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Seznam pouzitych zkratek

STRESOVE FAKTORY

15d-PGJ2

15-deoxy-delta-12,14-prostaglandin J2; inhibitor iniciace translace

5-tiRNA transfekce bunék syntetickymi 5 konci stresem indukovanych malych RNA
odvozenych od tRNA

DMDA-PatA desmethyl, desamino-pateamin A,; inhibitor iniciace translace

FCCP karbonyl kyanid(trifluoromethoxy)fenylhydrazon; vyvolava mitochondrialni stres
(inhibuje mitochondridlni membranovy potencial)

H,O, peroxid vodiku; vyvolavé oxidativni stres

PatA pateamin A, inhibitor iniciace translace
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ZKRATKY PROTEINU

4E-BP protein vazajici eukaryotni translacni iniciacni faktor 4E

4E-T transportér eukaryotniho translacniho inicia¢niho faktoru 4E

Akt protein kinaza B

AMPK protein kinaza aktivovana 5’-AMP

ATF4 transkripcni faktor zavisly na cyklickém AMP

ATX2 protein Ataxin-2

Bcel-xL protein podobny proteinu Bcl-2 1

CASC3 protein CASC3

elF eukaryotni translacni iniciacni faktor

FMRP protein mentalni retardace zptisobené fragilnim X

FUS RNA vazebny protein FUS

FXR1/2 protein souvisejici s mentalni retardaci zpusobenou fragilnim X chromozomem 1/2

G3BP-1/2 protein vazajici Ras GTPazu-aktivujici protein 1/2

GBLP protein podobny guanin nukleotid vazebnému proteinu, podjednotka beta-2 1

HD6 histon deacetylaza 6

hnRNP heterogenni jaderny ribonukleoprotein

HS90 protein tepelného Soku HSP 90

HSP70 protein tepelného Soku 70 kDa

HspB1 protein tepelného Soku beta-1

HuR protein podobny proteinu ELAV 1

MTOR serin-threonin protein kinaza mTOR

p38-MAPK p38 mitogenem aktivovana protein kinaza

PABP-1/4 polyA vazebny protein 1/4

PARG poly(ADP-ribdza) glykohydrolaza

PARP poly(ADP-riboza) polymeraza

PI3K fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat-3-kinaza

PQBP-1 polyglutamin vazebny protein 1
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RS6 protein malé ribozomalni podjednotky 6

Smaug 1 protein Smaug, homolog 1

SMG-1 serin/threonin protein kinaza SMG1

SMN protein pieziti motorickych neuronti

Srcl proto-onkogen tyrosin-protein kinaza Src

STAU1L protein Staufen vézajici dvouvldknovou RNA, homolog 1

TDP-43 TAR DNA vazebny protein

TIAL nukleolysin TIA-1, izoforma p40

TIAR nukleolysin TIAR

TRAF2 faktor asociovany s TNF receptorem 2

TTP protein Tristetraprolin

YBOX1 element vazajici protein senzitivni k nukleaze 1

OSTATNI ZKRATKY

40S mala podjednotka eukaryotického ribozomu

43S eukaryoticky translacni preinicia¢ni komplex

48S eukaryoticky transla¢ni inicia¢ni komplex

48S* nekompletni eukaryoticky translacni inicia¢ni komplex

60S velka podjednotka eukaryotického ribozomu

80S eukaryoticky ribozom

AdOXx adenosin-2’,3’-dialdehyd; inhibitor methyltransferaz

F11 hybridni buné¢na linie odvozena z mysiho neuroblastomu a krysich spinalnich gangliont

FRAP metoda uréovani pohyblivosti fluorescenéné zna¢enych molekul, ktera méfi fluorescenci
po pocate¢nim vysviceni (podle anglického Fluorescence Recovery After Photobleaching)

FXS syndrom fragilniho X
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LMB leptomycin B; inhibitor jaderného exportu zprostfedkovaného Exportinem-1

m7G 7-methylguanosin

MEF bunééna linie mysich embryonalnich fibroblasti

Met aminokyselina methionin

NES jaderny exportni signal

NGF nervovy ristovy faktor

NLS jaderny lokaliza¢ni signal

PC-12 bunécna linie krysich bun€k izolovanych z feochromocytomu

polyQ aminokyselinova sekvence bohata na aminokyselinu glutamin

RNP ribonukleoprotein

SG stresové granule

SG* buriky obsahujici stresové granule

SiRNA malé interferujici RNA

STEK bunécna linie mysich embryonalnich bunék nesouci deleci genu fmrl

tiRNA stresem indukované malé RNA odvozené od tRNA

U-2 OS bunécna linie lidskych epitelidlnich bun¢k izolovanych z osteosarkomu
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Abstrakt

Béhem neptiznivych podminek je v eukaryotickych buitkach inhibovana translace nékterych mRNA
a prednostné jsou syntetizovany proteiny, které se podileji na boji buiiky se stresem. Takto uSetfena energie
je vyuzita na opravy poSkozeni bunéénych struktur. Nepfekladané mRNA se v podobé
ribonukleoproteinovych komplext hromadi a dtsledkem je vznik cytoplazmatickych stresovych granuli.
V nich dochazi k tpravé struktury a slozeni téchto komplext a nésledné je rozhodovéno o jejich osudu -
mohou byt uskladnény, degradovany nebo vraceny do cytoplazmy pro znovuzahdjeni jejich ptekladu.
Molekuly mRNA s sebou do stresovych granuli pfinaseji i proteiny, které se na né vazou. Mezi takovymi
proteiny mohou byt i aktéfi signalnich drah a stresové granule se tak neptimo podileji na regulaci bunécnych
d&ju, jako je napiiklad apoptoza, a hraji tak dulezitou roli v piezivani butiky béhem nepfiznivych podminek.
Tato prace pojednava o proteinovém slozeni stresovych granuli v lidskych bunécnych liniich, stru¢né
charakterizuje stresové faktory, které ke vzniku stresovych granuli vedou a vénuje se rozdilim ve slozeni
stresovych granuli indukovanych riznymi stresovymi faktory. Soucasti prace je tabulka shrnujici proteiny,
které se v téchto granulich vyskytuji. Ve druhé ¢asti se prace vénuje charakterizaci proteint z rodiny proteint
mentalni retardace zpisobené fragilnim X a stru¢né nastifiuje moznou souvislost syndromu fragilniho X a

stresovych granuli.

Klicova slova: bunécny stres, stresové granule, proteinové slozeni stresovych granuli, inhibice translace,

FMRP, FXR1, FXR2, lidské bunééné linie

Abstract

During unfavourable conditions eukaryotic cells inhibit translation of certain MRNAs and preferably
synthesize proteins that are involved in the stress response. The saved energy is used for repair of cellular
damages. The untranslated mMRNAs are accumulated in the form of ribonucleoprotein complexes. This
accumulation results in the formation of the cytoplasmic stress granules. These granules are sites of structure
remodeling and triage of the ribonucleoprotein complexes - they can be stored, degraded or sent back to the
cytoplasm for translation reinitiation. The MRNA molecules carry their associated proteins, which include
also proteins implicated in the cell signaling. Stress granules can thus indirectly regulate some processes,
such as apoptosis, and play role in the survival of the cell. This thesis focuses on protein content of stress
granules in human cell lines, briefly characterizes stress factors that induce their formation and discusses
differences between the content of stress granules induced by different stress stimuli. An important part of
this thesis is a table summarizing proteins found in the stress granules. The second part of this work is
dedicated to the characterization of the proteins of the fragile X mental retardation protein family. It outlines

the possible link between the fragile X syndrome and stress granules.

Keywords: cellular stress, stress granules, protein composition of stress granules, translation inhibition,
FMRP, FXR1, FXR2, human cell lines
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1. Uvod

Prepis genetické informace z DNA do RNA a nasledna syntéza proteinu je proces, ktery probiha
v kazdé zivé bunice a byl poprvé popsan jiz v roce 1970 Francisem Crickem v jeho ¢lanku ,,Central dogma of
molecular biology* (Crick 1970). Existuje fada moznosti, jak tento energeticky naroény proces regulovat,
Vv zavislosti na aktudlnich potfebach buniky, danych zejména vnéjSimi podminkami.

Béhem reakce bunky na stres dochazi k selektivni inhibici syntézy nékterych proteint a uSetfenou
energii buiika investuje do opravy poskozeni zptisobenych stresem, pfipadné do adaptace na nové podminky.
Dusledkem je rozpad polyzomi a vznik cytoplazmatickych télisek, které obsahuji ribonukleoproteinové
(RNP) castice, tvofené nepiekladanymi molekulami mRNA, nékterymi translaénimi iniciaénimi faktory a
RNA vazebnymi proteiny. Tyto agregaty RNP castic se nazyvaji stresové granule a od ostatnich
cytoplazmatickych RNA granuli se lisi jejich specifickym vznikem pouze béhem stresu. Vedle stresovych
granuli mizeme v cytoplazmé nalézt i dal§i druhy RNA granuli, konkrétn€¢ jsou to P-téliska, neuronalni
transportni granule a granule v zarodeénych buiikach. P-téliska jsou mistem, kde dochazi k degradaci mMRNA
a jsou v souvislosti se stresovymi granulemi Casto zmifiovana, ale na rozdil od stresovych granuli jsou
v bunikach ptitomny neustale a b€hem stresu se pouze zvysSuje jejich pocet. P-téliska nejsou predmétem této
prace.

7Zda se, ze stresové granule jsou mistem, kde dochazi ke zménam struktury a sloZeni
ribonukleoproteinovych ¢astic (tzv. remodeling) a je zde rozhodovano o dal$im osudu mMRNA uvolnénych
z polyzomu (viz Obrazek 1). Molekuly mRNA mohou byt v granulich uskladnény a po odeznéni stresu
mohou byt op&tovné pouzity pro translaci, aniz by musely byt znovu syntetizovany. Kromé uskladnéni
existuji i dalsi varianty osudu téchto mRNA - mohou byt degradovany, nebo navraceny do cytoplazmy pro
opétovné zahajeni jejich translace.

Ukazuje se, ze krom& komponent, které jsou vSem stresovym granulim spole¢né (tj. nepiekladané
agregacnich proteinit), mohou obsahovat i dal$i soucasti, jako jsou RNA vazebné proteiny ovliviiyjici
stabilitu jejich cilovych mRNA, proteiny signalnich drah, nebo enzymy zajist'ujici posttranslaéni modifikace.

Slozeni stresovych granuli se mize lisit v z&vislosti na stresovém podnétu a bunéném typu.
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Obrizek 1: Schéma zobrazujici mozZné osudy mRNA béhem klidovych a stresovych podminek. Béhem klidovych
podminek mohou byt molekuly mRNA piekladany v polyzomech nebo degradovany. Jednou ze struktur, kde probiha
degradace mRNA jsou P-téliska. Pti reakci buﬁky na stresové faktory dochézi k inhibici translace, rozpadu polyzomﬁ a

.....

uskladnéni RNP &astic v SG

vzniku stresovych granuh. Ve stresovych granulich je rozhodovano o osudu mRNA molekul. Ty mohou byt po dobu
stresu uskladnény, degradovany, nebo navraceny do cytoplazmy pro opétovné zahajeni jejich prekladu. Pievzato a
upraveno podle Kedersha et al. (2005).

Cilem této bakalarské prace je:

I. Vypracovat a okomentovat piehlednou tabulku shrnujici proteiny pfitomné ve stresovych granulich
v lidskych buné¢nych liniich, s vyjimkou stresovych granuli indukovanych virovou infekei.

Il. Proteiny z rodiny proteini mentalni retardace zpisobené fragilnim X jsou klinicky vyznamné a
zaroven se vyskytuji ve stresovych granulich. Cilem je popsat za jakych podminek lokalizuji do
stresovych granuli, jaké experimenty byly provedeny v souvislosti s jejich roli ve stresovych granulich

a strucné nastinit jejich klinicky vyznam.



2. Co jsou to stresové granule?

Stresové granule (SG) jsou ribonukleoproteinové castice, vznikajici v eukaryotnich bunkach pfi
faktory, jako je napftiklad pisobeni vysokych ¢i nizkych teplot, ptisobeni toxickych latek (napf. arsenitan
sodny), nebo osmoticky Sok. Represi translace buitika Setii energii, kterou mtze pouzit na opravu poskozeni
zpisobenych stresem.

Stejné jako ostatni cytoplazmatické RNA granule obsahuji stresové granule polyadenylovanou

.....

............

(Kedersha et al. 2002; Kedersha et al. 1999; Kim et al. 2005). Distribuce SG v cytoplazmé neni nahodna;
nejcastéji se nachazeji v perinuklearnim prostoru a vzhledem k jejich velikosti (0,2 az vice nez 4 pum v
pruméru) a vysoké denzité jsou pozorovatelné svételnym mikroskopem (lvanov et al. 2003).

Existuji rizné molekularni mechanismy, které vedou k inhibici iniciace translace, ale jedno maji

.....
.....

.....

.....

jsou uvolnény, neboli dochazi k rozpadu polyzomu. Rozpad polyzomi je pro skladani stresovych granuli
klicovy. Pisobenim chemickych latek, které stabilizuji polyzomy (napft. cykloheximid nebo emetin) je tvorba
SG inhibovana (Kedersha et al. 2000). Na uvolnénou mRNA se nasledné vazou ptes své RNA vazebné
domény primarni agregacni proteiny, které multimerizuji a fidi shlukovani 48S* komplexd skrze svoje
(Gilks et al. 2004), nukleolysin TIAR (TIAR) (Mazan-Mamczarz et al. 2006), protein vazajici Ras GTPazu-
aktivujici protein 1 (G3BP-1) (Tourriere et al. 2003) a protein vazajici Ras GTPazu-aktivujici protein 2
(G3BP-2) (Matsuki et al. 2013). Skladani SG probiha ve dvou fazich - nejprve se tvoii mensi agregaty, které
se nasledné spojuji ve vétsi granule. Po odeznéni stresu dochazi k jejich rozpousténi (Zhang et al. 2011). Na
skladani SG se podileji i mikrotubuly, ov§em do jaké miry neni jasné. Depolymerizace mikrotubulti pomoci
drog vedla v nékterych experimentech k vyrazné inhibici tvorby stresovych granuli, v jinych pouze zabranila
splyvani mensich granuli ve vétsi (Fujimura et al. 2009; lvanov et al. 2003; Kolobova et al. 2009; Kwon et
al. 2007).

Stresové granule se pod mikroskopem jevi jako statické a malo pohyblivé struktury (Kedersha et al.

2005). Pavodné se myslelo, Ze slouzi pouze jako skladi$té nepiekladanych mRNA molekul, a ze se podileji
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na represi translace. Pfedstava byla takova, ze se molekuly mRNA akumuluji v granulich a po odeznéni
stresu jsou navraceny do cytoplazmy, kde je opétovné zahdjen jejich pieklad (Kedersha et al. 1999). Tato
domnénka byla podpofena faktem, Ze prvni objevené agregacni proteiny TIA1 a TIAR funguji zaroven jako
represory translace (Mazan-Mamczarz et al. 2006; Piecyk et al. 2000). Pozdgji byly ov§em objeveny nékteré
vlastnosti stresovych granuli, které nejsou v souladu s timto modelem. Za prvé, SG jsou dynamické struktury
a Cast jejich obsahu, molekuly mRNA i proteiny, jsou z agregdtli uvoliiovany a opét do nich vstupuji
s vysokou frekvenci. Tvorba vétSich agregatti jevicich se jako granule je tak dana rozruSenim rovnovahy
mezi ,,odtokem* a ,pfitokem™ ve prospéch ptitoku, spiSe nez prostou akumulaci komponent stresovych
granuli (Kedersha et al. 2000). Fluorescenéné znacenou sondou byly vizualizovany molekuly mRNA a
pomoci méfeni ndvratu fluorescence po pocatecnim vysviceni (tzv. FRAP analyza, podle anglického
Fluroescence Recovery After Photobleaching) bylo zjisténo, ze piiblizné tietina veskeré mRNA v burice je
pevné vazana v SG, tfetina migruje mezi SG a cytoplazmou a tetina se nachazi volné v cytoplazmé (Zhang
et al. 2011). Za druhé, obsah SG je v dynamické rovnovaze s polyzomy. Inhibice elonga¢ni faze translace
vede k zadrzeni ribozomi na mRNA, neboli ke stabilizaci polyzomi. Za takovychto podminek dochazi
k rozpousténi SG. Navic tento jev nazorné demonstruje, ze podminkou pro tvorbu SG je inhibice specifické
faze translace, to jest iniciace, nikoli inhibice translace obecné. PifedCasna terminace translace vede naopak
k rozpadu polyzomu a indukuje vznik SG (Kedersha et al. 2000). Za tfeti, inhibice translace maze probihat, i
kdyz je branéno vzniku SG. Pii indukci SG arsenitanem v bunécné linii mysich embryonalnich fibroblasti
(MEF) s odstranénym genem pro histon deacetylazu 6 (HD6) tvoiilo SG jen 25% bunék (oproti 80% bunék
syntetizujicich HD6), ale mira represe translace byla stejna u obou typt bunék (Kwon et al. 2007).

Tyto zjisténi rozvratily pfedstavu o stresovych granulich, jakoZto pasivnim skladisti nepiekladanych
mRNA a byl navrhnut model ,tfidiciho centra®“ (Kedersha et al. 2000). Podle tohoto modelu jsou stresové
granule mistem, kam jsou transportovany nepiekladané mRNA molekuly ve formé RNP komplexd, jejichz
struktura a slozeni jsou v SG upraveny a dochazi k jejich aktivnimu tfidéni. Nékteré mRNA mohou byt
opravdu stabilizovany a uskladnény v SG béhem pulisobeni stresu, jiné ale mohou byt uréeny k degradaci
nebo k pokusu o znovuzahgjeni jejich piekladu. Podil na rozhodovani o osudu jednotlivych mRNA maji
proteiny, které se na n¢ vazou. Ty mohou ovliviiovat translaci jako takovou (pf. TIA1), stabilitu mRNA (pf.
protein podobny proteinu ELAV 1; HuR) ¢i jejich degradaci (pt. Tristetraprolin; TTP) (Gallouzi et al. 2000;
Piecyk et al. 2000; Stoecklin et al. 2004). Kromé této tfidici funkce mohou SG vyvazovat nékteré signalni
proteiny a regulovat tak signalni drahy. Takovymi signalnimi proteiny mohou byt proapoptické faktory -
protein podobny guanin nukleotid vazebnému proteinu, podjednotka beta-2 1 (GBLP) (Ohn et al. 2008) nebo
faktor asociovany s TNF receptorem 2 (TRAF2) (Kim et al. 2005). Stresové granule jsou tedy dulezité i pro
regulaci apoptdzy pii ptisobeni stresu.

Béhem reakce bunék na stresové faktory jsou translaéné umléeny pouze nékteré mRNA. Molekuly
mRNA kodujici proteiny, které se podileji na opravé buné€k a jejich adaptaci na nepiiznivé podminky jsou ze
stresovych granuli selektivné vylouceny, aby mohl i nadale probihat jejich preklad. Mezi takové mRNA patii
mRNA kodujici protein teplotniho Soku 70 kDa (HSP70) (Nover et al. 1989), protein teplotniho Soku HSP



90 (HS90) (Stohr et al. 2006), nebo transkripéni faktor zavisly na cyklickém AMP (ATF4) (Harding et al.
2000).



3. Mechanismy indukce stresovych granuli

Existuji rizné faktory, které vyvolavaji bunécny stres vedouci k inhibici iniciace translace. Mohou to
byt nepfiznivé podminky (napt. vysoka ¢i nizka teplota, hyperosmotické prostiedi, ultrafialové zateni) nebo
chemické latky (napf. arsenitan sodny, bortezomib, clotrimazol). Pfi iniciaci translace dochazi ke skladani

(1) SloZeni ternarniho komplexu. Dochazi k pfipojeni tRNA nesouci aminokyselinu methionin
(Met) k eukaryotnimu transla¢nimu iniciaénimu faktoru 2 (elF2), ktery zaroven vaze GTP. Béhem iniciace
translace je molekula GTP hydrolyzovana (elF2-GTP = elF2-GDP + P;) a aby mohl byt eIF2 znovu pouzit,

musi byt recyklovan a musi dojit k vyméné¢ GDP za GTP. Tuto vyménu zajistuje eukaryotni translacni
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(5) Piipojeni velké ribozomalni podjednotky (60S). Soucasné¢ s uvolnénim eIF2-GDP

.....

.....

precist shrnujici ¢lanek od Jackson et al. (2010).
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Obrazek 2: Iniciace translace v eukaryotnich buiikach. Na obrazku je schematicky znazornéna iniciacni faze
translace v eukaryotnich buiikach. Ciselné oznaéeni jednotlivych kroki na obrazku odpovida &iselnému oznaceni kroki
iniciace translace popsané v kapitole 3. Pfevzato a upraveno podle Hinnebusch (2011).



Stresové faktory miizeme rozdélit do dvou zakladnich skupin podle mechanismu, kterym znemoziiu;ji
skladani funkénich 48S komplextd a indukuji tak tvorbu stresovych granuli. Miize to byt bud’ mechanismus
zavisly na fosforylaci elF2a (viz kapitola 3.1), nebo mechanismy na této fosforylaci nezavislé (viz kapitola
3.2). Nekteré stresové faktory mohou indukovat tvorbu SG kombinaci vice mechanismt (Emara et al. 2012;
Fujimura et al. 2012).

3.1 Mechanismus indukujici tvorbu SG fosforylaci eIF2a

Prvné objevenym a nejlépe objasnénym mechanismem inhibice iniciace translace v lidskych
burikach je fosforylace alfa podjednotky eIF2 (elF2a), ktera dale znemoziuje sestaveni funkéniho ternarniho
komplexu (Kedersha et al. 1999). Spravné slozeny ternarni komplex je pfedpokladem k GspéSnému pripojeni
43S komplexu k mRNA (Fraser et al. 2007). Pfipojeni velké ribozomalni podjednotky a zahajeni translace je
umoznéno hydrolyzou molekuly GTP, ktera je v ternarnim komplexu nesena alfa podjednotkou elF2.
Fosforylovany elF2a (P-elF2a) se stavd kompetitivnim inhibitorem elF-2B a brani tak recyklaci GDP za
GTP. V buiice se v dasledku toho hromadi ,,nenabité” elF2 vazajici GDP, tvorba funkcnich ternarnich
komplexu je inhibovana a s ni i iniciace translace (shrnuto v Jackson et al. 2010).

Tento mechanismus vyvolava naprosta vétSina stresovych faktort vyuzivanych pii studiu stresovych
granuli, jako je pusobeni vysoké teploty, arsenitanu nebo ultrafialového zafeni (UV) (pro kompletni vycet
téchto faktord viz Tabulka 1). Oblibenym zptsobem jak zjistit, jestli je indukce SG za pouzitého stresového
faktoru zavisla na fosforylaci elF2a, je vyuziti bunécné linie MEF produkujici nefosforylovatelnou formu
elF2a, ktera ma na pozici 51 misto serinu alanin (eIF2a S51A). Pokud testovany faktor indukuje SG i v této
mutantni linii, vyuziva mechanismus na fosforylaci elF2a nezavisly (Kim et al. 2007).

Vedle klasickych stresovych faktorli pouzivanych k indukci stresovych granuli mohou byt SG
indukovany i zvySenou produkci nékterych RNA proteind (pro vycet téchto proteint viz Tabulka 1). Pfi
nadprodukci agrega¢niho proteinu G3BP-1 byl pozorovan vznik malych SG, aniz by doSlo ke zvySeni
obsahu P-elF2a v burice a k inhibici translace. Kdyz tyto SG dosahly urcité velikosti, mnozstvi P-eIF2a v
buiice vyrazné vzrostlo a translace byla inhibovana. Pii experimentu s MEF bunécnou linii exprimujici elF2a
S51A bylo zjisténo, ze malé SG opravdu vznikaji nezavisle na fosforylaci elF2a (Reineke et al. 2012). Je
mozné, ze skladani malych SG je zplsobeno zvySenou koncentraci agrega¢nich domén G3BP-1
V cytoplazmé, a ve chvili kdy je piesaZzeno urcité mnozstvi syntetizovanych proteinti, které je burika jeste
schopna spravné sbalit, dojde k vyvolani stresové reakce (tzv. unfolded protein response). Jestli je tento
mechanismus spole¢ny v§em proteinim schopnym indukovat svoji nadprodukci SG, nebo pii nadprodukci
jinych proteini pfedchazi fosforylace elF2a vzniku SG, je nezodpoveézenou otazkou.

Naproti tomu existuji i proteiny, které jsou za ptisobeni urcitych stresovych faktorti soucasti SG, ale jejich

nadprodukce nejenom ze neindukuje vznik SG, ale naopak ho inhibuje. Mezi takové patii poly(ADP-rib6za)



glykohydrolaza (PARG) (Leung et al. 2011), polyglutamin vazebny protein 1 (PQBP1) (Kunde et al. 2011),
protein Staufen vazajici dvouvlaknovou RNA, homolog 1 (STAUL) (Thomas et al. 2009) a element vazajici
protein senzitivni k nukleaze 1 (YBOX-1) (Tanaka et al. 2014). Bylo zjisténo, ze n¢které proteiny stresovych
granuli (napt. TIA1, G3BP-1 nebo Argonaut 2) jsou ADP-ribosylovany (posttranslaéni ptipojovani polymert
ADP-ribozy). Nadprodukce enzymu katalyzujicich syntézu poly(ADP)-ribézy dokonce indukuje vznik SG
bez pusobeni dalsiho stresu. Naproti tomu nadprodukce enzymi $tépicich tyto polymery (PARG) inhibuje
tvorbu SG. Zda se, ze ADP-ribosylace nekterych proteind stresovych granuli je funkéné dillezita pro jejich
skladani a pretrvavani v bunice (Leung et al. 2011). Zpusob jakym PQBP-1 inhibuje tvorbu SG neni znam,
nicméné prokazatelné souvisi s jeho schopnosti vazat se na polyglutaminové (polyQ) oblasti jinych proteini
(zvySena produkce PQBP-1 vbun&e¢né linii F11 vedla k vyrazné redukci SG* buné&k, kdezto zvysena
produkce PQBP-1 s mutaci v polyQ vazebné doméné vedla pouze k mirnému snizeni tvorby SG) (Kunde et
al. 2011). STAUI je produkovan v mnoha rtznych tkanich a brani skladani SG vazbou na ribozomy a
naslednou stabilizaci polyzomt (Thomas et al. 2009). Po ptisobeni arsenitanu se YBOX-1 vaze na HSP70
mRNA a indukuje jeji pteklad (Tanaka et al. 2014). ZvySena produkce HSP70 brani agregaci TIA1, ¢imz
brani skladani SG (Gilks et al. 2004). Nezda se, Ze by mechanismy inhibice tvorby SG pii nadprodukci

téchto proteinti meély mnoho spole¢ného.

3.2 Mechanismy indukujici tvorbu SG nezavisle na fosforylaci elF2a

Mechanismy indukujici tvorbu SG nezavisle na fosforylaci elF2a mtizeme rozdélit do tii skupin.
Mohou bud’ branit tvorbé funkéniho ternarniho komplexu (viz kapitola 3.2.1), inhibovat pfipojovani, popft.
funkci elF-4A (viz kapitola 3.2.2), nebo inhibovat funkci elF-4E (viz kapitola 3.2.3). Nékteré stresové
faktory indukuji tvorbu SG nezavisle na fosforylaci elF2a, ale jakym zpiisobem tedy inhibuji iniciaci

translace, nevime (viz kapitola 3.2.4).

3.2.1 Inhibice skladani ternarniho komplexu
Vedle fosforylace elF2a je dalsi moznosti jak zabranit tvorbé ternarniho komplexu odstranéni elF2a
pomoci siRNA interference nebo znemoznéni vazby mezi tRNAM a eIF2 pomoci specifického inhibitoru

(NSC 119893) (Mokas et al. 2009).

3.2.2 Inhibice pripojovani eIF-4A nebo jeho funkce
Inicia¢ni faktor elF-4A je ATP dependentni RNA helikaza a participuje na pifipojeni 43S komplexu

.....

..........

elF-4G a elF-4B (shrnuto v Jackson et al. 2010). Pomérné nedavno byly objeveny tfi malé molekuly, které
inhibuji translaci a indukuji vznik SG mechanismem, ktery brani aktivit¢ eIlF-4A - pateamin A (PatA),
hippuristanol a 15d-PGJ2.



-----

15d-PGJ2 se vazou na elF-4A a brani tak jeho vazb¢ k elF-4G, ¢imz je rozrusen elF-4F komplex (Kim et al.
2007; Low et al. 2005). Hippuristanol brani vazbé elF-4A na molekulu mRNA (Bordeleau et al. 2006).

3.2.3 Inhibice funkce elF-4E

Inicia¢ni faktor elF-4E se vaze m7G Eepicku mRNA a je zakladnou pro sestaveni elF-4F komplexu.
Jeho dostupnost pro tvorbu elF-4F komplexu je regulovana pomoci elF-4E vazebného proteinu (4E-BP).
Kdyz je 4E-BP v hypofosforylovaném stavu, vaze se na elF-4E a brani jeho asociaci s elF-4G, ¢imz blokuje
sestaveni elF-4F komplexu. K hypofosforylaci 4E-BP dochazi, kdyZ je inhibovana serin/threonin protein
kindza mTOR (shrnuto v Jackson et al. 2010).

Mechanismus indukce SG pomoci inhibice funkce elF-4E byl popsan teprve v roce 2012 a doposud
s nim byly spojeny pouze dva stresové faktory - peroxid vodiku (H,0,) a seleni¢itan sodny. Oba tyto faktory
vedou navic i k fosforylaci elF2a, ale vznik SG je na ni nezavisly, coz bylo ovéfeno experimentalné pomoci
MEF elF2a S51A. V piipadé¢ peroxidu byla tvorba SG zcela zachovana, SG indukované selenicitanem
v mutantni linii byly o trochu mensi, nez v linii exprimujici normalni elF2a (Emara et al. 2012; Fujimura et
al. 2012).

Pusobeni peroxidu vodiku vede k hypofosforylaci 4E-BP1, ktery v tomto stavu pevné vaze elF-4E.
Ten neztraci schopnost vazat se na ¢epicku MRNA, ale neumoziuje ptipojeni elF-4G a elF-4A, v disledku
¢ehoz nevznika elF-4F komplex. Pomoci fluorescenéné znaéenych protilatek byl navic pozorovan piesun
elF-4E i jeho transportéru 4E-T z cytoplazmy do jadra, coz koresponduje s jejich nepfitomnosti v SG.
Pusobeni selenicitanu vede taktéz k hypofosforylaci 4E-BP1 a naruseni tvorby elF-4F komplexu, ale na
rozdil od SG indukovanych peroxidem obsahuji SG indukované selenicitanem eIF-4E (lokalizace 4E-T
nebyla zjistovana). U obou stresovych faktord je komplex 4E-BP:elF-4E funkéné dulezity pro tvorbu SG
(Emara et al. 2012; Fujimura et al. 2012).

Slozeni SG indukovanych mechanismem inhibujicim funkci elF-4E je odlisné od slozeni SG

indukovanych ostatnimi mechanismy (viz kapitola 4).

3.2.4 Inhibice iniciace translace neznamym zpiisobem

Existuji stresové faktory, které indukuji tvorbu SG nezavisle na fosforylaci elF2a, ale neni jasné,
jakym zptisobem tedy inhibuji iniciaci translace. Jedna se o ptisobeni nizkych teplot a transfekci bunék
syntetickymi 5’ konci stresem indukovanych malych RNA odvozenych od tRNA (tiRNA).

Tvorba SG béhem plisobeni nizké teploty je navic nezavisla i na komplexu 4E-BP:elF-4E a byla
narusena, kdyz byla inhibovana protein kinaza aktivovana 5’-AMP (AMPK) a proto-onkogen tyrosin-protein
kinaza Src (Srcl). Tyto kinazy jsou tedy ziejmé soucasti signalni drahy vedouci az k indukci SG (Hofmann
etal. 2012).

V nékolika recentnich publikacich byl nastinén novy mechanismus indukce SG pomoci tiRNA. Pfi
vystaveni bunék vysoké teploté, arsenitanu nebo UV zafeni dochazi ke §tépeni molekul tRNA na dvé Casti -

3’-tiRNA a 5’-tiRNA. Toto Stépeni zajiStuje ribonukledza Angiogenin a je na fosforylaci elF2a nezavislé, ba
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naopak se zda byt fosforylaci e[F2a inhibovano. Molekuly 5’-tiRNA zplsobuji nezndmym zptisobem represi
translace a pii pusobeni stresu, kterym muize byt i samotna transfekce syntetickych 5’-tiRNA, tvorbu SG
(Emara et al. 2010; Yamasaki et al. 2009).

Syntéza M9OM peptidu indukuje tvorbu SG, ale mechanismus této indukce nebyl zjistovan. Nevime,
jestli je nebo neni zavisla na fosforylaci elF2a. M9M je rekombinantni peptid, ktery se vaze s vysokou
afinitou na Transportin-1, ¢imz inhibuje jaderny import fizeny timto transportnim receptorem. Dusledkem je
akumulace proteinti vyuzivajicich tento zpisob importu v cytoplazmé (napi. RNA vazebny protein FUS) a
vznik stresovych granuli (Dormann et al. 2010).

Zajimavé je, Ze ackoli je inhibice iniciace translace nutnou podminkou pro vznik stresovych granuli
(vyjimkou jsou malé SG vznikajici pti nadprodukci G3BP-1), neplati, ze SG vznikaji pokazdé, kdyz je

iniciace translace inhibovana. Odstranéni nckterych proteinti podilejicich se na pfipojovani velké

............

.....

..........

Piikladem je situace, kdy odstranéni elF-4E nevede ke vzniku SG, ackoli vede k represi translace (Mokas et
al. 2009). Na rozdil od velké podjednotky ribozomu byl elF-4E pii mnoha experimentech nalezen ve
stresovych granulich a jeho fyzickéd pritomnost v burnice je dulezitd, ovSem nikoli nezbytnd, pro spravnou
tvorbu SG indukovanou riznymi druhy stresovych faktord (Fournier et al. 2013). Pfidani arsenitanu k HelLa
bufikdm deficitnim pro eIF-4E vedlo k tvorb& SG ve 30% téchto bun&k (oproti 90% SG* kontrolnich bungk
s funkénim eIF-4E) (Fournier et al. 2013). V jiném experimentu vedlo odstranéni elF-4E pouze k mirnému
snizeni po¢tu bunék tvoticich SG po pfidéani arsenitanu (z 90% SG* bungk s funkénim eIF-4E na 80% SG”
bungk s depletovanym elF-4E) (Emara et al. 2012). Tyto vysledky napovidaji, Ze eIF-4E hraje dulezitou roli
ve skladani SG, ale neni pro jejich tvorbu esencialni. Samotné odstranéni elF-4E v HeLa bunkach pomoci
siRNA interference vedlo k redukci translace na 60% Vv porovnani s kontrolnimi butikami, ale neindukovalo
tvorbu SG (resp. indukovalo tvorbu SG v < 0,1% bunék) (Mokas et al. 2009). Nakolik je represe translace
opravdu nezavisla na tvorbé SG a jaky podil ma na této piipadné nezavislosti prosta absence dilezitych

stavebnich komponent stresovych granuli (pfipadné jejich inaktivace) je otazkou dal$iho vyzkumu.
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4. SloZeni stresovych granuli

Vsech 144 proteind, které byly nalezeny ve stresovych granulich je uvedeno v Tabulce 1, spolu se
stresovym faktorem, ktery tvorbu SG indukoval. Pro vétsi piehlednost jsou stresové faktory v tabulce
rozdéleny do dvou skupin: faktory indukujici tvorbu SG ptes fosforylaci elF2a a faktory na této fosforylaci

nezavislé.

Proteiny ptitomné ve stresovych granulich mizeme rozdé¢lit do nékolika skupin, podle jejich funkce:
. RNA vazebné proteiny ovliviiujici strukturu, stabilitu a funkci mRNA

. proteiny podilejici se na transkripci

. RNA helikazy

. proteiny podilejici se na degradaci mRNA

. proteiny podilejici se na posttranslacnich modifikacich

. signalni proteiny

. proteiny podilejici se na uml¢ovani geni pomoci miRNA

. chaperony a jejich ko-chaperony

10. ostatni - proteiny molekularnich motort, proteiny zajist'ujici jaderny transport, aj.

Néekteré proteiny jsou soucasti SG indukovanych pouze nékterymi stresovymi faktory. Naptiklad
protein tepelného Soku B1 (HspB1) se vyskytuje pouze ve stresovych granulich indukovanych vysokou
teplotou a chybi v SG indukovanych arsenitanem nebo UV zatfenim (Kedersha et al. 1999). Protein CASC3
je naopak piitomen pouze v SG indukovanych arsenitanem nebo thapsigarginem, ale nikoli vysokou teplotou
(Baguet et al. 2007; Didiot et al. 2009). Ackoli vSechny tyto stresové faktory vedou k fosforylaci elF2a,
stresova reakce bunck se ziejme v nékteré fazi lisi a vede k tvorbe stresovych granuli S rozdilnym slozenim.

V nékterych pfipadech se autofi na lokalizaci proteinu do SG neshoduji. Ptfikladem je TAR DNA
vazebny protein (TDP-43), ktery byl béhem jednoho experimentu nalezen v SG indukovanych arsenitanem
(McDonald et al. 2011), ale béhem jiného experimentu provadéného na stejné bunééné linii za pouZiti
stejného stresového faktoru byl ze stresovych granuli vyloucen (Bentmann et al. 2012). V obou
experimentech byly SG detekovany pomoci stejného markeru - proteinu TIAL. U jinych proteint, které se pfi
pusobeni stejného stresového faktoru vyskytovaly v SG béhem jednoho experimentu, ale béhem jiného
nikoli, miiZe byt tato neshoda dana pouzitim rozdilnych bunéénych linii. Naptiklad eIF-4G je pfitomen v SG
indukovanych peroxidem vodiku v HeLa bunkach, ale nikoli v U-2 OS bunkach (Brown et al. 2011; Emara
et al. 2012).

Pomoci siRNA interference, popi. pouzitim bunécné linie s odstranénym ¢&i nefunkénim genem pro

urdity protein lze zjistit, jestli je tento protein dulezity pro spravné skladani SG. Zda se, ze zadny protein neni
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pro skladani SG esencialni. Uml¢enim, popf. vymazanim genti pro celou fadu proteint nalezenych v SG lze
snizit pocet SG v bunce, jejich velikost, pfipadné rychlost skladani, ale nikdy neni jejich tvorba zcela
znemoznéna. To plati i v pfipadé hlavnich agregacnich proteinti - G3BP-1, G3BP-2, TIAl a TIAR. SniZeni
exprese genu pro G3BP-1 pomoci siRNA vedlo Kk redukci po¢tu bunék obsahujicich SG po pusobeni
arsenitanu z ptuvodnich 80% na 40% (Matsuki et al. 2013), ptipadné znemoznilo splyvani malych granuli ve
vetsi (tzv. sekundarni agregace) (Aulas et al. 2012). Pongkud mirn&jsi redukce poc¢tu SG* bun&k byla
pozorovana po transfekci siRNA cilené proti genu kédujicimu G3BP-2 (z ptivodnich 80% SG* bunék na
50%). Zajimavé je, ze transfekce obou t&chto siRNA soucasné vedla k vyrazné redukci SG* bungk (<10%).
Je ziejmé, Ze se oba tyto proteiny synergisticky podileji na skladani SG a pii absenci pouze jednoho z nich je
tvorba SG zachovana (Matsuki et al. 2013). Podobné se mohou navzajem zastoupit i proteiny TIA1 a TIAR.
Mysi embryonalni fibroblasty s odstranénym genem pro TIAR (MEF KO TIAR) tvofily po plsobeni
arsenitanu nebo vysoké teploty dokonce vice SG, nez bunky produkujici TIAR v normalni mife. Tento
necekany jev mize byt vysvétlen zvysenou produkci TIAL, kterou bunky kompenzuji ztratu proteinu TIAR
(Dang et al. 2006; Gilks et al. 2004). Autofi se neshoduji na tom, do jaké miry je pro tvorbu SG klicova
ptitomnost TIA1 v bunice. Pii experimentech s MEF bunéénou linii s odstranénym genem pro TIA1 (MEF
KO TIA1) se v jednom piipadé po pusobeni arsenitanu a DMDA-PatA tvotily mensi SG (Dang et al. 2006),
jindy byly SG po piisobeni arsenitanu nebo vysoké teploty tvofeny pouze minoritni ¢asti bun¢k (Gilks et al.
2004) a v dalsich ptipadech byla dokonce tvorba SG indukovanych arsenitanem (De Leeuw et al. 2007) nebo
15d-PGJ2 (Kim et al. 2007) oproti kontrolnim buikam nezménéna. Neni jasné, jestli je za CasteCnou
schopnost MEF KO TIA1 bungk tvofit SG zodpovédny protein TIAR, nebo néktery z dalSich agregacnich
proteint.

Je mozné, ze rizné agregacni proteiny jsou dulezité pro tvorbu SG indukovanou riznymi stresovymi
faktory. Pusobeni arsenitanu vede k defosforylaci G3BP-1 a ten je potom schopny agregovat a tvofit SG.
Fosforylovany G3BP-1 tuto schopnost nema. Neni proto piekvapivé, ze zvySena produkce fosfomimetického
mutantniho G3BP-1 (S149E) nevede Kk indukci SG, ackoli zvySena produkce jeho normalni varianty ano.
Zajimavé je, ze ne vSechny SG indukované nadprodukci G3BP-1 obsahuji TIA1 nebo TIAR proteiny, coz
nasvédCuje tomu, Ze tyto nejsou pro skladani nékterych SG esencialni. Jiné stresové faktory, které nevedou
k defosforylaci G3BP-1, ziejmé indukuji tvorbu SG pomoci TIAL1/R nebo jinych agrega¢nich proteini.
V tomto ptipadé mize byt fosforylovany G3BP-1 smérovan do SG pomoci své RNA vazebné¢ domény, ale
nepodili se aktivné na agregaci RNP ¢astic uvolnénych z rozpadajicich se polyzomut (Tourriere et al. 2003).
Bylo by zajimavé védét, jaky vliv by mélo pusobeni nékterého faktoru, ktery nevede k defosforylaci G3BP-
1, na bunky deficitni pro TIA1 a TIAR proteiny. O odstranéni TIA1 a TIAR pomoci siRNA interference se
pokouseli jiz Gilks et al., ale buitky bohuZel nebyly po takovém zasahu Zivotaschopné (Gilks et al. 2004).
Neni jasné, jestli byla jejich smrt zplisobena neschopnosti tvofit SG, nebo narusenim jinych procest, na
kterych se TIA1/R proteiny podili (napt. sestiih pre-mRNA).

Vedle agregacnich proteini jsou i1 nékteré dal$i proteiny funkéné dulezité pro skladani SG

indukovanych pouze urcitym stresovym faktorem. Naptiklad potlaceni exprese genu kodujiciho eukaryotni
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bunék tvoticich SG po plisobeni arsenitanu nebo thapsigarginu, ale nemélo vliv na tvorbu SG indukovanych
pateaminem A nebo clotrimazolem (Li et al. 2010). Inicia¢ni faktor eIF-4E se naopak podili pouze mirné na
tvorb& SG indukovanych arsenitanem, jeho odstranéni ma oviem za nasledek zna¢nou redukci poétu SG”
bunék po pusobeni peroxidu vodiku (Emara et al. 2012). Serin/threonin protein kinaza SMG1 (SMG-1) je
dalezitd pro tvorbu SG indukovanych arsenitanem a peroxidem vodiku, ale nikoli pro SG indukované
vysokou teplotou (Brown et al. 2011).

Stresové granule vznikaji multimerizaci agregacnich proteint, které vazou nepiekladané molekuly

mRNA. Aby se protein dostal do SG, musi byt tedy navazany na mRNA, pfipadné interagovat s proteinem,

......

rrrrrrrr

.....

komplexu hypofosforylaci 4E-BP a jeho naslednou vazbou na elF-4E (viz kapitola 3.2.3). Stresové granule
vznikajici timto zpusobem se svym slozenim li§i od SG indukovanych ostatnimi mechanismy a z tohoto
divodu jsou autory oznaCovany jako nekanonické (Emara et al. 2012; Fujimura et al. 2012). V SG
indukovanych peroxidem vodiku chybi elF-4E, elF-4G, elF3 a PABP-1. Inicia¢ni faktor elF-4E je pfi
ptsobeni H,O, transportovan do jadra a je tim znemoZnéno sestaveni eIF-4F komplexu, coz vysvétluje
absenci elF-4E a elF-4G v SG (Emara et al. 2012). Necekana byla zejména absence elF3, jelikoz byl tento
mechanismem zavislym na fosforylaci e[F2a neni skladani elF-4F komplexu blokovano a interakce elF-4G,
Ktery je soucasti tohoto komplexu a eIF3 by mohla byt divodem, pro¢ je elF3 smérovan do SG, i kdyZ je
indukovanych hydroxidem by tedy mohla vysvétlovat i absenci eIF3. Pro¢ neni PABP-1 soucasti téchto SG
neumim vysvétlit. V SG indukovanych seleni¢itanem chybi elF3, ale vSechny soucasti elF-4F komplexu i
PABP-1 jsou pfitomny (Fujimura et al. 2012). Jakym zptsobem se dostavaji elF-4G a elF-4A do SG, kdyz
by méla byt tvorba elF-4F komplexu na mRNA znemoznéna vazbou 4E-BP na elF-4E neni jasné.

Nékteré proteiny nalezené ve stresovych granulich jsou jejich soucasti, pouze pokud jsou spravne
posttranslacné modifikované. Ve stresovych granulich indukovanych arsenitanem bylo objeveno velké
mnozstvi glykosylovanych proteini a potlateni exprese gend kodujicich enzymy funkéné dilezité pro
glykosylaci vedlo k silné inhibici SG (Ohn et al. 2008). Dalsi posttransla¢ni modifikaci, ktera hraje dulezitou
roli pii skladani SG je fosforylace, popt. defosforylace. Vedle fosforylace elF2a, ktera je indukovana velkym
mnozstvim stresovych faktort aktivujicich rizné kinazy, je tato modifikace dualezita i pro dalsi proteiny
nalezené v SG. Plsobeni arsenitanu vede k aktivaci p38 mitogenem aktivované protein kinazy (p38-MAPK),
ktera nasledné fosforyluje TTP, coz vede k jeho vazbé na 14-3-3 protein a vylouceni ze stresovych granuli.
K aktivaci p38-MAPK nedochazi pii pusobeni karbonyl kyanid(trifluoromethoxy)fenylhydrazonu (FCCP)
nebo pii nadprodukci TTP vyvolané tranzientni transfekci, coz jsou stresové faktory, béhem kterych byl TTP
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nalezen vSG (Rigby et al. 2005; Stoecklin et al. 2004). Agrega¢ni protein G3BP-1 musi byt
Vv defosforylovaném stavu (konkrétné jeho serin na pozici 149), aby mohl agregovat a tvofit SG (Tourriere et
al. 2003). Methylace RGG domény proteinu mentalni retardace zptisobené fragilnim X (FMRP) je dulezita
pro tvorbu SG indukovanych arsenitanem a pro smérovani FMRP do téchto SG (viz kapitola 5.3.2.)
(Dolzhanskaya et al. 2006a). Mezi dalsi posttranslacni modifikace, které hraji roli pfi skladani ¢i regulaci SG
patii acetylace (Ohn et al. 2008), hypusinace (Li et al. 2010), ubikvitinylace (Kwon et al. 2007; Mazroui et
al. 2007) nebo ADP-ribosylace (Leung et al. 2011).
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Tabulka 1: Proteiny nalezené ve stresovych granulich v lidskych bunéénych liniich.

Uniprot dﬁu{l}(éné Nadprodukce Stresové faktory indukujici tvorbu SG mechanismem Za téCh,t‘L
Short/Entry | Uniprot ID ulflz,l(?f pro vede ke fStlitesoav yen Funkce Poznamka
name § SaGf)ml skladani SG? zavislym na fosforylaci elF2a nezavislym na fosforylaci elF2a a \(l)rSu élem

14-3-3 ) ) ) TMEX3B! ) ) adaptorovy protein signalnich )
drah

4E-T QINRA8 | - - HS? - H,0,* jaderny import elF-4E -

ABC3G QYHC16 |- - AS®; HS* - - antiviralni faktor -

AHSA2 Q71910 - - - HIPP® - ko-chaperon HS90 -

AKAP-9 Q99996 ano® - AS, HS? - - Z(rl;ﬁ torovy protein signalich -

Angiogenin | P03950 - - AS® - - ribonukledza -

Argonautel | QoUL18 |- - ASS: HS* HIPP® - RNA zprostiedkované -
umlcovani genl

Argonaute2 | QQUKVS | - - AS5: HS* THAP® HIPPS: SE” R RN% zgrqstred}(ovane )
umléovani gent

Argonaute3 | QOH9G7 | - - AS? HIPP® ; RNA zprostedkované -
umlcovani genl

Argonauted | QIHCKS | - ; ASS HIPP® ; RNA zprostiedkované ;
umléovani genti

ATX2 Q99700 ano™* net*? AS™; HS, 0S, DTT® H,0,, SE® - signalni draha EGFR -

ATX2L Q8WWM?7 | ano' ano* AS, HS, 0S, DTT* H,0,, SE* - funkce neni znama -

CAPR1 Q14444 | nextt ano™* AS™: HS? - ; regulace transportu MRNA A | hrs
translace

CASC3 015234 | ano™ ne* AS, THAP* - Hs® sestfih pre-mRNA -

CCAR1 Q8IX12 ano® ) AS, HS? ) ) regulape transkripce; regulace )
apoptozy

CD24 P25063 - - AS® - - protein signalni drahy -

CD37L Q7L3B6 - - - HIPP® - ko-chaperon HSP70 a HS90 -

CDC37 Q16543 - - - HIppP® - ko-chaperon HS90 -

. ) ) 16 ) ) sesttih pre-mRNA,; regulace )
CELF-1 Q92879 AS, HS, FCCP, DTT translace; stabilita MRNA
CHSP1 Q9Y2V2 |- - AS™ - - stabilita MRNA -



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19458189

Uniprot Uniorot d“FIUIZIiliénér Nadprodukce Stresové faktory indukujici tvorbu SG mechanismem %ra té(\:{l}toh
Short/Entry IB ulfl' d}{ pro vede ke fskeso, yen Funkce Poznamka
name § SaG’E?ml skladani SG? zavislym na fosforylaci elF2a nezavislym na fosforylaci elF2a a t\(/)rsuélem
CIRBP Q14011 |- ano*Y’ ASY - - regulace translace * COS-7
CPE-BP1 Q9BZBS | - ano’® AS' - - regulace translace -
DAZP2 Q15038 | ano® ano® AS, HS™® - - regulace translace -
DCP1 - - - 1CPEB1% - - degradace mRNA -
DDX1 Q92499 | - - AS?® - - RNA helikaza -
DDX3X 000571 | ano**# ano? AS, HS?; 0S, UV, DTT* - - RNA helikaza * pro SG induk. OS
DDX6 P26196 |- - AS™; HS* - - RNA helikéza, degradace mRNA | -
DHX36 Q9H2U1 | ne* - AS, HS, cccp* HIpp* - RNA helikaza, degradace mRNA | -
DISC1 QINRIS | - ano® - - AS, -GIc® protein vicero signalnich drah -
DRADA P55265 | - - AS* - - adenosin deamindza -
DYHC - ano*® - AS? - - molekularni motor * NIH/3T3
DYL - - - ASZE - - molekularni motor -
DYRK3 043781 | ne” - AS, 0S¥ - - kinaza -
E2AK1 Q9BQI3 |- - AS? - - elF20 kinaza -
elF-2A P05198 |- - AS*; TUN, -Fe, HYP® DMDA-PatA**%; CS*% AS® translaéni iniciagni faktor ;@g"%‘;ﬁ“y;
3 AS?: HS™: FCCP, OLG, 2DG®; THAP®; | H,0,*; HIPP*; PatA®; DMDA- 9. or? | e
elF3 - ano - -GIc®: CLT: TUN, -Fe, HYP® PatA®: 15d-PGJ2¥: CSZ: 5-tiRNA® H,0,”; SE transla¢ni inicia¢ni faktor -
elF-4A - - - AS*: HS*, MG132* HIPP, PatA, DMDA-PatA™; SE’ - translaéni iniciaéni faktor -
elF-4B P23588 | - - ASH DMDA-PatA™ - translagni inicia¢ni faktor -
29. 13. 22. 43. 13.
elF-4E P06730 | ano**%4 - QET'Z'JS s OS™, THAPT CLT™ DMDA-PatA®; SE’ H,0,% translaéni inicia¢ni faktor * pro SG induk. H,0,
elF-4G 1 Q04637 | ano® - AS®: HS, PUR® H,0,%; 15d-PGJ2%"; CS*%%; SE’ H,0,% translaéni iniciaéni faktor * COS-7
elF-4G 2 P78344 |- - AS, HS*® - - translaéni iniciaéni faktor -
* K2
elF-5A* - ano**’ - AS, HS, CLT¥ AS®; SE transladni iniciaéni faktor COS-7; pro SG

induk. AS a THAP




Uniprot Uniorot d“FIUIZIiliénér Nadprodukce Stresové faktory indukujici tvorbu SG mechanismem %ra té(\:{l}toh
Short/Entry IB ulfl' d}{ pro vede ke fskeso, yen Funkce Poznamka
name § SaG’E?ml skladani SG? zavislym na fosforylaci elF2a nezavislym na fosforylaci elF2a a t\(/)rsuélem
ELAV4 P26378 |- - Hs* - - stabilita mMRNA -
EWS Q01844 | ne®® ne® AS, HS® ; ; RNA vazebny protein; regulace |, _ 1o, 5G4 hunek
' transkripce
FAST kinase | Q14296 | - - AS®; HS - - kinaza -
52 53 ASm; HSS3; OSSS; PURsz, MGl3241, 31, 7. 56 RNA vazebn)'/ protein
FMRP Q06787 | ano ano THAP®: BRTZ HIPP, PatA%; SE”; NSC - (autoagreguici) -
AS, HS,
FUS P35637 | ne®"* ano™ AS, HS*; 0S®; THAP®®; MOM® - THAP®; CLT®; | RNA vazebny protein -
H20258

FXR1 P51114 |- - ASY2 HS®: MG132%; BRTZ* H,0,%; DMDA-PatA®; NSC* - RNA vazebny protein -
(autoagregujici)

FXR2 P51116 |- - HS® - - ?NA vazebny ,I;rmein -
autoagreguyjici

AS%; HS, 0S%; UV®, MG132*,; 3 a1 2. ot .
G3BP-1 Q13283 | ano® ano®® THAP®: CCCP®; MOM®™; BRTZ*; MO s HIPP, PAAT; CSTHSES 1. RNA vazebny protein *C0OS-7
DEM® ' ' ’ NSC®; 5'-tiRNA® (autoagregujici)

G3BP-2 QIUNS6 | ano® ano® AS%; HSY - _ RNA vazebny protein )
(autoagregujici)

GBLP P63244 |- - AS® - SE’ 40S podjednotka ribozomu -

HD6 Q9UBN? | ano*®® - AS, HS, UV, CCCP% - SE’ deacetylaza * MEF

468, s3. | sestiih pre-mRNA, transport

hnRNP AL | P09651 | - - AS, HS, 0S% - ?‘gmiﬁ}’m * | MRNA: regulace translace; *C0S-7
stabilita MRNA

T;é\llp P22626 |- . AS® - - uprava pre-mRNA -
sestiih pre-mRNA, transport

hnRNP Q 060506 | - - AS, HS, THAP™ - - mRNA; regulace translace; -
stabilita mMRNA

HS90 - - - - HIppP® - chaperon -

HspB1 P04792 | ne® - HS® 150-PGI2* AS, UV uplatiuje se v odolnosti vici -

29. 48, 71. 41, 44, 39. 31. _ 37. s . e
HUR QI5717 |- ) /SEN,IG}G-{S ;0SS MG132*; BRTZ™; gzsegz,sl-éiplr\i;ggﬁ ; 15d-PGJ2°"; ) ;trae]?:ﬁstiNA’ regulace sestiihu | COS-7
IHABP-4* | Q5JVSO |- - AS® - - regulace transkripce * COS-7




Funkéné

Za téchto

Uniprot Uniorot | diileity or Nadprodukce Stresové faktory indukujici tvorbu SG mechanismem rresoviich
Short/Entry IB ulfl' d}{ pro vede ke f ites? yen Funkce Poznamka
name § SaG;ml skladani SG? zavislym na fosforylaci elF2a nezavislym na fosforylaci elF2a a Orsan entv
IMP-1 QINZI8 | ne™ ne” AS, HS™ . : reguace translace; transport .
IMP-2 QOYEM1 | - ) AST B ) L:gt:\lﬁ:e translace; transport
IMP-3 000425 | - ) AS™: HS® ) ) regulace translace; transport
mRNA
IMA1 P52292 | ano*™ - AS, HS™; DEM®® HIPP™ SE’ jaderny import * opozdéna tvorba SG
IMA4 000505 | - - AS, HS, DEM®® - - jaderny import -
IMAS P52294 |- - AS, HS, DEM® - - jaderny import -
IMB1 Q14974 | - - AS™; HS, DEM® - SE’ jaderny import -
Imp8 015397 |- - AS” - - jaderny import -
IPPK Q9HBX2 | - ano™ PUR™ - - kinaza -
INK* - - - 1TIA-1, 1TTP” - fg’ HS, 1G3BP- kinaza * fosforylovany
KINH - nex? - As® - - molekularni motor * NIH/3T3
KHDR1 Q07666 | ne® - AS® - 1FMRP® regulace translace -
KLC - nex? - As® - - molekularni motor * NIH/3T3
L1ORF1p Q9UNS1 | - - 0S, THAP® - - retrotranspozon -
LAR4B Q92615 | - - AS® - - regulace translace -
Lin-28A* Q9H9Z2 | - - Hs® - - regulace translace *P19
LS14 - - - As® - - el * z4lezi na homologu
MABP1 060336 | - - AS® - - signalni draha INK -
MBNL1 QINR56 | - - AS, HS? - - regulace sestfihu pre-mRNA -
MEX3B Q6ZN04 | - ano* - - - RNA vazebny protein -
MOV10 QUHCEL |- - HS* THAP® - - RNA helikdza; RNA = |
zprostiedkované uml¢ovani gend
MTOR P42345 | ano® - AS, 087 - AS, BRTZ* kinaza -
NCoA-3 Q9Y6Q9 | - - AS* - - regulace transkripce -




Funkéné

Za téchto

Uniprot . A Nadprodukce Stresové faktory indukujici tvorbu SG mechanismem ,
Uniprot | dulezity pro stresovych .
Short/Entry T vede ke . . Funkce Poznamka
ID skladani . P . P . faktori neni v
name SG? skladani SG? zavislym na fosforylaci elF2a nezavislym na fosforylaci elF2a SG
NXF1 Q9UBUY | - - 1DDX3X* - - jaderny export mRNA -
OGFD1 Q8N543 | ne*® ne® AS, THAP? - - regulace fosforylace elF2a -
0OGG1 015527 |- - cp¥ - - oprava DNA -
OGT1 015294 | - - AS® - CLT* glykosylace -
68. 53. 64. 22. 41. _ 31. _ 37. ~Qx32.
PABP-1 P11940 | ne® - ¢f| AP';'_SD#Q ,\'Ag&f,g MG132"; SI'E\QDA PatA™, 15d-PGI2"; CS* H,0,* iniciace translace * COS-7
PABP-4 Q13310 |- - AS, Uv® - - polyA vazebny protein -
PAIRB Q8NC51 | - - AS®; THAP® - - stabilita mMRNA -
PARG Q86W56 | ne® ne*® AS® - - glykohydrolaza * 4 vede k inhibici SG
PARP-12 Q9H0J9 | - ano® AS® - - poly [ADP-rib6za] polymeréza -
PARP-13.1 |- - ano® AS® - - poly [ADP-ribéza] polymeraza -
PARP-13.2 |- - ano® AS® - - poly [ADP-rib6za] polymeréza -
PARP-14 Q460N5 | - ano® AS® - - poly [ADP-ribéza] polymeraza -
PARP-15 Q460N3 | - ano® AS® - - poly [ADP-rib6za] polymeréza -
PCBP2 Q15366 | ne® - AS, HS, DTT® SE’ - poly(rC) vazebny protein -
PHB2 Q99623 | ano® - AS® - - regulace transkripce -
PKC-A P17252 | ano*®’ - AS, HS¥ - - kindza * opozdéna tvorba SG
PKP1 Q13835 |- - Hs*® - - bunééna adheze -
PKP3 Q9Y446 | - - AS, HS® - - bunééna adheze -
. *F11; 1 vede k
1% _ *91 91 _ _ ,
PQBP-1 060828 ne AS regulace transkripce inhibici SG
PRKRA 075569 | - - - HIPP® - aktivace elF2a kinazy -
Pumilio-1 Q14671 | ne* - AS, HS* - - regulace translace -
Pumilio-2 Q8TB72 | ano*® ano® AS? - - regulace translace * krysi neurony




Uniprot Uniorot d“FIUIZIiliénér Nadprodukce Stresové faktory indukujici tvorbu SG mechanismem %ra téi}}“;l
Short/Entry IB ulfl' d}{ pro vede ke fi esovyeh Funkce Poznamka
name § SaG’E?ml skladani SG? zavislym na fosforylaci elF2a nezavislym na fosforylaci elF2a a torsuélem v
sestfih pre-mRNA; transport
QKI-6 Q96PUS8 | - - AS® - - mRNA; regulace translace; -
stabilita mMRNA
sestiih pre-mRNA; transport
QKI-7 Q96PU8 | - - AS® - - mRNA; regulace translace; -
stabilita mMRNA
RAN P62826 | - - AS™ - - jaderny import/export -
Raptor Q8N122 | ne* - AS, 0s% H,0,* - signalizace pomoci mTORC1 -
RBM4 QIBWF3 |- : AS* . . sestrih pre-MRNA, regulace -
RBP56 Q92804 | ne® ano® AS, HS® - - regulace transkripce -
RC3H2 QOHBDI | - ano® ASH ) ) ;ﬁgRL;\IlaAce translace; degradace ;
RENT1 Q92900 | - - AS, HS*® H,0,% - degradace mMRNA -
RNase HL | 060930 | ne®® - AS? - - degradace mRNA -
RNaseP 075817 |- - HS, UV - - dozravani tRNA -
protein p20
Roquin Q5TC82 |- ano® AS® ) ) ;(:?zl:\lﬁoc\e translace; degradace )
RS19 P39019 |- - AS?® - - 40S podjednotka ribozomu -
RS3 P23396 | - - AS?® - - 405 podjednotka ribozomu -
RS3a P61247 |- - AS® - - 40S podjednotka ribozomu -
RS6 P62753 | - - AS* DMDA-PatA®; 15d-PGJ2% - 40S podjednotka ribozomu -
S6K-alpha-3 | P51812 | ano® - AS, -sérum® SE’ - kinaza -
SIR6 Q8N6T7 |- - AS, HS¥ - - deacetylaza -
Smaug 1 Q9UPU9 | - ano® - - - regulace translace -
< -
SMG-1 Q96Q15 | ano** - AS*, HS* H,0,% AS® kinza pro SG induk. AS a
H,0,; NFF
SMN Q16637 | ano*® ano® HS, UV: CD¥ - - sestfih pre-mRNA; RNA vazebny | g
protein (autoagregujici)
SND1 Q7KZF4 | ano*'® - AS, HS'® - - regulace transkripce * sekundarni agregace




Uniprot Uniorot d}:lur,l.l;(?né Nadprodukce Stresové faktory indukujici tvorbu SG mechanismem %a téc}}toh
Short/Entry IB ulflz,l d}f pro vede ke f itres?vyc . Funkce Poznamka
name s SaG:m skladani SG? zavislym na fosforylaci elF2a nezavislym na fosforylaci elF2a a orSanem v
SPAG5 Q96R06 | ne* - AS* H,0,* - inihibice nTORC1 -
SPS2L QINUQ6 | ano™™ - AS, HS, Uvi® - - regulace translace -
STAU1 095793 | ne® ne** AS, THAP* - - regulace translace * A vede k inhibici SG
TANK1 095271 |- ano® AS® - - poly-ADP-ribosyltransferaza -
TDP-43 Q13148 | ano® 710269.103 AS™®: HS®: 0S™: MG1321%% THAP® | - AS, Hs, cLTe | regulace transkripce; regulace -
sestfihu pre-mRNA
TDRD3 QYHT7E2 | - 255,108 AS, HS, 05 - - RNA vazebny protein -
TEBP Q15185 |- - - HIPP® - chaperon -
TFIIB90* | Q92994 | - - 1G3BP-1% - - transkrip&ni faktor * COS-7
AS, TS, 0S, UV®; FCCP, OLG, 2DG%; . .
TIAL P31483 | 71063131 | angls PUR®: MG132%; THAP®; DTT®; H0™; HIPP, PatA, DMDA-PatA™; RNA vazebny protein *C0S-7
' CCCPé‘i' MQMGO"-sérumsz" -GICZS' 15d-PGJ2°"; CS* (autoagregujici)
TIAR Q01085 | ne® - AS, HS, 0S, UV®:; THAP*: MIM® 15d-PGI2%": SE7 - RNA vazebny protein -
(autoagregujici)
TNPO1 Q92973 | ne™ - AS™® - - jaderny import -
TNRGA Q8NDV7 | - ) 1CPEBI 18 ) ) RNA zprostiedkované umlcovani
genll
TRAF2 Q12933 |- - AS, HS, PUR® 15d-PGJ2% - apoptoza -
TRDMT 014717 |- - AS, DTTY? - - metyltransferaza -
TTP P26651 | - ano'® FCCP'® - AS*10 degradace mMRNA * COS-7
WDR62 043379 |- - AS, HS™ - 1G3BP-1" vyvoj mozku -
XRN1 Q8IZH2 |- - AS® - - degradace mMRNA -
YBOX1 P67809 | ano™® ng*110 AS™; Hs* - - sestiih pre-mRNA * ™ vede k inhibici SG

Tabulka 1: Proteiny nalezené ve stresovych granulich v lidskych bunéénych liniich. V tabulce jsou uvedeny proteiny nalezené ve stresovych granulich v lidskych bunéénych
liniich. Jako nazev proteinu je uvedeno ,short name* z UniProtKB databaze (The UniProt Consortium 2014), popf. ,entry name®, pokud neni short name uvedeno
Vv doporucenych nazvech proteinu. Jako identifika¢ni ¢islo proteinu je pouzito ID proteinu z UniProtKB databaze. Pomlicka (-) ve sloupci ,,UniProt ID* znamena, ze protein byl
v SG identifikovan jako komplex, popf. neni v literarnim zdroji specifikovano, kterd podjednotka tohoto komplexu nebo ktery homolog/izoforma daného proteinu byl/a
detekovan/a, popf. dany protein neni v UniProtKB databdzi uveden. Pomlcka (-) Vv ostatnich sloupcich znamend, ze experiment, ktery by danou skutecnost zjistoval, nebyl



proveden, popf. nebyl nalezen zadny stresovy faktor daného typu (tj. indukujici SG mechanismem zavislym/nezavislym na fosforylaci elF2a), béhem kterého by byl dany protein
nalezen v SG. Pokud byl n&ktery protein pozorovan pouze v SG indukovanych jeho vlastni nadprodukci, je v obou sloupcich se stresovymi faktory uvedena pomlcka (-). Otaznik
(?) znamena, ze bylo provedeno vice nezavislych experimentl zjistujicich danou skutecnost, ale jejich vysledky se neshodovaly. Hvézdicka (*) u ndzvu proteinu znamena, ze
dany protein byl pozorovan v SG Vv savéi bunécné linii jiné nez lidské (konkrétni linie uvedena ve sloupci ,,Pozndmka*), vzdy se ovSem jednd o lidsky protein. Hvézdicka
v ostatnich sloupcich je vysvétlena ve sloupci ,,Pozndmka“. Pokud je vysvétlenim nazev bunécné linie, znamena to, ze dany experiment byl provadén se sav¢éi bunéénou linii jinou
neZ lidskou. Pokud je vjednom fadku vice hvézdicek, vysvétleni ve sloupci ,,Poznamka* je uvedeno ve stejném poiadi, jako hvézditky. Sipka nahoru (1) znamena
,.hadprodukce*.

Pouzité zkratky stresovych faktor: 15d-PGJ2: 15-deoxy-delta-12,14-prostaglandin J2, inhibitor iniciace translace; 2-DG:  2-deoxyglukéza, vyvolava mitochondrialni stres
(inhibuje glykolyzu); 5’-tiRNA: transfekce bunék syntetickymi 5 konci stresem indukovanych malych RNA odvozenych od tRNA; AS: arsenitan sodny, vyvolava oxidativni
stres; BRTZ: bortezomib, inhibitor proteazomu; CCCP: karbonyl kyanid-m-chlorfenylhydrazon, vyvolava mitochondriélni stres (inhibuje oxidativni fosforylaci); CD: chlorid
kademnaty, vyvolava oxidativni stres; CLT: clotrimazol, vyvolava mitochondrilni stres; CS: pisobeni nizké teploty, vyvolava teplotni stres; DMDA-PatA: desmethyl,
desamino-pateamin A, inhibitor iniciace translace; DEM: diethyl maleat, vyvolava oxidativni stres; DTT: dithiotreitol, vyvolava stres endoplazmatického retikula; FCCP:
karbonyl kyanid(trifluoromethoxy)fenylhydrazon, vyvolava mitochondrialni stres (inhibuje mitochondrialni membranovy potencial); -Fe: odstranéni Zeleza z ristového média; -
Glc: odstranéni glukdzy z ristového média; H,O,: peroxid vodiku, vyvolava oxidativni stres; HIPP: hippuristanol, inhibitor iniciace translace; HS: pisobeni vysoké teploty,
vyvolava teplotni stres; HYP: nedostatek kysliku, vyvolava hypoxii; MOM: M9M peptid, inhibitor jaderného importu zprostfedkovaného Transportinem-1; MG132: inhibitor

.....

hyperosmoticky stres; PatA: pateamin A, inhibitor iniciace translace; PUR: puromycin, vyvolava piedc¢asné ukonceni translace, rozpad polyzomi; SE: seleniditan sodny,
vyvolava oxidativni stres; THAP: thapsigargin, vyvolava stres endoplazmatického retikula; TUN: tunikamycin, vyvolava stres endoplazmatického retikula; UV: ultrafialové
zéfeni.

Pouzité zkratky proteint bez UniProt ID: 14-3-3: protein 14-3-3; DCP1: enzym odstépujici ¢epicku z mRNA 1; DYHC: tézky fetézec dyneinu; DYL: lehky fetézec dyneinu;

Soku 70 kDa; JNK: c-Jun N-terminalni kinaza; KINH: t&Zky fetézec kinesinu; KLC lehky fetézec Kinesinu; LS14: protein LSM14; mTORCL: komplex sav¢iho cile rapamycinu
1; PARP-13.1/13.2: poly(ADP-rib6za) polymeraza 13.1/13.2.

Ostatni pouzité zkratky: 40S: mald podjednotka ribozomu; COS-7: bunééna linie fibroblasti kockodana transformovanych polyomavirem SV40; DT40: bunééna linie kufecich
lymfoblasti izolovanych z lymfomu; F11: hybridni bunééna linie odvozena z mySiho neuroblastomu a krysich spinalnich ganglioni; induk.: SG indukovany uvedenym
stresovym faktorem; MEF: bunénd linie mySich embryonalnich fibroblastl; NFF: primarni lidské fibroblasty izolované z piedkozky; NIH/3T3: bunééna linie mysich

embryonalnich fibroblastii; P19: bunééna linie mysich epitelidlnich bunek izolovanych z embryonalniho karcinomu; SG: stresové granule.



Reference: 1: (Courchet et al. 2008); 2: (Suzuki et al. 2009); 3: (Kozak et al. 2006); 4: (Gallois-Montbrun et al. 2007); 5: (Leung et al. 2006); 6: (Goodier et al. 2007); 7:
(Fujimura et al. 2012); 8: (Pare et al. 2009); 9: (Kolobova et al. 2009); 10: (Pizzo et al. 2013); 11: (Nonhoff et al. 2007); 12: (Kaehler et al. 2012); 13: (Kedersha et al. 2005); 14:
(Solomon et al. 2007); 15: (Taniuchi et al. 2011); 16: (Fujimura et al. 2008a); 17: (De Leeuw et al. 2007); 18: (Wilczynska et al. 2005); 19: (Kim et al. 2008); 20: (Onishi et al.
2008); 21: (Lai et al. 2008); 22: (Shih et al. 2012); 23: (Loschi et al. 2009); 24: (Chalupnikova et al. 2008); 25: (Ogawa et al. 2005); 26: (Weissbach & Scadden 2012); 27:
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(Goulet et al. 2008); 56: (Mokas et al. 2009); 57: (Aulas et al. 2012); 58: (Sama et al. 2013); 59: (Bosco et al. 2010); 60: (Dormann et al. 2010); 61: (Bentmann et al. 2012); 62:
(Matsuki et al. 2013); 63: (Tourriere et al. 2003); 64: (Guil et al. 2006); 65: (Kwon et al. 2007); 66: (Mahboubi et al. 2013); 67: (Kobayashi et al. 2012); 68: (Kedersha et al.
1999); 69: (McDonald et al. 2011); 70: (Quaresma et al. 2009); 71: (Dewey et al. 2011); 72: (Hou et al. 2011); 73: (Stohr et al. 2006); 74: (Wachter et al. 2013); 75: (Fujimura et
al. 2010); 76: (Chang & Tarn 2009); 77: (Weinmann et al. 2009); 78: (Brehm et al. 2007); 79: (Wasserman et al. 2010); 80: (Henao-Mejia & He 2009); 81: (Goncalves Kde et al.
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5. Vybrané proteiny stresovych granuli

5.1 Protein mentalni retardace zpusobené fragilnim X (FMRP)

Protein mentalni retardace zpusobené fragilnim X (FMRP) je RNA vazebny protein kodovany
genem fmrl. Tento gen se nachazi v pozici 27.3 na dlouhém rameni X chromozomu (Xq27.3) a alternativnim
sestiihem jeho transkriptu vznika 8 riznych izoforem FMRP, z nichz nejmensi (izoforma 8) ma velikost 66,3
kDa a nejvétsi (izoforma 6) 71,2 kDa. Tento protein je syntetizovan Vruznych tkanich, nejvice ale
Vv neuronech, mozku, varlatech, placenté a lymfocytech. Mutace ve fmrl genu zptisobuji syndrom fragilniho
X (FXS), coz je nejcastéjsi forma dédicné mentalni retardace (shrnuto v Bardoni et al. 2001; Maglott et al.
2011; The UniProt Consortium 2014).

Blizko C konce proteinu se nachazi RGG box, coz je doména bohata na tripeptidové RGG repetice
(kde R znaci aminokyselinu arginin a G aminokyselinu glycin). RGG box je zfejmé esencialni pro vazbu
FMRP na molekulu RNA, protoze zkracena verze proteinu bez RGG boxu neni schopna vazat RNA in vitro.
Vedle RGG boxu obsahuje FMRP jest¢ dvé KH domény (KH1 a KH2), které byly poprvé nalezeny
V heterogennim jaderném ribonukleoproteinu K (hnRNP K) a taktéz se podili na vazbé s RNA. Mimo RNA
vazebnych domén jsou soucasti FMRP i jaderny lokalizacni signal (NLS) a jaderny exportni signal (NES)
(Siomi et al. 1993). Pii experimentu s FMRP nesoucim mutaci v jeho NES doméné (FMRP34A) byl tento
protein lokalizovan v cytoplazmé, ale Castecné i v jadfe. Zjadérka byl naopak vyloucen. Pfi inhibici
jaderného exportu zprosttedkovaného Exportinem-1 pomoci leptomycinu B (LMB) byl FMRP taktéz
Castecné lokalizovan v jadre, ovSem do mensi miry nez pii pouziti mutantniho FMRP34A. Tyto vysledky
naznacuji, ze alespon ¢ast FMRP obsazeného v buiice migruje mezi cytoplazmou a jadrem a mohl by se tak
podilet na exportu mRNA molekul zjadra do cytoplazmy, kde probiha jejich pteklad (Tamanini et al.
1999a).

Mechanismus funkce FMRP je i po dvaceti tfech letech od objeveni genu, jehoZ mutace jsou
zodpovédné za FXS, nejasna. Pritomnost tii RNA vazebnych domén v tomto proteinu napovida, ze by se
mohl podilet na metabolismu RNA. Skute¢né bylo zjisténo, ze FMRP asociuje s polyzomy skrze jeho vazbu
na MRNA a funguje jako regulator translace (Corbin et al. 1997). Zajimavé je, Ze je schopen translaci
inhibovat, ale i aktivovat (shrnuto v Maurin et al. 2014). Pti disociaci polyzomt dochazi k uvolnéni RNP
Castic, které obsahuji FMRP a jejich sedimentacni koeficient je zhruba 60S (Corbin et al. 1997). Mezi
mRNA molekulami, které FMRP vaze, bylo identifikovano mnoho mRNA kédovanych geny, které souviseji

s autismem ¢i jinymi neuronalnimi poruchami (Ascano et al. 2012).
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5.1.1 Klinicky vyznam FMRP

Syndrom fragilniho X postihuje témét dvakrat Castéji muze nez Zeny (postihuje 1/4000 muzi a
1/7000 Zen), protoze Zeny maji dva chromozomy X a mutace na jednom z nich miize byt kompenzovana
ptitomnosti funkéniho genu na druhém. Symptomy zahrnuji zejména neurologické poruchy, ale i poruchy
charakteru télesnych abnormalit. Mezi neurologické poruchy spojené s FXS patfi stiedné tézka az tézka
mentalni retardace (IQ < 50), poruchy motorickych dovednosti, poruchy fe¢i a problémy s chovanim. Mezi
nejcastejsi problémy s chovanim patii hyperaktivita, autistické chovani, snizena schopnost udrzet pozornost,
povrchni o¢ni kontakt, nutkava potfeba opakované provadét jednoduché mechanické tikony (napf. tleskani) a
stydlivost. PostiZzeni jedinci mivaji protahly oblicej, odstavajici usi, volné klouby, ploché nohy a u 80%
postizenych chlapct se vyskytuje postpubertdlni makroorchidismus (zvétSeni varlat). Pacienti trpici
syndromem fragilntho X maji vysoky pocet nezvykle dlouhych a zkroucenych dendritickych trnt.
Dendritické trny jsou vy¢nélky na dendritech, které pfijimaji nervové vzruchy a vedou je dostfedivé do téla
neuronu. Pfitomnost abnormalnich dendritickych trnii u pacientii s FXS naznacuje, ze se FMRP podili na
jejich zrani a s nim spojené synaptické plasticité. Doposud se vyzkum zaméfoval zejména na funkci FMRP
V neuronech, ale symptomy jiného nez neurologického charakteru znaci, ze FMRP je funkcné dulezity i
V jinych buné&énych typech (shrnuto v Maurin et al. 2014).

Ve vétsiné ptipadi je syndrom fragilniho X zplisoben abnormalné vysokym pocétem opakovani
trinukleotidového motivu CGG v nepiekladané oblasti na 5° konci fmrl genu. Zdravy jedinec ma v této
oblasti 6 - 50 téchto opakovani, kdezto u jedince trpiciho syndromem fragilniho X pifevySuje pocet
opakovani hodnotu 200. Stavu s takto vysokym poctem opakovani se fika ,,plna mutace”. Plna mutace
vznika z tzv. premutace (60 - 200 opakovani) postupnou amplifikaci CGG trinukleotidd. K této amplifikaci
ovSsem dochazi pouze pfti prenosu postizeného X chromozomu z matky na potomka, nikoli z otce. Riziko
vzniku plné mutace zavisi na délce premutace na X chromozomu pfijatého od matky (méné nez 5% pro alely
s 60 - 65 opakovanimi az 100% pro alely s vice nez 100 opakovanimi). Tato amplifikace CGG trinukleotidu
vede k hypermethylaci, umléeni transkripce tohoto genu a nasledné absenci FMRP. Kromé mutaci vedoucich
k uplné absenci FMRP (vedle expanze CGG trinukleotidu to mohou byt i nékteré delece a bodové mutace)
mize byt pfi¢inou FXS i bodova mutace v KH2 doméné FMRP (vyména isoleucinu za asparagin na pozici
304), ktera dava vzniknout ¢astecné funkénimu FMRP. Protein nesouci takovou mutaci (I304N FMRP) je i
nadale schopny vazat RNA, ale neni schopen tvofit homo-oligomery sdm se sebou a inhibovat translaci. Zda
se, Zze schopnost FMRP tvofit homo-oligomery je dulezita, pro jeho spravnou funkci (shrnuto v Bardoni et al.
2001).
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5.2 Protein souvisejici s mentidlni retardaci zpisobenou fragilnim X

chromozomem 1 a 2 (FXR1/2)

Protein FMRP je soucasti proteinové rodiny FMR1, ktera dale zahrnuje dalsi dva ¢leny - protein
souvisejici s mentalni retardaci zptisobenou fragilnim X chromozomem 1 (FXR1) a 2 (FXR2) (Siomi et al.
1995; Zhang et al. 1995). Protein FXR1 je kodovan genem fxrl, ktery se nachazi v pozici 28 na chromozomu
3 (3g28) a alternativnim sestfihem jeho transkriptu mohou vzniknout tfi rizné izoformy proteinu, z nichz
nejmensi (izoforma 3) ma velikost 60 kDa a nejvétsi (izoforma 1) 69,7 kDa. Protein FXR2 ma velikost 74,2
kDa a je kodovan genem fxr2, ktery se nachazi v pozici 13.1 na chromozomu 17 (17p13.1) (Maglott et al.
2011; The UniProt Consortium 2014). Vsechny tii proteiny vykazuji sekven¢ni podobnost, zejména v oblasti
KH domén (az 90% identity). Naproti tomu C-koncové domény téchto proteinti vykazuji nejmensi miru
podobnosti. Stejné jako FMRP asociuji oba FXR proteiny s polyzomy diky své vazbé na RNA (Khandjian et
al. 1998; Siomi et al. 1996). Vsechny jsou schopny tvofit homo-oligomery sami se sebou, ale i hetero-
oligomery mezi sebou navzajem in vitro (Zhang et al. 1995). Bylo ovSem zji$téno, Ze naprosta vétSina téchto
proteinu se vyskytuje v HeLa bunikach ve formé homo-oligomert 0 velikosti 200 - 300 kDa (tzv. ptechodné
komplexy), které jsou soucasti vétsich (cca 600 kDa) RNP ¢&astic asociovanych s polyzomy (Tamanini et al.
1999b). Tyto vétsi RNP castice obsahuji polyadenylovanou mRNA, FMRP, FXR1, FXR2, protein nukleolin
a dalsi, zatim neidentifikované proteiny (Ceman et al. 1999). Za schopnost oligomerizovat je zodpovédna
konzervovand doména pifitomna v N-koncové casti proteinti (aminokyseliny na pozicich 171 - 211
ve FMRP), ktera neni sou¢asti KH domén ani RGG boxu (Siomi et al. 1996). Oligomerizace téchto proteint
je tedy nezavisla na jejich schopnosti vazat RNA. Stejné jako FMRP obsahuji FXR proteiny NLS i NES
(Siomi et al. 1995; Zhang et al. 1995). Pii experimentu s FXR2 nesoucim mutaci v jeho NES doméné, byl
tento lokalizovan v cytoplazmé, ale ¢asteéné i v jadérku. Naopak byl selektivné vyloucen z nukleoplazmy.
Pfi inhibici jaderného exportu zprostfedkovaného Exportinem-1 pomoci LMB byl FXR2 caste¢né
lokalizovan v jadérku a FXR1 v nukleoplazmé (Tamanini et al. 1999a). Tyto vysledky naznacuji, Ze
jednotlivé proteiny FMR1 rodiny se ziejmé podileji na exportu RNA z jadra, a ze by kazdy z nich mohl
specificky exportovat jiné RNA molekuly.

5.3 Lokalizace FMRL1 proteini v buiice

FMRL1 proteiny se v buiice mohou vyskytovat v podobé¢ RNP ¢&astic asociovanych s polyzomy (viz
kapitoly 5.1 a 5.2), v podob¢ cytoplazmatickych neuronalnich transportnich RNP granuli (viz kapitola 5.3.1),
castecné jsou lokalizovany v nukleoplazmé (FMRP a FXR1) nebo jadérku (FXR2) (viz kapitoly 5.1 a 5.2) a

pii bunécném stresu jsou translokovany do stresovych granuli (viz kapitola 5.3.2).
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5.3.1 FMR1 proteiny v neuronalnich transportnich RNA granulich

FMRP se podili na transportu mRNA z téla neuronu do dendritd, konkrétné do dendritickych trnd,
kde dochazi k jejich mistné specifické translaci. Na rozdil od stresovych granuli obsahuji transportni granule
proteiny velké ribozomalni podjednotky PO a L28 (De Diego Otero et al. 2002; Villace et al. 2004). Na
tvorbé i samotném transportu téchto granuli se podileji mikrotubuly. Rozruseni mikrotubulti pomoci drog
vede k absenci transportnich granuli (De Diego Otero et al. 2002). Krom¢ FMRP byly v téchto granulich
nalezeny i dal$i proteiny, které béhem stresu relokalizuji do SG, napi. FXR1 (De Diego Otero et al. 2002);
FXR2 (Levenga et al. 2009); STAUL (Villace et al. 2004); PABP-1 (Villace et al. 2004), nebo protein malé
ribozomalni podjednotky RS6 (Villace et al. 2004). FMRP by mohl v téchto granulich fungovat jako
regulator translace, nebot’ pieklad pfendSenych mRNA musi byt potlacen do doby, nez dojde k obdrzeni

signdlu pro mistné specifickou translaci.

5.3.2 FMR1 proteiny ve stresovych granulich

Vsechny tfi proteiny z FMRI1 rodiny byly translokovany pfi ptisobeni nékterych stresovych faktorii
do stresovych granuli (pro ptehled viz Tabulka 1). Mazroui et al. (2002) navic prokazali, Ze zvySena
produkce FMRP v HeLa bunkach indukuje skladani SG bez pusobeni dalsiho stresového faktoru. Pfipravil
bunécnou linii STEK odvozenou od embryondlni primarni bunécné kultury z mysi, ktera méla odstranény
fmrl gen. Buiiky této linie byly transfekovany expresnim vektorem nesoucim gen pro lidsky FMRP.
Osmnéct hodin po transfekci byl obsah bun¢k analyzovan rychlostni sedimentaci v sachar6zovém hustotnim
gradientu a navzdory ptedpokladu bylo pouze 20 - 25% FMRP detekovano ve frakeci spolu s polyzomy.
Zbytek byl ve 12.000 g peletu, ktery obsahuje pfevazné jadra a materidl nerozpustny v neionogennich
detergentech. Pomoci fluorescenéné znacené protilatky bylo zjisténo, ze ve 20% transfekovanych bunék se
FMRP nachazi v cytoplazmatickych granulich spolu s polyadenylovanou mRNA, FXR2 a markery
stresovych granuli - TIAL, TIAR, PABP-1 a HuR. Tyto granule neobsahovaly protein velké ribozomalni
podjednotky L7 a pisobeni cykloheximidu nebo emetinu vedlo K jejich rozpousténi. VSechny ti#i vyse
zminéné charakteristiky jsou typickymi znaky stresovych granuli. Tranzientni transfekce HeLa bunck
stejnym vektorem vedla taktéz k indukci SG obsahujicich FMRP.

O nékolik let pozdéji bylo navic zjisténo, ze FMRP je funkéné dulezity pro spravnou tvorbu SG.
Mysi fibroblasty s nefunkénim genem pro FMRP byly vystaveny puisobeni arsenitanu nebo vysoké teploty a
tvorba SG byla pozorovana pomoci fluorescencné znacené protilatky proti TIA1l. V porovnani s butikami
produkujicimi FMRP v normalni mife byla tvorba SG ve fibroblastech neobsahuicich FMRP redukovana, a
to zejména co se jejich intenzity tyCe. Bunky stabilné produkujici mutantni FMRP (I304N) vykazovaly
dokonce jesté horsi tvorbu SG (co do poctu i intenzity SG) nez bunky, ve kterych nebyl FMRP viibec
syntetizovan (Didiot et al. 2009). Schopnost FMRP tvofit homo- i hetero-oligomery naznacuje, ze by se
FMRP mohl strukturné podilet pfimo na agregaci RNP ¢éstic.

Dolzhanskaya et al. jako prvni demonstrovali Zze methylace proteint, které jsou soucasti stresovych
granuli, ma vliv na skladani SG (Dolzhanskaya et al. 2006a). FMRP i FXR1 jsou kotransla¢né methylovany

a tato modifikace je dulezita pro jejich schopnost tvofit mezi sebou hetero-dimery. FMRP, resp. FXR1 byl
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syntetizovan in Vvitro v pfitomnosti adenosin-2’,3’-dialdehydu (AdOx), ktery nepfimo inhibuje aktivitu
methyltransferaz a byla testovana jeho schopnost tvofit hetero-dimery s FXR1, resp. s FMRP. Ukazalo se, ze
pro spravnou tvorbu hetero-dimerd je potfeba, aby byly oba proteiny v methylovaném stavu. Schopnost
téchto proteint tvofit homo-dimery je na jejich methylaci nezavisla.

Déle bylo zjistovano, jaky vliv ma methylace téchto proteini na jejich pfesun do SG indukovanych
arsenitanem v HeLa buiikich. Za normalnich podminek jsou FMRP i FXRI1 asociovany pievazné
S polyzomy, mala ¢ast tvofi granule v cytoplazmé. Tyto granule jsou rozmistény v cytoplazmé rovnomérné,
jsou mensi neZ SG a neobsahuji marker SG (PABP-1). Ziejmé se jedna o P-téliska. Po ptsobeni arsenitanu
naprosta vétSina obou proteini (89,5% FMRP a 88% FXRI1) kolokalizovala s PABP-1 ve stresovych
granulich tvoficich se v perinukledrnim prostoru. Zajimavé je, ze pouze 79% FMRP" stresovych granuli
obsahovalo FXR1. Kultivace HeLa bunék s AdOx pied plsobenim arsenitanu vedla jednak k inhibici
skladani stresovych granuli (30 minut po pidsobeni arsenitanu se pfitomné SG jevily mensi a nebyly
organizovany v perinuklearnim prostoru) a jednak k tvorbé téméf dvojnasobného poétu FMRP" granuli (ve
srovnani s kontrolnimi bunkami, tj. bez pusobeni AdOx a arsenitanu), znichz ovSem pouze CcCast
kolokalizovala s markery SG. Mnozstvi FXR1 kolokalizujictho s PABP-1 se snizilo z 88% Vv bunkach
stresovanych arsenitanem na 66% v burkach kultivovanych s AdOx pted pfidanim arsenitanu. Tyto vysledky
ukazuji, ze inhibice methyltransferaz interferuje stvorbou SG. Jestli je to nasledek toho, ze
v nemethylovaném stavu nejsou FMRP a FXR1 proteiny schopné tvofit hetero-oligomery, nebo je methylace
dalezita i pro jiné aspekty skladani SG, z tohoto ¢lanku nevyplyva.

Bunééna linie PC-12 je odvozena z krysi difené¢ nadledvin a po plsobeni nervového ristového
faktoru (NGF) se diferencuje v buiky podobné neurontim. V diferencovanych PC-12 bunikach byly
pozorovany transportni granule obsahujici FMRP a to jak v téle téchto bunék, tak i v neuritech. Vystaveni
bun€k arsenitanu indukuje tvorbu SG, které taktéz obsahuji FMRP. Po vyvolani stresu dochazi k presunu
veskerého FMRP v téle bunék do SG, kdeZto v neuritech se takto ptesune pouze 40% FMRP a zbytek FMRP
ziistava soudasti transportnich granuli (Dolzhanskaya et al. 2006b). Do SG jsou transportovany RNP ¢astice
obsahujici mRNA molekuly, které byly az do vyvolani stresu piekladané, kdezto transportni granule
migrujici na konce neuriti nesou nepiekladanou mRNA, kterd je uréena pro mistné specifickou translaci.

Tento fakt ziejme vysvétluje rozdilné chovani FMRP v téle bunek a neuritech po vyvolani stresu.

5.4 Uloha stresovych granuli v syndromu fragilniho X

Jelikoz byla prokazana role FMRP ve skladani SG, da se u pacientll s FXS predpokladat zhorSena
tvorba SG a s ni spojena vys$si mira bunééné smrti pii ptisobeni stresovych faktort. Jako obzvlasté zajimavou
povazuji v této souvislosti studii Schultz-Pedersena et al., kteti zjistili, ze pomér vyskytu rakoviny u pacientti
s FXS a u bézné populace je 0,28 (Schultz-Pedersen et al. 2001). Rakovina je, zjednodusen¢ feceno, netizena

proliferace skupiny bunék, které potlacuji vlastni apoptézu. Nabizi se tedy hypotéza, ze jedinci s FXS jsou
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schopni né&jakym zplGsobem kompenzovat inhibici apoptdézy pfi rakovinném bujeni. V navaznosti na tuto
studii Jeon et al. zjistili, ze ptitomnost FMRP v bunce je dilezita pro aktivaci signalni kaskady PI3K-Akt
(PI3K, fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat-3-kinaza; Akt, protein kinaza B), ktera vede ke zvySené produkci
antiapoptického faktoru Bcl-XL (protein podobny proteinu Bcl-2 1) (Jeon et al. 2011). Schematické

znazornéni vysledkli experimentt, které jsou popsany v nasledujicim odstavci, je na Obrazku 3.

{}FMRP /@
7

etoposid | ——> [PI3K| ——> | Akt %ﬁ BelxL | —> {} apoptéza

[

KO FMRP LY294002

Obrazek 3: Schematické znazornéni role FMRP v PI3K-Akt signalni kaskadé. Pii aktivaci PI3K-Akt signalni
kaskady je zvySena produkce FMRP, ktery pozitivné reguluje aktivaci této kaskady a mohl by mit podil na tvorbé
stresovych granuli. Zaroven je zvySena produkce antiapoptického faktoru Bcl-xL. Nakresleno podle vysledku
z publikace Jeon et al. (2011).

Pusobeni etoposidu (inhibitor topoziomerazy II pouzivany k indukci bunééné smrti) nebo peroxidu
vodiku na HeLa bunky vedlo k jejich apoptoze, ale navic i ke zvySené fosforylaci PI3K a Akt kinaz a ke
zvySené produkci FMRP a Bcl-xL. KdyZz byla inhibovana fosforylace Akt kinazy pomoci inhibitoru
LY294002 béhem pusobeni etoposidu, snizila se produkce Bcl-xL i FMRP a zvysila imrtnost bunék.
Potlaceni produkce FMRP vedlo Kk inhibici etoposidem indukované aktivace PI3K-Akt signalni kaskady,
snizené produkci Bcl-xL a zvySené bunééné smrti. ZvySena produkce FMRP v HeLa buiikach navic vedla
K jejich snizené citlivosti na etoposid a ke snizené bunééné smrti, doprovazené zvysenou aktivaci PI3K-Akt
kaskady a produkci Bcl-xL. Struéné feceno, aby mohl etoposid aktivovat PI3K-Akt signalni kaskadu, ktera
vede ke zvySené produkci FMRP a Bcl-xL, je téeba, aby v bunice byl pfitomen funkéni FMRP jiz pied
ptidanim etoposidu. Zvysena produkce FMRP indukovana etoposidem pozitivné reguluje dalsi aktivaci
PI3K-Akt kaskady. Kromé této pozitivni regulace, by navic mohla nadprodukce FMRP indukovat i vznik
SG, které se taktéz podili na odolnosti bun€k proti stresu (Jeon et al. 2011).

Pacienti s FXS nesyntetizuji FMRP a aktivace PI3K/Akt signalni kaskady etoposidem (¢i jinymi
stresovymi faktory aktivujicimi tuto kaskadu) je tedy zablokovana a nedochazi ke zvySené produkci Bcl-xL,

coz ma za nasledek vy$§i miru bunééné smrti.
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6. Zavér

Tato prace se vénuje charakterizaci proteinového slozeni stresovych granuli v lidskych bunéénych
liniich. Od objeveni stresovych granuli bylo identifikovano mnoho proteind, které jsou do nich
transportovany po pusobeni riznych stresovych faktorti. VétSina téchto proteint je do uréité miry spjata
s metabolismem mMRNA, ale ¢ast znich ma funkce s mRNA zdanlivé nesouvisejici. Mnoho proteint
nalezenych ve stresovych granulich je pro jejich skladani dilezité, at’ uz svou fyzickou ptitomnosti nebo
svoji aktivitou, jiné jsou pro skladani SG nepodstatné a jsou do SG zfejmé prenaSeny nespecificky, pies
jejich vazbu na nepieklddané molekuly mRNA. Ackoli je celd fada proteinti pro skladani SG bezesporu
funkéné dulezita, zadny z nich se z dostupnych informaci nezda byt zcela esencialnim. NemizZeme to vSak
s jistotou tvrdit, nebot’ existuji dva vyuzivané zpusoby, jak zjistit dulezitost proteinu pro tvorbu SG - indukce
SG v bunécné linii s odstranénym genem pro tento protein, nebo transfekce bunécné linie molekulou siRNA,
komplementarni ke genu kddujicimu tento protein. Ve druhém piipadé mtze byt sice ¢astecna tvorba SG po
pusobeni stresu umoznéna kompenzaci jeho funkce jinym proteinem (potom by tento opravdu nebyl
esencialni pro tvorbu SG), ale i nedokonalym umléenim exprese genu, ktery ho koduje. Pokud tedy chceme
s jistotou tvrdit, ze se bunka bez daného proteinu pfi skladani SG obejde, bylo by tifeba ud¢lat experiment
s bunécnou linii, kterd ho viibec nesyntetizuje. To ovSem neni v mnoha piipadech mozné, jelikoz nékteré
proteiny obsazené v SG jsou dulezité pro pieziti buiikky i za normalnich, nestresovych podminek. Nema
smysl zde vypisovat, které v8echny proteiny v SG nalezeny nebyly, ale za zminku stoji, Ze se v SG nikdy
nevyskytuji proteiny velké ribozomalni podjednotky. Absence velké ribozomalni podjednotky vylucuje
moznost, ze¢ by SG byly mistem, kde probiha translace za stresovych podminek a odlisSuje SG od
transportnich neuronalnich granuli, které ji obsahuji.

Prvnim popsanym mechanismem indukce stresovych granuli byla fosforylace alfa podjednotky
eukaryotického transla¢niho inicia¢niho faktoru 2. Od jeho objeveni byly popsany dalsi, které jsou na této
fosforylaci nezavislé. Doposud poslednim objevenym mechanismem nezavislym na fosforylaci elF2a je
mechanismus objeveny v roce 2012, ktery je vyvolan pisobenim peroxidu vodiku nebo selenicitanu sodného
a vede k hypofosforylaci elF-4E vazebného proteinu. Zajimavé je zejména to, Ze slozeni stresovych granuli
se lisi v zavislosti na stresovém faktoru, ktery je vyvoldva. Domnivam se, Ze pro pochopeni toho, pro¢ se
k indukei tvorby stresovych granuli. Zjevna role stresovych granuli v pfezivani bunék i béhem pusobeni
stresovych podminek z nich déla popularni téma pro dalsi vyzkum.

Proteiny z rodiny proteinii mentalni retardace zpisobené fragilnim X jsou studovany zejména v souvislosti
se syndromem fragilniho X, ktery je zptisoben absenci nejznamé;jsiho proteinu této rodiny, FMRP. Nalezeni
téchto proteind ve stresovych granulich vede k otazce, zdali mohou patologické disledky jejich absence
souviset s narusenou tvorbou stresovych granuli u postizenych jedinct. Tato neprobadana oblast by mohla

v budoucnu pfinést uziteéné poznatky o mechanismu, jakym absence FMRP vyvolava mentalni retardaci, ale
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i dalsi ze symptomil syndromu fragilniho X. Zajimavym zjisténim je, Ze se pacienti trpici syndromem
fragilniho X potykaji s neregulovanou proliferaci bun¢k vedouci k nadorim vyrazné méné Casto, nez zdravi
jedinci. Je otazkou, jestli studium tohoto fenoménu povede k poznatkiim, které by mohly byt uzitecné pti
vyvoji medikamentd pro 1é¢bu rakoviny.

Stresové granule jsou aktudlnim tématem, které ma potencial pfinaSet dal§i vyznamné objevy.
Studium stresovych granuli je popularni zejména pro jejich souvislost s regulaci apoptdzy béhem vystaveni
bunek stresovym podminkam. Velkym pfinosem pro dal§i vyzkum by byla moznost izolovat tyto granule z

bunek a zkoumat jejich slozeni.
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