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Abstrakt

Promyelocytarni leukemicky protein (PML) pfedstavuje kliCovy komponent pro formaci
jadernych télisek PML (PML nuclear bodies, PML-NBs), nemembranovych organel, ve kterych
PML wvytvafi ohrani€eni obklopujici vnitfini jadro téchto dynamickych multiproteinovych
komplexd. PML je multifunkéni protein, ktery je schopen interagovat se sumoylovatelnymi
proteiny a vnaset je do PML-NBs, které mohou fungovat jako prostor pro pfechodné ¢i trvalé
uchovani téchto proteint ¢i platforma pro biochemické reakce. PML je znam pro svuj tumor-
supresorovy potencial, av§ak za urcitych okolnosti mize mit onkogenni charakter, coz znaci
jeho protichudnou funkci u rakovin. PML NBs jsou vysoce dynamické Utvary, které prochazi
strukturnimi zménami v zavislosti na fazi buné&tného cyklu, majici schopnost fyzicky
interagovat s chromatinem. PML-NBs se podileji na udrZzovani stability genomu tim, ze hraji
roli béhem dulezitych bunéénych procesu, kterymi jsou regulace bunééného cyklu, opravné
mechanismy DNA, alternativni prodluzovani telomer u nadorovych bunék & ochrana genomu
pfed virovou DNA. Samotny PML se muze také podilet na udrzovani stability genomu, a to
konkrétné jeho cytosolicka isoforma, ktera ma funkci pfi navozeni apoptdzy. Cilem této reSerse
je podat informace o tom, jak se promyelocytarni leukemicky protein podili na mechanismech

udrzovani stability genomu a o0 moznych dusledcich selhani téchto mechanismu.

Kli¢ova slova: promyelocytarni leukemicky protein, opravné mechanismy DNA, komplexni

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



Abstract

Promyelocytic leukemia protein (PML) is a key component for the formation of the PML nuclear
bodies (PML-NBs), nonmembrane organelles, in which PML forms a shell surrounding an
inner core of this dynamic multiprotein complex. PML is a multifunctional protein that is able to
interact with sumoylated proteins and sequestrate them to PML NBs which can work as storage
for these proteins or as a platform for biochemical reactions. PML is known for its tumor-
suppressive character. However, it can have oncogenic potential under certain conditions
which suggests its contradictory role in cancer. PML NBs are highly dynamic structures that
undergo structural changes due to the phase of the cell cycle which can physically interact with
chromatin. PML NBs maintain genome stability by playing a role during important cellular
processes which are regulation of the cell cycle, DNA repair mechanisms, alternative telomere
lengthening in cancer cells, or protection of the genome against viral DNA. PML itself can also
participate in genome maintenance. Concretely, its cytosolic isoform can have a role in
inducing apoptosis. The purpose of this section is to provide information about how PML
participates in genome stability maintenance and about the possible consequences of the

failure of these mechanisms.

Keywords: promyelocytic leukemia protein, mechanisms of DNA repair, complex DNA

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

UdrZzovani genomové stability je vlastnost Zivych organismd umoznujici chranit integritu
genetické informace a prenaset ji nezménénou na dalSi generaci. Jeji dulezitost 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 utvafeni 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 bunécnych jadrech, kde jsou obklopeny chromatinem, se kterym jsou schopné
interagovat. Bylo nalezeno vice nez 170 proteind, které mohou byt ve struktufe PML-NBs
trvale &i 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 postransla¢nich 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 prostfedi.

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 stézejni pro zachovani bunéénych funkci a snizuje riziko vzniku riznych onemocnéni
spojenych se stafim a jinymi patologiemi (Ouyang a kol., 2008). Kvuli neustalému poskozovani
DNA vnitfnimi i vné&jSimi vlivy se vyvinuly systémy opravnych mechanism, které DNA neustale
kontroluji a opravuiji. Tyto systémy jsou €asto evoluéné konzervovany (shrnuto v Pelczar a kol.,
2003).

Existuje mnoho typa poSkozeni DNA véetné genovych |ézi (Natarajan a kol., 1993), chyb
v dusledku Spatného zafazeni 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 bunky 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 replikac¢ni stres, zastaveni replikacni
vidlice nebo |éze 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 po8kozovana 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).
Pfedevsim jsou to ale defekty v opravnych mechanismech, které vedou k akumulaci mutaci a
genomové nestabilité (Mohindra a kol., 2002). K nestabilit¢ genomu pfispiva i pfitomnost
takzvanych fragilnich mist (Hecht a kol., 1984). Stabilitu genomu mohou naru$ovat také virové
infekce (Darbinyan a kol., 2007).



2.1.1. Opravné mechanismy DNA

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 bufiky maji vysoce
konzervované signalni 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 bunééného cyklu a opravach DNA (shrnuto Jackson a Bartek,
2009 a Blackford a Jackson, 2017). 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 ucCastni oprav DNA. Nedojde-li
k oprave, pretrvavajici podkozeni indukuje apoptézu & bunéénou senescenci. DNA PK je
aktivovana dvouvlaknovym zlomem, ktery je rozeznan komplexem Ku70/Ku80 (Gottlieb a ko.,
1993). ATM je pIné 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 disledku 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 a Jackson, 2017).



K opravé chyb v DNA ma burika ucinné 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). Dal$i vyznamné drahy zapojené
do oprav jsou 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).

Jelikoz jsou dvouvlaknové zlomy povazovany za hlavni pfi¢inu nestability genomu, budou
v této kapitole rozebrany mechanismy oprav NHEJ a HRR (Trenz a kol., 2006, Nussenzweig
a kol., 2007).

Pfrevladajicim typem oprav dvouvlaknovych zlomd je mechanismus NHEJ. Jedna se o
mechanismus, kterym jsou opravovany nekomplikované zlomy DNA béhem vSech fazi
bunécného cyklu. Jelikoz tento typ oprav nevyuziva homologii vlaken, je nachylny k chybam
(shrnuto v Chang a kol.,, 2018). Poc¢ate¢nim krokem NHEJ je nasednuti proteinového
komplexu Ku70/80 na konce zlomd DNA z ddvodu jejich ochrany. Tento komplex poté
zprostfedkuje vazbu dalSich proteind, kterymi jsou katalyticka podjednotka DNA PK a Artemis,
které preklenuji mezeru mezi volnymi konci DNA (Yano a Chen, 2008, Douglas a kol., 2005).
Nasledné jsou zlomené konce DNA pomoci téchto proteint spojeny k sobé, pfiéemz béhem
spojovani koncl muze dojit k odstranéni nebo pfidani parld bazi. Nakonec jsou konce

kovalentné spojeny pomoci ligazy IV (Wilson a kol., 1997).

DalSim typem oprav je HRR, ktery na rozdil od NHEJ, vyuziva homologii vidaken. Pomoci
mechanismu HRR jsou opravovany i komplikovanéjsi zlomy a tento typ oprav je strikiné
vymezen na S nebo G2 fazi bunéfného cyklu (shrnuto v Scully a kol., 2019). Opravny
mechanismus pomoci HRR se sklada z nékolika krokd, které jsou znazornény na Obrazku 2.
Misto zlomy je rozeznano proteiny komplexu MRN, nasledné se navaze exonukleasa CtIP,
ktera je zapojena do vytvareni previslych konct (Porter-Goff a kol., 2008, Yuan a kol., 2009).
Na tvorbé previslych koncu se také podileji exonukleazy Exo1 a DNA2 a ATP-dependentni
DNA helikaza BLM, ktera usnadriuje aktivitu téchto exonukleaz (Kikuchi a kol., 2009, Chen a
kol., 2017). Vzniklé 3" pfesahujici konce jsou pokryty proteinem RPA a nasledné proteinem
Rad51, ktery je dulezity pro hledani homologni DNA (Vispé a kol., 1998). Poté dojde k invazi
sesterské chromatidy za vzniku D smyCky (Pomerantz a kol., 2013). Pak dochazi
k prodluZzovani 3" viakna pomoci syntézy DNA za vzniku Hollidayovy kfizové struktury (Haber
a kol., 2004). Poslednim krokem HRR je rozloZeni struktury heteroduplexu DNA, na kterém se
podileji helikdzy BLM a WRN, vedouci ke vzniku kompletnich produktl opravy (Matos a kol.,
2011).
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Obrazek 2: Schématické znazornéni mechanismu HRR. Protein CtIP a proteinovy komplex MRN,
ktery se sklada z proteinti Mre11, Rad50 a Nbs1 vytvofi 3" pfesahujici konce, na které nasedne protein
Rad51. Nasledné dojde k invazi sesterské chromatidy za vzniku D smyc&ky. Pak dochazi k prodluzovani
3" vlakna pomoci syntézy DNA za vzniku Hollidayovy kfiZzové struktury. Poslednim krokem HRR je
rozlozeni struktury heteroduplexu DNA vedouci ke vzniku kompletnich produktd opravy (Thadathil a
kol., 2019).

2.1.2. Nestabilni mista genomu

Fragilni oblasti genomu — fragilni mista (fragile sites, FS) — jsou nestabilni oblasti DNA, které
vykazuji zvysenou frekvenci zlomu. FS obsahuji repetitivni sekvence, maji zpozdénou replikaci
a Casto podléhaji replikaCnimu 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).

Chromosomalni fragilni mista (chromosomal fragile sites, CFSs) jsou oblasti chromozomu,
kde se zvySenou frekvenci dochazi ke vzniku zloma a 1ézi v disledku replikacniho stresu, ktery
muze byt zpasoben 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
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mist indukuje vyhradné bromodeoxyuridin ¢i distamycin A (Hewett a kol., 1998). Bézna 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 béznych
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 (Moyazis a
kol., 1988). Na tyto repetice se vazi proteiny tvofici komplex nazyvajici se shelterin, ktery
pfispiva k ochrané telomer (Bandaria a kol., 2016). Komplexnégjsi struktura telomer, je
znazornéna na Obrazku 3. Existuji dva zplsoby, 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).

L-smyéka

Obrazek 3: Struktura lidskych telomer. Lidské telomery se skladaji z repetice TTAGGG. Hlavni
vlakno bohaté na G baze se prodluZuje ve sméru k 3" konci a vytvafi G-ocasek. Na telomerach se
nachazi komplex shelterin, ktery se sklada z faktor( 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).

Dal8im nestabilnim mistem genomu jsou centromery, jez jsou nezbytné pro rovnomérné

rozdéleni genetického materialu pfi kazdém bunétném déleni (shrnuto v Kalitsis a kol., 2012).
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Centromery pfedstavuji chromosomalni lokusy tvofené dlouhymi tandemovymi Fadami
repetitivnich AT Usekl bohatych alfa-satelitnich DNA (Singer, 1982, Ting a kol., 2011).

Lokusy rDNA jsou dal8i nestabilni oblasti genomu skladajici se z tandemovych repetic, jak je
ukazano na Obrazku 4. Nachazi se mezi centromerami a telomerami a jedna se o nejvice
prepisované lokusy v genomu, coz 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).

Akrocentricky chromozom rDNA

Centromera

Telomera . - . Telomera

/ - : s 1 - =140 kopie, ~50 Kb - 26 Mb =——3= :

43 kb

ORI

Sal-box ‘ Promotor

~13.4 kb |

Obrazek 4: Struktura lidského lokusu rDNA. Lokus se nachazi mezi centromerou a telomerou a
sklada z 1-140 opakujicich se jednotek uspofadanych do tandemu na kratkych ramenech
akrocentrickych chromozom. Prilehlé geny 47S rDNA jsou od sebe oddéleny mezigenovymi mezerniky
(Salim & Gerton, 2019).

3. Promyelocytarni leukemicky protein (PML)

3.1.  Struktura PML a jeho isoformy

PML je ¢lenem proteinové rodiny TRIM vyznacujici se pfitomnosti konzervovaného motivu
RBCC (Jensen a kol., 2001). Muze tvofit sedm isoforem: PML | — PML VIl (Hands a kol., 2014).
V8echny isoformy PML maji na svém N-konci jiz zmifiovany 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 5 (Kastner a kol., 1992).
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Obrazek 5: Znazornéni organizace domén PML. Soucasti 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 casti, coZz je schematicky
znazornéno na Obrazku 6. Tato odliSnost je dana alternativnim sestfihem a ur€uje vazebnou
specifitu isoforem PML (Jensen a kol., 2001, Condemine a kol., 2007). VSechny isoformy,
kromé v cytosolu se nachazejici PML VII, maji jaderny lokaliza¢ni signal (NLS). Isoforma PML
I ma kromé& NLS jesté jaderny exportni signal (NES), coz ji umozZhuje pfemistovani mezi
jadrem a cytoplazmou (Beech a kol., 2005). PML je posttranslacné modifikovan a mezi hlavni
modifikace patfi sumoylace. PML je nezbytny pro tvorbu PML-NBs — jadernych utvard majicich
prumér 0,1 — 1,0 um (Ishov a kol., 1999, Hayakawa a kol., 2004).

PMLI 8 2 NN I T T ™ 882aa "
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Obrazek 6: Schématické znazornéni isoforem PML | — PML VII (Nisole a kol., 2013).



3.2. Regulace transkripce PML
PML je exprimovan v celé fadé tkani. Nicméné, transkripce genu pro PML se u jednotlivych
typu tkani a bunék liSi v zavislosti na stavu tkané. Zatim nejvice prozkumané mechanismy
regulace transkripce PML jsou regulace pomoci p53 (de Stanchina a kol., 2004) a signalnich
prenasecu a aktivator( transkripce (signal transducers and activators of transcription, STAT)
(Stadler a kol., 1995).

Bylo dokazano, ze interferony a, B a y pozitivné reguluji transkripci PML. Je znamo, ze
interferony aktivuji proteiny z rodiny STAT, které se vazi na promotor genu PML a umozni tak
aktivaci transkripce tohoto genu (Stadler a kol., 1995). Transkripce PML mu(ze byt pozitivné
regulovana proteinem p53, ktery se pfimo vaze na promotor genu PML. Acetylace p53, ktera
je nutna k jeho aktivaci, navic probiha uvnitf PML-NBs, tudiz je mezi PML a p53 pozitivni

zpétna vazba (de Stanchina a kol., 2004).

3.3.  Struktura a formace PML jadernych télisek (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, napt.— Sp100 (SP100 nuclear
antigen) a DAXX (death domain asociated protein). Skoro vSechny 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) ¢i maji SUMO i SIM zaroven (Lang a kol., 2019). Bylo zjisténo, ze pravé interakce
mezi SUMO na jednom proteinu a SIM na druhém proteinu zajistuje asociaci proteind s PML-
NBs (Brown a kol., 2016). Samotny PML obsahuje SIM a tfi sumoylaéni 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 zprostiedkuje 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
(Hendriks a kol., 2016). PML je na specifickych lysinech vysoce sumoylovan tfemi paralogy
SUMO - SUMO 1, 2 a 3 (Niwa-Kawakita a kol., 2017).

Vreakci na stres jednotlivé monomery PML v bunce 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, jak je znazornéno nize na Obrazku 7 (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 dovniti své struktury
(Banani a kol., 2016, Marcello a kol., 2003).

4. Sebeorganizace PML-NBs
5. Vniseni klientskych proteimi do PML-NBs pomoci

o Sumoylace PML SUMO-SIM interakci se sumoylovanym PML
1. Oxidativni  2-Formace disulfidickych 3. zprostiedkovani
stres vazeb a oligomerizace pomoci UBC9

zprostiedkovania RBCC

6. Sumoylace klientskych
proteina -

s P ML
¥ SIM
sSumol

® Sumo2/3
— Formace disulfidické vazby

___ Slabé nekovalentni interakce
" mezi RBCC motivy

Obrazek 7: Schématické znazornéni formace PML-NBs. PML nejprve dimerizuji pomoci RBCC
domén a poté nukleuji 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).
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3.3.1. Dynamika PML-NBs béhem fazi bunééného cyklu

PML-NBs jsou vysoce dynamické utvary u nichZ dochazi k biochemickym a strukturnim
zménam béhem jednotlivych fazi bunécného cyklu, jak dokazuji fotografie z konfokalniho
mikroskopu na Obrazku 8 (Dellaire a kol., 2006).

Interfaze Metafize G1 faze

Obrazek 8: Fotografie fixovanych HaCaT bunék z konfokalniho mikroskopu béhem interfaze,
metafaze a G1 faze bunééného cyklu. Bylo pouzito barvivo DAPI na obarveni jadra (modré). PML je
zbarven Cervené a jaderné importni faktory zelené (Lang a kol., 2019).

Bylo zjisténo, Ze pocet PML-NBs se zvySuje, kdyZ burka pfechazi z G1 do G2 faze. Béhem
téchto dvou fazi jsou PML-NBs strukturné stabilni (Dellaire a kol., 2006). Bylo pozorovano, ze
béhem S faze dochazi k mnoha rozpadim a naslednym fuzim v ramci PML-NBs, coz vede
k jejich nestabilité (Dellaire a kol., 2006). Kdyz je poté S faze ukonena, tak dochazi k vzristu
poCtu PML-NBs. Jelikoz jsou PML-NBs schopné interagovat s chromatinem, tak se
pfedpoklada, Ze se strukturni dynamika PML-NBs béhem S faze odviji od zmén topologie
chromatinu béhem replikace DNA (Dellaire a kol., 2006). Je znamo, Zze béhem M faze jsou
PML-NBs de-sumoylovany, pfechazeji z jadra do cytoplazmy a spole¢né s endosomalnimi
vacky vytvareji agregované struktury (Dellaire a kol., 2006). Témto strukturam se fika mitotické
akumulace proteinu PML (mitotic acumulations of PML protein, MAPPs), kterych je méné nez
klasickych PML-NBs, jsou vétsi a liSi se také tim, Ze neobsahuji kanonické komponenty PML-
NBs, kterymi jsou SP100 a Daxx (Dellaire a kol., 2006). BEéhem pfechod z M do G1 faze
dochazi ke vzniku struktur zvanych cytoplazmatické akumulace PML a nukleoporin(
(cytoplasmatic nucleoporin and PML acumulations, CyNPs), kterych jsou soucasti jaderné
importni faktory, které se podili na pfenosu PML z cytoplazmy do (Jul-Larsen a kol., 2009).

Dynamika PML-NBs je znazornéna nize na Obrazku 9.

11



G2 M

o - .
° PO G — . R —_— ,0 ) "
O H . . - . 9.
: iﬁo O rne

’ Endosomilni vacek
® Jaderny importni faktor (aktivni)

® Jaderny importni faktor (neaktivni) ﬁ Jaderny porovy komplex (NPC)

Obrazek 9: Schématické znazornéni dynamiky PML-NBs béhem bunééného cyklu. BEhem G2 jsou
PML-NBs lokalizovany v jadre. Pfi pfechodu do M faze jsou PML-NBs de-sumoylovany a transportovany
do cytoplazmy, kde se nachazeji v podobé MAPPs. V G1 fazi dochazi k preméné MAPPs na CyNPs.
Jaderny importni faktor se nasledné vaze na PML a pfes jaderny porovy komplex ho transportuje do
jadra, kde se PML podili opét na tvorbé PML-NBs (Lang a kol., 2019).

3.4. Interakce PML-NBs s chromatinem

V minulosti se pfedpokladalo, Ze dochazi pouze k akumulaci chromatinu v okoli PML-NBs
(Boisvert a kol., 2000). Pozdé&ji bylo vSak pozorovano, ze néktera PML-NBs mohou pfimo
interagovat s chromatinem (Eskiw a kol., 2004). Ukazalo se, Ze tyto interakce mohou hrat roli
pfi regulaci genomu, jelikoz bylo zjisténo Zze, PML-NBs jsou po celém genomu asociované
s regula¢nimi oblastmi aktivnich gent (Kurihara a kol., 2020). Bylo demonstrovano, ze PML-
NBs mohou s ur€itymi useky genomu, kterymi jsou telomery, centromery &i rDNA, tvofit
specifické struktury (Draskovic a kol., 2009, Luciani a kol., 2006, Hornofova a kol., 2022). Bylo
také pozorovano, ze uvnitf PML-NBs muze byt lokalizovan i virovy genomu ¢i faktory
asociované s chromatinem, kterymi mohou byt histonové modifikatory &i chaperony (Everett a
kol., 2007).

Jak bylo zminéno vySe, PML-NBs se mohou pomoci interakce s chromatinem podilet na
genové regulaci, a to konkrétné na regulaci transkripce (Kurihara a kol., 2020). Byla provedena
pozorovani, které dokazuji, ze se v PML-NBs mohou nachazet proteiny spojované
s dynamikou chromatinu, které maji zaroven roli pfi regulaci transkripce. Témito proteiny
mohou byt Daxx, HP1, CBP i ATRX (Seeler a kol., 1998, Lamorte a kol., 1998, Ishov a kol.,
2004). Predpoklada se, Zze dochazi k sekvestraci téchto faktord do PML-NBs, kde muze
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dochazet k jejich sumoylaci, coz mlze potencialné ovliviiovat aktivitu téchto faktort (Lin a kol.,
2006). Navic bylo také ukazano, ze se v okoli PML-NBs muze akumulovat nascentni RNA, coz
naznacuje asociaci mezi PML-NBs a transkripéné aktivnim chromatinem (Boisvert a kol.,
2000).

Jednim ze specialnich typd PML-NBs jsou ALT-asociovana PML téliska (AL T-associated PML
bodies, APBs). Jedna se o PML-NBs obsahuijici telomerickou DNA, které se nachazeji pouze
u rakovinnych bunék, které neexprimuiji telomerazu (Draskovic a kol., 2009). Bylo prokazano,
ze v APBs dochazi k alternativnimu prodluzovani telomer (alternative telomere lenghtening,
ALT) pomoci mechanismu rekombinace telemetrické DNA. Ve studii od Draskovic a kol. bylo
ukazano, ze PML-NBs v ALT-pozitivnich burikach asociuji s konci chromozom0 a vytvareji
shluky v priméru dvou az péti telomer (Draskovic a kol., 2009). Podstatné vétsi prostor je

struktufe a formaci APBs a mechanismu ALT vénovan v kapitole 4.3.1., respektive 4.3.2.

Jak jiz bylo vySe zminéno v kapitole 2.1.2., 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 obsahuiji ve svém
centru hypomethylovanou DNA. Studie byla provadéna na bunéfném modelu tzv. ICF
syndromu, pro ktery je charakteristicka nestabilita centromer. Funkce téchto struktur zatim
nebyla pIné objasnéna (Luciani a kol., 2006). Nové vysledky od Spirkoski a kol. vSak podporuji
moznou roli PML v udrzovani chromatinu centromer. Autofi v této praci ukazuji, Zze v mySich
PML-deficientnich fibroblastech dochazi ke zménéné lokalizaci histonu H3.3, a tim ke zméné
heterochromatizace v oblasti centromer. Pfima interakce PML s centromerami Ci

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, ze PML je schopen akumulovat rDNA do tzv. PML-jadérkového
kompartmentu. Tento jev byl indukovan doxorubicinem, ktery je inhibitoram topoizomerazy 2
a zpUsobuje masivni posSkozeni DNA, inhibici transkripce pre-rRNA a segregaci jadérka

(Hornofova a kol., 2022). Tento PML-jadérkovy kompartment obsahuje i fosforylovany histon
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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).

Ve studii od Everett a kol. byl zkouman vztah mezi virovym genomem a PML-NBs na modelu
lidskych fibroblastl. Autofi pomoci fluorescenéni in situ hybridizace pozorovali, Zze se v PML-
NBs muze nachazet genom Herpes simplex viru typu 1 a mize dochazet ke vzniku dal$iho
typu PML-NBs (Everett a kol., 2007). Tento dalSi specialni typ PML-NBs se nazyva PML-NBs
obsahuijici virovou DNA (viral DNA-containing PML-NBs, vDCP-PML-NBs), ktera obsahuiji
vétSinu proteinu, se kterymi PML interaguje, véetné Daxx, ATRX, HP1 &i histonu H3 (Everett
a kol., 2007, Cohen a kol., 2018).

Schématické znazornéni specialnich typll PML-NBs, které obsahuiji telomery, satelitni DNA ¢i

virovou DNA je vyobrazeno nize na Obrazku 10.

A PML-NBs obsahujici B PMIL-NBs obsahujici satelitni C  ALT-asociované PMI-NBs
virovou DNA (vDCP-NBs) DNA (giant PMIL-NBs) (APBs)
PML-NBs

vnéjsi slupka

.
telomera 1 telomera 2

9 Nukleozom HIRA-UBN1-

. CABINI gy
= Novy H3.3-H4 w Sim centromericky usek
®  Hakomes ®  SuUMO1
9 HaAX ® SUMD23

TERRA

Obrazek 10: Schématické znazornéni specialnich struktur, které mohou PML-NBs tvorit
s chromatinem. a) Jednim ze specifickych typd PML-NBs jsou vDCP-NBs obsahujici virovy genom.
V téchto téliskach Ize nalézt komplexy chaperonii DAXX-ATRX a HIRA. b) PML-NBs obsahujici satelitni
DNA tvofi dal3i specialni typ zvany giant PML-NBs, ktera obsahuji protein HP1, komplex DAXX-ATRX,
CBP, BLM ¢&i TOP3A. ¢) PML-NBs mohou s telomerickou DNA tvofit komplexy zvané APBs, které
obsahuji reparaéni faktory RAD51, BRCA1 &i PRA, specifické faktory spojené s chromatinem SETDBA1,
ASF1 &i HIRA nebo dalsi proteiny, kterymi mohou byt komplex HIRA, HP1 &i telomericky faktor TRF2
(Corpet a kol., 2020).
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4. Uloha PML v udrzovani stability genomu

PML je hlavnim strukturnim komponentem PML-NBs hrajicich roli pfi mnoha bunécnych a
fyziologickych procesech, kterymi mohou byt potlaCovani nadort, metabolismus, imunitni
odpovéd, neuralnim vyvoj, angiogeneze &i pfi migrace bunék, jak je schematicky znazornéno
na Obrazku 11 (shrnuto v Hsu a Kao, 2018). V této kapitole je rozebrana uloha PML a PML-
NBs pfi udrzovani stability genomu. Na udrZzovani genomové stability se PML a PML-NBs
podili svou ucasti pfi regulaci bunééného cyklu (Ivanschitz a kol., 2015), oprav DNA (Dellaire,
a kol., 2006), alternativnim prodluzovani telomer u nadorovych bunék (Zhang a kol., 2019) a
pfi ochrané proti virové infekci (Kim a Ahn, 2015). P¥i téchto procesech se PML uplatiiuje jako
stavebni komponent PML-NBs, ktery ma zaroven schopnost interagovat se sumoylovanymi
proteiny a vnaset je do PML-NBs. Nicméné, cytosolicka isoforma PML je sama o sobé schopna
indukovat apoptézu pomoci vapnikové signalizace ¢i modulace signalizace rustového faktoru
B (shrnuto v Hsu a Kao, 2018).

Oprava DNA

ALT Y
Vyplaveni vapniku

Signalni transdukce

UdrZovani stability proteind

Udriovani redoxni ~ ~—=F
homeostaze Regulace
transkripce

Regulace
translace

Obrazek 11: Schématické znazornéni funkci PML-NBs. PML-NBs mUze hrat roli v mnoha bunéénych
a fyziologickych procesech v&etné imunitni odpovédi, metabolismu, migraci bunék ¢&i angiogenezi. Na
udrZzovanigenemové stability se PML-NBs konkrétné podileji b&hem regulace bunééného cyklu,
bunécné senescence, apoptézy, oprav DNA, alternativnim prodluzovani telomer a antivirové imunité
(Hsu a Kao, 2018).
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41. Role PML jako nadorového supresoru

Jelikoz PML hraje roli béhem indukce bunétné senescence & apoptozy, které jsou
povazovany za zasadni mechanismy, které pfedchazeji transformaci a nekontrolovatelnému
ristu poskozenych bunék, je PML pfisuzovan tumor-supresorovy potencial (shrnuto v Gamell
a kol., 2014).

Konkrétni mechanismy, kterymi PML pfispiva k nadorové supresi, byly ukazany v prabéhu
minulych desetileti (shrnuto v Hsu a Kao, 2018). Jedno z nejdulezitéjSich zjisténi bylo, Ze PML
je schopen stabilizovat tumor supresorovy protein p53, coz mize vést k bunéné senescenci
¢i apoptdéze nadorovych bunék (de Stanchina a kol., 2004). DalSim dulezitym zjiSténim bylo,
ze se PML mU(ze na indukci apoptozy podilet i jinak nez pomoci interakci s p53, a to konkrétné
indukci vyliti vapenatych iontd z endoplazmatického retikula ¢&i indukci exprese pro-
apoptotickych geni pomoci sekvestrace proteinu DAXX (Li a kol., 2000, Giorgi a kol., 2010).
Dale bylo ukazano, ze PML mu(ze hrat roli pfi buné&né senescenci indukovanou pomoci
onkogenniho K-RAS, vzhledem k tomu, Ze PML muze byt K-RAS regulovan (Ferbeyre a kol.,
2000, Scaglioni a kol., 2012). Bylo také zjisténo, Ze PML je regulovan kinazami ATR a Chk2,
které se podileji na odpovédi na poskozeni DNA, a tim padem PML muze hrat roli pfi apoptoze

indukovanou poskozenim DNA (Bernardi a kol., 2004).

To, Ze ma PML schopnost ovliviiovat stabilitu genomu, bylo nejprve naznaceno na mysim
modelu s uplnou deficienci PML (Wang a kol., 1998). Ve studii od Wang a kol. bylo dokazano,
ze PML mU(ze negativné ovliviiovat bunécny rist a mize fungovat jako nadorovy supresor.
Autofi této studie dokazali, ze buriky mySich embryonalnich fibroblasttd (mouse embryonal
fibroblasts, MEFs), které byly deficientni v PML, rostly rychleji nez MEFs, které PML mély
(Wang a kol., 1998). Inaktivace PML navic vedla ke schopnosti MEFs formovat kolonie.
Deficience v PML neovlivnila Zivotaschopnost mysSi. Tyto mySi vykazovali stejné fenotypové
znaky jako kontrolni mysi, ale byly nachylné k rlznym infekcim, coz znemoznilo anylyzu
spontanniho vyvoje nadorl. Proto autofi provedli experiment, pfi kterém byl iniciator nadoru
vpraven do slinnych Zlaz PML-deficientni mySi a mysSi, ktera méla PML (Wang a kol., 1998)
Vysledky prokazaly, ze u PML-deficientni mySi se vyvinulo vice nadort nez u kontrolni mysi.
(Wang a kol., 1998).

Dale bylo zji§téno, Ze v mnoha nadorech je hladina PML snizena (Zhang a kol., 2000,
Gambacorta a kol., 1996, Gurrieri a kol., 2004) a naopak nadprodukce PML v rakovinnych
liniich zpGsobuje zastavu buné&ného cyklu a naslednou apoptdzu & bunénou senescenci,
coz podporuje tvrzeni, ze PML mUze mit ulohu pfi potlaCovani nadort (Chin a kol., 1994, Mu
a kol., 1997).
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Bylo v8ak pozorovano, ze za urcitych okolnosti se PML nemusi chovat jako nadorovy supresor
a mlze naopak pfispivat k rozvoji nadort (Ito a kol., 2008, Carracedo a kol., 2012). Bylo totiz
objeveno, ze PML hraje roli pfi pfezivani hematopoetickych kmenovych bunék (hematopoetic
stem cells, HSCs) a bunék rakoviny prsu pomoci aktivace PPARYy signalni drahy a oxidace
mastnych kyselin (fatty acid oxidation, FAO) (lto a kol., 2008, Carracedo a kol., 2012).

Autofi studie od Ito a kol. ukazali, Ze PML ma schopnost podporovat asymetrické déleni HSCs,
coz vede k vede k udrzovani populace téchto bunék (Ito a kol., 2008). Toto zjiSténi podnitilo
studii nového zpusobu IéEby chronické myeloidni leukemie (chronic myeloid leukemia, CML),
k jejiz rozvoji pfispivaji buiky iniciujici leukemii (leukemia-initiating cells, LICs) — vzacny typ
bunék podnécuijici rakovinu, které disponuji podobnymi vlastnostmi jako HSCs (lto a kol.,
2008). Predpoklada se, ze ztrata PML by mohla vést k vystoupeni LICs z klidového stavu a

naslednému vycerpani bunék, coz by mohlo vést k zamezeni rozvoje CML (lto a kol., 2008).

Jak uz bylo zminéno vyse, PML podporuje také pfezivani bunék rakoviny prsu (Carracedo a
kol., 2012). PML rekrutuje do PML-NBs deacetylazu SIRT1, ktera acetyluje protein PGC1A,
coz vede k aktivaci PPARYy signalni drahy a FAO. FAO vede v mitochodriich ke zvySovani

koncentrace ATP a podnécuje bunéénou proliferaci (Carracedo a kol., 2012).

Vzhledem k témto vysledkiim muze cilena degradace PML predstavovat dalSi zplsob, jak [&Cit
CML a rakovinu prsu (Ito a kol., 2008, Carracedo a kol., 2012).

4.2. Role PML a PML-NBs v regulaci bunééného cyklu

Regulace bunécného cyklu v reakci na poskozeni DNA zajistuje, Zze bunky 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
bunénou senescenci. Proliferace bunék s poSkozenou DNA vede k akumulacim chyb a
nestabilité genomu (shrnuto v Jackson a Bartek, 2009). Téchto procesu se ucastni i PML,
pfedevSim regulaci buné&ného cyklu, navozenim bunéfné senescence a apoptdzy (de
Stanchina a kol., 2004).

Je znamo, ze PML je schopen interagovat s regulatory bunécného cyklu a vnaset je do PML-
NBs, kde se odehravaji post-translacni modifikace téchto regulatord, které vedou kK jejich
aktivaci a stabilizaci. Tyto regulatory jsou poté schopny aktivovat transkripci gena iniciujicich
bunécnou senescenci i apoptézu (Ferbeyre a kol., 2000, Guo a kol., 2000, Vernier a kol.,
2011).
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se o0 nadorovy supresor, ktery je aktivovan v dusledku poSkozeni DNA a podili se na bunééné
odpovédi tim, ze rozhoduje, zda dojde k opravam DNA nebo burika podstoupi buné&nou smrt
(shrnuto ve Vousden a kol., 2009). PML vaze p53 a mnoho jeho regulatori a sméfuje je do
PML-NBs, a tim umoznuje posttranslacni modifikace, které stabilizuji a aktivuji p53 (de
Stanchina a kol., 2004, Ferbeyre et al., 2000, lvanschitz a kol., 2015). Témito regulatory jsou
protein kinaza interagujici s homeodoménou 2 (homeodomain-interacting protein kinase 2,
HIPK2), acetyltransferaza CREB-vazajicim proteinem (CREB-binding protein, CBP) i
acetyltransferaza monocytalni leukemicky zinc finger (monocytic leukemia zinc finger, MOZ)
protein (Sung a kol., 2011, Rokudai a kol., 2013). Aktivovany p53 je poté uvolnén z PML-NBs
a aktivuje transkripci genu, které navozuji buné€nou senescenci i apoptézu (Ferbeyre et al.,
2000, Pearson a kol., 2000, Guo a kol., 2000, D’'Orazi a kol., 2002, Bernardi a kol., 2004).

Kromé p53 a jeho regulatord, je PML v jadfe schopen interagovat s mnoha dalSimi proteiny
regulujici bunéény cyklus a vnaset je do PML-NBs. Témito proteiny mohou byt ARF, pRb,
TBX2, Mdm2 ¢&i Daxx. Cytoplazmaticka isoforma PML VII muze také indukovat apoptézu
pomoci modulaci signalizace rastového faktoru B & pomoci vyliti vapenatych iontd z
endoplazmatického retikula (lvanschitz a kol., 2015, Vernier a kol., 2011, Martin a kol., 2012,
Bernardi a kol., 2004, Li a kol., 2000, Lin a kol., 2004, Giorgi a kol., 2010).

V nasledujicich dvou kapitolach bude popsana uloha PML pfi indukci bunééné senescence a

apoptoézy.

4.2.1. Role PML a PML-NBs pfi bunééné senescenci

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

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

V zavislosti na raiznych formach bunécného stresu, kterym muaze byt mimo jiné poSkozeni
DNA, je do PML-NBs pfechodné lokalizovana cela fada regulatord bunécné senescence,
kterymi jsou p53, CBP, MOZ, ARF, pRb ¢i TBX2 (de Stanchina a kol., 2004, Rokudai a kol.,
2013, Ivanschitz a kol., 2015, Vernier a kol., 2011, Martin a kol., 2012).

Jak uz bylo napsano vy$e, PML mulze interagovat s transkripénim faktorem p53, ktery
podporuje bunécnou senescenci v odpovédi na rlizné podnéty, kterymi mohou byt poSkozeni
DNA nebo plsobeni onkogenu (de Stanchina a kol., 2004). DulezZitost vztahu mezi PML a p53
podporuje zjisténi, ze bunky, které postradaji PML, vykazuji snizenou ochotu indukovat

buné&nou senescenci v odpovédi na aktivaci p53 (de Stanchina a kol., 2004).
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Jednim zregulatord, které se muizou podilet na post-translaéni modifikaci p53, je
acetyltransferaza CBP, ktera v PML-NBs zprostiedkovava acetylaci p53 na lysinu 372 a 382
(Pearson a kol., 2000). Bylo dokazano, ze v dusledku pisobeni onkogenu Ras se p53 a CBP
lokalizuje do PML-NBs, kde dojde k utvoreni proteinového komplexu PML-p53-CBP, jak je
vyobrazeno na Obrazku 12. Poté co dojde k modifikaci a aktivaci p53, je p53 de-lokalizovan
z PML-NBs a spousti transkripci genu, které se podileji na zastavé bunééného cyklu, kterymi
mohou byt p21 & Bax (Pearson a kol., 2000). Zastava bunééného cyklu umozni opravu
poskozeni DNA. Pokud se poskozeni nepodafi opravit, tak dochazi k bunécné senescenci
(Pearson a kol., 2000). Je nutné poznamenat, ze CBP se muze podilet i na indukci apoptdzy
(Guo a kol., 2000).

W

p21, Bax
Zastava bunééného cyklu
Apoptoza

Obrazek 12: Schématické znazornéni indukce zastavy bunééného cyklu pomoci p53. Poté co je
p53 lokalizovan do PML-NBs, je post-translacné modifikovan pomoci CBP, coZ vede k jeho aktivaci.
P53 je poté de-lokalizovan z PML-NBs a vaze se do do regulaénich oblasti genl a spousti zastavu
buné&éného cyklu (Bernardi a Pandolfi, 2003).

Dal3i regulatorem p53 je protein MOZ, ktery je schopen pfimo interagovat s PML a diky této
vazbé je vnasen do PML-NBs. V PML-NBs nasledné vznikne proteinovy komplex MOZ-PML-
p53, ktery umoznuje post-translacni modifikaci p53 acetyltransferazou MOZ (Rokudai a kol.,
2013). Touto modifikaci je acetylace lysinu na pozici 120 a 382, ktera vede k aktivaci p53.
Aktivovany p53 je poté schopen indukovat expresi genu pro p21 a umozriovat pfed€asnou

buné&nou senescenci (Rokudai a kol., 2013).

Vztah PML a MOZ byl zkouman ve studii od Rodukai a kol. na MOZ-deficientnich MEFs, které
exprimovaly PML a bylo pozorovano, Zze doslo k potlaceni bunééné senescence (Rokudai a
kol., 2013). Tyto vysledky naznacluji, Zze ztrata MOZ vede u bunék k rezistenci na PML-

indukovanou buné&nou senescenci. Bylo také zjisténo, Ze aminokyselinova sekvence proteinu
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MOZ obsahuje vazebny motiv pro kinazu Akt a zZe fosforylace proteinu MOZ kinazou Akt ma
negativni vliv na formaci komplexu MOZ-PML, jehoz vznik je dllezity pro modifikaci a aktivaci
p53, jak bylo popsano vyse. Timto kinaza Akt zabranuje p53, aby aktivoval své cilové geny.
Pro aktivaci p53 je tedy nutna inaktivace Akt a je pfedmétem dalSiho studia, zda k potlaéeni
Akt muze dochazet v PML-NBs (Rokudai a kol., 2013).

Dal$im zplUsobem, 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 zplsobi stabilizaci SUMO-ligazy UBC9, a tim
dojde k sumoylaci a stabilizaci p53 (lvanschitz a kol., 2015). PML-NBs tudiz funguji jako
platforma pro interakce mezi ARF, UBC9 a dalSimi regulatory p53 a podporuji sumoylaci a

naslednou aktivaci signalni drahy p53 (lvanschitz a kol., 2015).

PML se podili také na p53-nezavislé indukci senescence (Vernier a kol., 2011, Martin a kol.,
2012).

PML maze ovliviiovat bunénou 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, Mdller a kol., 2001).
PML indukuje bunénou 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 gent pro E2F, blokaci bunééné proliferace s rozvojem bunééné senescence (Vernier
a kol., 2011). Vazba PML a pRb pomoci interakéniho motivu LXCXE na pRb je dulezita pro
reorganizaci chromatinu na promotorech gent bunééného cyklu, coz vede k permanentnimu
zastaveni buné&ného cyklu (Talluri a Dick, 2014). Mnoho protein nutnych pro remodelaci je
prfechodné lokalizovano v PML-NBs pfed tim, nez se integruji do mist heterochromatinu na

cilovych genech buné&ného cyklu (Vernier a kol., 2011).

PML muze také navodit bunéCnou senescenci tim, ze potlacuje transkripci genu TBX2
v senescentnich bunkach. Naopak, pokud je TBX2 exprimovan ve vySsSi mife, tak je schopen
blokovat buné€nou senescenci indukovanou PML IV. Tato funkce PML je nezavisla na PML-
NBs (Martin a kol., 2012).

Schématické znazornéni toho, jak mize PML ovlivhovat senescenci je zobrazeno niZze na
Obrazku 13.
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Obrazek 13: Schéma mechanismu 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 pottranslaéni modifikace proteind, které kontroluji senescenci — p53 a
E2F. PML mze také fungovat nezavisle na strukture PML-NBs, napfiklad jako transkripéni modulator
cilovych gent (lvanschitz a kol., 2013).

Bylo pozorovano, ze PML mulze mit funkci pfi zprostfedkovani bunéfné senescence
indukované pusobenim vlivu urCitych latek, kterymi mohou byt onkogen Ras ¢&i interferony
(Ferbeyre a kol., 2000, de Stanchina a kol., 2004, Fu a kol., 2015).

Bylo totiz dokazano, ze exprese PML se zvySuje b&éhem bunécné senescence indukovanou
onkogenem Ras a béhem replikacni senescence (Ferbeyre a kol., 2000). Pfedevsim bylo ale
dokazano, ze PML deficientni MEFs vykazuji snizenou schopnost podstoupit buné¢nou

senescenci indukovanou onkogenem Ras (de Stanchina a kol., 2004).

Kromé Ras-indukované senescence, se PML mUlze také podilet na indukci bunécné
senescence v dlisledku pusobeni interferonu a (IFN-a), coz bylo demonstrovano ve studii od
Fu a kol., ve které byly pouzity lidské mesenchymalni stromalni buriky (human mesenchymal
stromal cells, hMSCs), ve kterych je PML stabilné exprimovan a je dulezity pro zachovani
normaini proliferacni funkce hMSCs (Sun a kol., 2013, Fu a kol., 2015). Autofi studie ukazali,

Ze indukce bunécné senescence pomoci IFN-a byla v hMSCs doprovazena zvySenou expresi
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PML. Naopak potlateni exprese PML vedlo Kk utlumeni IFN-a-indukované bunécné

senescence (Fu a kol., 2015).

Jelikoz existuji studie, které dokazuji, Ze se PML podili na indukci senescence a ma ulohu pfi
opravach DNA, se predpokladalo, ze PML muze mit roli i v senescenci indukovanou
poskozenim DNA (Vernier a kol., 2011, Dellaire a kol., 2006).

Ve studii od Miinch a kol. byl analyzovan vztah mezi poskozenim DNA vzniklém v disledku
ionizujiciho zafeni a buné€nou senescenci v pfitomnosti a absenci PML (Munch a kol., 2014).
V této praci byly lidské fibroblasty a MEFs vystaveny ionizujicimu zafeni a bylo prokazano, ze
PML-NBs asociuji s pfetrvavajicimi misty poSkozeni DNA v senescentnich bunkach. Navzdory
tomu, ze PML hraje roli pfi buné&né senescenci, tak autofi studie na lidskych fibroblastech a
MEFs ukazali, ze PML nemusi hrat vyznamnou roli pfi senescenci indukovanou poskozenim
DNA. Bylo totiz pomoci super-rezolu¢ni mikroskopie prokazano, ze faktory podilejici se na
odpovédi na poskozeni DNA — p53, p21, p16, fosfo-NBS1, MDCI1 a 53BPI se nenachazeli
v PML NBs béhem odpovédi na poskozeni DNA ani v senescentnich burikach (Minch a kol.,
2014). Navic bylo pomoci knock-outu PML v MEFs, které byly vystaveny ionizujicimu zareni
pozorovano, ze absence PML nenaruSuje odpovéd na poskozeni DNA a ani vyznamné
nenarusuje senescenci indukovanou poskozenim DNA. Autofi studie nicméné poukazuji na
moznost, Zze asociace PML s pretrvavajicimi poskozenimi DNA muze byt bunéénym signalem
pro indukci bunécéné senescence &i apoptézy a PML mulze byt jednim z mnoha faktorq, ktery

se na této signalizaci podili (Munch a kol., 2014).

4.2.2. Role PML a PML-NBs pri apoptoze

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

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

V dusledku bunééného stresu, jehoz pfi¢inou mize byt mimo jiné poskozeni DNA, jsou do
PML-NBs pfechodné lokalizovany regulatory apoptézy, kterymi mohou byt p53, HIPK2, CBP,
Mdm2 ¢i Daxx (Guo a kol., 2000, Sung a kol., 2011, Bernardi a kol., 2004, Li a kol., 2000).

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 deficientni buriky
maji pozménénou expresi cilovych gend p53 a hufe indukuji apoptézu po genotoxickém

stresu. Tyto vysledky potvrzuji roli PML pfi apoptdze indukované p53 (Guo a kol., 2000).
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Jak uz bylo poznamenano v predeslé kapitole, acetyltransferaza CBP se mimo indukce
predcasné bunécné senescence v dusledku plsobeni onkogenu Ras muze podilet také na
indukci apoptozy v odpovédi na poskozeni DNA, a to podobnym molekularnim mechanismem,
ktery byl popsan v pfedchozi kapitole (Guo a kol., 2000). Poté co je vSak p53 aktivovan pomoci
CBP, tak aktivuje transkripci genli podnécuijicich apoptézu (Guo a kol., 2000).

DalSim post-translaénim regulatorem p53, ktery se podili na indukci apoptézy, je kinaza
HIPK2. V PML-NBs dochazi pomoci HIPK2 k fosforylaci p53 na Ser46, coz vede k aktivaci
p53, ktery je nasledné de-lokalizovan z PML-NBs a aktivuje transkripci pro-apoptotickych genu
(Sung a kol., 2011). Ve studii od Sung a kol. bylo pozorovano, ze HIPK2 interaguje s PML | a
PML IV pomoci interakéniho motivu SIM, ktery se nachazi jak na PML, tak i na HIPK2. Autofi
studie toto pozorovani podpofili experimentem, pfi kterém bylo dokazano, ze wild-type HIPK2
se vazala silnéji na sumo-konjugovany PML IV nez s PML IV bez sumo modifikace, zatimco
HIPK2 s mutaci v SIM se nebyla schopna na sumo-modifikovany PML IV vazat (Sung a kol.,
2011). Navic bylo objeveno, ze u HIPK2 mutantni v SIM byla znemozZnéna fosforylace p53 na
Ser46. Tyto vysledky naznaduji, Ze sekvestrace HIPK2 pomoci motivu SIM do PML-NBs je
ddlezita pro aktivaci p53 a indukci apoptdézy (Sung a kol., 2011).

Vztah mezi PML, p53 a apoptézou byl popsan také ve studii od Louria Hayon a kol. (Louria-
Hayon a kol., 2003). Autofi ukazali, ze PML hraje kli¢ovou roli pro stabilizaci p53 v odpovédi
na poskozeni DNA. PML chrani p53 pfed ubiquitinaci zprostifedkovanou Mdmz2 a tim zamezuje
jeho degradaci, ktera by vedla k inhibici apoptézy. Autofi dale ukazuji, Ze PML zmirfiuje
destabilizaci p53 zplisobenou Mdm2 tim, Ze 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
interaguje s ubiquitin ligazou Mdm2 a sekvestruje tento protein do jadérka. Tim dochazi

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

PML mdze regulovat apoptdzu také nezavisle na p53, a to lokalizaci DAXX do PML-NBs,
modulaci signalizace rastového faktoru 8 & pomoci vapnikové signalizace (Li a kol., 2000, Lin
a kol., 2004, Giorgi a kol., 2010).

Kanonickou soucasti PML-NBs je transkripéni faktor DAXX, protein, jenz byl plavodné
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
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bézi. V pfipadé lokalizace DAXX do PML-NBs jsou antiapoptotické geny transkribované a
apoptéza nebézi (Li a kol.,, 2000). Model kooperace PML s DAXX je znazornén nize na
Obrazku 14.
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Obrazek 14: Schéma kooperace PML a DAXX pfi indukci apoptézy. 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 spoleéné s PML indukuje apoptézu. DAXX je transkripCni
represor a PML potladuje jeho funkci. PML potladuje represi transkripce anti-apoptotickych genu
zprostfedkovanou DAXX tim, ze sekvestruje DAXX do PML-NBs. (b) Vazba PML s DAXX muze vést
také k aktivaci apoptézy. Komplex PML/DAXX muze byt totiz transportovan ven z PML-NBs pomoci
PML desumoylazy SUPR-1(Bernardi a Pandolfi, 2003).

Apoptézu mize regulovat také cytoplazmaticka isoforma PML (cPML, PML VII) (Lin a kol.,
2004), ktera je kliCovym modulatorem signalizace rastového faktoru 3 (transforming growth
factor beta, TGFB). TGF je cytokin, ktery je schopen indukovat apoptdzu pfes signalni drahy
SMAD nebo DAXX (Lin a kol., 2004). Signalni transdukce TGFf je umoznéna pfesunutim
povrchového receptorového komplexu s navazanym TGFB do C€asného endosomu a
naslednym S$ifenim signalu do jadra pfes aktivaci transkripCnich faktori SMAD. cPML je
kliCovy k utvofeni receptorového komplexu a pfesunu komplexu do ¢asného endosomu (Lin a
kol., 2004). Bylo dokazano, ze PML deficientni primarni mysi buriky maji defektni TGFf
signalni drahu a tento defekt je pfekonan ektopickou expresi cPML (Lin a kol., 2004).

cPML ma také funkci pfi indukci apoptézy pomoci vapnikové signalizace (Giorgi a kol., 2010).
cPML je vduasledku stresu endoplazmatického retikula lokalizovan v membranach
asociovanych s mitochondriemi (mitochondria associated membranes, MAMs), které se
podileji na navozeni apoptézy pomoci regulace transportu vapenatych iontd. Pfitomnost cPML
v MAMs reguluje utvofeni komplexu, ktery usnadiiuje wvyliti vapenatych iontd

z endoplazmatického retikula do mitochondrii, a tim indukuje apoptézu (Giorgi a kol., 2010).
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4.2. Role PML a PML-NBs v opravé DNA

Od zacatku nového tisicileti az po sou€asnost byly provedeny studie, které naznacuji ulohu
PML pfi opravach DNA (Dellaire a kol., 2006, Boichuk a kol., 2011, Yeung a kol., 2012, Voisset
a kol., 2018, Vancurova et al., 2019, Attwood a kol., 2020).

V soucasné dobé je znamo, ze koncentrace PML-NBs se zvySuje v dusledku poskozeni DNA
(Dellaire a kol., 2006). Je také znamo, ze PML muze interagovat s mnoha opravnymi proteiny
a sekvestrovat je do PML-NBs (Dellaire a kol., 2006, Carbone a kol., 2002, Vaitiekunaite a
kol., 2007). Byly také provedeny studie, které dokazuji schopnost PML asociovat s tézce
opravitelnymi I[ézemi DNA a ulohu PML pfi homologni rekombinaci (Vancurova et al., 2019,
Boichuk a kol., 2011, Yeung a kol., 2012). Nedavné studie poukazuji na to, ze PML muze
ovliviiovat kvalitu oprav dvouvlaknovych zlomG DNA (Vancurova et al., 2019, Voisset a kol.,
2018, Attwood a kol., 2020). Nicménég, pfesna role PML pfi opravnych mechanismech DNA je

zatim pfedmétem dalSich studii (shrnuto v Chang a kol., 2018).

Ze by PML-NBs mohly hrat roli pfi opravach DNA se nejprve predpokladalo vzhledem k tomu,
e PML-NBs maji schopnost interagovat s chromatinem a jejich dynamika se v S fazi
buné&ného cyklu méni v zavislosti na topologickych zménach chromatinu v disledku replikace
DNA (Dellaire a kol., 2006).

Ve studii od Dellaire a kol. bylo dokazano, ze PML-NBs mohou fungovat jako senzory
poskozeni DNA (Dellaire a kol., 2006). V této studii byly buriky lidskych diploidnich fibroblastt
vystaveny ionizujicimu zafeni a bylo ukazano, Ze v odpovédi na poskozeni DNA se
koncentrace PML-NBs v jadfe zvySuje (Dellaire a kol., 2006). Bylo také dokazano, Zze narust
poctu PML-NBs muze byt zplUsoben S§tépenim PML-NBs na mikrotéliska v dusledku
vytahovani chromatinu ze vnitfni struktury PML-NBs v reakci chromatinu na poSkozeni DNA,

jak je ukazano nize na Obrazku 15 (Dellaire a kol., 2006).
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Obrazek 15: Znazornéni mechanismu rozpadu PML-NBs na mikrotéliska. B&éhem replikace DNA,
ke které dochazi v S fazi, se méni topologie chromatinu a chromatin od sebe odtrhne jednotlivé &asti
PML-NBs za vzniku vétSiho mnozstvi mikrotélisek. Poté se mikrotéliska mohou bud' znovu spojit nebo
od sebe zlistanou oddélena (Dellaire a kol., 2006)

V nasledujicich dvou kapitolach je popsana asociace PML s reparacnimi faktory, a pfedevsim

role PML pfi opravach dvouvlaknovych zloma.

4.2.1. Asociace PML s repara¢nimi faktory

Bylo dokazano, Zze PML-NBs se nachazi v mistech reparace DNA a v reakci na rizné typy
poskozeni DNA interaguje s mnoha opravnymi proteiny, které mohou byt pomoci interakce s
PML pfechodné lokalizovany do PML-NBs (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).
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4.2.2. Uloha PML a PML-NBs pfi opravach dvouvlaknovych zlom{

Jak uz bylo napsano v kapitole 3.1.1., dvouvlaknové zlomy jsou povazovany za hlavni pficinu
nestability genomu. Tudiz, PML se svou u¢asti na opravnych mechanismech dvouvlaknovych

zlomu podili na udrzovani genomové stability (shrnuto v Chang a kol., 2018).

V minulém desetileti byly provedeny studie, které prokazuji ulohu PML-NBs pfi homologni
rekombinaci (Boichuk a kol., 2011, Yeung a kol., 2012).

Ve studii od Boichuk a kol. byl na modelu simian viru 40 (SV40) demonstrovan funkéni vztah
mezi PML a opravnym proteinem Rad51 v ramci homologni rekombinace. Je znamo, ze SV40
iniciuje svou replikaci v blizkosti PML-NBs a také, ze SV40 velky antigen T (large T antigen,
LT) indukuje poSkozeni DNA v&etné dvouvlaknovych zloma, na jejichz reparaci se podili mimo
jiné protein Rad51, ktery mlze byt, ale také sekvestrovan do PML-NBs (Boichuk a kol., 2011).
Predpokladalo se tudiz, ze by LT mohl faktory potfebné pro replikaci a reparaci virového
genomu Cerpat z PML-NBs. Tento pfedpoklad podpofil experiment, ve kterém bylo na opicich
jaternich bufikach COS-1 a lidskych buikach U20S exprimujicich LT dokazano, Ze
knockdown v PML potladuje virovou replikaci (Boichuk a kol., 2011). V dal$im experimentu
bylo na bunkach lidskych fibroblastd exprimujicich LT pomoci imunofluorescence
analyzovano, zda je lokalizace ohniska proteinu Rad51 zavisla na PML. Vysledek experimentu
dokazuje, ze ohnisko Rad51 je lokalizovano v blizkosti PML a ze knockdown PML zpusobil
redukci hladiny Rad51 (Boichuk a kol., 2011). Dale byly lidskych fibroblastd buriky vystaveny
ionizujicimu zareni, které zpUsobuje dvouvlaknové zlomy stejné jako LT a bylo
demonstrovano, ze knockdown v PML zpUsobil snizeni mnozstvi Rad51 v misté poskozeni
DNA. Tyto vysledky dokazuji, Ze PML je nutny pro akumulaci Rad51 do mist dvouvlaknovych

zloma v dasledku exprese LT a pusobeni ionizujiciho zafeni (Boichuk a kol., 2011).

Studie od Yeung a kol. A Bischof a kol. se zabyvaly tim, jaky krok PML v ramci HRR reguluje
(Yeung a kol., 2012, Bischof a kol., 2001).

V této studii byl v burikach lidského fibrosarkomu proveden knockdown genu pro PML pomoci
RNA interference a tyto buriky byly nasledné vystaveny ionizujicimu zafeni (Yeung a kol.,
2012). Deficience PML zpUsobila potlaceni formace PML-NBs a redukci oprav pomoci
mechanismu HRR, nicméné buriky deficientni v PML vykazovaly normaini indukci fosforylace
histonu H2AX a lokalizaci Rad51 do mist poSkozeni. Tyto pozorovani naznacuji, ze se PML
nepodili na regulaci ¢asnych krokd HRR, nybrz muaze ovliviiovat pozdni kroky HRR (Yeung a
kol., 2012).

Mnoho vysledk(l naznacuje, Ze PML muze regulovat posledni krok HRR, tedy rozlozeni

struktury DNA heteroduplexu na vysledné produkty oprav. Tato regulace by se dala objasnit
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tim, ze helikazy BLM a WRN, majici roli pfi rozlozeni heteroduplexu DNA, jsou schopny
interagovat s PML a byt sekvestrovany do PML NBs (Bischof a kol., 2001). Studie od Zhong a
kol. ukazuje, ze v PML deficientnich MEFs, které byly vystaveny ionizujicimu zafeni, doslo ke
zvyseni frekvence vymeén sesterskych chromatid b&hem metafaze oproti kontrolnim MEFs,

coz muze naznacovat defekty v rozlozeni heteroduplexu DNA (Zhong a kol., 1999).

V nedavné dobé byly publikovany tfi studie, které dokazuiji, ze PML ovliviiuje uspéSnost oprav
DNA (Vancurova a kol., 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 zplsobuje rozpad PML-NBs (Voisset a kol., 2018).
Tento experimentalni pfistup ukazal, Ze pfesnost HRR a NHEJ byla vyrazné nizsi
v Pm|CeA2/C6%A MEFs v porovnani s PmIVT, coz dokazuje vliv PML (PML-NBs) na efektivitu
oprav DNA (Voisset a kol., 2018). V roce 2019 studie od Vancurové a kol. poukazala na roli
PML pfi opravé pretrvavajicich, tézce opravitelnych Iézi vzniklych plsobenim ionizujiciho
zareni (persisting IR-induced foci, pIRIF) (Vancurova a kol., 2019). V experimentu byly pouzity
lidské primarni PML-deficientni burfky, 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 deficience v PML 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), pfi¢emz DNA
byla poSkozena bud endonukleazou |-Scel nebo systémem CRISPR/Cas9. Autofi zjistili, ze
deficience v PML, ale i jeho nadprodukce zpusobuiji inhibici HRR. Dale ukazali, Zze prabéh HRR

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

Existuje hypotéza, Zze se PML podili na opravach nestabilnich repetic rDNA (Imrichova a kol.,
2019, Hornofova a kol., 2022).

Ve studii od Imrichové a kol. bylo pozorovano, ze PML v blizkosti jadérka tvofi takzvané PML
jadérkové asociace (PML nucleolar associations, PNAs). Pomoci vysoce rezolu¢ni
mikroskopie bylo na umrtvenych lidskych pigmentovych epitelialnich bunkach sitnice zjiSténo,
Zze PNAs jsou dynamickeé struktury jejichz dynamika je Uzce spjata s inaktivaci nebo reaktivaci
RNA polymerazy | (Imrichova a kol., 2019). Pozdni strukturni faze PNAs predstavuje
dlouhotrvajici PML multiproteinové jadérkové struktury PML-NDs (PML multiprotein nucleolar
structures, PML-NDs). Pomoci super-rezolu¢ni mikroskopie bylo zji§téno, Ze vSechny
strukturni faze PNAs vcetné PML-NDs mohou asociovat s markery poSkozeni DNA, coz

naznacuije roli téchto struktur v opravé rDNA (Imrichova a kol., 2019). Schopnost asociace
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PML-NDs s misty pretrvavajiciho poskozeni DNA rovnéz naznacCuje, Zze neopravena

poskozeni rDNA mohou pfispivat bunécné senescenci (Imrichova a kol., 2019).

4.3. Role PML a PML-NBs pfi alternativhim prodluzovanim telomer (ALT)

V dusledku mnohokrat opakované replikace DNA se eukaryotni buriky potykaji se
zkracovanim telomer. Pokazdé, kdyZz 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 po$kozeni, tak dochazi
k senescenci nebo apoptdze bunky. PfedevS§im u nadorovych bunék jsou pfitomny rizné
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 APBs (Vernier a kol., 2011). Tento mechanismus byl popsan u

nadorovych bunék a vyskytuje se u asi 15 % nadort (Henson a kol., 2010).

4.3.1. Formace ALT asociovanych PML utvara (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
(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).
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Obrazek 16: 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 zpé&tnovazebny 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, coz je znazornéno
fosforylovanym histonem H2A.X (Chung a kol., 2011).

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
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vyznamnou roli a jsou dulezité spiSe pro lokalizaci jinych protein 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 SUMO2/3 se nachazeji uvnitf
struktury PML-NBs (Chung a kol., 2011, Lang a kol., 2010). Kombinace interakci SUMO-SIM
a dodate€né sumoylace vytvari strukturu leSeni skladajici se z PML a SP100, na které se vazi
reparacni faktory DNA a rekombinaéni faktory (Chung a kol., 2011). Proces formace APBs je

znazornén vySe na Obrazku 16.

4.3.2. Mechanismus alternativniho prodluzovani telomer (ALT)

Mechanismus ALT je typ udrzovani délky telomer, ktery je vyuzivan u nadorovych bunék, které
neexprimuji telomerazu. Jedna se o mechanismus, ktery umozfnuje skoro neomezenou
proliferaci nadorovych bunék (shrnuto ve de Vitis a kol., 2018). Z toho dlivodu je mechanismus
ALT a jeho regulace predmétem zajmu mnoha vyzkumnych laboratofi. Jak uz bylo zminéno,
mechanismus ALT neni vyuzivan u mnoha typ nadort (Henson a kol., 2010). Udrzovani délky
telomer pomoci ALT je bézné pro nadory, kterymi mohou byt osteosarkom, liposarkom,

glioblastom nebo nador slinivky bfisni (shrnuto ve de Vitis a kol., 2018).
Detailni mechanismus ALT byl popsan teprve nedavno (Zhang a kol., 2019).

Bylo pozorovano, Ze telomery, jejichz délka je udrzovana pomoci mechanismu ALT, se
potykaji s neustalym replikaCnim stresem a vykazuji velké mnozZstvi spontannich poskozeni
telomerické DNA (Zhang a kol., 2019). Bylo zjisténo, ze zdrojem tohoto stresu muze byt
vytvofeni sekundarnich struktur zvanych G-kvadruplexd, systému Ctyf guaninovych bazi
propojenych mezi sebou vodikovymi mustky (Yang a kol., 2021). Bylo také objeveno, Ze na
indukci replikaéni stresu se mohou také podilet R-smyc¢ky, coZ jsou hybridni struktury DNA a
RNA vzniklé asociaci s dlouhou telomerickou nekédujici RNA TERRA (Yang a kol., 2021).
Dusledkem vzniku téchto struktur na telomerach je zastaveni replikacni vidlicky a nasledny
vznik dvouvlaknovych zlomd, které iniciuji replikaci indukovanou zlomy (break-induced
replication, BIR) (Zhang a kol., 2019).

Poskozeni DNA poté navozuje sumoylaci telomerickych proteind. Bylo pozorovano, Ze mnoho
sumoylovatelnych proteinu indukuje akumulaci PML, pokud se na telomerach nachazeji ve
zvy8ené koncentraci (Chung a kol., 2011). Jednim z téchto proteinl je rekombinacni 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). Sumoylace téchto proteini je
zprostfedkovana SUMO E3 ligazou MMS21 (Chung a kol., 2011). Je zndmo, Ze zakladnim
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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 modelud. To je
dikaz toho, Ze pokud se na telomerach nenachazi APBs, jejichz tvorba je zavisla na PML, tak
dochazi k erozi telomer a bunécné senescenci (Zhang a kol., 2021, Osterwald a kol., 2015).

Z toho vyplyva, ze zakladnim pfedpokladem pro ALT je tvorba APBs (Chung a kol., 2011).

Poté co se PML lokalizuje na telomery, tak dojde k indukci kompaktace telomerického
chromatinu a shlukovani telomerickych repetic (Osterwald a kol., 2015, Cho a kol., 2014,
Zhang a kol., 2021). Nasledné dochazi ke vzniku APBs, jejichz formace byla popsana
v predeslé kapitole. V dlsledku formace APBs, klesne hladina TRF2 na telomerach. Snizena
hustota TRF2 indukuje aktivaci kinazy ATM v APBs, ktera podnécuje opravu poskozeni DNA
(Osterwald a kol., 2015, Denchi a de Lange, 2007).

K opravam telomerické DNA dochazi pomoci BIR. Jedna se o mechanismus opravy pomoci
homologni rekombinace, ktery byl popsan v kapitole 2.1.1., pomoci kterého dochazi
k prodluzovani telomer (Zhang a kol., 2019). Pro syntézu telomerické DNA je stézejni protein
RAD52. BIR mlze byt RAD52-zavisla ¢i nezavisla (Zhang a kol., 2021). RAD52 ma schopnost
zajistovat invazi templatového viakna telomerické DNA previsem jednovlaknové telomerické
DNA za pritomnosti proteinu RPA (Zhang a kol., 2019). Bylo také ukazano, ze RAD52 muze
indukovat vznik D-smyc¢ky (Zhang a kol., 2019). Jak je aktivovana RAD52-nezavisla draha je
stale nejasné. Predpoklada se, Ze invazi templatového viakna telomerické DNA mize
zajistovat jiny protein nez RAD52 (Zhang a kol., 2019). Po iniciaci syntézy DNA, podjednotky
DNA polymerazy & POLD3 a POLD4 syntetizuji telomerickou DNA a podporuji elongaci
telomer. Nasledné dochazi ke rozlozZeni intermediati rekombinace na vysledné produkty
reparace pomoci helikazy BLM ¢&i enzymu SLX4 (Sobinoff a kol., 2017). Shrnuti mechanismu

ALT je schematicky znazornéno na Obrazku 17.
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Obrazek 17: Schématické shrnuti mechanismu ALT. ALT je aktivovano replikaénim stresem na
telomerach. Tento replikacni stres je zpusoben pfitomnosti struktur G-kvadruplexu ¢i R smy¢ky nebo
pritomnosti jednovlaknového zlomu DNA, coz muze vést ke kolapsu replikac¢ni vidlicky a naslednému
vzniku dvouvlaknovych zlomu. Poskozeni DNA nasledné indukuje sumoylaci telomerickych proteind,
které na telomery rekrutuji PML, ktery s telomerami tvofi APBs. Do APBs jsou poté lokalizovany
opravné, rekombinacni a replikacni proteiny. BIR je v APBs indukovana dvouvlaknovymi zlomy a muze
byt RAD52-zavisla nebo -nezavisla. Replikace telomerické DNA pomoci BIR vyzaduje podjednotky DNA
polymerazy & POLD3 a POLD4, helikdzu BLM ¢&i enzym SLX4. RAD52-nezavislou BIR mohou byt
generovany C-kruhy (Zhang a Zou, 2020).

Bylo zjisténo, Zze pomoci RAD52-nezavislé drahy mohou byt formovany struktury zvané C-
kruhy, nicméné, jak dochazi k jejich vzniku neni zatim jasné (Zhang a kol., 2019). Jedna se
kruhovou jednovlaknovou telomerickou DNA, jejichz tvorba je naruSovana proteiny RAD51 a
MRE11 (Zhang a kol., 2019).

44. Role PML pfri antivirové ochrané
Je znamo, Ze virové infekce mohou mit negativni vliv na stabilitu genomu. Bylo totiz
pozorovano, ze pfi nékterych virovych infekcich mize dochazet k integraci virového genomu
do genomu hostitele. Tato integrace mize mit za nasledek expresi onkogennich proteinu, coz

muze vést k rozvoji rakoviny. Pro uspésnou infekci, potfebuiji viry pfekonat bariéry obranného
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systému hostitelské buriky v€etné vnitfni obrany a vrozené a ziskané imunity (shrnuto v
Scherer a Stamminger, 2016). Bylo dokazano, ze PML hraje dulezitou roli ve vnitfni obrané
bunky tim, Zze se chova jako jaderny restrikéni faktor potlacujici viry, které se dostavaji do
bunky (Kim a Ahn, 2015).

PML se mlize v dasledku vniknuti viru do buriky podilet na signalizaci vrozené imunity hostitele
a muze aktivovat geny pro cytokiny (Lin a kol., 2004) zahrnuijici 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 18.
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Obrazek 18: 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 umi€eni virového genomu nebo mohou virovy genom pohltit. PML-NBs také
funguji zaroven jako koaktivatory bunéénych gend, které maji antivirovou aktivitu, jimiz jsou geny
kédujici cytokiny nebo ISGs. PML-NBs jsou v pozitivni zpétné vazbé regulovany plisobenim interferon(.
Mnoho vird disponuje proteiny, které negativné plsobi 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 bunécéné
rezistence (McNally a kol., 2008). Jaderny PML se muze 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 IE1 (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 ORF75¢c (Sewatanon a Ling, 2014) a protein herpesviru
saimiri ORF3 (Leppard a kol., 2009).

Jak bylo zminéno vysSe, PML-NBs maiji schopnost pohlcovat virovy genom (Reichelt a kol.,
2011). Nejnovéjsi studie ukazuji, ze na zakladé interferonové signalizace a signalizace
poskozenim DNA se béhem virové infekce PML-NBs strukturné méni ve velké PML klece, ve
kterych je virovy genom uvéznén a transkripéné umicen (Scherer a kol., 2022). Pro tento
experiment byla pouzita metoda vizualizace virové DNA pomoci fluorescentnich azidu, ktera
umoznila detekovat genom lidského cytomegaloviru v PML klecich za nepfitomnosti virového
regulacniho proteinu IE1, ktery naruSuje mechanismy, kterymi se PML/PML-NBs podileji na
antivirové ochrané (Scherer a kol., 2022). Autofi studie navic pomoci transmisni elektronové
mikroskopie pozorovali, ze PML klece mohou také uchovavat nové vytvofené virové kapsidy,

coz mUze naznacovat, Zze dochazi ke dvéma vinam antivirové obrany (Scherer a kol., 2022).
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Jesté, nez prejdu k zavéru prace, bych si dovolila schematicky shrnout mechanismy, kterymi
cPML, PML a PML-NBs mohou ovlivhovat stabilitu genomu, o &¢emz je pojednavano v této

praci.
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Obrazek 19: Schématické znazornéni vlivu cPML/PML/PML-NBs na udrzovani genomové
stability. cPML hraje roli pfi vapnikové signalizaci a modulaci signalizace rastového faktoru, coz vede
k apoptdze posSkozenych bunék. PML tvofi s transkripénim faktorem DAXX komplex, ktery se nasledné
delokalizuje z PML-NBs a potlacuje transkripci anti-apoptotickych gen(, coz ma za nasledek spusténi
apoptézy. Do PML-NBs muze byt sekvestrovan enzym ubiquitin ligaza Mdm2, ktery zprostfedkovava
degradaci transkripéniho faktoru p53 v proteasomu. To vede k zamezeni degradace p53, ktery pak
muze spustit transkripci apoptotickych genti. Do PML-NBs muze byt sekvestrovan i p53, ktery je v PML-
NBs post-translacné modifikovan a aktivovan a nasledné de-lokalizovan z PML-NBs. Poté p53 aktivuje
transkripci bud’ apoptotickych nebo senescentnich gend. DalSim faktorem, ktery je sekvestrovan do
PML-NBs je E2F, ktery aktivuje geny podporujici proliferaci. Tato sekvestrace vede k potladeni
transkripce téchto gend, coz vede k bunécné senescenci. PML se podili na opravach DNA tim, Ze
interaguje s opravnymi faktory a vnasi je do PML-NBs, které jsou schopny asociovat s dvouvlaknovymi
zlomy. PML-NBs tvofi s telomerickou DNA komplexy zvané APBs, ve kterych se odehrava alternativni
prodluzovani telomer, které vede k udrzovani délky telomer. Béhem ochrany proti virovym infekcim
muaze PML aktivovat geny pro cytokiny a interferony, coz aktivuje vnitfni imunitni signalizaci. PML-NBs
se UcCastni boje proti virove infekci pohlcenim virového genomu a jeho epigenetickym umicenim.
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5. Zaver

Cilem prace bylo objasnit roli promyelocytarniho proteinu (PML) v udrZzovani stability genomu.
Jedna se o protein dominantné exprimovan pfi stresové odpovédi, ktery je schopen pres
SUMO-SIM interakce koncentrovat velké mnozstvi proteind do urcité oblasti jadra, a tim
vytvofit nemembranové utvary, PML-NBs. PML je nezbytny stavebni komponent PML-NBs,
nebot bylo demonstrovano, Ze mutanty v PML nejsou schopny utvofit PML-NBs. Slozeni PML-
NBs je variabilni a pravdépodobné se liSi nejenom mezi experimentalnimi podminkami a
buné&cnymi modely, ale i v jednotlivych jadrech. A pravé tato kompozitni variabilita naznacuje
moznou funkéni odliSnost. Bylo zjisténo, Ze PML-NBs jsou vysoce dynamické utvary, které se
strukturné a biochemicky méni v zavislosti na jednotlivych fazich buné¢ného cyklu, kdyz bylo
pozorovano, ze béhem mitézy mohou byt PML-NBs de-lokalizovany z jadra do cytoplazmy.
Bylo také ukazano, ze PML muze interagovat s chromatinem. PML-NBs mohou mit také afinitu

k nékterym repetitivnim oblastem genomu, které mohou byt zdrojem genomové nestability.

VSeobecny zajem o PML-NBs zapoc&al diky tésné vazbé integrity PML-NBs a mnoha
patologickych stavu, kterymi mohou byt akutni promyeloticka leukemie, neurodegenerativni
onemocnéni Ci virové infekce, které naruSuji genomovou stabilitu. Diky této souvislosti se
zacali zkoumat mechanismy, kterymi by mohli PML ¢&i PML-NBs ovliviiovat stabilitu genomu.
Tato prace shrnuje, Zze PML a PML-NBs maji kapacitu ovliviovat stabilitu genomu zapojenim
do raznych bunécénych procest véetné regulace bunééného cyklu, opravy DNA, alternativniho

prodluzovani telomer ¢&i antivirové ochrany.

PML je znam pro svij proti-nadorovy charakter. Nicméné, PML muze v zavislosti na
okolnostech mit i onkogenni ucinek. Bylo objeveno, ze PML muzZe mit onkogenni charakter
v burikach rakoviny prsu &i rakoviny vaje€niku. Mezi dalSi onkogenni funkce PML se fadi také
udrzovani rakovinnych kmenovych bunék ¢i podnécovani metastaze u chronické myeloidni
leukemie €i rakoviny prsu. Z toho diivodu PML pfedstavuje pfedmét zajmu mnoha vyzkumnych
zarizeni. Da se predpokladat, Ze se v pristich letech budou vice rozvijet metody zamérené na
praktické vyuziti PML pfi 1éCbé rakovin. Je v8ak nutné poznamenat, Zze se PML zda byt u

vétSiny typu nadoru deficientni a vyskytuje se pouze u mensiho mnozstvi nadora.

Jak bylo napséano vySe, PML hraje dllezitou 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 muze 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.
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V reakci na poskozeni DNA ma PML schopnost asociovat s misty zliomt DNA. Posledni dobou
pfibyva dukazu, ze se PML-NBs pfimo podili na opravach komplikovanych Iézi mechanismem
HRR. Tyto vysledky naznacuji, Zze aberantni lokalizace ¢i hladina PML mlze vést
k pfetrvavajicimu posSkozeni DNA, a tim i zvySené genomové nestabilité, coz mlze zpusobit
rizné patologické jevy. Bylo rovnéz prokazano, ze PML muze mit roli senzoru poSkozeni DNA
a mlze také ovlivnit kvalitu oprav DNA. Tyto funkce prokazuji na to, Zze PML muize mit pfi
opravach DNA dulezitou roli a vyplati se v tomto sméru do budoucna délat dalSi studie, jelikoz
detailni mechanismus, jakym PML ovliviiuje opravy DNA stale neni znam. Dosud malo

prozkoumanou roli PML je obzvlast jeho funkce pfi opravach rDNA.

PML ma klicovou roli pfi alternativnim udrzovani telomer (ALT), ke kterému dochazi u
nadorovych bunék, které neexprimuji telomerazu. PML-NBs tvofi s telomerickou DNA
specialni struktury zvané ALT asociované PML utvary (APBs). Akumulace PML na telomerach
je zakladnim pfedpokladem pro ALT, nebot PML indukuje v ranych fazich ALT shlukovani
telomer. Tato schopnost ukazuje na onkogenni potencial PML, nebot jeho exprese umozriuje
skoro neomezenou proliferaci nékterych nadord. Vzhledem k tomu, ze je PML hlavnim
pfedpokladem pro ALT, je mozné knockout PML vyuzit pfi |éCbé& ALT-pozitivnich rakovin.
Nicméné, v souCasnosti je vyzkum lécby ALT-pozitivnich rakovin zacilen na mechanismy

regulace ALT.

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
potlaCeni virového genomu nebo pohliceni a uchovani virového genomu v PML-NBs. Nové
studie prokazuji ze pro pohiceni virového genomu se PML-NBs strukturné méni na PML klece,
které kromé virového genomu pohlcuji také nové vytvorené virové kapsidy, coz znaci, ze mlize

dochazet ke dvéma vinam antivirové obrany.

Mozny smér, kterym by se vyzkum PML dale mohl ubirat, naznacuji recentni studie, které se
zabyvaji vlivem typu isoforem PML na jejich funkce. Nejnoveé;si literatura ukazuje, Ze rizné
isoformy PML mohou tvofit specializované PML-NBs, které se od sebe lisi svou funkci. Nové
studie také naznacuji, ze protichidné funkce PML u rakovin mohou byt ovlivnény pravé typem
exprimované isoformy, kdyz bylo pozorovano, ze PML IV pfevazné potlacuje nadory, zatimco
PML | vykazuje pro-onkogenni potencial. Ztoho duvodu se vyplati funkéni riznorodost

isoforem PML dale studovat.

Prestoze zustava stale mnoho otazek ohledné funkce PML nezodpovézeno, PML ma

vzhledem k prokazanym informacim dulezitou ulohu pfi udrzovani stability genomu.
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