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Abstrakt

Biologicka role volné cirkulujici DNA je v soucasné dob€ zkoumana ptedevsim z hlediska etiologie
autoimunitnich stavii a rakovinového onemocnéni. Ukazuje se, Zze uloha cfDNA jaderného ¢i
mitochondrialni piivodu v interakci s receptory vrozené¢ho imunitniho systému je pomérné komplexni
a cfDNA je tak zapojena do celé fady molekularnich mechanismil jako je naptiklad $ifeni rakovinovych
metastaz, indukce autofagie a spousténi zanétlivych procest. Znalost konkrétnich drah, do kterych je
cfDNA v rozvoji téchto patologickych stavii zapojena, se zda byt klicova piedevsim z hlediska zvoleni
a cileni vhodné 1écebné terapie. Tato prace poskytuje ramcovym piehled poznatkt o interakci cfDNA
s receptory vrozené¢ho imunitniho systému, indukci imunologickych signalnich drah a moznych

disledku, které tyto molekularni drahy mohou v organismu zptsobovat.

Kli¢ova slova: cfDNA, TLR9, cGAS/STING, AIM2, autoimunitni onemocnéni, biomarker, rakovina

Abstract

The biological role of free circulating DNA is currently being investigated mainly in terms of the
etiology of autoimmune conditions and cancer. It appears that the role of cfDNA of nuclear or
mitochondrial origin in interacting with receptors of the innate immune system is quite complex and
cfDNA is thus involved in a variety of molecular mechanisms such as the spread of cancer metastasis,
induction of autophagy and triggering of inflammatory processes. Knowledge of the specific pathways
in which ¢cfDNA is involved in the development of these pathologies seems to be crucial, especially in
terms of selecting and targeting appropriate therapies. This paper provides a framework for the
knowledge on the interaction of cfDNA with receptors of the innate immune system, the induction of
immunological signaling pathways and the possible consequences that these molecular pathways may

have in the body.
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Seznam zkratek

AIM2 — absent in melanoma 2

ALR — AIM2-like receptor

CASP-1 — kaspaza-1

cfDNA — volna cirkulujici DNA

cGAMP - cyklicky guanosinmonofosfat-adenosinmonofosfat
cGAS — cyklickda GMP-AMP syntaza

CpG — motiv cytosin-fosfat-guanin

CpG-DNA — DNA obsahujici motiv cytosin-fosfat-guanin
DAMPs — molekularni vzory asociované s nebezpec¢im
ET — extracelularni pasti

gDNA — jaderna DNA

GSDMD - gastermin D

HMGBI - protein skupiny box s vysokou mobilitou

INF — interferon

ISD — interferon stimulujici draha

IRF — interferon regulujici faktor

MAPK — mitogenem aktivovana protein kindza

mtDNA — mitochondrialni DNA

mt-cfDNA — volna mitochondrialni DNA

NF«B — nuklearni faktor kappaB

NIPT — neinvazivni prenatalni vySetieni

PAMPs — molekularni vzory asociované s patogenem
PRR - receptory rozpoznavajicimi molekularni vzory typické pro nebezpeci
TLR - toll-like receptor

TLR9 — toll-like receptor 9

RA — revmatoidni artritida

ROS - reaktivni formy kysliku

SLE — systémovy lupus erythematodes

sODN - oligodeoxynukleotidy obsahujicich CpG

STING — stimulator interferonovych genti
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1 Uvod

Volna cirkulujici DNA (cfDNA) je pojem, ktery je v rdmci molekuldrni a genetické diagnostiky,
relevantni jiz od druhé poloviny 20. stoleti. Jedna se o vétSinou kratké fragmenty dvousroubovice DNA
ve formé nukleozomu, které jsou uvolilovany z bunééného jadra nebo mitochondrii do ob&éhu v ramci
celé tady fyziologickych i patologickych stavi.

Uvoliovani c¢fDNA je z patologického hlediska spojeno piedevSim se zanétlivymi stavy a
rakovinovym bujenim. Za zvySenou hladinu cfDNA vsak mtze odpovidat cela fada dalSich faktort
jako je naptiklad starnuti, téhotenstvi, fyzicky a psychicky stres a mnohé neuralni funkce. Tato cfDNA
muize byt do plazmy uvolnéna celou fadou mechanismil. Zpisob uvolnéni a ptivod cfDNA hraje
dilezitou roli ve specifikaci délky a strukturnich modifikaci jednotlivych fragmentt. Tyto
charakteristické vlastnosti dale determinuji specifitu vazby na jednotlivé receptory a dalsi osud cfDNA
Vv organismu.

Uvolnéna cfDNA dale interaguje s receptory vrozené imunitni odpovédi, ¢imz je aktivovana cela
fada signalnich drah vcetné tvorby protilatek proti vlastni DNA. Nedostatecna clearance a nasledna
akumulace této cfDNA v extracelularnim prostoru pak miize vést k nadmérné stimulaci imunitni
odpovédi a rozvoji autoimunitnich onemocnéni. Role cfDNA byla taktéz objevena i v ramci
mechanismil spojenych s rakovinovou proliferaci a metastazovanim. Aktivace konkrétni signalni drahy
a celkovy vliv na vysledné molekularni procesy se riizni napfic jednotlivymi typy tumorti.

Tato bakalaiska prace pojednava o mechanismech u¢inku cfDNA na receptory vrozené imunity, které
jsou ze soucasného pohledu vyznamné predevsim z hlediska zapojeni do modulace patologickych stavi
— konkrétné autoimunitnich a tumorovych mechanismil. Cilem prace je vysvétlit podstatu interakce
cfDNA s témito konkrétnimi receptory na zaklad¢ jeji struktury a co nejkomplexnéji popsat vSechny
mozné zpusoby, kterymi muze volna DNA ovlivnit jedince jak na trovni buiiky, tak celkového
organismu. Vysledkem prace je dokument sumarizujici zakladni poznatky této problematiky s ohledem

na nejnovejsi vyzkum z této oblasti.



2 ¢cfDNA

2.1. Historie a sou¢asnost

Volna cirkulujici DNA (cfDNA) v lidské krevni plazmé byla poprvé popsana roku 1948 védci
Mandelem a Metaisem (shrnuto v Duvvuri & Lood , 2019). Zajem o cfDNA jakozto biomarkeru u
autoimunitnich revmatickych onemocnéni avSak zapocal az v 60. a 70. letech, kdy se dvéma
vyzkumnym skupinam, zabyvajicim se vyzkumem pacientll se systémovym onemocnénim lupus
erythematosus (SLE) a revmatoidni artritidou, podafilo detekovat cfDNA pomoci anti-DNA protilatek
(Tan et al., 1966; Leon et al., 1977a).

V této dobé také vznikaji prvni studie tykajici se detekce zvySenych hladin ¢fDNA u pacienti
s onkologickymi onemocnénimi oproti zdravym kontrolam a objevuji se prvni hypotézy o jeji uloze
v rakovinovém metastazovani. Pfi porovnani plazmatickych hladin cfDNA pacientii s primarnimi a
metastatickymi nadory, byly u druhé skupiny zjistény vyrazné vyssi hladiny ¢fDNA. Dale pak byla
zjisténa korelace mezi hladinou cfDNA v plazmé¢ a progresi onemocnéni (Leon et al., 1977b). To, Ze se
jedna o DNA pavodem z rakovinovych buné€k, vsak bylo potvrzeno az experimenty M. Strouna a jeho
tymu o dvanact let pozdg&ji (Stroun et al., 1989).

Dal$im dualezitym milnikem byl rok 1989, kdy bylo objeveno, Ze se v krevnim séru t€hotnych Zen
nachazi volnda DNA pivodem z plodu. Na zaklad¢ tohoto poznatku pak byla vytvofena metoda
neinvazivniho prenatalniho vysetfeni (NIPT), ¢imz byl zaroven odhalen dal§i potencidl cfDNA
v molekularni diagnostice (Lo ef al., 1989; Lo et al., 1997).

V soucasné dob¢ je tedy na cfDNA nahliZzeno jako na perspektivni neinvazivni biomarker v fadé
autoimunitnich onemocnéni, pii tekuté biopsii, NIPT a v neposledni fadé pti sledovani transplantace
organtl. V posledni letech je pozornost zamétena také na terapeuticky a imunomodulacni potencial
cfDNA. Soucasné studie ukazuji, ze G€inky cfDNA v kombinaci s dal§imi faktory mohou mit do
budoucna zésadni vyznam v ramci personalizované protinddorové terapie (Sipos et al., 2022). Tyto
poznatky jsou vSak zatim relativn€ Cerstvé a bude potieba dalSich experimentt, které by 1épe objasnily
vztahy mezi aktivaci a inhibici signalnich drah prostfednictvim cfDNA a molekularnimi mechanismy
zodpoveédnymi za progresi nebo regresi nadoru. Dalsi moznosti z hlediska terapie autoimunitnich

onemocnéni je cilend modulace signalnich drah spojenych s cfDNA.



2.2 Struktura cfDNA

Pro komplexni pochopeni biologické funkce volné cirkulujici DNA v organismu je dulezité se
nejdiive zabyvat samotnou strukturou fragmenti cfDNA, které se mezi sebou li§i na zaklad€ riznych
faktorii. Struktura téchto fragmentt pak urcuje dalsi osud cfDNA v buiice a zapojeni do konkrétnich
imunologickych drah.

Kdyz mluvime o ¢fDNA, mluvime o vysoce fragmentované kyselin¢ deoxyribonukleotidové, ktera
se muze uvoliovat také ve formé nukleozomu, a je uvoliiovana z buiiky do télnich tekutin, jako jsou
napiiklad plazma, mozkomi$ni mok, pleuralni tekutina, moc, sliny a dal§i (Mouliere et al., 2013; Yan

etal.,2021).

2.2.1 Velikost fragmentli cfDNA

Jednotlivé fragmenty mizeme dé€lit podle velikosti, pricemz krat$i fragmenty mohou dosahovat
délky v rozmezi 45 bp az 1 kbp a delsi fragmenty mohou byt vétsi nez 10 kbp (Mouliere et al., 2013;
Jiang & Lo, 2016; Jahr et al., 2001).

Ackoli pro velikost téchto fragmentt existuje relativné $iroké rozpéti, nékteré vzory spjaté s délkou
cfDNA jsou relativné Cast€jsi nez jiné. V tomto ohledu bylo provedeno hned nékolik studii pomoci
riznych metod, pficemz byly zjistény rozdilné vysledky. Ve starsi studii z roku 2014 Mouliere a spol.
provadi Q-PCR analyzu na zakladé¢ jiz zjist'uje, Ze vice nez 80 % fragmentd plazmatické cfDNA je
kratSich nez 145 bp (Mouliere et al., 2014). V této studii Mouliere a spol. navazuje na poznatky
z predchozich vyzkum, kdy se zabyval kvantifikaci rizné dlouhych fragmenti cfDNA. Bylo zjisténo,
ze krat$i fragmenty o velikosti 60-100 bp detekovatelného amplikonu cfDNA jsou v porovnani
s delsimi fragmenty snaze kvantifikovatelné (Mouliere et al., 2011; Mouliere et al., 2013).

Rozpor s timto zjisténim pfinesla studie z roku 2015, ve které se Jing a spol. se svym védeckym
tymem zabyva analyzou velikostnich profili cfDNA pochazejici z nadoru pomoci metody masivné
paralelniho sekvenovani. Vysledky ukazuji, Zze pro jadernou cfDNA charakteristicka velikost
dosahovala vyrazného vrcholu zhruba okolo 166 bp (Jiang et al., 2015).

Tato délka a pozorovana struktura cfDNA odpovida form¢ mononukleozomalnich jednotek, které
jsou ve vétsing pripadi uvolnovany z bun€k pii procesu apoptézy. Mononukleozomy kromé jaderné
genetické informace rovnéZz obsahuji i histony, jejichz G¢el spociva v ochrané DNA pred enzymatickou
degradaci. Pfitomnosti histont je také jednim zrozdilu mezi jadernou a mitochondrialni DNA
(mtDNA). Absence histond, a tim padem i vétsi nachylnost mtDNA k degradaci, je s nejvetsi
pravdépodobnosti diivodem, pro¢ byla u mtDNA pozorovana mensi velikost fragmentd a niZsi

koncentrace v plazmé v porovnani s jadernou DNA. Mitochondrialni ¢cfDNA (mt-cfDNA) tak typicky



dosahuje délky v rozmezi 40-300 bp, pticemz je vysoce obohacena o kratkou cfDNA v rozmezi 30-60
bp (Chandrananda et al., 2015; Zhang et al., 2016). Z ptvodu fragmentd mt-cfDNA jsou pak odvozeny
i specifické modifikace této genetického informace, které hraji diilezitou roli v naslednych interakcich
v organismu a specifickém zapojeni v imunomodulacnich signalnich drahach (Meddeb et al., 2019).

Studie zabyvajici se distribuci velikosti plazmatické DNA u pacientd s rakovinou prokazala, ze
plazmaticka DNA nesouci aberace asociované s nadorem a pochazejici z rakovinovych tkani je kratsi,
nez plazmaticka DNA pochazeji ze zdravych tkani (Jiang, 2015). Obecné vsak plati, ze délka téméer
veskeré cfDNA cirkulujici v plazmé se pohybuje v intervalu hodnot 120 az 220 bp nebo nasobcich
téchto hodnot s maximalnim vrcholem pii 166 a 167 bp (Alcaide ef al., 2020; Jiang et al., 2015).

Na zaklad¢ téchto poznatkt tedy mizeme fict, Ze délka fragmentil je pomérné variabilni a zavisi na
mnoha faktorech vCetné mechanismu, kterym je DNA z bunky uvolnéna. Jaderna cfDNA je typicky
vice fragmentovana, pokud k jejimu uvolnéni dojde pomoci apoptdzy, nez je tomu u mechanismu
nekrozy. To odpovida vysledkim nékterych studii provadénych na nadorovych bunkach, které
prokazaly, ze mechanismus nekrozy produkoval relativné dlouhé fragmenty cfDNA o délce vice néz
10 kb (Jahr et al, 2001). Naopak jiz zminény mechanismus apoptdézy generuje mnohem mensi
fragmenty z diivodu procest, pfi kterych dochazi k aktivaci endogennich nukledz, a chromatin je
tak St€pen s mnohem vyssi Cetnosti, nez je tomu napiiklad u nekrézy (Jiang & Lo, 2016; Jahr ef al.,
2001; Zhivotosky & Orrenius , 2001).

Pro komplexnéjsi prehled je vhodné zminit i dalsi vysledky studii zabyvajicich délkou cfDNA, jez
byla uvolnéna ze specifickych pfi€in. Jedna se napiiklad o analyzu plazmatické cfDNA v krvi t€hotné
zeny, ve které bylo zjiSténo, Ze fetalni cfDNA je fragmentovanéj$i nez matetska (Lo & Chan, 2010).
Tyto zavéry pak daly impuls pro vyzkum rozdilu v distribuci velikosti mezi hematopoeticky a
nehematopoeticky odvozenou plazmatickou cfDNA. V piipad¢ studie z roku 2011 byla kvantifikovana
nehematopeticky derivovana ¢fDNA pochazejici z transplantované kostni dfené a solidnich organt
spolu s cfDNA derivovanou z hematopoetické linie piijemce transplantace. Vysledky ukazuji, Ze
nehematopoeticky derivovana c¢fDNA je kratsi a vykazuje odlisSny fragmentaéni vzor nez

hematopeticky derivovana cfDNA (Zheng et al., 2011).

2.2.2 Strukturni vlastnosti cfDNA

Nékteré studie se také zabyvaji vztahem patologie a mirou ¢etnosti ALU repetic ve fragmentech
DNA. ALU repetice jsou DNA elementy, které tvoti az 10 % lidského genomu. Tyto elementy jsou
dlouhé zhruba 300 bazi a v celém genomu se vyskytuji v tisicich kopii. Pravdépodobné se jedna o
pozistatky retrotranspozomd, které se v prib&éhu evoluce nahromadily v genomu a jiz nemaji zadnou

specifickou funkci (shrnuto v Hésler & Strub, 2006). Na jejich struktufe je ovSem zajimavy vysoky
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obsah CpG dinukleotidd, které jsou v normalnich zdravych tkani metylované, ale v tkdnich zasazenych
rakovinovym bujenim nebo autoimunitnim onemocnénim miize dojit k lokalni hypometylaci (shrnuto
pacienti trpicich urcitymi patologiemi v porovnani se zdravymi kontrolami. V tomto ohledu maji ALU
repetice potencial stat se dalSim biomarkerem pii detekci patologickych stavii (Qi et al., 2019; Park et
al., 2014).

Dalsim strukturnim aspektem, ktery je mozné pozorovat v rdmci modifikaci cfDNA, je stav oxidace.
Oxidace cfDNA je zprostfedkovana vystavenim a interakci s ROS (reaktivni formy kysliku) a volnymi
radikaly, coz se na jeji struktufe a integrité projevi poSkozenim. Tento stav je asociovan s oxidativnim
stresem, pii kterém dochazi k vysoké produkci ROS, jez bunka nedokaze neutralizovat. Nejcastéjsim
poskozenim DNA vlivem oxidace bazi je oxidativni léze 8-0x0-2°-deoxyguanosin (8-0x0-G) z diivodu
nejnizsiho jednoelektronového redukéniho potencidlu guaninu v rdmei vSsech DNA nukleosidi. Takto
oxidovana cfDNA pusobi v organismu jako molekula stresového signalu a interaguje s receptory
vrozené imunity. Navic jeji biologicka aktivita, ktera je spjata se zvySenymi hladinami v plazmé oproti
fyziologickym staviim, miize podporovat progresi zanétlivych stavii a onemocnéni (Alekseeva et al.,

2016; West et al., 2011; Burrows & Muller, 1998)

2.2.3 Integrita fragmentii cfDNA

Distribuce fragment cfDNA o rtiznych délkach ma velky vyznam ptredevsim z klinického pohledu,
jelikoz odrazi integritu volné DNA. Integrita cfDNA je ur¢ovana pomérem dlouhého a kratkého PCR
produktu amplifikovaného ze stejného lokusu (Kustanovich et al., 2019).

U pacientll trpicich rakovinou byla zjiSténa zvySena integrita cfDNA v porovnéani se zdravymi
jedinci. Z vysledki nékolika studii vyplyva, Ze zvysena integrita cirkulujici DNA u pacientt, ktefi trpi
rakovinou, je dasledkem patologickych procesi jako je naptiklad nekroza, autofagie a mitoticka

katastrofa (shrnuto v Chan et al., 2008).

2.3 Uvolnovani cfDNA z bunék

Existuje cela fada pficin, které vedou k uvolnéni jaderné nebo mitochondrialni DNA do plazmy.
Tento jev mize byt nasledkem jak fyziologickych procesti v organismu, tak i jiz zminénych
patologickych.

Pivod ¢fDNA a zpisob, jakym se dostava do plazmy organismu, mize mit dilezity vliv na aspekty

jeji struktury, jakymi jsou napiiklad stav fragmentace (Obr. 1) a metylace. Volnou cirkulujici DNA



muzeme dale délit na endogenni a exogenni dle toho, zda je odvozena z vlastnich buné€k tkani organismu
nebo zda jsou odvozeny od hostitelského mikrobiomu, infekénich agens, plodu nebo potravy (shrnuto

v Sipos et al., 2022).

2.3.1 Pti¢iny uvoliiovani cfDNA

Mezi pficiny uvolnéni cfDNA z bunék patii napiiklad jiz zminéné zanétlivé stavy, fyzické trauma,
transplantace, t¢hotenstvi nebo rakovina. Nové studie ukazuji, Ze k uvoliiovani cfDNA pfispiva i stafi,
psychologicky stres, psychiatrickd onemocnéni, a ze se hladina ¢cfDNA miize ménit v zavislosti na

cirkadialnim rytmu (shrnuto v Aucamp et al., 2018; Qi et al., 2020).

2.3.2 Mechanismy uvoliiovani cfDNA

Apoptoza je termin, ktery oznaCuje programovanou bunéCnou smrt a zaroven je jednim
z nejcastéjsich mechanismt uvoliiovani cfDNA. Typické pro tento mechanismu je St€peni endogenni
DNA nukleazou na 160-180 bp nasobky nukleozomalnich fragmentl. V disledku apoptdzy jsou
vytvorena tzv. apoptoticka téliska, ktera jsou posléze degradovana prostiednictvim fagocytozy. Tento
mechanismus je spojen s celou fadou patologickych stavi, ale byl popsan jako zdroj cfDNA i v piipadé
zdravych jedincd. (Stroun et al., 2001; shrnuto v Aucamp et al., 2018). To se tyka predevsim cfDNA
pochazejici z hematopoetickych bunék (Lui et al., 2002).

K indukované bunécné smrti patii také pyroptoza, ktera se vztahuje predevsim k inherentné
proinflamatorni kaspazové 1-dependentni programované bunécné smrti v reakci na patogen. Tento
mechanismus se vyznacuje tvorbou porti v bunééné membrané a vylu¢ovanim intracelularniho obsahu
spolu s prozanétlivymi cytokiny jako jsou napiiklad IL-1p a IL-18. Péry v membrané jsou tvorené
pomoci proteintl, z nichZ je nejlépe popsany gastermin D (GSDMD) (Cookson & Brennan, 2001; Liu
etal., 2016).

Dalsim pomérn¢ vyznamnym mechanismem je nekroza, ke které typicky dochazi vlivem poskozeni
tkan¢ a je charakterizovana nekontrolovanou buné¢nou smrti. Vzhledem k absenci indukce regulac¢nich
mechanismtl, které se vyskytuji u apoptozy, nedochazi k aktivaci endonukleaz a geneticka informace
uvolnéna timto mechanismem byva pomémé dlouha. Tento mechanismus je na rozdil od apoptozy
spojen vyhradné s patologickymi stavy jako je napiiklad rakovinové bujeni (shrnuto v Proskuryakov et
al., 2003; Aarthy et al., 2015; Jiang & Lo, 2016).

ETé6za je mechanismus, ktery zprostifedkovava obrannou imunitni reakci prostiednictvim bunck
imunitniho systému vylucujicich svlij jaderny obsah. Ten je tvotfen spolu s genetickou informaci jesté

granulovanymi proteiny. Vysledné fragmenty cfDNA jsou podobné jako u nekrozy zpravidla
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makromolekularni. Tento mechanismus byl pozorovéan u granulocyttl i monocyt (Guimaraes-Costa et
al.,2012; Yousefi et al., 2015; Germic et al., 2021).

Dnes panuje pfesvédCeni, ze nejvetsi mnozstvi cfDNA je do organismu uvolnéno prosttednictvim
aktivni sekrece (Lui et al., 2002). Nekteré studie potvrdily, ze tato DNA je nové syntetizovana v buiice
a posléze aktivn€ uvolnéna ve vezikulach nebo ve form¢ komplexi, které jsou oznaceny jako virtosomy
(Gaham & Stroun, 2010; Fernando et al., 2017). Uvolnéni timto mechanismem probiha ze zdravych a
diferencujicich se bunck. Nekteré studie predpokladaji, Ze aktivni uvoliiovani probiha regulované a
mohlo by zprostfedkovavat intercelularni komunikaci (Gahan, 2013). Tento jev byl by mohl znamenat,
ze cfDNA asociovana s proteiny a lipidy dokaze slouzit jako regulator synchronizace diferenciace
(Aucamp et al., 2018). Dale bylo zji$téno, Ze vstup nukleozomu do bunky nezavisi na sekvenci cfDNA,
na modifikacich DNA a histoni a ani na bunécném typu cilové bunky. To naznacuje, Ze vstup
nukleozomu do bunky je v organismu zcela bézny jev (Wang et al., 2020). Dale bylo prokazano, ze
volna DNA je po prijeti dalsi buiikou schopna ménit jeji biologii a inkorporovat se do genomu, kde
nasledné mize indukovat apoptozu, bunééné zlomy a miize taktéz fungovat jako dédi¢ny modifikator
genomu (Gaham & Stroun, 2010; Mittra et al., 2015). Studie z roku 2014 poskytuje dikazy pro
schopnost rakovinovych bunék, rezistentnich viici 1écebné terapii, Sifit svou kapacitu rezistence na dalsi
kompetentni buiiky pomoci uvolnéni exozoma (Chen et al., 2014). Uvoliiovani cfDNA mimo jiné

napomaha i Sifeni metastaz karcinomu (Peters et al., 2011).

Bunécna smrt Uvolnéni mitochondridlni DNA

1
[ [ I |
Apoptoza Pyroptoza Nekréza NETSza Aktivni sekrece Pyroptéza, nekroza

Nukleozomy Dlouhé fragmenty DNA DNA + granulované proteiny Exozomy Cirkularni mtDNA

Obr. 1: Schéma uvolitovani cfDNA z bunék do plazmy (vytvoreno pomoci BioRender.com)



2.3.3 Clearance cfDNA

Clearance cfDNA je komplexni proces, ktery pomoci celé fady mechanism pomaha degradovat
fragmenty volné DNA, aby bylo zamezeno nadmémé interakci se slozkami imunitniho systému a
autoreaktivité. Degradace probiha prostfednictvim fagocytdzy imunitnimi buitkami nebo ¢innosti Dnédz
(Stephan et al., 2013; Li et al., 2020a).

Fyziologicky je v organismu neustale detekovatelna urcitd hladina cfDNA. U jedinci, trpicich
urcitym patologickym stavem je tato hladina trvale zvySena, v disledku aktivace zanétlivych procest,
které uvolnuji velké mnozstvi cfDNA, nebo vlivem defektni funkce nukledz, jez uvolnénou cfDNA
nestihaji degradovat. Nahromadéna cfDNA pak v organismu miize predstavovat potencialni induktor
zanétu. (Stephan et al., 2013; Li et al., 2020a).

Volnd DNA ma v plazmé relativné kratky polocas rozpadu, coz se ukazalo jako vyhodny faktor
z hlediska analyzy cfDNA vramci poskozeni a regenerace tkdné€ v redlném case. Odhadovany
polorozpad cfDNA v plazmé ¢ini od nekolika desitek minut az po zhruba dvé hodiny (Moreira et al.,
2006). Bylo také zjisténo, ze fetalni cfDNA je z mateiské krve odbouravana dvoufazovym postupem,

priCemz prvni faze trva zhruba deset minut a druha faze mtze trvat az tfinact hodin (Yu et al., 2013a).

3 Mechanismy ucinkua ¢cfDNA

Imunitni systém se u mnohobunécnych organismu vyvinul tak, aby byl schopen okamzité reakce na
nebezpecni. Tato reakce je zprostfedkovana signaly ve formé molekul oznacovanych DAMPs (damage
associated molecular patterns) a PAMPs (patogen associated molecular patterns), které signalizuji
endogenni poskozeni nebo ohrozeni organismu patogenem. Souhrnné se tyto molekuly nazyvaji
alarminy a mohou byt tedy jak infek¢niho, tak sterilniho endogenniho ptivodu. V obou piipadech
specificky interaguji s receptory rozpoznavajicimi molekularni vzory typické pro nebezpe¢i (PRR),
které jsou exprimované bunkami imunologické i neimunologické povahy na jejich povrchu a
v cytosolu, a spousti reakce vrozené imunity, jejichz vysledkem je zanét (Janeway et al., 1989;
Matzinger et al., 1994).

V boji vrozeného imunitniho systému s patogeny virového a mikrobialniho ptivodu hraje dilezitou
roli 1 rozpoznavani nukleové kyseliny patogenniho ptivodu, jejiz detekce pies receptory rozpoznavajici
molekularni vzory (PRR) je kli¢ova pro indukci antivirové a antimikrobialni imunitni odpovédi. Zatim
byly popsany dvé drahy, které jsou aktivovany po detekci intracelularni DNA. Prvni z téchto drah je

asociovana s inflamazomem, vede k proteolytické aktivaci cysteinové proteazy kaspazy-1 a je spojena
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Ob¢ drahy ve svém disledku vedou k indukci apoptdzy virem napadenych bunek, bunééné rezistenci
vuci virové infekci a stimulaci dalSich slozek imunitniho systému (Hemmi et al., 2000; shrnuto v
Takeuchi & Akira, 2007; Fernandes-Alnemri et al., 2009).

Vlivem stresovych reakci muZze v organismu dojit kuvolnéni i télu vlastni jaderné nebo
mitochondrialni DNA, ktera na zéklade¢ své struktury a specifickych modifikaci mtze byt ptislusSnymi
receptory (PRR) rozpoznana jako DAMP nebo PAMP. V takovém pripadé pak spousti, stejné jako
cizoroda DNA, imunitni zanétlivé reakce, které ve svém konecném diisledku mohou vést az k rozvoji

autoimunitnich onemocnéni (Hauser et al., 2018).

3.1 Mitochondridlni DNA jako mediator zanétu

Hladiny mtDNA mohou byt oproti normalnimu fyziologickému stavu zvySeny v piipadé
chronického zanétu, bunééného starnuti nebo vlivem rakovinového onemocnéni (Wu et al., 2022).
Krom¢ toho byla prokazana regula¢ni role mtDNA v intermitochondrialni, intracelularni a mezibunééné
komunikaci (Perdas et al., 2019; Picca et al., 2022).

Ve védecké komunité dnes na zdklade fylogenetickych analyz panuje obecné presvédceni, ze se
mitochondrie vyvinuly z a-proteobakterii. Vhledem k podminkam, ve kterych a-proteobakterie Zily,
pro né byla esencidlni schopnost detoxikace molekularniho kysliku a syntéza molekul ATP. Tyto
vlastnosti z nich pak udélaly idealni endosymbioty pro primitivni eukaryota, kterym tak umoznily
vyvinout se v mnohobunécné organismy a piezit v atmosféie bohaté na kyslik. Poté doslo k postupné
redukci fady mitochondridlnich genti a presunu velké casti genetické informace do jadra (Sagan et al.,
1967; Andersson et al., 2003)

Ptesto, ze v prubéhu evoluce mtDNA doslo k vyznamnym zméndm, strukturni vlastnosti, které jsou
charakteristické pro DNA prokaryotického pivodu, zustaly zachovany. Jsou jimi naptiklad kruhovity
tvar molekuly DNA, vysoka ¢etnost nemetylovanych CpG ostrovi, nepfitomnost histonovych proteint
a kodovani formylovanych peptidi. To je divodem, pro¢ organismus muze vlastni mtDNA rozeznat
jako genetickou informaci bakterie a nasledné proti ni spustit imunitni reakci (Hauser, 2010a; Fang et
al., 2015; Zhang et al., 2016).

Vlivem poranéni nebo stresovych podminek mutize dojit k uvolnéni mitochondrialnich DAMP, které
zahrnuji mtDNA a formylové peptidy. Volna mtDNA zahajuje aktivaci vrozenych imunitnich drah
prostiednictvim signalizace pfes n€kolik riiznych receptori. Zatim byly nejlépe popsany signalni drahy
prostfednictvim Toll-like receptoru 9 (TLRY), inflamazomového komplexu a stimulatorovych geni pro

interferony tzv. STING (Hauser et al., 2010b; Fang ef al., 2015).



Mitochondrialni DNA vSak nehraje ve vrozeném imunitnim systému pouze roli DAMP, nybrz se
v poslednich letech prokazuje jeji funkce v zapojeni do imunologickych drah, ¢imz dochézi k regulaci
a aktivaci antivirové a antibakterialni imunitni odpovédi. Navic bylo zjisténo, ze stres, kterymi patogeny
pusobi na mitochondrie, vede k uvolnéni mtDNA, ¢imz je v organismu zesilena imunitni reakce na
pritomnost onéch patogenii (Kanneganti et al., 2015; Riley et al., 2018).

Mitochondrie se podileji na antivirové imunité z hlediska detekce virové RNA, ktera po navazani na
cytosolické senzory vrozené imunitni odpovédi vede k aktivaci mitochondrialniho antivirového
signalniho proteinu MAVS, ktery slouzi jako adaptorovy protein pro aktivaci interferon (INF)
indukujici drahy vedouci k expresi cytokind a aktivaci autofagie. Samotna mt-cfDNA se podili na
aktivaci antivirové imunity prostfednictvim aktivace signalni drahy STING-IRF3-INF (Yoneyama et
al., 2015; Brubaker et al., 2014).

Co se tyCe antibakterialni funkce mitochondrii v organismu, uz dfive byl velmi dobfe popsan
mechanismus, kdy mitochondrie vyrazné¢ usnadnuji antibakterialni imunitu pomoci generovani ROS,
které se nasledné zapojuji v mechanismech spojenych s makrofagy (West ef al., 2011). Samotna
mtDNA je do tohoto procesu zapojena v ramci tvorby extracelularnich pasti (ET). Schopnost vytvaret
ET na bazi mtDNA byla popséna u eozinofilli a bazofila (Yousefi et al., 2008; Yousefi et al., 2015).
Princip tohoto mechanismu spociva v cileném vysunuti mtDNA do extracelularniho prostoru, coz poté
funguje jako ET, tedy poméha imobilizaci a zneSkodnéni mikrobidlnich patogent1 v reakci na poskozeni
okolni tkané. Jako pro vSechny formy tvorby ET je i pro tento mechanismus esencidlni produkce ROS.
Na rozdil od jinych druhil tvorby ET vSak tento mechanismus nevede k bunééné smrti imunitni buiiky
po ejekci extracelularni pasti. V extracelularnim prostoru je pak mtDNA asociovana s granulovanymi

proteiny, které vazou a zabijeji bakterie (Wu et al., 2000; Yousefi et al., 2008; Morshed ef al., 2014).

3.2 Role PRR v rozpoznavani cfDNA

Z hlediska antivirové imunitni odpovédi je pro organismus kli¢ova detekce nukleové kyseliny
nachazejici se v extracelularnim prostiedi i prostfedi cytosolu pomoci receptorit PRR (Obr. 2). Nés tyto
receptory budou zajimat ptednostné kvuli jejich schopnosti vazat vlastni cfDNA a tim i jejich podilu na
etiologii riznorodych onemocnéni.

Mechanismus, kterym interaguje cfDNA s TLRY, je znamy jiz néjakou dobu, v poslednich letech se
ale pozornost zaméfuje i na receptor AIM2 a drahu cGAS/STING, jejichzZ patologicka role je postupné
odhalovana (Cox et al., 2015; shrnuto Kumar, 2021).
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Obr. 2: Zakladni schéma zapojeni cfDNA do signalnich drah (vytvoreno v BioRender.com)

3.2.1 Receptor TLR

Z hlediska struktury se jedna o integralni membranové glykoproteiny, které jsou charakterizované
specifickou transmembranovou a cytosolickou doménou. Transmembranova doména slouzi
k mikrobialni detekci a je lokalizovana smérem do extracelularniho prostoru nebo endozomalniho
lumen. Tvofi ji B-skladany list a a-helix vzajemné propojené smyckou. Transmembranové domény se
skladaji z 19-25 tandemovych motivii o délce 24-29 aminokyselin, s vysokym obsahem leucinu — LRR
(leucine rich repeats). Pfedpoklada se, zZe tercialni struktura ma podkovovity tvar (Buchanan & Gay,
1996; Akira et al., 2006; shrnuto v Takeuchi & Akira, 2007).

Cytoplazmatickd doména se nazyva TIR a vykazuje homologii s cytosolickou doménou receptort
rodiny IL-1 a vramci receptoru ma signalni funkci. Doména TIR je slozena ztfi vysoce
konzervovanych oblasti a slouzi jako zprostfedkovatel protein-proteinovych interakci mezi toll-like
receptory a molekulami pfenasejicimi signal (Bowie & O‘Neill, 2000; Ve et al., 2015).

Navazani PAMPs mikrobidlniho ptivodu na transmembranovou doménu vede k dimerizaci TLR a
pomoci cytoplazmatické domény TIR je nasledné spuSténa downstream signalni draha, ktera
prostiednictvim nékolika mediatorG zprostiedkovava expresi konkrétnich genti (Bowie & O‘Neill,
2000). Mezi tyto mediatory patii MyD88 (myeloid differentiation primary response 88), TRIF (TIR-
domain-containing adapter-inducing interferon-8), IRAKSs (IL-1 receptor-associated kinases) (Muzio et

al., 2000), TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6) (Hemmi et al., 2000), TRAM (TRIF-related
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adapter molecule) a TIRAP (TIR-domain-containing adapter protein) (shrnuto v Takeda & Akira,
2005). Produkty exprimovanych genti poté vstupuji do imunitni reakce jako fidici slozky a zapojuji se
do vyvoje antigen-specifické ziskané imunity (shrnuto v Akira ef al., 2006).

U savctl bylo doposud pospano dvanéct rtiznych receptorit TLR. Receptory mizeme rozlisit na
zaklade jejich primarnich sekvenci do n€kolika podrodin, z nichz kazda rozpoznava urcity druh PAMP.
Nas bude zajimat predevsim TLR 9, ktery s vysoce ptibuznymi TLR7 a TLR8 rozpoznava nukleové
kyseliny (shrnuto v Akira et al., 20006).

3.2.1.1 Receptor TLR9

TLRY9 byl prvnim receptorem, u kterého bylo prokdzano rozpoznavani hypometylovanych CpG
motivl na fragmentech DNA (Hemmi et al., 2000). Spolu s TLR3 a TLR7 je jednim z receptort, které
jsou exprimované vyhradné v intracelularnich kompartmentech, konkrétné na vnitini endozomalni
membran€. Z této skutecnosti pak vyplyva, ze jejich hlavni ligand, kterym je nukleova kyselina, musi
byt nejdiive internalizovan do endozomu, nez je mozné navazani na receptor a zahajeni signalizace
(Akira et al., 2006; Fukui et al., 2018).

Struktura receptoru TLRO je, spole¢né s blizce pfibuznymi receptory TLR7 a TLRS, od ostatnich
skupin TLR receptort odlisena dlouhou Z-smyckou, neboli smyckou vkladani, ktera se nachazi mezi
oblastmi LRR14 a LRRI15. (Ohto ef al., 2015) DNA obsahujici motiv cytosin-fosfat-guanin (CpG-
DNA), ¢imz se rozumi i mtDNA, ktera jej coby bakterialni DNA obsahuje, se vaZe pfimo na TLR9
receptor, ktery ptimo indukuje zanétlivou imunitni odpovéd’ (Latz et al., 2004; Ohto et al., 2015).

V roce 2015 byla provedena krystalograficka studie, ve které byla zkoumana molekularni podstata
vazby DNA na TLRO. Studie potvrdila funkéni vyznam Z-smycky v ligand-dependentni oligomerizaci
TLR9Y, ackoli samotna vazba nukleové kyseliny na receptor na ni zavisla neni (Ohto et al., 2015). Dale
bylo potvrzeno, ze se DNA vaze do dvou ekvivalentnich poloh v ramci receptoru a interaguje s obéma
podjednotkami dimeru TLR9 v ohnuté konformaci. DNA timto zplsobem funguje jako spojka mezi
dvéma podjednotkami TLR9 (Obr. 3). Pii zkoumani afinity CpG-DNA bylo navic zjisténo, Ze

jednovlaknova DNA ma k receptoru vyrazné vyssi afinitu nez dvouvlaknova DNA (Ohto et al., 2015).
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Obr. 3: Vazba CpG-DNA na TLRY (prevzato z Comberlato et al., 2022)

Proteolyticky zpracovany receptor TLR9 rozeznava predev§im DNA, kterd obsahuje nemetylovany
dinukleotidovy motiv cytosin-fosfat-guanin (CpG). Tyto nemetylované CpG dinukleotidy jsou vyrazné
zastoupeny ve virovém a bakterialnim genomu oproti genomu obratlovcll. Genomova DNA obratlovct
obsahuje az dvacetkrat nizsi frekvenci CpG dinukleotidi, které jsou navic jesté z vétSiny metylované.
Z toho vyplyva, Zze savéi jaderna DNA nemd kvuli metylovanym CpG ostruvkim tak velkou
imunostimulaéni aktivitu, v porovnani s mikrobial ni nebo mitochondridlni DNA (Krieg et al., 1995;
Hemmi et al., 2000).

Vyznam piitomnosti CpG pro rozpoznani DNA receptorem TLRO byl prokazan ve studii z roku 2015,
kdy byl motiv CpG v DNA zaménén za motiv GpC, nasledkem cehoz doslo k vyraznému poklesu
indukce tvorby dimert TLR9-DNA (Ohto et al., 2015). Z hlediska imunostimula¢ni aktivity CpG-DNA
hraje velkou roli jeji délka, pocet motivi CpG a sekvence, které¢ CpG motiv ohranicuji. Zékladni motiv
CpG je tvofen hexamerem s nemetylovanym CpG v centralni ¢asti. Na 5°-konci je motiv ohrani¢en
dvéma puriny a na 3‘-konci konci dvéma pyrimidiny (Krieg ef al., 1995).

Dale bylo zjisténo, Zze vazebna schopnost DNA je charakterizovana také délkou, dimerizacnimi
vlastnostmi fragmentu DNA, a Ze minimalni oligodeoxyribonukleotid, ktery je potfebny k aktivaci
lidského TLR9, musi byt ve form€ ssDNA o délce minimaln¢ dvacet nukleotidl. Jeho sekvence dale
musi obsahovat alespon dva CpG dinukleotidy oddélené dal§imi 6-10 nukleotidy, pfi¢emz prvnimu z
CpG motivil pfedchazi 5’-tymidin a na 3° konci fragmentu se nachéazi prodlouzeny polytymidinovy
ocas. V pripad¢ fragmentu, ktery obsahuje pouze jeden motiv CpG, vSak mize byt aktivace TLR9
navozena, pokud se v blizkosti vyskytuji také kratké oligodeoxynukleotidy obsahujicich CpG (sODN),
které vSak samy o sob& aktivaéni schopnost nemaji. Struktura sODN je charakterizovana sekvenci
TCGTT. sODN tak mohou hrat dalezitou roli v podpotfe rozpoznavani gDNA, ktera kvili svému

obsahu, az 80 % metylovanych cytosini v CG nukleotidech, vykazuje nizkou indukéni aktivitu lidského
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TLRO. Timto zplsobem miize byt zvySena aktivace lidského TLR9 pomoci gDNA 1 pfi jeji limitni
koncentraci (Pohar et al., 2015; Pohar et al., 2017).

Dalsim faktorem modulujicim vazebné schopnosti gDNA na TLR9 je pfitomnost proteint
indukujicich zaktiveni DNA. Mezi tyto proteiny patii naptiklad histony H2A, H2C a cytosolicky protein
skupiny box s vysokou mobilitou (HMGBI1), ktery se spolu s granulinem vaze na CpG-DNA a
podporuje jeji interakci s TLR9. Z tohoto vyplyva, Ze aktivace lidskych TLRY je podminéna ptitomnosti
minimalné¢ dvou CpG motivl a zavisi predevsim na sekvenci, délce a zakfiveni fragmentu (Jin et al.,
2012).

V klidovém stavu se neaktivni receptory TLRY nachazeji v endoplazmatickém retikulu
dendritickych bun¢k a makrofagii. CpG-DNA je nejdiive piesunuta do ¢asnych endosomi, odkud je
pak transportovana do tubularniho lysozomalniho kompartmentu. E. Latz se svym tymem objasnil do
t¢ doby neznamy mechanismus bunécné aktivace, pii kterém dochazi k redistribuci TLR9
z endoplazmatického retikula do struktur s vysokym vyskytem a vychytavanim CpG-DNA. V téchto
mistech je pak zahajena transdukce signalni drahy (Latz et al., 2004).

Ve studiich zabyvajicich se zanétlivymi ucinky mtDNA pfi indukci signalizace pies receptory TLR9
bylo zjisténo, ze zvySeni mtDNA v krvi vede k aktivaci neutrofilti a zahajeni signalizace zahrnujici
nuklearniho faktoru kappaB (NFkB) (Zhang et al, 2014), coz ma za nasledek zvySeni exprese
prozanétlivych cytokinil jako jsou naptiklad tumor nekrotizujici faktor-a (TNF-a) a interleukin IL-I8
(Yuet al., 2013D).

Signalni drahy TLR jsou tizce spjaty s n€kolika endogennimi negativnimi regulatory, které pomoci
riznych mechanismi reguluji ukonceni signalizace a udrzeni imunitni homeostazy. Dysregulace
v téchto mechanismech, které chrani organismus pted pfehnanou imunitni odpoveédi a zanétlivou
signalizaci, mize ve svém kone¢ném dusledku vést k rozvoji celé fady patogenezi (shrnuto v Kumar,

2020)

3.2.2 Signdlni draha cGAS/STING

Po objasnéni mechanismu stimulace signalnich drah vedoucich k produkci IFN-1 ptes TLR9
v endozomu, ziistaval néjakou dobu stale zahadou mechanismus, jakym cfDNA indukuje imunitni
odpoveéd’ v prostiedi cytosolu. V roce 2012 byla provedena studie, diky které byl objasnén tento dosud
neznamy mechanismus detekce volné cytoplazmatické DNA prostfednictvim signalni drahy
c¢GAS/STING (Sun et al., 2012).

cGAS (cyklicka GMP-AMP syntaza) je cytosolicky senzor, ktery se vyvinul tak, aby byl schopen
detekovat predev§im dvouvlaknovou nukleovou kyselinu, nejcastéji pivodem z dsDNA virt a

retrovird, a nasledné pak indukoval antivirovou imunitni odpovéd’. Miize se na né&j vSak vazat i vlastni
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cfDNA, kterd byla uvolnéna do cytosolu z jadra ¢i mitochondrii (Sun et al., 2012; Ma & Damania,
2016).

V burice se tento receptor vyskytuje ve tfech formach, které zahrnuji cGAS vazany na bunééné
membrang, v jadre a volné plovouci v cytosolu (Sun et al., 2021). Bylo zji§téno, Ze nejvice zastoupenou
formou cGAS je ta, ve které existuje jako na jadernou membranu navazany jaderny protein. Pro
potlaceni vazby vlastni chromatinové DNA na jaderny cGAS je nezbytny cGAS tethering neboli tésné
navazani na jadernou membranu. Tento stav je kli¢ovy, nebot’ brani rozvoji autozanétlivych stavii a
vzniku autoimunitnich onemocnéni (Volkman et al., 2019; Boyer et al., 2020).

Na plazmatickou membranu se cGAS vaze prostfednictvim své N-terminalni domény rozpoznavajici
fosfoinositidy. Tato vazba, stejn¢ jako v jadie, hraje roli v omezeni interakce s vlastni cytosolickou
DNA, ktera by mohla vyustit v autoimunitni reakce (Barnett ef al., 2019). Na zakladé rizného poméru
distribuce forem cGAS mezi plazmatickou membranou a cytosolem je mozné se domnivat, Ze existuje
néco jako kontextové specificka regulace distribuce forem cGAS v bunééném prostiedi (Strzyz, 2019;
Barnett et al., 2019).

Mechanismus signdlni drahy spociva v detekci cytoplazmatické nukleové kyseliny senzorem cGAS,
ktery spousti slozitou kaskadu interakei a indukci exprese prozanétlivych interferonti (Wang et al.,
2020). cGAS je cyklickd GMP-AMP (cGAMP) syntaza, kterd piimo vaze DNA a tim katalyzuje
produkci ¢cGAMP. Produkované cGAMP dale hraje roli druhé¢ho posla a vaze se na stimulator
interferonovych genit (STING), ¢imz ho aktivuje. Aktivovany STING poté indukuje downstream
signalni drahy vcetné drahy kinazy TBK1, coz vede v k aktivaci transkripénich faktori zahrnujicich
interferon regulujici faktor (IRF) 3 a nuklearni faktor-kappa B (NF-kB). Tyto transkripcni faktory
vstupuji do jadra, kde nasledné aktivuji expresi konkrétnich genti, ¢imz je spusténa produkce interferonti
IFN-f nebo IFN typu 1 a zaroven je indukovana i antivirova a antibakterialni imunitni odpovéd’ (Obr.
4). Aktivovany STING se také zapojuje do aktivace dalSich imunitnich bungk, jako jsou T-lymfocyty a
NK bunky (Wu et al., 2013; Larkin et al., 2017).

V nékolika studiich bylo prokazano, ze draha cGAS/STING ma, kromé indukce interferond, klicovy
vyznam i pii spousténi autofagie (Obr. 4). Aktivovany STING se totiz spolu s aktivaci IRF3-
dependentni produkce IFN typu 1 ucCastni i signalizace v drahach, které zahrnuji také NF-xB, MAP
kinazy (MAPK) a STAT6a. Tyto mediatory a transkripéni faktory hraji dulezitou roli v tvorbé
autofagozomii po rozpoznani cytosolické dsDNA (shrnuto v Miizes et al., 2022). Tento poznatek také
dokazuje spojitost mezi pritomnosti cfDNA v cytosolu a spousténim autofagie. Hlavnim tG¢elem takto
navozené autofagie je eliminace cfDNA, kterd by svoji pifitomnosti v burice mohla zapficinit
autozanétlivé stavy v disledku trvalé imunitni stimulace. Cely tento proces je fizen autofagickym
proteinem Beclin-1, coz je kliCovy regulator autofagie a tedy i bunécnych procesti zodpovédnych za

degradaci a recyklaci bunéénych komponent. Ukéazalo se, ze aktivovany Beclin-1 interaguje jak
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s receptorem cGAS, tak i s proteinem STING. Dusledkem interakce s cGAS je snizeni produkce

cGAMP, coz vede k poklesu hladiny prozanétlivych cytokint a interferonu I (Liang ef al., 2014).
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Obr. 4: Prehled signalni drahy cGAS/STING (prevzato z Decout et al., 2021)

Existuji 1 dalsi zptsoby regulace této signalni drahy. Jeden z nich zavisi na mechanismu regulace
intracelularniho vackového transportu pomoci proteinu COPA. Po navazéni cGAS na STING dochézi
k translokaci STING do endoplazmatického retikula - Golgiho intermediarniho kompartmentu (ERGIC)
a Golgi, pficemz je tento mechanismus zavisly mimo jiné i na aktivit¢ GTPazy COP-II. Tento krok se
ukdézal jako dulezity zdroj lipidace proteinu 1A/1B-lehkého fetézce 3 spojen¢ho s mikrotubuly v procesu
biogeneze autofagozomi, coz ma také kliCovy vyznam pro clearance volné DNA v cytosolu (Gui et al.,
2019).

Z hlediska imunitni homeostazy je nezbytna negativni regulace, ktera zamezuje nadmérnému zanétu
v dasledku trvalé stimulace drahy cGAS/STING. V tomto ohledu ma velky vyznam degradace STING
po ukonceni signalizace. Degradace STING je realizovana pomoci proteazomalni drahy. Konkrétné je
za tento proces zodpovédna E3 ubiquitin ligiza TRIMS6, ktera zprostiedkovava lysin 63-vazanou
polyubikvitinaci STING (Tsuchida et al, 2010). STING mize byt degradovan i pomoci autofagie
zprostiedkované faktorem p62/SQSTMI1 fosforylovanym prostiednictvim TBK1, coz vede k fizené
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translokaci ubikvitovaného STING do autofagozémi. Bylo zjisténo, ze deficit p62 vede k neschopnosti
buitky degradovat STING, coz ma za nasledek nadmérnou produkci INF-1 a z&nétlivych cytokini
(Prabakaran et al., 2018).

Receptor cGAS optimalné rozpoznava linearni dsDNA o minimalni délce 20 a vice bp, bez ohledu
na jeji primarni sekvenci. Receptor miiZze rozpoznavat i DNA kratsi nez 20 bp, ta ale nedokéaze vyvolat
dimerizaci cGAS a tim aktivovat tuto signalni drahu (shrnuto v Yu & Liu, 2021).

Dale bylo zjisténo, Ze receptory cGAS vykazuji vy$si vazebnou afinitu pro nukleozomy, které
obsahuji histony, ve srovnani s dvouvlaknovou DNA bez histonll. Avsak ukazalo se, ze G¢innost pii
aktivaci této signalni drahy pomoci nukleozomi a nésledné produkci prozanétlivych cytokina IL-6, IL-
8, TNF a interferond prvni tfidy je niz§i v porovnani s dsDNA bez histont. I pies niz$i aktivacni
potencial je tohle stale jeden ze zplsobt, jak se organismu vlastni cfDNA muze podilet na produkci
urc¢ité hladiny prozanétlivych cytokinti a tvorby autofagozémi (Wang et al., 2020).

Detekce nukleové kyseliny zavisi kromé délky také na jejim tvaru a mechanické flexibilité, ktera je
charakterizovana i sekvenci a poskozenim: rozpoznadni DNA dlouhé az 200 bp miize byt stimulovano
zakiivenim pomoci mitochondridlniho transkripéniho faktoru A (TFAM) a proteinem HMGBI1
(Andreeva et al., 2017; Wang et al., 2022a).

3.2.3 Receptor AIM2

Receptory patiici do rodiny AIM2-like receptori (ALRs) jsou cytosolické senzory spoustéjici
vrozené imunitni signalizacni drahy v reakci na detekci dsDNA riizného pivodu. Lidské ALRs jsou
kédovany Ctyfmi geny nachazejicimi se na prvnim chromozomu — AIM2, IFI116, MNDA a PYHINI
(Biirckstiimmer et al., 2009; Fernandes-Alnemri ef al., 2009).

Nas bude z hlediska rozpoznani a vazby vlastni cfDNA zajimat receptor AIM2 (Absent in melanoma
2), ktery na zaklad¢ detekce DNA aktivuje tvorbu inflamazomu (Kerur ef al., 2011; Xu et al., 2021).
Receptor detekuje DNA dvousroubovici bez bliz§i specifity, coz déla z ¢fDNA nachazejici se
v cytosolu v diisledku naruseni integrity mitochondrii, jaderného obalu (Di Micco ef al., 2016) ¢i ptijeti
exozomu s organismu vlastni genetickou informaci (Lian et al., 2017) ideélni ligand.

O receptoru AIM?2 je také znamo, ze dokaze heterodimerizovat s faktorem p202, ktery jako jediny
z faktort HIN-200 neobsahuje N-koncovou pyrinovou doménu (Choubey et al., 2000). V nékolika
studiich byla nasledné popsana role p202 jako inhibitoru aktivace kaspaz, ktera je nasledkem vazby
dsDNA na receptor AIM2. Kromé toho vysledky naznacuji podil faktoru p202 na fenotypu
systémového lupusu vlivem modifikace odpovédi na cfDNA (Roberts et al., 2009; Li et al., 2014).

Vazba dsDNA na receptory AIM2 zavisi na rozdil od TLR9 vylu¢né na délce dané nukleové kyseliny.
Optimalni délka cfDNA pro vazbu na AIM2 je v rozmezi 80-300 bp. Délka DNA je také pfimo umérna
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aktivaci a velikosti imunitni odezvy (Jin ef al., 2012; Morrone et al., 2015). Poté, co je cfDNA
rozpoznana HIN doménou AIM2, pyrinova doména AIM?2 interaguje s PYD doménou inflamazomu
ASC. ASC obsahuje na C-konci kaspazu rekrutujici doménu (CARD), ktera interaguje s pro-kaspazou-
1. Tato interakce dava vznik inflamazomovému komplexu, ktery nésledné $tépi prokaspazu-1 (pro-
CAP1) na kaspazu-1 (CASP1). Takto vznikla kaspaza §tépi prozanétlivé procytokiny do jejich aktivni
formy a ty jsou poté uvoliiovany jako IL-1PB and IL-18. Cely proces tvorby inflamazomu zaroven

indukuje proces bunééné smrti (Obr. 5) (Fernandes-Alnemri et al., 2007; shrnuto v Kumari, 2020).

mitochondriaini
posk i

dsDNA
—: MTWMM% ®
! ®
AlM2 ¢
pyroptdza
N AM2
g &h inflamazom
@ []
@ O‘
Pro-IL-1B IL-1B
Pro-IL-18 IL-18
kaspéza-1
., 1Y)
— e §°¢
GSDMD N-GSDMD

nukleus

Obr. 5: Zakladni schéma zapojeni cfDNA do signdlnich drah prostrednictvim AIM2 (vytvoreno v

BioRender.com)

Dale bylo zjisténo, ze aktivace signdlni drahy prostrednictvim receptoru AIM2 slouzi jako endogenni
negativni regulator GAS/STING drahy. Pfi stimulaci této drahy totiz dochazi k indukci gasterminu D
pomoci kaspazy, ¢imz je indukovana tvorba poért a pyroptéza (Obr. 5). Ve studii z roku 2018 bylo
zjisténo, Ze takto aktivovany gastermin D potlacuje odpovéd interferonu I, ktery vznika v disledku

signalizace drahy cGAS/STING po detekcei cytosolické DNA (Banerjee et al., 2018).

3.3 Role ¢fDNA v imunomodulacnich a zanétlivych procesech

Volna cirkulujici DNA ma potencial vyvolavat zanét svym plisobenim na receptory zapojené v
imunologickych drahach. Dlouhodob¢ zvySena cfDNA a s ni spojeny zanét je vyznamnym faktorem

v celé fad¢ patogenezi véetné chronickych imunologickych onemocnéni.
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3.3.1 Imunomodulaéni role receptoru TLR

Role TLR receptord byla prokazana v patogenezi fady autoimunitnich revmatickych onemocnéni,
jako je napriklad systémovy lupus erythematodes (SLE) nebo revmatoidni artritida (RA). Tato
onemocnéni jsou definovana specifickymi protilatkovymi vzory a vyznacuji se ztratou tolerance B-
lymfocytt. U pacientd trpicich nékterym z této skupiny onemocnéni tak byly detekovany protilatky
proti vlastni RNA a DNA, které vznikaji pfi stimulaci pifes B-bunécné receptory (BCR) v B-
lymfocytech spolu s aktivaci signalizace ptes receptory TLR (Fischer, 2018; shrnuto v Fillatreau, 2021).

Konkrétné ve studii zabyvajici se mechanismem vzniku SLE byla zkouméana role receptorit TLR7,
TLR8 a TLRY. Bylo zjisténo, Ze receptory TLR7 hraji roli v fizeni reakci extrafolikularniho a
germinalniho centra, coZ je spojeno s aktivaci autoreaktivnich B-lymfocytt. Z tohoto hlediska se TLR7
ukazuje jako kriticky faktor pfi rozvoji SLE. Roli v tomto onemocnéni hraji také receptory TLRS8 a
TLRO, ackoli jejich tloha se zda byt spiSe prospésna a jejich signalizace pfispiva k utlumu produkce
prozanétlivych cytokinti a klinickych projevii SLE. Vysledky studie K. Niindela popisuji antagonistické
role TLRY a TLR7 v signalizaci pti rozvoji SLE, pfesny mechanismus vSak nebyl dosud objasnén. Tato
skuteCnost by mohla mit souvislost s odliSnymi typy autoantigent, které jednotlivé receptory
rozpoznavaji (Niindel et al., 2015).

Receptory TLRO jsou exprimovany celou fadou bunécnych typi. Detekce cfDNA jednotlivymi typy
bunek se mize vyrazné lisit z hlediska dopadil na organismus. Napiiklad ve studii z roku 2020 byla
prokazana uloha aktivace krevnich destic¢ek skrz receptory TLR9 po vazbé virové DNA (Banerjee et
al., 2020). Aktivované krevni desti¢ky hraji v organismu vyznamnou roli v koagula¢nich a zanétlivych
procesech a podle novych zjisténich i v endocytéze virovych ¢astic. Tyto poznatky jsou v souladu
s vysledky studie, kdy bylo pozorovano, ze krevni desticky byly aktivovany piimo v blizkosti
nekrotickych bunék pii akutnim poskozeni ledvin (Jansen et al., 2017). Tento jev by mohl byt vysvétlen
uvolnénim cfDNA mechanismem nekrézy a naslednym navazanim a aktivaci receptortt TLR9, které
jsou exprimovany krevnimi destickami. Kromé toho bylo zjisténo, Ze aktivita krevnich destiek
stimuluje nekrézu a tvorbu extracelularnich pasti neutrofild, ¢imz se opét uvoliuje velké mnozstvi dalsi
cfDNA. Samotné neutrofily také exprimuji TLR9, ¢imz mohou po navazani cfDNA taktéz podporit
proces NETozy. Zanétliva role cfDNA uvolnéné timto zptisobem byla zjisténa u poSkozeni srdecniho
endotelu (Paunel-Gorgiilii ef al., 2017) a pti zhorSeni akutniho poskozeni ledvin (Jansen et al., 2017).

Cela tada studii dava do souvislosti detekci vlastni cfDNA prostiednictvim receptoru TLR9 se
vznikem aterosklerozy. Bylo naptiklad zjisténo, ze infuze angiotensinu II zvySuje hladinu endogenni
cfDNA a ta je posléze rozeznavana TLRY, coZ mé za nasledek také zvySeni hladiny prozanétlivych
cytokinli zodpovédnych za rozvoj aterosklerozy v aorté. Na stavu celkového zanétu vyvolaného TLR9
se dale podili apolipoprotein E (ApoE), ktery se zapojuje do regulace drahy p38MAPK (Fukuda ef al.,

2019). V nedavné studii zkoumajici vliv elektronickych cigaret byly jako nasledek jejich uzivani
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zjistény zvySené hladiny cf-mtDNA v plazmé. Tato mt-cfDNA je rozpoznavana TLRO, v dasledku
¢ehoz je zvysena exprese tohoto receptoru na povrchu imunitnich bunék. Timto mechanismem vznika
imunologicka smycka, ktera je zodpovédna za celkové zvySeni produkce zanétlivych cytokint
prispivajicich ke vzniku aterosklerozy (Li ef al., 2021b).

Pusobeni cfDNA na receptory TLR9 mimo jiné hraje daleZzitou roli i v etiologii obezity spojené
s inzulinovou rezistenci. Hladiny ¢fDNA se u jedinct s visceralni obezitou zvySuji, ¢imz se aktivuji
receptory TLRY a zarovein se zvySuje i akumulace prozanétlivych M1 makrofagi v tukovych tkanich
(Hong et al., 2015). Chronicky stres zplisobeny nadmérnou vyzivou pak hraje roli v uvoliiovani mt-
cfDNA. Volnd mtDNA prostfednictvim nadmérné aktivace receptord TLR9 zasahuje kromé rozvoje
obezity i do etiologie metabolické dysfunkce asociované se ztu¢nénim jater a nealkoholického ztuénéni

jater. (shrnuto Shepard, 2020).

3.3.2 Imunomodulacni role signalni drahy cGAS/STING

Ve studiich z poslednich let se ukazuje, ze v patogenezi autoimunitnich a chronickym zanétem
vyvolanych onemocnéni hraje dilezitou roli zapojeni mitochondrialni cfDNA do imunomodulacnich
drah. Kromé toho byla volna cirkulujici mtDNA identifikovana také jako faktor vzniku obezity, ktera
je dusledkem interakce této mt-cfDNA v signalni draze cGAS/STING pii dieté s vysokym obsahem
tukl (Lood et al., 2016; Bai et al., 2020).

Z adipocytl je vlivem mitochondridlniho stresu uvoliiovana mtDNA, ktera je nasledné ihned
rozpoznana senzorem cGAS a indukuje aktivaci STING. To ma za nasledek aktivaci fosfodiesterazy,
ktera svym ucinkem snizuje hladiny cAMP a inhibuje signalizaci proteinkinazy A (PKA), coz vede
k celkovému utlumu termogeneze (Bai et al., 2020). Mitochondridlni cfDNA mize tuto drahu
stimulovat také v endotelidlnich bunikach, pokud jedinec ptijima potravu s vysokym obsahem kyseliny
palmitové. Indukce drahy cGAS/STING v tomto pfipadé vede k zanétu tukové tkané Ustici v obezitu,
inzulinovou rezistenci a glukézovou toleranci (Bai et al., 2017; Mao et al., 2017; Yuan et al., 2017).

Uvolnovani mtDNA miize byt dale indukovano intracelularnim lipopolysacharidem (LPS), ktery se
bézné nachazi ve vnéj§i membrané gramnegativnich bakterii. Uvolnéni timto mechanismem je zavislé
na kaspaze-11 a Gasderminu D, jejichz vzajemnou interakci dochazi k tvorbé pord v mitochondrialni
membrang, ¢imz je nasledné spusténa pyroptoticka bunéénd smrt. Takto uvolnéna mtDNA aktivuje
signalni drahu cGAS/STING a inhibuje transkripéni regulator YAP (yes-assocaited protein), ktery je
zodpovédny za fizeni bunécéné proliferace. V disledku toho dochazi k potlaceni proliferace a vaskularni
opravy po zanétlivém poskozeni (Huang et al., 2020).

Krom¢ toho oxidovand mtDNA, ktera je vypuSténa do extracelularniho prostoru spole¢né

s extracelularnimi pastmi z neutrofild (NET), mize svou stimulaci drah cGAS/STING prispivat
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k rozvoji onemocnéni podobnym lupusu. Jeji role byla déale potvrzena pfi rozvoji familiarni laterarni
skler6zy (ASL) a chronickych zanétlivych procesti, vedoucich k rozvoji autoimunitnich a
autozanétlivych onemocnéni (Lood et al., 2016; shrnuto v Kumar, 2019). Mezi dalS§i onemocnéni
vyvolané sterilnim zanétem, ktery je asociovan se zapojenim cfDNA do cGAS/STING signalni drahy,
patii ataxie-telangiektazie (Aguado et al., 2021), frontotemporalni demence (Elzinga et al., 2022),
Bloomtiv syndrom (Gratia ef al., 2019) a Huntingtonova choroba (Sharma et al., 2020).

Bylo zjisténo, Ze také STING hraje kli¢ovou ulohu v patogenezi SLE. STING, ktery je aktivovan
v navaznosti na detekci cfDNA, indukuje aktivaci tyrosin kinazy LYN, kterd stimuluje konvenc¢ni
maturaci v dendritickych buiikdch a diferenciaci plazmocytoidnich dendritickych bun€k — lidskych
monocytll. Nadmérna indukce této drahy vede u pacientli se SLE ke zvySené produkci interferonu I ve
srovnani se zdravou kontrolou (Thim-Uam et al., 2020). V procesu rozvoje SLE hraje roli i oxidovana
mtDNA, ktera je uvolnéna prostiednictvim NET6zy (Tumurkguu ef al., 2020). Ta pak stimuluje drahu
cGAS/STING, ¢imz se zvySuje systémovy zanét v téle a zaroven tak piispiva ke zhorSeni klinickych
pfiznaki tohoto onemocnéni (Lood ef al., 2016; Wang et al., 2018). Dalsim faktorem, ktery je zapojen
do rozvoje SLE, je intracelularni reguldtor signalizace zprostfedkované proteinem STING ve formé
konzervovaného transmembranového proteinu TMEM203. Tento protein interaguje se STING a
spolecné pak migruji a spolupracuji pti aktivaci kindzy TBK1 a transkripéniho faktoru IRF3, coz vede
k indukei cilovych genti v makrofazich (Li et al., 2019). Kromé& toho se ukézalo, Ze deficientni
TMEM203 vedl k inhibici STING. U pacientll s onemocnénim SLE byla detekovana vyrazné vyssi
hladina TMEM203 v T-lymfocytech v porovnéni se zdravou kontrolou (Li ef al., 2019). VSechny tyto
poznatky poukazuji na komplexni tlohu této signalizacni drahy v etiologii SLE a zaroven podporuji jeji
roli potencialniho imunomodulacniho cile v terapii.

Krom¢ autoimunitnich revmatickych onemocnéni je hyperstimulace cGAS/STING spojena i se
vznikem monogennich zanétlivych onemocnéni. Ta vznikaji v disledku deficitu endonukleazy TREX,
ktera patii mezi funkéni DNazy II. Jeji uloha spociva v degradaci dsDNA, ¢imz negativné reguluje
aktivaci drahy cGAS/STING (Zhou et al., 2022). Pii poskozeni tohoto regulaéniho mechanismu
dochazi k akumulaci cytosolické DNA a tim padem je draha cGAS/STING nepfiméiené aktivovana,
coz je spojeno se zvySenymi hladinami interferonu I. Tento stav muze vést az k rozvoji tézké
autoimunity (Gao et al., 2015). Do skupiny monogennich zanétlivych onemocnéni patfi napiiklad
Aicardi-Goutieresiiv syndrom (Crow et al., 2006), familiarni lupus omrzlin a retinalni vaskulopatie
s cerebralni leukodystrofii (shrnuto v Zhou et al., 2022).

Souvislost s aktivaci signalnich drah cGAS/STING byla dale detekovana i u onemocnéni
neurologické povahy, jakymi jsou napiiklad cerebralni ischemie nebo mrtvice. V tomto pifipad¢ vedlo
bunécné poskozeni nervove tkané k uvoliiovani velkého mnozstvi cfDNA, které se nasledné zapojovalo

do imunitnich signalnich drah, ¢imz byl vyvolan dalsi zanét (Li et al., 2020Db).
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3.3.3 Imunomodulaéni role receptoru AIM2

Uloha AIM2 v imunomudulaénich procesech byla za poslednich n&kolik let popsana jiz v celé fadé
studii. Bylo zjisténo, Ze interakce cfDNA s receptorem AIM2 muze taktéz hrat roli v rozvoji
autoimunitnich revmatickych onemocnéni. Konkrétné byla zvysena exprese AIM2 popsana v etiologii
onemocnéni jako RA, SLE, Sjégrentiv syndrom, atopicka kontaktni dermatitida a psoriaza (shrnuto v
Wang et al., 2022b; Zhu et al., 2021).

Trvala stimulace tohoto receptoru vyvolana zvysenou hladinou cfDNA vede k chronickému zanétu
v ruznych organech jako jsou naptiklad jatra (Kim et al., 2014), ledviny (shrnuto v Anders, 2016) nebo
klouby u pacientil s polyartritidou (Jakobs et al., 2015). Ve studii zkoumajici vliv zvySené aktivace
AIM2 v Kupfferovych buiikdch na poskozeni jater byla prokdzana tloha cfDNA v rozvoji ischemicko-
perfuzni hepatitidy spolu s chronickymi zanéty jater (Kim et al., 2014). U posSkozeni ledvinovych tubuld
pfi chronickém ischemicko-perfuznim poskozeni ledvin byl zanét zprosttedkovan aktivaci AIM2
inflamazomem v makrofazich. Takto vyvolané dlouhodobé zanétlivé stavy vedou k indukci trvalého
poskozeni tkan€ (Komada et al., 2018).

Souvislost mezi ptisobenim cfDNA na receptor AIM2 a rozvojem patologie byla nalezena i v ramci
onemocnéni nervové soustavy. Bylo zjisténo, ze trvala aktivace AIM2 v nervovy buiikach vyvolava
jejich apoptozu a pyroptodzu, coz prispiva k ischemickému poranéni mozku a mozkovému ischemicko-
perfuznimu poranéni mozku (Poh et al., 2021).

Stejné jako drahy TLR9 a cGAS/STING, také AIM2 se svou aktivitou podili na vzniku aterosklerozy
(Fidler et al., 2021). Vysledky studie z roku 2020 taktéz podporuji tlohu AIM2 pii vzniku aneurysmatu
bfisni aorty (Worthmann et al., 2020).

3.4 Uloha c¢fDNA v molekuldrnich mechanismech rakoviny

Volna cirkulujici DNA se zapojuje i do molekularnich drah Gizce spojenych s regulaci mikroprostiedi
cfDNA v signalnich drahach sjiz zminénymi receptory. Ty mohou mit jak tumorgenezivni tak
tumorsupresivni u¢inky. Vyznamnych zdrojem plazmatické cfDNA, ktera moduluje tumorové procesy,
je kromé nekrozy také vylu¢ovani v ramci NET.

Volna DNA muze hrat znacnou roli i pfi rakovinovém metastazovani prostfednictvim transformace
iniciovanych buné€k. V roce 1999 byla poprvé navrzena hypotéza genometastaze, ktera poukazovala na
to, ze nadorova cfDNA obsahujici dominantni onkogeny by mohla transformovat kompetentni buiiky
organt vzdalenych od karcinomu a tim podporovat metastazovani nadorti (Garcia-Olmo et al., 1999;

Aarthy et al., 2015). K horizontalnimu pienosu genetické informace mize dojit prostfednictvim piijmu
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cfDNA v apoptotickych téliscich nebo virtosomech pomoci fagocytézy. Takto pfijatda cfDNA je
schopna transformace genomu hostitelské bunky (Aarthy et al., 2015).

3.4.1 Neutrofilni extracelularni pasti (NET)

Kli¢ovou roli v metastazovani a celkové imunoeditaci pfi interakci karcinomu s imunitnim systémem
zprosttedkovavaji NET. Uloha NET by méla byt primarné protinadorového charakteru, atkoli existuje
mnozstvi ditkazl, ze NET maji i tumorgenezivni ucinek a podileji se na obnoveni aktivity rakovinovych
bunék, coz ma za disledek relaps nadoru, nekontrolovatelnou proliferaci a metastazovani. Rakovinové
bunky dokazou ovlivnit neutrofily, které nasledné do mikroprostiedi nadoru uvoliuji svoje NET. Takto
uvolnéné NET nasledné hraji klicovou roli v regulaci sekrece matrixovych metaloproteinaz a
prozanétlivych cytokind, ¢imz podporuji migraci a invazivitu nadoru. Aspekt invazivity je ovlivnén
predevsim schopnosti NET indukovat pfeménu epitelu na mezenchym v nadorovych buikach. Krom¢e
toho mohou NET podporovat §iteni nadoru prostfednictvim indukce angiogeneze a fyzické blokace T-
buné¢k snazicich se proniknou do mikroprosttedi nadoru (Schedel et al., 2020; Demkow et al., 2021).

Jednou ze slozek NET je i protein HMGBI, ktery podporuje vazbu DNA na receptor TLRY, ¢imz
aktivuje signalizacni drahy v rakovinovych buiikach. Protein HMGBI interaguje i s receptorem TLR4,
tim indukuje tvorbu NET a podporuje nadorovou transmigraci. TLR4 spousti signalni aktivaci drah p38
MAPK/ERK a vyrazné ptispiva ke zvySenému uvoliiovani zanétlivych cytokind (shrnuto v Demkow et

al.,2021; Tadie et al., 2013; Schedel et al., 2020).

3.4.2 Uloha TLR9 v molekuldrnich mechanismech rakoviny

Biologicka role cfDNA pusobici pres receptory TLR9 byla zaznamenana u celé fady karcinomt. Ve
studii zroku 2018 byla objasnéna signdlni uloha receptoru TLRY aktivovaného vazbou cfDNA v
proliferaci nadorovych bunck kolorektalniho karcinomu (CRC). Tato signélni dréha se v rakovinovém
bujeni uplatnila pfedev§im z hlediska usnadnéni migrace a invaze dalSich bunék. Vazba cfDNA
puvodem znadorovych bunck na receptor TLRY spustila downstream signalni drédhu zahrnujici
adaptorovy protein MyD88, jehoz aktivita indukovala uvolnéni chemokinu interleukinu 8 (IL-8)
v CRC. V této studii bylo také zjist€no, ze bunky, které na svém povrchu exprimuji receptor TLR9, po
oSetfeni cfDNA zvysily své prolifera¢ni schopnosti (Niu et al., 2018).

Mezi dalsi druhy karcinomti, do jejichz molekularni podstaty je prokazatelné zapojen receptor TLRO,
patii naptiklad rakovina prsu (Shi et al., 2020), rakovina prostaty (Zhao et al., 2014), rakovina plic
(Bauer et al., 2017), rakovina ovarii (Woezfeld et al., 2018) a melanomy (Burns & Yusuf, 2014).

Nékteré studie, které se zabyvaly vyzkumem téchto karcinomu, naznadily, ze tumorova cfDNA je
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uvoliiovana z bunék pomoci mechanismu aktivni sekrece, ne vSak vylu¢né prostfednictvim exozomd.
Biologicka funkce takto pfijaté cfDNA byla prokazana v proliferaci bune€k prsniho karcinomu (Shi et
al., 2020).

Rada studii se také zabyva molekularni podstatou propojeni signaliza¢ni drahy TLRO s regulaci
autofagie. Bylo potvrzeno, Ze autofagie ma znacny podil v regulaci aktivace a inhibice proliferace
rakoviny, udrzeni kmenovosti a rozvoji rezistence vuci protirakovinnym lékdim. Piesné mechanismy
téchto molekularnich procest vsak nejsou dosud pln€ objasnény (shrnuto v Levy & Thorburn, 2020).

Ve studii z roku 2016 byla popsana role TLR9 v indukci autofagie zavislé na bunécném stresu. Bylo
zjiSténo, ze stresové podminky, jako je napfiklad sérové hladovéni buniky nebo stimulace receptori
pomoci fragmentd CpG-ODN, indukovaly jak zvySeni autofagie, tak zvySeni exprese TLRO v
rakovinovych buiikach. Vysledky také naznacuji, Zze stimulace TLR9 piimo reguluje Casnou autofagii
po sérovém hladovéni (Lim et al, 2016). V navazujici studii bylo dale zjisténo, ze cfDNA
z rakovinovych bunék indukuje zvyseni faktorti spojenych s autofagii, jako jsou Beclinl, Atgl6L1 a
LC3B (Sipos et al., 2019). Osetteni cfDNA podpofilo celkové preziti builkky a aktivovalo
makroautofagii a lipofagii. Tyto poznatky poukazuji na zajimavy vztah mezi aktivaci TLR9 a
prezivanim a diferenciaci rakovinovych bunek (Sipos et al, 2019). V soucasné dobé je rovnéz
diskutovan terapeuticky potencidl v aplikaci kombinace cfDNA pochazejici z nadoru spolu s inhibitory
receptoru pro rustovy hormon IGF1R. Kombinace téchto dvou molekul by méla mit na rakovinovou
buriku antiproliferacni ucinek. Ten vSak lze zvratit paralelni inhibici signalizace TLR9 (Sipos ef al.,
2019).

Taktéz byla prokazana role interakce cfDNA s TLRY v modulaci protinddorové imunity po
chemoterapii. Ukazalo se, ze tumorova cfDNA, ktera plsobi prostfednictvim drahy TLRY, ¢astecné
zprostiedkovava adjuvantni u¢inek chemoterapie tim, ze podporuje akumulaci a vychytavani antigenu
a nasledné i zrani dendritickych bunék (DC) v nadoru. Takto indukované DC nasledné aktivuji dalsi
slozky specifické imunity, coz vede k celkové podpoie protinadorové imunitni reakce (Kang et al.,

2019).

3.4.3 Uloha cGAS/STING v molekularnich mechanismech rakoviny

Jako u predchozich dvou receptori, uloha cGAS/STING ve vyvoji nadoru muze byt jak
stimula¢niho, tak inhibi¢niho charakteru. Ve studii z roku 2021 byla u cGAS/STING signaliza¢ni drahy,
stejné jako u receptoru TLRY, prokazana role v regulaci apoptozy. Konkrétné¢ bylo zjisténo, Ze
cGAS/STING aktivuje drahy NF-kB a IRF3-IFNf indukujici apoptozu (Li et al., 2021a).

Vrozena imunitni detekce cfDNA prostiednictvim drahy cGAS/STING v dendritickych buiikach je

jednim z nejvyznamngjSich mechanismil z hlediska aktivace spontanni T-bunétné odpovédi proti

24



nadoru (Li et al., 2020c). Na druhou stranu bylo v nékterych studiich dokdzano, ze tato draha také
pomdhd imunitnimu uniku rakovinovych bunék v uréitych typech karcinomu, coz naznacuje
imunité poukazuji i vysledky né€kolika studii, které dokazaly, ze downregulace drahy cGAS/STING je
spojena se sniZzenim protinadorové imunitni odpovédi a s neptiznivou prognozou (shrnuto v Miizes et

al., 2022).

3.4.4 Uloha AIM2 v molekularnich mechanismech rakoviny

Uloha AIM2 byla prokazana v regulaci lokalniho mikroprostiedi nadoru. Zajimavé je, ze byl zjiitén
jak tumorsupresivni, tak tumorgenezni ucCinek v zavislosti na typu a stadiu onemocnéni.
Tumorsupresivni u¢inky AIM2 byly detekovany napiiklad v ptipadé melanomu, kdy zvysSena exprese
AIM?2 korelovala s inhibici fenotypu rakoviny. Tumorsupresivni roli, a tedy inhibici proliferace
rakoviny, zastava aktivace AIM2 spolu s navozenim pyroptdézy i u hepatocelularniho karcinomu,
karcinomu prsu, karcinomu délozniho ¢ipku infikovaného HPV, karcinomu prostaty, renalniho
karcinomu a karcinomu tlustého stfeva (Ponomareva et al., 2013; shrnuto v Zhu et al., 2021).

Tumorgenezivni uloha AIM2 byla naopak prokazana v n€kolika dalSich studiich, v nichz bylo
zjisténo, ze AIM2 mimo jiné podporuje vyvoj karcinomu plicniho epitelu. Vysoka exprese AIM2 byla
v tomto piipad€ spojena se Spatnou progndzou a prispivala k riistu a proliferaci nadorovych bunék
nezavisle na aktivaci zanétu. Bylo zjisténo, ze upregulace AIM2 moduluje mitochondridlni dynamiku
ke zvySené produkci mitochondridlnich ROS, coz dale pfispivd k indukci MAPK/ERK signalizace
potiebné pro riist a proliferaci rakovinnych bunék (Qi et al., 2020; Feng et al., 2022). U spinocelularniho
karcinomu byla zvysena exprese AIM2 asociovana s inhibici apoptdzy a podporou pieziti rakovinovych
bunék (Farshchian et al., 2017; shrnuto v Zhu ef al., 2021).

Kromé toho bylo zjisténo, ze AIM2 detekuje DNA 1 v jadfe, coz vede k aktivaci inflamazomového
komplexu a indukci apoptdzy. AIM2 zde detekuje dvouvlaknové zlomy gDNA vzniklé v disledku
ozafovani v ramci chemoterapie. Vysledkem je pyroptoéza v bunkach stievniho epitelu a kostni diené.
V buiikach kostni diené tento proces vede k selhani krvetvorby a z bunék gastrointestinalni vystelky
dochazi k uvolnéni velkého mnozstvi cfDNA prostfednictvim exozomu. Ty jsou nasledné vychytavany
imunitnimi bunkami a znovu spousti signaliza¢ni drahu ptes AIM2 receptory, coz vede ke zvySeni
hladiny prozanétlivych cytokint IL-1p a IL-18. Tyto cytokiny nasledné hraji tlohu ve spousténi
protinadorové imunity. Dysregulace v mechanismech detekce cfDNA pomoci AIM?2 a trvala aktivace
zanétu vede k radiacni gastrointestinalni toxicité a prijmu (Hu et al., 2016; Lian et al., 2017; Gao et al.,
2019). Nadmérna exprese AIM2 v téchto buiikach, ma za disledek také zpomaleni proliferace a vyssi

nachylnost k apoptotické bunécné smrti (Choubey et al., 2000).
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4 7.avér

Na volnou cirkulujici DNA bylo z biomedicinského hlediska po dlouhou dobu nahlizeno predevsim
jako na biomarker v souvislosti s autoimunitnimi a zanétlivymi stavy, rakovinou, neinvazivnim
prenatalnim vySetfenim nebo naptiklad pfi sledovani stavu po transplantaci organti. V soucasné dobé
se vSak vétsi diraz klade na odhaleni podstaty konkrétnich molekulérnich drah, do kterych je cfDNA
zapojena.

V ramci interakce cfDNA s receptory vrozeného imunitniho sytému byly doposud nejlépe popsany
signalni drahy indukované receptory TLRY, AIM2 a cGAS/STING. Detekce vlastni cfDNA
prostfednictvim kazdého z receptori zavisi na celé fade strukturnich faktord, mezi které patii naptiklad
délka, zaktiveni cfDNA, Cetnost nemetylovanych CpG motivil ¢i zda se cfDNA vyskytuje ve formé
ssDNA nebo dsDNA. Obecné lze fict, ze pro aktivaci receptoru TLRY je idealni ssDNA s vysokou
cetnosti CpG motivl v sekvenci. Vazba cfDNA na TLR9 je také modulovana nékolika proteiny, které
se vazou piimo na CpG-DNA a podporuji jeji interakci s TLR9. Receptor cGAS/STING pak optimalné
rozpoznava piedevsim linearni dsSDNA o minimalni délce 20 bp bez ohledu na primarni sekvenci, a
nakonec pro detekci cfDNA prostiednictvim AIM?2 je idealni dsDNA o délce mezi 80 a 300 bp. CfDNA
se z hlediska biologické aktivity lisi také na zaklad¢ jaderného ¢i mitochondrialniho ptivodu. Vzhledem
k evolu¢nimu ptivodu mitochondrii jejich sekvence obsahuje vysokou ¢etnost nemetylovanych CpG
motivil, coz hraje vyraznou roli pti aktivaci TLR9 receptoru. Mezi drahy, které byly popsany
v souvislosti s indukci prostrednictvim cf-mtDNA, vSak patii i signalni drahy spojené s receptory AIM2
a cGAS/STING.

Interakce cfDNA s jiz zminénymi receptory byla prokazana jak pti rozvoji zanétlivych stavi, které
mohou ustit v autoimunitniho onemocnéni, tak i v mechanismech, jez souvisi s progresi a regresi
nadoru, jako jsou metastdzovani ¢i autofagie. Ackoli je cfDNA takto vyznamny modulator
imunologickych drah, komplexni role cfDNA v dysregulaci téchto molekularnich mechanismi nebyla
prozatim zcela objasnéna. Nové poznatky timto smérem by mohly pfispét k vyvoji a zacileni 1écebné
terapie.

Vzhledem k tomu, Ze v cel¢ fadé¢ studii byla jako nejvyznamnéj$i mechanismus uvoliiovani
z hlediska kvantity cfDNA prokazana aktivni sekrece a zaroven byla experimentalné prokazéana role
cfDNA v mezibunécné komunikaci a dalich fyziologickych procesech, dalsi vyzkum biologickych
ucinkt ¢cfDNA by mohl piinést lepSi pochopeni molekularnich mechanismti zodpovédnych za

fungovani organismu.
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