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Abstrakt

Bunécné jadro je slozita struktura slozena z jednotlivych casti, mezi dilezité jaderné
kompartmenty patii jadérko a jaderna téliska PML. Jadérko je mistem, kde dochazi
k transkripci ribozomalni DNA a k tvorbé ribozomu. Skrz regulaci mnozstvi ribozoma muize
jadérko regulovat expresi proteinti a tim i nasledny bunéény rust. Jadérko je také mistem,
které pasobi jako stresovy senzor. Jaderna téliska PML hraji dilezitou roli v fad¢€ bunécnych
procesi — reakce na stres, virovou infekci ¢i posSkozeni DNA. Jaderna téliska PML jsou
tvofena celou fadou proteinti, hlavnim proteinem je protein PML (Promyelotic leukemia
protein). Protein PML je kédovany genem PML, postranskripénim sestiihem vznika nékolik
jeho izoforem. Protein PML je vyznamnym bunéénym reguldtorem a také nddorovym
supresorem. Jadérko a protein PML spolu kooperuji a maji mezi sebou funkéni vztah, ktery
ale neni doposud zcela jasny. Bylo prokazano, ze po piisobeni nékterych stresovych faktor
meéni protein PML svoji lokalizaci a prechazi k jadérku ¢i do jadérka a to zejména u
primarnich bunék (to souvisi pravdépodobné s tim, Ze v naddorovych bunkach je sniZzena

hladina PML). Vztah jadérka a proteinu PML je dllezity pfi odpovedi bun€k na stres.

Kli¢ova slova: jadérko, ribozomalni biosyntéza, jadérko jako stresovy senzor, jaderna téliska

PML, protein PML, genotoxicky stres



Abstract

The cell nucleus is a complex structure composed of different parts, the nucleolus and PML
nuclear bodies are important compartments of the nucleus. In the nucleolus, transcription of
ribosomal DNA and biogenesis of ribosomes take place. The nucleolus may regulate the
expression of proteins and thus the subsequent cell growth through regulating the amount of
ribosomes. The nucleolus is also a sensor of stress. PML nuclear bodies play an important role
in many cellular process — response to stress, virus infection or DNA damage. PML nuclear
bodies consist of many proteins, the major protein is PML protein (Promyelotic leukemia
protein). PML protein is coded by PML gene, it is spliced postrancriptionally and it has
several isoforms. PML protein is an important cellular regulator and also a tumor suppressor.
The nucleolus and PML protein cooperate together and have a functional relationship, which
is not entirely clear. It was shown that PML protein changes its localization after exposure to
stress and it goes near the nucleolus or into the nucleolus and this happens mainly in primary
cells (the reason can be that the level of PML protein downregulates in tumour cells). The
relationship between the nucleolus and PML nuclear bodies is important for cell response to
stress.

Keywords: nucleolus, ribosomal biosynthesis, nucleolus as a sensor of stress, PML nuclear
bodies, PML protein, genotoxic stress



Seznam pouzitych zkratek
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1. Uvod

Bunééné jadro je organela fidici fungovani eukaryotické buiky, jelikoz je mistem, kde je
ulozena dédi¢na informace. Jedna se o slozitou strukturu slozenou z jednotlivych ¢asti, které
navzajem komunikuji a spole¢nou souhrou zajistuji spravny chod builkky. Mezi jaderné
kompartmenty patii vnéj$i a vnitini jaderna membrana, jaderné pory, chromozomy, jadérko,
Cajalova téliska, jaderna téliska PML a dalsi.

Jednim z nejvyznamnéjsich jadernych kompartmentl je jadérko. Jadérko je mistem, kde
dochazi k transkripci ribozomalni DNA a k nasledné tvorbé ribozomii. Ribozomy jsou dale
transportovany do cytoplasmy, kde slouzi jako tovdrny na vyrobu proteini. Jedna se o
organely zodpovédné za pieklddani mRNA do sekvence aminokyselin. Ribozomy jsou
tvofeny prevazné ribosomalni RNA vznikajici v jadérku a ribozomalnimi proteiny tvofenymi
v cytoplasmé. Skutecnost, Ze vznik ribozomi je soustiedén do jadérka, z né€ Cini dilezité
misto, které je klicové pii regulaci exprese proteinii a nasledného bunécného rlstu. Pti
nadorovych onemocnénich dochéazi k masivni proliferaci bunék, ke které je zapotiebi velké
mnozstvi proteint a tudiz i ribozomi. Kromé toho je jadérko také mistem, které ptisobi jako
stresovy senzor. Tyto vlastnosti €ini z jadérka potencidlni misto zasahu léciv bojujicich
S nadorovymi onemocnénimi.

Dal8im dulezitym jadernym kompartmentem jsou jaderna téliska PML. Jaderna téliska PML
jsou jaderné struktury hrajici diilezitou roli v celé fad¢ bunéénych procest — jako je napiiklad
reakce na stres, virovou infekci ¢i poSkozeni DNA. Jaderna téliska PML jsou tvoifena celou
fadou proteind, jejichZ obsah se méni béhem riznych bunéénych procest véetné bunééného
cyklu. Zakladnim stavebnim kamenem je protein PML (Promyelotic leukemia protein).
Protein PML je kdédovany genem PML, postranskripénim sestiithem vznikéd nékolik izoforem
proteinu PML liSicich se svymi vlastnostmi. Vlastnosti proteinu PML také méni jeho
postransla¢ni modifikace (napt. fosforylace ¢i sumoylace). Protein PML je vyznamnym
bunéénym regulatorem a také nadorovym supresorem. V celé fadé nadori byla popséna jeho
snizena exprese. Jeho role pii nadorovych onemocnénich je cilem vyzkumu celé tady
védeckych skupin a je jednim z proteinti, na které by mohla byt zacilena nddorova terapie.

Ve své bakaléiské praci se zamétuji na strukturni a funkéni vztah kompartmentu jadérka a
proteinu PML. Specifickym cilem bakalafské prace je shrnout znamé udaje o vyznamu
jadérka pro fungovani eukaryotické bunky, dale se zaméfit na to, jakou roli v Zivoté bunky

hraje protein PML a popsat, jaky vliv ma protein PML na jadérko a jeho funkce. Daéle se



zam&im na vztah jadérka a proteinu PML k nemocem (nadorova onemocnéni, virové infekce
apod.) a na moznou funkéni koordinaci téchto dvou struktur pfi odpovédi bunky na rizné

druhy stresu.

2. Jadérko

Jadérko je jedna z nejvyznamnéjSich podstruktur jadra. Hlavni funkci jadérka je produkce
ribozomu. V posledni dobé se ale ukazuje, ze neméné dulezité jsou i1 funkce netykajici se
tvorby ribozomt, pfedevsim funkce regulacni, kdy jadérko funguje jako regulaéni centrum pfti
odpovédi na stres. Jadérko hraje dilezitou roli také pii rozvoji nejriznéjSich patogennich
stavll — nadorovych, neurodegenerativnich ¢i virovych onemocnéni (1).

Poprvé bylo jadérko pozorovdno uz v 19. stoleti nezdvisle na sobé Wagnerem (1835) a
Valentinem (1836). V nasledujicim stoleti bylo jadérko pfedmétem vyzkumu celé fady
veédeckych skupin a postupné byla odhalovana jeho struktura a funkce. Se stoupajici mirou
poznani doslo k pozménéni hypotézy, ktera chapala jadérko pouze jako tovarnu na ribozomy.
Nyni je vSeobecné uzndvano, Ze jadérko je plurifunkéni kompartment. Nejvétsi rozvoj
vyzkumu jadérka pfiSel s rozvojem mikroskopickych technik na konci 20. stoleti a ve 21.

stoleti (2).

2.1. Struktura jadérka a jeji zmény béhem Zivota buiky

Jadérko se vytvari kolem tzv. NOR (z angl. Nucleolar organazing region - jadérkové
organizacni regiony). Jedna se o klastry ribozomélnich gend (rDNA) — cca 400 gent, které se
nachazeji na chromozomech 13, 14, 15, 21, 22. PtiCemz repetitivni sekvence v ribozomalnich
genech jsou vysoce konzervované pro vSechny tyto chromozomy a hraji podstatnou roli
V sestavovani jadérka (3).

Samotné jadérko je tvotfeno tfemi zakladnimi castmi — fibrilarnim centrem (FC), denzni
fibrilarni komponentou (DFC) a granularni komponentou (GC) (viz Obrazek 1 a 2).
Jednotlivé casti se liSi jednak obsahem molekul, jednak svymi funkcemi pti Upravach rRNA a
tvorbé ribozomu. Fibrilarni centrum je ulozeno nejvice ve stiedu (typickym proteinem je
RNA polymeraza I a UBF-"Upstream Binding Factor’), na n¢j navazuje denzni fibrilarni
komponenta (typickym proteinem je fibrilarin) a nejblize povrchu jadérka je granularni
komponenta (typicky protein je B23 - nukleofosmin). VySe popsané rozloZeni jednotlivych
kompartmentt jadérka koresponduje i s jejich funkcemi. FC je mistem, kde je koncentrovana

RNA polymeraza I, nejspiSe V inaktivnim stavu. Rozhrani mezi FC a DFC je misto se
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specifickymi vlastnostmi, kde dochéazi k vlastni transkripci rDNA. Toto rozhrani byva
oznacovano jako tzv. nukleolonema. DFC je mistem, kde dochazi k ¢asnym upravam rRNA
za ucasti snoRNP (small nucleolar ribonucleoprotein — malé jadérkové ribonukleoproteiny).

V kompartmentu GC dochazi nasledné ke sbaleni a maturaci podjednotek ribozomu (1,4,5).

fibrillar centre (FC)
dense fibrillar
component (DFC)

granular
Nucleolus  component (GC)

r wr

Obrazek 1: Schematické znazornéni jadérka u bunék Hel a. T¥i zakladni ¢asti jadérka —
fibrilarni centrum, denzni fibrilarni komponenta a granulirni komponenta. Prevzato z
Boulon et al., 2010 (1).

Obrazek 2: Snimek jadra HeLa buiiky se zaméfenim na jadérko a jeho jednotlivé
kompartmenty. Snimek je pofizen transmisni elektronovou mikroskopii. Pievzato
z Hozak et al., 1994 (6).

S rozvojem molekularnich a mikroskopickych technik se ukazuje, ze rozdé€leni jadérka na 3
kompartmenty neni konecné a Ze jednotlivé ¢asti obsahuji jesté dilci struktury. Zajimava je

skutecnost, Ze jadérko neobsahuje RNA v celém objemu. Nektera mista RNA neobsahuji a



budou slouzit pravdépodobné jako mista, kde se nachazeji proteiny, které maji odlisné funkce
nez je syntéza ribozomtu (7).

Struktura jadérka neni neménnd, ale jedna se o dynamickou strukturu, kterd se meéni naptiklad
béhem bunécného cyklu. Dlivodem je rizna potfeba ribozomt béhem bunécného cyklu a také
nutnost rozd€leni buiikky na dvé mit6zou. Produkce ribozomil za¢ind na konci mitdzy, roste
béhem faze G1 a maximalni je ve fazi G2, naopak béhem profaze dochazi opét k poklesu (8).
K za¢atku rozpadu jadérka dochédzi v Casné profazi a nasledné¢ se stdva jadérko po dobu
mitdzy neviditelné. Rozpad jadérka je fizen spolu s rozpadem jaderné¢ho obalu fosforylaci
pomoci kinazy cyklinB1-CDK1 (9). K znovuvytvofteni jadérka dochazi na zacatku interfaze.
Pfi procesu znovuutvareni jadérka dochazi prostiednictvim fosfatdz k inhibici kinazy
cyklinB1-CDK1 (10) a k translokaci materialu z tzv. prenukleolarnich télisek (PNBs) na
NOR. PNBs jsou utvary vznikajici z jadérka béhem mitdzy, ve kterych jsou koncentrovany r-
proteiny, snoRNA, neupravena 45S rRNA a dalsi slozky nezbytné pro funkci jadérka (11).

Ke zméné¢ struktury jadérka a ke zméné poméru zakladnich 3 kompartment dochazi také pii

stresu (vice viz kapitola Jadérko a stres).

2.2.Jadérko jako tovarna na ribozomy - transkripce rRNA a jeji regulace

Transkripce genti rDNA piedstavuje vice nez 50% veSkeré bunécéné transkripce, procento se
1i$1 v zavislosti na bunééném typu a stavu bunky. Transkripce genti rDNA probiha v jadérku a
provadi ji RNA polymeraza I (viz Obrazek 3). RNA polymeréaza | piepisuje geny pro 18S,
5,8S a 28S rRNA, ty jsou uspoiadany v jedné polycistronni jednotce jako 47S rRNA. Tyto
polycistronni jednotky se nachédzeji v genomu ve stovkach kopii. Prekurzor 47S rRNA je
kotranskripéné€ a postranskripéné St€peny na 18S, 5,8S a 28S rRNA. Posledni rRNA, 5S
rRNA, je transkribovana pomoci RNA polymerazy III v nukleoplasmé a nasledné je
transportovana do jadérka. Z transkribovanych rRNA jsou sestavovany preribozomalni
komplexy — z 5,8S, 5S a 28S rRNA vznika budouci velka podjednotka ribozomu (60S) a 18S
rRNA dava vzniknout malé podjednotce ribozomu (40S). Preribozomalni komplexy jsou dale
asociované s ribozomalnimi proteiny (12).

Pfed Stépenim prekurzoru 47S dochdzi jeSté k postranskripénim (kotranskripénim)
uridinu na pseudouridin. Modifikace provadi vice nez 150 riznych snoRNA (RNA dlouhé¢ 60-
150 nukleotidd). snoRNA jsou tzv. malé jadérkové RNA, v jadérku se nachazeji v komplexu
s proteiny ve form¢& snoRNP. snoRNA miizeme rozdélit do dvou skupin podle toho, zda

rozliSuji doménu C/D anebo H/ACA na rRNA. snoRNA obsahuji podle typu skupiny, do



které patii, bud’ konzervovanou antisense sekvenci k C/D doméné anebo k H/ACA doméné.
Postranskripéni modifikace rRNA jsou nezbytné pro spravnou funkci ribozomt a zdarny
prubéh translace (13,14).

Transkripce rDNA se sklada ze stejnych kroku jako transkripce mRNA - iniciace, elongace a
terminace. Transkripce TDNA zac¢ind navazanim komplexu transkripénich faktort SL1 a UBF

na promotor rDNA (‘upstream control element” a "core element” — viz Obrazek 3). SL1 a

.....

.....

mezi UBF a podjednotkou PAF53 polymerazy. DalSim transkripénim faktorem, ktery je
kli¢ovy pro zahajeni transkripce, je TIF-1A. TIF-IA se vaze na komplex SL1-UBF a méni pre-

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

.....

procesem elongace, kdy jsou pfidavany jednotlivé ribonukleotidy. Transkripéni faktor UBF se
podili také na kontrole elongace. Transkripce je ukoncena disociaci RNA polymerazy I a
hotového transkriptu od templatu. Transkripcni terminacni elementy jsou lokalizovany na
3’konci transkribovaného regionu. Pfi terminaci transkripce dochéazi ke zruSeni interakce mezi

RNA polymerazou I a rDNA za pomoci transkripéniho faktoru PTRF (15-18).
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Obrazek 3: Schéma znazornujici transkripci rDNA (véetné iniciaéniho komplexu na
promotoru), nasledné modifikace rRNA pomoci snoRNP (pseudouridinylace, metylace)
a Stépeni polycistronni jednotky na jednotlivé rRNA (18S, 5,8S, 28S). Pievzato
z Ruggero, Pandolfi, 2003 (19).

Béhem zivota bunky je produkce ribozomti dynamicky regulovana. Hlavnim mechanismem
regulace poctu ribozomi je kontrola produkce rRNA. Produkce ribozomu (resp. transkripce
rRNA) odrazi reakci buiiky na okolni vlivy a na signdly zevniti buiiky. Bunky ve stresu
snizuji produkci ribozomi, naopak nédorové bunky tvofi vice ribozoml nez bunky
Vv normdlnim stavu. MnoZstvi rRNA je regulovdno na urovni transkripce rDNA. Regulace
muze probihat dvéma zakladnimi mechanismy - bud’ dochazi ke zvySeni (snizeni) poctu
aktivnich genti anebo ke zvyseni (snizeni) Gi¢innosti iniciace transkripce (20).

Regulace transkripce rDNA probiha béhem celé transkripce (iniciace, elongace, terminace),
ale 1 na Grovni remodelace chromatinu. Jednd se o vysledek souhry celé fady signalnich
kaskad. K nejdalezitéjSim mistim regulace patii iniciace transkripce a zmény na Urovni

transkripénich faktord (postranslaéni modifikace, zmény jejich hladiny). Jak bylo uvedeno,



Transkripce rDNA je pozitivné regulovana fosforylaci transkripcniho faktoru UBF. Na
fosforylaci se mohou podilet rizné kinazy, napt. CKII, Cdk2 ¢i ERK1/2. Je znamo, ze
vV nddorovych bunkach byvaji pravé tyto kinazy konstitutivné aktivni, naopak v bunkach
ned¢licich je fosforylace UBF sniZena (21).

Aktivita transkripcniho faktoru SL1 je kontrolovana pomoci acetylace, kdy acetylace zvysuje
schopnost vazat SLL1 vazat se k promotoru a tim zah4jit iniciaci transkripce (22).

Cinnost TIF-IA je regulovana hlavné pomoci signalizaéni dradhy mTOR/S6K1. Kiniza mTOR
fosforyluje TIF-1A na serinu 144, ¢imz ho aktivuje pro iniciaci transkripce rDNA. Inhibice
rapamycinem (inhibitor kinazy mTOR) vyvolava u TIF-IA zmény jeho postranslaénich
modifikaci — dochazi ke snizeni fosforylace na serinu 144 (aktivacni fosforylace) a naopak
zvySeni fosforylace na serinu 199 (inhibi¢ni fosforylace). Kromé zmény v postransla¢nich
modifikacich dochazi také ke zmén¢ lokalizace TIF-IA, ¢ast TIF-IA se stdva cytoplasmickou
a zabranuje tak jeji funkci jako transkripéniho faktoru (23). Kromé regulace signalizacni
drahou mMTOR/S6K1 je TIF-IA také regulovano pomoci fosforylace jinymi kinazami, napft.
ERK a RSK (18).

Transkripce rRNA je velice slozity, nicméné klicovy proces, jehoZ pochopeni je nezbytné pro
pochopeni tvorby ribozomu jakoZto tovaren pro translaci proteinti. VySe popsané regulace
byly ptikladem hlavnich regulac¢nich drah, nikoliv v8ak vycerpavajici souhrn. Dodnes neni
presné znamo, pod jakou taktovkou signalnich drah jadérko piesné funguje a jaky je piesny
princip transkripce rRNA. Odpovédi na tyto otazky jsou v soucasné dobé& intenzivné
zkoumané. PIné pochopeni procesu tvorby ribozomli miize mit velky vyznam i pro pochopeni

celé fady onemocnéni.

2.3. Jadérko a stres

Na buitky béhem Zivota organismu pisobi nejriiznéjsi stresové vlivy. Stres plisobici na buiiku
vyvolava nejriiznéj$i zmény na vSech urovnich buiiky. Dochazi ke zm&ndm metabolismu, ke
zménam organizace chromatinu, tvorbé jadernych télisek rtiznych druht, k poskozeni DNA
(napt. tvorba jednovlaknovych a dvojvldknovych zlomi), zméné v produkci proteini a
Vv jejich degradaci, apod. K dalezitym zménam dochazi také v jadérku — dochazi ke zméné
jeho struktury, K snizeni transkripce rRNA a produkce ribozomti a také k sekvestraci
nekterych nukleoplasmickych proteinii do jadérka.

Stres ptisobici na buiiku mize byt ptivodu endogenniho ¢i exogenniho. Dulezitym typem
stresu je stres genotoxicky, ktery zpiisobuje poskozeni DNA. Jako genotoxicky stres piisobi

napft. iradiace ionizujicim ¢i UV zafenim nebo podani latek zpuisobujicich zlomy DNA (napf.



kamptothecin). Dal§im dileZitym stresem je inhibice polymeraz RNA (RNA polymerazy I a
II). Inhibici polymeraz RNA zpusobuje napiiklad aktinomycin D nebo alfa-amanitin. Jako
stres mize pusobit i zména podminek kultivace in vitro — zména teploty, pfisunu Zivin,
osmotického tlaku ¢i hladiny kysliku. Vyznamny je také onkogenni stres a stres zplisobeny
virovou infekei (viz dale kapitola Jadérko a nemoci).

Vsechny vyse popsané stresy vedou k dramatickym zménam struktury a slozeni jadérka,
nicméngé se 1isi v zavislosti na typu stresu a poskozeni (24-26).

Tvorba ribozomalnich podjednotek je energeticky naro¢na a snizeni jejich tvorby za stresu
muze byt cesta, jak udrZet energetickou homeostazi. Snizeni produkce ribozomalnich
podjednotek mulize byt na urovni snizeni transkripce RNA polymerazy I anebo inhibici tprav
rRNA. Kli¢ovym regulatorem ribozomalni syntézy po ptisobeni stresu je kindza mTOR, ktera
ovliviluje aktivitu a lokalizaci dileZitych transkripénich faktord — TIF-1A, SL1 ¢i UBF a takeé
kontroluje translaci ribozomalnich proteint (23).

Po poskozeni DNA a také pfi inhibici transkripce (napf. pomoci aktinomycinu D) dochézi
k segregaci jadérka (viz Obrazek 4). Pti segregaci dochazi k oddéleni kompartmenti jadérka
FC a GC a ktvorbé tzv. jadérkovych &epi¢ek (‘nucleolar caps’). V zavislosti na typu

poskozeni DNA vznikaji dynamickym procesem rtizné jadérkové Cepicky, které obsahuji

Obrazek 4: Imunofluorescen¢ni znaceni fibrilarinu v buiikach HEp-2. Fibrilarin je
protein typicky pro jadérko, konkrétné pro komponentu DFC. Na obriazku A jsou
buiiky normalni, na obrazku B jsou buiiky po aplikaci 0,05 mg/L aktinomycinu D (latky
zpusobujici zablokovani transkripce rDNA) na 4 hodiny. Patrna je segregace jadérka po
pusobeni aktinomycinu D (stresového stimulu). Pievzato z Chen et al., 2004 (28).

Pojitko mezi stresem, ktery na buiniku plsobi, a mezi jadérkem, které funguje jako druh

senzoru, je protein pS3 a vazba mezi stavem jadérka, produkci ribozoml a kontrolou



bunécného cyklu. Protein p53 je znamy nddorovy supresor, jehoz hladina je u nadorovych
onemocnéni Casto snizend anebo dochézi k jeho mutaci. Charakteristickym znakem proteinu
p53 je také fakt, ze jeho funkce je regulovana mnoha postransla¢nimi modifikacemi, které se
méni prave s pusobicim stresem (napi. acetylace, fosforylace) (24).

Regulace p53 mize probihat na urovni stabilizace proteinu tim, ze dojde k zruseni interakce
p53 s MDM2. MDM?2 piisobi jako ubiquitinligaza, ktera navadi p53 k degradaci proteazomem
a udrzuje jeho hladinu v buiikach bez poskozeni. Po poskozeni DNA ¢i jiném stresu je tato
interakce zrusena (29).

K zruSeni interakce mulze dojit naptiklad tim, ze se na MDM2 vaze protein pl4ARF a
zabranuje ubiquitinylaci a degradaci p53 (viz Obrazek 5). Protein pl4ARF je nadorovy
supresorovy protein nachazejici se primarné v jadérku. Neni ovSem zcela jasné, zda pro vazbu
pl4ARF a MDM2 je nutné prostedi jadérka anebo k ni mize dochézet i v nukleoplasmé za
vytvoreni jadernych télisesk ARF-MDM2-p53 (30). Nicméné jedna z hypotéz je, ze dochazi
k pfimé sekvestraci MDM2 do jadérka pomoci ARF a tim k zamezeni interakce MDM2 a p53
(31); druha hypotéza tykajici se jadérka fika, ze ARF ¢astecné blokuje jadérkovy (a jaderny)
export a Ze nedochazi k uvolnéni MDM2 do nukleoplazmy resp. cytoplazmy (32). At uz plati
nadorovy supresorovy protein, ktery byva Casto mutovany ¢i zcela umléeny v nadorovych

bunkach.

Steady state:
Nucleolus @ ARF, _Mdm?__ and p53 levels are low

| | ARF is nucleolar
\ | p53 and Mdm2 are nucleoplasmic

Nucleus | :
Cytoplasm / p53 turnover is rapid

o

ARF induction: p53 is induced, active, mostly nucleoplasmic, and stable

(a) Nucleolar sequestrahon (b) Nucleolar exit (c) Nuclear bodles

\/\/
CCRCS

Current Opinion in Genetics & Developmant

Obrazek 5: Model lokalizace a funkce ARF proteinu v buiice. V nestresované buiice se
nachazi ARF v jadérku a p53 a MDM2 v nukleoplazmé. Ve stresovanych buiikach
dochazi ke zméné lokalizace téchto proteini. Znazornéné jsou ti'i hypotézy, jak muze
dochazet Kk jejich zménam. Vysledkem vSech je stabilizace p53 (zabranéni jeho
degradace pomoci MDM2). Pievzato z Sherr et al., 2000 (33).
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Podobné¢ mize pii stresu dochazet K interakci MDM2 s ribozomalnimi proteiny (napf.
RPL11). Ty jsou pii pusobeni stresu specificky modifikovany (napt. deneddylace) a nasledné
uvolnovany do nukleoplasmy, coz vede ke stabilizaci p53 (34).

Dale pod vlivem stresu dochazi také k zvySeni vlastni translace ribozomalnich proteinti, napf.
RPL11 nebo RPL26. Ribozomadlni proteiny miizou kromé stabilizace p53 také zvySovat
translaci p53 mMRNA vazbou na jeho 5" netranslatovany konec (26,35).

Jadérko pti odpovédi na stres (ale 1 za standardnich podminek) komunikuje také s dalSimi
jadernymi télisky a dochazi k vyméné proteini a RNA mezi témito kompartmenty. Nejlépe
popsand je komunikace a spoluprace jadérka a Cajalovych t&lisek’. Stejn& jako pro jadérko i
pro Cajalova téliska plati, ze méni svoji strukturu a pocet v zavislosti na typu stresu. Napft. pfi
inhibici transkripce pomoci aktinomycinu D dochazi k pfesunu coilinu z Cajalovych télisek
na povrch jadérka (37).

Mezi Cajalovymi télisky a jadérkem muze dochédzet k vyméné coilinu samotného, coz vede
pfi transportu ve sméru do jadérka k zaniku Cajalovych télisek. Tento d& je spojen
S hypometylaci coilinu. Coilin je za normélnich podminek metylovan a je pfitomny
v Cajalovych téliskach, za urcitych okolnosti mize dojit k sniZeni aktivity metyltransferdz a
tim k pfesmérovani toku coilinu do jadérka (38).

Na otazku, proc¢ se coilin po plsobeni stresu piesouva do jadérka a jakou zde ma funkci, neni
stale znama piesna odpovéd. Moznym divodem je schopnost coilinu interagovat s RNA
polymerazou I (konkrétné s RPA-194), coZz vede ke snizeni schopnosti RNA polymerazy I
vazat se na rDNA a zahdjit transkripci (39).

Hlavni funkce spojujici Cajalova téliska a jadérko je maturace malych jadernych a
jadérkovych RNA (snoRNP, snRNP). Mal¢ jaderné a jadérkové RNA hraji klicovou roli pti
upravach preRNA (snoRNP modifikujici rRNA a snRNP se podileji na sesttihu mRNA) a
tudiz reguluji celkovou funkci bunék (produkce ribozomi, mRNA pfipravena k translaci,
atd.)(36). Mezi Cajalovymi télisky a jadérkem dochazi také k vyméné proteint ti¢astnicich se
maturace snoRNP a snRNP a regulace transkripce rDNA, napt. Nopp140 (40).

Interakce coilinu a jadérka, stejné tak jako interakce MDM2 a ARF jsou piiklady toho, Ze

jadérko hraje kli¢ovou roli pfi odpovédi buniky na stres a piisobi jako jakysi senzor. Jadérko

! Cajalova téliska jsou utvary nachazejici se v nukleoplasmé bun&k, jejich hlavni strukturni protein je coilin.
Hlavni funkci Cajalovych télisek je maturace snRNP a snoRNP, coz jsou komplexy RNA a proteint, které dale
zajistuji tpravy RNA (sestiih mRNA, modifikace TRNA). Co se tyce lokalizace, tak se Cajalova téliska
nachézeji hlavné v metabolicky a transkripéné aktivnich buiikach. 36. Ogg, S. C., and Lamond, A. I. (2002)
Cajal bodies and coilin--moving towards function. J Cell Biol 159, 17-21.
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na pusobeni stresu reaguje na vice urovnich, a jelikoz se jedna o slozité mechanismy, dodnes
nejsou zcela popsany. Zakladni odpoveédi neni totiz pouze sniZzeni tvorby ribozomdu, ale

aktivace €i inhibice celé fady signalnich kaskad ovliviiujicich zivot bunky.

2.4. Uloha jadérka u nadorovych, neurodegenerativnich a kardiovaskulirnich
onemocnéni a virovych infekci

Jadérko ma klicové postaveni v buiice, a kdyz dojde k jeho poskozeni (viz kapitola Jadérko a
stres), muze to vést ke zménam na urovni celého organismu. V soucasné dobé se zacina
vyzkum nemoci obracet praveé na jadérko a hledani souvislosti mezi jadérkem a nemocemi,
protoze zmény na urovni jadérka mizeme vidét u celé fady nemoci, at’ uz jako pfic¢inu ¢i
nasledek poskozeni bunék. V budoucnosti by se funkce jadérka mohly stat cilem novych
1écebnych postupti a u€innych latek.

V soucasné dob¢ je nejvice zkoumané jadérko ve vztahu k nadorovym onemocnénim.
Dlouhou dobu byl prave tento vztah opomijeny, i pies to, ze zvétsené jadérko u naddorovych
bun¢k bylo pozorovéano uz téméf pred stoletim. V posledni dobé bylo popséno, Ze cela fada
nadorovych supresorti a protoonkogent ma piimy vliv na maturaci ribozomi a ovliviiuje také
transkripéni faktory ucastnici se transkripce rDNA (41). V nadorech jsou casto zvySené
kinazy jako napt. kaseinkinaza II nebo kinaza ERK a ty fosforyluji transkripéni faktory, které
nasledné méni své vlastnosti (viz kapitola Jadérko jako tovarna na ribozomy - rRNA
transkripce a jeji regulace) a mohou odstartovat proces kancerogeneze. Otazkou ale zistava,
zda se jedna o piimy ¢i neptimy efekt. Studie ukazuji, Ze pravdépodobné plati ob& hypotézy.
Piimy efekt v procesu zmény normalni buniky v buiiku nadorové transformovanou ma
naptiklad fosforylace UBF, jehoz zvySena aktivita (a zaroven fosforylace) byla pozorovana u
celé fady nadori (42) (21).

Kromé p53 se regulace jadérkovych funkci uc€astni dalS$i nadorovy supresor -
retinoblastomovy protein (pRb). Fosforylace proteinu pRb vede ke zpomaleni transkripce
rDNA skrz zabranéni interakce UBF s komplexem SL1 a zabranéni nasednuti RNA
polymerazy I na promotor IDNA. Je znamé, Ze prave hladina proteinu pRb je Casto snizend u
nadorovych onemocnéni anebo dochdzi k jeho mutacim. Jednim z dusledki je témét
neomezena tvorba ribozomii (43). Dulezitou roli v regulaci jadérkovych funkci hraji také
ribozomdlni proteiny (cca 70 proteinli se podili na tvorbé ribozomil). Vztah jadérka a
nadorové transformovanych bunék je velice slozity a jedna se o souhru celé fady signalnich
kaskad, o souhru mezi bunéénym cyklem a tvorbou ribozomi. Cilem soucasnych vyzkumi je

pochopit tento slozity vztah a do budoucna muize byt pravé na jadérko zaméfena nadorova
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terapie. Uz nyni se jako chemoterapeutikum zkousi v klinickych testech specifické inhibitory
RNA polymerazy 1 (CX-3543, CX-5461). Jejich vyhodou oproti ozafovani ¢i klasické
chemoterapii by méla byt mensi genotoxicita pro zdravé bunky (44,45).

Zmeény struktury jadérka jsou pozorovany také u kardiovaskularnich onemocnéni. Bud’
dochazi k zvétSeni jadérka anebo naopak k jeho zmensSeni v zavislosti na typu onemocnéni.
Ke zvétSovani jadérka dochdzi pfi srdecni hypertrofii a pravé zvétSena jadérka mohou byt
c¢asnym markerem patologickych zmén u srdecni svaloviny. Pii hypertrofii dochézi také ke
zménam struktury jadérka, zvySuje se zastoupeni fibrilarniho centra a denzni fibrilarni
komponenty, naopak ubyva granularni komponenty. Dale je patrna zvySena ribozomalni
aktivita (a zvySena aktivita NOR). Naopak pfii ischémi a selhani srdce dochazi k snizeni
syntézy rRNA. Vyse zminéné zmény jsou pravdépodobné pod kontrolou jadérkovych
proteind (napft. nukleolin, nukleofosmin), ale neni znamé do jaké miry (46,47).

Dal$im onemocnénim, jehoZ rozvoj souvisi se zménami V jadérku, jsou neurodegenerativni
onemocnéni. Neurodegenerativni onemocnéni jsou onemocnéni nervového systému, pro které
je charakteristicky ubytek neuronil v centralnim ¢i perifernim nervstvu. Mezi nejrozsifenéjsi a
nejstudovanéjsi neurodegenerativni onemocnéni patii Alzheimerova a Parkinsonova nemoc.
V rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni hraji velkou roli kromé genetickych faktort 1
faktory vné&j$i. Ztoho vyplyva, ze dilezitym faktorem je také vek. S vékem piibyva
stresovych impulzd plisobicich na buiiku a to muze vést k celé fadé zmén, véetné zmén v
jadérku (48). U celé fady neurodegenerativnich onemocnéni byla pozorovana snizena hladina
syntézy TRNA a segregace jadérka. Jadérkové proteiny regulujici syntézu rRNA a tvorbu
ribozoml jsou ziejm¢& zahrnuté v patofyziologickych mechanismech téchto onemocnéni —
napt. protein nukleofosmin, ktery se bézné nachdzi v jadérku, je pii probihajicim
neurodegenerativnim onemocnéni u neuront translokovan do nukleoplasmy (49). | u
neurodegenerativnich onemocnéni je naruseni jadérkovych funkci spojené se signalni drahou
p53 a mTOR (viz kapitola Jadérko a stres). Jadérkovy stres miize na bunky ptsobit dvojim
zpusobem — pfi akutnim stresu ptsobi neuroprotektivné tim, Ze indukuje autofagii a pomaha
tak odstranit stresem poskozené buiiky, naopak pii chronickém stresu je jeho vliv negativni a
vede k pomalému rozvoji bunééné smrti u neuralnich bunék (50).

Morfologie jadérka a aktivita transkripce rRNA muze byt také zménéna plsobenim virovych
infekci. Viry vyuzivaji rizné strategie pisobeni — napi. poliovirus inhibuje aktivitu RNA
polymerdzy | jednak tim, ze indukuje Stépeni SL1 a jednak tim, Ze indukuje postranslacni

modifikace UBF, virus hepatitidy C naopak stimuluje aktivitu RNA polymerazy I (51,52).
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2.5. Dalsi funkce jadérka — Castice SRP, telomeraza

Jadérko hraje dtilezitou roli i v dalSich bunéénych mechanismech. Cela fada funkci jadérka
nebyla dodnes popsana ¢i detailné analyzovana a je pravdépodobné, ze v budoucnu o nich
budeme védét vice. Jako piiklad dvou méné zndmych funkei jadérka jsem vybrala vztah
jadérka a Castice SRP a vztah jadérka a telomerazy (53).

Jadérko je mistem, kde dochazi k Castecnému sbaleni astice’® SRP, které je nasledné
dokonc¢eno v cytoplasmé, kde i ¢astice SRP funguje (55).

Jadérko hraje také roli v regulaci aktivity telomerdzy (reverzni transkriptdza schopna dokoncit
replikaci koncu linearnich chromozomi — tzv. telomery a zabranovat tak zkracovani konct
chromozomtl). Ve vétSin€é somatickych bun€k neni telomerdza aktivni, coz znamend, Ze
buniky maji k dispozici jen omezeny pocet déleni (56). Telomeraza je v téchto buiikach
lokalizovana v jadérku a tim inaktivovana. Naopak u nékterych nadorovych bunck je
telomeraza konstantné¢ ptitomna v nukleoplazmé a zajistuje neomezené deleni bunék.

Sekvestrace telomerazy do jadérka probihd diky spole¢énému motivu se snoRNP (tzv. doména

H/ACA) (57-59).

? Castice SRP je komplex RNA a proteinil, ktery vaze preprotein, jehoZ syntéza byla zahajena v cytoplasmé, ale
je uréen do endoplasmatického retikula. Céastice SRP svoji vazbou pozastavi syntézu proteinu a protein
nasméruje do endoplasmatického retikula, kde mize byt syntéza dokoncena. 54. Saraogi, I., and Shan, S.
0. (2011) Molecular mechanism of co-translational protein targeting by the signal recognition particle. Traffic
12, 535-542.
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3. Promyelocytic Leukemia Protein — PML

Protein PML (Promyelocytic Leukemia Protein) je vyznamny jaderny protein hrajici roli
Vv celé fadé bunécnych procest. Podili se na regulaci bunééného ristu a jeho zastave, virové
obran¢, apoptoze, bunécné senescenci ¢i opravach poskozeni DNA. V nukleoplasmé se
protein PML nachazi hlavné ve form¢ jadernych télisek PML, ve kterych je pfitomna celd
fada dalSich proteind a spolecné se podileji na fizeni fady bunéénych funkci. T¢liska PML a
protein PML se obecné nachazi vice v bunkach méné se délicich a naopak Vv rychle se délicich
burikach, jako jsou napiiklad epitely (stievni ¢i plicni), Se téméf nenachazi (60). Protein PML
byl objeveny v devadesatych letech u pacientl trpicich akutni promyelocytarni leukémii. U
bunék pacientli s akutni promyelocytarni leukémii dochazi k fizi genu PML s jadernym
receptorem RARalfa, coz vede k nefunk¢nosti proteinu PML (61). To, Ze protein PML hraje

dulezitou roli v celé fad€ bunénych procest (véetné toho, Ze se jedna o nadorovy supresor,
viz dale) zn¢j ¢ini zajimavy cil pro vyzkum a pochopeni celé fady nemoci (nadorova

onemocnéni, virové infekce, apod.).

3.1. Struktura genu a proteinu PML a jeho lokalizace

Gen pro PML se nachédzi na chromozomu 15 (konkrétné pozice 15922). Gen PML neni
konzervovany v ramci eukaryot a nalezneme ho typicky jen u savci. Velikost genu je ptes 53
kb. Sekvence genu PML obsahuje celkem 9 exonu. Alternativnim sestiihem na C-konci
dochazi ke vzniku riznych izoforem proteinu PML, nejzndméjsi jsou izoformy I az VII (viz
Obrazek 6). Na rozdil od C-konce u N-konce nedochazi k alternativnimu sestiihu, coz
naznacuje jeho dulezitost pro vlastni fungovani vSech izoforem proteinu. Na C-konci se
kromé jiného nachéazi jadernd lokaliza¢ni sekvence (tzv. NLS). Izoformy I az VI maji
jadernou lokaliza¢ni sekvenci — nachézeji se v jadre, izoforma VII ji nema, coz ji predurcuje
k lokalizaci v cytoplasmé (62). Alternativnim sestfihem generované mRNA davaji vzniknout
proteinu PML v rozmezi hmotnosti od 48 do 97 kDa. Velikost vlastniho proteinu znac¢né
ovlivituji také postranslacni modifikace a dochazi tak ke zménam mobility pfi
elektroforetickém de€leni proteint (63).

Jednotlivé izoformy se 1i8i 1 funkéné (a vazebnou specifitou) — napt. izoforma IV je dulezita
v indukci senescence (64) a izoforma I zajist'uje interakci proteinu PML s jadérkem (65).

Jak jiz bylo zminéno vyse, vSechny izoformy proteinu PML obsahuji spolecny N-konec,
konkrétné se jedna o prvni tfi exony. Tato oblast kdduje tzv. RBCC/TRIM motiv. Tento

motiv se sklada ze tii Casti: motivu zinkovych prstii nazyvaného RING motiv, ze dvou dalSich
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motivi zinkovych prstii nazyvanych B-box a z ‘coiled-coil' domény (viz Obrazek 6). Motiv
RBCC/TRIM zajistuje proteinu PML schopnost vytvaiet komplexy s jinymi proteiny a tvofit
jaderna téliska PML (62).

Box 1| The PML gene and protein isoforms

a
Exons
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b
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Obrazek 6: Schematické znazornéni genetické sekvence PML (a), sekvence se sklada z 9
exond a zintroni nachazejicich se mezi nimi. Schematické znazornéni jednotlivych
izoforem proteinu PML vznikajicich alternativnim sestfihem (b), doména oznacena R je
RBCC/TRIM motiv, domény oznac¢ené B jsou tzv. B-boxy, doména oznacena CC je tzv.
‘coiled-coil' doména a NLS je doména zajist'ujici jadernou lokalizaci proteinu (vidime,
Ze chybi u izoformy VII, ktera je v dusledku toho lokalizovana v cytoplazmé). Prevzato
z Bernardi, Pandolfi, 2007 (60).

Téliska PML jsou struktury nachdzejici se v nukleoplasmé, ve kterych jsou koncentrovany
kromé proteinu PML i dal$i proteiny (Daxx, Sp100, Sumo-1, p53, atd., celkem byla zjisténa
interakce s vice nez 100 proteiny) a funguji spole¢né jako celek (viz Obrazek 7 a 8). Jedna se
o dynamické struktury promeénlivého tvaru, velikosti (velikost télisek PML kolisa v rozmezi
od 0,2 do 1,0 um), i poc¢tu, dynamicky dochazi i ke zméné obsazenych proteind. Téliska PML
se nachéazeji ve vétSiné sav€ich bunck, ale jejich mnoZstvi se li§i podle bunécného typu a
podle stavu bunék (pocet kolisa od 1 do 30 télisek). V buiikach s vyssi mirou déleni, jako jsou
napiiklad epitely, se télisek PML nachdzi minimum. Mnozstvi télisesk PML také ovliviiuji
signaly prichézejici zven¢i buiiky zprostiedkované cytokiny ¢i hormony. Déle se mnozstvi
télisesk PML méni béhem bunécného cyklu a pfi reakci na stres (DNA poskozeni, virova

infekce, atd.) (66-68).
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Obrazek 7: Téliska PML u bunék HelLa. Na obrizku A jsou buiikky kontrolni bez
vystaveni stresu, na obrazku E pak buiiky, u nichZ je indukovana tvorba télisek PML
stresem (aplikace BrdU/DMA 10 pM po dobu 6 dni). Pfevzato z Hubackova et al., 2010
(69).
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Obrazek 8: Téliska PML a protein PML hraji dileZitou roli v celé radé procesi.
Diivodem je interakce PML s velkym mnoZstvim proteinii. Obrazek ukazuje funkce
télisek PML a proteiny, které jsou v nich zapojeny. Pirevzato z Dellaire, Jones, 2004 (67).
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3.2. Regulace transkripce PML
Transkripce genu PML se lisi v zavislosti na typu tkan¢ a jejich stavu. Jina je u zdravé tkan¢ a
jind napf. pfi vznikajicim nadorovém onemocnéni. Pravé regulace transkripce muze byt
kli¢ovym bodem, kde se rozhoduje o tom, zdali v tkani budou pfitomny téliska PML a budou
plnit svou roli regulatoru bunécného déleni ¢i nikoliv.
Protein PML hraje dulezitou roli pfi obrané€ proti virovym infekcim. Bylo prokazano, ze praveé
latky, které se produkuji pii virové infekci, ovliviiuji transkripci PML. Jedna se konkrétné o
interferony (IFN). Interferony mizeme rozdé€lit do dvou skupin — interferony I. typu, kam
patii IFNa a IFNP a interferony II. typu, kam patii IFNy. Bylo popsano, ze obé skupiny
ovliviiuji pozitivn¢ transkripci PML a nésledné zvySeni poctu télisek PML. Konkrétné
interferony aktivuji proteiny STAT a tim signalni drahu JAK/STAT. Promotor genu PML ma
vazebné misto pro transkripéni faktory z rodiny STAT, které mohou aktivovat transkripci
PML, konkrétné se jednd o dvé vazebna mista v promotoru genu PML — tzv. vazebny element
ISRE (IFN-Stimulated Response Element) a GAS (IFNy-Activated Site). Na vazebny element
ISRE se po pusobeni interferont skupiny I vaze trimer proteini STATI1, STAT2 a IRF9. Na
vazebny element GAS se vaze po plsobeni interferonu gama homodimer proteinu STATI1
(70).
Protein PML hraje dtlezitou roli také pti odpovédi na posSkozeni DNA. S tim souvisi i fakt, ze
transkripce PML je pozitivné regulovana transkripénim faktorem p53, ktery se vaze do
promotoru genu PML a to na nékolika mistech. Mezi proteinem PML a proteinem p53
funguje pozitivni zpétnd vazba, protoze transkripci genu PML muze zahajit pouze aktivni
protein p53, pficemz aktivnim ho déla jeho acetylace, ktera probiha na téliskach PML (71).
Transkripce PML je regulovana i dal§imi proteiny (napt. IRF8, B-katenin) (72,73). Nicméné
regulace pomoci proteini rodiny STAT a pomoci proteinu p53 patii k dulezitym a doposud

nejvice prozkoumanym draham.

3.3. Postransla¢ni modifikace PML
Protein PML je znamy celou fadou postransla¢nich modifikaci, které¢ ovliviiuji jeho hladinu,
vlastnosti a lokalizaci. Mezi nejznaméjsi postranslaéni modifikace patii fosforylace,
sumoylace, ubikvitinylace a acetylace (viz Obrazek 9). Vice se zaméfim na fosforylaci a
sumoylaci proteinu PML a jejich vliv na funkci PML (74).
Fosforylace je kli¢ovy mechanismus, ktery reguluje mnozstvi proteinu PML a télisek PML.
Protein PML je fosforylovany na serinovych a tyrosinovych zbytcich a to nékolika kindzami

(75). Kinaza ERK1/2 fosforyluje protein PML na mistech T28, S36, S38, S40, S527 a S530.
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Fosforylace T28, S36, S38, a S40 indukuji sumoylaci proteinu PML, naproti tomu fosforylace
S527 a S530 indukuji apoptdzu bun€k pii podani oxidu arsenitého jako léku podavaného pfi
akutni promyelocytarni leukémii (76).

Mnoho mist na proteinu PML je fosforylovano jako odpovéd na poSkozeni DNA. Konkrétné
PO ozafeni ioniza¢nim zafenim fosforyluje kinaza Chk2 protein PML na pozici S117, ptficemz
bylo prokazano, ze tato fosforylace ovlivituje apoptozu (77). Dale je po poSkozeni DNA
protein PML fosforylovany kinazou ATR (pfesné misto neni znamé), tato fosforylace navadi
protein PML do jadérka (78).

Jako posledni bych zminila fosforylaci proteinu PML pomoci kaseinkindzy 2 (CK2). Ta
fosforyluje protein PML na misté S565 (ale pravdépodobné i na dalSich serinech) a navadi
protein PML Kk degradaci. To potvrzuje skute¢nost, Ze v nadorech je pravé hladina kinazy
CK2 zvysena a naopak hladina PML sniZena. Léky fungujici na bazi inhibice kinazy CK2 by
mohly byt do budoucna uzite¢nymi prostfedky v boji s nddorovymi onemocnénimi, nyni uz
jsou latky na této bazi v klinickych testech. Pii pouziti téchto latek bylo prokazano, ze se

navraci nadorové-supresivni u¢inek proteinu PML (79).

Sumoylace je zasadni modifikaci proteinu PML, protoze zajistuje schopnost proteinu PML
tvofit tcéliska PML. Bylo popsano, ze nukleoplazmatickd frakce proteinu PML neni
sumoylovana. Protein PML muze byt sumoylovany proteiny SUMO-1, SUMO-2, SUMO-3
na tiech lysinech a to konkrétné na K65, K160 a K490 (80).

Také proteiny nachdzejici se v téliskdch PML jsou sumoylované. To souvisi s tim, Ze protein
PML a tada proteint interagujicich s PML obsahuji SUMO-interakéni doménu a vzajemna
interakce skrz tuto doménu zajisti kompaktnost a vlastni fungovéni télisek PML. Bylo
ukdzano, Ze tato doména zajist'ujici proteinu PML interakci se sumoylovanymi proteiny
(v€etné sebe sama) je stejné jako vlastni sumoylace nezbytna pti tvorbé télisek PML (81).

Jak bylo zminéno vySe, mnozstvi té€lisek PML se méni béhem bunétného cyklu. To mize
souviset pravé se sumoylaci a desumoylaci proteinu PML. Pii mitdéze dochazi k desumoylaci
proteinu PML a miiZeme pozorovat i rozpad télisek PML, kdy se oddéli protein PML a dalsi
proteiny. V interfazi opét dojde k sumoylaci proteinu PML a téliska se mohou znovu vytvofit
(82).
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Obrazek 9: Schematické znazornéni proteinu PML a oblasti, kde dochazi k jeho

postransla¢nim modifikacim, konkrétné fosforylaci (P) a sumoylaci (S). Prevzato
z Bernardi, Pandolfi, 2007 (60).

3.4. Funkce proteinu PML

Protein PML, jak jiz bylo zminéno vysSe, ma celou fadu funkci a zasahuje do celé tady
bunéénych procesti (postranslaéni modifikace proteind, oprava poSkozeni DNA, bunécna
senescence, apoptdza, angiogeneze, odpovéd’ na virovou infekci, apod.). Divodem je fakt, ze
protein PML interaguje s velkym mnozstvim jinych proteint a ovliviiuje jejich funkci. Praveé
tato skutecnost, ze interaguje stakovym mnozstvim proteint, ¢ini vyzkum jeho funkci
komplikovanym. Vyzkumy na konci 20. stoleti a na zacatku 21. stoleti se zabyvaly hlavné
tim, jaké jsou v téliskdch PML obsaZené proteiny, az v posledni dobé se zacind do hloubky
studovat mechanismus ptsobeni proteinu PML a jeho interakénich partnert na rtizné bunécné
dgje (60).

Odpovéd na poskozeni DNA

Béhem zivota bunky dochazi k poSkozeni DNA, jednak pifi vlastnim fungovani buiky
(bunééna transkripce, replikace) a jednak pfi plisobeni vnéjsich stresti. Role proteinu PML
Vv oprave poskozeni DNA je zcela nejasna.

Bylo prokazano, ze po poskozeni DNA zpisobeném genotoxickym stresem dochazi
k fosforylaci proteinu PML a také knardstu poctu a velikosti télissk PML a to
prostiednictvim kinaz ATM a ATR a také signalizace JAK/STAT (viz Obrazek 10) (69). Po
vzniku poskozeni DNA se méni spektrum proteinti, které kolokalizuji s proteinem PML.
Napiiklad proteiny ATR, CHK2 ¢i RADS51 ucastnici se opravy DNA kolokalizuji u

nestresovanych bunék s té€lisky PML, avSak béhem poskozeni DNA dochazi k jejich disociaci
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z télisek a v pozd¢jsich ¢asovych bodech dochazi opét ke kolokalizaci s télisky. Naproti tomu
nckteré¢ dalSi proteiny spojené s odpovédi na poSkozeni DNA kolokalizuji s télisky PML
pouze po poskozeni DNA, jedna se napiiklad o kindzu ATM, WRN helikazu, fosforylovany
histon H2AX ¢i protein BRCA1 (67).

Otéazkou zustava, zda protein PML hraje ptfimou roli v mechanismech oprav DNA. Jelikoz ke
kolokalizaci s proteiny spojenymi s poSkozenim DNA (napf. 53BP1 a fosforylovanym
histonem H2AX) dochazi az v pozdéjsich fazich a jelikoz i za pfitomnosti mutovaného PML
(¢i Gplné deletovaného) dochazi k nenaruSené Casné odpoveédi na poSkozeni DNA, nebude
vliv proteinu PML pravdépodobné ptimy (83) ¢i se bude uplatiiovat v sekundarnich funkcich
navazanych na odpovéd’ na poskozeni DNA, napiiklad na regulaci buné¢ného cyklu. Bylo
popsano, ze protein PML se nachazi trvale v tzv. stalych lezich, coz jsou mista DNA, ktera
signalizuji jako by nebyla opravena. To potvrzuje i studie zabyvajici se kolokalizaci proteinu

PML s komplexem RAD51/RPA u primarnich fibroblastli po ozafeni ioniza¢nim zafenim.

Pokud doslo u téchto bun¢k k deleci PML, neprojevilo se to na pribéhu ¢asné faze odpoveédi
na poskozeni DNA (84).

2 d 4d

Obrazek 10: Téliska PML (Cervené€) kolokalizuji s misty poSkozeni DNA (zelené) po 4 h
po aplikaci 0,5 pM kamptotecinu na primarni fibroblasty BJ. Vyraznéjsi kolokalizace je
patrna vden 2. Vden 4 je vétSina mist s poSkozenim DNA opravena, léze, které
pretrvavaji, kolokalizuji s télisky PML. Pirevzato z Hubackova et al., 2010 (69).

Bunécna senescence

Bunécna senescence je proces, kdy dochazi k setrvalé zastavé d€leni bunék vyvolané
nejruznéjSimi stresovymi podnéty. Senescentni bunky maji typicky fenotyp (pfitomnost
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télisesk PML, zvySenou aktivitu beta-galaktosidazy ¢i roztazenou cytoplasmu a zvétSené
jadro). Jedna se o mechanismus, ktery pravdépodobné slouzi i jako zachranna brzda pied
rozvojem nadorového onemocnéni, nicméné setrvani senescentnich bun¢k v tkdnich muze
naopak podpofit rozvoj nadoru a to sekreci specifickych prozéanétlivych cytokinti do okoli
(85).

Hladina proteinu PML je zvySend u vSech typli senescence (chemicky indukovana
senescence, replikacni senescence, onkogenem indukovana senescence) a pravé piitomnost
télisek PML ve zvySené mife byva jednim ze znakli senescentniho fenotypu. Jako klicova se
pro senescenci ukazala byt izoforma IV proteinu PML (64).

Bylo prokazéano, ze pfi zvysené produkci izoformy IV proteinu PML dochazi jak u lidskych,
tak i u mySich primarnich fibroblasti k navozeni bunécné senescence. V mechanismu rozvoje
senescence jsou zahrnuté vyznamné regulatory bunécného cyklu proteiny p53 a pRD.
Spole¢nou souhrou dochazi k inhibici transkripéniho faktoru E2F, ktery se podili na fizeni
genové exprese a tudiz i proliferaci bunék (86).

Naopak pfi snizeni hladiny proteinu PML nedochazi ke vzniku senescence indukované
onkogennim proteinem Ras (mutace valinu 12) (87). Rozdilna situace je u senescence
indukované poskozenim DNA, k t¢ dochézi i po deleci proteinu PML a to jak u lidskych tak
mysich primarnich fibroblasti (84).

PML se také ucastni procesu vzniku tzv. heterochromatinovych domén asociovanych se
senescenci (‘senescence associated heterochromatin foci', SAHF). Podle ptivodni predstavy se
jedna o heterochromatinizaci gent regulujicich bunéény cyklus (88). Tato ptedstava ale
nebyla potvrzena dal$imi studiemi (89).

Apoptoza

Apoptodza je programovand bunéénd smrt. Jedna se o proces dileZzity pfi vyvoji organismu i
pfi jeho fungovani béhem zivota. Bylo prokazéano, Ze protein PML ovliviiuyje jak p53-zavislou
apoptozu, tak p53-nezavislou apoptdzu (90). U mysi s deleci PML (PML-/-) bylo ukazano, ze
maji defekt v apoptdze indukované TNFalfa 1 v apoptoze indukované pomoci ligandu FAS.
Protein PML hraje roli také v apoptoze indukované interferonem a ceramidem. Ve vsech
zminénych ptipadech sniZeni schopnosti indukovat apoptdzu souviselo se sniZzenou aktivaci
kaspaz (91). Nebylo vsak ukazano uplné zastaveni apoptozy, to ukazuje, ze protein PML
funguje pravdépodobné jako jeji modulator.

Protein PML ma vliv na apoptéozu hlavné diky své interakci s proteinem p53, jednim z
dulezitych induktort apoptézy. PML interaguje s ubikvitinligdizou MDM2, MDM2 je

nasledné navedena do jadérka (vice viz kapitola PML protein a jadérko) a zamezuje se tak
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ubikvitinylaci a nasledné degradaci proteinu p53 (78). Podobnou funkci ma pravdépodobné i
protein DAXX, ktery interaguje s proteinem PML. Nicmén¢ role proteinu Daxx v indukci
apoptozy neni jeSté zcela objasnéna, protoze muze pusobit jak pro-apoptoticky, tak anti-
apoptoticky (92,93).

V apoptoze nezavislé na p53 vyvolava protein PML autofosforylaci kinazy CHK2, coz vede
nasledné k indukci apoptdzy (94).

Neoangiogeneze

Neoangiogeneze je novotvorba krevniho feCiSté, tento proces je casto spojeny s ristem
nadorii. Protein PML reguluje proces neoangiogeneze skrz regulaci signaliza¢ni drahy AKT-
mTOR. mTOR je hlavni regulator neoangiogeneze, kdy reguluje pro-angiogenni faktory
HIFla a VEGF. Bylo prokédzano, ze kindza AKT miize byt defosforylovana fosfatdzou 2A,
kterd je soustiedéna prave v téliskdch PML, coz nasledné¢ vede k snizeni aktivity pro-
angiogennich faktorii. Dale bylo ukdzano, Ze absence proteinu PML u lidskych i mysich

nadort vede ke zvySené neoangiogenezi (95,96).

3.5. PML protein a nemoci (virové infekce a nadorova onemocnéni)
Z vyse popsanych funkei proteinu PML vyplyva jeho velké dileZitost pro spravné fungovani
bunék a celého organismu. Poruseni jeho spravného fungovéni vede k rozvoji nejriiznéjSich
patologickych stavli. Rada bych se vice vénovala vztahu proteinu PML k virovym infekcim a
také vztahu proteinu PML k nadorovym onemocnénim. U nadorovych onemocnéni bych se

chtéla hlavné zaméfit na akutni promyelocytarni leukémii.

Protein PML hraje aktivni roli v protivirové obrané. Tomu nasvédcuje 1 fakt, ze jeho exprese
se zvySuje po pusobeni interferonl jakozto latek ucastnicich se protivirové obrany. Viry se
snazi nejriznéj$imi zplsoby pfizplsobit inhibicnimu plisobeni proteinu PML (napf. virus
Herpes simplex 1 koduje protein ICPO, ktery plisobi jako E3 ubikvitinligdza a navadi PML
k degradaci proteazomem). Dalsim divodem interakce je fakt, ze v téliskach PML je
soustfedéna cela fada proteinli psobicich jako transkripéni faktory, které viry vyuZzivaji pro
vlastni transkripci (97,98). Na mysich PML(-/-) a derivovanych bunkach bylo ukéazano, ze
jejich senzitivita k virovym infekcim byla zna¢né zvysena (99). Naopak nadprodukce proteinu
PML vede ke snizeni aktivity virt a jejich schopnosti vyvolat infekci (100). Interakce
proteinu PML s viry mize byt rtizna, né€které viry zpusobuji zvySeni poctu a velikosti télisek
PML, jiné naopak jejich snizeni, dale mize byt také ovlivnény jejich tvar anebo miize dojit

k uplné disperzi télisek PML (98).
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Bylo popsano, ze adenoviry interaguji s télisky PML. Interakce adenovirt s télisky PML méni
jejich tvar, ze sférickych télisek se stavaji fibrilarni struktury. To je zplsobeno interakci
proteinu PML s virovym proteinem E4 ORF3. Dale interaguje PML s onkoproteinem E1A,
tato interakce muze byt divodem toho, Ze nékteré adenoviry zpusobuji nadorovad onemocnéni
(101). Také lidské papilomaviry interaguji s télisky PML, konkrétn¢ se v nich odehrava
replikaéni cyklus viru (102). Dale bylo popsano, Ze herpesviry interaguji s télisky PML a to
hlavné v casnych fazich infekce, kdy dochdzi k transkripci virové DNA. I RNA viry interaguji
s télisky PML. RNA viry vyvolavaji obzvlasté silnou interferonovou odpovéd’, coz vede
k zvySeni poctu télisek PML (98).

Znalost pfesné interakce mezi viry a télisky PML a proteinu PML vibec by do budoucna
mohla pfinést presnéjsi pochopeni virovych infekei a jejich prubéhu. Zajimava je interakce u

virdl zpiisobujicich nddorova onemocnéni, nebot’ protein PML je nddorovy supresor.

Funkce proteinu PML jako nadorového supresoru z néj ¢ini protein zajmu mnoha laboratofi.
Jeho role v nadorovych onemocnénich neni stale zcela objasnéna, protoze je vysoce zavisla na
typu tkané a také na podminkach vzniku naddoru. Regulace bunééného cyklu pomoci proteinu
PML probihé na vice Grovnich — jednak pfes regulaci proteinu pRb, jednak regulaci proteinu
p53.

Na n¢kolika nadorovych bunéénych liniich rizného pivodu bylo ukazano, Ze nadprodukce
proteinu PML ptisobi jako rlistovy supresor. Nadprodukce proteinu PML u bun¢k Hela
inhibuje jejich rust a zastavuje je v G1-fazi (103). Stejna situace nastava i u bunék z nadoru
prsu (104). Naopak u bunék PML(-/-) dochazi k zrychleni jejich rastu. U mysi PML(-/-)
nebyla béhem Zivota pozorovana zvySena tvorba spontannich nadort, ale mysi byly
nachylnéjsi k propuknuti infekci, které vyrazné zkracovaly jejich primérnou délku Zivota a
tim 1 incidenci nadort, ke kterym dochazi az v pozdéjsich fazich. Nicméné mysi s deleci PML
byly citlivéjsi k chemickym karcinogentim. Je znamo, ze infekce a zanét v organismu muze
nasledné vést k vyvolani nadorové transformace (105). U vice nez dvou tietin riznych typa
lidskych nédort bylo prokazano snizeni exprese proteinu PML (pfedev§im u nadord prsou,
zazivaciho traktu, plic, mozku atd.) (104).

Nyni bych se chtéla blize vénovat akutni promyelocytarni leukémii (APL), u které byl protein
PML prvné popsan. APL je nadorové onemocnéni kostni diené€, jedna se o subtyp akutni
myeloidni leukémie (tvofi asi 10% vSech piipadd). Pri¢inou naprosté vétSiny piipada (95%)
tohoto onemocnéni je translokace mezi genem PML (chromozom 15) a genem pro receptor

kyseliny retinové RARa (‘retinoic acid receptor a') (chromozom 17). Jedna se o reciprokou
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balancovanou translokaci, kdy vznikaji dva fuzni geny — PML-RARa a RARa-PML. PML-
RARa plsobi nasledné jako hlavni onkogen. PML-RARa blokuje vyzravani bunék kostni
diené¢ a vede také k neschopnosti tvofit téliska PML, protoze dochédzi k vytvaieni
heterodimeru PML-RARa/PML, ktery ztratil schopnost vytvafet normalni téliska PML. Tato
skutecnost vede k poruseni kontroly bunéného cyklu a k rozvoji nadorového onemocnéni
(90).

U vétSiny nadorovych onemocnéni funguje protein PML jako jejich negativni regulator. Jina
situace je u chronické myeloidni leukémie (CML), tam naopak PML podporuje jeji rozvoj a je
zvySena jeho genova exprese. PML vtomto ptfipadé podporuje vyzravani skupiny
hematopoetickych kmenovych bun¢k zvanych LIC (‘Leukaemia Initiating Cells”), které jsou

diky tomu odolné proti bézné chemoterapii a mizou zptisobovat navrat onemocnéni (106).
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4. Protein PML a jadérko

Jadérko je mistem tvorby ribozomi i mistem s regula¢nimi funkcemi, kdy puisobi jako senzor
stresu. Jednd se o vysoce dynamickou strukturu, kterd se méni v zavislosti na vnéjsich i
vnitinich podminkach bunék (2). PML protein je dalezity nadorovy supresor, ktery hraje roli
pii odpoveédi na stres a DNA poskozeni, ale i v celé tfadé dalSich procesti (viz kapitola
Promyelocytic Leukemia Protein — PML), nejcastéjSim mistem jeho vyskytu v bufice jsou
jaderna téliska PML (60).

Za normalnich podminek jsou jadérko a jadernd tcliska PML dva oddélené kompartmenty.
Nicméné za urcitych stresovych podminek miize dochézet k ptesunu proteinu PML k jadérku.
Jakym pfesnym zpiisobem protein PML ovlivituje jadérko a jak vzajemnad interakce probiha,

neni doposud piesné popsano (107).

Prvné byla popsana interakce mezi jadérkem a proteinem PML v roce 2001 Mattssonem et al.
Mattsson et al. ukazuje, Ze po aplikaci inhibitoru proteasomu MG132 dochazi k pfesunu
proteinu PML do jadérka (viz Obrazek 11). Spolu s proteinem PML jsou do jadérka
transportovany i proteiny s nim spojené (Sp100, SUMO-1). Tyto experimenty byly provedeny
na nadorovych liniich (Hela, MCF7, 1B4) (108), nicméné stejnou situaci pozoroval
Condemine et al. u primarnich fibroblasti MRC5, mtzeme tedy usuzovat, Zze se jedna o

obecnou skute¢nost (65).

Hel a

Obrazek 11: Zména lokalizace proteinu PML (zelena barva) po aplikaci inhibitoru
MG132 (HeLa, 6 h, 5 uM), ktery inhibuje proteasom. Jako kontroly slouZi buiiky po
aplikaci DMSO. Modra barva DAPI, obrazky i a I jsou zobrazeny pomoci fazového
kontrastu. Prevzato z Mattsson et al., 2001 (108).
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V roce 2004 Bernardi et al. popsal, ze existuje dal§i mechanismus, jimz PML protein
ovliviiuje stabilitu proteinu p53 (kromé fosforylace a acetylace p53) po poSkozeni DNA,
jedna se konkrétné o sekvestraci ubikvitinligdzy MDM2 do jadérka. U mysich fibroblastl
PML (-/-) po aplikaci doxorubicinu byla pozorovana snizena stabilizace proteinu p53 a jeho
zvysena ubiquitinylace, coz svéd¢i o aktivit¢ MDM?2, ktera je regulovana pravé proteinem
PML. Po aplikaci doxorubicinu u lidskych fibroblastt WI38 a u mysich fibroblasti bylo
ukdzano, ze dochdzi k pfesunu proteinu PML na periférii jadérka, kde kolokalizuje s MDM2
(viz Obrazek 12). Naproti tomu p53 se po aplikaci doxorubicinu v jadérku nenachazi.
Bernardi et al. dale ukazal, Ze ptfesun PML do jadérka je fizen kinazou ATR a také prokdzal,
ze interakce mezi PML a MDM2 je piimé a ze v pfesunu PML na jadérko hraje urcitou roli
také ribozomalni protein L11 (pfi snizeni jeho hladiny byl pfesun PML na jadérko zpomalen)

(78).

Hdm2 Merge

Doxorubicin

Obrazek 12: PML a MDM2 (Hdm2) kolokalizuji v jadérku po poskozeni DNA (Sipkami
oznacena mista) v buiikach WI1-38 36 hod po aplikaci doxorubicinu. Na obrazku vidime
trojité barveni proteini PML, nukleofosminu a Hdm2. Pievzato z Bernardi et al. 2004
(78).

V roce 2007 vySly dvé studie zabyvajici se interakci mezi proteinem PML a jadérkem
(Janderova et al. a Condemine et al.). Témto studiim pfedchazela studie Jianga et al. z roku
1997, ktera se zabyva zménou struktury télisesk PML (PML vytvafi struktury pfipominajici
donuty) u senescentnich bun¢k (IMR9) (109).

Janderova et al. se ve své praci zabyva strukturami PML derivovanymi z jadérka pifi bézné
replikaéni senescenci a po aplikaci aktinomycinu D a jejich rozdilnym vyskytem u
normdlnich a nadorovych bunék. Janderova et al. popsala, ze u hMSC bunc¢k (lidské
mezenchymalni kmenové buiiky) a u koznich fibroblastii dochazi s ptibyvajicimi pasazemi ke

zvySovani piesunu proteinu PML k periferii jadérka a k nasledné tvorbé struktur PML
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odvozenych od jadérka a to i bez dalsiho stresu (viz Obrazek 13). Jako stresovy impulz zde
pusobi vlastni starnuti bunééné kultury a hromadéni poskozeni DNA (replikacni senescence).
U casnych populacnich zdvojeni (P5) byla ptitomnost PML u jadérka detekovana u 0,79%
bunék, u stfednich (P12) u 15,9% bunék a u senescentnich bunék (P18) u 36,48% bunék. Tyto
struktury obsahuji jednak proteiny charakteristické pro téliska PML (protein Sp100, SUMO-
1) a jednak typické pro jadérko (protein B23 ¢i proteiny kompartmentu DFC), piekvapivé
neobsahuji UBF jakozto marker fibrilarniho centra a dilezity transkripéni faktor pro iniciaci
transkripce rDNA. To miize souviset s tim, ze fibrilarni centrum je ulozeno az v samém centru

jadérka a k rozpadu dochazi od jeho povrchu (107).

Obrazek 13: Protein PML - jeho vyskyt v jadérku a jadérkové periferii a tvorba
struktur PML s materidlem '‘odStépenym’ z jadérka. Jedna se o builky hMSC
péstované za standardnich podminek (replika¢ni senescence). Struktury na obr. A
oznacené Sipkou jsou klasicka téliska PML, struktury oznacené plnym trojuhelnickem
jsou téliska PML uvniti jadérka. Struktury PML na periferii jadérka oznacené
prazdnym trojuhelni¢kem jsou struktury tzv. odvozené od jadérka, ty jsou dale
zobrazené na obr. C, E, F, G. Struktury PML odvozené od jadérka obsahuji jadérkovy
material B23, DFC, ale neobsahuji UBF, protein charakteristicky pro fibrilarni
centrum. Pievzato a upraveno z Janderova et al., 2007 (107).

Podobné struktury PML byly pozorovany pii pusobeni aktinomycinu D (v koncentracich,
které specificky blokuji RNA polymerazu I) na buitkky hMSC (viz Obrazek 14). Protein PML
se po aplikaci aktinomycinu D akumuluje okolo jadérka a nésledné dochazi k procesu
piipominajici odskrcovani. Vzniklé struktury obsahuji jak jadérkovy, tak nukleoplasmovy
materidl. Z jadérkového materialu bych zminila RNA polymerazu I (pro replikacni senescenci

u hMSC nebylo provedené barveni na RNA polymerazu I). Pfitomnost RNA polymerazy I by

27



mohla souviset se zastavou bunécného déleni a prechodem bun€k do senescence po plisobeni

stresu (107).

Obrazek 14: Struktury PML vzniklé na jadérku po piisobeni aktinomycinu D (v
koncentraci, ktera inhibuje transkripci rDNA). Struktury PML obsahuji jadérkovy
material — protein B23 (obr. B), DFC (obr. D) a RNA polymerazu I (obr. F). Pfevzato a
upraveno z Janderova et al., 2007 (107).

Janderova et al. dale ukazuje, ze v bunééné populaci nedochazi k tvorbé jadérkovych struktur
PML u vSech bunék, ale pouze u ¢asti populace (cca 40%). Tvorba jadérkovych struktur PML
je také zavisld na bunééném typu. Tvorba téchto struktur byla pozorovdna u normalnich
neposkozenych bun¢k (hMSC, kozni fibroblasty), naopak u nddorovych bun¢k tyto struktury
nebyly pozorovany vibec (HeLa, U20S, A549) nebo jen vyjimecné (H1299 u 0,2% bunék,
Sa0S-2 u 0,4% bungk). Pricemz protein PML je Casto snizeny pravé v nadorovych buikach.
Naopak u senescentnich bun¢k (hMSC, kozni fibroblasty), které maji zvySenou hladinu PML,
jsou jadérkové struktury PML pozorovany ve vyssi mife. Dokonce Janderova et al. ukazuje,
ze kdyZz se u nadorovych bun¢k (HeLa ¢i HI1299) aktivuje pRB a p53 pomoci
bromodeoxyuridinu a distamycinu A a navodime tak senescentni fenotyp, bunkam se obnovi

schopnost ptesunu PML z nukleoplasmy k jadérku (107).

Condemine et al. se ve své praci také zabyva formovanim struktur PML odvozenych od
jadérka, ale v zavislosti na riiznych typech stresu, dale se zabyva jednotlivymi izoformami
proteinu PML ve vztahu k t¢émto strukturam. Ukazuje, Ze k tvorbé jadérkovych struktur PML
dochazi u lidskych fibroblastt MRCS5 po aplikaci doxorubicinu, aktinomycinu D 1 po ozéfeni
ioniza¢nim zafenim. Tvorbu té€chto struktur pozoroval ve zvySené mife také u senescentnich
bunek (WI-38). Déle ukazuje, Ze jadérkoveé struktury PML neobsahuji proteiny spojené
s opravami DNA (NBS1, BRCA1), kterych by se protein PML mohl ucastnit. Studie také
popisuje, ze k jadérku se presouvaji pouze dvé izoformy proteinu PML — PML | a PML IV,

pfi¢emz pro transport proteinu PML a dalSich proteinti s nim spojenych je kli¢ova izoforma 1.
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Pti deleci izoformy I nedochazi ani k transportu proteinti asociovanych s PML do jadérka.
Transport izoformy I proteinu PML je zavisly na intaktnim C-konci, na kterém se nachazi

jadérkova lokaliza¢ni sekvence (65).

V roce 2011 Liu et al. ukazal na n€kolika bunéénych liniich (MCF7, A549 a primarni plicni
fibroblasty), ze se zjadérka po pusobeni stresu (ioniza¢ni zafeni) uvolnuje protein WRN
(protein fungujici jako DNA helikaza dulezita pti opravé posSkozeni DNA, jeho mutace
zpusobuje Wernerv syndrom - syndrom piedc¢asného starnuti). Protein WRN vytvaii kulovité
struktury odvozené z jadérka, které se po plsobeni ionizaéniho zafeni nachézeji
v nukleoplasmé. Na povrch téchto struktur je lokalizovan protein PML. Vyznam tvorby téchto
struktur a interakce PML a WRN proteinu neni znamy. Je mozné, ze transport proteinu WRN
Z jadérka je spojen s aktivaci WRN a protein PML navadi helikazu WRN k mistu poskozeni
DNA zpusobené stresem (110-112).

V roce 2012 vysly dalsi tfi studie zabyvajici se interakci jadérka a proteinu PML (Audas et
al., Bursac¢ et al. a Vilotti et al.).

Audas et al. ve své studii popisuje zplsob, jakym muzZou proteiny (vcetné proteinu PML)
interagovat s jadérkem. Rik4, Ze je to ddno obsahem tzv. jadérkové lokalizaéni sekvence
(‘nucleolar detention sequence’), kterd se vaze na nekddujici jadérkové RNA, a ty nasledné

pomahaji v transportu proteint do jadérka (113).

Bursa¢ et al. ukazuje, ze protein pS3 muze byt aktivovany i nezavisle na poskozeni DNA a to
konkrétné skrz naruseni biogeneze ribozomu a ze urcitou roli v tom hraje i protein PML
(studie byla provedena s bunkami A549 a U20S). Pii oSetfeni bun¢k aktinomycinem D (v
koncentraci, ktera specificky inhibuje RNA polymerazu I) se zvysuje hladina ribozomalnich
proteinit L11 a LS5, naopak produkce ostatnich ribozomalnich proteinti klesa. To je dano tim,
ze proteiny L11 a L5 nejsou po piisobeni aktinomycinem D degradovany proteasomem.
Snizeni hladiny proteini L11 a L5 a nésledné piisobeni aktinomycinu D vede k naruSeni
aktivace proteinu p53. Dlvodem je interakce proteini L5 a L11 s ubikvitinligdzou MDM2 a
nasledny pfesun tohoto komplexu z nukleoplazmy do jadérka. Soucasti komplexu je také
protein PML, ktery interaguje s MDM2 i s ribozomalnimi proteiny. Komplex ribozomalnich
proteinit L5 a L11 a proteinu PML tedy sekvestruje do jadérka ubikvitinligizu MDM2 a tim
zajiStuje stabilizaci p53, pficemz p53 protein je také transportovan do jadérka. Nasledné

upravy proteinu p53 v jadérku (napiiklad modifikace indukované pomoci proteinu PML)
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nejsou zatim dostate¢né popsany. V sekvestraci proteinu MDM?2 do jadérka a v regulaci jeho
funkce hraje urCitou roli také protein ARF, i kdyz jeho role neni Uplné jasnd a lisi se

Vv zavislosti na typu stresu (viz kapitola Jadérko a stres) (114).

Vilotti et al. se ve své studii zabyva sekvestraci proteinu TTRAP (protein asociovany S TRAF
a TNF receptorem) do jadérka a to konkrétné u bunécnych linii SH-SY5Y a HEK-293.
Protein TTRAP se bézn¢ nachazi v téliskich PML a do jadérka je transportovan po
zablokovani proteazomu (pomoci MG132). TTRAP je 5'-tyrosyl-DNA fosfodiesteraza
ucastnici se oprav po poSkozeni DNA. Dalsi funkci tohoto proteinu je regulace biogeneze
ribozomi pii pasobeni stresu. Pfi nizkych koncentracich MGI132 je protein TTRAP
transportovan z nukleoplasmy do cytoplasmy, naopak pii vysSich koncentracich dochazi
k transportu do jadérka. V jadérku ale nekolokalizuje se zakladnimi proteiny jadérka
(nukleofosmin, nukleolin a UBF), nachéazi se v tzv. jadérkovych kavitach, coz jsou oblasti
jadérka, pro které je typické, Ze neobsahuji tyto proteiny. V téchto mistech kolokalizuje
TTRAP s proteiny télisek PML — s proteinem PML ¢i proteinem Daxx (viz Obrazek 15). Bylo
ukazano, ze pokud byla sniZzena hladina proteinu PML, TTRAP se neakumuloval v jadérku.
Interakce mezi proteinem TTRAP a PML je umoznéna pfitomnosti motivu SIM (SUMO-
interacting motif) u proteinu TTRAP. Tento motiv umoznuje vazbu proteinu TTRAP na
sumoylovany protein PML. KdyZz byl u proteinu TTRAP tento motiv modifikovan,
nedochazelo k interakci s proteinem PML a k transportu proteinu TTRAP do jadérka.

Zajimavym faktem je, Ze pfi inhibici transkripce rRNA pomoci aktinomycinu D (v kombinaci
S MG132) dochazi k zruSeni transportu TTRAP do jadérka. Pro sviij transport TTRAP tedy
potiebuje aktivni transkripci a neposkozené jadérko (115). Kromé proteini spojenych piimo
s télisky PML je do jadérka spolu s proteinem TTRAP transportovan také protein p53. I
protein p53 se nachdzi v jadérkovych kavitdich. Pravé spoluprace proteinu TTRAP
s proteinem p53 mize byt kliCova pii jeho schopnosti regulovat biogenezi ribozomu

(115,116).
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DAPI TTRAP Merge

TTRAP Merge

Merge

Obrazek 13: Kolokalizace proteinu TTRAP s proteiny p53, PML a DAXX v jadérku,
konkrétné v jadérkovych kavitich. Jedna se o buiiky SH-SY5Y po aplikaci inhibitoru
proteasomu MG132 (16 h, 5 uM). Pievzato z Vilotti et al. 2012 (115).

Dtlezitost interakce mezi jadérkem a proteinem PML potvrzuje 1 fakt, Ze nékterd
chemoterapeutika indukuji piesun proteinu PML do jadérka. Konkrétné chemoterapeutikum
Primal-MET reaktivuje mutovany protein p53 a tim obnovuje jeho schopnost navodit
apoptozu. Tyto vlastnosti jsou zaji$tény transportem proteinu p53 spolu s proteinem PML do
jadérka. V jadérku nasledné dochazi pravdépodobné k interakci p53 s polymerazou | a

k zastave transkripce a tedy i tvorby ribozomi (117).
Vyse popsané piipady interakce jadérka a proteinu PML naznacuji na jeho dilezitost pro

spravné fungovani bunck 1 celého organismu. Pochopeni této interakce mulze byt klicem k

pochopeni celé fady nemoci.
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5. Zavér

Cilem mé bakalaiské prace bylo shrnout dosavadni poznatky o dvou dulezitych
kompartmentech bunééného jadra — o jadérku a jadernych téliskdch PML a jejich vzajemném
vztahu.

Jadérko je mistem, kde dochazi k transkripci tDNA (ta predstavuje vice nez 50% veskeré
transkripce). TRNA je nasledn¢ postranskripéné modifikovéna, Stépena a dava vzniknout
(spolu s ribozomalnimi proteiny) ribozomtim, které jsou transportovany do cytoplasmy, kde
funguji jako tovarny na vyrobu proteintl. Jadérko mize regulovat pribéh tvorby ribozomt a
tim 1 obrat proteinll v buiice, coz je klicové pro spravné fungovani bunky. Kromé této funkce
byly v poslednich letech objeveny i dal$i funkce jadérka, které se jevi jako zasadni pro
jadérko slouzi jako stresovy senzor. Z vySe zminénych vlastnosti jadérka vyplyva jeho
klicovy vliv pfi rozvoji riiznych onemocnéni. Jadérko hraje dilezitou roli u nddorovych
onemocnéni, neurodegenerativnich a srde¢nich onemocnéni a také pti virovych infekcich.
Podobné protein PML hraje roli pii odpovédi bunck na stres, protein PML je zapojeny
v odpovédi na poskozeni DNA, v regulaci senescence ¢i apoptézy. V bunikach nalezneme
protein PML hlavné v jadernych téliskach PML, kde interaguje s velkym mnoZstvim proteind.
Skutecnost, Ze protein PML interaguje s velkym mnoZstvim proteinli a také Ze méni své
vlastnosti diky ¢etnym postranslacnim modifikacim, naznacuje Siroké spektrum funkei tohoto
proteinu. Jeho tiloha v bunice a v organismu je také zavisla na stavu bun€k a na typu tkané.
Protein PML je nadorovy supresor a jeho snizenou hladinu pozorujeme u nadorti rizného
typu. Jaderna t€liska PML hraji dlleZitou roli také pfi rozvoji virovych infekci, kdy protein
PML také puisobi jako supresor replikace a transkripce nékterych virti. Nékteré viry dokazou
tuto bariéru obejit a naopak vyuzit téliska PML pro sviij vlastni Zivotni cyklus.

Skutec¢nost, ze jadérko plisobi jako senzor stresu a reguluje odpovéd’ buné€k na stres a stejné
tak 1 protein PML reguluje odpovéd bunc¢k na stres, naznacuje moznost vzajemného
funk¢niho vztahu, ktery ale neni doposud jasny. Bylo prokdzano, ze po pusobeni nékterych
stresovych faktori méni protein PML svoji lokalizaci a pfechazi k jadérku ¢i do jadérka (viz
Obrazek 16) a to zejména u primarnich bunék (to souvisi pravdépodobné s tim, Zze
vV nddorovych builkich je snizend hladina PML). Nékteré studie naznacuji, Zze u urcitych
bun¢k dochazi za asistence PML k ,,odSkrcovani® struktur s jadérkovym materidlem (B23,

RNA polymeraza I, WRN) a jejich odnos do nukleoplasmy. Je otazkou, jaky je vyznam
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tvorby téchto struktur, jednou z hypotéz je souvislost se zménou jadérkové transkripce a
vytvofeni nové rovnovahy v syntéze ribosomalnich komponent. Osud téchto struktur nebyl
zatim vice studovan — je mozné, Ze dochézi k pfenosu materialu z jadérka do nukleoplasmy a
nasledné¢ k jeho degradaci. U helikizy WRN se naopak uvazuje o tom, ze je pienesena
Z jadérka do mista poskozeni DNA, kde plni svoji funkci v opravé DNA. Tyto procesy by
mohly jednak zajistit opravu poSkozeni DNA v jadérku a jednak zastavit riobosomalni
biogenezi v souladu s aktivaci zastavy bunécného cyklu, kdy se naroky na proteosyntézu
snizuji. Dalsi zpiisob, jak protein PML interaguje s jadérkem, je ten, Ze protein PML je
sekvestrovan do jadérka spolu s nekterymi dal§imi jadernymi proteiny (MDM2, TTRAP) (viz
Obrazek 16). V jadérku proteiny setrvavaji a nabizi se dvé varianty jejich dalSiho ptisobeni —
bud’ v jadérku pouze setrvavaji a je tak zajisténa jejich neschopnost interagovat s partnery
z nukleoplasmy (MDM2 a p53) anebo v jadérku méni pribéh transkripce rDNA a nasledné
tvorby ribozomt (TTRAP).

Tyto néalezy naznacuji doposud neobjasnény vztah PML k jadérkovym funkcim piedevs§im pii
odpovédi bun€k na stres. Pochopeni interakce jadérka a proteinu PML muze byt klicem

k pochopeni celé fady nemoci, véetné nadorovych onemocnéni.

Buiika za normalnich podminek

Buiikv po pusobeni stresu DOXO MG 132
AMD
IR

Obrazek 14: Schéma popisujici pisobeni stresu na bunééné jadro, konkrétné na jaderna téliska
PML a na jadérko. Cervené jsou znazornéna téliska PML a protein PML, bile jadérko, ¢erné potom
nukleoplazma.
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