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Abstrakt

Tato prace se zaméfuje na mnohostranné interakce mezi malymi DNA viry a PML NBs. PML NBs jsou
bezmembranova jaderna teliska, jejichz trvalou nebo piechodnou soucasti je vice nez 170 proteinti. Mezi
ty trvalé patii napt. proteiny PML, Daxx a Sp100. Podstatnou vlastnosti mnoha proteint PML NBs je
to, ze podléhaji SUMOylaci. Kromé funkci v regulaci apoptézy a genové exprese, remodulaci
chromatinu a odpovédich na poskozeni DNA se tyto struktury podileji i na antivirové obran¢ bunky.
Viry naopak vyvijely rizné strategie, jak mafit restrikéni ptisobeni PML NBs, nebo dokonce, jak
zneuzivat n€které jejich slozky pro posileni infekce. Je pravdépodobné, ze PML NBs maji v urcitych
pripadech vyznamnou roli ve virové infekci, ale modely takovych procest jsou zatim netplné vytesené
a v nekterych kontextech kontroversni. Né&které proteiny adenovirl interaguji se slozkami PML NBs,
aby zabranily negativnim dopadiim PML NBs na transkripci a replikaci. Naopak genomy papilomavirt
se zdaji byt chranény PML NBs pted degradaci po vstupu do jadra a béhem transkripce. U polyomavir
byly publikovany obé funkce, jak podpora, tak naopak restrikce infekce. U Viru anemie kutat vedla
interakce virového apoptinu a PML k indukci apoptdzy, ale vysledky byly v jiné praci zpochybnény. U
pacientii s chronickou hepatitidou bylo zjisténo ze béhem radioterapie, blizkost PML a genoma Viru

hepatitidy B podporuje reaktivaci viru uvolnénim histon deacetylazy 1.

Kli¢ova slova: jaderna téliska PML, SUMOylace, Daxx, Sp100, malé DNA viry, restrikéni faktor



Abstract

This work focuses on interactions between small DNA viruses and PML NBs. PML NBs are membrane-
free nuclear bodies that contain, permanently or transiently, more than 170 proteins. The permanent ones
include, e.g., the PML, Daxx, and Spl00 proteins. Many PML NB proteins are subjected to
SUMOylation. In addition to functions in regulating apoptosis and gene expression, chromatin
remodelling, and DNA damage responses, they are also involved in antiviral cell defence. On the other
hand, viruses have developed strategies to thwart the restrictive effects of PML NBs, or even to misuse
some of their components to support the infection. Apparently, PML NBs play a significant role in some
viral infections, but models of such processes are still incomplete and sometimes controversial. Some
adenovirus proteins interact with PML NB components to prevent the negative effects of PML NBs on
transcription and replication. In contrast, papillomavirus genomes can be protected by PML NBs from
degradation upon entry into the nucleus and during transcription. For polyomaviruses, both promoting
and restriction functions have been published. In Chicken anaemia virus infection, the interaction of the
viral apoptin and PML led to the induction of cell apoptosis, but the results were questioned. In patients
with chronic hepatitis, during radiotherapy, the proximity of PML and Hepatitis B virus genomes has

been found to promote virus reactivation.

Keywords: PML nuclear bodies, SUMOylation, Daxx, Sp100, small DNA viruses, restriction factor
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1 Uvod

Jaderna téliska predstavuji oddélené struktury v jadre buniky a v poslednich desetiletich tyto utvary
jsou hodné zkoumané. Na rozdil od cytozolickych kompartmentt, jadernd téliska nemaji membrany,
coz ukazuje na odliSnost jejich biogeneze. V dnesni dobé€ byla identifikovana jaderna téliska, kterd maji
riznou morfologii a funkci. Mohou se naptiklad podilet na editaci RNA, udrzovani stability genomu,
odpovédi na stres, nebo obrané proti virim. Jadernd téliska jsou dilezita z toho divodu, ze rozdelu;ji
jadro na odlisna prostfedi, coz usnadituje pribéh ruznych biologickych reakci. Mezi obecné zndma
jaderna téliska patii napiiklad jadérko, t€liska ,,Polycomb®, Cajalova téliska a klastozomy (shrnuto v
Mao et al., 2011).

Dalsim druhem jadernych télisek jsou PML NBs (jaderna téliska promyelocytarni leukémie). Pocet a
morfologie té€chto struktur jsou zavislé na typu bunék, fazi bunééného cyklu a na dalsich stimulech jako
napfiklad probihajici virova infekce (shrnuto v Patra & Miiller, 2021). Soucasti PML NBs je vice nez
170 proteind, které jsou asociované s riznymi funkcemi v buiice jako naptiklad regulace organizace
chromatinu (shrnuto v Corpet et al., 2020). Podstatnou vlastnosti PML NBs je i to, Ze souvisi
s interferonovou signalizaci. Mezi dalsi fyziologické funkce téchto jadernych télisek patii naptiklad
regulace apoptozy a genové exprese, PML NBs souvisi také s odpovédi na poskozeni DNA (shrnuto v
Patra & Miiller, 2021).

Tyto dynamickeé struktury jsou znamé i v kontextu virovych infekci. Souhra PML NBs s viry mize byt
velmi komplexni a mnohostrannou. Zaprvé, tyto utvary funguji jako restrikéni faktory vaci nékterym
virm. Zadruhé, urcité patogeny dokdzou zneuzivat rizné komponenty PML NBs pro podporu infekce
(shrnuto v Patra & Miiller, 2021). V této bakalafské praci budou postupné popsané interakce malych
DNA virt s PML NBs.

Cilem této bakalaiské prace je:

= Popsat strukturu a vlastnosti nejvvznamnéjSich komponent PML NBs, diskutovat model

formovani téchto jadernvch télisek a uvést jejich zakladni fyziologické funkce

=  Shrnout vysledky, které se tvkaji interakci mezi PML NBs a malvmi DNA viry

(Adenoviridae, Papillomaviridae, Polyomaviridae, a zastupci Celedi Anelloviridae, Virus

anemie kurat, a Hepadnaviridae, Virus hepatitidy B)




2 Struktura a fyziologické funkce PML NBs

PML NBs vypadaji jako sférické teckovité utvary s prumérem piiblizn€ 0,1-1 pm. Tyto struktury byly
nalezeny ve vétSin¢ jader savéich bun€k a jejich pocet se mize meénit v zavislosti na rtznych
podminkach, kterymi jsou naptiklad faze bunééného cyklu nebo fyziologicky stav. Typicky je jich
kolem 5-30 kopii na buiiku a jsou to odd€lené utvary bez lipidické membrany rozptylené uvnitf
bunécéného jadra. Morfologie a jaderna lokalizace PML NBs jsou ukdzané na obrazku 1. Chtél bych
zminit i to, Zze v nékteré literatuie autofi mistu nazvu PML NBs pouzivaji taky ND10 (jaderna doména
10). Hlavni stavebni ¢ast PML télisek, protein PML (protein promyelocytarni leukémie), se nachazi v
jejich periferni ¢asti a spolu s nim je lokalizovan Sp100 (,,speckled* protein o velikosti 100 kilodaltontl).
Jak napovida nazev, PML je esencialni soucast PML NBs, ale zajimavym faktem je to, Ze lokalizace
pravé Sp100 v téchto jadernych utvarech byla popsana jako prvni. Vnitini ¢ast téchto struktur se sklada
z riznych klientskych proteint, kterych jiz bylo identifikovano kolem 170. V tabulce 1 jsou uvedeny
nekteré komponenty PML NBs relevantni pro tuto praci. Tyto komponenty jsou slozkami PML NBs
bud” konstitutivné nebo prechodové. Mezi trvalé soucasti téchto jadernych télisek, kromé PML a Sp100,

patii taky naptiklad Daxx (protein asociovany s doménou smrti) (shrnuto v Corpet et al., 2020).

Obrazek 1: Morfologie a jaderna lokalizace
PML NBs. Opticky fez mySim embryonalnim
fibroblastem (MEF), konfokalni mikroskopie.
Zelena barva odpovida protilatkdm proti PML
proteinu a modra barva odpovidd barveni DAPI
(4',6-diamidin-2-fenylindol), ktery se vaze na DNA.
Mefitko je 10 pm. Prevzato z (Forstova J.,
nepublikovéano).

Fyziologické funkce PML NBs jsou velmi rozmanité: regulace apoptozy, genové exprese a bunécného
cyklu. Tyto struktury taky souvisi s odpovédi na poskozeni DNA a antivirovou obranou buiiky (shrnuto
v Patra & Miiller, 2021). Kromé toho PML NBs maji vyznam v regulaci dynamiky chromatinu a
procesu, ktery je pojmenovan jako alternativni prodlouzeni telomer (ALT) (shrnuto v Corpet et al.,
2020).

V této kapitole budou popsané strukturni a interakéni vlastnosti nékterych nejvyznamnéjsich
komponent PML NBs, budou zminény jejich fyziologické funkce a bude diskutovan model formovani

téchto jadernych télisek.



Protein Funkce Reference

PML Hlavni strukturni ¢ast PML NBs, asociovan s regulaci transkripce (shrnuto v Chang et al., 2018), (Chen et al., 2015),
(naptiklad pii interferonové signalizaci), tumor supresorovy protein (el Bougrini et al., 2011), (Ulbricht et al., 2012)

Sp100 Asociovan s regulaci transkripce (shrnuto v Collados Rodriguez, 2020)

HP1 Heterochromatinovy protein, ktery je asociovan s dynamikou (shrnuto v Collados Rodriguez, 2020)
chromatinu

Daxx Asociovan s regulaci transkripci, ma role béhem Fas — (shrnuto v Mahmud & Liao, 2019), (Yang et al.,
zprostiedkované apoptdzy a odpovédi na glukoézou deprivaci, 1997), (Hollenbach et al., 2002), (Puto & Reed,
chaperon H3.3 2008), (Kuo et al., 2005), (Lewis et al., 2010)

ATRX Chaperon H3.3 (Lewis et al., 2010), (shrnuto v Corpet et al., 2020)

CBP Asociovan s regulaci transkripce (shrnuto v Corpet et al., 2020)

H3.3 Je histonovou variantou, ktera je nalezena jak v euchromatinovych,  (shrnuto v Corpet et al., 2020), (Lewis et al., 2010)

tak i v heterochromatinovych oblastech

BLM DNA - stimulovana ATPaza a ATP-dependentni DNA helikaza (Karow et al., 1997)

Rad51, Rad50, Asociované s udrzovanim stability genomu a s odpoveédi na DNA (shrnuto v Chang et al., 2018)
Mrell, Nbsl, poskozeni

TopBP1

p53 Asociovan s regulaci apoptozy (shrnuto v Chang et al., 2018)
SUZ12, ZNF198 Jsou soucasti represivnich komplexti remodulace chromatinu (shrnuto v Andrisani, 2013)
Smc5/6 Asociovan s udrzovanim stability genomu a s DNA reparaci (shrnuto v Aragén, 2018)
Sp110 Asociovan s regulaci genové exprese (Bloch et al., 2000)

Tabulka 1: Seznam vybranych komponent PML NBs a jejich funkei.
2.1 PML protein

PML je zndm jiz dlouhou dobu, a to z toho divodu, ze byl studovan v souvislosti s vyskytem
onemocnéni APL (akutni promyelocytarni leukémie). Reciprokd chromozomalni translokace t(15,17)
vede ke vzniku fuzni mRNA koédujici mutantni protein slozeny z PML a RARa (receptor pro retinovou
kyselinu o). Za normalnich okolnosti tyto proteiny jsou od sebe oddé¢lené, ale v disledku
chromozomalni mutace N-doména RARa je substituovana proteinem PML. Takto vznikly produkt ma
odlisné transaktivacni vlastnosti od proteinu RARa, ktery v normalnim kontextu funguje jako
transkripcni aktivator nutny k diferenciaci bilych bunék krve (de The et al., 1991). Onkogenni potencial
proteinu PML-RARa byl testovdn s vyuzitim retrovirového vektoru na hematopoetickych
progenitorovych bunkach slepice in vitro a byla prokazana jeho schopnost transformovat tyto bunky
(Altabef et al., 1996). Stejné tento onkogenni potencial byl studovan i na transgenni mysi (Grisolano et
al., 1997).

Protein PML existuje v n¢kolika izoformach, jejichZ vznik je dan alternativnim sestfihem primarniho
transkriptu genu pro protein PML, ktery obsahuje 9 exonti. PML patii do proteinové rodiny s tripartitnim
motivem (TRIM) a v souvislosti s tim dostal taky i jiny nazev TRIM19. V n¢které literatuie se TRIM
jesté nazyva RBCC, coz ukazuje na konzervované N-koncové ¢asti tohoto motivu: RING-B box-Coiled
Coil (shrnuto v Corpet et al., 2020). V této praci nadale bude pouzivana zkratka RBCC. ,,RING (velmi
zajimavy novy gen) finger” motiv, ktery ma také nazev C3HC4 motiv, byl popsan napiiklad ve studii
(Haupt et al., 1991), kde bylo zjisténo, ze nepatii do doposud znamych motivl zinkovych prstl (zinc

fingers). Jeho aminokyselinova sekvence obsahuje 7 cysteinti (Cys, C) a 1 histidin (His, H) na urcitych



pozicich, mezi kterymi mohou byt riizné aminokyselinové zbytky. Téchto 8 aminokyselinovych zbytk
(7 cysteint, 1 histidin) ma potencial koordinovat 2 kovové ionty (Haupt et al., 1991). Sekvencni analyza
genu pro PML protein ukézala, ze PML pravé obsahuje takovy motiv a jest¢ dalsi useky bohaté na
Cys/His (de Thé et al., 1991; Kastner et al., 1992). Tyto zminéné useky jsou pravé B boxy
charakteristické pro proteiny RBCC rodiny. PML ma zarovei 2 takové motivy, které se nazyvaji Bl a
B2 box. Dalsi konzervovanou casti proteintt RBCC rodiny je a-helikalni ,,coiled-coil* doména a PML
ji ma hned po B2 boxu (shrnuto v Corpet et al., 2020).

Studie (Kastner et al., 1992) uvadi, ze protein PML obsahuje jaderny lokaliza¢ni signal (NLS). Jina
studie (Le et al., 1996) prokazala, Ze delece oblasti, kterd obsahuje NLS, vede k cytoplazmatické a casto
i k perinukleérni lokalizaci proteinu PML. Pro formovani PML NBs tato sekvence je esencialni (Le et
al., 1996).

Dalsi charakteristikou PML je to, Ze na n&j je kovalentné ptipojen SUMO-1 (maly modifikator
podobny ubikvitinu) (Miiller et al., 1998). SUMOylovany protein PML je nalezen pouze v PML NBs,
kdyzto se nemodifikovany protein PML nachdzi v solubilni nukleoplazmé (Miiller et al., 1998).
Vyzkum Sternsdorfa a spolupracovnikl (Sternsdorf et al., 1997) demonstroval, ze nejen protein PML,
ale i Sp100 je kovalentné¢ modifikovan SUMO-1. Autofi taky pozorovali absenci detekovatelnych
SUMO-1 ve vétsiné PML agregati béhem mitézy (Sternsdorf et al., 1997). Toto zjisténi bylo
podporovano i v jiné studii (Everett et al., 1999). PML i Sp100 jsou konjugované se SUMO-1 v interfazi,
ale béhem mitdzy dochazi k jejich de-konjugaci. Taky tyto proteiny se nachazeji spolu v PML NBs v
interfaznich buiikach, naopak béhem mitézy dochazi k jejich separaci. Takze, biochemické zmény a
intracelularni lokalizace proteini PML a Sp100 jsou regulované bunéénym cyklem. Takové zjisténi
navrhuje model ovlivnéni morfologie a struktury PML NBs timto procesem (Everett et al., 1999).

Jako akceptory SUMO-1 funguji urcité lysinové (Lys, K) zbytky PML. Konkrétné€ se jedna o Lys65,
Lys160, and Lys490 PML proteinu. Prvni misto SUMOylace (Lys65) je lokalizovano v ,,RING finger*
doméné a bylo navrzeno, Ze tato doména je dilezitd pro regulaci SUMOylace na jiné pozici, ktera se
nachazi v Bl boxu (Lys160). Tietim mistem SUMOylace je Lys490. Je nutné zminit, ze PML
s odstranénym NLS nemtze byt SUMOylovan (Kamitani, Kito, et al., 1998). Navic protein PML taky
muze byt konjugovan s jinymi izoformami SUMO jako SUMO-2 a SUMO-3 (Kamitani, Nguyen, et al.,
1998).

Protein PML obsahuje SIM (SUMO-interagujici motiv) ktery je taky pojmenovan jako SBV (SUMO-
vazici motiv), a ten je nezavisly na mistech SUMOylace a je dilezity pro formovani PML NBs (Shen et
al., 2006). SIM je aminokyselinova sekvence, ktera interaguje se SUMO (Song et al., 2004). Konsenzus
sekvence VVVI (Valiv, Val; Isoleucin, Ile) proteinu PML je vyZzadovana pro vazbu SUMO a piimo s
nim interaguje (Shen et al., 2006). Kromé& toho PML je taky fosfoprotein, ktery je modifikovan
serin/threonin kinazami (Chang et al., 1995).

Vyse jiz bylo zminéno, ze existuje nékolik izoforem PML. Jensen a spolupracovnici (Jensen et al.,

2001) rozd¢lili tyto izoformy do 7 skupin, které byly pojmenované jako PML I-VII. VSechny tyto
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izoformy vznikaji alternativnim sestfihem transkriptu genu pro protein PML, ktery obsahuje 9 exond.
Jsou odlisné ve svych C-koncovych oblastech, ale vzdy obsahuji N-koncovou doménu s RBCC
motivem. Nejdelsi izoforma je PML I, naopak nejkratsi je izoforma PML VII, kterd neobsahuje NLS a
je cytoplazmatickd (Jensen et al., 2001).

Vsechny vysSe popsané strukturni vlastnosti PML jsou schematicky zndzornéné na obrazku 2.

Exony 1-6 Exony 7-9 : alternativni sestfih Obrazek 2: Schematické
znazornéni struktury proteinu

__ RBCC motif PML. Tento protein obsahuje
- - RBCC motiv, ktery se sklada
NLS SIM s n€kolika domén: ,,RING finger*

PML R BB ] (R),. dva .B boxy (B, BZ) a
® ® 6 ,,coiled-coil“ (CC). Na obrazku je
K6 Wito K490 \ @ 16 znazornén  piiklad  jaderné

|

izoformy PML, ktera ma NLS.
klientsky protein | I Hlavnimi SUMOyla¢nimi

siM pozicemi na PML jsou K65,

K160 a K490, ale kromé né byly

taky identifikované i dalsi jako tfeba K616, coz je taky znazornéno na obrazku. Kromé toho tento protein ma SIM a na obrazku
je vidét, jak PML interaguje s klientskym proteinem pomoci SUMO-SIM interakci. Pfevzato a upraveno z (Corpet et al., 2020).

Jiz bylo zminéno, ze PML podléha SUMOylaci. Pro pochopeni problematiky této bakalafské prace je
nezbytné si priblizit tento proces v detailech. Schematicky praibéh SUMOylace je zndzornén na obrazku

3.

Obrazek 3: Schéma procesu
SUMOylace. SUMO je
syntetizovan jako prekursor a pro
jeho aktivaci je  potiebné
proteolytické stépeni C — koncové
Casti (Kamitani et al.,, 1997).
Provadéji to enzymy, které se
nazyvaji SENPs (sentrin —
specifické protedzy). Zde je
potieba zminit, ze SUMO ma4 taky
jiny nézev sentrin. Vysledkem
této reakce je to, ze dochazi
k expozici  koncového GG
(glycin, G) motivu. Dalsiho kroku
aktivace SUMO se zucastni
SUMO aktivujici enzym El,
kterym je u lidi  dimer
SAE1/SAE2 (dvé podjednotky
SUMO aktivujictho enzymu).
Tato reakce vyzaduje hydrolyzu
ATP (adenosintrifosfat) a pii ni
dochazi ke tvorbé kovalentni
vazby mezi C-koncem SUMO a
Cys SAE2. Pot¢ je SUMO
pfenesen na  SUMO  E2
konjugacni enzym, kterym u lidi
je UbcY (SUMO-konjugacni enzym Ubc9). Zde zase vznika spojeni SUMO s Cys Ubc9 prostrednictvim thioesterové vazby.
Poslednim krokem SUMOylace je ptenos SUMO na e-amino skupinu Lys (K) cilového proteinu. Tohoto procesu se zucastni
SUMO E3 ligaza. Proteiny mohou byt SUMOylovane jak na jednom, tak i zaroven na né€kolika mistech. Kromé& toho mize
dojit i k polySUMOylaci na stejném lysinovém zbytku. SUMOylace je reversibilni proces a deSUMOylaci provadéji SENPs
proteiny (shrnuto v Patra & Miiller, 2021). V pfipadé PML jeho N-koncova oblast, RING finger doména, je esencialni pro
interakci s Ubc9 proteinem (Duprez et al., 1999). Bylo taky ukazano, ze PML pravdépodobné ma vnitini SUMO E3 ligacni
aktivitu a takto mtize katalyzovat vlastni SUMOylaci (Shen et al., 2006). SUMOylované proteiny dale mohou interagovat
s proteiny se SIM motivem a polySUMOylované proteiny mohou interagovat s enzymem StUbL (SUMO cilena ubikvitin E3
ligaza), ktery ma hodné SIM. Tato E3 ubikvitin ligaza zprostiedkovava ubikvitinaci (Ub) proteintl, coz muze vést k jejich
degradaci v proteazomu (shrnuto v Patra & Miiller, 2021). Pfevzato a upraveno z (Patra & Miiller, 2021).




2.2 Sp100 protein

Sp100 je kysely protein, ktery byl poprvé popsan jako autoantigen s vyuzitim autoprotilatek z pacientii
trpicich PBC (primarni biliarni cholangitida / diive téZ jako primarni biliarni cirhdza) (Szostecki et al.,
1987). Jak jiz jsem zminil diive, Sp100 stejné¢ jako PML je kovalentné¢ modifikovan SUMOylaci
(Sternsdorf et al., 1997). Protein Sp100 ma nékolik domén. N-koncova oblast ma vyznam pro protein-
proteinové interakce a C-koncova oblast interaguje s DNA a histony. Je dilezité zminit, ze Sp100 mtze
pfimo vazat DNA (shrnuto v Collados Rodriguez, 2020). Ted’ bych chtél priblizit strukturu tohoto
proteinu detailngji. Ve studii (Sternsdorf et al., 1999) bylo popsané, ze Sp100 ma NLS, ktery je
esencialni pro jeho transport do jadra a pro jeho SUMOylaci. N-koncova oblast tohoto proteinu obsahuje
sekvence, které jsou dulezité pro lokalizaci Sp100 v PML NBs a pro jeho dimerizaci. Data autort taky
ukazaly, ze Spl00 muze formovat homodimery a taky, ze jeho izoformy jsou schopné tvofit
heterodimery. Takze, stejnd doména Sp100 se uplatituje v dimerizaci, tak i v jeho subnuklearnim cileni.
Mistem SUMOylace Sp100 je Lys 297 (Sternsdorf et al., 1999). Dale Sp100 obsahuje box destrukce
(D-box), ktery je nutny pro jeho proteazomalni degradaci (Wang et al., 2011). SIM motiv Sp100 hraje
roli v posileni SUMOylace tohoto proteinu pomoci Ubc9 (Knipscheer et al., 2008).

Protein Sp100 ma schopnost interagovat s ¢leny rodiny HP1 (heterochromatinovy protein 1) in vitro a
in vivo. To vede ke koncentraci téchto komplexit v PML NBs. Bylo taky zjisténo, ze zvySena exprese
Sp100 posiluje akumulaci HP1 v téchto tutvarech (Seeler et al., 1998). Co to je vlastn¢ HP1? To je
proteinova rodina, ktera je soucasti chromatinu. HP1 proteiny maji dvé dalezité domény, kterymi jsou
CSD (C-koncova chromo-stinna doména) a CD (chromo doména). Dimery HP1 mohou napiiklad vazat
histon methyl transferazy, coz ma vliv na posttranskripni modifikace histont a tim na regulaci genové
exprese (shrnuto v Collados Rodriguez, 2020). Bylo uk4zdno, ze pro interakci HP1 s Spl00 je
vyzadovana pravé CSD oblast téchto proteini (Seeler et al., 1998). SUMOylace Sp100 tuto interakci
stabilizuje a zda se, ze pravé PML mtiZze zprostfedkovat konjugaci SUMO s Sp100, a to bud’ pfimo nebo
nepfimo (shrnuto v Collados Rodriguez, 2020). Jiz jsem pii popisu PML zminil, Ze tento protein
pravdépodobné obsahuje SUMO E3 liga¢ni vlastnosti (Shen et al., 2006). Je pravdépodobng, Ze se
SUMOylace Sp100 objevuje pravé v PML NBs (Sahin et al., 2014). Souhrnné fe¢eno, pro posttranslacni
modifikace Sp100, jako tieba konjugace se SUMO, mohou byt dilezité PML NBs. A protoZe schopnost
Sp100 pisobit na chromatin ptes HP1 je pravdépodobné zavisla na SUMOylaci, tak to znamena, ze
lokalizace tohoto proteinu v PML NBs ma vliv na jeho funkce. Taky bych jesté chtél zminit, Ze existuje
11 izoforem Sp100 a jenom 4 z nich jsou zkoumané. Tyto izoformy (Sp100A, B, C a HMG) maji
spole¢nou N-koncovou ¢ast a Sp100A je nejkratsi z nich. Ty delsi izoformy Sp100 maji naptiklad DNA-
vazebnou doménu SAND (shrnuto v Collados Rodriguez, 2020). Vyse jsem taky zminil, Ze Sp100 mize
interagovat s histony. Napiiklad, Sp100C ma vlastnost vazat specificky modifikovany histon 3 (H3)
(Zhang et al., 2016).



2.3 Daxx protein

Daxx protein ma rizné funkce jak v jadte, tak i v cytoplazmé. Na jedné strané je tento protein dilezity
pro zprostfedkovani apoptozy, na druhé stran€¢ ma vyznamnou roli v regulaci genové exprese.

Kdyz byl Daxx poprvé identifikovan, tak se zjistilo, Ze to je signalni protein, ktery mé schopnost
interagovat svym C-koncem s doménou smrti (death domain) Fas receptoru, a to samoziejmé hraje
urcitou roli ve Fas — zprostiedkované apoptoze (Yang et al., 1997). Takze, v tomto ptipadé Daxx po
navézani v cytoplazmé na Fas receptor interaguje s ASK1 (kindza 1 regulovana apoptickymi signaly), a
to vede dale pres MAP2K (mitogeny aktivovana kinaza protein kinazy) k aktivaci JNK (,,c-Jun N-
terminal kinase®) kaskady, ktera ma roli ve zprosttedkovani bunééné smrti (shrnuto v Mahmud & Liao,
2019). Kromé¢ toho, existuje model, podle néhoz glukozova deprivace, ktera vede ke zvyseni hladiny
ROS (reaktivni formy kysliku) v butice, zahajuje signalni drahu, jejiz vysledkem je asociace Daxx
s ASK1. V tomto kontextu Daxx je premistén zjadra do cytoplazmy, kde jeho interakce s ASK1
zprostiedkovava oligomerizaci ASK1, coz pravdépodobné stabilizuje tento protein. Tento proces mize
mit vyznam pro udrzovani aktivace signalnich drah zahajenych v odpovéd’ na glukozovou deprivaci
(Song & Lee, 2003). Tento model taky zahrnuje i zpasob, jakym Daxx je transportovan do cytoplazmy.
Jaderni exportni signal (NES) proteinu Daxx je rozpoznan CRM1 (exportin 1; téZ je znam jako protein
udrzovani struktury chromozom 1), a tento protein praveé zprostiedkovava translokaci Daxx do
cytoplazmy. Béhem jiz zménéné glukozové deprivace je Daxx fosforylovan, a to konkrétné na pozice
serin 667 (Ser, S). Takova posttranslacni modifikace je dtlezita pro interakce Daxx s CRM1. Tryptofan
621 (Trp, W) Daxx proteinu naopak ma funkci inhibovat tuto interakci maskovanim NES. Pfi zdméné
této aminokyseliny za alanin (Ala, A) dochazi ke stalému exportu Daxx z jadra. Z toho vyplyva, ze
fosforylace pravdépodobné narusuje tento inhibi¢ni vliv a umoznuje Daxx interagovat s CRM1 (Song
& Lee, 2004).

Ve studii (Li et al., 2000) bylo popséano, Ze Daxx interaguje s proteinem PML a formuje s nim stabilni
komplex v PML NBs. PML rekrutuje Daxx do PML NBs a pravé SUMOylace PML je dulezita pro
lokalizaci Daxx v téchto jadernych téliskach. Za nizké hladiny proteinu PML byl Daxx nalezen v
kondenzovaném chromatinu (Li et al., 2000). I v jiné studii (Ishov et al., 1999) bylo popsano, ze Daxx
je soucasti PML NBs a ze pro jeho zacileni do téchto ttvari je nezbytna interakce se SUMOylovanym
PML (Ishov et al., 1999). Je dulezité zde zminit, Ze pro interakci proteinu Daxx s PML, ktery je
konjugovan se SUMO, je vyzadovana SIM sekvence proteinu Daxx (Lin et al., 2006). Samotny Daxx
muze byt rovnéz SUMOylovan (Jang et al., 2002).

Ted” bych chtél vice ptiblizit funkce Daxx v kontextu regulace genové exprese. Protein Daxx ma
schopnosti vazat rizné transkripéni faktory nebo epigenetické regulatory. S ¢im konkrétné tento protein
muze interagovat?

Naptiklad, Daxx asociuje s histon deacetylazou (HDAC) II / HDACII, coz ukazuje na jeho roli
v represi transkripce (Hollenbach et al., 2002). Dale, Daxx muze rekrutovat Dnmtl (DNA methyl

transferdza 1), coz vede k represi cilovych geni mechanismem hypermetylace (Puto & Reed, 2008).
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Navic muze Daxx jesté interagovat s CBP (CREB — vazajici protein). Pro tuto interakci je nutna
SUMOylace CBP a vyznam této interakce spociva v tom, Ze to vede k inhibici pozitivni transkripcni
aktivity CBP (Kuo et al., 2005). Protein CBP je mimochodem taky asociovan s PML NBs (LaMorte et
al., 1998). Bylo také zjisténo, ze protein Daxx mtize formovat komplexy s H3.3/H4 (histonové varianty)
a spolu s proteinem ATRX (protein ,,alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked*) je
chaperonem H3.3. Tento komplex je dilezity pro sestaveni nukleozomt obsahujicich H3.3 (Lewis et
al., 2010). Protein ATRX je mimochodem taky soucasti PML NBs a jeho lokalizace v PML NBs je
z4visla na Daxx, ktery v tomto pfipad€ ma adaptérovou funkci (Ishov et al., 2004). Nové€ syntetizovany
H3.3 je lokalizovan v PML NBs v zavislosti na pfitomnosti Daxx. Takze, se zda, ze PML NBs mohou
byt ptechodovym shromazd’ovacim mistem pro H3.3 pted jeho depozici do specifickych genomovych
lokalit (Corpet et al., 2014). Vliv H3.3 na regulaci transkripce a na dynamiku chromatinu je riizny a
prozatim malo prozkoumany. H3.3 mize byt detegovan v transkripéné aktivnich a zaroven i
v heterochromatinovych oblastech, kterymi jsou napiiklad telomery nebo pericentromericky chromatin
(Ahmad & Henikoff, 2002; Deaton et al., 2016; Drané et al., 2010; Lewis et al., 2010).
2.4 Formovani PML NBs

PML je naprosto esencialni protein pro formovani PML NBs a ma kritickou roli v akumulaci jinych
komponent spojenych s PML NBs (Ishov et al., 1999). Je zajimavé, ze interakce SUMO-SIM nejsou
potiebné pro tvorbu primarniho leSeni z PML. Exprese jak PML bez SIM, tak i PML, ve kterém 3 hlavni
Lys SUMOylac¢nich mista jsou substituované za arginin (Arg, R), v imortalizovanych bunikach MEFs
dovoluje formovani sférick¢ho PML leSeni (Sahin et al., 2014). Zacileni PML do jaderné matrix taky
neni zavislé na modifikace SUMO (Lallemand-Breitenbach et al., 2001).

Biogeneze PML NBs ma nékolik stadii a tim prvnim je oligomerizace/polymerizace PML, coz vede
ke tvorbé makromolekularniho vnéjsiho leSeni téchto jadernych télisek (Sahin et al., 2014). Tento d¢j je
zavisly na riznych faktorech: 1) Dulezitou roli hraje pfitomnost ROS a 2) cysteinovych zbytki PML.
ROS ptisobi tvorbu disulfidickych mistki a intermolekularni zesitovani PML. ROS maji tak vyznam v
oxidaci PML a nasledné tvorbé PML NBs (Jeanne et al., 2010). 3) Nekovalentni interakce
zprostiedkované RBCC motivem jsou vyzadované pro shromazd’ovani oxidovanych PML (Sahin et al.,
2014). 4) V tomto piipadé je pravdépodopovné, ze tetramerizace RING je prvnim krokem, za kterym
nasleduje polymerizace B1 PML (Li et al., 2019). 5) Krom¢ toho se jeste€ navic ukazuje, ze se C-koncové
oblasti specifickych izoforem PML také mohou podilet na formovani PML NBs (Li et al., 2017). Druhou
fazi formovani téchto utvard je rekrutovani Ubc9, coz vede k SUMOylaci PML dilezité pro nasledné
interakce PML-PML prostiednictvim interakci SUMO-SIM (Sahin et al., 2014; Shen et al., 2006; Wang
et al., 2018).

Ted” bych chtél detailn€ popsat proces oligomerizace PML. Jiz jsem zminoval, ze ,,RING finger
doména proteinu PML ma vyznamnou roli v interakci s Ubc9 (Duprez et al., 1999). Sbalovani RING
domény PML je koordinovano dvéma zinkovymi ionty a tata oblast je dtlezitd pro tvorbu tetramert

PML. Na formovani tetrameri PML se podili n¢kolik interakci a aminokyselinové zbytky, které se
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zucastni téchto interakci a koordinace zinkovych iontd, jsou velmi konzervované mezi ortology PML.
Kazd4 podjednotka PML v ramci takového tetrameru (Obrazek 4a) obsahuje dvé dulezité subdomény,
SD1rqr a SD2. SD1rqr je smycka se tfemi aminokyselinovymi zbytky F52 (fenylalanin, phe), Q53
(glutamin, gln), F54. Subdoména SD2 zahrnuje zbytky na pozicich 55-99. 1) Postranni zbytky jedné
podjednotky PML L70 (leucin, leu), L81, W95 (SD2 subdoména) vymezuji hydrofobni kapsu, se kterou
interaguje F52 (SD1gqr subdoména) druhé podjednotky PML (Obrazek 4b). 2) Dale také uplatiiuji
interakce mezi K68 (SD2 subdoména) jedné podjednotky a F54 (SDlrgr subdoména), K65 (SD2
subdoména) druhé podjednotky (Obrazek 4b). 3) Kromé interakci mezi SD1rqr a SD2, existuji i
interakce mezi dvéma SD2. Sousedni SD2 se shlukuji proti sobé a pro jejich interakci jsou dilezité
aminokyselinové zbytky L73 a C91 (Obrazky 4a,c). 4) Navic v tetrameru miZzeme najit disulfidické
mustky C66-C66 (Obrazky 4a,b). Tetramerizace PML je esencialni pro formovani PML NBs,
SUMOylaci PML a pravdépodobn¢ umoznuje efektivni rekrutovani Ubc9 (Wang et al., 2018).

Obrazek 4: Krystalicka struktura tetramert PML, jejichZ tvorba je zavislych na RING doméné. Rizné podjednotky
takové struktury jsou obarvené odlisnymi barvami. Kazda podjednotka PML ma dvé subdoménu (SD1 a SD2). Kuli¢ky
znamenaji zinkové dvojmocné kationty. A) Celkovy pohled na PML tetramer. B, C) ZvétSené pohledy na nékterd interakéni
rozhrani. Jednotlivé interakce jsou detailné popsané v textu. Pfevzato a upraveno z (Wang et al., 2018).

Daéle nasleduje polymerizace PML, kde se uplatiiuje B1 box. B1-box PML obsahuje 2 subdomény.
Aminokyselinové zbytky na pozicich 120-127 formuji SD1 subdoménu. SD2 subdoména je predstavena
zbytky 128-167 a dochazi tam ke koordinaci dvou zinkovych iontii. V tomto ptipadé se mohou formovat
dimery né€kolika typt, které se dale shlukuji do polymert (Obrazek 5). Konktrétn¢ jsou to W-157, F138
a SD1 dimery. Jsou tam totiz 3 interakéni rozrani, a to souvisi s organizaci PML do vysSich fadi pomoci
B1-boxu. Sttidavé zapojeni W157 a F158 rozrani mize vést k tvorbé tetrameru (Obrazky Sa,c) a v
takové situaci rozrani SD1 jsou v takové pozici, kde se mohou zapojit do formovani B1-polymerd
(Obrazek 5b). Tento mechanismus oligomerizace PML ma jako vysledek napriklad to, ze se K160
SUMOylaéni mista pravdépodobné dostavaji do pfistupné pro interakce pozici, coz by mohlo mit

vyznam pti SUMOylaci PML (Obrazek 5c¢) (Li et al., 2019).



| \-/\-\ 7
Pj-! |
N e X Q 2 ; %\
rﬁ\j) ?é‘-

1. W157-rozhrani 2. F158rmz\H|:‘am' @\ SDirmzh;}r\ K160 K160 K160

Obrazek 5: Krystalicka struktura makromolekularnich utvard PML zavislych na Bl-boxu. A) PML miize formovat
dimery pomoci F158 a W157 rozhrani a jejich stfidavé zapojeni vede ke tvorbé tetramert. Symbol * na obrazku ukazuje na
SD1 rozrani. Jednotlivé podjednotky PML maji odlisnou barvu. Symboly N a C ukazuje na pfislusné konce znazornénych
usektt PML podjednotek. B) Tetramery (maji odlisnou barvu) se dale mohou shlukovat do polymerti pomoci rozhrani SD1. C)
Na obréazku je vidét, ze se pii shlukovani PML takovym zptisobem K160 mista pravdépodobné dostavaji do pfistupné pro
interakce pozici, coz by mohlo mit vyznam pti SUMOylaci PML. Kulicky znamenaji Zn (2+). Pfevzato a upraveno z (Li et al.,
2019).

Po polymerizaci PML a jeho SUMOylaci, ktera zprostfedkovava PML-PML SUMO-SIM interakce
stabilizujici tvorbu primarniho leSeni PML NBs, nastava treti faze representovana modelem LLPS
(model fazové separace ,,liquid—liquid) Je to model, ktery tika, Ze nad urc¢itou prahovou koncentraci
mohou proteiny byt fazové separované. Tim padem vznikaji biomolekuldrni kondenzaty, které maji
odlisny obsah od okolniho prostfedi. Tento proces je energeticky vyhodny a je zavisly na riznych
biofyzikalnich faktorech, jako naptiklad teplota, pH a koncentrace iontii. A bylo pravé pozorovano, ze
in vitro smési polySUMO-polySIM polymerti umoznuji tvorbu takovych kapicek podobnych kapaling.
Dale tam mohou byt rekrutovany klientské proteiny obsahujici SUMO/SIM. Je mozné, Ze tento model
ptispiva i1 k biogenezi PML NBs, ale to je zatim spekulace. LLPS sam o sob¢ neni postacujici a
nevysvétluje slozitou architekturu PML NBs (shrnuto v Corpet et al., 2020).

V doplnéni k tomuto modelu klientské proteiny jsou zfejme rekrutované do PML NBs pomoci
interakci SUMO-SIM. Tyto proteiny jsou konjugované se SUMO uvnitt PML NBs, coz posiluje jejich
kumulaci v téchto jadernych téliskach (Sahin et al., 2014). VySe zminéna polymerizace PML zavisla na
RBCC motivu pravdépodobné piedchazi naboru klientskych proteintit do PML NBs (Li et al., 2019).
Dulezitou roli hraje SUMOylace PML na pozici K160, coz vede k interakcim s klientskymi proteiny
pres jejich SIM. Poté ty proteiny podléhaji SUMOYylaci a dale takto interaguji s SIM riznych proteini
(jiné klientské proteiny nebo zase PML). Pravé PML rekrutuje Ubc9 do PML NBs a oxidativni stres
zvySsuje u¢innost tohoto procesu (Sahin et al., 2014).

PML NBs mizeme rozdélit do dvou kompartmentii. Vnéjsi je asociovan s jadernou matrix a sklada se
z oxidovanych a SUMOylovanych PML, které formuji multimery (Sahin et al., 2014). Sp100 je taky
nalezen v periferni ¢asti PML NBs (Lang et al., 2010). Vnitini kompartment obsahuje klientské proteiny
a je zavisly na slabych SUMO-SIM interakcich (Sahin et al., 2014). PML NBs jsou unikétni mezi

bezmembranovymi Gtvary, coZ je dano jejich dvoufazovou architekturou. SUMO-1 je primarné nalezen

wrvr

10



Taky je nutné zminit, Ze obrat klientskych proteinti muze byt celkem rychly, a to v rozsahu n€kolika
vtefin az minut (shrnuto v Corpet et al., 2020).

Vyse popsany model biogeneze PML NBs je schematicky zndzornén na obrazku 6.

4. Sebeorganizace vnéjsiho leseni PML NBs

5. Rekrutovani klientskych proteini pomoci
interakci SUMO-SIM se SUMOylovanym PML

3. SUMOylace PML

1. Oxidativni 2. Formovani
stres disulfidickych zprostiedkovana Ubc9 @ 6. SUMOylace
miustku a oligomerizace UBC9 klientskych proteini
y zavisla na RBCC
- PML
- ¥ SIM
SUMO1
® SuUM0o2/3
— formovéni disulfidickych
mustki
RBCC slabé nekovalentni
vnéjsi &ast PML NB interakce

Obrazek 6: Schematické zniazornéni modelu formovani PML NBs. 1,2) PML formuje utvary vysSich fadi na zaklad¢
slabych interakci zavislych na RBCC motivu a tvofenim disulfidickych mustkli posilenym oxidativnim stresem. 3) Dale
dochézi k SUMOylaci PML pomoci SUMO E2 konjugaéniho enzymu Ubc9. PML mtize byt konjugovan se SUMO-1 a se
SUMO2/3. 4) Poté je PML samostatné organizovan do podoby vné&jsiho leSeni PML NBs interakcemi PML-PML SUMO-SIM.
V tomto stadiu miize ptispivat k formovani PML NBs pravdépodobné i LLPS. 5) Dalsi fazi biogeneze PML NBs je rekrutovani
klientskych proteinti (nepopsané kulicky riznych barev) prostfednictvim interakci SUMO-SIM. 6) V PML NBs jsou klientské
proteiny SUMOylovéne, coz posiluje jejich kumulaci v téchto jadernych téliskach. SUMO-1 se nachazi spiSe v periferni ¢asti
PML NBs, ale SUMO2/3 fetézce vycnivaji i dovnitf téchto utvard. PML NBs jsou dynamické struktury, coz znamena, Ze obrat
klientskych proteinti miize mit velmi rychly. Pfevzato a upraveno z (Corpet et al., 2020).

2.5 Prehled funkci PML NBs

2.5.1 PML NBs jsou asociované s chromatinem pro regulaci transkripci

Bylo pozorovano, ze vnittky PML NBs jsou slozeny z proteind a neni v nich detekovatelna RNA. K
akumulaci nascentni RNA, stejné jako acetylovaného chromatinu, dochazi pouze v okoli PML NBs
(Boisvert et al., 2000). Pozd¢ji bylo taky ukazano, ze polohova stabilita PML NBs mize byt zavisla na
ptfimych fyzickych kontaktech proteinti téchto jadernych télisek s chromatinem (Eskiw et al., 2004).
Krom¢ toho se zjistilo, Ze PML NBs jsou asociované s regula¢nimi oblastmi aktivnich gent, a to po
celém bunééném genomu (Kurihara et al., 2020).

Co tedy mize vyplyvat ze vSech zde dosud zminénych skutecnosti? i) V PML NBs se nachéazi fada
proteint, jejichz funkce je spojend s dynamikou chromatinu a regulaci transkripce jako naptiklad Sp100,
HP1, Daxx, CBP a ATRX. ii) Pritomnost nascentni RNA v okoli PML NBs naznacuje souvislost t€chto
struktur s pozitivni regulaci genové exprese. iii) Kromé toho PML NBs maji potencial koncentrovat
biochemické reakce ovlivitujici posttranslacni modifikace proteinii (jako naptiklad vySe popsana
SUMOylace).

2.5.2 Dynamika PML NBs béhem bunécného cyklu

Bylo pozorovano, ze se po¢et PML NBs zvysuje s nastupem bunky do S-faze. Proto v G2-fazi je té€chto
jadernych télisek skoro dvakrat vice oproti G1-fazi. Takovy nariist PML NBs vSak neni zpisobem tim,
ze by dochazelo k nartstu hladiny PML. Zvyseni poc¢tu PML NBs je dano tim, Ze se v ¢asné S-fazi tyto

utvary stavaji méné strukturné stabilni a dochéazi k jejich déleni na fragmenty. Déje se to kvali
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topologickym zménam chromatinu béhem replikace. Bylo postulovano, ze PML NBs v této fazi
bunécéného cyklu mohou mit funkci v zachovani prostorové orientace sesterskych chromatid (Dellaire,
Ching, Dehghani, et al., 2006). V souvislosti s tim bych chtél zde zminit, Ze souc¢asti PML NBs je
protein, jehoZ neptitomnost je spojend s vyssi frekvenci SCE (vymeéna sesterskych chromatid). Jedna se
o protein BLM (protein Bloomova syndromu) Bylo ukazéano, ze pii absenci PML taky dochazi k Castéjsi
SCE, a to ukazuje na to, Ze PML NBs jsou dtlezit4 pro normalni funkci proteinu BLM a maji tedy urcity
vyznam v udrzovani stability genomu (Zhong et al., 1999). BLM je mimochodem ATP-dependentni
DNA helikaza (Karow et al., 1997).

Mitotickd akumulace PML proteinu (MAPPs) se biochemicky a strukturalné li§i od klasickych PML
NBs. MAPPs maji naptiklad vétsi velikost. Po cytokinezi jsou MAPPs nalezeny v cytoplazmé (Dellaire,
Eskiw, et al., 2006). Jiz jsem zminoval, ze béhem interfaze je PML SUMOylovan, ale pii mitéze dochazi
k jeho de-SUMOylaci. Krom¢ toho béhem mitdézy Sp100 neni lokalizovan spole¢né s PML, jak tomu
normaln¢ byva v interfazi (Everett et al.,, 1999). Je nutné taky zminit, ze pii mitéze nedochazi
k degradaci PML, ale tento protein je recyklovan a ptispiva ke tvorbé PML NBs ve dcefinych bunkach.
MAPPs taky neobsahuji Daxx (Dellaire, Eskiw, et al., 2006). Bylo pozorovano, Zze Daxx je akumulovan
v heterochromatinu na konci S-faze a bylo spekulovano, ze tento protein mize hrat roli v modifikaci
post-replika¢niho chromatinu. Je zajimavé, Ze deplece proteinu Daxx vede ke zrychleni pribéhu S-faze
a k tendenci bunék formovat dvojita jadra (Ishov et al., 2004).

Béhem piechodu z mitézy do G1-faze dochazi ke tvorbé CyNPs (cytoplazmatické akumulace PML a
nukleoporinit) (Jul-Larsen et al., 2009). Na zacatku PML interaguje s importnim receptorem KPBN1
(podjednotka karyoferinu 1), coz je zavislé na NLS PML. Déle jsou do tohoto komplexu rekrutované
periferni nukleoporiny (NUPs), které obsahuji FG (fenylalanin-glycinové repetice). Zda se, Ze takové
komplexy mohou pfispivat k post-mitotickému transportu PML do jadra. Byla navrzena hypotéza, Ze
NUPs nemusi byt jenom statickou soucasti jaderného poru, ale je mozné, Ze solubilni NUPs maji roli
v post-mitotickém transportu proteind. Tento model je celkem novy a jeho detaily jsou malo

prozkoumané. Samoziejmé, jsou potiebna dalsi studia (Lang et al., 2017).

2.5.3 PML NBs a interferonova signalizace

Interferony (IFN) patii mezi cytokiny a maji vyznamnou roli v antivirové obran¢. Molekuly IFNs, které
jsou po syntéze sekretovany z bunék, se vazou na transmembranové receptory a tim aktivuji JAK-STAT
drahu (,,Janus‘ kinazy; proteinova rodina signalnich transduktort a aktivatort transkripce). Vysledkem
je aktivace exprese ISGs (geny stimulované IFN). ISGs obsahuje ve svych regula¢nich sekvencich ISRE
(citlivy na IFNo/B element odezvy) a/mebo GAS (IFNy aktivacni misto). Béhem interferonové
signalizace typu I (IFNo/B) a typu II (IFNy) se dimery STAT1 vazou na GAS. Déle se pfi interferonové
signalizaci typu I taky IRF9 (interferonem regulovany faktor 9) spolu s heterodimerem STAT1/2 nebo
s homodimerem STAT2 (ST2) vaze na ISRE. Funkci takovych interakci je aktivace transkripce ISGs).
Schéma aktivace JAK-STAT drahy je uvedeno na obrazku 7 (shrnuto v Michalska et al., 2018). Exprese
PML je vyrazné€ indukovana IFNa, IFNf a IFNy a v promoru genu pro PML byly nalezeny ISRE a GAS
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(Chelbi-Alix et al., 1995; Stadler et al., 1995). Kromé toho exprese Sp100 je taky sensitivni k IFN a
promotor tohoto genu obsahuje ISRE a GAS (Grétzinger et al., 1996; Guldner et al., 1992).

IFN-I IFN—II

ST2/IRF9

ISGs ISGs

AV/ I/ \V/\V/ \V/ . Vﬂl)\\\lk\

Obrazek 7: Schematicky model aktivace JAK-STAT drahy. IFN-I se vaze na receptorovy komplex IFNAR-2, IFNAR-1 (2
podjednotky IFNa receptoru), coz vede k dimerizace tohoto receptoru a pfiblizeni kinaz JAK1 a TYK2 (tyrozin kinaza 2)
k sob&. Dale si tyto kindzy navzajem fosforyluji a poté k nim je rekrutovan STAT. STAT je fosforylovan, coz vede k jeho
dimerizaci a translokaci do jadra. IFN-II na rozdil od IFN-I interaguje s receptorem, ktery je slozen ze dvou podjednotek
IFNGR-1 (INFy receptor) a ze dvou podjednotek IFNGR-2. S timto receptorem jsou asociované kinazy JAK2 a JAK1. STAT
protein v obou piipadech funguje jako transkripéni faktor, ktery posiluje expresi ISGs. STAT mize formovat nékolik typh
komplexti: ST2/IRF9, ISGF3 (IFN stimulovany genovy faktor 3) a GAF (y-aktivovéany faktor) (shrnuto v Michalska et al.,
2018). Pfevzato a upraveno z (Michalska et al., 2018).

Bylo pozorovavano, Ze se izoforma PML-II miize chovat jako positivni regulator exprese IFN-f a taky
transkripce ISGs, které jsou aktivované interferonovou odpovédi typu I. S ¢im to mlize souviset? Tato
izoforma interaguje s riznymi transkripcnimi faktory, coz zlepSuje jejich vazbu na DNA. Naptiklad,
PML-II podporuje vazbu STATI na ISG promotor. Pro takové interakce je esencialni unikatni C-
koncova oblast PML-II, ale RBCC motiv je postradatelny (Chen et al., 2015). Absence PML vede ke
snizeni exprese gend v odpovédi na IFNy. Izoformy PML I az VI mohou posilovat fosforylaci STAT1
a taky pozitivné ovlivituji DNA-vazebné vlastnosti tohoto proteinu. Tyto procesy vyzaduji SUMOylaci
PML a pritomnost RING finger domény (el Bougrini et al., 2011). Ulbricht a spolupracovnici (Ulbricht
et al., 2012) demonstrovali na prikladu lokusu bohatého na geny pro MHC II (hlavni histokompatibilni
komplex tiidy II), ze se PML NBs mohou dostat do tésné blizkosti transkripéné aktivnich oblasti
genomu. Vyrazné piiblizeni lokusu MHC II k PML NBs je indukovano INFy. Pfitom se ukazalo se, ze
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protein PML je dulezity pro ucinnou transkripci MHC II, indukovanou IFNy. T¢ je totiz docileno
regulaci CIITA (,,class II transactivator®). Role proteinu PML (jeho izoformy II) spociva v tvorbé
stabilniho komplexu s CIITA v PML NBs, coz chrani tento trasaktivator pied degradaci v proteazomech

(Ulbricht et al., 2012).

2.5.4 Nekteré dalsi funkce PML NBs: alternativni prodlouzeni telomer, odpovéd’ na poSkozeni DNA,
apoptdza

Obcas nesmrtelné bunécné linie mohou prodluzovat své telomery mechanismem nezavislém na
telomeraze (Bryan et al., 1995). Tento mechanismus zahrnuje proces homologni rekombinace (Dunham
et al., 2000). K takovému ALT dochazi i v n¢kterych nadorech (Bryan et al., 1997). Bylo zjisténo, ze
tyto ALT-bunécné linie a nadory obsahuji zvlastni typ PML NBs, které dostali nazev APBs (ALT-
asociované PML t&liska). Cim takové struktury jsou unikéatni? Zaprvé APBs obsahuji telemerovou DNA
a zadruhé v nich jsou lokalizované urcité specifické proteiny jako napiiklad hTRF1 a hTRF2 (lidské
faktory 1 a 2 vazajici telomerové repetice). Krom¢ toho v téchto strukturach jesté byla nalezena i
rekombinaza Rad51 (DNA reparacni protein Rad51) (Yeager et al., 1999). Ukézalo se, ze pii depleci
APBs v dtsledku dlouhodobé absence PML dochazi ke zkracovani telomer a byla navrzena hypotéza,
ze tato teliska maji vyznam v rozvoji ALT-pozitivnich nadorti (Osterwald et al., 2015). Pfi nejmensim
jsou APBs dobrym markerem ALT (Yeager et al., 1999).

Spekuluje se, ze PML NBs jsou sensory DNA poskozeni. Po objeveni DSB (DNA dvoutetézcové
zlomy) se rychle zvétSuje pocet PML NBs, a to mechanismem formovani mikrotélisek. Zda se, Ze
k tomu dochézi kvili topologickym zméndm v chromatinu, které maji destabiliza¢ni u¢inek na PML
NBs. Je taky pravdépodobné, ze kromée takovéto biofyzikalni regulace pro nartist poctu PML NBs jsou
dilezité i probihajici reparacni procesy (Dellaire, Ching, Ahmed, et al., 2006). Kromé toho po expozici
bun¢k ionizujicimu zafeni (IR) je PML lokalizovan v misté lozisek ssDNA (jednotetézcova DNA), a to
spolu s proteinem ucastnicim se odpovédi na poskozeni DNA, kterym je TopBP1 (protein 1 vazajici
DNA topoizomerazu 2) (Xu et al., 2003). S PML NBs jsou spojené proteiny Mrel 1 (protein meiotické
rekombinace 11), Rad50 (DNA reparacni protein Rad50) a Nbsl (protein 1 ,,Nijmegen breakage
syndrome®), coz jsou podjednotky komplexu MRN, dulezitého pro udrzovani stability genomu
(Mirzoeva & Petrini, 2001). Po expozici bun¢k IR protein PML, p53 (protein 53) a lozisky Mrell
s ¢asem kolokalisuji s lozisky po§kozeni DNA. Na zakladé téchto pozorovani bylo také postulovano, zZe
PML NBs mohou mit roli v odpovédi na DNA poskozeni (DDR) (Carbone et al., 2002).

Krom¢ toho se spekuluje potencilni role PML NBs pro apoptdzu. V dusledku poskozeni DNA mize
byt p53 lokalizovan v PML NBs spolu s kindzou Chk2 (checkpoint kindza 2). Takovy d& ma za
nasledek to, Ze p53 je fosforylovan, coz zabranuje inhibicnimu piisobeni ubikvitin ligdzy Mdm?2
(,,mouse double minute 2 homolog®), kterd normaln¢ brani apoptickym aktivitdm p53 (Louria-Hayon et
al., 2003). Jeste bych chtél taky dodat, Ze byla demonstrovana schopnost PML potlacovat bunécny rtst

prodlouzenim G1-faze. Protein PML miiZe mit pravdépodobné vliv na nékteré komponenty regulace
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bunééného cyklu. Napiiklad, pfi nadmémé exprese PML dochazi k redukci proteinti dtlezitych pro
prechod do S-faze, konkrétné kindzy Cdk2 (cyklin-dependentni kindza 2) a cyklinu E (Mu et al., 1997).
3 Interakce PML NBs a malych DNA viri

3.1 Adenoviry a jejich interakce s PML NBs

Do celedi Adenoviridae patii neobalené viry o primeéru pfiblizné 95 nm, vykazujici ikosahedralni
symetrii, z niz vy¢nivaji vlakna (fibers). Jejich genomem je linearni dsDNA (dvoufetézcova DNA), jejiz
velikost se miize pohybovat v rozmezi od 26 kbp (kilopart bazi) az po 48 kbp. Bylo ukazano, Ze tyto
patogeny mohou infikovat obratlovce vSech skupin (shrnuto v Gallardo et al., 2021). Z hlediska lidského
zdravi jsou adenoviry vyznamni ptivodci riznych onemocnéni jako napiiklad infekce hornich dychacich
cest nebo gastrointestindlnich potizi. Je velmi diilezité zminit, Ze jejich transkripce ma ¢asoveé oddélena
stadia. V souvislosti s tim genom adenovirti mé n¢kolik oblasti: ¢asnou (E), stfedni (I) a pozdni (L). Nez
budou popsany interakce téchto virt s PML NBs, chtél bych se taky zminit o dvou konkrétnich
adenovirovych (Ad) proteinech. Jedna se o E4-ORF3 (otevieny Cteci ramec) a E4-ORF6. Tyto proteiny
vznikaji ze stejné transkripcni jednotky E4 a maji naptiklad funkce v modulaci imunitnich odpovédi
(shrnuto v Tatsis & Ertl, 2004).

Vysledkem adenovirové (Ad) infekce je redistribuce PML ze sférickych PML NBs do vlaknitych
struktur. Bylo pozorovano, Ze pro tento proces je potiebny protein E4-ORF3 (Carvalho et al., 1995).
Pozdéji bylo ukazano, ze E4-ORF3 protein lidského adenoviru typu 5 (HAdS) piimo interaguje s PML,
konkrétné s jeho izoformou PML-II (Hoppe et al., 2006). E4-OFR3 proteiny maji schopnost formovat
nepravidelnou polymerni sit’ (Obrazek 8), a pii tomto procesu prvnim krokem je jejich dimerizace.
Takové struktury plni velmi dilezitou funkci béhem virové infekci. Jedna se o to, Ze tvori aviditou fizené

interakce s PML a rozhrani pro vazbu MRN komplexu (Obrazek 8) (Ou et al., 2012).
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Obrazek 8: A) Schéma modelu formovani polymeri E4-OFR3. Dimery tohoto proteini mohou formovat Gtvary vyssich
fadl, a to mechanismem vymén C-koncovych ,,ocaski“. Pfi reciprokych vyménach vznikaji linearni struktury, ale pfi
nereciprokych dochazi k formovani rozvétvenych utvard. Kombinaci obou typti vymén se miize vytvofit nepravidelny polymer
E4-OFR3. B) Schéma modelu interakci polymeru E4-ORF3 s MRN a PML. Polymer E4-OFR3 interaguje s PML pomoci

aviditou fizenych interakei a tvofi vazebné rozhrani pro MRN. Pfevzato a upraveno z (Ou et al., 2012).

O MRN jsem se jiz zminil diive a ted’ bych chtél pfiblizit vyznam tohoto komplexu v kontextu Ad
infekce. Absence E4-ORF3 a E4-ORF6 proteinti vede k tomu, ze Ad genomy tvoii konkatemery
(Weiden & Ginsberg, 1994). Studie Strackeru a spolupracovnikt (Stracker et al., 2002) navic odhalilo,

ze mutace dalSiho virového proteinu E1B-55K (protein o velikosti 55 kilodaltoni kodovany transkripéni
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jednotkou E1B) vede ke konkatemerizaci Ad genomu. Déle bylo také zjisténo, Ze v buiikach, které
nemély funkéni Mrell a Nbsl, se takové konkatemery nevyskytovaly. Z toho vyplyva, ze MRN
komplex je esencialni pro formovani Ad konkatemerti, a proto mtize byt cilem nékterych virovych
proteint. Ve skute¢nosti tomu tak je, a po infekci divokym Ad dochézi k proteazomalni degradaci Mrel1
(Stracker et al., 2002). E4-OFR6 a E1B-55K se podileji na interakcich s bunéénymi proteiny Elongin B
a C, Cul5 (cullin 5) a Rbx1 (RING-box protein 1), a tento multiproteinovy komplex funguje jako E3
ubikvitin ligaza, kterda mimochodem zahajuje i ubikvitinaci p53, coz mtize blokovat apoptdzu (Querido
et al., 2001). Takze, jakym mechanismem se Ad brani va¢i MRN? i) E4-ORF3 je dilezity pro
relokalizaci MRN (Evans & Hearing, 2005). K relokalizaci MRN s E4-OFR3 dochézi jak v cytoplazmé,
tak i v jadie (Araujo et al., 2005). V jadre je na za¢atku MRN spolu s E4-OFR3 lokalizovan v PML NBs
s pozménou morfologii a za n&jakou dobu se k nim piipojuje i E1B-55K. Poté tyto proteiny prechazeji
do cytoplazmy (Liu et al., 2005). ii) E1B-55K v tomto piipad¢ formuje aggresomy a sekvestrace MRN
v takovych aggresomech inhibuje funkci tohoto komplexu. Je pravdépodobné, Ze sekvestrace MRN
v cytoplazmé chrani virovou DNA pied aktivitou tohoto komplexu. Kromé¢ toho tento proces urychluje
proteazomalni degradaci Mrel 1 zavislou na ubikvitinaci vyse zminénou E3 ubikvitin ligdzou (Liu et al.,
2005). Béhem infekce AdS navic dochazi k SUMOylaci Mrell a Nbsl a pro tento proces je prave
vyzadovana relokalizace MRN zprostfedkovana E4-OFR3. Nicméné, konjugace téchto proteini
se SUMO bé¢hem infekce ma transientni charakter. Je spekulovano, ze SUMOylace v tomto piipade
muze usnadnovat proces zahajeni degradaci MRN, naptiklad miize mit vyznam v souvislosti s jadernym
exportem tohoto komplexu (Sohn & Hearing, 2012). E4-ORF3 ma4 vlastni enzymatické aktivity. Bylo
pozorovano, Ze je to virova SUMO E3 ligaza a taky E4 elongaza (Sohn & Hearing, 2016). Kromé toho
E4-OFR3 komplexy maji schopnost sekvestrovat bunéénou E3 SUMO ligazu PIAS3 (Higginbotham &
O’Shea, 2015).

Kdyz je v bufice navozen antivirovy stav pomoci IFN-a nebo IFN-y, tak to ma za nasledek to, Ze
absence funk¢niho E4-ORF3 vede k vyraznému ohrozeni replikace Ad genomu. Bylo postulovéano, zZe
naruseni integrity PML NBs pomoci E4-ORF3 je mechanismem obrany proti antivirovym aktivitim
téchto jadernych télisek. Taky bych chtél zminit, Ze tato funkce E4-OFR3 je konzervovana mezi Ad
sérotypy (Ullman et al., 2007). Fenotyp adenoviru s mutantnim E4-OFR3 bé¢hem IFN odpovédi mtze
byt obnoven pii absenci PML, a to zase ukazuje na vyznam PML v antivirové obran¢ (Ullman &
Hearing, 2008).

Daxx je negativnim regulatorem replikace AdS. Stejn€ jako vySe zminéné p53 a Mrell tento protein
behem infekce podléha proteazomalni degradaci. Pro takovou degradaci je vyzadovan E1B-55K, ale
tento d¢&j je nezavisly na E4-OFR6 (Schreiner et al., 2010). Pfi infekei se E1B-55K nachazi spolu
s bunécnym proteinem, kterym je STUbL RNF4 (RING-finger protein 4), ve specifickych
nerozpustnych agregatech v jadie, a pravé takovy proces zprostiedkovava interakci Daxx s touto
hostitelskou E3 ubikvitin ligdzou, coz vede k jeho degradaci (Miincheberg et al., 2018). Nejenom Daxx,
ale i dalsi komponenta PML NBs, kterou je ATRX, muze potlacovat replikaci adenoviru. ATRX/Daxx
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komplex je béhem infekci lokalizovan v promotorovych regionech Ad genomu. ProtoZze Daxx sam o
sobé nema DNA-vazebnou doménu, tak je pravdépodobné, ze ATRX je tim molekularnim spojenim
tohoto celého komplexu s chromatinem. Takze, oba tyto proteiny maji roli v potlaceni produktivni
virové replikace a bylo usouzeno, Ze represivné piisobi na transkripci pfes HDAC. Funkéni ATRX/Daxx
je dulezity pro remodulaci chromatinu, pii jeho absenci bude nizs$i kondenzace genomu souviset
s u¢innéjsi expresi Ad gent. Degradaci tohoto komplexu na rozdil od degradace jenom samotného Daxx
zprostiedkovava pravé E1B-55K/E4-ORF6 E3 ubikvitin ligd¢ni komplex zminény vyse (Schreiner et
al., 2013). Krome¢ toho, adenovirovy kapsidovy protein VI adenoviri ma také schopnost potlacovat
aktivitu Daxx. Subpopulace téchto proteint je po infekci zacilend do jadra, kde je poté lokalizovana
v blizkosti PML NBs. Protein VI interaguje s Daxx a mtze se podilet na jeho translokaci do cytoplazmy.
Tento virovy protein takto negativné puisobi na funkci Daxx, kterou je represe velmi ¢asného promotoru
E1A (Schreiner et al., 2012). Zde je nutné taky dodat to, ze E1A transkripcni jednotka je béhem Ad
infekce transkribovana jako prvni a jeji delece vede k defektni virové replikaci. Produkty exprese E1A
maji velky vyznam v aktivaci exprese dalSich Ad geni (shrnuto v Tatsis & Ertl, 2004).

Ad transaktivator E1A-13S (protein se sedimentacnim koeficientem 13 Svedbergi kodovany
transkripcni jednotkou E1A) je taky lokalizovan v PML NBs, a to je nezavislé na expresi E1B-55K a
E4-OFR3. E1A-13S interaguje s PML-II izoformou a v tomto piipadé se naopak ukazuje provirova
funkce PML NBs, kdy adenovirus miize zneuzivat PML. Je pravdépodobné, Ze takova interakce ma
pozitivni vliv na regulaci transkripce virovych gend, jejichZ exprese je zavisla na E1A (Berscheminski
et al., 2013). PML sam o sob& nemd DNA-vazebnou aktivitu a podle autort studie (Berscheminski et
al., 2013) muze v této situaci stabilizovat jiné transkripcni faktory. Velmi zajimavym zjisténim bylo to,
ze izoforma PML-II mutovana ve svém SIM muze byt u¢innéj$im transaktivatorem virové exprese. Zda
se, ze funkce PML jako platformy pro interakce E1A-13S s jinymi transkripénimi komplexy neni zavisla
na jeho lokalizaci v PML NBs. Z toho taky mtize vyplyvat i to, Ze interakce v téchto jadernych téliskach
zavislé na SIM mohou mit negativni vliv na pozitivni transkripcni aktivitu PML (Berscheminski et al.,
2013).

Béhem Ad infekce jenom Spl00A izoforma je lokalizovand v PML NBs s naruSenou morfologii
(Obrazek 9), kdezto izoformy Spl100B, Sp100C a Spl100-HMG nejsou asociované s proteinem PML.
S ¢asem je znacny pocet takovych alternativnich PML NBs nalezen ve spojeni s vné€jSim okrajem
virovych replika¢nich center (RCs) a Sp100A je stale asociovan s t€émito strukturami. Ostatni izoformy
Sp100 jsou akumulované vyhradné uvnitf RCs. Za tuto odliSnou separaci mohou patrné¢ C-koncové
domény téchto delsich izoforem Sp100. Dale bylo pozorovano, ze se de novo syntetizovana virovd RNA
nachazi pravé ve vngjSich ¢astech Ad RCs. Kromé toho se ukazalo, Ze béhem infekce Sp100A vaze
méné HPla. Je spekulovano, ze Spl00-HPla komplex funguje jako represor virové replikace
mechanismem chromatinové kondenzace. Adenovirus se naruSenim integrity tohoto komplexu muze
branit pted jeho represivnimi aktivitami a indukovat tak dekondenzaci chromatinu. Sp100A sam o sob¢

muze vykazovat aktivacni vlastnosti a pusobit pozitivné na Ad promotory, kdyz se nachazi v narusenych
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PML NBs. Bylo usuzovano, ze tak maze rekrutovat histon acetylazy (HATSs), které formuji priznivé
transkrip¢ni prostiedi (Obrazek 9) (Berscheminski et al., 2014).

Autofi navrhuji to, ze Spl00A je lokalizovan v aktivnich mistech virové transkripce, kterymi jsou
naru$ené PML NBs obklopujici RCs, ale transkrip¢ni faktory Sp100B, Sp100C a Sp100-HMG ztraceji
svij inaktivani potencial, protoZe jsou vytlaené z téchto regioni. Tento vyzkum ukazuje, Ze
adenovirus nejen piisobi proti mechanismiim bunécné imunity, ale i mize zneuzivat komponenty PML
NBs. Bylo taky pozorovano, ze béhem infekce Sp100 ztraceji svoji SUMOylaci, a to mize snizovat
pocet interakci mezi Sp100 a HPla. Autofi spekuluji, Ze tato data podporuji model, kde adenovirus
indukuje deSUMOylaci nékterych komponent PML NBs, aby se urcité represivni faktory jako napiiklad
HP1, Daxx a ATRX nedostali do naruSenych PML NBs, kde mohou mit negativni vliv na virovou
transkripci (Obrazek 9) (Berscheminski et al., 2014).

Adenovirovy DNA-vazebny protein E2A je béhem infekce SUMOylovan a je pravdépodobné, Ze miize
byt potencialnim spojenim mezi virovymi RCs a narusenymi PML NBs. Predpoklada se, Ze hraje velkou
roli v lokalizaci téchto struktur vedle sebe. Bylo taky zjisténo, ze tato posttranslaéni modifikace nema
negativni vliv na schopnost E2A vazat virovy genom. E2A interaguje se Sp100A, a tak zvySuje pocet
molekul v blizkosti transkripéné aktivnich mist, coz ma pozitivni vliv na virovou genovou expresi
(Stubbe et al., 2020). Samotny Ad genom nema schopnost indukovat blizkou lokalizaci té€chto ttvard,
ale pro tento proces je vyzadovan pravé E2A. Taky bylo pozorovano, Ze k takové asociaci nedochazi
hned po infekei, ale teprve po 4 hodinach, coz mize souviset s tim, Ze je tfeba ¢as na expresi E2A

(Komatsu et al., 2016).

4 7\ Obrizek 9: Model funkcionalni
reorganizace PML NBs béhem Ad
@@ 9 infekce. ~ E4-ORF3  naruiuje
(Sp1o0") integritu PML NBs a podle tohoto
modelu pifi Ad infekci dochazi
k deSUMOylaci néekterych slozek
PML NBs, coz vede k uvoliovani
komponent jako Daxx, ATRX a
HP1, které by mohly represivné
pusobit na virovou transkripci. Ze
vSech izoforem Sp100 v PML NBs
s naruSenou morfologii  zistava
Dekondenzace jenom Spl00A, a tento protein
Gl pravdépodobné pies HATs
positivné  plsobi na  virovou
@ genovou expresi. Ostatni izoformy
Sp100, které mohou mit negativni
vliv na Ad transkripci jsou z této
. _/ oblasti vytlaceny. Na obrazku je
taky vidét, jak virovy transaktivator

E1A ma positivni vliv na genovou expresi. SU zde znamena SUMO. Pfevzato a upraveno z (Berscheminski et al., 2014).

3.2 Papilomaviry a jejich interakce s PML NBs

Papilomaviry maji neobalené viriony s ikosahedralni symetrii o priméru pfiblizné 55 nm. Jejich

genomem je kruhova dsDNA o velikosti cca 8kbp. Tento genom se sklada z n¢kolika oblasti: regulacni
oblast, oblast casnych genti (E) a oblast pozdnich gent (L). Kapsidové proteiny téchto virti L1 a L2 jsou

kodované pozdnimi geny. Papilomaviry replikuji v bunééném jadru a jejich zivotni cyklus trva nékolik
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tydni. Tyto patogeny se vyznacuje tim, ze maji replikacni aktivity ve vSech vrstvach epitelu. Nicméné,
k tvorbé€, maturaci a uvolnéni jejich virioni mize dojit povrchové terminaln€ diferencované epitelidlni
vrstvé. Lidskych papilomavirt (HPVs) existuje vice nez 200 typit a mnohé z nich mohou vyvolavat
nadorovou transformaci. Naptiiklad, HR (vysoce rizikové) typy HPV jsou spojené s vetSim rizikem
rozvoje karcinomu a mezi né patii napfiklad celosvétové rozsSifené typy 16 a 18. HPV mize byt
puvodcem jak benignich, tak i malignich nddort a v dnesni dob¢ existuje nékolik preventivnich HPV
vakcin (shrnuto v Mui et al., 2017).

Interakce papilomaviri s PML NBs byla poprvé pozorovana na ptikladu BPV (bovinni papilomavirus),
nikoliv v souvislosti s HPV. Bylo ukazano, ze se virovy minoritni kapsidovy protein L2 pfi nadmérné
expresi nachazi v téchto utvarech, a to i za nepfitomnosti jakykoliv dalSich virovych komponent (Day
et al., 1998). Efekt lokalizace L2 v PML NBs byl také studovan na piikladu HPV33. V tomto piipad¢
bylo ukazano, ze samotny protein PML neni ovlivnén virovym proteinem, ale méni se distribuce
nékterych jinych komponent PML NBs. Konkrétné dochazi k uvolnéni Sp100 z téchto jadernych telisek
(Florin et al., 2002).

Poté bylo pozorovano, ze PML NBs maji vyznam v ¢asné fazi zivotniho cyklu papilomaviri. L2 a
virovy genom se po infekci nachdzeji v PML NBs a jejich cileni do té€chto utvari neni zavislé na
sekvenci virové DNA. Tento proces je dulezity pro efektivni transkripci virového genomu (Day et al.,
2004). L2 protein HPV16 je SUMOylovan na pozici Lys 35 (Marusic et al., 2010). Bylo ukazano, ze
mutace v tomto mist€ nema vliv na kolokalizaci L2 a PML. L2 ma i SIM motiv a zda se, ze praveé tato
oblast je esencialni pro asociaci virového proteinu s PML NBs (Bund et al., 2014).

Bylo navrzeno, Ze protein PML ma4 protektivni funkce vii€i virovému genomu. Po vstupu viru do jadra
byla v burnikach, které nemély PML, pozorovédna redukce hladiny genomt HPV16. Tento fakt mtze
naznaCovat to, Ze virovy genom neasociovany s PML NBs je degradovan. V nesmrtelnych lidskych
keratinocytech HaCaT absence PML ptekvapivé indukuje interferonovou odpoveéd’, a to pochopitelné
negativné ptisobi na pritbéh virové infekce. Pokud je zaroven pouzit INBC (ruxolitinib), coz je inhibitor
kinazy JAK1/2, tak nedochézi ke snizeni hladiny virové DNA 1 pti absenci PML. Tyto skutecnosti vedly
k navrhu zajimavého modelu, ve kterém PML NBs chrani virovou DNA pied mechanismy imunity v
jadre. Dulezité je zminit i to, ze, pokud interferonova odpovéd’ je inhibovana, v buitkach bez PML virova
transkripce neni obnovena. Toto zjisténi ukazuje na to, ze PML nejen chrani virovy genom pied
degradaci, ale taky miiZze mit positivni vliv na expresi papilomavirovych gent. Jesté bych chtél dodat,
7e na rozdil od bunécné linie HaCaT v nesmrtelnych lidskych epitelialnich HeLa bunkach, které byly
jiz transformované HPV 18 onkogeny, pii absenci PML nebyl pozorovan pokles virové DNA, coz mize
napiiklad souviset stim, Ze v téchto bunkach je jiz naruSena interferonova signalizace. Tim se
papilomavirové interakce s PML NBs 1isi od interakci jinych DNA vird s témito jadernymi télisky
v kontextu, u kterych absence PML naopak posiluje virovou infekci. To je celkem zajimavé zjisténi

(Bienkowska-Haba et al., 2017).
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Experimenty, kde nékteré komponenty PML NBs byly inaktivované pomoci siRNA (malé¢ interferujici
RNA) v bunkach HFK (lidské keratinocyty z predkozky), ukazaly, ze snizeni hladiny Daxx nebo Sp100
nema vliv na integritu PML NBs a zase potvrdily ten fakt, ze kompletni absence PML vede k rozpousténi
téchto jadernych télisek (Stepp et al., 2013). Jaky vliv méa neptitomnost Sp100 a Daxx na pribéh
papilomavirové infekci? Predpoklada se, ze Sp100 negativné piisobi na virovou infekci, protoze se pii
jeho absenci zvySuje hladina exprese virovych gentli, a to se déje v Casné fazi infekci. V téchto
experimentech bylo pozorovano, ze samotny PML ma naopak positivni vliv na pribéh virové infekci.
Takze, komponenty PML NBs mohou mit odliSnou roli v ¢asné fazi papilomavirové infekce. Absence
Daxx mimochodem neméla vliv ani na transkripci ani na replikaci HPV18 (Stepp et al., 2013). Pozdéji
bylo ukazéano, ze Sp100 je asociovan s RCs virového genomu v pozdni fazi infekce. Spekuluje se, ze
Sp100 takto vazbou na virovy chromatin mutize byt represorem virové transkripce nejenom na zacatku,
ale i pravé v pozdni produktivni fazi zavislé na diferenciaci bun¢k. Je pravdépodobné, Ze ty nejdelsi
izoformy Sp100 obsahujici DNA-vazebnou SAND doménu maji takové represivni vlastnosti. Byla taky
navrzena hypotéza, ze virus dokaze vyuzivat antivirové vlastnosti Sp100 pro modulaci svého zivotniho
cyklu. Naptiklad takova represe transkripce miize slouzit k pfepnuti do udrzovaci fazi nebo se také da
predpokladat, Ze kondenzace virového chromatinu miize byt pfipravou pro morfogenesi viriond. Navic
jesté bylo zjisténo, ze vétsina izoforem Sp100 je citliva na IFN (Stepp et al., 2017).

Lidsky papilomavirus je zvlastni tim, ze vyzaduje mitdézu pro vstup do jadra (Aydin et al., 2014). Po
zahajeni mitdzy virovy genom opousti trans-Golgiho sit’ a poté je asociovan s mikrotubuly a putuje po
nich ke kondenzovanym chromozomtim, a pro toto je vyZzadovéan L2 protein. Genom se nachdzi ve vacku
az do ukonceni bunécného déleni (DiGiuseppe et al., 2016). Kromé toho, po tuto celou dobu je
s genomem taky vazan L1 protein (DiGiuseppe et al., 2017). Hlavni kapsidovy protein L1 je
spojen genomem jenom béhem casné interfaze, ale L2 doprovazi virovou DNA i nadale (Guion et al.,
2019). Dynamika PML NBs béhem bunécného cyklu byla diskutovana diive v této bakalaiské praci.
Takze, ted’ otazkou je, jak dochazi k tomu, Ze se virovy genom nachédzi v PML NBs.

Ve studii (Guion et al., 2019) je ukdzano, ze protein PML je zacilen k virového genomu a tvoii
komplexy, které ho obklopuji. To je pravdépodobnéjsi situace, nez kdyby virové genomy byly
rekrutovany do pfedem vytvorenych PML utvart. Kdyz PML b€hem Casné interfaze je transportovan
zpét do jadra, tak je zacilen k virovému genomu a az poté se formuji PML NBs. Piedpoklada se, ze PML
nema vyznam pro transport genomu do jadra, ale za¢ina plnit svoje funkce teprve v jadre, kde se jiz
nachazi virova DNA. Sp100 je rekrutovan do téchto utvart se zpozdénim a kolokalizuje s virovym
genomem az v pozdni interfazi. Zajimavym zji$ténim bylo i to, Ze genom, kolem kterého se formuji
komplexy PML, je stale obalen ve vacku. Nabizi se model, ve kterém virova DNA je na zacatku
chranéna pred sensory imunity endozomalnim vac¢kem a poté PML komplexy (Obrazek 10). Tim je

virovy genom po opusténi vacku stale v bezpe¢ném prostiedi. Takovy krok v tomto piipadé dovoluje
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zahgjeni genové exprese. Spekuluje se, ze HPV zneuziva PML pro regulaci ¢asné transkripce a zpozdény

nabor Sp100 do PML NBs slouzi k pfechodu do dalsi fazi virové infekci (Guion et al., 2019).

*-2-Q-Q-

o Virovy genom (selektivni permeabilizace) 0 Spl00

O Virovy genom (Uplnd permeabilizace) . PML protein

o Transportni vagek = L2 protein

Obrazek 10: Model sestavovani PML NBs kolem vacku obsahujiciho virovy genom spolu s proteinem L2. Virova DNA
je na zacatku chranéna pfes sensory imunity ve vacku. Poté PML transportované do jadra v ¢asné interfazi formuje komplexy
kolem tohoto genomu, ktery je stale obalen ve vacku. Po opusténi tohoto vacku je virova DNA stale chranéna. Sp100 je
rekrutovan do tohoto komplexu se zpozdénim a je navrzeno, ze se takto virus chrani pfed jeho represivnimi U€inky na
transkripci. Asociace Sp100 s témto komplexem by pozdéji mohla mit vliv na ptechod do dalsi fazi virové infekce. Pievzato a
upraveno z (Guion et al., 2019).

3.3 Polyomaviry a jejich interakce s PML NBs
Polyomaviry (PyVs) maji neobalené viriony, jejich kapsida o priméru pfiblizné¢ 45 nm je

Transkrlpce I Transkripce 1

ikosahedralni symetrie. Genomem je kruhova dsDNA o velikosti kolem 5,5 kbp. Je dilezité také zminit,
ze tato DNA je uvnitf viriond asociovana s hostitelskymi bunécnymi histony, a to s vyjimkou histonu
H1. Genom téchto patogenti stejné jako v piipad¢ adenovird a papillomavirti je rozdélen do nékolika
oblasti: nekodujici oblast, oblast ¢asnych genil a oblast pozdnich genti. Transkripce ¢asnych a pozdnich
gentl probiha z opacnych vldken. Produkty ¢asnych genti PyVs jsou T (tumorogenni) antigeny (T-ag),
které mohou byt riiznych velikosti. Naptiklad velky T-ag je diilezity pro zahajeni virové replikace,
regulaci pozdni virové transkripce, a navic ma schopnost interagovat s hostitelskymi proteiny pro
modulaci bunééného cyklu. Mezi produkty pozdnich gen PyVs patfi agnoprotein (neni pfitomny u
vSech PyVs) a kapsidové proteiny, které jsou predstavené majoritnim VP1 a minoritnimi VP2 a VP3.
Rada zastupcii éeledi Polyomaviridae ma potencialni schopnost zprostfedkovavat transformaci bungk,
ale zatim jedinym PyV, ktery je pritkazné spojen s rozvojem nadort u lidi, je MCPyV (Polyomavirus
Merkelovych buné€k). Dalsimi ptiklady lidskych PyVs mohou byt JCPyV (JC polyomavirus) a BKPyV
(BK polyomavirus). Polyomaviry maji Siroky hostitelsky okruh, infikuji obratlovce a jejich sekvence
byly nalezeny i u bezobratlych. Zivo&isné viry SV40 (opiéi virus 40) a MPyV (mysi polyomavirus) jsou
Casto vyuzivané jako modelové viry (shrnuto v Prado et al., 2018).

Nez budou popsané interakce PyVs s PML NBs, chtél bych pfedem zminit, ze funkce téchto jadernych
télisek v kontextu polyomavirové infekce stale neni objasnénd. V nékterych studiich byl navrzen
positivni vliv PML NBs na prubéh PyV infekce, ale na zakladé jinych se da naopak spekulovat o jejich
negativnim pusobeni na zivotni cyklus téchto patogeni.

Infekce JCPyV miiZe vyvolat pii imunosupresi progresivni multifokalni leukoencefalopatii (Padgett et
al., 1971). Role PML NBs v infekci JCPyV je stale kontroversni, protoze rizna studia ukazuji odlisné
vysledky. V nékolika studiich bylo navrzeno, Ze tato jaderna téliska mohou podporovat prub¢h infekce.

Spekuluje se mozna role PML NBs v procesu formovani kapsidy virionii tohoto patogenu (Shishido-
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Hara et al., 2004). VP1 protein JCPyV je znamy tim, Ze ma unikatni NLS, ktery neni efektivni pro
zprostiedkovani transportu do jadra. Pti absenci dalSich kapsidovych proteinti jako VP2 a VP3, tento
majoritni protein je distribuovan jak v jadfe, tak i v cytoplazmé (Shishido-Hara et al., 2000). Bylo
pozorovano, ze se tento majoritni kapsidovy protein nenachdzi v jadru vsude, ale je akumulovéan ve
specifickych doménéch, a zda se, ze takova akumulace je vysledkem kooperace mezi VP1, VP2 a VP3.
Jaderné domény, o které se zde jednd, byly identifikovany jako PML NBs. Takze, virové strukturni
proteiny se akumuluji v PML NBs a je mozné, Ze tento proces ma vyznam v efektivni maturaci kapsidy.
Chtel bych taky dodat, Ze pro jaderny transport téchto strukturnich proteini a jejich ndslednou
specifickou akumulaci v PML NBs je dulezitd C-koncova sekvence VP2/VP3 (Shishido-Hara et al.,
2004). Je zajimavé, ze VP1 SV40 mtze byt transportovan do jadra, i kdyz je produkovan v bunikdch bez
minoritnich proteinti (Ishii et al., 1996). Krom¢ toho, bylo taky navrzeno, ze PML NBs podporuji
replikaci virového genomu. Je zajimavé, Ze v oligodendrocytech infikovanych JCPyV s ¢asem dochazi
k degradaci PML NBs, a to v dob¢, kdy probiha degenerace téchto bun¢k a naslednd demyelinizace.
Tato degradace PML NBs asi nesouvisi s ubikvitin proteasomalni drahou. Je mozné, ze PML téliska
predstavuji prostredi, které podporuje vyvoj infekce, a az v dobé, kdy virové inkluze jsou formované,
dochazi k jejich degradaci. Zde muze byt, naptiklad, taky spekulovana role PML NBs v kontextu
progresivni multifokalni leukoencefalopatii (Shishido-Hara et al., 2008). Chtél bych také zminit, Ze
JCPyV moduluje bunéény cyklus v oligodendrocytech, coz je zaroven spojené s rozsifenim jadra a dale
souvisi s morfologickymi variacemi v PML NBs. Tato jaderna téliska taky zvétSuji svoji velikost.
Produkce virového potomstva zac¢ind v mensich PML NBs a pokracuje se v rostoucich (Shishido-Hara
etal., 2014).

Je zajimavé, Ze v jiné studii bylo pozorované, Ze protein PML neni vyzadovan pro efektivni produktivni
infekci JCPyV. Navic, eliminace PML méla dokonce za nésledek posileni Infekce. Kromé toho,
pozitivni regulace exprese genu pro PML pomoci IFN-B tuto infekci inhibovala (Gasparovic et al.,
2009). Cht¢l bych zde ptipomenout, Ze produkce PML je stimulovana IFN (Chelbi-Alix et al., 1995).
Podani IFN-B mélo za nasledek zvétSeni poctu a velikosti PML NBs a bylo ukazano, ze IFN-f inhibuje
infekci JCPyV pravé zptsoben zévislym na PML. Proto PML NBs by mohly mit antivirové vlastnosti
vici tomuto patogenu. Dale bylo zjisténo, ze velky T-ag (LT-ag) JCPyV je akumulovén v jadru
v urcitych doménach, a ty se nachazeji blizko PML NBs. Pti absenci PML jejich integrita neni narusena,
ale po podani IFN-P se tyto utvary stavaji mensi a lokalizuji se blize k PML NBs. Mize byt spekulovano,
ze se antivirova role té€chto jadernych télisek spoc¢iva v sekvestraci virovych proteint (Gasparovic et al.,
2009). Presna role PML NBs v kontextu JCPyV pofad neni objasnéna a pro jeji uréeni jsou potfebna
dalsi studia.

Na rozdil od JCPyV bylo popsano ve studii Jianga a spolupracovniki (Jiang et al., 2011), ze BKPyV
indukuje funkéni reorganizaci PML NBs. Pfi infekci dochazi ke zvétseni velikosti a zmenseni poctu
téchto jadernych télisek. Autofi také pozorovali, ze absence proteinu PML nema zasadni vliv na pribéh

virové infekce. Asociace komponent BKPyV s PML NBs je zavisla na ¢ase. V ¢asné fazi infekce PML
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NBs kolokalisuji s lozisky virového LT-ag. Pozdéji dochazi prave k reorganizaci téchto struktur a v tuto
dobu se PML NBs nachazeji v blizkosti genomu BKPyV. Ukézalo se, Ze pro tento proces je nutna
probihajici virova replikace. Zajimavym zjisténim bylo to, ze Daxx a Sp100 proteiny jsou uvolnény
z PML NBs béhem Infekce. Déje se to zase pii replikaci virového genomu a funkéni vyznam tohoto
procesu neni jasny. Tyto bunécné faktory mohou fungovat jako inhibitory virové Infekce a to znamena,
ze se virus bude snazit inaktivovat jejich represivni vlastnosti. Je mozny i opacny model, ve kterém
disociace téchto komponent z PML NBs mize mit néjaky pozitivni vliv na prabéh pozdni fazi Infekce
(Jiang et al., 2011).

U SV40 nebylo pozorovéno, ze by béhem jeho replika¢niho cyklu byla naruSovana integrita PML NBs.
SV40 nemodifikuje strukturu téchto jadernych télisek, ale ma s nimi spojenou replikaci genomu (Ishov
& Maul, 1996). Pro lokalizaci SV40 genomu do blizkosti PML NBs je potiebna ptitomnost LT-ag
vazajiciho se ,,core® replikacniho pocatku virové DNA (Tang et al., 2000). Je taky zajimavé, Zze LT-ag
SV40 ma schopnost indukovat DNA poskozeni a tvorbu lozisek RadS1, proteinu asociovaného
s reparaci DNA zlomi cestou homologni rekombinace (Boichuk et al., 2010). Bylo zjisténo, ze pro
tvorbu takovych lozisek je kriticky pravé PML. Je mozny model, kde SV40 zneuziva PML NBs, aby se
dostal k bunéénym faktorim DNA reparace (Boichuk et al., 2011). Rad51 je vyzadovan pro efektivni
replikaci tohoto viru (Boichuk et al., 2010).

Krom¢ toho byly pozorovany specifické jaderné distribuce virového LT-ag, p53 a PML v lidské
fibroblastové linii (IDH4) podminén¢ imortalizované LT-ag SV40 (Jiang et al., 1996). Charakteristikou
této linie je to, Ze v ni dochazi ke kontrolované produkci LT-ag SV40. V tomto systému specificky
promotor genu pro tento protein je mozné regulovat dexametasonem, coZ je steroidni latka (Shay et al.,
1992). V proliferujicich IDH4 bunkach, kde je produkovan LT-ag, se tento virovy protein da nalézt
v jadru v podobé tecek, a ta mista jsou prave positivni i pro p53. Zajimavym zjisténim bylo to, Ze se
takové utvary Casto nachéazely vedle PML NBs. Naopak, v buiikach, kde promotor pro transkripci
velkého T-ag nebyl stimulovan dexametasonem, komplexy LT-ag a p53 skoro ani nebyly detekovatelné
buiiky neproliferovaly. Kdyz v takovych buiikdch zase doslo k indukci LT-ag, tak na zacatku tento
virovy protein a p53 byly rovnhomérné distribuované v jadie, ale s Casem se vratil jejich vztah s PML,
coz muze souviset s obnovenim mitotické aktivity. Na zaklad¢ té€chto pozorovani bylo postulovano, zZe
asociace komplexu L-ag a p53 s PML NBs je zavisla na prolifera¢ni aktivité bunék a mize mit néjaky
vyznam v bunééné transformaci. Samoziejmé, jsou potfebné dalsi analyzy, které by se zabyvaly detaily
molekularnich mechanismt lokalizace téchto struktur vedle sebe a odhalenim mozného vyznamu
takového jevu (Jiang et al., 1996).

Je zajimavé, ze LT-ag MPyV je taky asociovan s proteinem, ktery ma dillezitou roli pti DDR. Tentokrat
se jedna nikoliv o Rad51 jako v ptipadé SV40, ale o Mrell. Bylo taky pozorovano, ze se takové
komplexy spolu s virovym genomem lokalizuji vedle PML NBs. Je dilezité zde zminit, ze absence PML
neméla zadny vliv na spolec¢nou lokalizaci vySe zminénych proteinit a MPyV DNA. Kromé toho

nepfitomnost PML neovlivnila ani efektivitu virové replikace. Takze, PML mtze slouzit k identifikaci
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mist replikace MPyV, ale pravdépodobné virovy zivotni cyklus neni zavisly na pfitomnosti tohoto
bunécného proteinu. Je vSak napiiklad mozné, ze se n€jaké klientské proteiny PML NBs mohou podilet

na podpote virové Infekce (Erickson et al., 2012).

3.4 Anelloviry: Virus anemie kuiat (CAV) a jeho interakce s PML NBs
Anelloviry maji velmi maly genom o velikosti pfiblizn¢ 2 az 3.9 kbp a tim genomem je kruhova

jednotetézcova (-) DNA. Tyto viry infikuji lidi, ale zatim nebylo asociované Zadné onemocnéni s nimi
spojené. Jednim z rodu celedi Anelloviridae je Gyrovirus, a do této taxonomické jednotky patii CAV,
ktery je vyjimecny prave tim, ze mize vyvolavat onemocnéni u mladych kufat (shrnuto v Kaczorowska
& van der Hoek, 2020). Viriony CAV jsou neobalené a maji prumér kolem 25 nm. Velikost genomu
tohoto viru je pouze 2.3 kbp a CAV se vyznacuje tim, Ze infikuje rychle se délici buniky. Jednim z CAV
proteinti je apoptin, ktery je celkem rozsahlé studovan, protoze ma specifické schopnosti zabijet
nadorové bunky (shrnuto ve Feng et al., 2020).

Apoptin ma vyznam v souvislosti s indukci apoptozy (Noteborn et al., 1994). Bylo ukazano, Ze tento
protein pomoci svou C-koncovou doménou interaguje s APC/C (anafdzi podporujici komplex/
cyklozom), a to konkrétné s jeho podjednotkou APC1 (podjednotka 1 anafdzi podporujiciho komplexu).
Takto dochézi k inhibici tohoto bunécného faktoru a posléze k zastaveni G2/M piechodu a k apoptdze
transformovanych bunék i bez ptitomnosti p53 (Teodoro et al., 2004). Apoptin obsahuje funkéni NLS a
NES, a proto se miize pohybovat mezi jadrem a cytoplazmou (Heilman et al., 2006). Krom¢ toho ma
tento protein poblizZ N-konce usek bohaty na leucin (LRS), ktery je dulezity pro jeho interakci s PML
(Poon et al., 2005). Navic bylo zjisténo, Ze apoptin miize podléhat SUMOylaci (Janssen et al., 2007).
Nésledkem piitomnosti apoptinu v transformovanych buiikéch je sekvestrace APC/C komplexu v PML
NBs. Je mozné, ze zacileni APC/C do PML NBs pomoci apoptinu hraje roli ve zprostfedkovani
programované bunécné smrti, protoze takovou sekvestraci tento komplex mtize byt inhibovan (Heilman
et al., 2006). Bylo vsak taky ukazano, Ze ani absence PML ani naruseni interakce apoptinu s PML
neinterferuje se schopnosti tohoto virového proteinu indukovat apoptozu ve transformovanych bunkach.
Je pravdépodobné, ze PML neni vyzadovan pro zprosttedkovani apoptozy v tomto kontextu, ale je
mozné, Ze stale ma n¢jaky vyznam pro prubéh CAV replikace (Janssen et al., 2007). Kromé toho otazka,
jakou funkci apoptin ma v samotném virovém cyklu, zistava zatim taky neodpovédéna. Je mozné, ze
ve transformovanych buiikach nebo v buiikach s aktivovanou DDR apoptin interaguje s APC/C a to
vede k zastaveni G2/M prechodu, coz mize byt prospéSné pro virovou replikaci. Dale apoptoza
podporuje uvolnéni virového potomstva z bunék a viry mohou poté byt fagocytovany jako soucasti

apoptickych télisek (shrnuto ve Feng et al., 2020).

3.5 Virus hepatitidy B (HBV) a jeho interakce s PML NBs
Oproti vSem jiz zminénym zde DNA virim je HBV unikatni, a to z toho divodu, Ze ma ve svém

zivotnim cyklu reverzni transkripci (RT). Viriony HBV jsou obalené a jejich primér je priblizné 42 nm.
Tento patogem patii do Celedi Hepadnaviridae a ma genom o velikosti kolem 3.2 kpb. Genomem je

relaxovana kruhova DNA (rcDNA), jejiz (+) vlakno na rozdil od (-) vlakna neni Gplné kompletni. HBV

24



genom koduje DNA polymerazu (Pol), ktera ma aktivitu reversni transkriptazy a je kovalentné pfipojena
na 5’ konec (-) vldkna. (+) vlakno virové DNA mimochodem mé na 5’ kratky RNA primer. Mezi dalsi
komponenty HBV patii strukturni protein (HBcAg) tvofici nukleokapsidu s ikosahedralni symetrii,
nestrukturni sekretovany protein (HBeAg), multifunkéni regulacni X protein (HBx) a povrchové
glykoproteiny (HBsAg) tvotené tremi rizné dlouhymi verzemi téze sekvence (maly, stfedni a velky
S protein). Po transportu do jadra, rcDNA HBV je reparovana hostitelskymi enzymy do podoby
kovalentné uzaviené kruhové DNA (cccDNA), a béhem tohoto procesu dochdzi k odstranéni vyse
zminénych 5° koncovych struktur. Je dilezité taky zminit, ze HBV kopiruje svlij genom pomoci RT
RNA intermedidti az v nove slozené kapsidé. Templatem pro syntézu DNA v tomto piipadé je
pregenomova RNA (pgRNA), ze které kromé toho jsou taky translatované HBcAg a Pol. V pribéhu
casné fazi infekci mtize také dochazet k amplifikaci cccDNA takovym zptisobem, ze nové vytvoiené
nukleokapsidy jsou zase zacilené do jadra. Chronicka HBV Infekce (CHB) miize vést k rozvoji velmi
zavaznych onemocnéni je napiiklad cirhdza nebo hepatocelularni karcinom (HCC) (shrnuto v Datta et
al., 2012).

Zajimavym zjisténim bylo to, Ze SI00A10 (S100 vapnik vazajici protein A10) interaguje s Pol HBV
pti absenci dalSich virovych proteind, a to vede k inhibici aktivity tohoto virového enzymu. Vysledkem
takové interakce je premisténi urcité frakci HBV Pol do PML NBs v jadie. Tato asociace je regulovana
cytosolickou koncentraci Ca*" iontil. Pfi zvySené koncentraci vapenatych kationtll se podet jadernych
skvrn Pol-S100A10 sniZuje, a to plati i opa¢n¢. Soudi se, ze bunéény protein SI00A10 muze takto
potlacovat aktivitu virové polymerazy. Pokud se vezme v uvahu to, Ze viry ¢asto zneuzivaji PML NBs,
tak se da predpokladat i zcela opa¢ny model, kde takové interakce pomahaji transportu virového genomu
do jadra pro zahajeni transkripci. Fyziologicky vyznam tohoto jevu je$té musi byt prozkouména (Choi
et al., 2003).

Vyuziti trojrozmérné konformni radioterapie (3D-CRT) v 1écbé HCC muize byt pti¢inou reaktivace
HBYV (Kim et al., 2007). Krom¢ toho byla pozorovéana reaktivace HBV i ve spojeni s chemoterapii (Yeo
et al., 2009). V disledku HBV infekce a reakce na poskozeni DNA se méni pocet, velikost i obsah PML
NBs, a tyto procesy maji urCité paralely. Ukazalo se, Ze po radioterapii a chemoterapii dochézi
k rozsédhlym interakcim mezi PML, HDACI, markerem pro chromatin s poskozenim dsDNA y-H2AX
(fosforylovany histon H2AX) a proteinem BRCA1 (protein nachylnosti k rakoviné prsu typu 1)
dilezitym pro homologni DNA reparaci. Navic se v takto nové formovanych PML NBs objevuji HBcAg
a virova DNA. Vysledkem takovych asociaci je celkem zajimava positivni zpétnovazebna smycka
(Obrazek 11), které se ziiCastni PML, HBcAg a HDAC. V souvislosti se signalizaci vyvolané reakci na
poskozeni DNA, PML protein ma vyznam ve zprosttedkovani iniciace pgRNA HBYV transkripci, coz
vede ke vzniku HBcAg. Zaprvé, to posiluje virovou replikaci a, zadruhé, zvySuje protein-proteinové
interakce mezi HBcAg a PML, protoze tento virovy protein cili na PML a miize s nim interagovat.
Takova interakce inhibuje PML-zprostfedkovanou apoptozu a snizuje aktivitu HDAC zavislou na PML,

ktera ovliviiuje acetylaéni status ,basal core“ promotoru kontrolujiciho prave iniciaci transkripci
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pgRNA. Zvrat represe virového promotoru zprostiedkované enzymem HDAC vede ke zvySeni poctu
virovych transkript a amplifikaci HBcAg. Takze, v kontextu vySe zminénych druhti terapie se nabizi
korelace mezi dynamikou PML NBs v disledku poskozeni DNA a posilenim HBV transkripce a
replikace. Pfima interakce PML s virovym promotorem nebyla pozorovéana. Nicméné, PML jako soucast
PML NBs asociuje s HDAC1 a HBcAg, které maji schopnost vézat tento promotor (Chung & Tsai,
2009).

Chemoterapie Radioterapie Obrazek 11: Model zpétnovazebné
smycky mezi PML, HDAC1 a
HBcAg (na obrazku je popsan jako
HBV-core). Za stavu bez stresovych

SO———" SO~ podnéti HDACI vPML NBs

. \DNA\reparaéni signalizace inhibuje ,,basal core” promotor HBV.
,*PML-NB P

Chromozomadlni DNA dsDNA zlom

V disledku DNA  poskozeni a
reparacni signalizace vSak dochazi
k posileni exprese pgRNA, ze které
vznikd HBcAg a pomoci RT i HBV
DNA. HBcAg se dale cili na PML a
tim dochazi k naruseni interakce
mezi HDAC1 a PML, coz sniZuje
aktivitu HDAC1, a to jesté vice
posiluje virovou transkripci. Tento
model by mohl pfispivat k objasnéni
reaktivace HBV pti chemoterapie nebo radioterapie. Pievzato a upraveno z (Chung & Tsai, 2009).

HBx je multifunk¢ni regulacni protein, ktery je vyZzadovan pro prubéh virového zivotniho cyklu.
Krom¢ toho je pravdépodobné, Ze tento virovy protein piispiva i k onkogennimu potencialu HBV. Mize
se muze napiiklad podilet na indukci mitogennich drah a aktivaci nékterych geni, a to jak virovych, tak
i buné¢nych. HBx takovymto zptisobem ovliviiuje proliferaéni mechanismy buiiky (shrnuto v Andrisani,
2013). Bylo zjisténo, ze HBx zprostiedkovava aktivaci hostitelské serin/threoninové kinazy Plk1 (,,polo-
like kinaza 1), a to ma urCity vyznam v transformaci bun¢k (Studach et al., 2010). Jako substraty Plk1
mohou slouzit proteiny SUZ12 (,,polycomb* protein SUZ12) a ZNF198 (,,zing finger* protein 198)
(Zhang et al., 2015). Jsou to komponenty PML NBs, které maji roli v remodulaci chromatinu. SUZ12
je spolu s EZH2 (histon methyl transferaza EZH2) a EED (,,polycomb* protein EED) soucasti PRC2
(,,polycomb* represivni komplex 2). Funkci tohoto komplexu je trimethylace Lys 27 histonu 3
(H3K27me3) spojena s represi transkripce. Protein ZNF198 ma vyznam v stabilizaci komplexu LSD1
(lysin demethylaza 1) -CoREST (REST korepresor 1) -HDACI. Tento velky komplex je zajimavy tim,
7ze ma schopnost odebirat aktivacni modifikace z chromatinu (shrnuto v Andrisani, 2013). Bylo
pozorovano, ze absence SUZ12 a ZNF198 vede kvaddm DNA reparaci a také apoptdzy
zprostfedkované proteinem p53. Je zajimavé, Ze béhem transformace zprostfedkované proteinem HBx
dochazi ke sniZeni hladiny téchto proteind, coz koreluje s narustem hladiny Plk1. Na zakladé¢ téchto
pozorovani bylo navrzeno, ze degradace SUZ12 a ZNF198 muze souviset s aktivitou Plk1 (Wang et al.,
2011). Pozdé&ji, bylo ukazano, Ze tato kinaza fosforyluje SUZ12 a ZNF198 (Obrazek 12), a to narusuje
jejich asociaci s prislusnymi komplexy, coz dale vede k proteazomalni degradaci téchto proteind zavislé
na ubikvitinaci (Zhang et al., 2015). Zde je potieba taky zminit existenci dlouhé nekodujici RNA
(IncRNA) HOTAIR (,,HOX transcript antisense*“ RNA). Je velmi zajimavé, Ze tato IncRNA funguje
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jako platforma pro ubikvitinaci proteind, protoZe je asociovana s E3 ubikvitin ligdzou (Yoon et al.,
2013). Predpoklada se, ze ubikvitinace fosforylovanych SUZ12 a ZFN198 je usnadnéna pravé HOTAIR
(Obrazek 12), kterd funguje jako most mezi PRC2 a komplexem LSD1-CoREST-HDACI. Bylo
postulovéno, Ze degradace téchto komplexii miize zptsobit re-expresi nékterych umlcenych genti, jako
napiiklad EpCAM (adhezivni molekula epitelidlnich bunék), coz miize byt spojeno s rozvojem nadord.
Zvysena exprese EpCAM mimochodem muze byt pozorovana pii nékterych druzich HCC. Vyse,
popsany model je celkem zajimavy, nicméné pro piesnéjsi odhaleni funkénich vyznamt popsanych jevi

jsou potiebné dalsi analyzy (Zhang et al., 2015).

LncRNA
HOTAIR

EED
PRC2 |
EZH2
Ztrata funkce PRC2 a
LSD1/Co-REST/HDAC1
HBx .
S pi komplexdi

!

Re-exprese cilovych genti

PP
dx% (napiiklad EpCAM)

ZNF198 (HDACI

Obrazek 12: Model zprostiedkované HBx a Plk1 degradace SUZ12 a ZNF198. HBx aktivuje kinazu Plk1, ktera fosforyluje
SUZ12 a ZNF198 (znazornéno pismenkem ‘p‘), coz vede k ubikvinaci téchto proteinti (znazornéno pismenkem ‘Ub‘). Déle
dochézi k proteozomalni degradaci SUZ12 a ZNF198, a tudiz ke ztraté¢ funkce komplextit PRC2 a LSD1-CoREST-HDACI.
Pfevzato a upraveno z (Zhang et al., 2015).

Béhem HBYV Infekce se bunéény komplex Smc5/6 (protein udrzovani struktury chromozoma 5/6)
chova jako restrikéni faktor. Tento komplex inhibuje transkripci cccDNA HBYV a virus se tomu brani
tak, ze zprostiedkovava degradaci Smc5/6, na cemz se podili HBx. V tomto ptipadé¢ HBx ma schopnost
interagovat s hostitelskou E3 ubikvitin ligdzou a jeji nasmérovanim na Smc5/6 miZe navozovat
degradaci tohoto komplexu (Decorsicre et al., 2016). Bylo pozorovano, Ze se Smc5/6 nachazi v jadie
hepatocytt spolu s PML a Sp100, coz ukazuje na jeho lokalizaci v PML NBs. Kromé¢ toho absence PML
a Spl100 vede k rozptyleni tohoto komplexu v jadie. Takze, se zvazuje mozna role spojeni Smc5/6 s
PML NBs pro represivni vlastnosti tohoto komplexu viici HBV genomu. Bylo totiz ukdzano, Ze
nepiitomnost PML a Sp100 indukuje expresi virovych gent i pii absenci HBx, ktery by zptsoboval
degradaci Smc5/6. Dale je nutné zminit, ze jiz bezprostfedné po infekci jiz jsou detekovatelné HBx
RNA a poté i samotny HBx protein, coz ukazuje na to, Ze tento virovy protein je produkovan pired
transkripci jinych genti. Zajimavou a netplné vyfeSenou otazkou je zplisob pocateéni exprese HBx, kdyz
tento protein je vyzadovan pro inhibici represivni aktivity Smc5/6 k virové transkripci. Kromé toho jeste
musi byt prozkoumané detaily mechanismu, kterym Smc5/6 inhibuje transkripci genomu HBV. Zda se,

ze PML NBs maji v tomto ptipadé podptrnou roli pro lokalizaci a funkci Smc5/6 (Niu et al., 2017).
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Stalou komponentou PML NBs je protein Sp110 (skvrnity protein o velikosti 110 kilodaltontt), ktery
se podili na modulaci genové exprese (Bloch et al., 2000). Bylo ukdzano, ze Sp110 hraje také roli v
HBYV infekci. Kdyz je tento protein lokalizovan v PML NBs, tak je konjugovan se SUMO, ale pfi virové
infekci je deSUMOylovan a uvolnén z PML NBs. Je nutné zminit, Ze k takové relokalizaci mtze dojit
jenom v pritomnosti HBx, ktery praveé interaguje se Spl110. HBx pravdépodobné takto zneuziva
chromatin vazebné vlastnosti tohoto faktoru, coz vede k tomu, zZe miize byt rekrutovan k bunéénym
genim. Tam tento virovy protein je asociovan s dal$imi transkripénimi komplexy, a to ma vliv na
genovou expresi samotné buiiky. Takovym zpiisobem virus tvofi vhodné prostfedi pro vyvoj infekci.
Umlceni Spl110 ma za nasledek snizeni schopnosti HBx k lokalizaci s riiznymi bunécnymi geny.
Piisobeni na transkripci v tomto pfipad€ miize byt jak positivnim, tak i negativnim. Naptiklad, zvySeni
expresi nékterych genti, miize podporovat proliferaci a nasledné indukovat rozvoj nadoru. Naopak, bylo
zjiSténo, ze umlceni Sp110 vede k posileni expresi nékterych ISG genti, kam cili HBx, a tim padem to
znamena, ze Sp110 mtize pomahat HBV inhibovat expresi genti sensitivnich na IFN. Souhmné feceno,
Sp110 ma vyznam v souvislosti s rekrutovanim HBx k bunéénym geniim, a to posiluje nebo inhibuje
jejich expresi (Sengupta et al., 2017).

Velmi nedavno bylo pozorovano, ze Bay 38-7690 (heteroaryldihydropyrimidin, HAP) inhibuje
maturaci HBV nukleokapsidy (Deres et al., 2003). Tato chemikalie nejenom indukuje degradaci
HBcAg, ale i zpuisobuje formovani agregatl téchto HBV komponent, a ty jsou asociované s PML NBs.
Takovy proces by mohl mit potencialni vliv i na sloZeni téchto jadernych télisek a jejich funkce,

napiiklad, v souvislosti s apoptézou nebo odpovédi na poskozeni DNA (Huber et al., 2018).
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4 Zavér

PML NBs jsou jaderné ttvary, které nemaji membranu a jejich hlavni soucasti je samoziejme protein
PML, ktery tvofi primarni leSeni téchto struktur. Kromé toho v PML NBs jsou lokalizované riizné dalsi
klientské proteiny (vice nez 170), a ty se tam nachazeji bud’ transientn€ nebo konstitutivné. Dynamika
téchto utvart je zavisla na fazi bunééného cyklu a na riznych podminkach, jako naptiklad infekce buiky
procesu. V dneSni dobé pievladd ndzor, ze pro tvorbu primdrniho leSeni z proteini PML nejsou
vyzadované SUMO-SIM interakce, ale je esencilni intaktni struktura RBCC motivu PML. Pomoci
disulfidickych miistk a riznych nekovalentnich interakei, tvofi protein PML ttvary vyssich fadd, a az
poté diky SUMOylaci a pfitomnosti SIM motivii dochazi k rekrutovani klientskych proteintt do PML
NBs. Je zajimavé, ze se na formovani PML NBs muze podilet taky i celkem novy v biologii model
LLPS, podle kterého nad uré¢itou prahovou koncentraci proteiny mohou byt fazové separované. Zde je
potieba zminit, Ze in vitro smési polySUMO-polySIM polymery praveé vykazuji vlastnosti tvorit takové
bimolekularni kondenzaty. Fyziologické funkce PML NBs jsou velmi rozmanité. Tyto struktury maji
vyznam Vv souvislosti s apoptdzou a odpovédi na poskozeni DNA, podileji se na regulaci organizace
chromatinu a genové exprese. Navic nékteré komponenty PML NBs souvisi s interferonovou odpoveédi.
PML NBs vsak maji nejenom antivirové, ale i provirové vlastnosti.

Cilem této bakalarské prace se bylo primarné soustfedit na mnohostranné interakce téchto utvari
s malymi DNA viry. Samoztejmé, pro hlubsi a celkové pochopeni téchto procest jsou potiebna dalsi
studia. Interakce DNA virti s jadernymi télisky PML musi byt komplexni minimalné€ z toho divodu, Ze
tyto bunécné struktury jsou velmi dynamické a promeénlivé, a tim napiiklad mohou byt vysvétlené
konfliktni vysledky. Navic fyziologické vyznamy nékterych takovych interakci jesté museji byt
prozkoumané, a kromé toho Casto rizné modely v tomto kontextu jsou zatim jenom hypotetické. Riizné
celedi malych DNA virti odlisn¢ interaguji s PML NBs. Nékteré viry rozrusuji nebo reorganizuji tyto
struktury, ¢imz se brani jejich antivirovym vlastnostem a pfi tomto procesu mize taky dochazet
k degradaci nékterych komponent PML NBs. Kromé¢ toho urcité proteiny PML NBs mohou byt naopak
uzurpované viry, které je vyuzivaji pro podporu vlastni transkripce nebo replikace.

HAdV indukuje reorganizaci PML NBs ze sférickych utvarti do vlaknitych. V kontextu téchto
jadernych télisek jsou dulezité takové virové proteiny jako E4-OFR3, E4-ORF4 a E1B-55K. Dva
posledni zminéné asociuji s bunéénymi faktory a tvoti tak E3 ubikvitin ligdzu, ktera pusobi degradaci
rtznych hostitelskych proteind vetné pS53, coz muze vést k inhibici apoptdzy. E4-OFR3 pravé indukuje
zménu morfologie PML NBs a je dilezity pro pribéh Infekce béhem antivirového stavu navozeného
IFN signalizaci. Bylo pozorovano, ze PML NBs nejsou pfimo asociované s RCs HAdV, ale obklopuji
je. Adenovirus taky dokaze zneuzivat Sp100A a PML-II pro pozitivni regulaci své genové exprese.
Daxx a ATRX jsou naopak represory virové Infekce, a ztoho diivodu adenovirus iniciuje jejich
degradace. Takze, HAdV narusuje integritu PML NBs, degraduje nékteré proteiny a jiné uzurpuje pro

vlastni ucely.
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V kontextu lidského papilomaviru jsou PML NBs naopak pravdépodobné dulezité pro virovou
replikaci. Po infekci jsou v téchto strukturach lokalizované L2 protein a virovy genom. Je hypotéza, ze
na zacatku infekce virovda DNA je chranéna ve vacku a po opusténi tohoto kompartmentu jiz pomoci
PML. Zd4 se, ze PML taky miize mit pozitivni roli v regulaci exprese virovych geni, kdyzto Sp100 je
tomto pfipad€é naopak represorem. Je mozné, ze zpozdény nabor Sp100 do PML NBs takto potlacuje
jeho inhibi¢ni vlastnosti viici virové transkripce. Pozdéji by virus vSak mohl vyuzivat takové represivni
ucinky Sp100 pro ptepnuti do dalsi fazi infekce.

Informace o né€kterych interakcich polyomaviri s PML NBs maji kontroversni charakter. Obecné, u
polyomavirt se interakci s PML NBs zic¢astni virovy LT-ag. SV40 nenarusSuje integritu PML NBs, ale
ma s nimi asociovanou replikaci, coz je vyhoda naptiklad proto, Ze se takto mtize dostat k bunécnym
faktoriim potiebnym pro reparaci poskozeni DNA. V kontextu JCPyV neni jasné, jestli PML NBs maji
provirové nebo antivirové vlastnosti. V PML NBs dochazi k produkci virového potomstva a zaroven
bylo pozorovano, ze absence proteinu PML miize posilit virovou infekci. Navic stimulace produkce
PML pomoci IFN-B inhibuje infekci. BKPyV oproti jinym polyomavirtim indukuje funkéni reorganizaci
PML NBs a pro tento proces je potfebna probihajici virova replikace. Béhem takové reorganizace
dochazi kuvolnéni Daxx a Spl00 ztéchto jadernych télisek. Replikace MPyV sice mize byt
identifikovana pomoci PML NBs, ale bylo pozorovano, ze absence proteinu PML nema zasadni vliv na
prabéh infekcee.

CAYV, zastupce anellovird, koéduje apoptin, ktery mize sekvestrovat APC/C1 komplex v nadorovych
buiikach do PML NBs. Zde je mozna spekulace o roli téchto jadernych telisek v regulaci apoptozy
v kontextu tohoto viru. Bylo vSak ukazano, ze absence PML nema vliv na schopnosti apoptinu indukovat
programovanou bunécnou smrt. Takze, fyziologicky vyznam interakce apoptinu s PML jesté neni Gplné
jasny.

Otazka tykajici se obecného a celkového pohledu na to, jak riizné proteiny HBV interaguji s PML NBs
zatim neni Upln€ vyfesend. Naprtiklad, pfi chemoterapii nebo radioterapii PML NBs souvisi s reaktivaci
HBYV. Dile, virovy protein HBx indukuje degradaci restrik¢niho faktoru Smc5/6 a uzurpuje Sp110 pro
vyuziti jeho chromatin vazebnych vlastnosti. Kromé toho HBx aktivuje bunécnou Plk1 kinazu, ktera
fosforyluje SUZ12 a ZFN198, coz vede k jejich proteazomalmi degradaci prostfednictvim ubikvitinace.
Takovy proces mize vést k re-expresi nékterych umlcenych gend, coz mize zpusobit rozvoj nadord.
Fyziologicky vyznam interakci nékterych proteinit HBV s PML NBs jest¢ musi byt urcen a,
samoziejmé, musi byt taky otestovany nékteré navrzené modely.

Zavérem, PML NBs jsou velmi unikatni jaderné struktury, protoze to neni pouze jeden protein nebo
komplex, ale je to masivni a dynamicka asociace riznych bunéénych faktord. Pti studiu interakci PML
NBs s malymi DNA viry se pravé musi pocitat s touto dynamikou. Myslim si, Ze takové studium miize
mit velky vliv na pochopeni detailt zivotnich cykla virQ, coz je dilezité pro riizné medicinské aplikace.

V soucasné dob¢ v§ak komplexni interakce PML NBs s DNA viry jsou stale velmi malo prozkoumané.

30



5 Literatura
(*= ptehledové ¢lanky)

Ahmad, K., & Henikoff, S. (2002). The histone variant H3.3 marks active chromatin by replication-independent
nucleosome assembly. Molecular Cell, 9(6), 1191-1200.

Altabef, M., Garcia, M., Lavau, C., Bae, S. C., Dejean, A., & Samarut, J. (1996). A retrovirus carrying the
promyelocyte-retinoic acid receptor PML-RARalpha fusion gene transforms haematopoietic progenitors in vitro
and induces acute leukaemias. The EMBO Journal, 15(11),2707-2716.

*Andrisani, O. M. (2013). Deregulation of epigenetic mechanisms by the Hepatitis B virus X protein in
hepatocarcinogenesis. Viruses, 5(3), 858—872.

*Aragén, L. (2018). The Smc5/6 Complex: New and old functions of the enigmatic long-distance relative. Annual
Review of Genetics, 52, 89-107.

Araujo, F. D., Stracker, T. H., Carson, C. T., Lee, D. v, & Weitzman, M. D. (2005). Adenovirus type 5 E4orf3 protein
targets the Mrel 1 complex to cytoplasmic aggresomes. Journal of Virology, 79(17), 11382—-11391.

Aydin, L., Weber, S., Snijder, B., Samperio Ventayol, P., Kiihbacher, A., Becker, M., Day, P. M., Schiller, J. T., Kann,
M., Pelkmans, L., Helenius, A., & Schelhaas, M. (2014). Large scale RNAI reveals the requirement of nuclear
envelope breakdown for nuclear import of human papillomaviruses. PLoS Pathogens, 10(5), e1004162.

Berscheminski, J., Groitl, P., Dobner, T., Wimmer, P., & Schreiner, S. (2013). The adenoviral oncogene E1A-13S
interacts with a specific isoform of the tumor suppressor PML to enhance viral transcription. Journal of
Virology, 87(2), 965-977.

Berscheminski, J., Wimmer, P., Brun, J., Ip, W. H., Groitl, P., Horlacher, T., Jaffray, E., Hay, R. T., Dobner, T., &
Schreiner, S. (2014). Sp100 isoform-specific regulation of human adenovirus 5 gene expression. Journal of
Virology, 88(11), 6076—-6092.

Bienkowska-Haba, M., Luszczek, W., Keiffer, T. R., Guion, L. G. M., DiGiuseppe, S., Scott, R. S., & Sapp, M.
(2017). Incoming human papillomavirus 16 genome is lost in PML protein-deficient HaCaT keratinocytes.
Cellular Microbiology, 19(5), ¢12708.

Bloch, D. B., Nakajima, A., Gulick, T., Chiche, J. D., Orth, D., de La Monte, S. M., & Bloch, K. D. (2000). Sp110
localizes to the PML-Sp100 nuclear body and may function as a nuclear hormone receptor transcriptional
coactivator. Molecular and Cellular Biology, 20(16), 6138—6146.

Boichuk, S., Hu, L., Hein, J., & Gjoerup, O. v. (2010). Multiple DNA damage signaling and repair pathways
deregulated by simian virus 40 large T antigen. Journal of Virology, 84(16), 8007—-8020.

Boichuk, S., Hu, L., Makielski, K., Pandolfi, P. P., & Gjoerup, O. v. (2011). Functional connection between Rad51 and
PML in homology-directed repair. PloS One, 6(10), e25814.

Boisvert, F. M., Hendzel, M. J., & Bazett-Jones, D. P. (2000). Promyelocytic leukemia (PML) nuclear bodies are
protein structures that do not accumulate RNA. The Journal of Cell Biology, 148(2), 283-292.

Bryan, T. M., Englezou, A., Dalla-Pozza, L., Dunham, M. A., & Reddel, R. R. (1997). Evidence for an alternative
mechanism for maintaining telomere length in human tumors and tumor-derived cell lines. Nature Medicine,
3(11), 1271-1274.

Bryan, T. M., Englezou, A., Gupta, J., Bacchetti, S., & Reddel, R. R. (1995). Telomere elongation in immortal human
cells without detectable telomerase activity. The EMBO Journal, 14(17), 4240-4248.

Bund, T., Spoden, G. A., Koynov, K., Hellmann, N., Boukhallouk, F., Arnold, P., Hinderberger, D., & Florin, L.
(2014). An L2 SUMO interacting motif is important for PML localization and infection of human papillomavirus
type 16. Cellular Microbiology, 16(8), 1179-1200.

Carbone, R., Pearson, M., Minucci, S., & Pelicci, P. G. (2002). PML NBs associate with the hMrell complex and p53
at sites of irradiation induced DNA damage. Oncogene, 21(11), 1633—1640.

Carvalho, T., Seeler, J. S., Ohman, K., Jordan, P., Pettersson, U., Akusjéirvi, G., Carmo-Fonseca, M., & Dejean, A.
(1995). Targeting of adenovirus E1A and E4-ORF3 proteins to nuclear matrix-associated PML bodies. The
Journal of Cell Biology, 131(1), 45-56.

*Chang, H. R., Munkhjargal, A., Kim, M.-J., Park, S. Y., Jung, E., Ryu, J.-H., Yang, Y., Lim, J.-S., & Kim, Y. (2018).
The functional roles of PML nuclear bodies in genome maintenance. Mutation Research, 809, 99—107.

Chang, K. S., Fan, Y. H., Andreeff, M., Liu, J., & Mu, Z. M. (1995). The PML gene encodes a phosphoprotein
associated with the nuclear matrix. Blood, 85(12), 3646-3653.

Chelbi-Alix, M. K., Pelicano, L., Quignon, F., Koken, M. H., Venturini, L., Stadler, M., Pavlovic, J., Degos, L., & de
Thé, H. (1995). Induction of the PML protein by interferons in normal and APL cells. Leukemia, 9(12), 2027—
2033.

31



Chen, Y., Wright, J., Meng, X., & Leppard, K. N. (2015). Promyelocytic leukemia protein isoform II promotes
transcription factor recruitment to activate interferon beta and interferon-responsive gene expression. Molecular
and Cellular Biology, 35(10), 1660-1672.

Choi, J., Chang, J.-S., Song, M.-S., Ahn, B.-Y., Park, Y., Lim, D.-S., & Han, Y. S. (2003). Association of Hepatitis B
virus polymerase with promyelocytic leukemia nuclear bodies mediated by the S100 family protein p11.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 305(4), 1049-1056.

Chung, Y.-L., & Tsai, T.-Y. (2009). Promyelocytic leukemia nuclear bodies link the DNA damage repair pathway
with Hepatitis B virus replication: implications for Hepatitis B virus exacerbation during chemotherapy and
radiotherapy. Molecular Cancer Research : MCR, 7(10), 1672—1685.

*Collados Rodriguez, M. (2020). The fate of speckled protein 100 (Sp100) during herpesviruses infection. Frontiers in
Cellular and Infection Microbiology, 10, 607526.

*Corpet, A., Kleijwegt, C., Roubille, S., Juillard, F., Jacquet, K., Texier, P., & Lomonte, P. (2020). PML nuclear
bodies and chromatin dynamics: catch me if you can! Nucleic Acids Research, 48(21), 11890-11912.

Corpet, A., Olbrich, T., Gwerder, M., Fink, D., & Stucki, M. (2014). Dynamics of histone H3.3 deposition in
proliferating and senescent cells reveals a DAXX-dependent targeting to PML-NBs important for
pericentromeric heterochromatin organization. Cell Cycle (Georgetown, Tex.), 13(2), 249-267.

*Datta, S., Chatterjee, S., Veer, V., & Chakravarty, R. (2012). Molecular biology of the Hepatitis B virus for
clinicians. Journal of Clinical and Experimental Hepatology, 2(4), 353-365.

Day, P. M., Baker, C. C., Lowy, D. R., & Schiller, J. T. (2004). Establishment of papillomavirus infection is enhanced
by promyelocytic leukemia protein (PML) expression. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 101(39), 14252—-14257.

Day, P. M., Roden, R. B., Lowy, D. R., & Schiller, J. T. (1998). The papillomavirus minor capsid protein, L.2, induces
localization of the major capsid protein, L1, and the viral transcription/replication protein, E2, to PML oncogenic
domains. Journal of Virology, 72(1), 142-150.

de Thé, H., Lavau, C., Marchio, A., Chomienne, C., Degos, L., & Dejean, A. (1991). The PML-RAR alpha fusion
mRNA generated by the t(15;17) translocation in acute promyelocytic leukemia encodes a functionally altered
RAR. Cell, 66(4), 675-684.

Deaton, A. M., Gémez-Rodriguez, M., Mieczkowski, J., Tolstorukov, M. Y., Kundu, S., Sadreyev, R. L., Jansen, L. E.,
& Kingston, R. E. (2016). Enhancer regions show high histone H3.3 turnover that changes during differentiation.
ELife, 5, el15316.

Decorsicre, A., Mueller, H., van Breugel, P. C., Abdul, F., Gerossier, L., Beran, R. K., Livingston, C. M., Niu, C.,
Fletcher, S. P., Hantz, O., & Strubin, M. (2016). Hepatitis B virus X protein identifies the Smc5/6 complex as a
host restriction factor. Nature, 531(7594), 386-389.

Dellaire, G., Ching, R. W., Ahmed, K., Jalali, F., Tse, K. C. K., Bristow, R. G., & Bazett-Jones, D. P. (2006).
Promyelocytic leukemia nuclear bodies behave as DNA damage sensors whose response to DNA double-strand
breaks is regulated by NBS1 and the kinases ATM, Chk2, and ATR. The Journal of Cell Biology, 175(1), 55-66.

Dellaire, G., Ching, R. W., Dehghani, H., Ren, Y., & Bazett-Jones, D. P. (2006). The number of PML nuclear bodies
increases in early S phase by a fission mechanism. Journal of Cell Science, 119(Pt 6), 1026—1033.

Dellaire, G., Eskiw, C. H., Dehghani, H., Ching, R. W., & Bazett-Jones, D. P. (2006). Mitotic accumulations of PML
protein contribute to the re-establishment of PML nuclear bodies in G1. Journal of Cell Science, 119(Pt 6),
1034-1042.

Deres, K., Schroder, C. H., Paessens, A., Goldmann, S., Hacker, H. J., Weber, O., Kriamer, T., Niewohner, U., Pleiss,
U., Stoltefuss, J., Graef, E., Koletzki, D., Masantschek, R. N. A., Reimann, A., Jaeger, R., Gross, R.,
Beckermann, B., Schlemmer, K.-H., Haebich, D., & Riibsamen-Waigmann, H. (2003). Inhibition of Hepatitis B
virus replication by drug-induced depletion of nucleocapsids. Science (New York, N.Y.), 299(5608), 893—896.

DiGiuseppe, S., Bienkowska-Haba, M., Guion, L. G. M., Keiffer, T. R., & Sapp, M. (2017). Human papillomavirus
major capsid protein L1 remains associated with the incoming viral genome throughout the entry process.
Journal of Virology, 91(16), €00537-17.

DiGiuseppe, S., Luszczek, W., Keiffer, T. R., Bienkowska-Haba, M., Guion, L. G. M., & Sapp, M. J. (2016).
Incoming human papillomavirus type 16 genome resides in a vesicular compartment throughout mitosis.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 113(22), 6289-6294.

Drané, P., Ouararhni, K., Depaux, A., Shuaib, M., & Hamiche, A. (2010). The death-associated protein DAXX is a
novel histone chaperone involved in the replication-independent deposition of H3.3. Genes & Development,
24(12), 1253-1265.

Dunham, M. A., Neumann, A. A., Fasching, C. L., & Reddel, R. R. (2000). Telomere maintenance by recombination
in human cells. Nature Genetics, 26(4), 447-450.

32



Duprez, E., Saurin, A. J., Desterro, J. M., Lallemand-Breitenbach, V., Howe, K., Boddy, M. N., Solomon, E., de Thé,
H., Hay, R. T., & Freemont, P. S. (1999). SUMO-1 modification of the acute promyelocytic leukaemia protein
PML: implications for nuclear localisation. Journal of Cell Science, 112 ( Pt 3), 381-393.

el Bougrini, J., Dianoux, L., & Chelbi-Alix, M. K. (2011). PML positively regulates interferon gamma signaling.
Biochimie, 93(3), 389-398.

Erickson, K. D., Bouchet-Marquis, C., Heiser, K., Szomolanyi-Tsuda, E., Mishra, R., Lamothe, B., Hoenger, A., &
Garcea, R. L. (2012). Virion assembly factories in the nucleus of polyomavirus-infected cells. PLoS Pathogens,
8(4), €1002630.

Eskiw, C. H., Dellaire, G., & Bazett-Jones, D. P. (2004). Chromatin contributes to structural integrity of promyelocytic
leukemia bodies through a SUMO-1-independent mechanism. The Journal of Biological Chemistry, 279(10),
9577-9585.

Evans, J. D., & Hearing, P. (2005). Relocalization of the Mre11-Rad50-Nbs1 complex by the adenovirus E4 ORF3
protein is required for viral replication. Journal of Virology, 79(10), 6207—6215.

Everett, R. D., Lomonte, P., Sternsdorf, T., van Driel, R., & Orr, A. (1999). Cell cycle regulation of PML modification
and ND10 composition. Journal of Cell Science, 112 ( Pt 24), 4581-4588.

*Feng, C., Liang, Y., & Teodoro, J. G. (2020). The role of apoptin in Chicken anemia virus replication. Pathogens
(Basel, Switzerland), 9(4), 294.

Florin, L., Schéfer, F., Sotlar, K., Streeck, R. E., & Sapp, M. (2002). Reorganization of nuclear domain 10 induced by
papillomavirus capsid protein 12. Virology, 295(1), 97-107.

*@allardo, J., Pérez-Illana, M., Martin-Gonzalez, N., & San Martin, C. (2021). Adenovirus structure: what is new?
International Journal of Molecular Sciences, 22(10), 5240.

Gasparovic, M. L., Maginnis, M. S., O’Hara, B. A., Dugan, A. S., & Atwood, W. J. (2009). Modulation of PML
protein expression regulates JCV infection. Virology, 390(2), 279-288.

Grisolano, J. L., Wesselschmidt, R. L., Pelicci, P. G., & Ley, T. J. (1997). Altered myeloid development and acute
leukemia in transgenic mice expressing PML-RAR alpha under control of cathepsin G regulatory sequences.
Blood, 89(2), 376-387.

Grotzinger, T., Jensen, K., & Will, H. (1996). The interferon (IFN)-stimulated gene Sp100 promoter contains an IFN-
gamma activation site and an imperfect IFN-stimulated response element which mediate type I IFN inducibility.
The Journal of Biological Chemistry, 271(41), 25253-25260.

Guion, L., Bienkowska-Haba, M., DiGiuseppe, S., Florin, L., & Sapp, M. (2019). PML nuclear body-residing proteins
sequentially associate with HPV genome after infectious nuclear delivery. PLoS Pathogens, 15(2), e1007590.

Guldner, H. H., Szostecki, C., Grétzinger, T., & Will, H. (1992). IFN enhance expression of Sp100, an autoantigen in
primary biliary cirrhosis. Journal of Immunology (Baltimore, Md. : 1950), 149(12), 4067—4073.

Haupt, Y., Alexander, W. S., Barri, G., Klinken, S. P., & Adams, J. M. (1991). Novel zinc finger gene implicated as
myc collaborator by retrovirally accelerated lymphomagenesis in E mu-myc transgenic mice. Cell, 65(5), 753—
763.

Heilman, D. W., Teodoro, J. G., & Green, M. R. (2006). Apoptin nucleocytoplasmic shuttling is required for cell type-
specific localization, apoptosis, and recruitment of the anaphase-promoting complex/cyclosome to PML bodies.
Journal of Virology, 80(15), 7535-7545.

Higginbotham, J. M., & O’Shea, C. C. (2015). Adenovirus E4-ORF3 Targets PIAS3 and together with E1B-55K
remodels SUMO interactions in the nucleus and at virus genome replication domains. Journal of Virology,
89(20), 10260-10272.

Hollenbach, A. D., McPherson, C. J., Mientjes, E. J., Iyengar, R., & Grosveld, G. (2002). Daxx and histone
deacetylase II associate with chromatin through an interaction with core histones and the chromatin-associated
protein Dek. Journal of Cell Science, 115(Pt 16), 3319-3330.

Hoppe, A., Beech, S. J., Dimmock, J., & Leppard, K. N. (2006). Interaction of the adenovirus type 5 E4 Orf3 protein
with promyelocytic leukemia protein isoform II is required for ND10 disruption. Journal of Virology, 80(6),
3042-3049.

Huber, A. D., Wolf, J. J., Liu, D., Gres, A. T., Tang, J., Boschert, K. N., Puray-Chavez, M. N., Pineda, D. L., Laughlin,
T. G., Coonrod, E. M., Yang, Q., Ji, J., Kirby, K. A., Wang, Z., & Sarafianos, S. G. (2018). The
heteroaryldihydropyrimidine Bay 38-7690 induces Hepatitis B virus core protein aggregates associated with
promyelocytic leukemia nuclear bodies in infected cells. MSphere, 3(2), €00131-18.

Ishii, N., Minami, N., Chen, E. Y., Medina, A. L., Chico, M. M., & Kasamatsu, H. (1996). Analysis of a nuclear
localization signal of simian virus 40 major capsid protein Vpl. Journal of Virology, 70(2), 1317-1322.

Ishov, A. M., & Maul, G. G. (1996). The periphery of nuclear domain 10 (ND10) as site of DNA virus deposition. The
Journal of Cell Biology, 134(4), 815-826.

33



Ishov, A. M., Sotnikov, A. G., Negorev, D., Vladimirova, O. v, Neff, N., Kamitani, T., Yeh, E. T., Strauss, J. F., &
Maul, G. G. (1999). PML is critical for ND10 formation and recruits the PML-interacting protein daxx to this
nuclear structure when modified by SUMO-1. The Journal of Cell Biology, 147(2), 221-234.

Ishov, A. M., Vladimirova, O. v, & Maul, G. G. (2004). Heterochromatin and ND10 are cell-cycle regulated and
phosphorylation-dependent alternate nuclear sites of the transcription repressor Daxx and SWI/SNF protein
ATRX. Journal of Cell Science, 117(Pt 17), 3807-3820.

Jang, M.-S., Ryu, S.-W., & Kim, E. (2002). Modification of Daxx by small ubiquitin-related modifier-1. Biochemical
and Biophysical Research Communications, 295(2), 495-500.

Janssen, K., Hofmann, T. G., Jans, D. A., Hay, R. T., Schulze-Osthoff, K., & Fischer, U. (2007). Apoptin is modified
by SUMO conjugation and targeted to promyelocytic leukemia protein nuclear bodies. Oncogene, 26(11), 1557—
1566.

Jeanne, M., Lallemand-Breitenbach, V., Ferhi, O., Koken, M., le Bras, M., Duffort, S., Peres, L., Berthier, C., Soilihi,
H., Raught, B., & de Thé¢, H. (2010). PML/RARA oxidation and arsenic binding initiate the antileukemia
response of As203. Cancer Cell, 18(1), 88-98.

Jensen, K., Shiels, C., & Freemont, P. S. (2001). PML protein isoforms and the RBCC/TRIM motif. Oncogene,
20(49), 7223-7233.

Jiang, M., Entezami, P., Gamez, M., Stamminger, T., & Imperiale, M. J. (2011). Functional reorganization of
promyelocytic leukemia nuclear bodies during BK virus infection. MBio, 2(1), €00281-10.

Jiang, W. Q., Szekely, L., Klein, G., & Ringertz, N. (1996). Intranuclear redistribution of SV40T, p53, and PML in a
conditionally SV40T-immortalized cell line. Experimental Cell Research, 229(2), 289-300.

Jul-Larsen, A., Grudic, A., Bjerkvig, R., & Bee, S. O. (2009). Cell-cycle regulation and dynamics of cytoplasmic
compartments containing the promyelocytic leukemia protein and nucleoporins. Journal of Cell Science, 122(Pt
8), 1201-1210.

*Kaczorowska, J., & van der Hoek, L. (2020). Human anelloviruses: diverse, omnipresent and commensal members of
the virome. FEMS Microbiology Reviews, 44(3), 305-313.

Kamitani, T., Kito, K., Nguyen, H. P., Wada, H., Fukuda-Kamitani, T., & Yeh, E. T. (1998). Identification of three
major sentrinization sites in PML. The Journal of Biological Chemistry, 273(41), 26675-26682.

Kamitani, T., Nguyen, H. P., Kito, K., Fukuda-Kamitani, T., & Yeh, E. T. (1998). Covalent modification of PML by
the sentrin family of ubiquitin-like proteins. The Journal of Biological Chemistry, 273(6), 3117-3120.

Kamitani, T., Nguyen, H. P., & Yeh, E. T. (1997). Preferential modification of nuclear proteins by a novel ubiquitin-
like molecule. The Journal of Biological Chemistry, 272(22), 14001-14004.

Karow, J. K., Chakraverty, R. K., & Hickson, I. D. (1997). The Bloom’s syndrome gene product is a 3°-5° DNA
helicase. The Journal of Biological Chemistry, 272(49), 30611-30614.

Kastner, P., Perez, A., Lutz, Y., Rochette-Egly, C., Gaub, M. P., Durand, B., Lanotte, M., Berger, R., & Chambon, P.
(1992). Structure, localization and transcriptional properties of two classes of retinoic acid receptor alpha fusion
proteins in acute promyelocytic leukemia (APL): structural similarities with a new family of oncoproteins. The
EMBO Journal, 11(2), 629-642.

Kim, J. H., Park, J.-W., Kim, T. H., Koh, D. W., Lee, W. J., & Kim, C.-M. (2007). Hepatitis B virus reactivation after
three-dimensional conformal radiotherapy in patients with Hepatitis B virus-related hepatocellular carcinoma.
International Journal of Radiation Oncology, Biology, Physics, 69(3), 813-819.

Knipscheer, P., Flotho, A., Klug, H., Olsen, J. v, van Dijk, W. J., Fish, A., Johnson, E. S., Mann, M., Sixma, T. K., &
Pichler, A. (2008). Ubc9 sumoylation regulates SUMO target discrimination. Molecular Cell, 31(3), 371-382.

Komatsu, T., Nagata, K., & Wodrich, H. (2016). An adenovirus DNA replication factor, but not incoming genome
complexes, targets PML nuclear bodies. Journal of Virology, 90(3), 1657-1667.

Kuo, H.-Y., Chang, C.-C., Jeng, J.-C., Hu, H.-M., Lin, D.-Y., Maul, G. G., Kwok, R. P. S., & Shih, H.-M. (2005).
SUMO modification negatively modulates the transcriptional activity of CREB-binding protein via the
recruitment of Daxx. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 102(47),

16973-16978.

Kurihara, M., Kato, K., Sanbo, C., Shigenobu, S., Ohkawa, Y., Fuchigami, T., & Miyanari, Y. (2020). Genomic
profiling by ALaP-Seq reveals transcriptional regulation by PML bodies through DNMT3A exclusion.
Molecular Cell, 78(3), 493-505.e8.

Lallemand-Breitenbach, V., Zhu, J., Puvion, F., Koken, M., Honoré, N., Doubeikovsky, A., Duprez, E., Pandolfi, P. P.,
Puvion, E., Freemont, P., & de Thé, H. (2001). Role of promyelocytic leukemia (PML) sumolation in nuclear
body formation, 11S proteasome recruitment, and As203-induced PML or PML/retinoic acid receptor alpha
degradation. The Journal of Experimental Medicine, 193(12), 1361-1371.

34



LaMorte, V. J., Dyck, J. A., Ochs, R. L., & Evans, R. M. (1998). Localization of nascent RNA and CREB binding
protein with the PML-containing nuclear body. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 95(9), 4991-4996.

Lang, A., Eriksson, J., Schink, K. O., Lang, E., Blicher, P., Pole¢, A., Brech, A., Dalhus, B., & Bge, S. O. (2017).
Visualization of PML nuclear import complexes reveals FG-repeat nucleoporins at cargo retrieval sites. Nucleus
(Austin, Tex.), 8(4), 404—420.

Lang, M., Jegou, T., Chung, L., Richter, K., Miinch, S., Udvarhelyi, A., Cremer, C., Hemmerich, P., Engelhardt, J.,
Hell, S. W., & Rippe, K. (2010). Three-dimensional organization of promyelocytic leukemia nuclear bodies.
Journal of Cell Science, 123(Pt 3), 392-400.

Le, X. F., Yang, P., & Chang, K. S. (1996). Analysis of the growth and transformation suppressor domains of
promyelocytic leukemia gene, PML. The Journal of Biological Chemistry, 271(1), 130-135.

Lewis, P. W., Elsaesser, S. J., Noh, K.-M., Stadler, S. C., & Allis, C. D. (2010). Daxx is an H3.3-specific histone
chaperone and cooperates with ATRX in replication-independent chromatin assembly at telomeres. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, 107(32), 14075-14080.

Li, C., Peng, Q., Wan, X., Sun, H., & Tang, J. (2017). C-terminal motifs in promyelocytic leukemia protein isoforms
critically regulate PML nuclear body formation. Journal of Cell Science, 130(20), 3496-3506.

Li, H., Leo, C., Zhu, J., Wu, X., O’Neil, J., Park, E. J., & Chen, J. D. (2000). Sequestration and inhibition of Daxx-
mediated transcriptional repression by PML. Molecular and Cellular Biology, 20(5), 1784—1796.

Li, Y., Ma, X., Chen, Z., Wu, H., Wang, P., Wu, W., Cheng, N., Zeng, L., Zhang, H., Cai, X., Chen, S.-J., Chen, Z., &
Meng, G. (2019). B1 oligomerization regulates PML nuclear body biogenesis and leukemogenesis. Nature
Communications, 10(1), 3789.

Lin, D.-Y., Huang, Y.-S., Jeng, J.-C., Kuo, H.-Y., Chang, C.-C., Chao, T.-T., Ho, C.-C., Chen, Y.-C., Lin, T.-P., Fang,
H.-1., Hung, C.-C., Suen, C.-S., Hwang, M.-J., Chang, K.-S., Maul, G. G., & Shih, H.-M. (2006). Role of
SUMO-interacting motif in Daxx SUMO modification, subnuclear localization, and repression of sumoylated
transcription factors. Molecular Cell, 24(3), 341-354.

Liu, Y., Shevchenko, A., Shevchenko, A., & Berk, A. J. (2005). Adenovirus exploits the cellular aggresome response
to accelerate inactivation of the MRN complex. Journal of Virology, 79(22), 14004-14016.

Louria-Hayon, 1., Grossman, T., Sionov, R. V., Alsheich, O., Pandolfi, P. P., & Haupt, Y. (2003). The promyelocytic
leukemia protein protects pS3 from Mdm?2-mediated inhibition and degradation. The Journal of Biological
Chemistry, 278(35), 33134-33141.

*Mahmud, I., & Liao, D. (2019). DAXX in cancer: phenomena, processes, mechanisms and regulation. Nucleic Acids
Research, 47(15), 7734-7752.

*Mao, Y. S., Zhang, B., & Spector, D. L. (2011). Biogenesis and function of nuclear bodies. Trends in Genetics : TIG,
27(8), 295-306.

Marusic, M. B., Mencin, N., Licen, M., Banks, L., & Grm, H. S. (2010). Modification of human papillomavirus minor
capsid protein L2 by sumoylation. Journal of Virology, 84(21), 11585-11589.

*Michalska, A., Blaszczyk, K., Wesoly, J., & Bluyssen, H. A. R. (2018). A positive feedback amplifier circuit that
regulates interferon (IFN)-stimulated gene expression and controls type I and type II IFN responses. Frontiers in
Immunology, 9, 1135.

Mirzoeva, O. K., & Petrini, J. H. (2001). DNA damage-dependent nuclear dynamics of the Mrel 1 complex. Molecular
and Cellular Biology, 21(1), 281-288.

Mu, Z. M., Le, X. F., Vallian, S., Glassman, A. B., & Chang, K. S. (1997). Stable overexpression of PML alters
regulation of cell cycle progression in HeLa cells. Carcinogenesis, 18(11), 2063—-2069.

*Mui, U. N., Haley, C. T., & Tyring, S. K. (2017). Viral oncology: molecular biology and pathogenesis. Journal of
Clinical Medicine, 6(12), 111.

Miiller, S., Matunis, M. J., & Dejean, A. (1998). Conjugation with the ubiquitin-related modifier SUMO-1 regulates
the partitioning of PML within the nucleus. The EMBO Journal, 17(1), 61-70.

Miincheberg, S., Hay, R. T., Ip, W. H., Meyer, T., WeiB, C., Brenke, J., Masser, S., Hadian, K., Dobner, T., &
Schreiner, S. (2018). E1B-55K-mediated regulation of RNF4 SUMO-targeted ubiquitin ligase promotes human
adenovirus genee. Journal of Virology, 92(13), e00164-18.

Niu, C., Livingston, C. M., Li, L., Beran, R. K., Daffis, S., Ramakrishnan, D., Burdette, D., Peiser, L., Salas, E.,
Ramos, H., Yu, M., Cheng, G., Strubin, M., Delaney, W. E., & Fletcher, S. P. (2017). The Smc5/6 complex
restricts HBV when localized to ND10 without inducing an innate immune response and is counteracted by the
HBYV X protein shortly after infection. PloS One, 12(1), e0169648.

35



Noteborn, M. H., Todd, D., Verschueren, C. A., de Gauw, H. W., Curran, W. L., Veldkamp, S., Douglas, A. J.,
McNulty, M. S., van der EB, A. J., & Koch, G. (1994). A single Chicken anemia virus protein induces apoptosis.
Journal of Virology, 68(1), 346-351.

Osterwald, S., Deeg, K. 1., Chung, L., Parisotto, D., Worz, S., Rohr, K., Erfle, H., & Rippe, K. (2015). PML induces
compaction, TRF2 depletion and DNA damage signaling at telomeres and promotes their alternative
lengthening. Journal of Cell Science, 128(10), 1887-1900.

Ou, H. D., Kwiatkowski, W., Deerinck, T. J., Noske, A., Blain, K. Y., Land, H. S., Soria, C., Powers, C. J., May, A. P.,
Shu, X., Tsien, R. Y., Fitzpatrick, J. A. J., Long, J. A., Ellisman, M. H., Choe, S., & O’Shea, C. C. (2012). A
structural basis for the assembly and functions of a viral polymer that inactivates multiple tumor suppressors.
Cell, 151(2),304-319.

Padgett, B. L., Walker, D. L., ZuRhein, G. M., Eckroade, R. J., & Dessel, B. H. (1971). Cultivation of papova-like
virus from human brain with progressive multifocal leucoencephalopathy. Lancet (London, England), 1(7712),
1257-1260.

*Patra, U., & Miiller, S. (2021). A tale of usurpation and subversion: SUMO-dependent integrity of promyelocytic
leukemia nuclear bodies at the crossroad of infection and immunity. Frontiers in Cell and Developmental
Biology, 9, 696234.

Poon, I. K. H., Oro, C., Dias, M. M., Zhang, J., & Jans, D. A. (2005). Apoptin nuclear accumulation is modulated by a
CRM 1-recognized nuclear export signal that is active in normal but not in tumor cells. Cancer Research, 65(16),
7059-7064.

*Prado, J. C. M., Monezi, T. A., Amorim, A. T., Lino, V., Paladino, A., & Boccardo, E. (2018). Human
polyomaviruses and cancer: an overview. Clinics (Sao Paulo, Brazil), 73(suppl 1), €558s.

Puto, L. A., & Reed, J. C. (2008). Daxx represses RelB target promoters via DNA methyltransferase recruitment and
DNA hypermethylation. Genes & Development, 22(8), 998—1010.

Querido, E., Blanchette, P., Yan, Q., Kamura, T., Morrison, M., Boivin, D., Kaelin, W. G., Conaway, R. C., Conaway,
J. W., & Branton, P. E. (2001). Degradation of p53 by adenovirus E4orf6 and E1B55K proteins occurs via a
novel mechanism involving a Cullin-containing complex. Genes & Development, 15(23), 3104-3117.

Sahin, U., Ferhi, O., Jeanne, M., Benhenda, S., Berthier, C., Jollivet, F., Niwa-Kawakita, M., Faklaris, O., Setterblad,
N., de Thé, H., & Lallemand-Breitenbach, V. (2014). Oxidative stress-induced assembly of PML nuclear bodies
controls sumoylation of partner proteins. The Journal of Cell Biology, 204(6), 931-945.

Schreiner, S., Biirck, C., Glass, M., Groitl, P., Wimmer, P., Kinkley, S., Mund, A., Everett, R. D., & Dobner, T.
(2013). Control of human adenovirus type 5 gene expression by cellular Daxx/ATRX chromatin-associated
complexes. Nucleic Acids Research, 41(6), 3532-3550.

Schreiner, S., Martinez, R., Groitl, P., Rayne, F., Vaillant, R., Wimmer, P., Bossis, G., Sternsdorf, T., Marcinowski, L.,
Ruzsics, Z., Dobner, T., & Wodrich, H. (2012). Transcriptional activation of the adenoviral genome is mediated
by capsid protein VI. PLoS Pathogens, 8(2), €1002549.

Schreiner, S., Wimmer, P., Sirma, H., Everett, R. D., Blanchette, P., Groitl, P., & Dobner, T. (2010). Proteasome-
dependent degradation of Daxx by the viral E1B-55K protein in human adenovirus-infected cells. Journal of
Virology, 84(14), 7029-7038.

Seeler, J. S., Marchio, A., Sitterlin, D., Transy, C., & Dejean, A. (1998). Interaction of SP100 with HP1 proteins: a
link between the promyelocytic leukemia-associated nuclear bodies and the chromatin compartment.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 95(13), 7316-7321.

Sengupta, 1., Das, D., Singh, S. P., Chakravarty, R., & Das, C. (2017). Host transcription factor Speckled 110 kDa
(Sp110), a nuclear body protein, is hijacked by Hepatitis B virus protein X for viral persistence. The Journal of
Biological Chemistry, 292(50), 20379-20393.

Shay, J. W., West, M. D., & Wright, W. E. (n.d.). Re-expression of senescent markers in deinduced reversibly
immortalized cells. Experimental Gerontology, 27(5-6), 477—492.

Shen, T. H., Lin, H.-K., Scaglioni, P. P., Yung, T. M., & Pandolfi, P. P. (2006). The mechanisms of PML-nuclear body
formation. Molecular Cell, 24(3), 331-339.

Shishido-Hara, Y., Hara, Y., Larson, T., Yasui, K., Nagashima, K., & Stoner, G. L. (2000). Analysis of capsid
formation of human polyomavirus JC (Tokyo-1 strain) by a eukaryotic expression system: splicing of late RNAs,
translation and nuclear transport of major capsid protein VP1, and capsid assembly. Journal of Virology, 74(4),
1840-1853.

Shishido-Hara, Y., Higuchi, K., Ohara, S., Duyckaerts, C., Hauw, J.-J., & Uchihara, T. (2008). Promyelocytic
leukemia nuclear bodies provide a scaffold for human polyomavirus JC replication and are disrupted after
development of viral inclusions in progressive multifocal leukoencephalopathy. Journal of Neuropathology and
Experimental Neurology, 67(4), 299-308.

36



Shishido-Hara, Y., Ichinose, S., Higuchi, K., Hara, Y., & Yasui, K. (2004). Major and minor capsid proteins of human
polyomavirus JC cooperatively accumulate to nuclear domain 10 for assembly into virions. Journal of Virology,
78(18), 9890-9903.

Shishido-Hara, Y., Yazawa, T., Nagane, M., Higuchi, K., Abe-Suzuki, S., Kurata, M., Kitagawa, M., Kamma, H., &
Uchihara, T. (2014). JC virus inclusions in progressive multifocal leukoencephalopathy: scaffolding
promyelocytic leukemia nuclear bodies grow with cell cycle transition through an S-to-G2-like state in enlarging
oligodendrocyte nuclei. Journal of Neuropathology and Experimental Neurology, 73(5), 442—453.

Sohn, S.-Y., & Hearing, P. (2012). Adenovirus regulates sumoylation of Mrel1-Rad50-Nbs1 components through a
paralog-specific mechanism. Journal of Virology, 86(18), 9656—-9665.

Sohn, S.-Y., & Hearing, P. (2016). The adenovirus E4-ORF3 protein functions as a SUMO E3 ligase for TIF-1y
sumoylation and poly-SUMO chain elongation. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 113(24), 6725-6730.

Song, J., Durrin, L. K., Wilkinson, T. A., Krontiris, T. G., & Chen, Y. (2004). Identification of a SUMO-binding motif
that recognizes SUMO-modified proteins. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, 101(40), 14373-14378.

Song, J. J., & Lee, Y. J. (2003). Role of the ASK1-SEK1-JNK1-HIPK1 signal in Daxx trafficking and ASK1
oligomerization. The Journal of Biological Chemistry, 278(47), 47245-47252.

Song, J. J., & Lee, Y. J. (2004). Tryptophan 621 and serine 667 residues of Daxx regulate its nuclear export during
glucose deprivation. The Journal of Biological Chemistry, 279(29), 30573-30578.

Stadler, M., Chelbi-Alix, M. K., Koken, M. H., Venturini, L., Lee, C., Saib, A., Quignon, F., Pelicano, L., Guillemin,
M. C., & Schindler, C. (1995). Transcriptional induction of the PML growth suppressor gene by interferons is
mediated through an ISRE and a GAS element. Oncogene, 11(12), 2565-2573.

Stepp, W. H., Meyers, J. M., & McBride, A. A. (2013). Sp100 provides intrinsic immunity against human
papillomavirus infection. MBio, 4(6), ¢00845-13.

Stepp, W. H., Stamos, J. D., Khurana, S., Warburton, A., & McBride, A. A. (2017). Sp100 colocalizes with HPV
replication foci and restricts the productive stage of the infectious cycle. PLoS Pathogens, 13(10), ¢1006660.

Sternsdorf, T., Jensen, K., Reich, B., & Will, H. (1999). The nuclear dot protein sp100, characterization of domains
necessary for dimerization, subcellular localization, and modification by small ubiquitin-like modifiers. The
Journal of Biological Chemistry, 274(18), 12555-12566.

Sternsdorf, T., Jensen, K., & Will, H. (1997). Evidence for covalent modification of the nuclear dot-associated proteins
PML and Sp100 by PIC1/SUMO-1. The Journal of Cell Biology, 139(7), 1621-1634.

Stracker, T. H., Carson, C. T., & Weitzman, M. D. (2002). Adenovirus oncoproteins inactivate the Mrel 1-Rad50-
NBS1 DNA repair complex. Nature, 418(6895), 348-352.

Stubbe, M., Mai, J., Paulus, C., Stubbe, H. C., Berscheminski, J., Karimi, M., Hofmann, S., Weber, E., Hadian, K.,
Hay, R., Groitl, P., Nevels, M., Dobner, T., & Schreiner, S. (2020). Viral DNA binding protein SUMOylation
promotes PML nuclear body localization next to viral replication centers. MBio, 11(2), €00049-20.

Studach, L., Wang, W.-H., Weber, G., Tang, J., Hullinger, R. L., Malbrue, R., Liu, X., & Andrisani, O. (2010). Polo-
like kinase 1 activated by the Hepatitis B virus X protein attenuates both the DNA damage checkpoint and DNA
repair resulting in partial polyploidy. The Journal of Biological Chemistry, 285(39), 30282—-30293.

Szostecki, C., Krippner, H., Penner, E., & Bautz, F. A. (1987). Autoimmune sera recognize a 100 kD nuclear protein
antigen (sp-100). Clinical and Experimental Immunology, 68(1), 108—116.

Tang, Q., Bell, P., Tegtmeyer, P., & Maul, G. G. (2000). Replication but not transcription of simian virus 40 DNA is
dependent on nuclear domain 10. Journal of Virology, 74(20), 9694-9700.

*Tatsis, N., & Ertl, H. C. J. (2004). Adenoviruses as vaccine vectors. Molecular Therapy : The Journal of the
American Society of Gene Therapy, 10(4), 616—629.

Teodoro, J. G., Heilman, D. W, Parker, A. E., & Green, M. R. (2004). The viral protein Apoptin associates with the
anaphase-promoting complex to induce G2/M arrest and apoptosis in the absence of p53. Genes & Development,
18(16), 1952-1957.

Ulbricht, T., Alzrigat, M., Horch, A., Reuter, N., von Mikecz, A., Steimle, V., Schmitt, E., Krdmer, O. H.,
Stamminger, T., & Hemmerich, P. (2012). PML promotes MHC class II gene expression by stabilizing the class
II transactivator. The Journal of Cell Biology, 199(1), 49-63.

Ullman, A. J., & Hearing, P. (2008). Cellular proteins PML and Daxx mediate an innate antiviral defense antagonized
by the adenovirus E4 ORF3 protein. Journal of Virology, 82(15), 7325-7335.

Ullman, A. J., Reich, N. C., & Hearing, P. (2007). Adenovirus E4 ORF3 protein inhibits the interferon-mediated
antiviral response. Journal of Virology, 81(9), 4744-4752.

37



Wang, P., Benhenda, S., Wu, H., Lallemand-Breitenbach, V., Zhen, T., Jollivet, F., Peres, L., Li, Y., Chen, S.-J., Chen,
Z.,de Thé, H., & Meng, G. (2018). RING tetramerization is required for nuclear body biogenesis and PML
sumoylation. Nature Communications, 9(1), 1277.

Wang, R., Li, K., Zhou, C., Xue, I, Ji, C., & Chen, J. (2011). Cdc20 mediates D-box-dependent degradation of Sp100.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 415(4), 702-706.

Wang, W.-H., Studach, L. L., & Andrisani, O. M. (2011). Proteins ZNF198 and SUZ12 are down-regulated in
Hepeatitis B virus (HBV) X protein-mediated hepatocyte transformation and in HBV replication. Hepatology
(Baltimore, Md.), 53(4), 1137-1147.

Weiden, M. D., & Ginsberg, H. S. (1994). Deletion of the E4 region of the genome produces adenovirus DNA
concatemers. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 91(1), 153—157.

Xu, Z.-X., Timanova-Atanasova, A., Zhao, R.-X., & Chang, K.-S. (2003). PML colocalizes with and stabilizes the
DNA damage response protein TopBP1. Molecular and Cellular Biology, 23(12), 4247-4256.

Yang, X., Khosravi-Far, R., Chang, H. Y., & Baltimore, D. (1997). Daxx, a novel Fas-binding protein that activates
JNK and apoptosis. Cell, §9(7), 1067-1076.

Yeager, T. R., Neumann, A. A., Englezou, A., Huschtscha, L. 1., Noble, J. R., & Reddel, R. R. (1999). Telomerase-
negative immortalized human cells contain a novel type of promyelocytic leukemia (PML) body. Cancer
Research, 59(17), 4175-4179.

Yeo, W., Chan, T. C., Leung, N. W. Y., Lam, W. Y., Mo, F. K. F., Chu, M. T., Chan, H. L. Y., Hui, E. P, Lei, K. L.
K., Mok, T. S. K., & Chan, P. K. S. (2009). Hepatitis B virus reactivation in lymphoma patients with prior
resolved Hepatitis B undergoing anticancer therapy with or without rituximab. Journal of Clinical Oncology :
Official Journal of the American Society of Clinical Oncology, 27(4), 605-611.

Yoon, J.-H., Abdelmohsen, K., Kim, J., Yang, X., Martindale, J. L., Tominaga-Yamanaka, K., White, E. J., Orjalo, A.
v, Rinn, J. L., Kreft, S. G., Wilson, G. M., & Gorospe, M. (2013). Scaffold function of long non-coding RNA
HOTAIR in protein ubiquitination. Nature Communications, 4,2939.

Zhang, H., Diab, A., Fan, H., Mani, S. K. K., Hullinger, R., Merle, P., & Andrisani, O. (2015). PLK1 and HOTAIR
accelerate proteasomal degradation of SUZ12 and ZNF198 during Hepatitis B virus-induced liver
carcinogenesis. Cancer Research, 75(11), 2363-2374.

Zhang, X., Zhao, D., Xiong, X., He, Z., & Li, H. (2016). Multifaceted histone H3 methylation and phosphorylation
readout by the plant homeodomain finger of human nuclear antigen Sp100C. The Journal of Biological
Chemistry, 291(24), 12786—-12798.

Zhong, S., Hu, P., Ye, T. Z., Stan, R, Ellis, N. A., & Pandolfi, P. P. (1999). A role for PML and the nuclear body in
genomic stability. Oncogene, 18(56), 7941-7947.

38



