedna se o aktivni formu ATF6, ktera diky pritomnosti bazického
leucinového zipu pisobi v jadre jako transkrip¢ni faktor (Haze et al.,, 1999). ATF6p50
je zodpovédny za transkripci cilovych genii pro chaperony, véetné BiP a GRP94
(Glucose-regulated protein 94), dale pak foldaz, CHOP nebo proteinti ERAD (Reimold et
al,, 2001; Wu et al,, 2007). ATF6p50 a XBPs podporuji biogenezi ER a Golgiho aparatu,
¢imZ zvysuji sekrecni kapacitu bunky pri stresu v endoplazmatickém retikulu

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

4.4 Chemické navozeni ER stresu

K navozeni ER stresu v experimentalnich podminkach se béZzné vyuzivaji chemické
latky s riznym mechanismem tuc¢inku. Jednad se o napiiklad inhibitory glykosylace,
disruptory vapnikového metabolismu, redukéni ¢inidla, nebo latky zptisobujici hypo-
Xii.

VétsSina noveé syntetizovanych proteinti v ER podléha posttransla¢nim modifika-
cim, které jsou Casto nezbytné pro jejich maturaci. Na tyto mechanismy cili prvni sku-
pina induktort ER stresu, které inhibuji N-glykosylaci. Konkrétnim piikladem je tuni-
camycin, coZ je antibiotikum produkované Streptomyces lysosuperificus a jeho mecha-
nismem ucinku je inhibice aktivity enzymu GlcNAc-1-P transferaza (UDP-N-acetyl-
glucosamine—dolichyl-phosphateN-acetylglucosaminephosphotransferase), ¢imz blo-
kuje N-glykosylaci. Méné uCinnym inhibitorem je také 2-deoxy-D-glukéza (Dorner et
al., 1990; Takatsuki et al., 1971).

Dalsi skupinou latek indukujici ER stres jsou disruptory metabolismu vapenatych
iontd (Ca**). Koncentrace Ca** iontl v ER je vysoka a nékteré chaperony, jako BiP, jsou
na Ca?* zavislé. Latky, které tuto homeostazu narusi, vedou k ER stresu. A23187 (va-
penaty ionofor) a thapsigargin (inhibitor Ca** pumpy) jsou béZné pouZzivané k mode-
lovani ER stresu (Price et al,, 1992). Reduk¢ni ¢inidla dithiotreitol a 2-merkaptoethanol

znemoZziuji tvorbu disulfidickych mustkd, ¢imz vyvolavaji ER stres. Hypoxie mize byt
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rovnéz indukuje ER stres, predpoklada se, Ze sniZena koncentrace glukézy, zptisobena
pirechodem z aerobni na anaerobni glykolyzu, miiZe inhibovat N-glykosylaci a tim na-

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

5.1 Bunécné kultury

K experimentiim byla pouzita linie imortalizovanych lidskych retinalnich pigmentova-
nych epitelidlnich bunék hTERT RPE-1 (dale v textu pouze RPE-1); konkrétné jeji wild-
type varianta, tii klonalni linie nesouci knock-out mutace se ztratou funkce proteinu
BBS10 - 3G1,12D2 a 2B2, jedna linie s knock-out mutaci se ztratou funkce proteinu
BBS2 a jeho addback (knock-in BBS2 proteinu fizovaného s proteinem SYFP2 super
yellow fluorescent protein; dale v textu BBS2-SYFP) (Prasai et al.,, 2020). Tyto RPE-1
linie byly pripraveny metodou CRISPR/Cas9 a ziskany pro nasi laboratof od dr. Mar-
tiny Huranové (Laborato¥ genetiky a patologie fasinek na Ustavu molekularni genetiky
AV CR, v.v.i).

Bunécné linie byly kultivovany v inkubatoru pri teploté 37 °C, 5 % CO2 v komplet-
nim DMEM/F-12 médiu, které bylo ptripraveno obohacenim DMEM/F-12, GlutaMAX™
supplement média (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12, Gluta-
MAX™ supplement, Gibco™, Thermo Fisher Scientific kat. ¢. 31331028) o0 10 % tepelné
oSetreného fetalniho bovinniho séra (Thermo Fisher Scientific kat. ¢. F7524) a smési
penicilinu a streptomycinu (Biosera, kat. ¢. XC-A4122/100) o vysledné koncentraci pe-
nicilin v koncentraci 60,27 mg/l, streptomycin v koncentraci 100 mg/1. Buriky byly pa-
sazovany pii dosaZeni konfluence pti koncentraci bunék 2x104 aZ 4x10% na cmZ2. Buriky
byly uvolnény z podkladu odpovidajicim mnoZstvim 1x trypsinu v PBS, kultivovany 10
minut inkubatoru, nasledné byl trypsin inaktivovan pridanim 1,5x mnoZstvim kom-
pletniho média. Suspenze bunék byla centrifugovdna 250 g po dobu 5 min. Superna-
tant byl odstranén a bunécny pelet byl rozesuspendovan v 1 ml kompletniho média,
aby bylo mozné stanovit koncentraci bunék pomoci pocitace bunék (Beckman Coulter

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

RPE-1 bunky byly nasazovany v hustoté 20 000 bunék na cm? a kultivovany 24 h, nebo
48 h dle experimentu. ER stres byl indukovan tunicamycinem (Merk, kat. ¢. T7765);
jeho vysledna koncentrace je uvedena u kazdého experimentu.

U experimentli pro farmaceutickou modulaci ER stresu byly pouzity chemické
chaperony: TUDCA (Sodium tauroursodeoxycholate, Merck, kat. ¢.T0266-500MG), 4-
PBA (4-Phenylbutyric acid, Merck, kat.¢. P21005-25G) a TMAO (Trimethylamin N-oxid,
Merck, kat. ¢. 317594-1G). RPE-1 BBS2-KO buriky byly nasazeny v hustoté 20 000 bu-
nék na cm? a po 6 h byly vystaveny chemickym chaperontim (TUDCA, 4-PBA nebo
TMAO) o vyslednych koncentracich 1 mM a 2 mM pro TUDCA a 4-PBA a4 mM a 8 mM
pro TMAO. Po 30 min pre-inkubaci byl pfidan tunicamycin o vyslednych koncentracich
125a312,5 nM. Po 48 h byly vzorky lyzovany.

5.2 Western blot

5.2.1 Priprava vzorkl pro Western blot

Médium bylo z jednotlivych jamek odsato, buriky byly nasledné oplachnuty roztokem
PBS a premistény na led, kde byly lyzovany odpovidajicim mnoZstvim 2xLaemmlli
pufru (Tabulka 1). Lyzacni pufr se nechal ptisobit 10 min, nasledné byly vzorky prene-
seny do 1,5 ml zkumavek a denaturovdny 8 min pfti teploté 95 °C; po uplynuti doby
byly vzorky zchlazeny prenesenim na led a centrifugovany. Poté byly vzorky ptipra-

veny pro nanasSeni na gel, nebo byly uschovany pfti teploté -20 °C k pozdéjsi analyze.
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Tabulka 1 2xLaemmlli lyzac¢ni pufr

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

20% SDS 2,0 ml

Glycerol 2,0 ml
B-merkaptoethanol 1,0 ml

Destilovana voda (dH20) doplnit do 10 ml
Bromfenolova modr do modrého zbarveni

5.2.2 SDS-PAGE

Samotné gelové elektroforéze predchazela priprava polyakrylamidovych gelii o kon-
centraci 15 % a 10 % (Tabulka 2). Nejprve byly pripravena smés na rozdélovaci gel,
ktera byla nanesena do formy mezi skla pro piipravu 1,5 mm gelu a prevrstvena iso-
propanolem. Po zatuhnuti byl isopropanol odstranén, gel oplachnut destilovanou vo-
dou a prevrstven smési na pripravu zaostrovaciho gelu. Ke tvorbé jamek byly pouzity
hiebinky.

Takto pripravené gely byly vloZeny do elektroforetické aparatury (Mini-PRO-
TEAN® Vertical Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories, kat. ¢. 1658004), ktera
byla naplnéna elektroforetickym pufrem, sloZeni pufru je uvedeno v Tabulka 3. Do ja-
mek bylo nanaseno 25 pl vzorku, nebo 1 pl hmotnostniho markeru (PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific™, kat. ¢. 26620) doplnéného 24 pl
2xLaemmlli pufru. Aparatura byla pripojena ke zdroji napéti a elektroforetické rozdé-
leni proteinti probihalo pti 120 V pro zaostrovaci gel, respektive 150 V pro rozdélovaci
gel cca 90 min. Po ukoncenti elektroforézy byl oddélen zaostrovaci gel a rozdélovaci gel

byl prenesen do pfenosového pufru.
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Tabulka 2 SloZeni polyakrylamidovych geli

10% Rozdélovaci | 15% Rozdélovaci | 6% Zaostirovaci
gel (8 ml) gel (8 ml) gel 20 ml
ddH,0 14,3 ml 9,3 ml 15,3 ml
Acrylamide/Bis
Solution 375:1 (40 %
w/v) 26 % (Servg, kat.c. 10 ml 15 ml 275ml
1068101)

Tris (1,5 M, pH 8,8) 15 ml 15 ml -
Tris (0,5 M, pH 6,8) - - 2,63 ml
20% SDS 200 pul 200 pul 105 ul
10% APS 333 ul 333 ul 105 ul
TEMED 16 pl 16 pl 22,5 ul

Tabulka 3 SloZeni pufri pro SDS-PAGE a western blot
Glycin-720g
10x Zasobni pufr (51) Tris-151,5¢g

dH,0 - doplnitdo 51
10x Zasobni pufr - 500 ml

Prenosovy pufr (51) Methanol - 11
dH,0-3,51
10x Zasobni pufr - 11
Elektroforeticky pufr (10 1) 20% SDS - 50 ml

dH,0 - doplnitdo 101

5.2.3 Western blot a imunodetekce proteint
Pro detekci proteinti byla pouzita polyvinylidendifluoridovd membrana (Hybond® P
Western blotting membranes, PVDF, Amersham™, kat. ¢. GE10600087), kterou bylo
nutné pred prenosem hydratovat po dobu 1 min v metanolu, poté byla oplachnuta pre-
nosovym pufrem. Proteiny byly nasledné western blotem preneseny na membranu po-
moci aparatury (Criterion™ Blotter, Bio-Rad, kat. ¢. #1704071), ktera byla pripojena
ke zdroji napéti. Prenos probihal pti 105 V 75 min, pro prenos Stépenych kaspaz byla
doba pienosu upravena na 90 min, hodnota napéti ztistala shodna 105 V.

Po dokonceni ptenosu byly membrany blokovany v roztoku 5 % odtu¢néného

mléka v TBS-Tween pufru po dobu 1 h na trepacce. TBS-Tween pufr byl pripraven

42




MATERIAL A METODY

smichanim 0,51 zdsobniho roztoku 20x TBS-Tween pufru (sloZeni udava Tabulka 4)
s 9,51 dH20. Poté byly membrany presunuty do 50 ml zkumavky s 4 ml roztoku pri-
marni protilatky v 5 % odtu¢néném mléku v TBS-Tween pufru. Za kontinualniho roto-
vani na rolleru byly membrany inkubovany pri teploté 4 °C pres noc. Seznam pouzitych
primarnich protilatek s prisluSnym redénim je uveden v Tabulka 5.

Druhy den byly membrany vyjmuty z roztoku primarnich protilatek a 3x po 5 mi-
nutach promyty v TBS-Tween pufru. Nasledné byly po dobu 1 h inkubovany v sekun-
darni protilatce konjugované s kienovou peroxidazou (Anti-Mouse IgG (whole mo-
lecule)-Peroxidase antibody produced in sheep, kat. ¢. A6782; nebo Anti-Mouse IgG
(whole molecule)-Peroxidase antibody produced in sheep kat. ¢. A5906, obé Sigma-
Aldrich) v fedéni 1:5 000. Po hodinové inkubaci nasledovalo odmyti nenavazanych
protilatek TBS-Tween pufru 3x po dobu 15 min.

Poté byly membrany pripravené na samotnou detekci proteint. Pro detekci nana-
Seci kontroly (3-aktin) byl vyuZit chemiluminiscencni substrat Pierce™ ECL Western
Blotting Substrate (Thermo Scientific™, kat. ¢. 32209), k detekci markeri ER stresu byl
pouzit substrat SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo
Scientific™, kat. ¢. 34095). Chemiluminiscence byla snimana detek¢nim systémem
FUSION Solo S (Vilber) a zpracovana softwarem FUSION (Vilber).

Relativni mnozstvi sledovanych markerti ER stresu bylo denzitometricky stano-

veno pomoci softwaru FIJI Image] (https://imagej.net). Pro normalizaci exprese byl po-

uzit 3-aktin nebo y-tubulin.
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Tabulka 4 SloZzeni TBS-Tween pufru

20x TBS-Tween pufr

NaCl 700 g
Tween 20 80 ml
2M TRIS, pH 7, 500 ml
dH,0 doplnitdo 5 L
Tabulka 5 Seznam primarnich protilatek pro western blot
Nazev protilatky Klon lv(,atalogove Vyrobce Redéni Hostitelsky
cislo druh
ATF4 D4BS8 g11g15 | CeliSignaling 14600 | krglik
Technology
ATF6 DA4Z8V #65880 Cell Signaling | 1.100 | kralik
Technology
B-Aktin 8H10D10 | #3700 Cell Signaling |4 1554 |
Technology
BiP (GRP78) C50B12 | #3177 Cell Signaling | 1100 | kralik
Technology
Polyklo- . ¢
HERPUD1 naln #26730 Proteintech 1:1000 | Kralik
IREla 14C10 #3294 Cell Signaling | 1100 | kralik
Technology
Cell Signaling s
PERK C33E10 #3192 1:1000 | Kralik
Technology
Stépend kaspaza-3 | Aspl75 | #9661 Cell Signaling |4 1 560 | k411
Technology
GRP94 9G10 #2104 Cell Signaling 1 4.1 00 | kralfi
Technology
Cell Signaling s
GADD34 D9C8 #41222 1:1000 | Kralik
Technology
phospho-elF2a Cell Signaling | . 1
(Ser51) 119A11 #3398 Technology 1:1000 | Kralik

5.3

Imunocytochemie

Buniky byly nasazeny do 24-jamkové desticky s vloZenym 10 mm krycim sklickem.

Do kaZzdé jamky bylo nasazeno 65 000 bunék, po 6 h bylo médium odsato a nahrazeno
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médiem bez FBS. Buniky byly kultivovany 48 h za standardnich kultivacnich podminek
(5% COz2, 37 °C), coz umoznilo synchronizaci bunécného cyklu bunék v GO/G1 fazi a
tvorbu primarnich cilii.

Po 48 h bylo médium z jamek odsato a bunky byly fixovany ledovym 4% parafor-
maldehydem po dobu 15 min, poté byly buriky promyty 1x PBS 3x po 5 min (1x PBS
bez Ca/Mg ROTI®Cell, kat. ¢. 9143.2). Nasledovala permeabilizace bunék, ktera byla
provedena roztokem 0,1 % Tritonu X-100 v 1x PBS po dobu 5 min. Kryci sklicka byla
znovu oplachnuta roztokem 1x PBS 3x po dobu 5 min a pfenesena na hydrofobni po-
vrch a prevrstvena roztokem 10 % koriského séra v 1x PBS a inkubovana ve vlhké ko-
moie po dobu 1 h pfi pokojové teploté za icelem minimalizace nespecifickych vazeb
protilatek. Poté bylo 10 % korniské sérum nahrazeno roztokem primarnich protilatek
v 5 % koniském séru v 1x PBS a inkubovano ve vlhké komore pfi teploté 4 °C pres noc.
Seznam pouZitych primarnich protilatek a jejich presné redéni je uvedeno v Tabulka 6.

Nasledujici den byl roztok primarnich protilatek odstranén a sklicka byla trikrat
promyta roztokem 1x PBS po dobu 5 minut, aby se odstranily nenavazané protilatky.
Nasledovala inkubace se sekundarnimi protilatkami, ktera probihala po dobu 1 h pri
pokojové teploté ve tmavé vlhké komore. Sekundarni protilatky byly fedény v poméru
1:500 v roztoku 1x PBS. Po hodinové inkubaci nasledovalo promyti roztokem 1x PBS
3x 5 min. Takto pripravena kryci sklicka mohla byt pouzita k vyrobé preparatt. Na
sklicka bylo naneseno 15 pl montovaciho média Mowiolu (Mowiol® 40-88, Sigma-Al-
drich, kat. ¢. 324590) (Tabulka 7), prebytecné médium bylo odstranéno a preparaty
byly ponechany k vytvrdnuti 30 min pti pokojové teploté a ve tmé; dlouhodobé byly
preparaty skladovany pfi teploté 4 °C.

Preparaty byly snimany konfokalnim mikroskopem LSM 700 (Laser scanning con-
focal microscope LSM 700, Carl Zeiss Microscopy GmbH) a softwarem ZEN Black (Carl
Zeiss Microscopy GmbH). Byl pouzit imerzni objektiv 63x, Plan-Apochromat, Oil. Z-

stacks byl nastaven na vzdalenost 0,3 um mezi jednotlivymi rezy.
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Tabulka 6 Seznam primarnich protilatek pro imunocytochemii

Nazev Klon / Katalogové , ~ . . | Hostitelsky
protilatky Popis Cislo Vyrobce Redéni druh
ARL13B | Polyklonalni | 17711-1-AP | Proteintech 1:500 Kralik
ARL13B C-5 sc-515784 Santa Cruz 1:750 My3
Biotechnology
Acetylated- | 11p 1 | MABT868 Merck 1:500 My3
a-tubulin Millipore
Pericentrin Polyklonalni ab4448 Abcam 1:500 Kralik
Tabulka 7 SloZeni montovaciho média
4 % Mowiol
Mowiol 40-88 24g
Glycerol (99,5 %) 4,76 ml
Destilovana voda (dH,0) 6 ml
0,2 M Tris-HCI pufr, pH 8,5 12,5 ml
DABCO (1,4-diazabicyklo-2,2,2-oktan) 0,675¢g
DAPI 1:5000
5.3.1 Méreni vzdalenosti na konfokalnich snimcich v programu FIJI
Imag ed
Délka primarnich cilif byla méfena pomoci softwaru FIJI Image] ( S

predinstalovanymi pluginy). Ke zpracovani byly pouzity snimky ziskané konfokalni
mikroskopii ve formatu CZI, ktery obsahuje metainformace o rozliSeni, nutné k nasta-
veni méritka. Pro samotné méreni byl pouzit plugin View5D (Rainer Heintzmann,
King’s College London, UK), ktery umoZiiuje zobrazovat a prochazet az pétirozmérné
datové sady. Pomoci nastroje Straight Line Tool byla vyznacena dsecka v délce signalu
ARL13B, respektive acetylovaného tubulinu. Po vyznacenti linie byla vzdalenost ode-

Ctena pomoci funkce Measure, pricemz vystup byl zaznamenan do tabulky.

5.3.2 Méreni intenzity fluorescence v programu FIJI ImageJ
K analyze intenzity fluorescence specifickych signalti na konfokalnich snimcich byl po-
uzit software FIJI Image]. Po otevieni jednotlivych CZI soubort byly snimky dle po-

treby prevedeny do 16bitového reZimu. Méreni bylo provedeno na nesaturovanych
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snimcich, které nebyly upravovany. K vyhodnoceni intenzity signalu byly nejprve defi-
novany oblasti zajmu (Regions of Interest, ROI) poloautomaticky pomoci Threshold (na-
stavenim intenzitniho prahu a segmentaci cilové oblasti) v kanalu pro acetylovany tu-
bulin. Nasledné byla v kanalu pro signal ARL13B mérena intenzita fluorescen¢niho sig-
nalu za Gcelem urceni veli¢in: prlimérnd intensita a integrovana densita.

Primérna intensita predstavuje primérnou hodnotu intenzity pixelli v ramci zvo-
leného vybéru (ROI). Hodnota udavs, jak silny je signal v priiméru, bez ohledu na veli-
kost oblasti. Integrovana densita se vypocitava jako soucin primeérné intenzity a plo-
chy vybéru. Tato hodnota reprezentuje celkové mnoZstvi signalu v dané oblasti. Hod-
noty jsou udané v jednotkach AU v ptipadé primérné intensity, AUXum? pro integro-
vanou densitu.

Obé hodnoty byly ziskany pomoci funkce Measure a automaticky zaznamenany do
vystupni tabulky Results. VSechny hodnoty byly dale exportovany statistické zpraco-
vani. Pro srovnani mezi riznymi podminkami byly intenzity normalizovany vici po-

zadi, méfenému ve stejné roviné mimo oblast primarniho cilia.

47



CiLE PRACE

6 Cile prace

Hlavnim cilem diplomové prace je charakterizace primarnich cilii a ER stresu u bunéc-
nych modelt BBS a nasledna farmakologickd modulace stresové odpovédi pomoci ma-
lych molekul. K dosazeni tohoto cile jsme si stanovili nasledujici dil¢i cile:

1 Charakterizace primarnich cilif BBS10-KO RPE-1 pomoci imunocytochemic-
kého barveni pro ucely validace bunécného modelu. Model BBS2-KO s jeho
addbackem BBS2-SYFP byl v tomto smyslu jiZ popsan (Prasai et al., 2020) a je
v laboratofi zaveden.

2 Stanoveni bazalniho ER stresu v RPE-1 bunkach s knock-out mutaci v genu
BBS10.

3 Stanoveni fenotypu BBS-KO bunék v reakci na farmakologicky indukovany ER
stres a identifikace moZnych terapeutickych cilti.

4 Cileni na BBS patologii pomoci modulatori ER stresu.
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SEZNAM PRILOH

Priloha A Prehled genul asociovanych s BBS

Zastou-
BBS ID Gen Nazev genu Funkce OMIM peni
BBS1 BBS1 Bardet-Biedl syndrome 1 BBSome 209900 | 23,4%
BBS2 |BBS2 Bardet-Biedl syndrome 2 BBSome 606151 9,6%
GTPaza, regulace vstupu BBSome do
BBS3 |ARL6 ADP ribosylation factor like GTPase 6 cilia 608845 5,3%
BBS4 | BBS4 Bardet-Biedl syndrome 4 BBSome 600374 51%
BBS5 |BBS5 Bardet-Biedl syndrome 5 BBSome 603650 3,7%
BBS6 | MKKS MKKS centrosomal shuttling protein Chaperonin-like, sestaveni 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, sestaveni BBSomu  [610148 | 14,5%
BBS11 |TRIM32 | Tripartite motif containing 32 E3 ubiquitin ligdza 602290 | <1,0%
BBS12 |BBS12 Bardet-Biedl syndrome 12 Chaperonin-like, sestaveni BBSomu | 610683 6,4%
BBS13 | MKS1 MKS transition zone complex subunit 1 soucast prechodové zény 609883 1,0%
BBS14 |CEP290 |Centrosomal protein 290 soucast prechodové zény 610142 6,3%
WD repeat containing planar cell polarity | CPLANE complex; regulace cilioge-
BBS15 |WDPCP | effector neze 613580 | <1,0%
SHH signaling and ciliogenesis regulator regulace ciliogeneze, Hedgehog signa-
BBS16 |SDCCAG8 |SDCCAG8 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 neznama 614477 1,6%
BBS22 |IFT74 Intraflagellar transport 74 IFT-B komplex 608040 | <1,0%
BBS23 |CEP19 Centrosomal protein CEP19 regulace transportu proteinti do cilia |615586 | <1,0%
S-phase cyclin A associated protein in the
BBS24 |SCAPER |ER ciliarni dynamika 611611 | neznama
tvori distalni ipony, iniciace cilioge-
BBS25 |CEP164 Centrosomal protein 164 neze 614848 <1,0%
BBS26 |SCLT1 Sodium channel and clathrin linker 1 regulace ciliogeneze 611399 | <1,0%
Genové modifikatory
NPHP1 Nephrocystin 1 soucast prechodové zény 607100 | neznama
CCDC28B | Coiled-coil domain containing 28B regulace ciliogeneze 610162 | neznama
soucast prechodové zony, regulace
TMEM67 | Meckelin signalizace 609884 | neznama
TTC21B | Tetratricopeptide repeat domain 21B IFT-A komplex 612014 | nezndma

(Dollfus et al., 2024; Forsyth and Gunay-Aygun, 1993; Niederlova et al., 2019)
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