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Abstrakt

Promyelocytarni leukemicky protein (PML) je kliCovym komponentem pro formaci jadernych
télisek PML (PML nuclear bodies, PML-NBs), ve kterych PML vytvafi ohraniCeni obklopujici
vnitini jadro téchto dynamickych multiproteinovych komplext. PML je multifunkéni protein,
mimo jiné se ucastni regulace transkripce, antivirové odpovédi a nadorové suprese. PML-NBs
hraji roli v udrzovani stability genomu. Podileji se na opravach DNA vcetné telomer, regulaci
buné&éného cyklu a bunécné smrti a ochrané genomu pied cizorodou DNA. Cilem této reSerSe
je podat informace o tom, jak se promyelocytarni leukemicky protein podili na mechanismech

udrzovani stability genomu a o moznych dusledcich selhani téchto mechanismd.

Klicova slova: promyelocytarni leukemicky protein, opravné mechanismy DNA, komplexni

podkozeni DNA, repetitivni sekvence, fragilni mista, nemoci stafi.



Abstract

Promyelocytic leukemia protein (PML) is a key component for a formation of the PML nuclear
bodies (PML-NBs) in which PML forms a shell surrounding an inner core of this dynamic
multiprotein komplex. PML may act as a tumor supressor or a regulator of transcription factors.
PML-NBs plays a role in the genome stability maintenance by participating in DNA repair
including the alternative lenghtening of telomer, regulation of the cell cycle and antivirus
protection. The purpose of this section is to provide information about how PML participate in
the genome stability maintenance and about possible consequences of failure of these
mechanisms.

Key words: promyelotic leukemia protein, mechanisms of DNA repair, complex DNA damage,

repetitive sequences, fragile sites, aging-associated diseases.
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1. Uvod

UdrZovani genomové stability je vlastnost Zivych organismO umoznujici chranit integritu
genetické informace a prenaset ji nezménénou na dalsi generaci. Jeji dllezitost podtrhuje
skute€nost, Ze kdyby organismy nemély mechanismy uréené k udrzovani stability genomu, tak
by se velmi rychle zasadné narusily fyziologické déje odehravajici se v bufkach. Tyto
mechanismy nejsou stoprocentné efektivni, coz vede k mnoha patologickym stavim,
jsou povazovany poruchy pfi reparaci DNA a chyby pfi replikaci DNA a ur&itou mérou mohou

k nestabilité genomu pfispivat také jeho nestabilni oblasti.

Promyelocytarni leukemicky protein (PML) je protein, ktery se podili na utvareni jadernych
télisek PML (PML nuclear bodies PML-NBs), nemembranovych organel, které maji schopnost
koncentrovat urCité proteiny ve vnitfnim prostoru své struktury. PML-NBs se nachazeji
v buné&nych jadrech, kde jsou obklopeny chromatinem, se kterym jsou schopné interagovat.
Bylo nalezeno vice nez 170 protein(i, které mohou byt ve struktufe PML-NBs trvale di
pfechodné uchovavany. PML je multivalenéni protein, o kterém se v ramci formovani PML-
NBs hovofi jako o scaffold proteinu, tedy proteinu, ktery slouzi jako leSeni pro klientské
proteiny, které se vazi na PML. Vazba mezi PML a klientskymi proteiny je zajiSténa pomoci
interakce mezi SUMO-interagujicimi motivy (SIM) skladajicich se z kratké sekvence
aminokyselin, a fetézci SUMO vzniklych sumoylaci v ramci postranslaénich modifikaci
protein. Pfestoze SUMO-SIM interakce prevlada, byly popsany i dalSi motivy PML, které
mohou zprostfedkovat interakci klienty a navadét je do PML-NBs. Pfedpoklada se, ze se PML-
NBs formuji v procesu fazové separace, béhem které vznikaji jaderné utvary s rozdilnym

vnitfnim slozenim, nez je slozeni okolniho prostiedi.

PML hraje dulezitou roli v udrzovani stability genomu a mezi hlavni procesy, pro které je
nezbytny, patfi oprava DNA vcetné udrzovani stability telomer, regulace bunécného cyklu a

antivirova ochrana.

Cilem této reSerSe je objasnit jakymi mechanismy se podili PML na udrzovani genomové

stability.



2. Stabilita genomu

VSechny Zzijici organismy maji schopnost chranit a pfenaset svou genetickou informaci
z generace na generaci (shrnuto v Pelczar a kol., 2003). Schopnost udrZovat stabilitu
genomu je sté&Zejni pro zachovani bunécnych funkci a sniZuje riziko vzniku rdznych
onemocnéni spojenych se stafim a jinymi patologiemi (Ouyang a kol., 2008). Kvuli
neustalému poskozovani DNA vnitfnimi i vn&jSimi vlivy se vyvinuly systémy opravnych
mechanisma, které DNA neustale kontroluji a opravuji. Tyto systémy jsou Casto evoluéné

konzervovany (shrnuto v Pelczar a kol., 2003).

Existuje mnoho typl poskozeni DNA v&etné genovych lézi (Natarajan a kol., 1993), chyb
v dusledku Spatného zarazeni bazi (Weinblum a kol., 1974), vnitrofetézcovych a
mezifetézcovych kfizovych vazeb (crosslink) (Gantt a kol., 1979), nebo jednovlaknovych
(Fornace a kol., 1976) a dvouvlaknovych zlomu (Bonura a kol., 1975). Pravé dvouvlaknové
zlomy jsou pro buriku nejrizikovéjSi a jsou povazovany za hlavni zdroj nestability genomu
(Morgan a kol., 1998). Aby buriky udrzely genom stabilni, vyuzivaji také kontrolni body
(checkpoints) v ramci bunééného cyklu (Gartner a kol., 2000). Tyto kontrolni body vyskytujici
se v rlznych fazich buné&ného cyklu mino jiné reaguji na replikacni stres, zastaveni replikacni
vidlice nebo léze v DNA (Jimenez a kol., 1992). Poruchy v udrzovani genomové stability
mohou vést ke vzniku zhoubnych onemocnéni a jsou dulezitym faktorem pfispivajicim
k neurodegenerativnim onemocnénim (Ruzo a kol., 2018), starnuti (Ouyang a kol., 2008)

nebo imunodeficienci (von Bernuth a kol, 2014).

2.1. Pri€iny nestability genomu

DNA je poskozovana exogennimi a endogennimi zdroji (shrnuto v Morley & Turner, 1999).
Mezi exogenni zdroje patfi ultrafialové (UV) zafeni (Seker a kol., 2003), ionizujici zafeni (Vens
a kol., 2007) nebo genotoxické chemické latky (Nefkens a kol., 2003). Hlavnimi zdroji
endogenniho poskozeni jsou mutace v dusledku metabolickych procest (Lindahl, 1993),
chybné replikace a replikacniho stresu (Maya-Mendoza a kol., 2018), kolize mezi replikaci a
transkripci (Olavarrieta a kol., 2002) a inhibice topoizomeraz (Markovits a kol., 1994).
Predevsim jsou to ale defekty v opravnych mechanismech, které vedou k akumulaci mutaci a
genomové nestabilité (Mohindra a kol., 2002). K nestabilitt genomu pfispiva i pfitomnost
takzvanych fragilnich mist (Hecht a kol., 1984). Stabilitu genomu mohou narusSovat také virové
infekce (Darbinyan a kol., 2007).



2.1.1. Opravné mechanismy DNA a jejich poruchy

Spravné fungovani reparacnich mechanismi DNA je stéZejni pro udrzovani bunécné
fyziologie. Chyby pfi opravé DNA pfedstavuji hlavni pfiCinu genomoveé nestability a vedou
k mnoha patologiim (shrnuto v Carolina a kol., 2012). V8echny eukaryotni buriky maji vysoce
konzervované signaini drahy pro rozpoznani poskozené DNA a jeji opravu (shrnuto v O’Neil
& Rose, 2006).

Po8kozena DNA je v burice rozpoznavana senzorovymi proteiny, které se v pfipadé detekce
zlomd DNA nebo modifikaci bazi vazou na mista poskozeni a mobilizuji dal$i molekuly, které
maji specifické ulohy v regulaci bunécného cyklu a opravach DNA (shrnuto Jackson a
Bartek, 2009 a Blackford a Jackson, 2017b). Centralnimi regulatory odpovédi na poskozeni
DNA (DNA-damage response, DDR) jsou kinazy ATM (ataxia-telangiectasia mutated, ATM),
ATR (ataxia-telangiectasia related, ATR) a DNA PK (DNA-dependent protein kinase, DNA PK),
jejichz model aktivace a pusobeni je znazornén na Obrazku 1. Tyto kinazy fosforyluji
prekryvajici se spektrum substratl, které reguluji bunécny cyklus &i se uCastni oprav DNA.
Nedojde-li k opravé, pfetrvavajici poskozeni indukuje apoptézu &i bunécnou senescenci. DNA
PK je aktivovana dvouvlaknovym zlomem, ktery je rozeznan komplexem Ku70/Ku80 (Gottlieb
a ko., 1993). ATM je plné aktivovana dvouvlaknovym zlomem, na ktery je navazan komplex
tfi proteind, Mre11, Rad50 a Nsb1 (MRN) (Falck a kol.,, 2005). ATR je aktivovana
jednovlaknovou DNA (single strand DNA, ssDNA), na kterou je vazan protein RPA (Zou a kol.,
2003).
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Obrazek 1: Model aktivace a pusobeni kinaz ATM, ATR a DNA-PKs v dusledku poSkozeni DNA. DNA-
PKs je aktivovana a dopravena na dvouvlaknové zlomy navazanim Ku na misto dvouvlaknového zlomu.
ATM je aktivovana a lokalizovana na dvouvlaknové zlomy pomoci komplexu MRN. ATR je lokalizovana
na jednovlaknovou DNA, na které je vazan RPA, pomoci svého vazebného partnera ATRIP (Blackford
& Jackson, 2017b).



K opravé chyb v DNA ma burka u¢inné mechanismy oprav (Sharova, 2005). Dvouvlaknové
zlomy jsou opravovany homologni rekombinaci (homologous recombination repair, HRR)
(Trenz a kol., 2006, Hanada a kol., 2007) a nehomolognim spojovanim koncu (non-
homologous end joining, NHEJ) (Nussenzweig a kol., 2007), zatimco opravy
jednovlaknovych zlom( zajistuji nukleotidové excizni opravy (nucleotide excision repair, NER)
(Courcelle a kol., 2005), opravy neshod bazi (mismatch repair, MMR) (Glazer a kol., 1987)

a excizni opravy bazi (base excision repair, BER) (Vodenicharov a kol., 2000).

2.1.2. Nestabilni mista genomu

Fragilni oblasti genomu — fragilni mista (fragile sites, FS) — jsou nestabilni oblasti DNA, které
vykazuji zvySenou frekvenci zlom0. FS obsahuiji repetitivni sekvence, maji zpozdénou replikaci
a Casto podléhaiji replikaénimu stresu (Glover a kol., 1988). Mezi tyto oblasti se fadi bézna a
vzacna fragilni mista, telomery, centromery a rDNA (Zlotorynski a kol., 2003, Shay a Wright,
2002, Singer, 1982, Stultsa kol., 2009).

Chromosomailni fragilni mista (chromosomal fragile sites, CFSs) jsou oblasti chromozomu,
kde se zvySenou frekvenci dochazi ke vzniku zlomu a lézi v disledku replikacniho stresu, ktery
muze byt zplsoben napfiklad expozici bunék inhibitordim syntézy DNA. CFSs se déli na bézna
a vzacna podle frekvence vyskytu v lidské populaci (Zlotorynski a kol., 2003). Bézna fragilni
mista aktivuje nejcastéji afidikolin (Rassool a kol., 1991), zatimco vznik vzacnych fragilnich
mist indukuje vyhradné& bromodeoxyuridin &i distamycin A (Hewett a kol., 1998). Bé&Zna fragilni
mista jsou tvofena repeticemi bohatymi na AT pary bazi (Shiraishi a kol., 2001) a jsou
povazovana za jednu z pfi€in vzniku rakoviny (Hecht a kol., 1984). Na rozdil od bé&znych
fragilnich mist nejsou vzacna fragilni mista spojovana s rakovinou, jsou tvofena repetitivnimi

motivy, jako jsou CGG, a jsou dédéna v ramci Mendelovské dédi¢nosti (Jones a kol., 1995).

Mezi nestabilni oblasti genomu patfi koncové useky chromozomu, telomery. Tyto Useky jsou
nachylné ke zkracovani v dlsledku nechopnosti replikaéniho komplexu syntetizovat jejich
konce (Watson, 1972, Shay a kol., 2002). Telomery se skladaji z repetic TTAGGG (Moyzis
a kol., 1988). Na tyto repetice se vazi proteiny tvofici komplex nazyvajici se shelterin, ktery
pfispiva k ochrané telomer (Bandaria a kol.,, 2016). Komplexnéjsi struktura telomer, je
znazornéna na Obrazku 2. Existuji dva zpUsoby, kterymi bunky zabranuji zkracovani telomer.
Prvnim z nich je udrZzovani délky telomer pomoci telomerazy. Mechanismus udrzovani telomer
pomoci telomerazy spociva v pfidavani telomerickych opakovani na 3" konec s vyuzitim RNA
templatu (Greider a kol., 1985). Druhym mechanismem popsanym v nékterych nadorovych

burikach je alternativni prodluzovani telomer (alternative lengthening of telomere, ALT), ktery



je zaloZzen na vyméné nebo syntéze telomerické DNA zavislych na homologni rekombinaci
(Bryan a kol., 1997).
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Obrazek 2: Struktura lidskych telomer. Lidské telomery se skladaji z repetice TTAGGG. Hlavni vlakno
bohaté na G baze se prodluzuje ve sméru k 3" konci a vytvaii G-ocasek. Na telomerach se nachazi
komplex shelterin, ktery se sklada z faktort vazicich se na telomerickou DNA nebo na ostatni faktory.
Komponentami shelterinu jsou TRF1, TFR2, RAP1, TIN2, TPP1 a ochranny faktor POT1. Telomerické
faktory pomahaiji vytvaret strukturu chranici telomerické konce zvanou telomericka smycka neboli T-
smycka (O’Sullivan a Karlseder, 2010).

Daldim nestabilnim mistem genomu jsou centromery, jez jsou nezbytné pro rovhomérné
rozdéleni genetického materialu pfi kazdém bunééném déleni (shrnuto v Kalitsis a kol.,
2012). Centromery pfedstavuji chromosomalni lokusy tvofené dlouhymi tandemovymi fadami
repetitivnich AT Useku bohatych alfa-satelitnich DNA (Singer, 1982, Ting a kol., 2011).

Lokusy rDNA jsou dalSi fragilni oblasti genomu skladajici se z tandemovych repetic, jak je
ukazano na Obrazku 3. Nachazi se mezi centromerami a telomerami a jedna se o nejvice
pfepisované lokusy v genomu, coZz ma spolu s repetitivnim charakterem jejich sekvenci za
nasledek vysokou nachylnost rDNA k rekombinaci (Stultsa kol., 2009, Ide a kol., 2010). V
disledku toho je rDNA povazovana za jednu z nejvice nestabilnich a hypervariabilnich

genomovych oblasti (Stults a kol., 2009).
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Obrazek 3: Struktura lidského lokusu rDNA. Lokus se nachazi mezi centromerou a telomerou a sklada
z 1 - 140 opakujicich se jednotek usporadanych do tandemu na kratkych ramenech akrocentrickych
chromozomu. Pfilehlé geny 47S rDNA jsou od sebe oddéleny mezigenovymi mezerniky (Salim &
Gerton, 2019).

3. Promyelocytarni leukemicky protein (PML)

PML je ¢lenem proteinové rodiny TRIM vyznacujici se pfitomnosti konzervovaného motivu
RBCC (Jensen a kol., 2001). Muze tvofit sedm isoforem: PML | — PML VII (Hands a kol.,
2014). VSechny isoformy PML maiji na svém N-konci jiz zmifovany RBCC motiv, ktery je tvofen
doménou RING finger, dvéma B-boxy bohatymi na cystein a histidin (Huang a kol., 2014) a

alfa-helikalni coil-coiled doménou, jak je znazornéno na Obrazku 4 (Kastner a kol., 1992).
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Obrazek 4: Znazornéni organizace domén PML. Souc&asti PML je RBCC motiv, NLS, NES, SIM motiv,
sekvence obsahujici CK2 fosforylaéni mista a sumoylaéni mista ozna¢ena pismenem K (Nisole a kol.,
2013).

Jednotlivé isoformy se od sebe odliSuji slozenim C-koncové c&asti, coZz je schematicky

znazornéno na Obrazku 5. Tato odliSnost je dana alternativnim sestfihem a uréuje vazebnou



specifitu isoforem PML (Jensen a kol., 2001, Condemine a kol., 2007). VSechny isoformy,
kromé v cytosolu se nachazejici PML VII, maji jaderny lokalizacni signal (NLS). Isoforma PML
I ma kromé& NLS jesté jaderny exportni signal (NES), coz ji umozhuje pfemistovani mezi
jadrem a cytoplazmou (Beech a kol., 2005). PML je posttranslaéné modifikovan a mezi hlavni
modifikace patfi sumoylace. PML je nezbytny pro tvorbu PML-NBs — Gtvarl majicich pramér
0,1 —1,0 um (Ishov a kol., 1999, Hayakawa a kol., 2004).
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Obrazek 5: Schématické znazornéni isoforem PML | — PML VII (Nisole a kol., 2013).

3.1.  Struktura a formace PML jadernych utvaru (PML-NBs)

PML-NBs jsou dynamické utvary, které ve své struktufe uchovavaji celou fadu proteinu
v zavislosti na podminkach v burice (Scherer a kol., 2016). Kromé& pfechodné asociovanych
proteinl jsou v PML-NBs permanentné uchovany dalSi proteiny, napf.— Sp100 (SP100 nuclear
antigen) a DAXX (death domain asociated protein). Skoro vdechny proteiny sidlici ve
struktufe PML-NBs jsou modifikovany malymi modifikatory podobnym ubiquitinu (small
ubuquitin-like modifier, SUMO) nebo obsahuji SUMO interakéni motiv (SUMO interacting
motif, SIM) & maji SUMO i SIM zarovern (Lang a kol., 2019). Bylo zjiSt€no, Ze prave interakce
mezi SUMO na jednom proteinu a SIM na druhém proteinu zajistuje asociaci proteini s PML-
NBs (Brown a kol., 2016). Samotny PML obsahuje SIM a tfi sumoyla¢ni mista (Shen a kol.,
2006). Sumoylace se tvofi kovalentni vazbou mezi SUMO a lysinovym zbytkem pfisluSného
proteinu na specifické konsensus sekvenci. Tato vazba je zajiSténa enzymatickou kaskadou.
Nejdfive je SUMO monomer aktivovan E1-aktivujicim enzymem Sae1/2. Potom E2 konjuguijici
enzym, UBC9, ktery rozpozna konsensus sekvenci na substratu a zprostfedkuje navazani
molekuly SUMO na lysinovy zbytek (Tatham a kol., 2005). SUMO-E3 ligazy tvofi komplex
se substraty UBC9-SUMO ¢i UBC9-SUMO, a tim zajistuji vysSi specifitu béhem sumoylace

Muclear

Cytoplasmic



(Hendriks a kol., 2016). PML je na specifickych lysinech vysoce sumoylovan tfemi paralogy
SUMO - SUMO 1, 2 a 3 (Niwa-Kawakita a kol., 2017).

Obrazek 7: Schématické znazornéni formace PML-NBs. PML nejprve dimerizuji pomoci RBCC domén
a poté nukleu;ji do struktury PML-NBs. Po sumoylaci jednotlivych PML, PML vytvareji sférickou strukturu
zralych PML-NBs. Partnerské proteiny obsahujici SUMO nebo SIM &i oboji jsou poté pomoci interakci
SUMO-SIM s PML rekrutovany dovnitf struktury PML-NBs (Corpet a kol., 2020).

V reakci na stres jednotlivé monomery PML v bufice dimerizuji pomoci kovalentnich
disulfidickych vazeb a nekovalentnich interakci mezi jednotlivymi doménami RBCC (Sahin a
kol., 2014, Lallemand-Breitenbach a kol., 2001). Poté na zakladé stejnych interakci dimery
vytvareji oligomerni strukturu nematurovanych PML-NBs. PML jsou nasledné sumoylovany
UBC9 E2. Interakce SUMO a SIM na jednotlivych PML indukuje vznik slupky a formaci
maturovanych PML-NBs (Zhong a kol., 2000, Lallemand-Breitenbach a kol., 2001). PML
funguji jako leSeni (scaffold) pro partnerské proteiny, jsou sumoylovany a zaroven obsahuji
SIM, stejné jako partnerské (client) proteiny a na zakladé SUMO-SIM interakci PML rekrutuje

partnerské proteiny dovnitf své struktury (Banani a kol., 2016, Marcello a kol., 2003).

3.2. Funkce PML

PML interaguje s velkym mnozZstvim proteind a ovliviiuje tim mnoho procesu uvedenych
v Obrazku 6 (Hsu a kol., 2018). V dalSi Casti je podrobnéji zminéna uloha PML v regulaci
bunééného cyklu, v DDR a v ochrané proti virovym infekcim.
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Obrazek 6: Prehled bunécnych a fyziologickych funkci PML. PML se podili na regulaci bunééného
cyklu, bunécné senescence, apoptozy €i ochrany proti virim. PML pomoci interakci s mnoha proteiny
muZze regulovat genovou expresi, translaci ¢i hladinu proteind. cPML muzZe regulovat vapnikovou
signalizaci, signalni transdukci i autofagii. PML muze také pfispivat k rezistenci vici lé¢bé rakoviny a
hraje také roli v imunité a metabolismu. V zeleném kruhu jsou shrnuty molekularni funkce PML (Hsu a
kol., 2018).

4. Uloha PML ve stabilité genomu

To, ze PML ovliviiuje stabilitu genomu, naznacCuje mySi model s Uplnou deficienci PML. Pokud
byly tyto mysSi vystaveny latkdm vyvolavajicim nadorova onemocnéni nebo byly zkfizeny
s mysimi modely nesoucimi benigni Iéze, tak u nich dochazelo k vysSimu vyskytu nadorovych
onemocnéni (Wang a kol., 1998, Mazza a kol., 2013).



41. Role PML v regulaci bunééného cyklu

Regulaci bunécného cyklu v reakci na poskozeni DNA zajistuje, Ze buriky s poSkozenou DNA
zUstavaji zastavené a vraceji se do bunécného cyklu pouze v pfipadé uspésné opravy. Buriky
s neopravenym/neopravitelnym poskozenim bud spusti apoptoticky program nebo vyvinou
bunécnou senescenci. Proliferace bunék s poSkozenou DNA vede k akumulacim chyb a
nestabilité genomu (Jackson a Bartek, 2009). Téchto procesu se ucastni i PML, pfedevSim
regulaci bunééného cyklu, navozenim bunétné senescence a apoptozy (de Stanchina a kol.,
2004). V mnoha nadorech je hladina PML snizena (Zhang a kol., 2000, Gambacorta a kol.,
1996, Gurrieri a kol., 2004), naopak nadprodukce PML v rakovinnych liniich zplsobuje
zastavu bunécného cyklu a naslednou apoptézu &i bunéénou senescenci (Chin a kol., 1994,
Mu a kol., 1997).

PML muze pfispivat k senescenci interakci s transkripénim faktorem retinoblastomovym
proteinem (retinoblastoma protein, pRb) (Vernier a kol., 2011) ¢i stabilizaci p53 (Ferbeyre et
al., 2000, Pearson a kol., 2000). Apoptézu mize PML indukovat interakci s proteinem DAXX
(Li a kol., 2000) a také stabilizaci p53 (Guo a kol., 2000, D’Orazi a kol., 2002, Bernardi a
kol., 2004). Je dulezité zminit, Ze nékteré mechanismy interakci PML a p53 jsou spolecné pro
oba tyto déje (Bernardi a kol., 2004).

4.1.1. Role PML pfi bunécéné senescenci

Bunécna senescence oznacuje stav, kdy buriky permanentné zastavi svdj bunécny cyklus, ale

neumiraji (shrnuto v Herranz a kol., 2018).

PML muze interagovat s transkripénim faktorem p53, ktery podporuje buné€nou senescenci
v odpovédi na rlizné podnéty, kterymi mohou byt poSkozeni DNA nebo pusobeni onkogenu
(de Stanchina a kol., 2004). Bylo zjisténo, ze buriky, které postradaji PML, vykazuji sniZzenou
ochotu indukovat buné&nou senescenci v odpovédi na aktivaci p53 (de Stanchina a kol.,
2004). PML vaze p53 a mnoho jeho regulatorli a sméfuje je do PML-NBs, a tim umozriuje
posttranslaéni modifikace, které stabilizuji a aktivuji p53 (de Stanchina a kol., 2004, Ferbeyre
et al., 2000, Ivanschitz a kol., 2015).

Bylo dokazano, Ze exprese PML se zvySuje béhem bunétné senescence indukovanou
onkogenem Ras a béhem replikacni senescence (Ferbeyre et al., 2000). ZvySena produkce
PML indukuje buné&nou senescenci a lokalizuje p53 do PML-NBs, a tim zvySuje jeho
fosforylaci (Ferbeyre et al., 2000). Prace od de Stanchina a kol. ukazuje, ze p53 aktivuje

transkripci PML a také, Ze PML stabilizuje p53 lokalizaci do PML-NBs a tim potencuje jeho
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antiproliferacni funkce. Pfedevsim bylo ale dokazano, ze PML deficientni mySi embryonalni
fibroblasty MEF vykazuji snizenou schopnost podstoupit buné&nou senescenci indukovanou
onkogenem Ras (de Stanchina a kol., 2004). DalSim zplsobem, jak PML reguluje stabilitu
p53, je interakce s nadorovym supresorem p14ARF (alternative reading frame, ARF). ARF se
specificky vaze na C-konec PML a tim se relokalizuje do PML-NBs. Tato interakce poté
zpusobi stabilizaci SUMO-ligazy UBC9, a tim dojde k sumoylaci a stabilizaci p53 (lvanschitz
a kol., 2015). PML-NBs tudiz funguiji jako platforma pro interakce mezi ARF, UBC9 a dal8imi
regulatory p53 a podporuji sumoylaci a naslednou aktivaci signalni drahy p53 (lvanschitz a
kol., 2015). Schématické znazornéni toho, jak mize PML ovliviiovat senescenci je zobrazeno

nize na Obrazku 7.

| PML NBs dependent senescence | | PML NBs independent senescence I
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Obrazek 7: Schéma mechanism( indukce senescence pomoci PML. PML indukuje senescenci na
PML-NBs zavislou nebo nezavislou. PML pfenasi partnerské proteiny do PML-NBs pomoci sumoylace
na zbytku K160. PML IV interaguje s partnerskymi proteiny pomoci specifické interakéni domény na C-
konci. Tyto interakce podporuji pottranslacni modifikace proteind, které kontroluji senescenci — p53 a
E2F. PML mze také fungovat nezavisle na struktufre PML-NBs, napfiklad jako transkripéni modulator
cilovych gent (lvanschitz a kol., 2013).

PML muze také ovliviiovat buné€nou senescenci zavislou na pRb (Vernier a kol., 2011).
Signalni draha pRb kontroluje bunéény cyklus na transkrip&ni urovni skrze potlaceni cilovych
genu pro E2F, které podporuijici proliferaci (Vernier a kol., 2011, Chicas a kol., 2010, Miiller
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a kol., 2001). PML indukuje buné&€nou senescenci blokovanim aktivity E2F v asociaci s pRb.
Komplexy pRb/E2F se vazi na PML a jsou vnaseny do struktury PML-NBs, coz vede k inhibici
exprese cilovych genu pro E2F, blokaci bunééné proliferace s rozvojem bunééné senescence
(Vernier a kol., 2011). Vazba PML a pRb pomoci interakéniho motivu LXCXE na pRb je
dllezita pro reorganizaci chromatinu na promotorech genli bunééného cyklu, coz vede
k permanentnimu zastaveni bunééného cyklu (Talluri a Dick, 2014). Mnoho proteinl nutnych
pro remodelaci je pfechodné lokalizovano v PML-NBs pfed tim, nez se integruji do mist

heterochromatinu na cilovych genech bunécného cyklu (Vernier a kol., 2011).

PML mulze také navodit bunécnou senescenci tim, ze potlaCuje transkripci genu TBX2
v senescentnich bunkach. Naopak, pokud je TBX2 exprimovan ve vysSi mife, tak je schopen
blokovat buné¢nou senescenci indukovanou PML IV. Tato funkce PML je nezavisla na PML-
NBs (Martin a kol., 2012).

4.1.2. Role PML pri apoptéze

Apoptdza neboli programovana bunééna smrt je kontrolovany mechanismus, ktery nastane,

pokud je DNA bunky poSkozena ve velkém rozsahu (shrnuto v Harmon a kol., 1997).

PML je dulezity jak pro p53-zavislou apoptézu, ktera je spousténa na zakladé odpovédi na
genotoxicky stres (Wang a kol., 1998), tak i pro p53-nezavislou, ktera je indukovana pomoci
ligandu Fas (Zhong a kol., 2000, Wang a kol., 1998).

Bylo zjisténo, Ze PML se chova jako transkripCni ko-aktivator p53 a ma schopnost interagovat
s p53 a tim ho lokalizovat do PML-NBs (Guo a kol., 2000). Autofi dale ukazali, Zze PML
deficientni buriky maji pozménénou expresi cilovych genld p53 a hdfe indukuji apoptdézu po
genotoxickém stresu. Tyto vysledky potvrzuji roli PML pfi apoptéze indukované p53 (Guo a
kol., 2000).

Vztah mezi PML, p53 a apoptézou byl popsan ve studii od Louria Hayon a kol. (Louria-Hayon
a kol., 2003). Autofi ukazali, Zze PML hraje kli¢ovou roli pro stabilizaci p53 v odpovédi na
posSkozeni DNA. PML chrani p53 pred ubiquitinaci zprostfedkovanou Mdm2 a tim zamezuje
jeho degradaci, ktera by vedla k inhibici apoptdzy. Autofi dale ukazuji, ze PML zmirnuje
destabilizaci p53 zplsobenou Mdm2 tim, Zze prodluzuje stresem indukovanou fosforylaci p53

na serinu 20 (Louria-Hayon a kol., 2003).

Dalsi prace, ktera ukazuje na schopnost PML stabilizovat p53 a tim indukovat apoptézu je

prace Bernardi a kol. (Bernardi a kol., 2004). Autofi ukazuji, Ze PML po genotoxickém stresu
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interaguje s ubiquitin ligazou Mdm2 a sekvestruje tento protein do jadérka. Tim dochazi

k stabilizaci p53 a aktivaci apoptozy (Bernardi a kol., 2004).

Kanonickou soucasti PML-NBs je transkripéni faktor DAXX, protein, jenz byl puvodné

spojovan s bunécnou smrti zprostfedkovanou pomoci FAS (Li a kol., 2000).

Apoptotické signaly indukované FAS jsou iniciovany na plazmatické membrané signalnim
komplexem indukujicim smrt (death-induced signal complex, DISC) (Morgan a kol., 2009).
DAXX ma schopnost potlacovat transkripci antiapoptotickych gend, coz ma za nasledek, ze
apoptéza bézi. V pripadé lokalizace DAXX do PML-NBs jsou antiapoptotické geny
transkribované a apoptéza nebé&zi (Li a kol., 2000). Model kooperace PML s DAXX je

znazornén nize na Obrazku 8.
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Obrazek 8: Schéma kooperace PML a DAXX pfi indukci apoptdézy. DAXX interaguje s FAS na
membrané. Kdyz se FAS ligand navaze na FAS receptor, tak mohou byt aktivovany dvé apoptotické
drahy. (a) DAXX je translokovan do jadra a spole¢né s PML indukuje apoptézu. DAXX je transkripéni
represor a PML potlaCuje jeho funkci. PML potlaCuje represi transkripce anti-apoptotickych genu
zprostfedkovanou DAXX tim, Zze sekvestruje DAXX do PML-NBs. (b) Vazba PML s DAXX muze vést
také k aktivaci apoptézy. Komplex PML/DAXX muZze byt totiz transportovan ven z PML-NBs pomoci
PML desumoylazy SUPR-1 (Bernardi a Pandolfi, 2003).

Apoptosis /’

Apoptézu muze regulovat také cytoplazmaticka isoforma PML (cPML, PML VII) (Lin a kol.,
2004), ktera je kliCovym modulatorem signalizace rastového faktoru B (transforming growth
factor beta, TGF). TGF je cytokin, ktery je schopen indukovat apoptézu pfes signalni drahy
SMAD nebo DAXX (Lin a kol., 2004). Signalni transdukce TGF[3 je umoznéna pfesunutim
povrchového receptorového komplexu s navazanym TGFB do C€asného endosomu a
naslednym Sifenim signalu do jadra pfes aktivaci transkrip&nich faktord SMAD. cPML je
kliCovy k utvofeni receptorového komplexu a pfesunu komplexu do ¢asného endosomu (Lin

a kol., 2004). Bylo dokazano, Zze PML deficientni primarni mysi buriky maji defektni TGFf
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signalni drahu a tento defekt je pfekonan ektopickou expresi cPML (Lin a kol., 2004). PML
ma také funkci pfi indukci apoptdzy pomoci vapnikoveé signalizace (Giorgi a kol., 2010). PML
je vdusledku stresu endoplazmatického retikula lokalizovan v membranach asociovanych
s mitochondriemi (mitochondria associated membranes, MAMs), které se podileji na navozeni
apoptdzy pomoci regulace transportu vapenatych iontl. Pfitomnost cPML v MAMs reguluje
utvoreni komplexu, ktery usnadnuje vyliti vapenatych iontll z endoplazmatického retikula do

mitochondrii, a tim indukuje apoptdzu (Giorgi a kol., 2010).

4.2. Role PML v opravé DNA

Lokalizace PML do lézi DNA naznacCuje moznost jeho zapojeni v opravnych mechanismech
DNA (shrnuto v Dellaire a Bazett-Jones, 2004).

4.2.1. Asociace PML s repara¢nimi faktory

V odpovédi na poskozeni DNA se koncentrace PML v jadfe zvySuje a dochazi k asociaci
s DNA zlomy (shrnuto v Dellaire a Bazett-Jones, 2004, Carbone a kol., 2002, Vancurova
a kol., 2019). Bylo dokazano, ze PML-NBs se nachazi v mistech reparace DNA a v reakci na
rizné typy poskozeni DNA interaguje s mnoha opravnymi proteiny (shrnuto v Chang a kol.,
2018). Témito proteiny jsou kinazy regulujici bunéény cyklu — ATM, ATR a Chk2 (Dellaire a
kol., 2006), proteiny MRN komplexu —NBS1, Mre11 a Rad50 (Carbone a kol., 2002), helikazy
z rodiny RecQ — BLM a WRN (Vaitiekunaite a kol., 2007) nebo také reparacni faktory Rad51,
RPA a BRCA1 (Attwood a kol., 2020). Okraje PML-NBs asociuji s chromatinem a tvorba
PML-NBs muze tudiz ovlivnit opravy DNA (Dellaire a kol., 2006).

4.2.2. Uloha PML pf¥i opravach dvouvlaknovych zlomi

V nedavné dobé byly publikovany tfi studie, které dokazuji, Ze PML ovliviiuje Uspésnost DNA
(Vancurova et al., 2019, Voisset a kol., 2018, Attwood a kol., 2020).

Vysledky studie od Voisset a kol. ukazuji, ze PML NBs jsou determinanty kvality oprav DNA
pomoci mechanismd HRR a NHEJ. V této studii byly pouzity MEF nesouci bodovou mutaci
(C6A2/C65A) v RING doméné PML, ktera zpusobuje rozpad PML-NBs (Voisset a kol., 2018).
Tento experimentalni pfistup ukazal, Ze pfesnost HRR a NHEJ byla vyrazné nizsi
v Pm|C6A2/C83A MEFs v porovnani s PmI"T, coZz dokazuje vliv PML (PML-NBs) na efektivitu

oprav DNA (Voisset a kol., 2018). V roce 2019 studie od Van&urové a kol. poukazala na roli
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PML pfi opravé pretrvavajicich, tézce opravitelnych Iézi vzniklych pusobenim ionizujiciho
zareni (persisting IR-induced foci, pIRIF) (Vancurova et al., 2019). V experimentu byly pouzity
lidské primarni PML-deficientni bufky, jejichz pomoci se prokazalo, ze PML-deficience vede
k vySSi citlivosti k poSkozeni DNA, které zpusobuje Iéze DNA dominantné opravované pomoci
mechanismu HRR. Vliv jednotlivych isoforem PML, ale také PML deficence na Uspésnost
oprav DNA pomoci HRR byl popsan v praci Atwoodové a kol. (Attwood a kol., 2020). Autofi
sledovali uspésnost oprav DNA pomoci HRR v burikach osteosarkomu (U20S), pfiéemz DNA
byla poskozena bud endonukleazou I-Scel nebo systémem CRISPR/Cas9. Autofi zjistili, Zze
deficience v PML, ale i jeho nadprodukce zpusobuiji inhibici HRR. Dale ukazali, ze prabéh HRR

je ovlivnén typem exprimované isoformy PML (Attwood a kol., 2020).

4.3. Role PML pfi alternativnim prodluzovanim telomer (ALT)

V dusledku mnohokrat opakované replikace DNA se eukaryotni buriky potykaji se
zkracovanim telomer. Pokazdé, kdyZ se somaticka burika déli, tak pravdépodobné dochazi ke
zkraceni telomer z dlivodu neschopnosti DNA polymerazy zcela replikovat linearni konce
chromozomu. Kdyz telomery dosahnou kritické délky nebo poskozeni, tak dochazi
k senescenci nebo apoptéze burnky. PfedevSim u nadorovych bunék jsou pfitomny rGzné
mechanismy pro jejich udrzovani (telomere DNA maintenance mechanism, TMM) (shrnuto
ve de Vitis a kol., 2018).

Jednim z typl TMM je jiz zminéné alternativni prodluzovani telomer ALT u nadorovych bunék
(Chung a kol., 2011). ALT se vyznacuje heterogenni délkou telomer, vysokym vyskytem
vymeén telomerickych sesterskych chromatid a specializovanymi strukturami vyskytujicich se
na telomerach nazvanymi PML téliska asociované s ALT (AL T-associated PML bodies, APBs)
(Vernier a kol., 2011). Tento mechanismus byl popsan u nadorovych bunék a vyskytuje se u

asi 15 % nadoru (Henson a kol., 2010).

4.3.1. Formace ALT asociovanych PML utvari (APBs)

APBs jsou komplexy PML-NBs s telomerickou DNA vyskytujici se u bunék vyuzivajicich ALT
(Yeager a kol., 1999, Henson a kol., 2005, Osterwald a kol., 2015). APBs jsou slozeny
z nékterych kanonickych komponent PML-NBs a vedle PML, obsahuji i SP100 a SUMO. Dalsi
zakladni komponentou jsou proteiny asociované s telomerickymi repeticemi TRF1, TRF2,
POT1 a RAP1 (Yeager a kol., 1999). Do APBs mohou byt lokalizovany faktory u€astnici se
opravy DNA nebo homologni rekombinace, kterymi jsou RPA, RAD51, RAD52, RAD9, RAD17
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(Chung a kol., 2011, Yeager a kol., 1999) nebo komponenty komplexu MRN (Chung a kol.,
2011). DalSimi proteiny, které mohou byt dopravovany do APBs jsou HP1 (Jiang a kol., 2005),
RAD1, HUS1(Nabetani a kol., 2004), BLM (Stavropoulos a kol., 2002), komplex SMC5/6
(Potts a kol., 2007) a MUS81 (Zeng a kol., 2009).

Sumoylace na telomerach je nezbytna pro tvorbu APBs a nasledné udrzovani telomer (Potts
a kol., 2007). Nekovalentni vazba mezi SUMO1 a SIM predstavuje hlavni interakci, pomoci
které jsou sestavovany APBs, zatimco SUMO2/3-SIM interakce hraji pfi formaci APBs méné
vyznamnou roli a jsou dulezité spiSe pro lokalizaci jinych proteini do APBs (Chung a kol.,
2011). Bylo pozorovano, ze modifikace SUMO1 se preferenéné nachazeji v ramci sférické
slupky vytvafené PML a proteinem SP100, zatimco modifikace SUMOZ2/3 se nachazeji uvnitf
struktury PML-NBs (Chung a kol., 2011, Lang a kol., 2010). Kombinace interakci SUMO-SIM
a dodatecné sumoylace vytvari strukturu leSeni skladajici se z PML a SP100, na které se vazi

reparacni faktory DNA a rekombinaéni faktory (Chung a kol., 2011).

4.3.2. Mechanismus alternativniho prodluzovani telomer

Zakladnim predpokladem pro ALT je akumulace PML na telomerach, coz bylo to prokazano
pomoci life-time microscopy” (Chung a kol., 2011), ale pfedevsim diky PML deficientnich
modell. To je diikaz toho, Ze pokud se na telomerach nenachazi APBs, jejichz tvorba je zavisla
na PML, tak dochazi k erozi telomer a bunééné senescenci (Zhang a kol., 2021, Osterwald
a kol., 2015). Z toho vyplyva, Ze zakladnim pfedpokladem pro ALT je tvorba APBs. Bylo
pozorovano, ze mnoho sumoylovatelnych proteint indukuje akumulaci PML, pokud se na
telomerach nachazeji ve zvySené koncentraci (Chung a kol., 2011). Jednim z téchto proteina
je rekombinaéni faktor NSB1, ktery je centralnim komponentem komplexu MRN. Komponenty
schelterinového komplexu TRF1 nebo TRF2 a jejich sumoylace jsou také schopné indukovat
zvyseni koncentrace PML na telomerach (Chung a kol., 2011), jak je vidét na Obrazku 9.
Sumoylace téchto proteind je zprostfedkovana SUMO E3 ligazou MMS21 (Chung a kol.,
2011).

Detailni mechanismus ALT byl popsan teprve nedavno. Proces ALT se sklada z nékolika
kroku. Nejprve se na telomery lokalizuje PML, ktery indukuje kompaktaci telomerického
chromatinu a shlukovani telomerickych repetic (Osterwald a kol., 2015, Cho a kol., 2014,
Zhang a kol., 2021). V disledku formace APBs, klesne hladina TRF2 na telomerach. Snizena
hustota TRF2 indukuje aktivaci kindzy ATM v APBs, ktera podnécuje opravu poSkozeni DNA
(Osterwald a kol., 2015, Denchi a de Lange, 2007).
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Obrazek 9: Model seskupovani APBs. Formace APBs muze byt iniciovana pomoci domény SUMO1
nebo pomoci SUMO E3 ligazy MMS21, stejné tak pomoci telomerickych proteind TRF1 a TRF2.
Sestaveni APBs je iniciovano sumoylaci TRF1/2. Tato iniciace spusti zpétnovazebny mechanismus,
ktery vede k asociaci PML a SP100. Iniciaci formace APBs muZe zajiStovat také NBS1. Poté dojde
k auto-sumoylaci dalSich MMS21, které jsou pomoci interakce se SIM motivem na PML lokalizovany na
telomery. Poté co se vytvofi pomoci sumoylovanych PML a SP100 struktura slupky APBs, tak se
rekombinaéni a reparacni faktory DNA, kterymi mohou byt Rad9, Rad17 nebo Rad51, lokalizuji do APBs
a navazi se na telomery. To vede ke vzniku kompletni struktury APBs, ktera ma funkci pfi prodluZovani
telomer pomoci mechanismu opravy DNA, zahrnujiciho nereplikativni syntézu DNA, cozZ je znazornéno
fosforylovanym histonem H2A.X (Chung a kol., 2011).

K opravam telomerické DNA dochazi pomoci replikace indukovanou zlomy (break-induced
replication, BIR). Mechanismus BIR zahrnuje reparacni faktory RAD52, RAD51 a podjednotky
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DNA polymerazy & POLD3 a POLD4 (Zhang a kol., 2019, Zhang a kol., 2021). Zakladnim
predpokladem pro spusténi ALT je RAD52, ktery indukuje formaci telomerické D-smycky a je
dllezity pro syntézu telomerické DNA. BIR mlze byt RAD52-zavisla ¢i nezavisla (Zhang a
kol., 2021). Pro opravy telomer je dllezita také helikaza BLM, ktera podporuje ALT tim, Ze
zpracovava meziprodukty BIR. Pro akumulaci reparaénich faktord do mist syntézy DNA je
nezbytna SUMO ligaza PIAS4 (Zhang a kol., 2021).

4.4, Interakce PML s centromerami a rDNA

Jak jiz bylo vySe zminéno, centromery a rDNA patfi mezi repetitivni oblasti pfispivajici
k nestabilité genomu. Je zajimavé, Ze byla popsana interakce PML i s témito Useky DNA,
ackoliv pfesny dlivod interakce a pfipadna funkce PML nebyli zatim popsany (Hornofova a
kol., 2022).

V praci od Luciani a kol. bylo ukazano, ze PML spole¢né s proteinem HP1 vytvari tzv. giant
PML bodies v blizkosti centromer a bylo zjisténo, ze tyto specifické PML NBs obsahuji ve svém
centru hypomethylovanou DNA. Studie byla provadéna na bunééném modelu tzv. ICF
syndromu, pro ktery je charakteristicka nestabilita centromer. Funkce téchto struktur zatim
nebyla plné objasnéna (Luciani a kol., 2006). Nové vysledky od Spirkoski a kol. vSak
podporuji moznou roli PML v udrZzovani chromatinu centromer. Autofi v této praci ukazuji, ze
v mysSich PML-deficientnich fibroblastech dochazi ke zménéné lokalizaci histonu H3.3, a tim
ke zméné heterochromatizace v oblasti centromer. Pfima interakce PML s centromerami i

pericentromerickymi Useky ale nebyla v této praci analyzovana (Spirkoski a kol., 2019).

V nékolika publikacich byla prokazana interakce PML se segregovanym jadérkem, pfesnéji
jadérkovou CepiCkou, ktera obsahuje segregovanou rDNA a proteiny vazajici rDNA
(Janderova-Rossmeislova a kol., 2007, Condemine a kol., 2007, Bernardi a kol., 2004).
Avsak dukaz pfimé interakce PML s rDNA byl publikovan teprve nedavno (Hornofova a kol.,
2022). V této praci autofi dokazali, Zze PML je schopen akumulovat rDNA do tzv. PML-
jadérkového kompartmentu. Tento jev byl indukovan doxorubicinem, ktery je inhibitoram
topoizomerazy 2 a zpUsobuje masivni poskozeni DNA, inhibici transkripce pre-rRNA a
segregaci jadérka (Hornofova a kol., 2022). Tento PML-jadérkovy kompartment obsahuije i
fosforylovany histon H2A.X, ktery je znakem poSkozeni DNA (Imrichova a kol., 2019). Tudiz,
se predpoklada, ze by PML mohl byt zapojen i v opravach genu kédujici rDNA (Hornofova a
kol., 2022).
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4.5. Role PML pfi antivirové ochrané

Pro Uspésnou infekci, potfebuji viry pfekonat bariéry obranného systému hostitelské bunky
véetné vnitfni obrany a vrozené a ziskané imunity. Bylo dokazano, Zze PML hraje dullezitou roli
ve vnitfni obrané bunky tim, ze se chova jako jaderny restrik&ni faktor potlacujici viry, které se
dostavaji do buriky (Kim a Ahn, 2015).

PML se mlize v dasledku vniknuti viru do buriky podilet na signalizaci vrozené imunity hostitele
a mlze aktivovat geny pro cytokiny (Lin a kol., 2004) zahrnujici interferony (Bougrini a kol.,
2011) a nasledné geny stimulované interferony (interferon-stimulated genes, 1SGs) (Kim a
Ahn, 2015). Interferony mohou navic zvySovat expresi PML a Sp100 (Grotzinger a kol.,
1996). Dalsi strategii, kterou PML vyuziva v boji proti virové infekci, je pohlceni virového
genomu do PML-NBs (Reichelt a kol., 2011) nebo jeho epigenetické umliceni (Sanyal a kol.,

2018), coz je znazornéno nize na Obrazku 10.
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Obrazek 10: Role PML-NBs pfi obrannych mechanismech vnitfni a vrozené imunity a jejich interakce
s virovymi efektorovymi proteiny. PML-NBs jsou schopné zprostfedkovat represi virové replikace tim,
ze indukuji umleni virového genomu nebo mohou virovy genom pohiltit. PML-NBs také funguji zaroverni
jako koaktivatory buné&nych gena, které maji antivirovou aktivitu, jimiz jsou geny kédujici cytokiny nebo
ISGs. PML-NBs jsou v pozitivni zpétné vazbé regulovany pisobenim interferont. Mnoho viri disponuje
proteiny, které negativné pusobi na strukturu PML-NBs (Scherer a Stamminger, 2016).

Urcité virové infekce maji za nasledek naruSeni strukturni stability PML-NBs vedouci

k rozpadu této struktury a re-lokalizaci PML do cytoplazmy. Toto naru$eni stability PML-NBs
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je povazovano za virovou strategii, pomoci které se viry vyhybaji mechanismim bunééné
rezistence (McNally a kol., 2008). Jaderny PML se mlze bud lokalizovat do cytoplazmy
v dusledku interakce s proteiny virové infekce nebo muze byt cPML pfimo exprimovan béhem
virové infekce (McNally a kol., 2008, Jensen a kol., 2001).

Mnoho virG kéduje proteiny, které zasahuji do antivirové aktivity PML (Kim a Ahn, 2015).
Témito proteiny jsou multifunkéni protein herpes viru simpex typu 1 ICPO (McNally a kol.,
2008), proteiny lidského cytomegaloviru E1 (Ahn a kol., 2000) a pp71 (Hofmann a kol., 2002),
protein adenoviru E4-ORF3 (Hoppe a kol., 2006), protein viru Epstein Barrové BZLF (Bell a
kol., 2000), protein herpesviru asociovaného s Kaposiho sarkomem ORF75 (Full a kol.,
2014), protein mySiho gamaherpesviru ORF75c (Sewatanon a Ling, 2014) a protein
herpesviru saimiri ORF3 (Leppard a kol., 2009).
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5. Zaver

Cilem prace bylo objasnit roli promyelocytarniho proteinu (PML) v udrZzovani stability genomu.
PML je nejlépe znam jako supresorovy protein. PML je schopen pfes SUMO-SIM interakci
schopen koncentrovat velké mnozstvi proteind do urcité oblasti jadra, a tim wvytvofit
nemembranové utvary, PML-NBs. SloZzeni PML-NBs je variabilni a pravdépodobné se li8i
nejenom mezi experimentalnimi podminkami a buné&nymi modely, ale i v jednotlivych jadrech.
A pravé tato kompozitni variabilita naznacuje mozZnou funkéni odliSnost. Tato prace shrnuje,
Ze PML ma kapacitu ovliviiovat stabilitu genomu zapojenim do riznych bunéénych procesu
vCetné regulace bunécného cyklu, opravy DNA ¢&i antivirové ochrany. Bylo také ukazano, ze
PML ma afinitu k nékterym repetitivnim oblastem genomu, které mohou byt zdrojem

genomové nestability.

Jak bylo napsano vyse, PML hraje dulezitou roli pfi regulaci buné&ného cyklu, nebot indukuje
senescenci a apoptézu v odpovédi na genotoxicky stres nebo na plsobeni onkogenu.
K navozeni senescence PML pfispiva interakci p53, retinoblastovym proteinem, p14ARF ¢&i
E2F. Apoptdzu mize PML navozovat rovnéz interakci s p53 €i proteinem DAXX. Tyto aktivity
PML poukazuji na jeho roli v nadorové supresi, nebot’ pfispiva k zastavé bunécného cyklu

bunék s poskozenou DNA.

V reakci na poskozeni DNA ma PML schopnost asociovat s misty ziomt DNA. Posledni dobou
pfibyva dukazu, ze se PML-NBs pfimo podili na opravach komplikovanych Iézi mechanismem
HDR. Tyto vysledky naznaluji, Ze aberantni lokalizace ¢&i hladina PML mulze veést
k pretrvavajicimu poskozeni DNA, a tim i zvySené genomové nestabilité, coz mlize zplsobit

riizné patologickeé jevy.

PML ma klicovou roli pfi alternativnim udrzovani telomer (ALT), ke kterému dochazi u
nékterych nadorovych bunék. PML tvofi s telomerickou DNA specialni struktury zvané ALT
asociované PML utvary (APBs). Akumulace PML na telomerach je navic zakladnim
pfedpokladem pro ALT, nebot PML indukuje v ranych fazich ALT shlukovani telomer. Tato
schopnost ukazuje na onkogenni potencial PML, nebot jeho jeho exprese umoziiuje skoro

neomezenou proliferaci nékterych nadora.

PML také predstavuje bariéru, ktera chrani bufky pfed virovymi infekcemi. PML se podili na
signalizaci vrozené imunity hostitele a rovnéz vyuziva strategie, kterymi jsou epigenetické

potlageni virového genomu nebo pohlceni a uchovani virového genomu v PML-NBs.

Ackoliv zistava stale mnoho otazek ohledné funkce PML nezodpovézeno, PML ma vzhledem

k prokazanym informacim dulezitou ulohu pfi udrzovani stability genomu. Jelikoz PML muGze
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zaroven podporovat vznik nadoru i potlacovat jejich vznik, vyplati se o PML provadét dalsi

studie.
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