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Abstrakt:

Tato reSerSe popisuje strukturu a funkci jadernych domén nazyvajicich se Cajalova téliska
(CB). CB obsahuji proteiny a faktory, které se ucastni uspofadani a modifikace SnRNP. Tyto
téliska se nachazi u obratlovcl i bezobratlych a nejdeme je i v rostlindch. Ne vSechny typy
bunék vSak obsahuji CB. Jejich pocet a velikost se odviji od transkripcni aktivity buriky a fazi
bunécného cyklu. Tato prace pojednava o faktorech, které maji vliv na formaci CB. Jeden
z nejdllezitéjsich faktord je hladina snRNP a transkripéni aktivita. V posledni dobé se vsak
ukazuje, Ze vyznamnou roli ve formaci CB ma i fosforylace coilinu a jinych komponent. Jiné
studie ukazuji na vliv okolniho prostfedi. Také se zde diskutuje regulace biogeneze CB, ktera

neni jesté zcela objasnéna.

Klicova slova: Cajalovo télisko, coilin, bunéfné jadro, snRNP, pre-mRNA sestfih,

transkripce

Abstract:

This research describes the structure and function of nuclear domains called Cajal bodies
(CB). CB contain proteins and factors involved in assembly and modification of snRNPs.
These bodies are found in vertebrates and invertebrates and even plants. Not all cell types
contain CB. Their number and size depends on the transcription activity of cell and cell cycle
phase. This paper discusses the factors that affect the CB formation. One of the most
important factors is the level of snRNPs and transcription activity. Recently shows that an
important role in CB formation has coilin and other components phosphorylation. Other
works show the influence of the environment. There is also discussion regulation of CB

biogenesis, witch is not yet fully understood.

Key words: Cajal bodies, coilin, cell nucleus, snRNP, pre-mRNA splicing, transcription



Seznam pouzitych zkratek:

ATP - adenosintrifosfat

CB - Cajalovo télisko (Cajal bodies)

CBC -protein vazajici CepiCku (cap binding protein)

Cdk2 - cyklin dependentni kinaza 2

CstF - Stépici stimulacni faktor (cleavage stimulation factor)

CpsF - Stépici polyadenyla¢ni stimulacni faktor (cleavage polyadenylating stimulation factor)
FLASH - (flice-associated huge protein)

GFP- zeleny fluorescentni protein (green fluorescent protein)

hCINAP - lidsky ATP&azovy protein interagujici s coilinem (human coilin interacting nuclear
ATPase protein)

HLB - téliska lokalizovana na histonech (histone locus bodies)
Nopp140 — jaderny fosfoprotein p140 ( nucleolar phosphoprotein p140)

NPAT - jaderny protein vyskytujici se v AT mistech (nuclear protein mapped to the AT

locus)

PIASy - proteinovy inhibitor aktivovaného STAT (protein inhibitor of activated STAT)
PML bodies — promyeolitic leukemia téliska

Pre-mRNA - pre — messengerRNA

PRMT - protein metyl-transferdza

PTF-y — Proximalni sekvencni element (PSE) — vazajici transkripcni faktor

RPB6 — RNA polymerazova podjednotka



SMN komplex — protein motorickych neuront (survival of motor neuron)
snoRNA — malé jadérkové RNA (small nucleolar RNA)
scaRNA — malé RNA asociované s Cajalovymi télisky (small Cajal bodies asociated RNA)

STAT - signalni transduktor a aktivator transkripce (signal transducers and activator of

trancription)
snRNA — mala jadernd ribonukleova kyselina (small nuclear RNA)
snRNP — mal& jadernd ribonukleoproteinova ¢astice (small nuclear RNP)
TBP — protein vazajici TATA box (TATA box binding protein)

TFIIH — transkrip&ni faktor 11 H



1.Uvod:

Cajalova téliska jsou evolucné velmi konzervované struktury. Byly nalezeny u obratlovc,
bezobratlych i v rostlindch. Jsou velmi variabilni ve velikosti i v poCtu. VSe zavisi na fazi
bunécného cyklu a druhu organismu. Tyto jaderné struktury hraji dilezitou roli v transkripci.
Jejich funkce je usporadani a nasledna modifikace snRNP, které se Ucastni pre-mRNA
sestfihu. Tyto struktury byly poprvé objeveny v neuronech v roce 1903 Raménem y Cajalem,
ktery je nazval jadérkova pridavna téliska (accessory bodies) (Cajal 1903 cit v Gall 2000).
Pozdéji byly nalezeny i v dalSich tk&nich. Diky vyvijejicim se technikdm, byly identifikovany
komponenty CB, dynamika CB a jejich struktura v Zivych burkach. Jsou to pohyblivée
struktury, které obcas asociuji s misty histonovych genli (Matera a kol. 1999), kde ziejmé
funguji vregulaci jejich exprese. Vroce 1991 byla identifikovana jedna z jeho
nejddlezitéjSich komponent, p80 coilin (Raska a kol. 1991), ktery se dodnes uziva jako jejich
marker. Jeho ortology a homology byly nalezeny i v CB u jinych organism(. Studie ukazuiji,
Ze jeho modifikace se podili i na formaci CB. Ddlezity protein pro funkci CB je SMN
komplex, ktery cili snRNP do CB. Mutace v genu pro SMN zplsobuje spinalni svalovou
atrofii (Liu a kol. 1996).

Tato prace nejprve obecné popisuje CB. Ukazuje i srovnani slozeni CB mezi rlznymi
organismy. Druha Cast této reserSe je zamérena na faktory a podminky, které jsou dilezité pro
jejich formaci a ¢aste€né zminuje i regulaci jejich biogeneze, ktera neni jesté zcela jasna. Jsou

zde diskutovany fosfoproteiny, které se hromadi v CB a pfispivaji k jeho formaci a celistvosti.

2.Cajalovo télisko:

CB objevil poprvé Ramon y Cajal, profesor Madridské univerzity, v roce 1903. Objevil malé
kruhové struktury uvnitf jadra neuronu, které se nachazely blizko nebo pfimo spojené
s jadérkem. Proto je nazval druhotna téliska neboli accessory bodies (Cajal 1903 cit. V Gall
2000). Po 60 letech byla CB znovu objevena dvojici Monneronem a Bernhardem. Pozorovali
je i mimo neuralni tkarn a pojmenovali je coiled bodies. (Monneron a kol. 1969). DalSi éra CB
zaCala praci Andrade, Raska a kolegl v roce 1991, ve které popisuji identifikaci protilatky
z lidského autoimunniho séra, ktera reagovaly s novym antigenem v interfazi sav€ich bunék.
Tento 80 kDa antigen nazvali p80 coilin. Vyskytoval se hojné v jadernych coiled bodies a
dodnes se uziva jako jejich marker. V roce 1999 se nazev coiled bodies zménil na Cajalova

téliska po svém objeviteli (Gall 1999).



CB jsou vysoce konzervovane bunéfné komponenty nachazejici se v jadrech rostlinnych i
zivocisnych bunék. Jejich velikost se pohybuje od 0,2 um — 2 pm v prdiméru, ale miZzou byt i
vétSi. Obvykly pocet CB v jadre se pohybuje od 1 do 6. Jejich pocCet a velikost se méni béhem
bunécného cyklu. Pomoci znaceni CB protildtkou proti p80-coilinu se zjistilo, Ze jejich
nejvyssi pocCet je v pfechodu z mitdzy do G1 faze bunécného cyklu. V syntetické (S) a G2 fazi
byla CB VEtsi a jejich poCet se snizoval, coz mdze byt zplsobeno flizovanim mensich CB do
vétSich. Z toho vyplyva, Ze jejich pocCet a velikost je zavisla na transkripCni aktivité buriky a
na fazi bunécného cyklu, ve které se burika pravé nachazi (Andrade a kol. 1993).

CB se dokazi pohybovat. Spojenim p80 coilinu s GFP byly objeveny translokacni pohyby
pres nukleoplasmu spolecné Ci jednotlivé nebo od periferie jadra smérem k jadérku. Také byla
pozorovana separace mensich CB (< 0,2 um) od vétSich ( = 0,4 um). Jejich rychlost mize
dosédhnout az 0,9 pm/min (Platani 2000). Ne vSechny jsou v3ak pohyblivé soucasné.
Nejcastéji setrvavaji v omezeném jaderném prostoru, pravdépodobné diky interakcim se
specifickymi regiony chromatinu. Pohyb télisek je omezeny a zahrnuje asociaci
s chromatinem a volnou difuzi v interchromatinovém prostoru (Lamond a kol. 2005). Jejich
pohyb se zvySuje po vyCerpani ATP a po inhibici transkripce. Je ziejmé, Ze asociace CB a
chromatinu vyZaduje ATP a aktivni transkripci (Platani, 2002).

Prace Matera (2001) popisuje interakce CB s genovymi misty pro U2 snRNA a ukazuje, Ze
asociace s CB zavisi na transkripCni aktivité genu a vyZaduje jak pFitomnost nascentnich U
snRNA transkriptl, tak i U2 snRNPs v CB. Tato asociace ukazuje na mozZnost regulacni
funkce CB v expresi téchto genl. Pritomnost nascentnich U2 snRNP mliZze ukazovat spojeni
mezi asociaci se specifickymi genovymi misty a doruceni snRNP pro zpracovani a maturaci
nascentnich RNA transkriptl (Lamond a kol. 2005). Déle byly provedeny studie, které
ukazuji, Ze do CB jsou smérovany podjednotky RNA polymerazy Il (RPB6 a 9) (Morgan a
kol. 2000). Také jiné transkripcni faktory jako TBP, TFIIH a PTF-y jsou nejprve usporadany
v CB, neZ jsou transportovany do mista transkripce na chromosomech a v jadérku (Gall
2001). Tyto vysledky v3ak nebyly potvrzeny u savCich bunék, ale pouze u bunék Xenopus

laevis.

V blizkosti CB nalezneme i jina jaderna téliska. Napfiklad Stépici téliska (cleavage bodies),
které byly identifikovany imunofluorescenénim znacenim pomoci protilatek anti-CstF a anti-
CPSF. Oba proteiny se nachazely v jadfe a v kombinaci s protilatkou anti-p80 coilin se

zjistilo, Ze jsou koncentrovany v jaderné oblasti blizko CB (Schul a kol. 1996). Déle v jejich



blizkosti nalezneme Gemini of coiled bodies neboli gems, které snimi mohou i pFimo
asociovat. Byly objeveny pomoci imunolokalizacnich studii, kde uzili protilatky proti SMN
proteinu. Mutace v genu pro SMN protein vede ke spinalni svalové atrofii. Také u CB
nalezneme PML téliska, kterd se Ucastni rlznych biologickych funkci véetné kontroly
apoptozy, odpovédi na poSkozeni DNA, antivirové odpovédi a transkripéni modulaci. PML
téliska asociované s CB se mize nachazet v snRNA genovych mistech s CB umisténymi mezi
PML téliska a sSnRNA mistem. Studie ukazuje, Ze coilin se pfimo véZe k PIASy (protein PML

télisek). Tyto interakce ukazuji roli CB v organizaci jadra (Sun a kol. 2005).
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Obrézek ¢.1: Schématické znazornéni coilinu a jeho role v organizaci jadra. Na N-konci se nachdzi doména
ddlezita k samoorganizaci coilinu dlouha 92 aminokyselin. RG box zajistuje pfimou vazbu s SMN. Je zde také

vidét asociace coilinu s PIASy. (Pfevzato z Journal of Cell Science, Sun a kol. 2005)

2.1. Cajalova téliska v jinych organismech:

CB jsou evolucné velmi konzervovane struktury. Jsou nalezeny v ZivociSnych i rostlinnych
bunkéach (obréazek ¢. 2).

2.1.1. Xenopus laevis:

Analogy CB u Xenopus laevis se nazyvaji sférové organely (sphere organelle). Poprvé tyto
struktury popsal v roce 1954 Gall u Notophtalamus viridescens. Nejsou obalené membrénou



stejné jako CB. Jsou VEtsi nez 10 um v primeéru a jejich pocet se pohybuje od 50 do 100.
Nachéazi se hlavné v germinélnich vesikulech oocytll. Je to komplex tvofeny z 3 Gasti: jiz
zminéné sférické télisko, C snurposom a jeden nebo vice menSich sférickych struktur na
povrchu, které nazyvame B snurposomy, které viak byly pozorovany jen u vétSich sférovych
organel. Ve sférovych organelach se nachazi protein SPH-1, ktery ma ze 75% podobnou
aminokyselinovou sekvenci jako lidsky p80 coilin (Tuma a kol. 1993). Diky experiment(im
vyuZzivajicich znaCeni protilatkami bylo zjisténo, Ze sférické organely obsahuji sSnRNP hlavné
ve snurposomech (Wu a kol. 1991). Souvislost se zpracovanim RNA byla u téchto télisek

objevena dfive nez u CB.

Podobné jako Cajalova téliska obsahuji sférické organely u Xenopus laevis coilin,respektive
SPH-1(Tuma a kol.1993), fibrillarin, Nopp140, snoRNAs a faktory pro zpracovani 3"konce
mMRNA (Gall a kol.1993). Proto se usoudilo, Ze sférickym organeldm lze dat nazev Cajalova
téliska.

Samoziejmé je mezi CB u sav€ich bunék a u Xenopus laevis rozdil nejen ve velikosti, kdy u
Xenopus jsou CB V&tsi a jsou ve vétSim pocCtu, ale i v nékterych komponentach, které
obsahuji. Prace Hofmann a kol. (2002) ukéazala, Ze v CB u Xenopus laevis je lokalizovan
symplenkin, cozZ je protein, ktery je zapojen do zpracovani mMRNA. Vaze se na podjednotky
Stépiciho (Cstf) a polyadenylacniho specifického faktoru (Cpstf). Oba rovnéz najdeme v CB
Xenopus laevis (Hofmann a kol. 2002). Tyto faktory se vSak u savCich bunék nachazi ve
Stépicich téliskach (cleavage bodies), které se nachazi pobliz CB. Nejsou vSak lokalizovany
v nich. (Schul a kol. 1996). Take se v CB u savcich bunék nenachazi vSechny komponenty
polymerdzového komplexu jako je tomu u Xenopus laevis. Je tedy mozne, Ze CB u sav€ich
bunék ztratila béhem evoluce nékteré funkce, které prevzaly jiné organely, takové jako
cleavage bodies, a vytvorily se jiné mechanismy, které jsou pro savc¢i buniku vyhodnéjsi. Také
mohou byt CB u Xenopus laevis podtypem CB u savcl, které se zase prizplsobily tak, aby co
nejlépe vyhovovaly poZzadavk(m a prostredi bunék Xenopus laevis (Lamond a kol. 2005).

2.1.2. Drosophila melanogaster:

Pokusy identifikovat Cajalova téliska v Drosophile melanogaster pomoci coilinu byly velmi

malo Uspésné. Proto se K jejich lokalizaci pouZivaly jiné molekularni markery jako napfiklad
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snRNAs, fibrillarin nebo mald CB- specifickd (sca)RNA U85 (Liu a kol. 2006). Gen pro
coilin CG870 (ortolog coilinu u sav€ich bunék) u Drosophily melanogaster byl objeven
pozdéji. Produkt genu CG870 je dlouhy 634 aminokyselin s molekularni hmotnosti 70,6 kDa
(Liu a kol. 2009). Zzjistilo se, Ze se vyskytuje nejméné ve dvou jadernych téliskach.
V Cajalovych téliskach, které obsahuji slozky potfebné pro sestfih a v jadernych téliskéach,
které byly separované a charakterizované U7 snRNP a jinymi faktory vyskytujicimi se ve
zpracovani pre-mRNA v oblastech histonll. Byly nazvany HLB (histone locus body), které
maji v priméru kolem 100 um (Gall kol. 2010). Tato prace Gall (2010) také poukazuje na
zménu morfologie a sloZeni jadernych télisek béhem oogeneze. Ta zaCind s obéma typy
jadernych télisek, kde jeden typ obsahuje coilin a druhy typ obsahuje faktory G¢astnici se ve
zpracovani histonovych transkriptd. Béhem pozdéjsi faze oogeneze 1. typ télisek mizi a misto
toho se jaderné télisko obsahujici coilin asociuje s histonovymi geny. Déle se provedly
experimenty, které ukazaly, Ze HLBs obsahuji stejné jako u Xenopus laevis podjednotky RNA
polymerazy Il a to nejvice v S-fazi bunééného cyklu (Gall a kol. 2010). Zde opét mizeme
spekulovat, zda tento typ Cajalovych télisek byl plvodni a savéi typ se béhem evoluce
proménil. Je zde i odlisna sekvence proteinu coilinu, ktery nemlzeme u téchto Cajalovych
télisek pouzivat jako jejich marker, jak je tomu u savcl a Xenopus laevis. Oba vsak obsahuji

konzervované sekvence, které nalezneme u obou typa.

2.1.3. Arabidopsis thaliana:

CB byla objevena nejen v ZivoCiSnych burikach, ale i v buiik&ch rostlinnych. Zjistilo se, Ze
mezi lidskymi CB a rostlinnymi CB nejsou velké rozdily. Oboje jsou velmi heterogenni
dynamické struktury. VV CB u Arabidopsis byl nalezen homolog coilinu, ktery ma vsak velmi
maly stupent podobnosti (Collier a kol. 2006). Jeho gen byl identifikovdn pomoci
fluorescencni mikroskopie. Cajalova téliska v Arabidopsis jsou sférickd a Casto v asociaci
s jadérkem. V bunkach hypokotylu jsou jadérka velka a obyCejné obsahuji 1 Cajalovo télisko

o praméru 1 pm.
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Obréazek €. 2: Schéma Cajalovych télisek a jejich vztahu k jadérku v kvasince, Xenopus laevis, Drosophile
melanogaster a ¢lovéku. Pfevzato z Journal of cell biology, Matera 2006

2.2. Komponenty Cajalova téliska:

CB obsahuji faktory, které jsou vyZadovany pro sestfih, ribozomalni biogenezi a transkripci.
CB neni obalené membrénou, Cili vSechny jeho slozky jsou dynamické s relativné rychlym
obratem. NejdelSi dobu zdrZeni ma coilin a SMN komplex. Naproti tomu kratSi dobu se v CB
zdrzuji slozky snRNP a faktory sdilené s jadérkem (Dundr a kol. 2004)

Kromé coilinu byly vCB objeveny dalsi komponenty. Pomoci imunoelektronové
mikroskopie a double label imunofluorescence byl identifikovan fibrillarin, 34 kDa
proteinova slozka U3 RNP, déle byl identifikovan Sm a U1 RNP antigen, které jsou sloZzkami
snRNPs a UCastni se pre-mRNA sestfihu (Raska a kol. 1991).

12



2.2.1. Coilin:

Dnes se jako marker pro identifikaci CB uziva p80-coilin, ktery byl objeven Tanovou

skupinou a jeho spolupracovniky v lidském autoimunnim séru (Raska a kol. 1991).

Coilin je specificky jaderny fosfoprotein skladajici se z 576 aminokyselin, ktery je
modifikovan fosforylaci serinli (Carmo-Fonseca a kol. 1993) a symetrickou dimethylaci
argininu. Tyto metylované argininy se nachazi pobliz C-konce voblasti RG box
(obrazek €. 7), ke kterému se vaze SMN komplex (Obrazek €. 3). Na svém N-konci obsahuje
doménu, pomoci které interaguje sdm se sebou a tvori oligomery (Obrazek €. 7). Ukéazalo se,
Ze tato doména je nezbytna pro lokalizaci coilinu do CB (Hebert a kol. 2010). Kromé SMN
komplexu coilin vaZze i Sm proteiny a proteiny podobné Sm. Tyto proteiny interaguji s C-
koncem coilinu pres ,.Sm fold“ region, coZz je vysoce konzervovany usek v Sm/Lsm
proteinovych rodinach. Déle se ukazalo, Ze coilin interaguje s U4, U5 a U6 snRNPs, avsak ne
s U1 a U7 snRNPs (Xu a kol. 2005). U Xenopus laevis se vSak ukazalo, Ze se coilin k U7
SnRNP slabé vaze (Gall a kol. 1998) Tyto vysledky jsou tedy odlisné. Obé skupiny také
pouZily odlisné metody pro testovani interakce coilinu s U7 snRNP.

Coilin se nachazi v celém jaderném prostoru, predevsim se koncentruje do CB, které jsou poté
pomoci imunofluorescence vidény jako zafiva jaderna ohniska (Santama a kol. 2005). Za jeho
fosforylaci je zodpovédna CDK2/cyclin E a mlize ho fosforylovat i casein kinasa 2 (CK2),
kterd interaguje hlavné s proteinem Nopp140. Prace Hebert (2010) ukazala, Ze coilin mlze
byt fosforylovan pomoci CK2 in vitro. S proteinem Nopp140 interaguje pres svllj N-konec,
ktery slouzi jako funkéni spoj mezi jaderkem a CB (Isaac a kol. 1998). Pomoci kvasinkove
dvouhybridni zkousky s coilinem byl identifikovdn protein hCINAP, ktery s coilinem
interaguje. Jedna se o ATP vazajici protein o délce 172 aminokyselin a jeho amino-terminalni
P- smycka ukazuje podobnost k rodiné adenylat kinaz (AK®6). S coilinem interaguje pfes jeho
C-konec, ktery se zd& byt nepostradatelny pro interakci. Pomoci imunofluorescence bylo
ukézano, Zze hCINAP je specificky jaderny protein (Santama a kol. 2005). VétSina téchto
interakci se podili na stabilité a formovani CB.
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Obrazek ¢&. 3. : V CB m0Ze coilin existovat ve 2 fosfoisoformach, jedna, ktera obsahuje fosforylované zbytky
v misté, kde coilin interaguje s SMN komplexem (v RG boxu) a Sm proteiny. Interakce mezi SMN a
fosforylovanym coilinem (vlevo) oddéli snRNPs od SMN komplexu. Uvolnény snRNP se miZou vazat na
hyperfosforylovany coilin (vpravo), umoziujici snRNA modifikace. Fosforylace coilinu miZe podporovat
uvolnéni SMN z CB a béhem fosfatdzové aktivity by se mohly uvolfiovat snRNPs. Pfevzato Hebert 2010

2.2.2. SMN komplex:

SMN neboli survival of motor neurons je protein o délce 294 aminokyselin a molekulérni
hmotnosti 32 kDa. SMN komplex je tvofen z SMN proteinu a 7 pfidavnymi proteiny Gemin
2-8 (Liu a kol. 1996, Baccon a kol. 2002, Pellizzioni a kol. 2002). SMN komplex nalezneme u
vSech metazoi a ve vsech bunéénych typech obratlovci (Kolb a kol. 2007). SMN je pfitomny
v cytoplasmé i jadru, kde je koncentrovan v CB a v jadérku. SMN se také vyskytuje v jaderné
struktufe nazyvajici se gems, Gemini of coiled bodies, které byly objeveny pomoci
imunofluorescence, kde zjistili, Ze se shoduji pottem i velikosti s CB (Liu a kol. 1996).
Zajimavé je, Ze bunky, které obsahuji gems také obsahuji CB. SMN komplex je velmi

dilezity pro usporadani, metabolismus a transport rlznych tfid RNP vCetné snRNP. Je

14



nepostradatelny pri usporadani Sm proteini kolem snRNA v cytoplasmé. SMN komplex se
primo vaze k Sm proteinlm na jejich tudor Useky, kde se nachazi symetricky metylované
argininy, a na RNA komponenty RNPs (Xu a kol. 2005). Zfejmé ztrata funkce usporadani Sm
proteinii kolem spravnych snRNA diky ztraté SMN komplexu je pFi¢inou spinalni svalové

atrofie.

Sm Proteins

Obr.¢ 4: Schéma funkce SMN komplexu v usporadani snRNP. SMN komplex se pfimo vaze na SM proteiny i na
snRNA a usporadava Sm rpoteiny kolem snRNA. Prevzato z Journal of child neurology, Kolb a kol. 2007

2.2.3. RNA/RNP komponenty:

Maturace a biogeneze sSnRNAs a snoRNAs je Uzce spojena s jejich bunécnou lokalizaci. Nové
transkribované snRNAs jsou vedeny do cytoplasmy, kde se vazi na sadu spoleCnych Sm
proteinl, které zajistuji jejich navrat a cileni do CB (Lamond a kol. 2005). V jadie se ShARNPs
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Castice akumuluji hlavné v CB. Jsou hypermethylované na 5°konci, coZ ukazuje, Ze byly
importované z cytoplasmy a Ze to nejsou nascentni transkripty (Mattaj a kol. 1986).

2.2.3.1 snRNA:

SnRNA se ucastni v pre-mRNA sestfihu jako maly jaderny ribonukleovy komplex (ShnRNP).
Jak uZ bylo psano vyse, geny pro U snRNA jsou asociovany s CB v sav€ich bunkach. Pro
tuto asociaci je vyZzadovéana transkripce téchto genll a pritomnost nascentniho transkriptu U
snRNA. (Frey a kol. 2001). Geny jsou transkribovany pomoci RNA polymerazy Il a RNA
polymerdzy Ill, kterd transkribuje U6 snRNA (Paule a kol. 2000). Poté je na 5°konec
nasyntetizovana N7-methyl guanosinova &epicka (m’G cap) (Eliceiri a kol. 1976). Na ni se
navaze CBC (Patel a kol. 2008). 3’konec pre-snRNA je tvofen pomoci
heterododekamerického metallo 3 laktamazového komplexu neboli integratoru, ktery je
pfimo vazan na C-terminalni doménu (CTD) v RNA polymeréze Il (Baillat a kol. 2005). Pro
export do cytoplasmy je jesté vyZzadovan fosforylovany adaptor pro RNA export (PHAX),
ktery se vdZe na CBC. PHAX slouzi jako adaptor mezi komplexem CBC/RNA a
CRM1/RanGTP proteiny a je regulovan fosforylaci. Do cytoplasmy je U snRNA (kromé U6
snRNA) s navdzanymi proteiny prenesena pres jaderny por. V cytoplasmé je PHAX néasledné
defosforylovan a komplex se rozpadne. PHAX i CBC jsou znovu preneseny do jadra, kde je
PHAX opét fosforylovan pomoci CK2 a Ize ho opét pouZit pro dalsi export (Ohno a kol.
2000). V cytoplasmé interaguji U snRNA za pomoci SMN komplexu se 7 Sm proteiny (B/B”,
D3, D2, D1, E, F a G) do formy snRNP Sm core struktury. Sm proteiny se vazi do vysoce
konzervovaného mista PuAU4sGPu na U snRNA (Will a kol. 2001). V cytoplasmé probéhne
hypermethylace U snRNA na 2,2,7-tri-methyl guanosinové (mz;G) formy pomoci methyl
transferasy (W.Mattaj 1986). Komplex je importovan do jadra pomoci importinu B a
snurpotinu 1 (Narayanan a kol 2004). Nejprve jsou smérovany do CB, nez se zaCnou
akumulovat v jinych jadernych téliskach (Sleeman, 2001). V CB probiha jejich modifikace
pomoci scaRNAs. scaRNAs se akumuluji specificky v CB a nebyly detekovany mimo né.
Funguji jako guide RNA v 2°-O-methylaci a pseudouridilaci U1,U2,U4 a U5 snRNAs (Jady a
kol. 2001). Pokud scaRNA nejsou cileny do CB ale do jadérka, nejsou sSnRNA modifikovany
(J&dy a kol. 2003). Jejich modifikace je viak nezbytna pro jejich funkci ( Yu a kol. 1998).
Ukézalo se, Ze v CB se sestavuje komplex di-snRNP (U4/U6 snRNP)(Bell a kol. 2002).
Proteiny SART3/p110, které asociuji s U4/U6 snRNP jsou koncentrovany v CB (Stanék a kol.
2003). Déle se v CB tvofi i komplex tri-snRNP (U4/U6 a U5 snRNP), coZ je centralni
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jednotka spliceosomu. Po inhibici jeho formace se ukézalo, Ze se v CB hromadi U4/U6 di sn-
RNPs a pl10 (Schaffer a kol. 2004). Predpoklada se, Ze akumulace snRNP v CB
urychluje sestavovani U4/U6 tri- sSnRNPs (Klingauf a kol. 2006, Novotny a kol. 2011).

Nascent pre-mRNAs
Nucleus p SFCs

Co-transcriptional

recruitment/splicing storage

assembly ?

U snRNA genes
RNAPII

transcription .
m3Gppp( %
mM1Gppp pre-U snRNA CB
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Export complex snRNA internal \ Nuseleart )
formation modification uciearimpor

scaRNPs

assembly?

Nuclear export
jmport complex
formation

37

M1Gppp _/
3 3 Cap Hypermethylation
\_/ 3tend trimming

Cytoplasm Association of the Sm Ring is
directed by the SMN complex

MmM3Gppp

Obréazek €.5: Model exportu a importu snRNAs zpét do jadra a jejich maturace v cytoplasmé. Pfevzato Nucleic
Acid Research, Patel, Bellini, 2008

2.2.3.2 Telomeréasova RNA:

Telomerasa je RNP reverzni transkriptaza, kterd syntetizuje telomerdzové DNA repetice podle
RNA templatu na konci chromozomi. Tento enzymaticky komplex je sestaven z vnitfniho
RNA templatu , telomerazove reverzni transkriptdzy (TERT), a dyskerinu (TERC véazajici
protein)(Venteicher a kol. 2009). V netransformovanych burikach se telomery zkracuji po
kazdém bunécném déleni, coz je dllezity aspekt pri starnuti bunék. StarSi buriky maji kratsi
telomery a nakonec podléhaji apoptéze. FISH studie ukazaly, Ze RNA komponenta lidské
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telomerazy (hTR) se nachazi v CB v buikach nadorovych linii. Nejvice hTR v CB bylo
detekovano v pribéhu S-faze bunétného cyklu. Pomoci (time-lapse) imunofluorescencéni
mikroskopie se ukdzalo, Ze CB pohybujici se v nukleoplasmé v S fazi bunécného cyklu
asociuji s telomerazou 10-40 minut (Jady a kol. 2006). Je zde vazana k scaRNA diky svému
CAB boxu, ktery je pro lokalizaci vyZadovan (Jady a kol. 2004). Je zde moznost, Ze CB
mlZou dorucovat hTR do k telomerdm nebo fungovat v jejich regulaci (Jady a kol. 2006)

2.2.4 Fibrillarin:

Fibrillarin je 34 kDa protein, ktery byl identifikovan v autoimunnim séru z pacientd se
sklerodermii pomoci nepfimé imunofluorescence. Elektronova mikroskopie nadm pote
ukézala, Ze fibrillarin se nachéazi ve fibrilarnim regionu jadérka, proto tento protein dostal
nazev fibrillarin (Ochs a kol. 1985). Je velmi evolu¢né konzervovan. Jeho homology najdeme
i u niz8ich eukaryot. Jeho kvasinkovy homolog je protein Nopl. Pomoci fluorescencni
mikroskopie, kdy na fibrillarin byl navazdn GFP a CB byla zviditeInéna imunofluorescenénim
znaCenim p80 coilinu, se ukazalo, Ze fibrillarin neni vazan jen v jadérku, ale je lokalizovan i v
CB (Snaar a kol. 2000). Je asociovan se vsemi C/D box snoRNAs, které se ucastni

2-O-metylace, a nebo jako chaperony ve zpracovani rRNA (Watkins a kol. 2000). Studie
Steitz (1989) ukazala, Ze fibrillarin se vaZze na U3,U8 a U13 snoRNA. Bylo ukézano, Ze
fibrillarin je ddlezity pro tvar jadra a pro bunécny rlst. Buiky ochuzené o fibrillarin
vykazovaly abnormalni morfologii jaderného usporadani (Amin a kol. 2007). Fibrillarin je
nezbytny v posttranskripcnich Gpravéach pre-rRNA a v usporadani ribosomu. Bylo zjisténo, Ze

funguje jako metyl-transferasa (Tollervey a kol. 1993).
3. Formovani Cajalovych télisek:

Cajalova téliska jsou velmi dynamické struktury ménici sv(j pocet i velikost béhem
bunécného cyklu. Zjistilo se, Ze nejvyssiho poctu dosahuji CB pfi pfechodu z M faze do G1
faze bunécného cyklu (Andrade a kol. 1993). CoZ znamend, Ze na formovani Cajalovych
télisek ma velky vliv faze bunéného cyklu bunky a hlavné jeji transkripcni aktivita,
ponévadZ CB hraji vyznamnou roli pfi zpracovani pre-mRNA. V posledni dobé se zjistuje, Ze
na jejich formovani maji také velky vliv rizné modifikace coilinu, napfiklad jeho fosforylace
(Hebert 2010).
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Byly uvedeny dvé fundamentalni hypotézy formovani CB (obrazek ¢.6) (Misteli 2008). Jedna
hypotéza tvrdi, Ze se téliska tvofi ndhodné, tzv. Stochastic self-organization model, kdy se
komponenty spojuji bez daného poradi. Toto tvrzeni bylo i podpofeno praci Kaiser, Dundr
(2008), ve které demonstrovali formaci CB de novo pomoci lac represor/operator systému.
Vzniklé CB mély velmi podobnou velikost jako endogenni CB a velmi podobnou disociacni
kinetiku. Hlavni vysledek této prace byl, Ze jakékoli komponenta CB, kterd byla
imobilizovana na Lac lokusu, mohla iniciovat formovani CB. AvSak prace White (2011) nam
ukézala, Ze ne vSechny kroky formace jadernych télisek jsou nahodné. Autofi provedli
analyzu mechanismu usporadani HLB (histon locus body) u Drosophily melanogaster, ve
které identifikovali faktory Mxc a FLASH, které se uspofédaji v raném embryu béhem 10.
bunécného cyklu a az béhem 11. bunécného cyklu se k nim navéazi dalsi komponenty HLB
(U7 snRNP,Mute,MPM-2) hlavné diky fosforylaci Mxc, ktery je substratem pro cyklin E/ cdk
2. Tento nendhodny krok nebyl pozorovan u sav€ich bunék, ale jen u bunék Drosophily

melanogaster.

Druhy model ukazuje, Ze formovani CB je vysoce kontrolovana série krokd, ve kterych se
komponenty spojuji v pfesném poradi tzv. The ordered assembly model (Misteli 2008).
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Obrazek €. 6: Modely formovani Cajalovych télisek. Pfevzato Dev Cell. 2009,Matera
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3.1 Dulezité faktory pro formovani CB:

Dilezitymi faktory pro formovani CB je transkripéni aktivita buriky, bunécny cyklus a

v neposledni fadé se ukazuje i rlizné modifikace coilinu a jinych komponent CB.
3.1.1. Transkripc¢ni aktivita bunky

Dilezitym krokem k formovani CB je jeho iniciace. Jiz dfive bylo pozorovéano, Ze se CB
formuji v blizkosti genli U2 snRNP a jejich asociace vyZzaduje nascentni transkripty (Matera
2001). RNA tedy miZe slouzit jako fyziologické Cinidlo pro iniciaci formace CB (Dundr
2011). Formace na zakladé transkriptdl RNA byla ukazana v praci Shevstov, Dundr (2011),
kde ukazali, Ze transkripce je Fidici silou ve formovani jadernych télisek a RNA transkripty
mlZou slouzit k imobilizaci volné difundujicich klicovych komponent jadernych télisek a
slouzit jako jejich leSeni pfi jejich formaci. Zfejmé nejpravdépodobngéjsi model formovani
jadernych télisek za pomoci RNA transkriptl je, Ze nascentni RNA transkripty, které jsou
syntetizované v urCitych genovych mistech, jsou schopné pfitahovat a zadrZzovat komponenty
ze nukleoplasmy, cozZ vede k formovani urCitych jadernych télisek. Tento model podporuji i
predeslé vysledky prace Dundr a kol. zroku 2008, kde ukazali formaci CB de novo
z jakychkoli jeho komponent. Déle se zjistilo, Ze sestfih se déje na transkriptech, které jsou
stale pfipojené k RNA polymeréaze Il (Brody 2011). CB se tedy miZzou formovat na RNA
transkriptech v misté, kde jsou potfeba SnRNA pro sestfih k urychleni zpracovani pre-mRNA
(Dundr 2011). Také velka tvorba Sm proteinu v priméarnich bunécnych liniich, které obycejné
neobsahuji CB a hladina snRNP vede k formaci CB (Sleeman 2001).

3.1.2. Coilin a formovéani CB:

Coilin je fosfoprotein, ktery se pouziva jako marker pro identifikaci CB (Raska 1991). Byly
provedeny rlizné mutacni analyzy, které ukazaly, Ze coilin je dllezity pro formovani CB i pro
jeho integritu. Ukazalo se, Ze fosforylace je jednou z nejdllezitéjSich modifikaci coilinu pfi
formaci CB, ale jeho fosforylace se zvétSuje béhem mitdzy (obrazek €. 7), ve které se naopak
CB rozruduji (Fornseca a kol. 1993). Jeho fosforylace a defosforylace by mohla jedna

z regulaci formovani CB.

Byly provedeny pokusy na generaci mysi, které chybélo 487 aminokyselin na C-konci
coilinu. Analyzou tkani a bunécnych linii ze vzniklych homozygotnich mutantl byla
pozorovana mimojaderna ohniska obsahujici fibrillarin a Nopp140, ale Zadné jiné jaderné
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znaCky. Tyto ohniska jsou nazyvéana zbytkova CB (residual CB). Tato studie demonstruje, Ze
pro spravnou formaci CB je potfeba pIna délka proteinu coilinu. Bylo zde také pozorovano, Ze
ve zbytkovych CB se nevyskytovaly SMN komplex a SnRNP, coZ ukazuje, Ze vazebné misto
pro tyto komponenty leZi na C-konci coilinu (Tucker a kol. 2001). U Arabidopsis thaliana a
Drosophily melanogaster naopak neni detekovan viditelny fenotyp v ristu ¢i plodnosti pokud
chybi coilin a CB. U Arabidopsis thaliana byly sestaveny mutanty, u kterych byla provedena
delece v genu pro Atcoilin, coZ znamenalo ztratu CB a bodové mutace, Ci ¢asteCné delece
vtomto genu. Zde pozorovali snizujici se velikost CB. Nemélo to vSak vliv na rlistovy
fenotyp. Hypotéza, Ze coilin uruje velikost CB je také podpofena expresi Atcoilin cDNA
v transgennich rostlindch Arabidopsis, coZ vedlo k velké expresi Atcoilinu a ke zvétSeni CB
(Collier a kol. 2006), avsak pfFi velké expresi lidského coilinu v HeLa burikach byla CB
rozruSena (Shpargel a kol. 2003). Podobné jako u Arabidopsis je tomu i u Drosophily
melanogaster, zde se ukazalo, Ze coilin je nepostradatelny pro formaci CB, ale nema vliv na
Zivotaschopnost a plodnost. V této studii je zajimavé, Ze u mutantl, ve kterych chybél coilin,
byla detekovana HLB ale ne CB, z ¢ehoZ vyplyva, Ze coilin nemé vliv na formaci HLB (Liu a
kol. 2009). U mysi vedla delece genu pro coilin ke snizeni Zivotaschopnosti a méla vliv na
fertilitu. U zebrafish se tato delece projevila Gmrtim zarodkd béhem embryogeneze
(Strzelecka a kol. 2010).

3.1.2.1 Modifikace coilinu:

Bylo provedeno mnoho experimentli na modifikaci coilinu, které ukazaly jeho velky vliv na

formovani CB.

Jednim z téchto experimentl byla specificka delece C-konce p80 coilinu u ¢lovéka, ktera
ukézala, Ze lokalizace coilinu v CB neni urena analogem k NLS (jaderny lokaliza¢ni signal)
motivu, ktery je vyZadovan v jaderném importu. Tyto mutanty netvofily klasické CB, ale tzv.
pseudo-CB, které nebyly schopny doplfiovat sSnRNPs (Bohmann 1995). Zjistilo se, Zze C-
konec v coilinu obsahuje doménu bohatou na fosfoserinové zbytky a reguluje pocet CB v
burice. Velmi zajimavé je, Ze heterologni protein coilin vykazuje rlizny regulacni potencial
v rliznych burikéch. Napriklad mysi coilin produkuje pocetna ohniska v HelLa burikach, pokud
je produkovan ve vysoké hlading, ale naopak je tomu u mysich bunék, kde vysoka produkce
coilinu vedla ke 3patné formaci ohnisek. Zabi coilin produkuje pogetna ohniska v mysich i
HelLa burikach, avSak nemé C-konec bohaty na serin jako je tomu u lidského a mysiho
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coilinu, ktery ma vétsi regulacni prekdZzky se zfetelem k jejich schopnosti formovat CB
(Shpargel a kol. 2002)

Prace Lyon (1997) ukéazala, Ze defosforylace je vyZzadovana pro normalni formaci CB. Autofi
vystavili HeLa bunky nizké hladiné specifickému Ser/Thr protein fosfatdzovému inhibitoru —
okadaové kyseling, ktera zpusobila akumulaci p80 coilinu a SnRNP v jadérku. Cely tento déj
je vratny. Dale zkonstruovali mutanty S202D u nichz zameénili serin 202 za aspartat, ¢imZ
zabranili fosforylaci coilinu na serinovém zbytku. Tato bodova mutace také zpUsobila
lokalizaci SNnRNP v jadérku.

Dalsi modifikaci coilinu, ktera reguluje formaci CB, je jeho metylace. Lidsky coilin obsahuje
argininy 397, 410, 413 a 415, které jsou dimethylovany in vivo (Boisvert a kol. 2002). Tyto
argininy jsou lokalizovany v GAR regionu, coZ je znamé misto jejich metylace (Gary a kol.
1998). Bylo potvrzeno, Ze coilin obsahuje sSDMA (symetrické dimetyl-argininové) zbytky.
Jejich mutace v coilinovém RG boxu, ktery je zodpovédny za vazbu k SMN, méla za nasledek
formaci Gems. Inhibice proteinové metylace in vivo a in vitro vyrazné sniZila vazbu coilinu
k SMN. Tato studie ukazala, Ze symetricka dimetylace coilinového RG boxu urcuje, zda bude
SMN komplex formovat gems nebo se bude zaClenovat do CB (Hebert a kol. 2002). Tuto
studii potvrzuje i prace Boisvert (2002), kde pomoci inhibitoru metylasy (MTA) se sniZil
poCet CB a zvysil se pocet Gems. Vysledkem je, Ze metylace coilinu je velmi dllezZita pro
udrzeni SMN v CB. Za metylaci argininl v coilinu je zodpovédny enzym PRMT5 (protein
arginin metyltransferasa 5). Tento enzym a jeSté PRMT7 jsou také zodpovédné za
symetrickou dimetylaci arginind u Sm proteinli (Gonsalvez a kol. 2007), ktera je dllezita
k navdzani se k SMN komplexu pfi tvorbé jadra kolem snRNA v cytoplasmé. SMN se vaZe
preferenéné k metylovanym Sm proteinim (Brahms a kol. 2001). Bylo prokazano, Ze pfi
deregulaci metyltransferaz PRMT5 a PRMT7 se snizil poCet sSnRNA s uspofadanym Sm core
(Gonsalvez a kol. 2007), inhibice tohoto usporadani snRNPs mlize pfispét i k rozruseni CB
(Lemm a kol. 2006).

Rlzné studie nam ukazaly, Ze coilin mlzZe indukovat formaci CB nebo CB podobnych
struktur, zalezi vSak z jakého organismu coilin pouZijeme k sestaveni konstruktu (Hebert
2010). Byla provedena studie, ve které pfipojili na N-konec coilinu GFP (N-konec obsahuje
doménu zodpovédnou za vlastni interakci coilinu). Tento znaceny coilin normalné lokalizoval
v CB. Naproti tomu coilin spojeny s GFP pfes C- konec ukézal formaci poCetnych ohnisek,

které byly podobné jako u CB a obsahovaly Sm epitopy a protein fibrillarin (Hebert a kol.
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2000). Podobna ohniska nalezneme i u mutaci v coilinu v lidskych bunkach (Shpargel a kol.
2003).
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Obrézek €. 7: Schéma lidksého coilinu ukazujici misto coilinové vlastni interakce, jadérkového lokalizaéniho
signalu (NoLS), jaderného lokalizacniho signédlu, RG box a tudor doménu. Jsou zde zobrazeny fosforylované
zbytky. Modfe jsou vyznaCeny fosforylované zbytky v mitéze, Zluté v interfazi a zelené v mitdze i interfazi.
PFevzato z PLoS one, Hebert 2011

3.1.3. Dalsi faktory dlezZité pro formovani CB:

Mnoho studii vyuzivd RNA interferenci k vyfazeni proteind, které se akumuluji v CB nebo
jsou dulezité pro snRNP usporadani a ukazuji nam, Ze celistvost CB neni zapFi€inéna jen

jednou komponentou.

Vztah mezi probihajici U snRNP biogenezi a strukturni celistvosti CB byl prokézan v praci
Lemm z roku 2006, kde pomoci RNA interference, provedli depleci hTGS1 (lidsky homolog
methyltransferasy, ktera provadi hypermethylaci m’G &epicka na 5 konci U snRNAs), SMN a
PHAX proteinu v HeLa burikach. Vysledkem bylo, Ze ztrata 1 z téchto 3 proteind mélo za
nasledek rozptyleni coilinu v nukleoplasmé do pocetnych malych ohnisek. CoZ znamena, Ze
CB se rozpadaji, pokud je blokovana biogeneze U snRNPs. Také studie Carvalho (1999)
ukazala, Ze inhibice transportu U snRNAs do cytoplasmy pomoci Leptomycinu B, vede
k vyCerpani snRNPs z CB a nasledné ke snizeni jejich poctu. VSechny tyto studie ukazuji, Ze
na formaci CB ma velky vliv biogeneze snRNPs a komponenty s ni spojené. Na rozpad CB
nema podil jen zastaveni U snRNP biogeneze, ale podili se na ném i protein FLASH, ktery se
nachazi v CB a je nezavisly na pritomnosti coilinu. Jeho vyrazeni zplsobi ztrdtu CB a

lokalizaci coilinu v perinuklearnim prostoru (Barcaroli a kol. 2006).

Dynamicka povaha CB se také odviji od metabolického stavu bunky. Napfiklad prace Alvarez
(2007) ukézala regulaci rRNA syntézy mezi létem a zimou u eurytermni ryby. Tato regulace
hraje dllezitou roli vsezonni aklimatizaci. Pomoci RT-PCR (real time polymerazova

fetézcova reakce) analyzovali transkripty p80 coilinu ve vSech tkanich a ukazali, Ze genova
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exprese coilinu byla vyssi u ryb aklimatizovanych na letni pocCasi nez u ryb, které byly
aklimatizované na zimu. To ukazuje, Ze organizace CB mize hrat roli i v adaptivnich
procesech. Bylo by zajimavé provést tuto studii u vice organismd. U ryb byl také analyzovan
pocet CB béhem embryogeneze (Strzelecka a kol. 2010). Prace Malatesta z roku 1994 zase
ukazuje zménu pocétu CB u hibernujicich kieck(, ktefi méli v jadfe béhem hibernace velky
poCet CB a témeér Zadné po ni. PoCet CB se také méni béhem vyvoje, protoZze pro buriku je
vyhodnéjsi mit vice CB ve stavu, kdy je zvySena potfeba zpracovani RNA. Nejvice gems a
CB se vyskytuje ve fetélnich tkanich, kde se nachazi v podobé separovanych struktur. Jejich
separace vSak mizi s pribyvajicim vékem a vtkanich dospélého jedince zmizi uUplné.
Vyjimkou jsou motorické neurony, kde CB a gems jsou pocetnéjsi nez ve fetalni tkani (Young
a kol. 2001).

Dalsi faktor ovliviujici pofet CB vburice mize byt jeji fyziologicky stav.
V transformovanych savéich buiikdch pomoci adenoviru byl zjistén narlist az na 99 % bunék,
které obsahovaly CB. Stejny jev byl vidén i u nesmrtelnych bunék, kde CB byly aZ u 40 %
bunék (Spector a kol. 1992). Dalsi studie ndm ukazala zvysujici se pocet CB u neurond Krys,
které byly vystaveny osmotickému Soku. ZvySeni poctu CB bylo zapfiinéno zvySenou
genovou expresi (Lafarga a kol. 1991).

CB formaci mohou také indukovat exogenné pridané komponenty CB. V oocytech u
obojzivelnik( byl detekovan zvyseny pocet CB, pfi injekci in vitro syntetizované U7 snRNA
nebo funkénich U7 snRNA genl (Tuma a kol. 1999). Prace Kaiser (2008) také ukazuje, Ze
CB mohou byt formovany de novo pomoci komponent jako je coilin , SMN komplex Ci
SNRNPs.

3.1.4. Regulace formovéani CB:

Je zfejmé, Ze CB jsou zodpovédna za usporadani a modifikaci sSnRNPs a za spravny pribéh
transkripce. V regulaci CB biogeneze mulze hrat ddlezitou roli posttranslacni modifikace
jejich komponent jako je napfiklad fosforylace (Hebert 2010). K této myslence pfispéla
studie Lyon zroku 1997, kde inhibice serin/threonin fosfatdzy ukézala hromadéni CB
v jadérku. Stejné tomu je i u bodové mutace, kde byl serinovy zbytek 202 zaménén za
aspartat.
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Dal3i myslenkou regulace CB biogeneze je pomoci buné€ného cyklu. Hlavni draha, ve které
mitogeny podporuji vstup buriky do bunéfného cyklu, ktery zahrnuje i aktivaci Cdk (cyklin
dependentnich kindz), je MAP kindzova draha vedouci ke zvySeni exprese proteinu Myc,
ktery stimuluje expresi mnoha gen(, které jsou dllezZité v bunécném ristu. Cdk2/cyklinE se
nachazi v CB béhem G; a S faze bunécného cyklu (Hebert 2010) a studie Liu (2000) ukazala,
Ze tato kindza a moznd i casein kinaza 2 mlze fosforylovat coilin in vitro. Béhem mitdzy se
CB rozruduji (Carmo-Fonseca a kol. 1993). To neni zapfi¢inéno zménou hladiny coilinu, ktera
je u norméalnich bunék bé&hem bunécného cyklu relativné konstatni (Andrade a kol. 1993),
nybrz diky mitoticky specifické fosforylaci coilinu na nejméné dalSich 2 mistech (obrazek C.
7) (Carmo-Fonseca a kol. 1993). Specifické kindzy a fosfatazy, které modifikuji proteiny CB

takové jako je coilin ¢i Nopp140, nejsou stale znamé.

V podminkéch, kdy burka je ve stresu jsou generované signaly, které mohou také prispivat
k regulaci biogeneze CB. Protein p53 je senzor buné¢ného stresu, ktery je pfimo vazany na
SMN protein a oba se tedy nachazi v CB. P¥i pferuSeni této interakce dochazi k apoptoze, coz
mliZe vysvétlovat Ubytek motorickych neurond u pacientd se spinalni svalovou atrofii (Young
a kol. 2002). Také pri infekci adenovirem bylo pozorovano rozruSeni CB a p80 coilin byl
detekovan v pocetnych malych ohniskach, které neobsahovaly snRNP. V tomto pfipadé neméa
na rozruseni CB pfimy vliv adenovirus, ale naslednd inhibice transkripce hostitelskych
proteinll (Rebelo a kol. 1996).

4, Zavér:

Ukazuje se, Ze CB jsou velmi heterogenni struktury, které hraji ddlezité role v mnoha déjich
odehravajicich se v jadre bunék. Jsou nalezeny v rliznych organismech, avsak u nékterych
organisml vykazuji i jiné funkce nez v sav€ich burikéach, kde je prevzaly jina jaderna téliska,
napfiklad cleavage bodies. Zde se jedna nejspi§ o evoluéni pfizpdsobeni CB rliznym
bunécnym pozadavklim u rliznych druhd. Je zajimavé, Ze pri ztraté CB u savcd, napriklad u
melanogaster nevykazuje tato ztrata zadny rdstovy fenotyp. U Drosophily se vSak vyskytuji
jesté HLB, které se Gcastni regulace genové exprese histonovych genll. Zfejmé nejdllezitéjsi
komponentou v CB je fosfoprotein coilin, ktery je dlleZity ve formovani CB prostfednictvim
jeho modifikaci. Pomoci inhibitoru fosfatazy bylo ukazano, Ze jeho defosforylace je dilezita

pfi formovani CB, avsak jeho hyperfosforylace v mit6ze zapricifiuje jejich rozpad. Je ziejmé,
Ze protein coilin se ucastni i regulace biogeneze CB, prostfednictvim Cdk2/cyklin E, ktera se
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aktivuje béhem buné&ného cyklu savcich bunék. Coilin neni jediny fosfoprotein CB, ktery se
ucastni jejich formace. Nejsou zndmé dalSi kindzy ani fosfatazy, které by tyto komponenty

modifikovaly.

Na formaci CB méa kromé bunécného cyklu a transkripni aktivity vliv okolniho prostfedi
plsobici na organismus. Studie ukazala zavislost teploty na formaci CB, napfiklad pfi
adaptaci na teplé a studené pocasi u ryb, podobna studie byla provedena i u hibernujicich
savcl, kterd také ukazala vliv na formaci a pocet CB, tento jev je ziejmé spjaty s velikosti
genové exprese. DalSim iniciatorem formace CB je transformace bunék pomoci viru (napf.:
adenoviru). Naproti tomu pokud nedojde k transformaci, ale pouze k virové infekci pocet CB
klesa z ddivodu inhibice transkripce hostitelskych genll. Z toho vyplyva, Ze ne kazdy virus

mize zvysit pocet bunék s CB v organismu.

Ze studie Kaiser (2008) vime, Ze CB se mohou formovat de novo. Jejich formace zde
neukazala hierarchické usporadani, avsak tato studie byla provedena pouze v HeLa bufikach.
Jina studie, ktera byla provedena u bunék Drosophily melanogaster ukazala, Ze ne vSechny
kroky ve formaci jsou UpIné ndhodné a Ze k urCitému kroku je potfeba modifikace urcité
komponenty. Nelze tedy zcela jasné Fict, Ze formace CB probiha podle stochastického modelu
¢i podle modelu hierarchického usporadani. Stale také nejsou zndmi iniciatofi formace. Byly
provedeny experimenty, které ukazuji, Ze RNA by mohla slouzit jako leSeni pro jejich
vystavbu. Ve studii Kaiser 2008 k de novo formaci pouZili komponentu CB, Cili jako iniciator
by mohl slouzit i protein vyskytujici se v CB. Nemyslim si vsak, Ze to mize byt jakakoli
komponenta CB, ktera by mohla iniciovat jejich formaci. Tuto hypotézu potvrzuji i studie, ve
kterych do bunék vpravili pomoci mikroinjekce U7 snRNA, ktera iniciovala formaci CB.
Tyto pokusy by se mohly provést s vice komponenty CB. Nejsou jeSté zcela znamé funkce a
vznik CB, avsak je ziejmé, Ze jsou nepostradatelnou sloZzkou vétSiny bunék, vzhledem k jejich

vyskytu u nizsich a vyssich Zivocichl i u rostlin a Ze béhem evoluce nedoslo k jejich ztraté.
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