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Abstrakt 

Promyelocytární leukemický protein (PML) představuje klíčový komponent pro formaci 

jaderných tělísek PML (PML nuclear bodies, PML-NBs), nemembránových organel, ve kterých 

PML vytváří ohraničení obklopující vnitřní jádro těchto dynamických multiproteinových 

komplexů. PML je multifunkční protein, který je schopen interagovat se sumoylovatelnými 

proteiny a vnášet je do PML-NBs, které mohou fungovat jako prostor pro přechodné či trvalé 

uchování těchto proteinů či platforma pro biochemické reakce. PML je znám pro svůj tumor-

supresorový potenciál, avšak za určitých okolností může mít onkogenní charakter, což značí 

jeho protichůdnou funkci u rakovin. PML NBs jsou vysoce dynamické útvary, které prochází 

strukturními změnami v závislosti na fázi buněčného cyklu, mající schopnost fyzicky 

interagovat s chromatinem. PML-NBs se podílejí na udržování stability genomu tím, že hrají 

roli během důležitých buněčných procesů, kterými jsou regulace buněčného cyklu, opravné 

mechanismy DNA, alternativní prodlužování telomer u nádorových buněk či ochrana genomu 

před virovou DNA. Samotný PML se může také podílet na udržování stability genomu, a to 

konkrétně jeho cytosolická isoforma, která má funkci při navození apoptózy. Cílem této rešerše 

je podat informace o tom, jak se promyelocytární leukemický protein podílí na mechanismech 

udržování stability genomu a o možných důsledcích selhání těchto mechanismů. 

Klíčová slova: promyelocytární leukemický protein, opravné mechanismy DNA, komplexní 

poškození DNA, repetitivní sekvence, fragilní místa, nemoci stáří. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



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. Úvod 

Udržování genomové stability je vlastnost živých organismů umožňující chránit integritu 

genetické informace a přenášet ji nezměněnou na další generaci. Její důležitost podtrhuje 

skutečnost, že kdyby organismy neměly mechanismy určené k udržování stability genomu, tak 

by se velmi rychle zásadně narušily fyziologické děje odehrávající se v buňkách. Tyto 

mechanismy nejsou stoprocentně efektivní, což vede k mnoha patologickým stavům, 

především k nemocem spojeným se stárnutí. Za nejdůležitější příčiny genomové nestability 

jsou považovány poruchy při reparaci DNA a chyby při replikaci DNA a určitou měrou mohou 

k nestabilitě genomu přispívat také jeho nestabilní oblasti. 

Promyelocytární leukemický protein (PML) je protein, který se podílí na utváření jaderných 

tělísek PML (PML nuclear bodies, PML−NBs), nemembránových organel, které mají 

schopnost koncentrovat určité proteiny ve vnitřním prostoru své struktury. PML-NBs se 

nacházejí v buněčných jádrech, kde jsou obklopeny chromatinem, se kterým jsou schopné 

interagovat. Bylo nalezeno více než 170 proteinů, které mohou být ve struktuře PML-NBs 

trvale či přechodně uchovávány. PML je multivalenční protein, o kterém se v rámci formování 

PML-NBs hovoří jako o scaffold proteinu, tedy proteinu, který slouží jako lešení pro klientské 

proteiny, které se váží na PML. Vazba mezi PML a klientskými proteiny je zajištěna pomocí 

interakce mezi SUMO-interagujícími motivy (SIM) skládajících se z krátké sekvence 

aminokyselin, a řetězci SUMO vzniklých sumoylací v rámci postranslačních modifikací 

proteinů. Přestože SUMO-SIM interakce převládá, byly popsány i další motivy PML, které 

mohou zprostředkovat interakci klienty a navádět je do PML-NBs. Předpokládá se, že se PML-

NBs formují v procesu fázové separace, během které vznikají jaderné útvary s rozdílným 

vnitřním složením, než je složení okolního prostředí.  

PML hraje důležitou roli v udržování stability genomu a mezi hlavní procesy, pro které je 

nezbytný, patří oprava DNA včetně udržování stability telomer, regulace buněčného cyklu a 

antivirová ochrana.  

Cílem této rešerše je objasnit jakými mechanismy se podílí PML na udržování genomové 

stability. 
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2. Stabilita genomu 

Všechny žijící organismy mají schopnost chránit a přenášet svou genetickou informaci 

z generace na generaci (shrnuto v Pelczar a kol., 2003). Schopnost udržovat stabilitu genomu 

je stěžejní pro zachování buněčných funkcí a snižuje riziko vzniku různých onemocnění 

spojených se stářím a jinými patologiemi (Ouyang a kol., 2008). Kvůli neustálému poškozování 

DNA vnitřními i vnějšími vlivy se vyvinuly systémy opravných mechanismů, které DNA neustále 

kontrolují a opravují. Tyto systémy jsou často evolučně konzervovány (shrnuto v Pelczar a kol., 

2003).  

Existuje mnoho typů poškození DNA včetně genových lézí (Natarajan a kol., 1993), chyb 

v důsledku špatného zařazení bází (Weinblum a kol., 1974), vnitrořetězcových a 

meziřetězcových křížových vazeb (crosslink) (Gantt a kol., 1979), nebo jednovláknových 

(Fornace a kol., 1976) a dvouvláknových zlomů (Bonura a kol., 1975). Právě dvouvláknové 

zlomy jsou pro buňku nejrizikovější a jsou považovány za hlavní zdroj nestability genomu 

(Morgan a kol., 1998). Aby buňky udržely genom stabilní, využívají také kontrolní body 

(checkpoints) v rámci buněčného cyklu (Gartner a kol., 2000). Tyto kontrolní body vyskytující 

se v různých fázích buněčného cyklu mino jiné reagují na replikační stres, zastavení replikační 

vidlice nebo léze v DNA (Jimenez a kol., 1992). Poruchy v udržování genomové stability 

mohou vést ke vzniku zhoubných onemocnění a jsou důležitým faktorem přispívajícím 

k neurodegenerativním onemocněním (Ruzo a kol., 2018), stárnutí (Ouyang a kol., 2008) nebo 

imunodeficienci (von Bernuth a kol, 2014). 

 

2.1. Příčiny nestability genomu 

DNA je poškozována exogenními a endogenními zdroji (shrnuto v Morley & Turner, 1999). Mezi 

exogenní zdroje patří ultrafialové (UV) záření (Seker a kol., 2003), ionizující záření (Vens a 

kol., 2007)nebo genotoxické chemické látky (Nefkens a kol., 2003). Hlavními zdroji 

endogenního poškození jsou mutace v důsledku metabolických procesů (Lindahl, 1993), 

chybné replikace a replikačního stresu (Maya-Mendoza a kol., 2018), kolize mezi replikací a 

transkripcí (Olavarrieta a kol., 2002) a inhibice topoizomeráz (Markovits a kol., 1994). 

Především jsou to ale defekty v opravných mechanismech, které vedou k akumulaci mutací a 

genomové nestabilitě (Mohindra a kol., 2002). K nestabilitě genomu přispívá i přítomnost 

takzvaných fragilních míst (Hecht a kol., 1984). Stabilitu genomu mohou narušovat také virové 

infekce (Darbinyan a kol., 2007). 
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2.1.1. Opravné mechanismy DNA  

Správné fungování reparačních mechanismů DNA je stěžejní pro udržování buněčné 

fyziologie. Chyby při opravě DNA představují hlavní příčinu genomové nestability a vedou 

k mnoha patologiím (shrnuto v Carolina a kol., 2012). Všechny eukaryotní buňky mají vysoce 

konzervované signální dráhy pro rozpoznání poškozené DNA a její opravu (shrnuto v O’Neil 

& Rose, 2006). 

Poškozená DNA je v buňce rozpoznávána senzorovými proteiny, které se v případě detekce 

zlomů DNA nebo modifikací bází vážou na místa poškození a mobilizují další molekuly, které 

mají specifické úlohy v regulaci buněčného cyklu a opravách DNA (shrnuto Jackson a Bartek, 

2009 a Blackford a Jackson, 2017). Centrálními regulátory odpovědi na poškození DNA (DNA-

damage response, DDR) jsou kinázy ATM (ataxia-telangiectasia mutated, ATM), ATR (ataxia-

telangiectasia related, ATR) a DNA PK (DNA-dependent protein kinase, DNA PK), jejichž 

model aktivace a působení je znázorněn na Obrázku 1. Tyto kinázy fosforylují překrývající se 

spektrum substrátů, které regulují buněčný cyklus či se účastní oprav DNA. Nedojde-li 

k opravě, přetrvávající poškození indukuje apoptózu či buněčnou senescenci. DNA PK je 

aktivována dvouvláknovým zlomem, který je rozeznán komplexem Ku70/Ku80 (Gottlieb a ko., 

1993). ATM je plně aktivována dvouvláknovým zlomem, na který je navázán komplex tří 

proteinů, Mre11, Rad50 a Nsb1 (MRN) (Falck a kol., 2005). ATR je aktivována jednovláknovou 

DNA (single strand DNA, ssDNA), na kterou je vázán protein RPA (Zou a kol., 2003). 

 

Obrázek 1: Model aktivace a působení kináz ATM, ATR a DNA-PKs v důsledku poškození DNA. 
DNA-PKs je aktivována a dopravena na dvouvláknové zlomy navázáním Ku na místo dvouvláknového 
zlomu. ATM je aktivována a lokalizována na dvouvláknové zlomy pomocí komplexu MRN. ATR je 
lokalizována na jednovláknovou DNA, na které je vázán RPA, pomocí svého vazebného partnera ATRIP 
(Blackford a Jackson, 2017). 
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K opravě chyb v DNA má buňka účinné mechanismy oprav (Sharova, 2005). Dvouvláknové 

zlomy jsou opravovány homologní rekombinací (homologous recombination repair, HRR) 

(Trenz a kol., 2006, Hanada a kol., 2007) a nehomologním spojováním konců (non-

homologous end joining, NHEJ) (Nussenzweig a kol., 2007). Další významné dráhy zapojené 

do oprav jsou nukleotidové excizní opravy (nucleotide excision repair, NER) (Courcelle a kol., 

2005), opravy neshod bází (mismatch repair, MMR) (Glazer a kol., 1987) a excizní opravy bází 

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

Jelikož jsou dvouvláknové zlomy považovány za hlavní příčinu nestability genomu, budou 

v této kapitole rozebrány mechanismy oprav NHEJ a HRR (Trenz a kol., 2006, Nussenzweig 

a kol., 2007). 

Převládajícím typem oprav dvouvláknových zlomů je mechanismus NHEJ. Jedná se o 

mechanismus, kterým jsou opravovány nekomplikované zlomy DNA během všech fází 

buněčného cyklu. Jelikož tento typ oprav nevyužívá homologii vláken, je náchylný k chybám 

(shrnuto v Chang a kol., 2018). Počátečním krokem NHEJ je nasednutí proteinového 

komplexu Ku70/80 na konce zlomů DNA z důvodu jejich ochrany. Tento komplex poté 

zprostředkuje vazbu dalších proteinů, kterými jsou katalytická podjednotka DNA PK a Artemis, 

které překlenují mezeru mezi volnými konci DNA (Yano a Chen, 2008, Douglas a kol., 2005). 

Následně jsou zlomené konce DNA pomocí těchto proteinů spojeny k sobě, přičemž během 

spojování konců může dojít k odstranění nebo přidání párů bází. Nakonec jsou konce 

kovalentně spojeny pomocí ligázy IV (Wilson a kol., 1997). 

Dalším typem oprav je HRR, který na rozdíl od NHEJ, využívá homologii vláken. Pomocí 

mechanismu HRR jsou opravovány i komplikovanější zlomy a tento typ oprav je striktně 

vymezen na S nebo G2 fázi buněčného cyklu (shrnuto v Scully a kol., 2019). Opravný 

mechanismus pomocí HRR se skládá z několika kroků, které jsou znázorněny na Obrázku 2. 

Místo zlomy je rozeznáno proteiny komplexu MRN, následně se naváže exonukleasa CtIP, 

která je zapojena do vytváření převislých konců (Porter-Goff a kol., 2008, Yuan a kol., 2009). 

Na tvorbě převislých konců se také podílejí exonukleázy Exo1 a DNA2 a ATP-dependentní 

DNA helikáza BLM, která usnadňuje aktivitu těchto exonukleáz (Kikuchi a kol., 2009, Chen a 

kol., 2017). Vzniklé 3´ přesahující konce jsou pokryty proteinem RPA a následně proteinem 

Rad51, který je důležitý pro hledání homologní DNA (Vispé a kol., 1998). Poté dojde k invazi 

sesterské chromatidy za vzniku D smyčky (Pomerantz a kol., 2013). Pak dochází 

k prodlužování 3´ vlákna pomocí syntézy DNA za vzniku Hollidayovy křížové struktury (Haber 

a kol., 2004). Posledním krokem HRR je rozložení struktury heteroduplexu DNA, na kterém se 

podílejí helikázy BLM a WRN, vedoucí ke vzniku kompletních produktů opravy (Matos a kol., 

2011). 
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Obrázek 2: Schématické znázornění mechanismu HRR. Protein CtIP a proteinový komplex MRN, 
který se skládá z proteinů Mre11, Rad50 a Nbs1 vytvoří 3´ přesahující konce, na které nasedne protein 
Rad51. Následně dojde k invazi sesterské chromatidy za vzniku D smyčky. Pak dochází k prodlužování 
3´ vlákna pomocí syntézy DNA za vzniku Hollidayovy křížové struktury. Posledním krokem HRR je 
rozložení struktury heteroduplexu DNA vedoucí ke vzniku kompletních produktů opravy (Thadathil a 
kol., 2019). 

 

2.1.2. Nestabilní místa genomu 

Fragilní oblasti genomu – fragilní místa (fragile sites, FS) − jsou nestabilní oblasti DNA, které 

vykazují zvýšenou frekvenci zlomů. FS obsahují repetitivní sekvence, mají zpožděnou replikaci 

a často podléhají replikačnímu stresu (Glover a kol., 1988). Mezi tyto oblasti se řadí běžná a 

vzácná fragilní místa, telomery, centromery a rDNA (Zlotorynski a kol., 2003, Shay a Wright, 

2002, Singer, 1982, Stultsa kol., 2009). 

Chromosomální fragilní místa (chromosomal fragile sites, CFSs) jsou oblasti chromozomu, 

kde se zvýšenou frekvencí dochází ke vzniku zlomů a lézí v důsledku replikačního stresu, který 

může být způsoben například expozicí buněk inhibitorům syntézy DNA. CFSs se dělí na běžná 

a vzácná podle frekvence výskytu v lidské populaci (Zlotorynski a kol., 2003). Běžná fragilní 

místa aktivuje nejčastěji afidikolin (Rassool a kol., 1991), zatímco vznik vzácných fragilních 



 

6 
 

míst indukuje výhradně bromodeoxyuridin či distamycin A (Hewett a kol., 1998). Běžná fragilní 

místa jsou tvořena repeticemi bohatými na AT páry bází (Shiraishi a kol., 2001) a jsou 

považována za jednu z příčin vzniku rakoviny (Hecht a kol., 1984). Na rozdíl od běžných 

fragilních míst nejsou vzácná fragilní místa spojována s rakovinou, jsou tvořena repetitivními 

motivy, jako jsou CGG, a jsou děděna v rámci Mendelovské dědičnosti (Jones a kol., 1995).   

Mezi nestabilní oblastí genomu patří koncové úseky chromozomů, telomery. Tyto úseky jsou 

náchylné ke zkracování v důsledku nechopnosti replikačního komplexu syntetizovat jejich 

konce (Watson, 1972, Shay a kol., 2002). Telomery se skládají z repetic TTAGGG (Moyzis a 

kol., 1988). Na tyto repetice se váží proteiny tvořící komplex nazývající se shelterin, který 

přispívá k ochraně telomer (Bandaria a kol., 2016). Komplexnější struktura telomer, je 

znázorněna na Obrázku 3. Existují dva způsoby, kterými buňky zabraňují zkracování telomer. 

Prvním z nich je udržování délky telomer pomocí telomerázy. Mechanismus udržování telomer 

pomocí telomerázy spočívá v přidávání telomerických opakování na 3´ konec s využitím RNA 

templátu (Greider a kol., 1985). Druhým mechanismem popsaným v některých nádorových 

buňkách je alternativní prodlužování telomer (alternative lengthening of telomere, ALT), který 

je založen na výměně nebo syntéze telomerické DNA závislých na homologní rekombinaci 

(Bryan a kol., 1997). 

 

Obrázek 3: Struktura lidských telomer. Lidské telomery se skládají z repetice TTAGGG. Hlavní 
vlákno bohaté na G báze se prodlužuje ve směru k 3´ konci a vytváří G-ocásek. Na telomerách se 
nachází komplex shelterin, který se skládá z faktorů vážících se na telomerickou DNA nebo na ostatní 
faktory. Komponentami shelterinu jsou TRF1, TFR2, RAP1, TIN2, TPP1 a ochranný faktor POT1. 
Telomerické faktory pomáhají vytvářet strukturu chránící telomerické konce zvanou telomerická smyčka 
neboli T-smyčka (O’Sullivan a Karlseder, 2010). 

 

Dalším nestabilním místem genomu jsou centromery, jež jsou nezbytné pro rovnoměrné 

rozdělení genetického materiálu při každém buněčném dělení (shrnuto v Kalitsis a kol., 2012). 
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Centromery představují chromosomální lokusy tvořené dlouhými tandemovými řadami 

repetitivních AT úseků bohatých alfa-satelitních DNA (Singer, 1982, Ting a kol., 2011). 

Lokusy rDNA jsou další nestabilní oblastí genomu skládající se z tandemových repetic, jak je 

ukázáno na Obrázku 4. Nachází se mezi centromerami a telomerami a jedná se o nejvíce 

přepisované lokusy v genomu, což má spolu s repetitivním charakterem jejich sekvencí za 

následek vysokou náchylnost rDNA k rekombinaci (Stultsa kol., 2009, Ide a kol., 2010). V 

důsledku toho je rDNA považována za jednu z nejvíce nestabilních a hypervariabilních 

genomových oblastí (Stults a kol., 2009).  

 

Obrázek 4: Struktura lidského lokusu rDNA. Lokus se nachází mezi centromerou a telomerou a 
skláda z 1−140 opakujících se jednotek uspořádaných do tandemu na krátkých ramenech 
akrocentrických chromozomů. Přilehlé geny 47S rDNA jsou od sebe odděleny mezigenovými mezerníky 
(Salim & Gerton, 2019). 

 

 

3. Promyelocytární leukemický protein (PML) 

3.1. Struktura PML a jeho isoformy 

PML je členem proteinové rodiny TRIM vyznačující se přítomností konzervovaného motivu 

RBCC (Jensen a kol., 2001). Může tvořit sedm isoforem: PML I – PML VII (Hands a kol., 2014). 

Všechny isoformy PML mají na svém N-konci již zmiňovaný RBCC motiv, který je tvořen 

doménou RING finger, dvěma B-boxy bohatými na cystein a histidin (Huang a kol., 2014) a 

alfa-helikální coil-coiled doménou, jak je znázorněno na Obrázku 5 (Kastner a kol., 1992).  
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Obrázek 5: Znázornění organizace domén PML. Součástí PML je RBCC motiv, NLS, NES, SIM motiv, 
sekvence obsahující CK2 fosforylační místa a sumoylační místa označena písmenem K (Nisole a kol., 
2013). 

 

Jednotlivé isoformy se od sebe odlišují složením C-koncové části, což je schematicky 

znázorněno na Obrázku 6. Tato odlišnost je dána alternativním sestřihem a určuje vazebnou 

specifitu isoforem PML (Jensen a kol., 2001, Condemine a kol., 2007). Všechny isoformy, 

kromě v cytosolu se nacházející PML VII, mají jaderný lokalizační signál (NLS). Isoforma PML 

I má kromě NLS ještě jaderný exportní signál (NES), což jí umožňuje přemisťování mezi 

jádrem a cytoplazmou (Beech a kol., 2005). PML je posttranslačně modifikován a mezi hlavní 

modifikace patří sumoylace. PML je nezbytný pro tvorbu PML-NBs – jaderných útvarů majících 

průměr 0,1 – 1,0 µm (Ishov a kol., 1999, Hayakawa a kol., 2004). 

Obrázek 6: Schématické znázornění isoforem PML I – PML VII (Nisole a kol., 2013). 
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3.2. Regulace transkripce PML 

PML je exprimován v celé řadě tkání. Nicméně, transkripce genu pro PML se u jednotlivých 

typů tkání a buněk liší v závislosti na stavu tkáně. Zatím nejvíce prozkumané mechanismy 

regulace transkripce PML jsou regulace pomocí p53 (de Stanchina a kol., 2004) a signálních 

přenašečů a aktivátorů transkripce (signal transducers and activators of transcription, STAT) 

(Stadler a kol., 1995).  

Bylo dokázáno, že interferony α, β a γ pozitivně regulují transkripci PML. Je známo, že 

interferony aktivují proteiny z rodiny STAT, které se váží na promotor genu PML a umožní tak 

aktivaci transkripce tohoto genu (Stadler a kol., 1995). Transkripce PML může být pozitivně 

regulovaná proteinem p53, který se přímo váže na promotor genu PML. Acetylace p53, která 

je nutná k jeho aktivaci, navíc probíhá uvnitř PML-NBs, tudíž je mezi PML a p53 pozitivní 

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

 

3.3. Struktura a formace PML jaderných tělísek (PML-NBs) 

PML-NBs jsou dynamické útvary, které ve své struktuře uchovávají celou řadu proteinů 

v závislosti na podmínkách v buňce (Scherer a kol., 2016). Kromě přechodně asociovaných 

proteinů jsou v PML-NBs permanentně uchovány další proteiny, např.– Sp100 (SP100 nuclear 

antigen) a DAXX (death domain asociated protein). Skoro všechny proteiny sídlící ve 

struktuře PML-NBs jsou modifikovány malými modifikátory podobným ubiquitinu (small 

ubuquitin-like modifier, SUMO) nebo obsahují SUMO interakční motiv (SUMO interacting 

motif, SIM) či mají SUMO i SIM zároveň (Lång a kol., 2019). Bylo zjištěno, že právě interakce 

mezi SUMO na jednom proteinu a SIM na druhém proteinu zajišťuje asociaci proteinů s PML-

NBs (Brown a kol., 2016). Samotný PML obsahuje SIM a tři sumoylační místa (Shen a kol., 

2006). Sumoylace se tvoří kovalentní vazbou mezi SUMO a lysinovým zbytkem příslušného 

proteinu na specifické konsensus sekvenci. Tato vazba je zajištěna enzymatickou kaskádou. 

Nejdříve je SUMO monomer aktivován E1-aktivujícím enzymem Sae1/2. Potom E2 konjugující 

enzym, UBC9, který rozpozná konsensus sekvenci na substrátu a zprostředkuje navázání 

molekuly SUMO na lysinový zbytek (Tatham a kol., 2005). SUMO-E3 ligázy tvoří komplex 

se substráty UBC9-SUMO či UBC9-SUMO, a tím zajišťují vyšší specifitu během sumoylace 

(Hendriks a kol., 2016). PML je na specifických lysinech vysoce sumoylován třemi paralogy 

SUMO – SUMO 1, 2 a 3 (Niwa-Kawakita a kol., 2017).  

V reakci na stres jednotlivé monomery PML v buňce dimerizují pomocí kovalentních 

disulfidických vazeb a nekovalentních interakcí mezi jednotlivými doménami RBCC (Sahin a 

kol., 2014, Lallemand-Breitenbach a kol., 2001). Poté na základě stejných interakcí dimery 
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vytvářejí oligomerní strukturu nematurovaných PML-NBs. PML jsou následně sumoylovány 

UBC9 E2. Interakce SUMO a SIM na jednotlivých PML indukuje vznik slupky a formaci 

maturovaných PML-NBs, jak je znázorněno níže na Obrázku 7 (Zhong a kol., 2000, 

Lallemand-Breitenbach a kol., 2001). PML fungují jako lešení (scaffold) pro partnerské 

proteiny, jsou sumoylovány a zároveň obsahují SIM, stejně jako partnerské (client) proteiny a 

na základě SUMO-SIM interakcí PML rekrutuje partnerské proteiny dovnitř své struktury 

(Banani a kol., 2016, Marcello a kol., 2003). 

 

 

Obrázek 7: Schématické znázornění formace PML-NBs. PML nejprve dimerizují pomocí RBCC 
domén a poté nukleují do struktury PML-NBs. Po sumoylaci jednotlivých PML, PML vytvářejí sférickou 
strukturu zralých PML-NBs. Partnerské proteiny obsahující SUMO nebo SIM či obojí jsou poté pomocí 
interakcí SUMO-SIM s PML rekrutovány dovnitř struktury PML-NBs (Corpet a kol., 2020). 
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3.3.1. Dynamika PML-NBs během fází buněčného cyklu 

PML-NBs jsou vysoce dynamické útvary u nichž dochází k biochemickým a strukturním 

změnám během jednotlivých fází buněčného cyklu, jak dokazují fotografie z konfokálního 

mikroskopu na Obrázku 8 (Dellaire a kol., 2006).  

 

Obrázek 8: Fotografie fixovaných HaCaT buněk z konfokálního mikroskopu během interfáze, 
metafáze a G1 fáze buněčného cyklu. Bylo použito barvivo DAPI na obarvení jádra (modré). PML je 
zbarven červeně a jaderné importní faktory zeleně (Lång a kol., 2019). 

 

Bylo zjištěno, že počet PML-NBs se zvyšuje, když buňka přechází z G1 do G2 fáze. Během 

těchto dvou fází jsou PML-NBs strukturně stabilní (Dellaire a kol., 2006). Bylo pozorováno, že 

během S fáze dochází k mnoha rozpadům a následným fúzím v rámci PML-NBs, což vede 

k jejich nestabilitě (Dellaire a kol., 2006). Když je poté S fáze ukončena, tak dochází k vzrůstu 

počtu PML-NBs. Jelikož jsou PML-NBs schopné interagovat s chromatinem, tak se 

předpokládá, že se strukturní dynamika PML-NBs během S fáze odvíjí od změn topologie 

chromatinu během replikace DNA (Dellaire a kol., 2006). Je známo, že během M fáze jsou 

PML-NBs de-sumoylovány, přecházejí z jádra do cytoplazmy a společně s endosomálními 

váčky vytvářejí agregované struktury (Dellaire a kol., 2006). Těmto strukturám se říká mitotické 

akumulace proteinu PML (mitotic acumulations of PML protein, MAPPs), kterých je méně než 

klasických PML-NBs, jsou větší a liší se také tím, že neobsahují kanonické komponenty PML-

NBs, kterými jsou SP100 a Daxx (Dellaire a kol., 2006). Během přechod z M do G1 fáze 

dochází ke vzniku struktur zvaných cytoplazmatické akumulace PML a nukleoporinů 

(cytoplasmatic nucleoporin and PML acumulations, CyNPs), kterých jsou součástí jaderné 

importní faktory, které se podílí na přenosu PML z cytoplazmy do (Jul-Larsen a kol., 2009). 

Dynamika PML-NBs je znázorněna níže na Obrázku 9. 
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Obrázek 9: Schématické znázornění dynamiky PML-NBs během buněčného cyklu. Během G2 jsou 
PML-NBs lokalizovány v jádře. Při přechodu do M fáze jsou PML-NBs de-sumoylovány a transportovány 
do cytoplazmy, kde se nacházejí v podobě MAPPs. V G1 fázi dochází k přeměně MAPPs na CyNPs. 
Jaderný importní faktor se následně váže na PML a přes jaderný pórový komplex ho transportuje do 
jádra, kde se PML podílí opět na tvorbě PML-NBs (Lång a kol., 2019). 

 

 

 

3.4. Interakce PML-NBs s chromatinem 

V minulosti se předpokládalo, že dochází pouze k akumulaci chromatinu v okolí PML-NBs 

(Boisvert a kol., 2000). Později bylo však pozorováno, že některá PML-NBs mohou přímo 

interagovat s chromatinem (Eskiw a kol., 2004). Ukázalo se, že tyto interakce mohou hrát roli 

při regulaci genomu, jelikož bylo zjištěno že, PML-NBs jsou po celém genomu asociované 

s regulačními oblastmi aktivních genů (Kurihara a kol., 2020). Bylo demonstrováno, že PML-

NBs mohou s určitými úseky genomu, kterými jsou telomery, centromery či rDNA, tvořit 

specifické struktury (Draskovic a kol., 2009, Luciani a kol., 2006, Hornofova a kol., 2022). Bylo 

také pozorováno, že uvnitř PML-NBs může být lokalizován i virový genomu či faktory 

asociované s chromatinem, kterými mohou být histonové modifikátory či chaperony (Everett a 

kol., 2007).  

Jak bylo zmíněno výše, PML-NBs se mohou pomocí interakce s chromatinem podílet na 

genové regulaci, a to konkrétně na regulaci transkripce (Kurihara a kol., 2020). Byla provedena 

pozorování, které dokazují, že se v PML-NBs mohou nacházet proteiny spojované 

s dynamikou chromatinu, které mají zároveň roli při regulaci transkripce. Těmito proteiny 

mohou být Daxx, HP1, CBP či ATRX (Seeler a kol., 1998, Lamorte a kol., 1998, Ishov a kol., 

2004). Předpokládá se, že dochází k sekvestraci těchto faktorů do PML-NBs, kde může 
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docházet k jejich sumoylaci, což může potenciálně ovlivňovat aktivitu těchto faktorů (Lin a kol., 

2006). Navíc bylo také ukázáno, že se v okolí PML-NBs může akumulovat nascentní RNA, což 

naznačuje asociaci mezi PML-NBs a transkripčně aktivním chromatinem (Boisvert a kol., 

2000). 

Jedním ze speciálních typů PML-NBs jsou ALT-asociovaná PML tělíska (ALT-associated PML 

bodies, APBs). Jedná se o PML-NBs obsahující telomerickou DNA, které se nacházejí pouze 

u rakovinných buněk, které neexprimují telomerázu (Draskovic a kol., 2009). Bylo prokázáno, 

že v APBs dochází k alternativnímu prodlužování telomer (alternative telomere lenghtening, 

ALT) pomocí mechanismu rekombinace telemetrické DNA. Ve studii od Draskovic a kol. bylo 

ukázáno, že PML-NBs v ALT-pozitivních buňkách asociují s konci chromozomů a vytvářejí 

shluky v průměru dvou až pěti telomer (Draskovic a kol., 2009). Podstatně větší prostor je 

struktuře a formaci APBs a mechanismu ALT věnován v kapitole 4.3.1., respektive 4.3.2.  

Jak již bylo výše zmíněno v kapitole 2.1.2., centromery a rDNA patří mezi repetitivní oblasti 

přispívající k nestabilitě genomu. Je zajímavé, že byla popsána interakce PML i s těmito úseky 

DNA, ačkoliv přesný důvod interakce a případná funkce PML nebyli zatím popsány (Hornofova 

a kol., 2022).  

V práci od Luciani a kol. bylo ukázáno, že PML společně s proteinem HP1 vytváří tzv. giant 

PML bodies v blízkosti centromer a bylo zjištěno, že tyto specifické PML-NBs obsahují ve svém 

centru hypomethylovanou DNA. Studie byla prováděna na buněčném modelu tzv. ICF 

syndromu, pro který je charakteristická nestabilita centromer. Funkce těchto struktur zatím 

nebyla plně objasněna (Luciani a kol., 2006). Nové výsledky od Spirkoski a kol. však podporují 

možnou roli PML v udržování chromatinu centromer. Autoři v této práci ukazují, že v myších 

PML-deficientních fibroblastech dochází ke změněné lokalizaci histonu H3.3, a tím ke změně 

heterochromatizace v oblasti centromer. Přímá interakce PML s centromerami či 

pericentromerickými úseky ale nebyla v této práci analyzována (Spirkoski a kol., 2019). 

V několika publikacích byla prokázána interakce PML se segregovaným jadérkem, přesněji 

jadérkovou čepičkou, která obsahuje segregovanou rDNA a proteiny vázající rDNA 

(Janderová-Rossmeislová a kol., 2007, Condemine a kol., 2007, Bernardi a kol., 2004). Avšak 

důkaz přímé interakce PML s rDNA byl publikován teprve nedávno (Hornofova a kol., 2022). 

V této práci autoři dokázali, že PML je schopen akumulovat rDNA do tzv. PML-jadérkového 

kompartmentu. Tento jev byl indukován doxorubicinem, který je inhibitoram topoizomerázy 2 

a způsobuje masivní poškození DNA, inhibici transkripce pre-rRNA a segregaci jadérka 

(Hornofova a kol., 2022). Tento PML-jadérkový kompartment obsahuje i fosforylovaný histon  
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H2A.X, který je znakem poškození DNA (Imrichova a kol., 2019). Tudíž, se předpokládá, že 

by PML mohl být zapojen i v opravách genů kódující rDNA (Hornofova a kol., 2022).  

Ve studii od Everett a kol. byl zkoumán vztah mezi virovým genomem a PML-NBs na modelu 

lidských fibroblastů. Autoři pomocí fluorescenční in situ hybridizace pozorovali, že se v PML-

NBs může nacházet genom Herpes simplex viru typu 1 a může docházet ke vzniku dalšího 

typu PML-NBs (Everett a kol., 2007). Tento další speciální typ PML-NBs se nazývá PML-NBs 

obsahující virovou DNA (viral DNA-containing PML-NBs, vDCP-PML-NBs), která obsahují 

většinu proteinů, se kterými PML interaguje, včetně Daxx, ATRX, HP1 či histonu H3 (Everett 

a kol., 2007, Cohen a kol., 2018). 

Schématické znázornění speciálních typů PML-NBs, které obsahují telomery, satelitní DNA či 

virovou DNA je vyobrazeno níže na Obrázku 10. 

 

Obrázek 10: Schématické znázornění speciálních struktur, které mohou PML-NBs tvořit 
s chromatinem. a) Jedním ze specifických typů PML-NBs jsou vDCP-NBs obsahující virový genom. 
V těchto tělískách lze nalézt komplexy chaperonů DAXX-ATRX a HIRA. b) PML-NBs obsahující satelitní 
DNA tvoří další speciální typ zvaný giant PML-NBs, která obsahují protein HP1, komplex DAXX-ATRX, 
CBP, BLM či TOP3A. c) PML-NBs mohou s telomerickou DNA tvořit komplexy zvané APBs, které 
obsahují reparační faktory RAD51, BRCA1 či PRA, specifické faktory spojené s chromatinem SETDB1, 
ASF1 či HIRA nebo další proteiny, kterými mohou být komplex HIRA, HP1 či telomerický faktor TRF2 
(Corpet a kol., 2020). 
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4. Úloha PML v udržování stability genomu 

PML je hlavním strukturním komponentem PML-NBs hrajících roli při mnoha buněčných a 

fyziologických procesech, kterými mohou být potlačování nádorů, metabolismus, imunitní 

odpověď, neurálním vývoj, angiogeneze či při migrace buněk, jak je schematicky znázorněno 

na Obrázku 11 (shrnuto v Hsu a Kao, 2018). V této kapitole je rozebrána úloha PML a PML-

NBs při udržování stability genomu. Na udržování genomové stability se PML a PML-NBs 

podílí svou účastí při regulaci buněčného cyklu (Ivanschitz a kol., 2015), oprav DNA (Dellaire, 

a kol., 2006), alternativním prodlužování telomer u nádorových buněk (Zhang a kol., 2019) a 

při ochraně proti virové infekci (Kim a Ahn, 2015). Při těchto procesech se PML uplatňuje jako 

stavební komponent PML-NBs, který má zároveň schopnost interagovat se sumoylovanými 

proteiny a vnášet je do PML-NBs. Nicméně, cytosolická isoforma PML je sama o sobě schopna 

indukovat apoptózu pomocí vápníkové signalizace či modulace signalizace růstového faktoru 

β (shrnuto v Hsu a Kao, 2018). 

 

Obrázek 11: Schématické znázornění funkcí PML-NBs. PML-NBs může hrát roli v mnoha buněčných 
a fyziologických procesech včetně imunitní odpovědi, metabolismu, migraci buněk či angiogenezi. Na 
udržovánígenemové stability se PML-NBs konkrétně podílejí během regulace buněčného cyklu, 
buněčné senescence, apoptózy, oprav DNA, alternativním prodlužování telomer a antivirové imunitě 
(Hsu a Kao, 2018). 
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4.1. Role PML jako nádorového supresoru 

Jelikož PML hraje roli během indukce buněčné senescence či apoptózy, které jsou 

považovány za zásadní mechanismy, které předcházejí transformaci a nekontrolovatelnému 

růstu poškozených buněk, je PML přisuzován tumor-supresorový potenciál (shrnuto v Gamell 

a kol., 2014).  

Konkrétní mechanismy, kterými PML přispívá k nádorové supresi, byly ukázány v průběhu 

minulých desetiletí (shrnuto v Hsu a Kao, 2018). Jedno z nejdůležitějších zjištění bylo, že PML 

je schopen stabilizovat tumor supresorový protein p53, což může vést k buněčné senescenci 

či apoptóze nádorových buněk (de Stanchina a kol., 2004). Dalším důležitým zjištěním bylo, 

že se PML může na indukci apoptózy podílet i jinak než pomocí interakcí s p53, a to konkrétně 

indukcí vylití vápenatých iontů z endoplazmatického retikula či indukcí exprese pro-

apoptotických genů pomocí sekvestrace proteinu DAXX (Li a kol., 2000, Giorgi a kol., 2010). 

Dále bylo ukázáno, že PML může hrát roli při buněčné senescenci indukovanou pomocí 

onkogenního K-RAS, vzhledem k tomu, že PML může být K-RAS regulován (Ferbeyre a kol., 

2000, Scaglioni a kol., 2012). Bylo také zjištěno, že PML je regulován kinázami ATR a Chk2, 

které se podílejí na odpovědi na poškození DNA, a tím pádem PML může hrát roli při apoptóze 

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

To, že má PML schopnost ovlivňovat stabilitu genomu, bylo nejprve naznačeno na myším 

modelu s úplnou deficiencí PML (Wang a kol., 1998). Ve studii od Wang a kol. bylo dokázáno, 

že PML může negativně ovlivňovat buněčný růst a může fungovat jako nádorový supresor. 

Autoři této studie dokázali, že buňky myších embryonálních fibroblastů (mouse embryonal 

fibroblasts, MEFs), které byly deficientní v PML, rostly rychleji než MEFs, které PML měly 

(Wang a kol., 1998). Inaktivace PML navíc vedla ke schopnosti MEFs formovat kolonie. 

Deficience v PML neovlivnila životaschopnost myší. Tyto myši vykazovali stejné fenotypové 

znaky jako kontrolní myši, ale byly náchylné k různým infekcím, což znemožnilo anylýzu 

spontánního vývoje nádorů. Proto autoři provedli experiment, při kterém byl iniciátor nádorů 

vpraven do slinných žláz PML-deficientní myši a myši, která měla PML (Wang a kol., 1998) 

Výsledky prokázaly, že u PML-deficientní myši se vyvinulo více nádorů než u kontrolní myši. 

(Wang a kol., 1998). 

Dále bylo zjištěno, že v mnoha nádorech je hladina PML snížená (Zhang a kol., 2000, 

Gambacorta a kol., 1996, Gurrieri a kol., 2004) a naopak nadprodukce PML v rakovinných 

liniích způsobuje zástavu buněčného cyklu a následnou apoptózu či buněčnou senescenci, 

což podporuje tvrzení, že PML může mít úlohu při potlačování nádorů (Chin a kol., 1994, Mu 

a kol., 1997).  
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Bylo však pozorováno, že za určitých okolností se PML nemusí chovat jako nádorový supresor 

a může naopak přispívat k rozvoji nádorů (Ito a kol., 2008, Carracedo a kol., 2012). Bylo totiž 

objeveno, že PML hraje roli při přežívání hematopoetických kmenových buněk (hematopoetic 

stem cells, HSCs) a buněk rakoviny prsu pomocí aktivace PPARγ signální dráhy a oxidace 

mastných kyselin (fatty acid oxidation, FAO) (Ito a kol., 2008, Carracedo a kol., 2012).  

Autoři studie od Ito a kol. ukázali, že PML má schopnost podporovat asymetrické dělení HSCs, 

což vede k vede k udržování populace těchto buněk (Ito a kol., 2008). Toto zjištění podnítilo 

studii nového způsobu léčby chronické myeloidní leukemie (chronic myeloid leukemia, CML), 

k jejíž rozvoji přispívají buňky iniciující leukemii (leukemia-initiating cells, LICs) — vzácný typ 

buněk podněcující rakovinu, které disponují podobnými vlastnostmi jako HSCs (Ito a kol., 

2008). Předpokládá se, že ztráta PML by mohla vést k vystoupení LICs z klidového stavu a 

následnému vyčerpání buněk, což by mohlo vést k zamezení rozvoje CML (Ito a kol., 2008). 

Jak už bylo zmíněno výše, PML podporuje také přežívání buněk rakoviny prsu (Carracedo a 

kol., 2012). PML rekrutuje do PML-NBs deacetylázu SIRT1, která acetyluje protein PGC1A, 

což vede k aktivaci PPARγ signální dráhy a FAO. FAO vede v mitochodriích ke zvyšování 

koncentrace ATP a podněcuje buněčnou proliferaci (Carracedo a kol., 2012).  

Vzhledem k těmto výsledkům může cílená degradace PML představovat další způsob, jak léčit 

CML a rakovinu prsu (Ito a kol., 2008, Carracedo a kol., 2012). 

 

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

Regulace buněčného cyklu v reakci na poškození DNA zajišťuje, že buňky s poškozenou DNA 

zůstávají zastavené a vracejí se do buněčného cyklu pouze v případě úspěšné opravy. Buňky 

s neopraveným/neopravitelným poškozením buď spustí apoptotický program nebo vyvinou 

buněčnou senescenci. Proliferace buněk s poškozenou DNA vede k akumulacím chyb a 

nestabilitě genomu (shrnuto v Jackson a Bartek, 2009). Těchto procesů se účastní i PML, 

především regulací buněčného cyklu, navozením buněčné senescence a apoptózy (de 

Stanchina a kol., 2004).  

Je známo, že PML je schopen interagovat s regulátory buněčného cyklu a vnášet je do PML-

NBs, kde se odehrávají post-translační modifikace těchto regulátorů, které vedou k jejich 

aktivaci a stabilizaci. Tyto regulátory jsou poté schopny aktivovat transkripci genů iniciujících 

buněčnou senescenci či apoptózu (Ferbeyre a kol., 2000, Guo a kol., 2000, Vernier a kol., 

2011). 
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Jeden z nejdůležitějších regulátorů buněčného cyklu, se kterým PML interaguje je p53. Jedná 

se o nádorový supresor, který je aktivován v důsledku poškození DNA a podílí se na buněčné 

odpovědi tím, že rozhoduje, zda dojde k opravám DNA nebo buňka podstoupí buněčnou smrt 

(shrnuto ve Vousden a kol., 2009). PML váže p53 a mnoho jeho regulátorů a směřuje je do 

PML-NBs, a tím umožňuje posttranslační modifikace, které stabilizují a aktivují p53 (de 

Stanchina a kol., 2004, Ferbeyre et al., 2000, Ivanschitz a kol., 2015). Těmito regulátory jsou 

protein kináza interagující s homeodoménou 2 (homeodomain-interacting protein kinase 2, 

HIPK2), acetyltransferáza CREB-vázajícím proteinem (CREB-binding protein, CBP) či 

acetyltransferáza monocytální leukemický zinc finger (monocytic leukemia zinc finger, MOZ) 

protein (Sung a kol., 2011, Rokudai a kol., 2013). Aktivovaný p53 je poté uvolněn z PML-NBs 

a aktivuje transkripci genů, které navozují buněčnou senescenci či apoptózu  (Ferbeyre et al., 

2000, Pearson a kol., 2000, Guo a kol., 2000, D’Orazi a kol., 2002, Bernardi a kol., 2004). 

Kromě p53 a jeho regulátorů, je PML v jádře schopen interagovat s mnoha dalšími proteiny 

regulující buněčný cyklus a vnášet je do PML-NBs. Těmito proteiny mohou být ARF, pRb, 

TBX2, Mdm2 či Daxx. Cytoplazmatická isoforma PML VII může také indukovat apoptózu 

pomocí modulací signalizace růstového faktoru β či pomocí vylití vápenatých iontů z 

endoplazmatického retikula (Ivanschitz 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 následujících dvou kapitolách bude popsána úloha PML při indukci buněčné senescence a 

apoptózy. 

 

4.2.1. Role PML a PML-NBs při buněčné senescenci 

Buněčná senescence označuje stav, kdy buňky permanentně zastaví svůj buněčný cyklus, ale 

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

V závislosti na různých formách buněčného stresu, kterým může být mimo jiné poškození 

DNA, je do PML-NBs přechodně lokalizována celá řada regulátorů buněčné senescence, 

kterými jsou p53, CBP, MOZ, ARF, pRb či TBX2 (de Stanchina a kol., 2004, Rokudai a kol., 

2013, Ivanschitz a kol., 2015, Vernier a kol., 2011, Martin a kol., 2012). 

Jak už bylo napsáno výše, PML může interagovat s transkripčním faktorem p53, který 

podporuje buněčnou senescenci v odpovědi na různé podněty, kterými mohou být poškození 

DNA nebo působení onkogenu (de Stanchina a kol., 2004). Důležitost vztahu mezi PML a p53 

podporuje zjištění, že buňky, které postrádají PML, vykazují sníženou ochotu indukovat 

buněčnou senescenci v odpovědi na aktivaci p53 (de Stanchina a kol., 2004). 
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Jedním z regulátorů, které se můžou podílet na post-translační modifikaci p53, je 

acetyltransferáza CBP, která v PML-NBs zprostředkovává acetylaci p53 na lysinu 372 a 382 

(Pearson a kol., 2000). Bylo dokázáno, že v důsledku působení onkogenu Ras se p53 a CBP 

lokalizuje do PML-NBs, kde dojde k utvoření proteinového komplexu PML-p53-CBP, jak je 

vyobrazeno na Obrázku 12. Poté co dojde k modifikaci a aktivaci p53, je p53 de-lokalizován 

z PML-NBs a spouští transkripci genů, které se podílejí na zástavě buněčného cyklu, kterými 

mohou být p21 či Bax (Pearson a kol., 2000). Zástava buněčného cyklu umožní opravu 

poškození DNA. Pokud se poškození nepodaří opravit, tak dochází k buněčné senescenci 

(Pearson a kol., 2000). Je nutné poznamenat, že CBP se může podílet i na indukci apoptózy 

(Guo a kol., 2000). 

 

Obrázek 12: Schématické znázornění indukce zástavy buněčného cyklu pomocí p53. Poté co je 
p53 lokalizován do PML-NBs, je post-translačně modifikován pomocí CBP, což vede k jeho aktivaci. 
P53 je poté de-lokalizován z PML-NBs a váže se do do regulačních oblastí genů a spouští zástavu 
buněčného cyklu (Bernardi a Pandolfi, 2003). 

 

Další regulátorem p53 je protein MOZ, který je schopen přímo interagovat s PML a díky této 

vazbě je vnášen do PML-NBs. V PML-NBs následně vznikne proteinový komplex MOZ-PML-

p53, který umožňuje post-translační modifikaci p53 acetyltransferázou MOZ (Rokudai a kol., 

2013). Touto modifikací je acetylace lysinu na pozici 120 a 382, která vede k aktivaci p53. 

Aktivovaný p53 je poté schopen indukovat expresi genu pro p21 a umožňovat předčasnou 

buněčnou senescenci (Rokudai a kol., 2013).  

Vztah PML a MOZ byl zkoumán ve studii od Rodukai a kol. na MOZ-deficientních MEFs, které 

exprimovaly PML a bylo pozorováno, že došlo k potlačení buněčné senescence (Rokudai a 

kol., 2013). Tyto výsledky naznačují, že ztráta MOZ vede u buněk k rezistenci na PML-

indukovanou buněčnou senescenci. Bylo také zjištěno, že aminokyselinová sekvence proteinu 
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MOZ obsahuje vazebný motiv pro kinázu Akt a že fosforylace proteinu MOZ kinázou Akt má 

negativní vliv na formaci komplexu MOZ-PML, jehož vznik je důležitý pro modifikaci a aktivaci 

p53, jak bylo popsáno výše. Tímto kináza Akt zabraňuje p53, aby aktivoval své cílové geny. 

Pro aktivaci p53 je tedy nutná inaktivace Akt a je předmětem dalšího studia, zda k potlačení 

Akt může docházet v PML-NBs (Rokudai a kol., 2013). 

Dalším způsobem, jak PML reguluje stabilitu p53, je interakce s nádorovým supresorem 

p14ARF (alternative reading frame, ARF). ARF se specificky váže na C-konec PML a tím se 

relokalizuje do PML-NBs. Tato interakce poté způsobí stabilizaci SUMO-ligázy UBC9, a tím 

dojde k sumoylaci a stabilizaci p53 (Ivanschitz a kol., 2015). PML-NBs tudíž fungují jako 

platforma pro interakce mezi ARF, UBC9 a dalšími regulátory p53 a podporují sumoylaci a 

následnou aktivaci signální dráhy p53 (Ivanschitz a kol., 2015).  

PML se podílí také na p53-nezávislé indukci senescence (Vernier a kol., 2011, Martin a kol., 

2012). 

PML může ovlivňovat buněčnou senescenci závislou na pRb (Vernier a kol., 2011). Signální 

dráha pRb kontroluje buněčný cyklus na transkripční úrovni skrze potlačení cílových genů pro 

E2F, které podporující proliferaci (Vernier a kol., 2011, Chicas a kol., 2010, Müller a kol., 2001). 

PML indukuje buněčnou senescenci blokováním aktivity E2F v asociaci s pRb. Komplexy 

pRb/E2F se váží na PML a jsou vnášeny do struktury PML-NBs, což vede k inhibici exprese 

cílových genů pro E2F, blokaci buněčné proliferace s rozvojem buněčné senescence (Vernier 

a kol., 2011). Vazba PML a pRb pomocí interakčního motivu LXCXE na pRb je důležitá pro 

reorganizaci chromatinu na promotorech genů buněčného cyklu, což vede k permanentnímu 

zastavení buněčného cyklu (Talluri a Dick, 2014). Mnoho proteinů nutných pro remodelaci je 

přechodně lokalizováno v PML-NBs před tím, než se integrují do míst heterochromatinu na 

cílových genech buněčného cyklu (Vernier a kol., 2011). 

PML může také navodit buněčnou senescenci tím, že potlačuje transkripci genu TBX2 

v senescentních buňkách. Naopak, pokud je TBX2 exprimován ve vyšší míře, tak je schopen 

blokovat buněčnou senescenci indukovanou PML IV. Tato funkce PML je nezávislá na PML-

NBs (Martin a kol., 2012).  

Schématické znázornění toho, jak může PML ovlivňovat senescenci je zobrazeno níže na 

Obrázku 13. 
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Obrázek 13: Schéma mechanismů indukce senescence pomocí PML. PML indukuje senescenci na 
PML-NBs závislou nebo nezávislou. PML přenáší partnerské proteiny do PML-NBs pomocí sumoylace 
na zbytku K160. PML IV interaguje s partnerskými proteiny pomocí specifické interakční domény na C-
konci. Tyto interakce podporují pottranslační modifikace proteinů, které kontrolují senescenci – p53 a 
E2F. PML může také fungovat nezávisle na struktuře PML-NBs, například jako transkripční modulátor 
cílových genů (Ivanschitz a kol., 2013). 

 

Bylo pozorováno, že PML může mít funkci při zprostředkování buněčné senescence 

indukované působením vlivu určitých látek, kterými mohou být onkogen Ras či interferony 

(Ferbeyre a kol., 2000, de Stanchina a kol., 2004, Fu a kol., 2015). 

Bylo totiž dokázáno, že exprese PML se zvyšuje během buněčné senescence indukovanou 

onkogenem Ras a během replikační senescence (Ferbeyre a kol., 2000). Především bylo ale 

dokázáno, že PML deficientní MEFs vykazují sníženou schopnost podstoupit buněčnou 

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

Kromě Ras-indukované senescence, se PML může také podílet na indukci buněčné 

senescence v důsledku působení interferonu α (IFN-α), což bylo demonstrováno ve studii od 

Fu a kol., ve které byly použity lidské mesenchymální stromální buňky (human mesenchymal 

stromal cells, hMSCs), ve kterých je PML stabilně exprimován a je důležitý pro zachování 

normální proliferační funkce hMSCs (Sun a kol., 2013, Fu a kol., 2015). Autoři studie ukázali, 

že indukce buněčné senescence pomocí IFN-α byla v hMSCs doprovázena zvýšenou expresí 



 

22 
 

PML. Naopak potlačení exprese PML vedlo k utlumení IFN-α-indukované buněčné 

senescence (Fu a kol., 2015). 

Jelikož existují studie, které dokazují, že se PML podílí na indukci senescence a má úlohu při 

opravách DNA, se předpokládalo, že PML může mít roli i v senescenci indukovanou 

poškozením DNA (Vernier a kol., 2011, Dellaire a kol., 2006).  

Ve studii od Münch a kol. byl analyzován vztah mezi poškozením DNA vzniklém v důsledku 

ionizujícího záření a buněčnou senescencí v přítomnosti a absenci PML (Münch a kol., 2014). 

V této práci byly lidské fibroblasty a MEFs vystaveny ionizujícímu záření a bylo prokázáno, že 

PML-NBs asociují s přetrvávajícími místy poškození DNA v senescentních buňkách. Navzdory 

tomu, že PML hraje roli při buněčné senescenci, tak autoři studie na lidských fibroblastech a 

MEFs ukázali, že PML nemusí hrát významnou roli při senescenci indukovanou poškozením 

DNA. Bylo totiž pomocí super-rezoluční mikroskopie prokázáno, že faktory podílející se na 

odpovědi na poškození DNA – p53, p21, p16, fosfo-NBS1, MDCI1 a 53BPI se nenacházeli 

v PML NBs během odpovědi na poškození DNA ani v senescentních buňkách (Münch a kol., 

2014). Navíc bylo pomocí knock-outu PML v MEFs, které byly vystaveny ionizujícímu záření 

pozorováno, že absence PML nenarušuje odpověď na poškození DNA a ani významně 

nenarušuje senescenci indukovanou poškozením DNA. Autoři studie nicméně poukazují na 

možnost, že asociace PML s přetrvávajícími poškozeními DNA může být buněčným signálem 

pro indukci buněčné senescence či apoptózy a PML může být jedním z mnoha faktorů, který 

se na této signalizaci podílí (Münch a kol., 2014). 

 

4.2.2. Role PML a PML-NBs při apoptóze 

Apoptóza neboli programovaná buněčná smrt je kontrolovaný mechanismus, který nastane, 

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

V důsledku buněčného stresu, jehož příčinou může být mimo jiné poškození DNA, jsou do 

PML-NBs přechodně lokalizovány regulátory apoptózy, kterými mohou být p53, HIPK2, CBP, 

Mdm2 či Daxx (Guo a kol., 2000,  Sung a kol., 2011, Bernardi a kol., 2004, Li a kol., 2000). 

PML je důležitý jak pro p53-závislou apoptózu, která je spouštěna na základě odpovědi na 

genotoxický stres (Wang a kol., 1998), tak i pro p53-nezávislou, která je indukována pomocí 

ligandu Fas (Zhong a kol., 2000, Wang a kol., 1998). Bylo zjištěno, že PML deficientní buňky 

mají pozměněnou expresi cílových genů p53 a hůře indukují apoptózu po genotoxickém 

stresu. Tyto výsledky potvrzují roli PML při apoptóze indukované p53 (Guo a kol., 2000). 
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Jak už bylo poznamenáno v předešlé kapitole, acetyltransferáza CBP se mimo indukce 

předčasné buněčné senescence v důsledku působení onkogenu Ras může podílet také na 

indukci apoptózy v odpovědi na poškození DNA, a to podobným molekulárním mechanismem, 

který byl popsán v předchozí kapitole (Guo a kol., 2000). Poté co je však p53 aktivován pomocí 

CBP, tak aktivuje transkripci genů podněcujících apoptózu (Guo a kol., 2000). 

Dalším post-translačním regulátorem p53, který se podílí na indukci apoptózy, je kináza 

HIPK2. V PML-NBs dochází pomocí HIPK2 k fosforylaci p53 na Ser46, což vede k aktivaci 

p53, který je následně de-lokalizován z PML-NBs a aktivuje transkripci pro-apoptotických genů 

(Sung a kol., 2011). Ve studii od Sung a kol. bylo pozorováno, že HIPK2 interaguje s PML I a 

PML IV pomocí interakčního motivu SIM, který se nachází jak na PML, tak i na HIPK2. Autoři 

studie toto pozorování podpořili experimentem, při kterém bylo dokázáno, že wild-type HIPK2 

se vázala silněji na sumo-konjugovaný PML IV než s PML IV bez sumo modifikace, zatímco 

HIPK2 s mutací v SIM se nebyla schopna na sumo-modifikovaný PML IV vázat (Sung a kol., 

2011). Navíc bylo objeveno, že u HIPK2 mutantní v SIM byla znemožněna fosforylace p53 na 

Ser46. Tyto výsledky naznačují, že sekvestrace HIPK2 pomocí motivu SIM do PML-NBs je 

důležitá pro aktivaci p53 a indukci apoptózy (Sung a kol., 2011). 

Vztah mezi PML, p53 a apoptózou byl popsán také ve studii od Louria Hayon a kol. (Louria-

Hayon a kol., 2003). Autoři ukázali, že PML hraje klíčovou roli pro stabilizaci p53 v odpovědi 

na poškození DNA. PML chrání p53 před ubiquitinací zprostředkovanou Mdm2 a tím zamezuje 

jeho degradaci, která by vedla k inhibici apoptózy. Autoři dále ukazují, že PML zmírňuje 

destabilizaci p53 způsobenou Mdm2 tím, že prodlužuje stresem indukovanou fosforylaci p53 

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

Další práce, která ukazuje na schopnost PML stabilizovat p53 a tím indukovat apoptózu je 

práce Bernardi a kol. (Bernardi a kol., 2004). Autoři ukazují, že PML po genotoxickém stresu 

interaguje s ubiquitin ligázou Mdm2 a sekvestruje tento protein do jadérka. Tím dochází 

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

PML může regulovat apoptózu také nezávisle na p53, a to lokalizací DAXX do PML-NBs, 

modulací signalizace růstového faktoru β či pomocí vápníkové signalizace (Li a kol., 2000, Lin 

a kol., 2004, Giorgi a kol., 2010). 

Kanonickou součástí PML-NBs je transkripční faktor DAXX, protein, jenž byl původně 

spojován s buněčnou smrtí zprostředkovanou pomocí FAS (Li a kol., 2000). Apoptotické 

signály indukované FAS jsou iniciovány na plazmatické membráně signálním komplexem 

indukujícím smrt (death-induced signal complex, DISC) (Morgan a kol., 2009). DAXX má 

schopnost potlačovat transkripci antiapoptotických genů, což má za následek, že apoptóza 
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běží. V případě lokalizace DAXX do PML-NBs jsou antiapoptotické geny transkribované a 

apoptóza neběží (Li a kol., 2000). Model kooperace PML s DAXX je znázorněn níže na 

Obrázku 14. 

 

Obrázek 14: Schéma kooperace PML a DAXX při indukci apoptózy. DAXX interaguje s FAS na 
membráně. Když se FAS ligand naváže na FAS receptor, tak mohou být aktivovány dvě apoptotické 
dráhy. (a) DAXX je translokován do jádra a společně s PML indukuje apoptózu. DAXX je transkripční 
represor a PML potlačuje jeho funkci. PML potlačuje represi transkripce anti-apoptotických genů 
zprostředkovanou DAXX tím, že sekvestruje DAXX do PML-NBs. (b) Vazba PML s DAXX může vést 
také k aktivaci apoptózy. Komplex PML/DAXX může být totiž transportován ven z PML-NBs pomocí 
PML desumoylázy SUPR-1(Bernardi a Pandolfi, 2003). 

 

Apoptózu může regulovat také cytoplazmatická isoforma PML (cPML, PML VII) (Lin a kol., 

2004), která je klíčovým modulátorem signalizace růstového faktoru β (transforming growth 

factor beta, TGFβ). TGFβ je cytokin, který je schopen indukovat apoptózu přes signální dráhy 

SMAD nebo DAXX (Lin a kol., 2004). Signální transdukce TGFβ je umožněna přesunutím 

povrchového receptorového komplexu s navázaným TGFβ do časného endosomu a 

následným šířením signálu do jádra přes aktivaci transkripčních faktorů SMAD. cPML je 

klíčový k utvoření receptorového komplexu a přesunu komplexu do časného endosomu (Lin a 

kol., 2004). Bylo dokázáno, že PML deficientní primární myší buňky mají defektní TGFβ 

signální dráhu a tento defekt je překonán ektopickou expresí cPML (Lin a kol., 2004).  

cPML má také funkci při indukci apoptózy pomocí vápníkové signalizace (Giorgi a kol., 2010). 

cPML je v důsledku stresu endoplazmatického retikula lokalizován v membránách 

asociovaných s mitochondriemi (mitochondria associated membranes, MAMs), které se 

podílejí na navození apoptózy pomocí regulace transportu vápenatých iontů. Přítomnost cPML 

v MAMs reguluje utvoření komplexu, který usnadňuje vylití vápenatých iontů 

z endoplazmatického retikula do mitochondrií, a tím indukuje apoptózu (Giorgi a kol., 2010). 



 

25 
 

4.2. Role PML a PML-NBs v opravě DNA 

Od začátku nového tisíciletí až po současnost byly provedeny studie, které naznačují úlohu 

PML při opravách 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 současné době je známo, že koncentrace PML-NBs se zvyšuje v důsledku poškození DNA 

(Dellaire a kol., 2006). Je také známo, že PML může interagovat s mnoha opravnými proteiny 

a sekvestrovat je do PML-NBs (Dellaire a kol., 2006, Carbone a kol., 2002, Vaitiekunaite a 

kol., 2007). Byly také provedeny studie, které dokazují schopnost PML asociovat s těžce 

opravitelnými lézemi DNA a úlohu PML při homologní rekombinaci (Vancurova et al., 2019, 

Boichuk a kol., 2011, Yeung a kol., 2012). Nedávné studie poukazují na to, že PML může 

ovlivňovat kvalitu oprav dvouvláknových zlomů DNA (Vancurova et al., 2019, Voisset a kol., 

2018, Attwood a kol., 2020). Nicméně, přesná role PML při opravných mechanismech DNA je 

zatím předmětem dalších studií (shrnuto v Chang a kol., 2018). 

Že by PML-NBs mohly hrát roli při opravách DNA se nejprve předpokládalo vzhledem k tomu, 

že PML-NBs mají schopnost interagovat s chromatinem a jejich dynamika se v S fázi 

buněčného cyklu mění v závislosti na topologických změnách chromatinu v důsledku replikace 

DNA (Dellaire a kol., 2006). 

Ve studii od Dellaire a kol. bylo dokázáno, že PML-NBs mohou fungovat jako senzory 

poškození DNA (Dellaire a kol., 2006). V této studii byly buňky lidských diploidních fibroblastů 

vystaveny ionizujícímu záření a bylo ukázáno, že v odpovědi na poškození DNA se 

koncentrace PML-NBs v jádře zvyšuje (Dellaire a kol., 2006). Bylo také dokázáno, že nárůst 

počtu PML-NBs může být způsoben štěpením PML-NBs na mikrotělíska v důsledku 

vytahování chromatinu ze vnitřní struktury PML-NBs v reakci chromatinu na poškození DNA, 

jak je ukázáno níže na Obrázku 15 (Dellaire a kol., 2006). 
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Obrázek 15: Znázornění mechanismu rozpadu PML-NBs na mikrotělíska. Během replikace DNA, 
ke které dochází v S fázi, se mění topologie chromatinu a chromatin od sebe odtrhne jednotlivé části 
PML-NBs za vzniku většího množství mikrotělísek. Poté se mikrotělíska mohou buď znovu spojit nebo 
od sebe zůstanou oddělena (Dellaire a kol., 2006) 

 

V následujících dvou kapitolách je popsána asociace PML s reparačními faktory, a především 

role PML při opravách dvouvláknových zlomů. 

 

4.2.1. Asociace PML s reparačními faktory 

Bylo dokázáno, že PML-NBs se nachází v místech reparace DNA a v reakci na různé typy 

poškození DNA interaguje s mnoha opravnými proteiny, které mohou být pomocí interakce s 

PML přechodně lokalizovány do PML-NBs (shrnuto v Chang a kol., 2018).  

Těmito proteiny jsou kinázy regulující buněčný cyklu – ATM, ATR a Chk2 (Dellaire a kol., 

2006), proteiny MRN komplexu – NBS1, Mre11 a Rad50 (Carbone a kol., 2002), helikázy 

z rodiny RecQ – BLM a WRN (Vaitiekunaite a kol., 2007) nebo také reparační faktory Rad51, 

RPA a BRCA1 (Attwood a kol., 2020).  
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4.2.2. Úloha PML a PML-NBs při opravách dvouvláknových zlomů 

Jak už bylo napsáno v kapitole 3.1.1., dvouvláknové zlomy jsou považovány za hlavní příčinu 

nestability genomu. Tudíž, PML se svou účastí na opravných mechanismech dvouvláknových 

zlomů podílí na udržování genomové stability (shrnuto v Chang a kol., 2018). 

V minulém desetiletí byly provedeny studie, které prokazují úlohu PML-NBs při homologní 

rekombinaci (Boichuk a kol., 2011, Yeung a kol., 2012).  

Ve studii od Boichuk a kol. byl na modelu simian viru 40 (SV40) demonstrován funkční vztah 

mezi PML a opravným proteinem Rad51 v rámci homologní rekombinace. Je známo, že SV40 

iniciuje svou replikaci v blízkosti PML-NBs a také, že SV40 velký antigen T (large T antigen, 

LT) indukuje poškození DNA včetně dvouvláknových zlomů, na jejichž reparaci se podílí mimo 

jiné protein Rad51, který může být, ale také sekvestrován do PML-NBs (Boichuk a kol., 2011). 

Předpokládalo se tudíž, že by LT mohl faktory potřebné pro replikaci a reparaci virového 

genomu čerpat z PML-NBs. Tento předpoklad podpořil experiment, ve kterém bylo na opičích 

jaterních buňkách COS-1 a lidských buňkách U2OS exprimujících LT dokázáno, že 

knockdown v PML potlačuje virovou replikaci (Boichuk a kol., 2011). V dalším experimentu 

bylo na buňkách lidských fibroblastů exprimujících LT pomocí imunofluorescence 

analyzováno, zda je lokalizace ohniska proteinu Rad51 závislá na PML. Výsledek experimentu 

dokazuje, že ohnisko Rad51 je lokalizováno v blízkosti PML a že knockdown PML způsobil 

redukci hladiny Rad51 (Boichuk a kol., 2011). Dále byly lidských fibroblastů buňky vystaveny 

ionizujícímu záření, které způsobuje dvouvláknové zlomy stejně jako LT a bylo 

demonstrováno, že knockdown v PML způsobil snížení množství Rad51 v místě poškození 

DNA. Tyto výsledky dokazují, že PML je nutný pro akumulaci Rad51 do míst dvouvláknových 

zlomů v důsledku exprese LT a působení ionizujícího záření (Boichuk a kol., 2011). 

Studie od Yeung a kol. A Bischof a kol. se zabývaly tím, jaký krok PML v rámci HRR reguluje 

(Yeung a kol., 2012, Bischof a kol., 2001).  

V této studii byl v buňkách lidského fibrosarkomu proveden knockdown genu pro PML pomocí 

RNA interference a tyto buňky byly následně vystaveny ionizujícímu záření (Yeung a kol., 

2012). Deficience PML způsobila potlačení formace PML-NBs a redukci oprav pomocí 

mechanismu HRR, nicméně buňky deficientní v PML vykazovaly normální indukci fosforylace 

histonu H2AX a lokalizaci Rad51 do míst poškození. Tyto pozorování naznačují, že se PML 

nepodílí na regulaci časných kroků HRR, nýbrž může ovlivňovat pozdní kroky HRR (Yeung a 

kol., 2012).  

Mnoho výsledků naznačuje, že PML může regulovat poslední krok HRR, tedy rozložení 

struktury DNA heteroduplexu na výsledné produkty oprav. Tato regulace by se dala objasnit 
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tím, že helikázy BLM a WRN, mající roli při rozložení heteroduplexu DNA, jsou schopny 

interagovat s PML a být sekvestrovány do PML NBs (Bischof a kol., 2001). Studie od Zhong a 

kol. ukazuje, že v PML deficientních MEFs, které byly vystaveny ionizujícímu záření, došlo ke 

zvýšení frekvence výměn sesterských chromatid během metafáze oproti kontrolním MEFs, 

což může naznačovat defekty v rozložení heteroduplexu DNA (Zhong a kol., 1999). 

V nedávné době byly publikovány tři studie, které dokazují, že PML ovlivňuje úspěšnost oprav 

DNA (Vancurova a kol., 2019, Voisset a kol., 2018, Attwood a kol., 2020). 

Výsledky studie od Voisset a kol. ukazují, že PML-NBs jsou determinanty kvality oprav DNA 

pomocí mechanismů HRR a NHEJ. V této studii byly použity MEF nesoucí bodovou mutaci 

(C6A2/C65A) v RING doméně PML, která způsobuje rozpad PML-NBs (Voisset a kol., 2018). 

Tento experimentální přístup ukázal, že přesnost HRR a NHEJ byla výrazně nižší 

v PmlC6A2/C65A MEFs v porovnání s PmlWT, což dokazuje vliv PML (PML-NBs) na efektivitu 

oprav DNA (Voisset a kol., 2018). V roce 2019 studie od Vančurové a kol. poukázala na roli 

PML při opravě přetrvávajících, těžce opravitelných lézí vzniklých působením ionizujícího 

záření (persisting IR-induced foci, pIRIF) (Vancurova a kol., 2019). V experimentu byly použity 

lidské primární PML-deficientní buňky, jejichž pomocí se prokázalo, že PML-deficience vede 

k vyšší citlivosti k poškození DNA, které způsobuje léze DNA dominantně opravované pomocí 

mechanismu HRR. Vliv jednotlivých isoforem PML, ale také deficience v PML na úspěšnost 

oprav DNA pomocí HRR byl popsán v práci Atwoodové a kol. (Attwood a kol., 2020). Autoři 

sledovali úspěšnost oprav DNA pomocí HRR v buňkách osteosarkomu (U2OS), přičemž DNA 

byla poškozena buď endonukleázou I-SceI nebo systémem CRISPR/Cas9. Autoři zjistili, že 

deficience v PML, ale i jeho nadprodukce způsobují inhibici HRR. Dále ukázali, že průběh HRR 

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

Existuje hypotéza, že se PML podílí na opravách nestabilních repetic rDNA (Imrichova a kol., 

2019, Hornofova a kol., 2022).  

Ve studii od Imrichové a kol. bylo pozorováno, že PML v blízkosti jadérka tvoří takzvané PML 

jadérkové asociace (PML nucleolar associations, PNAs). Pomocí vysoce rezoluční 

mikroskopie bylo na umrtvených lidských pigmentových epiteliálních buňkách sítnice zjištěno, 

že PNAs jsou dynamické struktury jejichž dynamika je úzce spjata s inaktivací nebo reaktivací 

RNA polymerázy I (Imrichova a kol., 2019). Pozdní strukturní fáze PNAs představuje 

dlouhotrvající PML multiproteinové jadérkové struktury PML-NDs (PML multiprotein nucleolar 

structures, PML-NDs). Pomocí super-rezoluční mikroskopie bylo zjištěno, že všechny 

strukturní fáze PNAs včetně PML-NDs mohou asociovat s markery poškození DNA, což 

naznačuje roli těchto struktur v opravě rDNA (Imrichova a kol., 2019). Schopnost asociace 
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PML-NDs s místy přetrvávajícího poškození DNA rovněž naznačuje, že neopravená 

poškození rDNA mohou přispívat buněčné senescenci (Imrichova a kol., 2019). 

 

4.3. Role PML a PML-NBs při alternativním prodlužováním telomer (ALT) 

V důsledku mnohokrát opakované replikace DNA se eukaryotní buňky potýkají se 

zkracováním telomer. Pokaždé, když se somatická buňka dělí, tak pravděpodobně dochází ke 

zkrácení telomer z důvodu neschopnosti DNA polymerázy zcela replikovat lineární konce 

chromozomů. Když telomery dosáhnou kritické délky nebo poškození, tak dochází 

k senescenci nebo apoptóze buňky. Především u nádorových buněk jsou přítomny různé 

mechanismy pro jejich udržování (telomere DNA maintenance mechanism, TMM) (shrnuto ve 

de Vitis a kol., 2018).  

Jedním z typů TMM je již zmíněné alternativní prodlužování telomer ALT u nádorových buněk 

(Chung a kol., 2011). ALT se vyznačuje heterogenní délkou telomer, vysokým výskytem 

výměn telomerických sesterských chromatid a specializovanými strukturami vyskytujících se 

na telomerách nazvanými APBs (Vernier a kol., 2011). Tento mechanismus byl popsán u 

nádorových buněk a vyskytuje se u asi 15 % nádorů (Henson a kol., 2010). 

 

4.3.1. Formace ALT asociovaných PML útvarů (APBs) 

APBs jsou komplexy PML-NBs s telomerickou DNA vyskytující se u buněk využívajících ALT 

(Yeager a kol., 1999, Henson a kol., 2005, Osterwald a kol., 2015). APBs jsou složeny 

z některých kanonických komponent PML-NBs a vedle PML, obsahují i SP100 a SUMO. Další 

základní komponentou jsou proteiny asociované s telomerickými repeticemi TRF1, TRF2, 

POT1 a RAP1 (Yeager a kol., 1999). Do APBs mohou být lokalizovány faktory účastnící se 

opravy DNA nebo homologní rekombinace, kterými jsou RPA, RAD51, RAD52, RAD9, RAD17 

(Chung a kol., 2011, Yeager a kol., 1999) nebo komponenty komplexu MRN (Chung a kol., 

2011). Dalšími proteiny, které mohou být dopravovány 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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….................................. ........…........... 

Obrázek 16: Model seskupování APBs. Formace APBs může být iniciována pomocí domény SUMO1 
nebo pomocí SUMO E3 ligázy MMS21, stejně tak pomocí telomerických proteinů TRF1 a TRF2. 
Sestavení APBs je iniciováno sumoylací TRF1/2. Tato iniciace spustí zpětnovazebný mechanismus, 
který vede k asociaci PML a SP100. Iniciaci formace APBs může zajišťovat také NBS1. Poté dojde 
k auto-sumoylaci dalších MMS21, které jsou pomocí interakce se SIM motivem na PML lokalizovány na 
telomery. Poté co se vytvoří pomocí sumoylovaných PML a SP100 struktura slupky APBs, tak se 
rekombinační a reparační faktory DNA, kterými mohou být Rad9, Rad17 nebo Rad51, lokalizují do APBs 
a naváží se na telomery. To vede ke vzniku kompletní struktury APBs, která má funkci při prodlužování 
telomer pomocí mechanismu opravy DNA, zahrnujícího nereplikativní syntézu DNA, což je znázorněno 
fosforylovaným histonem H2A.X (Chung a kol., 2011). 

 

Sumoylace na telomerách je nezbytná pro tvorbu APBs a následné udržování telomer (Potts 

a kol., 2007). Nekovalentní vazba mezi SUMO1 a SIM představuje hlavní interakci, pomocí 

které jsou sestavovány APBs, zatímco SUMO2/3-SIM interakce hrají při formaci APBs méně 
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významnou roli a jsou důležité spíše pro lokalizaci jiných proteinů do APBs (Chung a kol., 

2011). Bylo pozorováno, že modifikace SUMO1 se preferenčně nacházejí v rámci sférické 

slupky vytvářené PML a proteinem SP100, zatímco modifikace SUMO2/3 se nacházejí uvnitř 

struktury PML-NBs (Chung a kol., 2011, Lang a kol., 2010). Kombinace interakcí SUMO-SIM 

a dodatečné sumoylace vytváří strukturu lešení skládající se z PML a SP100, na které se váží 

reparační faktory DNA a rekombinační faktory (Chung a kol., 2011). Proces formace APBs je 

znázorněn výše na Obrázku 16. 

 

4.3.2. Mechanismus alternativního prodlužování telomer (ALT) 

Mechanismus ALT je typ udržování délky telomer, který je využíván u nádorových buněk, které 

neexprimují telomerázu. Jedná se o mechanismus, který umožňuje skoro neomezenou 

proliferaci nádorových buněk (shrnuto ve de Vitis a kol., 2018). Z toho důvodu je mechanismus 

ALT a jeho regulace předmětem zájmu mnoha výzkumných laboratoří. Jak už bylo zmíněno, 

mechanismus ALT není využíván u mnoha typů nádorů (Henson a kol., 2010). Udržování délky 

telomer pomocí ALT je běžné pro nádory, kterými mohou být osteosarkom, liposarkom, 

glioblastom nebo nádor slinivky břišní (shrnuto ve de Vitis a kol., 2018). 

Detailní mechanismus ALT byl popsán teprve nedávno (Zhang a kol., 2019).  

Bylo pozorováno, že telomery, jejichž délka je udržována pomocí mechanismu ALT, se 

potýkají s neustálým replikačním stresem a vykazují velké množství spontánních poškození 

telomerické DNA (Zhang a kol., 2019). Bylo zjištěno, že zdrojem tohoto stresu může být 

vytvoření sekundárních struktur zvaných G-kvadruplexů, systémů čtyř guaninových bází 

propojených mezi sebou vodíkovými můstky (Yang a kol., 2021). Bylo také objeveno, že na 

indukci replikační stresu se mohou také podílet R-smyčky, což jsou hybridní struktury DNA a 

RNA vzniklé asociací s dlouhou telomerickou nekódující RNA TERRA (Yang a kol., 2021). 

Důsledkem vzniku těchto struktur na telomerách je zastavení replikační vidličky a následný 

vznik dvouvláknových zlomů, které iniciují replikaci indukovanou zlomy (break-induced 

replication, BIR) (Zhang a kol., 2019).  

Poškození DNA poté navozuje sumoylaci telomerických proteinů. Bylo pozorováno, že mnoho 

sumoylovatelných proteinů indukuje akumulaci PML, pokud se na telomerách nacházejí ve 

zvýšené koncentraci (Chung a kol., 2011). Jedním z těchto proteinů je rekombinační faktor 

NSB1, který je centrálním komponentem komplexu MRN. Komponenty schelterinového 

komplexu TRF1 nebo TRF2 a jejich sumoylace jsou také schopné indukovat zvýšení 

koncentrace PML na telomerách (Chung a kol., 2011). Sumoylace těchto proteinů je 

zprostředkována SUMO E3 ligázou MMS21 (Chung a kol., 2011). Je známo, že základním 
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předpokladem pro ALT je akumulace PML na telomerách, což bylo to prokázáno pomocí „life-

time microscopy“ (Chung a kol., 2011), ale především díky PML deficientních modelů. To je 

důkaz toho, že pokud se na telomerách nenachází APBs, jejichž tvorba je závislá na PML, tak 

dochází k erozi telomer a buněčné senescenci (Zhang a kol., 2021, Osterwald a kol., 2015). 

Z toho vyplývá, že základním předpokladem pro ALT je tvorba APBs (Chung a kol., 2011).  

Poté co se PML lokalizuje na telomery, tak dojde k indukci kompaktace telomerického 

chromatinu a shlukování telomerických repetic (Osterwald a kol., 2015, Cho a kol., 2014, 

Zhang a kol., 2021). Následně dochází ke vzniku APBs, jejichž formace byla popsána 

v předešlé kapitole. V důsledku formace APBs, klesne hladina TRF2 na telomerách. Snížená 

hustota TRF2 indukuje aktivaci kinázy ATM v APBs, která podněcuje opravu poškození DNA 

(Osterwald a kol., 2015, Denchi a de Lange, 2007). 

K opravám telomerické DNA dochází pomocí BIR. Jedná se o mechanismus opravy pomocí 

homologní rekombinace, který byl popsán v kapitole 2.1.1., pomocí kterého dochází 

k prodlužování telomer (Zhang a kol., 2019). Pro syntézu telomerické DNA je stěžejní protein 

RAD52. BIR může být RAD52-závislá či nezávislá (Zhang a kol., 2021). RAD52 má schopnost 

zajišťovat invazi templátového vlákna telomerické DNA převisem jednovláknové telomerické 

DNA za přítomnosti proteinu RPA (Zhang a kol., 2019). Bylo také ukázáno, že RAD52 může 

indukovat vznik D-smyčky (Zhang a kol., 2019). Jak je aktivována RAD52-nezávislá dráha je 

stále nejasné. Předpokládá se, že invazi templátového vlákna telomerické DNA může 

zajišťovat jiný protein než RAD52 (Zhang a kol., 2019). Po iniciaci syntézy DNA, podjednotky 

DNA polymerázy δ POLD3 a POLD4 syntetizují telomerickou DNA a podporují elongaci 

telomer. Následně dochází ke rozložení intermediátů rekombinace na výsledné produkty 

reparace pomocí helikázy BLM či enzymu SLX4 (Sobinoff a kol., 2017). Shrnutí mechanismu 

ALT je schematicky znázorněno na Obrázku 17. 
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Obrázek 17: Schématické shrnutí mechanismu ALT. ALT je aktivováno replikačním stresem na 
telomerách. Tento replikační stres je způsoben přítomností struktur G-kvadruplexu či R smyčky nebo 
přítomností jednovláknového zlomu DNA, což může vést ke kolapsu replikační vidličky a následnému 
vzniku dvouvláknových zlomů. Poškození DNA následně indukuje sumoylaci telomerických proteinů, 
které na telomery rekrutují PML, který s telomerami tvoří APBs. Do APBs jsou poté lokalizovány 
opravné, rekombinační a replikační proteiny. BIR je v APBs indukována dvouvláknovými zlomy a může 
být RAD52-závislá nebo -nezávislá. Replikace telomerické DNA pomocí BIR vyžaduje podjednotky DNA 
polymerázy δ POLD3 a POLD4, helikázu BLM či enzym SLX4. RAD52-nezávislou BIR mohou být 

generovány C-kruhy (Zhang a Zou, 2020). 

 

Bylo zjištěno, že pomocí RAD52-nezávislé dráhy mohou být formovány struktury zvané C-

kruhy, nicméně, jak dochází k jejich vzniku není zatím jasné (Zhang a kol., 2019). Jedná se 

kruhovou jednovláknovou telomerickou DNA, jejichž tvorba je narušována proteiny RAD51 a 

MRE11 (Zhang a kol., 2019). 

 

 

4.4. Role PML při antivirové ochraně 

Je známo, že virové infekce mohou mít negativní vliv na stabilitu genomu. Bylo totiž 

pozorováno, že při některých virových infekcích může docházet k integraci virového genomu 

do genomu hostitele. Tato integrace může mít za následek expresi onkogenních proteinů, což 

může vést k rozvoji rakoviny. Pro úspěšnou infekci, potřebují viry překonat bariéry obranného 
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systému hostitelské buňky včetně vnitřní obrany a vrozené a získané imunity (shrnuto v 

Scherer a Stamminger, 2016). Bylo dokázáno, že PML hraje důležitou roli ve vnitřní obraně 

buňky tím, že se chová jako jaderný restrikční faktor potlačující viry, které se dostávají do 

buňky (Kim a Ahn, 2015). 

PML se může v důsledku vniknutí viru do buňky podílet na signalizaci vrozené imunity hostitele 

a může aktivovat geny pro cytokiny (Lin a kol., 2004) zahrnující interferony (Bougrini a kol., 

2011) a následně geny stimulované interferony (interferon-stimulated genes, ISGs) (Kim a 

Ahn, 2015). Interferony mohou navíc zvyšovat expresi PML a Sp100 (Grotzinger a kol., 1996). 

Další strategií, kterou PML využívá v boji proti virové infekci, je pohlcení virového genomu do 

PML-NBs (Reichelt a kol., 2011) nebo jeho epigenetické umlčení (Sanyal a kol., 2018), což je 

znázorněno níže na Obrázku 18. 

 

Obrázek 18: Role PML-NBs při obranných mechanismech vnitřní a vrozené imunity a jejich 
interakce s virovými efektorovými proteiny. PML-NBs jsou schopné zprostředkovat represi virové 
replikace tím, že indukují umlčení virového genomu nebo mohou virový genom pohltit. PML-NBs také 
fungují zároveň jako koaktivátory buněčných genů, které mají antivirovou aktivitu, jimiž jsou geny 
kódující cytokiny nebo ISGs. PML-NBs jsou v pozitivní zpětné vazbě regulovány působením interferonů. 
Mnoho virů disponuje proteiny, které negativně působí na strukturu PML-NBs (Scherer a Stamminger, 
2016). 

 

Určité virové infekce mají za následek narušení strukturní stability PML-NBs vedoucí 

k rozpadu této struktury a re-lokalizaci PML do cytoplazmy. Toto narušení stability PML-NBs 
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je považováno za virovou strategii, pomocí které se viry vyhýbají mechanismům buněčné 

rezistence (McNally a kol., 2008). Jaderný PML se může buď lokalizovat do cytoplazmy 

v důsledku interakce s proteiny virové infekce nebo může být cPML přímo exprimován během 

virové infekce (McNally a kol., 2008, Jensen a kol., 2001). 

Mnoho virů kóduje proteiny, které zasahují do antivirové aktivity PML (Kim a Ahn, 2015). 

Těmito proteiny jsou multifunkční protein herpes viru simpex typu 1 ICP0 (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 myšího gamaherpesviru ORF75c (Sewatanon a Ling, 2014) a protein herpesviru 

saimiri ORF3 (Leppard a kol., 2009). 

Jak bylo zmíněno výše, PML-NBs mají schopnost pohlcovat virový genom (Reichelt a kol., 

2011). Nejnovější studie ukazují, že na základě interferonové signalizace a signalizace 

poškozením DNA se během virové infekce PML-NBs strukturně mění ve velké PML klece, ve 

kterých je virový genom uvězněn a transkripčně umlčen (Scherer a kol., 2022). Pro tento 

experiment byla použita metoda vizualizace virové DNA pomocí fluorescentních azidů, která 

umožnila detekovat genom lidského cytomegaloviru v PML klecích za nepřítomnosti virového 

regulačního proteinu IE1, který narušuje mechanismy, kterými se PML/PML-NBs podílejí na 

antivirové ochraně (Scherer a kol., 2022). Autoři studie navíc pomocí transmisní elektronové 

mikroskopie pozorovali, že PML klece mohou také uchovávat nově vytvořené virové kapsidy, 

což může naznačovat, že dochází ke dvěma vlnám antivirové obrany (Scherer a kol., 2022). 
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Ještě, než přejdu k závěru práce, bych si dovolila schematicky shrnout mechanismy, kterými 

cPML, PML a PML-NBs mohou ovlivňovat stabilitu genomu, o čemž je pojednáváno v této 

práci. 

 

Obrázek 19: Schématické znázornění vlivu cPML/PML/PML-NBs na udržování genomové 
stability. cPML hraje roli při vápníkové signalizaci a modulaci signalizace růstového faktoru, což vede 
k apoptóze poškozených buněk. PML tvoří s transkripčním faktorem DAXX komplex, který se následně 
delokalizuje z PML-NBs a potlačuje transkripci anti-apoptotických genů, což má za následek spuštění 
apoptózy. Do PML-NBs může být sekvestrován enzym ubiquitin ligáza Mdm2, který zprostředkovává 
degradaci transkripčního faktoru p53 v proteasomu. To vede k zamezení degradace p53, který pak 
může spustit transkripci apoptotických genů. Do PML-NBs může být sekvestrován i p53, který je v PML-
NBs post-translačně modifikován a aktivován a následně de-lokalizován z PML-NBs. Poté p53 aktivuje 
transkripci buď apoptotických nebo senescentních genů. Dalším faktorem, který je sekvestrován do 
PML-NBs je E2F, který aktivuje geny podporující proliferaci. Tato sekvestrace vede k potlačení 
transkripce těchto genů, což vede k buněčné senescenci. PML se podílí na opravách DNA tím, že 
interaguje s opravnými faktory a vnáší je do PML-NBs, které jsou schopny asociovat s dvouvláknovými 
zlomy. PML-NBs tvoří s telomerickou DNA komplexy zvané APBs, ve kterých se odehrává alternativní 
prodlužování telomer, které vede k udržování délky telomer. Během ochrany proti virovým infekcím 
může PML aktivovat geny pro cytokiny a interferony, což aktivuje vnitřní imunitní signalizaci. PML-NBs 
se účastní boje proti virové infekci pohlcením virového genomu a jeho epigenetickým umlčením.  
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5. Závěr 

Cílem práce bylo objasnit roli promyelocytárního proteinu (PML) v udržování stability genomu. 

Jedná se o protein dominantně exprimován při stresové odpovědi, který je schopen přes 

SUMO-SIM interakce koncentrovat velké množství proteinů do určité oblasti jádra, a tím 

vytvořit nemembránové útvary, PML-NBs. PML je nezbytný stavební komponent PML-NBs, 

neboť bylo demonstrováno, že mutanty v PML nejsou schopny utvořit PML-NBs. Složení PML-

NBs je variabilní a pravděpodobně se liší nejenom mezi experimentálními podmínkami a 

buněčnými modely, ale i v jednotlivých jádrech. A právě tato kompozitní variabilita naznačuje 

možnou funkční odlišnost. Bylo zjištěno, že PML-NBs jsou vysoce dynamické útvary, které se 

strukturně a biochemicky mění v závislosti na jednotlivých fázích buněčného cyklu, když bylo 

pozorováno, že během mitózy mohou být PML-NBs de-lokalizovány z jádra do cytoplazmy. 

Bylo také ukázáno, že PML může interagovat s chromatinem. PML-NBs mohou mít také afinitu 

k některým repetitivním oblastem genomu, které mohou být zdrojem genomové nestability.  

Všeobecný zájem o PML-NBs započal díky těsné vazbě integrity PML-NBs a mnoha 

patologických stavů, kterými mohou být akutní promyelotická leukemie, neurodegenerativní 

onemocnění či virové infekce, které narušují genomovou stabilitu. Díky této souvislosti se 

začali zkoumat mechanismy, kterými by mohli PML či PML-NBs ovlivňovat stabilitu genomu. 

Tato práce shrnuje, že PML a PML-NBs mají kapacitu ovlivňovat stabilitu genomu zapojením 

do různých buněčných procesů včetně regulace buněčného cyklu, opravy DNA, alternativního 

prodlužování telomer či antivirové ochrany.  

PML je znám pro svůj proti-nádorový charakter. Nicméně, PML může v závislosti na 

okolnostech mít i onkogenní účinek. Bylo objeveno, že PML může mít onkogenní charakter 

v buňkách rakoviny prsu či rakoviny vaječníků. Mezi další onkogenní funkce PML se řadí také 

udržování rakovinných kmenových buněk či podněcování metastáze u chronické myeloidní 

leukemie či rakoviny prsu. Z toho důvodu PML představuje předmět zájmu mnoha výzkumných 

zařízení. Dá se předpokládat, že se v příštích letech budou více rozvíjet metody zaměřené na 

praktické využití PML při léčbě rakovin. Je však nutné poznamenat, že se PML zdá být u 

většiny typů nádorů deficientní a vyskytuje se pouze u menšího množství nádorů.  

Jak bylo napsáno výše, PML hraje důležitou roli při regulaci buněčného cyklu, neboť indukuje 

senescenci a apoptózu v odpovědi na genotoxický stres nebo na působení onkogenu. 

K navození senescence PML přispívá interakcí p53, retinoblastovým proteinem, p14ARF či 

E2F. Apoptózu může PML navozovat rovněž interakcí s p53 či proteinem DAXX. Tyto aktivity 

PML poukazují na jeho roli v nádorové supresi, neboť přispívá k zástavě buněčného cyklu 

buněk s poškozenou DNA. 
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V reakci na poškození DNA má PML schopnost asociovat s místy zlomů DNA. Poslední dobou 

přibývá důkazů, že se PML-NBs přímo podílí na opravách komplikovaných lézí mechanismem 

HRR. Tyto výsledky naznačují, že aberantní lokalizace či hladina PML může vést 

k přetrvávajícímu poškození DNA, a tím i zvýšené genomové nestabilitě, což může způsobit 

různé patologické jevy. Bylo rovněž prokázáno, že PML může mít roli senzoru poškození DNA 

a může také ovlivnit kvalitu oprav DNA. Tyto funkce prokazují na to, že PML může mít při 

opravách DNA důležitou roli a vyplatí se v tomto směru do budoucna dělat další studie, jelikož 

detailní mechanismus, jakým PML ovlivňuje opravy DNA stále není znám. Dosud málo 

prozkoumanou rolí PML je obzvlášť jeho funkce při opravách rDNA. 

PML má klíčovou roli při alternativním udržování telomer (ALT), ke kterému dochází u 

nádorových buněk, které neexprimují telomerázu. PML-NBs tvoří s telomerickou DNA 

speciální struktury zvané ALT asociované PML útvary (APBs). Akumulace PML na telomerách 

je základním předpokladem pro ALT, neboť PML indukuje v raných fázích ALT shlukování 

telomer. Tato schopnost ukazuje na onkogenní potenciál PML, neboť jeho exprese umožňuje 

skoro neomezenou proliferaci některých nádorů. Vzhledem k tomu, že je PML hlavním 

předpokladem pro ALT, je možné knockout PML využít při léčbě ALT-pozitivních rakovin. 

Nicméně, v současnosti je výzkum léčby ALT-pozitivních rakovin zacílen na mechanismy 

regulace ALT. 

PML také představuje bariéru, která chrání buňky před virovými infekcemi. PML se podílí na 

signalizaci vrozené imunity hostitele a rovněž využívá strategie, kterými jsou epigenetické 

potlačení virového genomu nebo pohlcení a uchování virového genomu v PML-NBs. Nové 

studie prokazují že pro pohlcení virového genomu se PML-NBs strukturně mění na PML klece, 

které kromě virového genomu pohlcují také nově vytvořené virové kapsidy, což značí, že může 

docházet ke dvěma vlnám antivirové obrany. 

Možný směr, kterým by se výzkum PML dále mohl ubírat, naznačují recentní studie, které se 

zabývají vlivem typů isoforem PML na jejich funkce. Nejnovější literatura ukazuje, že různé 

isoformy PML mohou tvořit specializované PML-NBs, které se od sebe liší svou funkcí. Nové 

studie také naznačují, že protichůdné funkce PML u rakovin mohou být ovlivněny právě typem 

exprimované isoformy, když bylo pozorováno, že PML IV převážně potlačuje nádory, zatímco 

PML I vykazuje pro-onkogenní potenciál. Z toho důvodu se vyplatí funkční různorodost 

isoforem PML dále studovat. 

Přestože zůstává stále mnoho otázek ohledně funkce PML nezodpovězeno, PML má 

vzhledem k prokázaným informacím důležitou úlohu při udržování stability genomu. 
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