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Background

Joubert Syndrome (JS), a rare hereditary neurodevelopmental disorder is a ciliopathy caused
by primary cilia dysfunction. It was recently linked to mutations in ARMC9, TAGARAM1, and
CEP104, proteins residing in the cilium distal domain, a poorly characterized ciliary sub-
structure.

Based on ultrastructural, proteomic, and functional differences, cilium can be divided into
three segments: proximal (the transition zone), middle (ciliary shaft), and distal (cilia tip, CT).
While the structure, composition, and function of the transition zone and ciliary shaft are well
documented, little is known about the ciliary tip. It is suggested that ciliary tip is involved in
the regulation of ciliary signals transduction (e.g. Sonic hedgehog, Shh) and cilia assembly,
stability, and elongation. In unicellular organisms ciliary tip defects reduce cell motility. The
proteins forming the ciliary tip structure are mostly unknown. ARMC9 and TOGARAM1 are
ciliary tip proteins that reside at the plus ends of the ciliary doublet microtubules and play a
role in the regulation of their length.

Aim

The goal of this protect is identification of other proteins residing in the cilia distal domain
including those that interact with ARMC9 and TOGARAM. For this, we will engineer transgene
cells expressing tagged ARMC9 and TOGARM1 proteins and identified new cilia tip
components by performing BiolD assays enabling identification of proteins in close vicinity to
ARMC9 and TOGARM1 and colP assays to find proteins forming stable complex with ARMC9
or TOGARML1. The presence of the identified candidate proteins in the ciliary tip will be verified
by immunofluorescence. The interactions between ARMC9 or TOGARAM and newly identified
proteins (direct versus indirect) will be analyzed using pull-down and/or in-situ cross-link
assays. Finaly, to understand the role of newly identified ciliary distal domain proteins, we will
engineer knockout cell lines and analyze their phenotype.

Requirements

strong background in cell biology,

e basic skills in microscopy and molecular biology as well as experience in cell culture,

e strong motivation to work, good organizational skills, team work skills, attention to
detail,

e ability to communicate fluently in English
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Opis

Syndrom Jouberta, rzadka dziedziczna choroba neurorozwojowa, jest ciliopatiag zwigzana
z dysfunkcja rzeski pierwotnej. W ostatnim czasie wykazano, ze choroba ta zwigzana jest
z mutacjami w biatkach ARMC9, TAGARAM1, and CEP104, ktére lokalizujg sie w stabo
scharakteryzowanej czesci dystalnej rzeski.

W budowie rzeski wyrdznia sie trzy gtdwne segmenty: proksymalny (ang. transition zone),
srodkowy (ang. ciliary shaft) i dystalny (ang. cilia tip). Struktura, sktad biatkowy i funkcje
proksymalnego i srodkowego segmentu rzeski sg stosunkowo dobrze udokumentowane,
podczas gdy niewiele wiadomo na temat segmentu dystalnego rzeski. Do tej pory
zidentyfikowano tylko kilka biatek budujacych struktury segmentu dystalnego rzeski.
Dostepne dane sugerujg, ze biatka te zaangazowane sg w przekazywanie sygnatéw (np. szlak
Sonic hedgehog, Shh), regulacje biogenezy rzeski, kontrole dtugosci catej rzeski oraz dtugosci
segmentu dystalnego. U organizméw jednokomodrkowych uszkodzenie czesci dystalnej rzeski
spowalnia ruch komarki. Biatka tworzgce cze$é dystalng rzeski w wiekszosci sg nieznane. Biatka
ARMC9 i TOGARAM1, wykryte na koncu dystalnym rzesek, lokalizujg sie na koncach plus
mikrotubul dubletéw peryferyjnych i biorg udziat w regulacji dtugosci rzeski.

Cel projektu

Celem projektu jest identyfikacja nowych biatek oddziatujgcych z koricami plus mikrotubul
budujacych segment dystalny rzeski, w tym biatek oddziatujgcych z ARMC9 i TOGARAM1.
W tym celu, zostang uzyskane linie komodrek zdolne do produkcji biatek ARMC9 i TOGARAM1
jako biatek fuzyjnych z odpowiednig etykietka. Badania przeprowadzone na tych komadrkach
umozliwig identyfikacje biatek znajdujgcych sie w najblizszym sgsiedztwie biatek ARMC9
i TOGARAM1 (doswiadczenia typu BiolD) oraz biatek bezposrednio lub posrednio z nimi
oddziatujgcych (koimmunoprecypitacja). Obecnos¢ nowo zidentyfikowanych biatek w rejonie
dystalnym rzeski bedzie weryfikowana metodg immunofluorescencji posrednie;j.
Oddziatywanie (bezposrednie lub posrednie) pomiedzy biatkiem ARMCY9 lub TOGARAM1
a nowo zidentyfikowanymi biatkami korica dystalnego bedzie badane przy uzyciu metod pull-
down i cross-linking. Nastepnie otrzymamy mutanty pozbawione nowo zidentyfikowanych
biatek rzeskowych, ktére sg specyficznie obecne w koricu dystalnym rzeski i przeanalizujemy
wptyw tych delecji na funkcjonowanie rzesek i komorek.

Wymagania

e dobra znajomosc¢ biologii komdrki,
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umiejetnos¢ postugiwania sie podstawowymi metodami mikroskopowymi i biologii
molekularnej oraz doswiadczenie w hodowli komdrek sg mile widziane, ale
niekonieczne,

silna motywacja do pracy, zdolnosci organizacyjne, umiejetnos¢ pracy w zespole,
starannos¢, zwracanie uwagi na szczegoty,

dobra znajomos¢ jezyka angielskiego.



