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Abstrakt

DuleZitou soucasti vrozené imunity ¢lovéka jsou protivirové interferony. Jejich indukce spociva
v aktivaci signdlnich drah, které jsou spustény po rozpozndni patogenni RNA a DNA v burice, nebo
endogenni DNA nepfirozené v burice umisténé. Tato detekce je zprostfedkovana RNA a DNA senzory.
Mezi nejdlleZitéjsi DNA senzory patii cGAS a IFI16, jejichZ spolecna funkce je schopnost indukovat
interferon pres centralni adaptérovou molekulu signalizace STING. Oba senzory se vyskytuji
v cytoplazmé i jadie bunky. cGAS plni kanonické funkce spojené s detekci virové DNA v cytoplazmé,
syntézou dinukleotidu cGAMP, ktery aktivuje adaptérovy protein — STING. V jadfe cGAS inhibuje
opravy DNA a podporuje tumorogenezi. IFI16 rozpoznava genomy DNA virQ v jadre, kde také pUsobi
jako restrikéni faktor potlacujici replikaci virQ v jadre. V cytoplazmé interaguje je dlleZitou soucasti
komplexu s proteinem STING. Novéjsi studie poukazuji na nové nekanonické funkce cGAS, které se poji

k autofagii a roli IFI16 v indukci odpovédi vrozené imunity pfi poSkozeni DNA.

Klicova slova: vrozena imunita, indukce interferont, RNA senzory, DNA senzory, STING, cGAS, IFI16

Abstract

Antiviral interferons play a crucial role in human innate immunity. The induction of interferons
relies on the activation of signalization cascades which are initialized by the recognition of pathogen-
derived RNA and DNA in the cell or unnaturally located endogenous DNA within the cell. This
recognition depends on RNA and DNA sensors. Among the most important sensors are cGAS and IFI16
which interact with the central adapter molecule of signalling — STING. Both of these sensors are
located in the cytosol and the nucleus of the cell. cGAS’s canonical functions include the detection of
viral DNA in the cytosol, the synthesis of dinucleotide called cGAMP and subsequent activation of the
adaptor protein STING. In the nucleus cGAS inhibits the repair of damaged DNA and therefore
promotes tumorigenesis. IFI16, however, detects genomes of DNA viruses in the nucleus, where it also
acts as a restriction factor therefore abrogating viral replication. In the cytosol IFI16 is an important
component of a complex comprised of IFI16 and STING. Newer studies highlight the non-canonical
roles of cGAS in autophagy and IFI16 in the IFI16-mediated induction of innate immune response due

to DNA damage.

Key words: innate immunity, induction of interferons, RNA sensors, DNA sensors, STING, cGAS, IFI16
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1. Uvod
Viry jsou nejpocetnéjsi a nejdiverzifikovanéjsi formou Zivota, jenZ ho provazeji od jeho

prehistorickych pocatka.

Viry jakoZto obligatni vnitrobunééni parazité vedly, vedou a budou vést neustaly boj se svymi
hostiteli, ktefi se proti virové infekci snazi branit. Tento proces se nazyva ,zavod ve zbrojeni“ a
v pribéhu evoluce Zivota hraje velmi duleZitou roli, jelikoz pfi ném doslo k vyvinuti obrannych
mechanismU jak u prokaryot, tak u eukaryot. Jeliko?Z je ,,zavod ve zbrojeni“ vzajemny, tak viry vynalézaji
zpUsoby, jak tyto obranné mechanismy zneskodnit, ¢i je obejit. JelikoZ je generacni doba vir velmi
kratka a koevoluce s jejich hostiteli trva jiz véky, neexistuje témér Zzadny obranny mechanismus, ktery
by nedokazaly prekonat. | pfes to, tento svét neni dominovan viry z nékolika divodl. Fundamentalni
princip parazitismu spociva v preziti hostitele co nejdelsi dobu, aby jeho parazit z tohoto stavu mohl
Cerpat co nejvice. Pfed¢asna smrt hostitele, ¢i mutace, kterd by pfinasela velkou vyhodu viru, avsak
znacné snizila populaci hostitelll, ultimatné vede k ztratovym podminkam na obou stranach. Pocet
druh( virQ, co zpUsobuji letalni virové infekce je oproti poctu komenzalnich vztah( viru s hostitelem
minimalni, coZ mGZeme napftiklad pozorovat v mikrobiomu lidského stfeva, kde bakteriofagové infikuji

a eliminuji stfevni bakterie.

Druhy divod, ktery je pro tuto préci dulezitéjsi a poji se Skodlivymi virovymi infekcemi je
existence komplexniho imunitniho systému. Imunitni systém je sloZzen z velkého mnoZstvi slozek a
mechanism, které jsou vzdjemné funkéné propojené a slouzi k omezeni Sifeni viru ddle v organismu.
jsou indukovany pfi infekci. Klicovymi molekulami pro indukci interferond jsou receptory schopné
rozpoznat patogenni struktury. Pro rozpoznani vird hraji ddleZitou roli senzory nukleovych kyselin. Tato
prace je snahou shrnout poznatky o duleZitych senzorech cGAMP syntdzy (cGAS) a interferonem
indukovaném proteinu 16 (IFI16) a adaptérové molekule STING (stimulator interferonem podminénych

genu), pres kterou vedou signaliza¢ni drahy k produkci interferonu.



Cilem této prace je:

predstavit DNA senzory cGAS a IFI16 jako klicové molekuly pro detekci genomU DNA vird. Prace
by méla shrnout poznatky o zplsobech, jakym tyto sensory detekuji virové DNA a indukuji signalizaéni

drahy vedouci k produkci interferonu.



2. Vrozena imunita

Vrozena imunita je termin oznadujici obranny systém hostitele pred infekci, ¢asto nazyvany
prvni linii obrany. Vrozenou imunitu je mozZné rozdélit do nékolika kategorii. Mezi tyto kategorie patfi
vnéjsi fyzické bariéry, jako je klQze, nebo sliznice, humoralni a bunécné podminéné mechanismy,
shrnuto v (Zimmerman et al., 2010). Vrozena imunita souc¢asné slouzi k udrZzovani homeostaze, regulaci
a aktivaci adaptivni imunity (Janeway, 1989). Tato prace se bude podrobnéji zabyvat humoraini

slozkou, konkrétné cytokiny.

Cytokiny jsou rozpustné proteiny vrozené imunity, které jsou konzervovdny napfi¢ vSemi
obratlovci (Riera Romo et al., 2016)*. Funkci cytokinu je velké mnoZstvi, mezi ty nejmarkantné;jsi patfi
role v diferenciaci, regulaci a vyvoji bunék imunitniho systému. U¢inky cytokin( jsou pleiotropni a
nékteré hraji roli v produkci ostatnich druhl cytokin(. Z toho vyplyva, Ze jakakoliv porucha v regulaci
téchto proteind vede ke zhorSenému stavu vrozené i adaptivni imunity a k autoimunitnim nemocem.
Cytokiny mUZeme rozdélit do nékolika skupin, které se od sebe odlisuji svymi biologickymi aktivitami,
genovymi sekvencemi, receptory a signalnimi drahami, se kterymi jsou funkéné spojené. Do této
skupiny spadaiji faktory nekrézy nadord (TNFs), transformujici ristové faktory (TGFs), interleukiny (ILs)
a interferony (IFNs). K tvorbé cytokinl dochazi, kdyz se T lymfocyt aktivuje po stfetnuti s antigenem,
nacez produkuje IL-2, ktery navozuje imunitni odpovéd ve formé klondalni expanze a nasledné produkce
ostatnich pro-zanétlivych cytokinl (O’Shea et al., 2002)*. CD4* T lymfocyty se diferencuji do dvou
druhd pomocnych T bunék: Tyl a Th2 (Mosmann et al., 1986). Jak je ukazano na Obr.1, tato diferenciace
je podminéna IL-12, ktery aktivuje signalni transduktor a aktivator transkripce (STAT4) v lymfocytech.
Zaroven Tyl produkuji IFN-y, ktery bude podrobnéji zminén pozdéji. Tu2 tvofi IL-4, tlumici interleukin
bunécné podminéné vrozené imunity, jehoz druhd funkce spociva v navozeni alergickych reakci. Oba
druhy hraji svou roli v potlaceni vrozené imunity pres tvorbu imunosupresivnich cytokinG IL-10 a TGF-

B (O’Shea et al., 2002)*.
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Obr. 1: Schéma diferenciace CD4* T lymfocytl do druh pomocnych T bunék Thl a Tu2 skrze IL-4 a IL-12. Zatimco
Tul podporuje bunécné podminénou imunitu a ddle poskytuje zvySenou obranu pred vnitrobunéénymi parazity,
Tu2 plsobi protichGdné. IL-4 narusuje diferenciaci prvniho druhu a potlacuje bunécéné-podminénou imunitu,

avsak navozuje alergické reakce a brani hostitele pred helminty (O’Shea et al., 2002).

Mezi dalsi vyznamné interleukiny patfi IL-1, IL-2 a IL-6, jak jiz bylo zminéno vy3e, IL-1 a IL-6 jsou
sekretovany v epidermis. Interleukin 1 se vyskytuje ve dvou variantach: IL-1a a IL-1B. Obé varianty
vykazuji podobné, avsak ne stejné biologické aktivity po navazani na sv(ij receptor IL-1R. Mezi tyto
aktivity patfi produkce Sirokého spektra cytokint, chemokin( a navozeni zanétlivych reakci, ve kterych
je IL-1 nadfazeny ostatnim interleukinim. Aktivovana kaspaza-1, zahajuje tvorbu IL-1 a jeho Stépeni do
aktivnich forem (Keller et al., 2008). Strukturnim homologem IL-1 je IL-1 RA, ktery se vaze na IL1-R,
avSak neiniciuje zZadné imunitni odpovédi, a tudiZ je antagonistou IL-1 (Eisenberg et al., 1990).

Interleukin 1 taktéz indukuje produkci IL-6 (O’Shea et al., 2002)*.

Interleukin 2 ma jak imunosupresivni, tak i imunostimulacni uc¢inky. Za zminku stoji schopnost
indukce cytokind IFN-y a TNFs, bujeni lymfoidnich bunék, zamezeni i navozeni apoptdzy lymfocytl, coz
v prvnim pfipadé vede ke stimulaci imunitnich odpovédi (O’Shea et al., 2002)*. Takzvana pasivni
bunécna smrt nastava, kdyz se zastavi interleukinova signalizace, coz vede k vypusténi cytochromu c a
aktivacniho faktoru 1 apoptotické protedzy (APAF1), ktery aktivuje kaspazu 9 a dalsi s ni spojené
kaspazy, coz vede k bunécné smrti. Pfitomnost IL-2 pasivni apoptézu neguje (Lenardo, 1991). Druhy
typ bunécné smrti spojeny s IL-2 je aktivitou vyvolana bunécna smrt (AICD), pfi které receptor Fas
(CD95) je okupovdn interleukinem 2. Pfi opusténi Fas receptoru dochazi k rekrutaci domény bunécné
smrti spojené s Fas (FADD), coZ podobné jako pfi pasivni apoptdze vede k aktivaci kaskady kaspaz a
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nasledné bunécné smrti. Naopak diferenciace Tu2, pro kterou je IL-2 dlleZity, jakoZto i apoptdza vedou
k potlaceni imunitniho systému. Stejné jako IL-1 ma IL-2 svij receptor zvany IL-2R, coZ je komplex
slozeny ze tfi podjednotek: IL-2Ra, IL-2RB a fetéz y.. Vazebné misto pro interleukin je pravé na y. a

vyskytuje se i u ostatnich typUl interleukin(, jako IL-4, IL-7, IL-9, IL-14 (O’Shea et al., 2002)*.

Interleukin 6 opét spada svymi funkcemi mezi pleiotropni interleukiny. Je dilezity pro mnozZeni
B lymfocytll, hematopoézu, reguluje imunologické reakce akutni faze a navozuje zanétlivé reakce. Jak
jiz bylo zminéno vyse, jeho produkce je indukovana IL-1 a tudiz koncentrace IL-6 v séru odrazi
biologickou aktivitu IL-1 (Kleemann et al., 2008)*. Mimo jiné i podporuje diferenciaci Tu2 pres indukci

IL-4, ale zaroven tlumi diferenciaci Tyl nezavisle na IL-4 (O’Shea et al., 2002)*.

TNFs jsou dalsi skupinou cytokin(, které, podobné jako ostatni slozky humoraini imunity, maji
dvojité ucinky na imunitni odpovédi a to imunosupresivni, tak i imunostimulacni. Pro-zanétlivé
charakteristiky TNFs jsou obecné znamy, kdy aktivuji makrofagy a dochazi k indukci pro-zanétlivych
cytokin( jako IL-1 a IL-6, avSak inhibi¢ni Uc¢inky byly odhaleny pozdéji. K inhibici dochazi pres bunécnou
smrt T lymfocyt( a zablokovani jejich signalizace pres receptory a na konec stimuluji tvorbu cytokin(

potlacujicich imunitni odpovédi (O’Shea et al., 2002)*.

V prlibéhu evoluce se vyvinuly uréité detekéni systémy, které jsou schopny rozlisit cizi od
vlastniho, homeostazi a stav nebezpedi. Vrozend imunita rozpozndvd molekuldrni motivy spojené s
patogeny (PAMPs), které pochazi z invadujicich patogen( a molekularni motivy spojené s poskozenim
(DAMPs), molekuly vznikajici endogennim stresem. Toto rozpoznavani je vykonavano receptory
rozpoznavajicimi molekularni motivy (PRRs). Po interakci PRRs s PAMPs, ¢i DAMPs se spousti signalni

drahy vedouci k produkci IFN-a, IFN-B a dalSich cytokin (Chen & Nufiez, 2010)*.

2.1. Inflamazomy

Jak je znamo, zanétliva reakce je akutni odpovéd téla na infekci, nebo poruseni tkané ve snaze
minimalizovat poskozeni organismu. Se zanétlivymi reakcemi se poji inflamazomy, skupina
multimernich cytosolickych proteinovych komplex(i schopnych detekovat endogenni a exogenni
stimulanty, které svou pfitomnosti navozuji zanét (Martinon et al., 2002). Zatimco endogenni
stimulanty jako krystaly uratu sodného, ¢i fosfore¢nanu vapenatého pochazeji ze Spatné fungujicich, Ci
stresu vystavenych bunék, exogenni stimulanty pochazeji z patogen( (Martinon et al.,, 2006).
Nedostatecny zanét muze vést k persistentnim infekcim, zatimco prehnana zanétliva reakce vede ke
chronickym nemocem. Jak jiz bylo feceno, PAMPs nebo DAMPs indukuji po interakci s PRRs tvorbu
cytokin(, véetné téch, které podporujici zanétlivou reakci (Chen & Nuiez, 2010)* jako IL-1, ktery je
nadfazeny ostatnim interleukinllm v navozovani zanétlivych procesd (Dinarello, 1998). Hlavnimi
strukturnimi slozkami inflamazomu jsou NOD-podobné receptory (NLRs) a AIM2-podobné receptory

(ALRs). Pro NLRs je typickd pritomnost nukleotid-vazebné domény (NBD), ktera je potfebna pro
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oligomerizaci a vytvoreni inflamazomu, a také leucin bohaté domény (LRR), zodpovédné za inhibici
inflamazomu. Zarovernn NLRs mohou obsahovat pyrinovou doménu (PYD) a kaspazovou aktivacni a
rekrutujici doménu (CARD). ALRs maiji také pyrinovou doménu, avsak od NLRs se lisi ve vazebné
doméné HIN. NLRs a ALRs se po stimulaci oligomerizuji do podpUrné struktury, jejiz hlavni funkci je
schopnost aktivace kaspazy-1 (Strowig et al., 2012)*. Kaspaza-1 se pred aktivaci nachazi jako
prokaspdzal, ve své inaktivni formé. Po obdrZeni aktivacniho signalu se inflamazom aktivuje.
Receptory NLRs a ALRs rekrutuji pro-kaspazu-1 obsahujici doménu CARD, ktera interaguje s doménou
CARD AIM/NOD-podobnych receptort, coz vyustuje v aktivaci inflamazomu. Druhy mozny zplsob
aktivace je pomoci pyrinové domény, ¢i adaptérové molekuly ASC obsahujici CARD i PYD (Martinon et

al., 2002). Jak uz bylo vyse zminéno, kaspdza-1 zaroven fidi sekreci IL-1a a IL-1B (Keller et al., 2008).

Nazvy inflamazom( se odviji od podpUrnych proteind, kterymi jsou tvoreny. Vétsina je sloZzena
z jednoho, i dvou NLRs, avsak jsou i inflamazomy tvofeny AIM2 a pyrinem, které neobsahuji NLRs
(Hornung et al., 2009). Pfikladem jsou inflamazomy NLRP3, NLRC4, NLRP6 a AIM2, shrnuto v (Strowig

.....

PAMPs tak i bakteridlnimi toxiny (Franchi et al., 2007).

Regulace inflamazomu je velmi pfisné hlidana, nadprodukce cytokin(, ¢i zvysena frekvence
bunécné smrti by totiz mohla vést k vedlejSim ucinkdm, jako septickému Soku, kterym se chce
organismus vyvarovat. Ztohoto divodu jsou inflamazomy regulovany nékolika zplsoby. Prvnim
zplUsobem je regulace na transkripéni a post-transkripcni Urovni, kde se omezuje exprese senzorl
inflamazomu. Naptiklad produkce NLRP3 je ve vétSiné bunécnych typl nizkd a vyzaduje aktivacni signal
(Strowig et al., 2012)*. Tento signal je oznacovan jako signal | a spadaji do néj reaktivni formy kysliku
(ROS), cytokiny i mikrobialni ligandy. Alternativni sestfih inflamazomovych slozek vede k tvorbé novych
variant s jinymi vlastnostmi (Bryan et al., 2010). Dal$im zplsobem omezeni inflamazom je separace
jednotlivych sloZek, tudiz nedochazi k tvorbé inflamazomu, ¢i pfimou inhibici kaspazy -1 (Bruey et al.,
2007). Autofagie, jeden z procesu, ktery je spojen s bunéénym stresem, také reguluje aktivitu
inflamazomu. PFi autofagii dochazi k degradaci proteinovych shlukd a recyklaci metaboliti. Pokud

autofagie neprobihd, dochazi ke snizeni prahu pro aktivaci inflamazom{ (Saitoh et al., 2008).

2.2 Interferony

Mezi cytokiny se také radi interferony (IFNs), podle kterych byly popsany ostatni tfidy cytokinG
jejich funkce, signdlni drahy a receptory (Pestka et al., 1987). Interferony hraji zasadni roli v ¢asné
protivirové obrané. Zaroven poskytuji hostiteli po jejich sekreci pro viry nepfiznivé vnitrobunécné
podminky zahrnujici interferenci s virovou replikaci a smérovani dalSich sloZzek imunitniho systému do
mista infekce. PFi virové infekci je indukovana produkce IFNs v infikované burice, ze které jsou

sekretovany. Interferony sekretované z infikované burky svou aktivitou vytvari komunikacni sit mezi



ostatnimi sousedicimi burikami vyustujici v indukci gend stimulovanych interferony (ISGs), jejichz
primarni funkci je navozeni dalSich proti-virovych stavd, které budou spolecné s ISGs vysvétleny

podrobnéji nize (Pestka et al., 2004)*. Interferony se déli do tfi hlavnich skupin: Typ I, Typ I, Typ lll.

Do prvniho typu se fadi 7 tfid IFN: a, B, €, K, w, §, a T. Tyto interferony jsou tvofeny vétSinou
bunék lidského téla. Spoleénym prvkem interferont Typu | je jejich receptor IFNAR tvoreny dvéma
fetézci IFNAR1/2, ktery po navazani interferonu aktivuje Janusovy kindzy (JAKs) typu Jakl a tyrosin

kinazy 2 (TYK2) a nasledné signalizace vedouci aZ k produkci ISGs (Pestka et al., 2004)*.

Typ Il interferon(l je zastoupen pouze jednim druhem — IFN-y, ktery je produkovan
aktivovanymi burikami imunitniho systému, NK burikami a T-lymfocyty (Gray et al., 1982). IFNs-y jsou
tvoreny T-lymfocyty v pfipadé, Ze detekuji mitogen, nebo jsou stimulovani antigenem (Ortaldo et al.,
1983). Na rozdil od IFNs | se IFNs Il vaZi na svUj vlastni receptor IFNGR, ktery jako u Typu | je sloZeny ze

dvou fetézcu a slouZi k aktivaci kinaz a indukci signalizace.

Tretim typem jsou nejméné charakterizované interferony, které byly dfive povazovany za
interleukiny. Svou produkci jsou vazdni zejména na epitelialni povrchy. Jejich druhé oznaceni je IFN-A,
pod které spadaji IFN-A1 (IL-28A), IFN-A2 (IL-28B), IFN-A3 (IL-29). Tyto interferony jsou svoji strukturou
pfibuzné IFN Typu | a interleukinu 10, se kterymi sdileji i ¢ast svého receptoru. Stejné jako u predeslych

typU interferond, i zde dochazi k signalizaci zprostfedkované kindzami (Sheppard et al., 2003).

Pti infekci, ndsledné transkripci genu pro IFNs a translaci jsou IFNs sekretovany ven z buriky.
Jak mUZeme vidét na Obr.2, IFNs se parakrinné prenasi k sousedicim burikam, kde jsou rozpoznany
interferonovym receptorem. Z tohoto receptoru je aktivovana signalni draha JAK/STAT vedouci pres
aktivaci Janusovy kinazy (JAK) a nasledné signdiniho transduktoru a aktivatoru transkripce (STAT)

k indukci transkripce ISGs a produkce interferony regulovanych protein(l (Pestka et al., 2004)*.
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Obr. 2: Schématické zobrazeni indukce a sekrece IFN. Bufika vlevo produkuje IFN-a a IFN-B jako odpovéd na
infekci virem a IFN-y po stimulaci antigenem, ¢i mitogenem. Mezi burikou tvofici IFN a sousedicimi burikami
dochazi k parakrinnimu prenosu. Napravo je burika, ve které IFN vazany na receptor na jejim povrchu spousti
drahu signalni transdukce vedouci k syntéze interferony regulovanych protein(, které navodi antivirové prostredi

uvnitt bunky, vedouci k inhibici replikace viru. Upraveno podle (Pestka et al., 1983).

Mezi kinazy aktivované vazbou interferonu na receptor IFNAR patii JAK4 a TYK2, jejichz funkce
spociva ve fosforylaci STAT1 a STAT2, které formuiji trimerni komplex IFN-stimulovany genovy faktor 3
(ISGF3), slozeny ze STAT1/2 a IRF9 (Obr. 3) (Haque & Williams, 1994). ISGF3 je transkrip¢ni faktor, ktery
se po translokaci do jadra vaZze na ISRE oblasti gend stimulovanych interferony, ¢imz zahajuje jejich
transkripci. Jaderny interferonovy regulacni faktor 2 slouzZi jako negativni reguldtor transkripce
aktivované ISGF3, tudiz jeho nepfitomnost vyustuje v masivni produkci IFN Typu | (Hida et al., 2000).
U signalizace IFN-y dochazi k homodimerizaci STAT1, po ¢emZ dochazi k navazani na jaderny GAS (y-
aktivovana sekvence) a nasledné indukci ISGs, podobné jako u ostatnich typl IFNs (Petricoin et al.,
1994). Jak/STAT signalni drédha také indukuje produkci IRF7, ktery zesiluje transkripéni odpovédi na
virovou infekci indukci exprese jinych gen(l pro IFN-a, které nejsou indukovany v prvotné infikované

burice (Marié et al., 1998).



Type | IFN Type Il IFN Type lll IFN

- Q

IFNGR1

IFNGR2
IFNAR1 IFNAR2 IL10R2 IFNLR1
Cytoplasm g 3
yt P r/_,; ——1 QAKEI JAK:D r/_..— . __\‘
@<= el

P .t =
( MAPKIUNK 8
\ pathway | - (Ml
' I ! Ay 4
! E oar
Nucleus
SR 1srE MAVA “aAs YR JRYI 1sre MAYA
.[ gesHy
QIRF2) oo
Obr. 3: Schéma signalni transdukce indukované IFNs typu I, Il, Ill po navazani na jejich receptory. Typ | se vdZe na

povrchovy receptor IFNAR2, ktery nasledné interaguje s IFNAR1 a dochazi k aktivaci kindz TYK2 a JAK1, které se
vazou na cytoplazmatické ¢asti receptoru. Kindzy poté fosforyluji STAT1 a STAT2, coZz umozZiiuje navazani IRF9 a
nasledné slozeni heterotrimerniho komplexu ISGF3. Homodimerizace STAT1 vede k formaci GAF (y-asociovany
faktor). Oba tyto faktory translokuji do jadra, kde ISGF3 indukuje expresi ISGs pres ISRE, zatimco GAF pres GAS
sekvenci. V jadre se nachazi IRF2, ktery inhibuje expresi indukovanou ISGF3. IFN typu | zarovenn mlze indukovat
signalni drahu vedouci pres mitogenové asociovanou protein kindzu (MAPK), ¢i pres kindzu JNK. Druhy typ
interferon( se vaze na receptor IFNGR1 homodimer. Poté se pfipoji podjednotky IFNGR2. Napojeni IFNGR1/2
vede k prvotni fosforylaci JAK1, JAK2 a druhotné fosforylaci STAT1 ktery tvofi homodimer GAF. Interferony y také
aktivuji ISGF3, avsak sila aktivace je v poméru s IFN Typu | slaba. Interferony A se vazi na receptor IFNLR1, ktery
podobné jako u IFN-a rekrutuje svoji druhou podjednotku, avSak v tomto pfipadé to je ILLOR2. Nasledné dochazi
k aktivaci TYK2 a JAK1 kinaz, fosforylaci STAT1 a STAT2, pfipojenim IRF9, formaci komplexu ISGF3 a jeho
translokaci do jadra a indukci ISGs z ISRE sekvence IRF2 (Negishi et al., 2018).

Existuji dva typy IFN stimulovanych gen( podle toho, v jaké fazi infekce jsou aktivovany, avsak

spoleé¢nou funkci jejich produktl je navodit vnitrobunécny proti virovy stav, ktery vede az k smrti



interferony stimulované burky, aby se zabranilo Sifeni virové infekce do okoli. ISGs rané faze zahrnuji:
ISG15/56, interferonem stimulovany gen rané faze (RANTES), indukovatelnou syntazu oxidu dusnatého
(INOS) a hlavni histokompatibilni komplex | (MHC [). Funkce produktd téchto gen( se lisi, INOS ma
antibakteridlni charakter svou produkci oxidu dusnatého, ISG56 zamezuje translaci mRNA interakci
s p48 podjednotkou elongacniho iniciaéniho faktoru 3 (elf3) a MHC | vystavuje antigenni peptidy na
svlj povrch pro rozpoznani Ty burikami. Mezi takzvané ISGs opozdéné faze patfi geny pro dsRNA
aktivovanou kindzu (PKR), 2°-5’cligoadenyldt syntdzu (OAS), RNdza L a IRF7. RNaza L i 2-5'0AS
degraduji RNA (Grandvaux et al., 2002)*, zatimco PKR a IRF3 hraji roli v bunécéné smrti a zastaveni
proteosyntézy. Fosforylace jaderného IRF3 vede kjeho konformacni zméné, kterd je nutnd pro
interakci s pro-apoptotickym proteinem Bax. Komplex IRF3-Bax translokuje do mitochondrie, kde
aktivuje kaspdzu 9 a sni spojené uvolnéni cytochromu c do cytosolu, coz vede k bunécné smrti

(Chattopadhyay et al., 2010).

3. Rozpoznani nukleovych kyselin

Molekularni motivy spojené s patogeny (PAMPs) zahrnuji ¢asti bunécné stény jako
lipopolysacharidy, peptidoglykany, glykany, ale i bakteridlni proteiny typu flagelin. Pro rozpoznavani
virll jsou dualezité PAMPs ve formé nukleové kyseliny DNA a RNA (Hayashi et al., 2001). Rozpoznani
exogennich nukleovych kyselin pfi virovych infekcich je klicové pro indukci IFN typu | v infikovanych
burikdch a navozeni proti-virového prostredi v burikdch okolnich (Obr. 3). Z tohoto dlivodu se evolu¢né

vyvinuly senzory exogennich nukleovych kyselin RNA a DNA (Obr. 4) (Janeway, 1989).
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Obr. 4: Schéma navozeni protivirového prostredi senzory nukleovych kyselin. Senzory nukleovych rozpoznavaji
DNA nebo RNA virovych genomuU. To vede k aktivaci vnitrobunéénych signalizacnich drah, jejimZz vysledkem je
spusténa transkripce genl kddujicich IFNs typu |, které se po sekreci z buriky vaZzou, na IFNAR, ¢imZ je aktivovana
signalni draha JAK — STAT vedouci k expresi interferonem stimulovanych gen. Upraveno podle (Rehwinkel &

Gack, 2020).

3.1 RNA senzory

Do této skupiny spadaji nékteré z takzvanych Toll-like receptord, které se daji rozdélit do vice
poddruh(. Pro tuto kapitolu jsou dulezité TLR3 a TLR4, které se vyskytuji na povrchu bunécné
membrany, ¢i vendozomech. Endozomalni TLR3 rozpozndva virovou dsRNA a také vlastni RNA
pochazejici z mrtvych bunék (Alexopoulou et al., 2001). Na povrchu bunky se nachazi TLR4, kde
detekuje bakterialni PAMPs i DAMPs z mrtvych bunék (Takeuchi et al., 1999). Detekce TLR3 a TLR4
vede k signalni draze TRIF-TANK-IRF3 (Fitzgerald et al., 2003).

Pfi rozpoznani ligandu Toll-like receptory 3 a 4 dochdzi k mobilizaci adaptérového proteinu
aktivujiciho interferonové regulaéni faktory (MyD88) (Medzhitov et al., 1998) a adaptérové domény
aktivujici interferonové regulacni faktory (TRIF) (Yamamoto et al., 2003), které dale aktivuji
interferonové regulacni faktory (IRFs) a transkripcni faktory. Tyto regulacni faktory vykonavaiji svoji roli
v regulaci genové exprese vyvolané pritomnosti interferonl. VSechny IRFs maji DNA-vazebnou
doménu (DBD) rozpoznavajici interferony stimulovany reakcni element (ISRE), ktery je pritomen
v promotorech gend pro IFN I, IFN 1, a ISGs (Tanaka et al., 1993). Jak miZeme vidét na Obr.5, TLR4
indukuje expresi IFN | skrze TRIF-TANK-IRF3 (TNF receptor-associated factor [TRAF]-associated nuclear
factor [NF]-kB activator) [TANK] -binding kinase 1 (TBK1) — IRF3 signalni drahu (Fitzgerald et al., 2003).
Posléze dochazi k fosforylaci TRIF, ktery rekrutuje signalni molekuly TRAF3 a TBK1, jejichZ role spociva

ve fosforylaci, dimerizaci a jaderné translokaci IRF3, coZ vede k expresi IFN | (Hemmi et al., 2004).
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Obr. 5: Schéma indukce IFN typu | po detekci PAMPs Toll-like receptory a naslednou signalizaci IRFs. Pfitomnost
RNA bez 5'koncové cepicky, ¢i DNA v cytosolu je detekovana PRRs, vtomto pfipadé TLR3 a TLR4. Vzdjemna
interakce receptoru s adaptérovymi molekulami MyD88 a TRIF vede k aktivaci TRAF, TBK1 a inhibitoru NF-kB
kindzové podjednotky € (IKKe). Fosforylace IRF3 a IRF7 je zavisla na cinnosti aktivované TBK1. Fosforylované IRFs

se poté translokuji do jadra a indukuji IFN typu I. Upraveno podle (Negishi et al., 2018).

Obecné lze povazovat RNA senzory za PRRs. Dalsimi dllezitymi senzory jsou RIG-podobnych
receptorl (RLRs) (Yoneyama et al., 2004) zahrnujici tfi typy cytosolickych senzord: gen | indukovany
retinovou kyselinou (RIG-I) a senzory pod zkratkami MDA5 a LGP2. Spole¢nym prvkem téchto senzorl
je pFitomnost C-koncové domény zvané represorova doména (RD) a DExD/H-box helikazové domény.
LGP2 se od RIG-I a MDAGS odlisuje absenci domény CARD, ktera se vyskytuje na N konci molekul RIG1 a
MDAG a slouZi k signalizaci (Yoneyama et al., 2005). Ve vétsiné bunék lidského téla je v malé mire stale
exprimovan RIG-I a jeho hladina se zvySuje v zavislosti na mnozZstvi IFNs. V klidovém stadiu jsou CARD
domény navzajem prekryty (Kowalinski et al., 2011) a RD blokuje helikdzovou i RNA-vazajici doménu
(Saito et al., 2006). RIG-I rozpoznava rlzné formy ligandl, které vSechny spadaji do PAMP RNA
kategorie. Specificita je dana délkou jedno vlaknové, ¢i dvou vlaknové RNA, sekvenci a pfitomnosti

5'trifosfatu. RNA vldkno obsahuijici ¢epicku na svém 5°konci, ¢i vlakno, u kterého 5°trifosfat chybi

12



nevyvola signalni reakci (Hornung et al., 2006). Ostatni sekundarni struktury RNA jako smycka, bulge
(vnitfni vyboulenina) ¢i ,,panhandle” struktura jsou rozpoznany senzorem za podminky pfitomnosti
5’koncového trifosfatu a tupého 5’konce (Marq et al., 2010). RIG-I ma také schopnost detekovat
specifické virové sekvence jako napfiklad poly-U/UC motiv vyskytujici se v genomu hepatitidy C (Saito

et al., 2008), ¢i mRNA nukleokapsidového genu N u viru Hantaan (Lee et al., 2011).

Pri detekci RNA senzory MDAS, ¢i RIG-I dochazi k jejich aktivaci a nasledné k interakci domény
CARD senzorli s CARD mitochondridlniho aktivatoru virové signalizace (MAVS), klicového
adaptérového proteinu vsech RLRs, znamého pod synonymy IPS-1, VISA, ¢i Cardif (Kawai et al., 2005).
Po rozpoznani PAMP RNA a hydrolyze ATP dochazi k translokaci RIG-I podél RNA, ¢imZz umozZiuje
oligomerizaci dalSich RIG-I na dané RNA (Patel et al., 2013). Jak mGzZeme vidét na Obr.6, CARD-CARD
interakce vede ke spusténi signdlni kaskady, kterad zahrnuje aktivaci TANK-vazebné kindzy 1 (TBK1) a
IKKe. Tyto kinazy nasledné fosforyluji a tim spousti transkripcni faktory IRF3 a NF-kB (Fitzgerald et al.,
2003), které, jak jiz bylo zminéno vyse, jsou zodpovédné za transkripci interferond. Jelikoz CARD-CARD
interakce tvofi tetramery v pfitomnosti ubiquitinu, dochdzi k ubiquitinylaci N konce RIG-I pomoci
proteinu TRIM25 (Gack et al., 2008). Takto vytvoreny komplex, zobrazeny na Obr.7, se poté presune
z cytoplazmy do membrany asociované s mitochondrii (MAM) pomoci ochranného proteinu 14-3-3¢
(Liu et al., 2012), na které po sléze dochazi k interakci MAVS CARD a RIG-I CARD vyustujici v TBK1 a
IKKe signalizaci (Hou et al., 2011).
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Obr. 6: Schématické zobrazeni indukce IFN Typu | po rozpoznani senzory RIG-1 a MDAS. Pfi detekci virové RNA
RIG-I, ¢i MDAS5 dochazi k jejich aktivaci. Aktivované receptory svou CARD interaguji s CARD adaptérového
proteinu MAVS na mitochondridlni membrané. Tato interakce je aktivaénim signdlem pro TBK1 a IKKe, které ddle
fosforyluji IRF3 a IRF7, jez se nasledné translokuji do jadra a indukuji expresi IFNs Typu I. Adaptérovy protein
rovnéz aktivuje NF-kB, ktery se stejné jako IRFs jaderné translokuje a iniciuje interferony Typu |. Upraveno podle

(Negishi et al., 2018).
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Obr. 7: Schéma translokace RI-l komplexu do membrany asociované s mitochondrii pomoci ochranného proteinu
14-3-3¢. Popis schématu je postupné zleva doprava. RIG-I v klidovém stavu prechodné interaguje s TRIM25 a 14-
3-3¢ a pfi navazani virové RNA dochdzi ke konformaéni zméné. Ndasleduje ubigitinylace domény CARD pomoci
TRIM25, coz stabilizuje cely komplex, ktery je translokovan do MAM, po ¢emz dochazi k imunitnim reakcim.

Upraveno podle (Liu et al., 2012).

3.2. DNA Senzory

Jak je zndmo, v deoxyribonukleové kyseliné je uloZena geneticka informace Sirokého spektra
organismU a mikroorganismua, véetné mnohych virQ. Pfirozenym vyskytem DNA Zivocisné buriky jsou
jadro a mitochondrie. TudiZ zaznamenani jeji pfitomnosti v jinych lokalitach buriky jako cytosol, nebo
endozom vede k vyvolani imunitnich odpovédi. Nepfirozeny vyskyt DNA mUzZe byt zplsoben infekci
patogeny, poskozenou schopnosti buriky metabolizovat exogenni DNA v lyzozomech, ¢i neschopnost
buriky kontrolovat endogenni DNA produkty. S témito jevy se poji DNazy. Enzym DN4aza Il se vyskytuje
v lyzozomech, ve kterych je zodpovédny za Stépeni DNA, ¢imz efektivné redukuje mnoZstvi endogenni
a exogenni DNA v bunce. Bunky s nulovou aktivitou této DNazy vykazuji unik DNA z lyzozomu do
cytoplazmy, coz vyustuje zvySenou signalizaci DNA senzor( (Okabe et al., 2005). Druhou zndamou
DNazou je TREX1, ktera se na rozdil od DNazy Il vyskytuje v cytosolu v blizkosti endoplazmatického

retikula. TREX1 deficientni bunky vykazuji nahromadéni vedlejSich produktl replikace a DNA
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endogennich retrovirl v cytoplazmé (Stetson et al., 2008). Imunostimulacni role DNA spociva
v navozeni proti virového prostfedi jak uvnitf infikovanych bunék, tak u bunék sousednich. Stejné jako
tomu je u RNA, detekce DNA vede k produkci IFNs typu | (Ishii et al., 2006), avSak senzory a s nimi
spojené signalizacni drahy se lisi. Struktura DNA je velmi dlleZita pro rozpoznani senzory. Do téchto
struktur patfi nemethylovana DNA bohata na cytosin-fosfat-guanosin (CpG), ktera se vyskytuje ve velké
mife napfi¢ patogeny, avsak u savcll se nachazi v methylované formé, a tudiz nema imunostimulacni
ucinky (Hemmi et al., 2000). Druhym typem rozpoznavané struktury je B-DNA, nejcastéjsi pfirozena
forma vyskytu dsDNA, kterd se hojné vyskytuje ve virech, v bakteriich a savcich. Méné ¢astd Z-DNA ma
také imunostimulacni Gcinky, avSak oproti B-DNA jsou zanedbatelné (lIshii et al., 2006). Sekvencné
specifickd ssDNA a dsDNA obsahujici smycky obohacené o thymin a adenin také indukuji produkci IFNs
typu |, ale nejsou rozpoznavany zadnym typem doposud definovanych DNA senzor( (Sharma et al.,

2011). DNA senzory se nachazeji v cytoplazmé, endozomech a prekvapivé i v bunécném jadre.

Prvnim popsanym DNA senzorem byl TLR9, ktery rozpoznava CpG DNA a je to zatim jediny DNA
senzor nachazejici se vendozomech (Hemmi et al., 2000). V ¢lovéku je vyhradné exprimovan v subtypu
2 dendritickych bunék (DC 2) (Kadowaki et al., 2001). Jak je zobrazeno na Obr. 8, signalizace probihd
dimerizaci TLR9 po navazani CpG DNA, coz vede k rekrutovani MyD88 na endolyzozomalni membranu
pomoci TIR domén (Latz et al., 2007). Nasledné vznika TLR9-MyD88 komplex, ktery aktivuje NF-kB a
translokuje IRF1 do jadra, ¢imz dochdazi k expresi IFNs typu |, ISGs a pro-zanétlivych cytokinl (Negishi
et al., 2006). TLR9 ma také roli v interakci se systémem autofdgie. Pri stimulaci CpG DNA se autofagicky
protein LC3 a kindza IKKa vaZou na endozom obsahujici TLR9. Tato asociace je zajistovana
nekanonickym procesem zvanym autofagie spojena s proteinem LC3 (LAP), ktery probihd za
pritomnosti autofagického proteinu (ATG5). Komplex LC3/IKKa déle interaguje s TRAF3 a IRF7, coz
posléze vede k indukci IFNs typu | (Hayashi et al., 2018).
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Obr. 8: Schéma signalizace receptorem TLR9 a nasledna indukce IFNs Typu I. Endolyzozomalni LRR doména
sloZzend z N a C konce slouzi k rozpoznani CpG DNA. Po rozpoznani ligandu dochazi k dimerizaci TLR9 a nasledné
TIR domény rekrutuji adaptérovy protein MyD88. Dale dochdzi k vytvoreni komplexu signdlnich molekul IRAK4,
IRAK1, TRAF3 a IKKa, se kterym interaguje LC3/IKKa zprostfedkovany protein ATG5. Toto vede k indukci
interferond prvniho typu. K indukci ISGs dochazi po interakci MyD88 s IRF1 a naslednou translokaci do jadra.
Aktivace TLR9 také vede v spusténi NF-kB signalni drahy, ktera vyustuje v produkci pro-zanétlivych cytokind.

Upraveno podle (Briard et al., 2020).

DNA senzorl nachazejicich se vcytosolu bylo popsdano nejméné jedenact: aktivator
interferond zavisly na DNA (DAI) interaguje po navazani na dsDNA s TBK1 a IRF3, coZ déle vede
k indukci IFNs typu |. Podobné jako u TLR9, i u DAI signalizace dochazi k aktivaci NF-kB (Takaoka et al.,
2007). Pozdéjsi studie oviem tyto poznatky vyvraceji, jelikoZ v burikach, ¢i mysich neobsahujicich DA
dochazi k produkci IFNs a zanétlivych cytokind, tudiz role DAI jako DNA senzoru neni zcela jasna (Ishii
et al., 2008). RNA polymeraza lll je cytosolicky senzor, ktery rozpoznava sekvence dsDNA bohaté na
thymin a adenin, ze kterych nasledné syntetizuje 5°trifosfat dsRNA, jez je dale detekovana RIG-1 a
nasleduje signalizace k indukci interferont | typu (Ablasser et al., 2009). Dalsim DNA senzorem je

protein bohaty na leucinové repetice (LRRFIP1), ktery rozpoznava v cytosolu jak dsRNA, tak dsDNA a
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indukuje produkci IFNs typu 1 pres drahu zavislou na cateninu B (Yang et al., 2010).Mezi dalsi
cytosolické DNA senzory patfi DNA dependentni protein kindza (DNA-PK), ktera se vyskytuje v mnoha
bunécénych typech, avsak ve fibroblastech je jejich zastoupeni vyssi (Ferguson et al., 2012). Tento
enzym ma roli v jadre, kde opravuje dvouvlaknové DNA zlomy nehomolognim spojovanim koncd, kdy
DNA-PK tvofi komplex s nukledzou Artemis. Tento komplex ma poté funkci endonukleazy a dochazi
k zastfizeni 5° a 3’'DNA koncl (Ma et al., 2002). Senzorovou funkci vykonava v cytoplazmé, kde
signalizuje indukci interferonl typu | pres aktivaci IRF3 (Ferguson et al., 2012). S aktivaci IRF3 se poji i
dalsi DNA senzor, meioticky rekombinacni homolog 11 A (MRE11), ktery v cytosolu velkého spektra
bunék rozpoznava exogenni dsDNA. Vazebny protein RAD50 se po rozpoznani DNA proteinem MRE11
translokuje z jadra do cytoplazmy a spolecné s MRE11 tvori komplex, ktery interaguje se stimuldtorem
interferonem podminénych gend (STING), ktery bude vysvétlen niZe. Tato interakce vede k spusténi
STING-TBK1-IRF3 signalni drahy a produkci interferon( typu | (Kondo et al., 2013). RNA helikazy tvofri
skupinu cytosolickych DNA senzor( v plazmacytoidnich dendritickych bunkach a déli se na dva
poddruhy: DEAH-box helikdzy (DHX) a DEAD-BOX helikazy (DDX) (Abdelhaleem et al., 2003). Helikazy
DHX9 a DHX36 detekuji cytosolickou nemethylovanou CpG DNA, avsak jejich funkce se mirné lisi. DHX9
spousti produkci IL-6, TNF-a, zatimco DHX36 vede k indukci IFN-a skrze translokaci IRF7 (Kim et al.,
2010). Novéjsi studie ovsem poukazuji na novou roli DHX9 jako jaderného transkripéniho koaktivatoru
NF-kB, spiSe neZ senzoru. Vyfazeni genu pro DHX9 v makrofazich a mysich fibroblastech vede ke
snizené sekreci cytokind podminénych NF-kB, avsak nikoliv k sekreci nulové. Kontrastné, pfi zvysené
expresi DHX9 je sekrece vyssi, nez za béznych podminek (Ng et al., 2018). Do DDX poddruhu nalezi
helikdza DDX41, kterda v myeloidnich dendritickych burnkach detekuje dsDNA v B formé. Po detekci
dochazi k interakci se STING skrze DEADc vazebnou doménu, jez spousti TBK1-IRF3 signalni drahu a NF-
kB (Zhang et al., 2011). Kromé DNA je DDX41 schopna rozpoznat i bakteridlni cyklicky di-GMP (c-di-
GMP) (Parvatiyar et al., 2012), ktery je podobny dinukleotidu cGAMP, ktery je produkovan dalsim
cytosolickym DNA senzorem cGAMP syntdzou (cGAS), a ktery aktivuje signalni drahu vedouci pres
STING (Sun et al., 2013). DalSimi popsanymi DNA senzory jsou AIM2-podobné receptory (ALRs) typu
AIM2. AIM2 je cytosolicky dsDNA senzor, ktery, jak uz bylo zminéno dfive, tvoti inflamazomovy
komplex a aktivuje kaspdzu 1 v odpovédi na virovou infekci, coZ vede k produkci IL-18 a bunécné smrti
(Hornung et al., 2009). Do skupiny ALRs patfi také DNA senzory: interferonem y indukovatelny protein
16 (IF116) (Unterholzner et al., 2010) a interferonem indukovatelny protein X (IFIX) (Diner et al., 2015).
Pro rozpoznani genoma virll a indukci IFNs se v mnohych studiich ukazaly nejvyznamné;jsimi senzory
CGAS a IFI16. Proto jim budou vénovany samostatné kapitoly. Signaliza¢ni drahy aktivované témito i
mnohymi jinymi DNA senzory vedou pres aktivaci proteinu STING, jimZ se bude zabyvat nasledujici

podkapitola.
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3.3. STING

Stimulator interferonem indukovanych gen( (STING) je hlavni adaptérovou molekulou DNA
signalizace po rozpozndni DNA. Jelikoz zprostfedkovdvd kontakt mezi DNA senzory a signalizacnimi
molekulami jako je kindza TBK1 a regulacni faktor IRF3, které vedou k indukci IFNs typu | (Ishikawa &
Barber, 2008). STING se vyskytuje v mnoha bunécénych typech, mezi které patfi fibroblasty, makrofagy
a dendritické bunky, ve kterych byla i pozorovana jeho funkce (Ishikawa et al.,, 2009).
Transmembrdnovy STING se v klidovém stadiu nachazi na endoplazmatickém retikulu (ER), kde je
navazany s TRAPB, proteinem spadajicim do skupiny proteinli asociovanych s translokonem (TRAP) a
translokonovou podjednotkou SEC61B. Absence TRAPB a SEC61B vede k naruseni schopnosti STING

indukovat produkci interferon( typu I (Ishikawa & Barber, 2008).

Aktivace STING souvisi s detekci cyklickych dinukleotid (CDNs), které STING detekuje pfimo a
stava se tudiz jejich senzorem. Rozpoznani CDNs, konkrétné bakteridlniho c-di-GMP, je uskutecnéno
STING C-koncovou doménou (CTD). Mutace CTD vede k neschopnosti rozpoznani CDNs a celkovému
utlumeni signalni drahy vedouci k indukci interferonl prvniho typu (Burdette et al., 2011). Mezi dalsi
cyklické dinukleotidy nalezi i cyklicky guanosin monofosfat-adenosin monofosfat (cGAMP), ktery je
produkovan cGAMP syntazou (cGAS) (Sun et al., 2013). Indukce signalizacni drahy probihd dvéma
zpUsoby, které jsou zde strucné shrnuty, avSsak budou rozvedeny do detailu v nasledujici kapitole.
Kanonicka draha je zahdajena rekrutovanim a naslednou aktivaci TBK1 na ER, cozZ je zprostfedkovano
komplexem vzniklym ztranslokonu a exocystu, proteinového komplexu, ktery hraje roli vve
vezikularnim transportu (Ishikawa & Barber, 2008). Exocyst s navazanym STING a TBK1 se dale
translokuje do endozom( pomoci signalizacniho kompartmentu mezi ER a Golgiho aparatem (ERGIC)

(Gui et al., 2019) a TBK1 fosforyluje IRF3, cozZ vede k indukci IFNs typu | (Ishikawa et al., 2009).

Existuje mnoho zplsobd, jimiz jak DNA, tak i RNA viry unikaji pred signalnimi drahami

spojenymi se STING a s cGAS, vzhledem k jejich dlleZitosti v signalizaci nukleovych kyselin DNA.

DNA viry, mezi néz patfi herpesviry jako virus Kaposiho sarkomu (KSHV), virus Ebstein-Barrové
(EBV) a herpes simplex virus 1 (HSV-1), si vyvinuly mechanismy proti zachyceni cGAS-STING signaliza¢ni
drahou. Herpesvirovy protein tegumentu, produkt ORF52 je produkovan jak KSHV, tak EBV a interaguje
svirovou DNA, ¢imZ zamezuje rozpozndni cGAS, avsak pfi vySSich koncentracich virové DNA
v cytoplazmé se cGAS aktivuje, jelikoZz ma vyssi afinitu pro vazbu na DNA neZ produkt ORF52. Z tohoto
dlvodu ma protein ORF52 schopnost tlumit enzymatickou aktivitu cGAS, coZ vede k omezené produkci
cGAMP a nedochazi k signalizaci (Wu et al., 2015). Podobnou funkci ma i latentni jaderny antigen
(LANA), ktery se v lytické fazi infekce KSHV vyskytuje v cytoplazmé a inhibuje produkci cGAMP (Zhang
et al., 2016). Herpes simplex virus 1 koduje protein ICP27, ktery se v lidskych makrofazich vaze na

komplex STING-TBK1, v disledku ¢ehoz nedochazi k fosforylaci IRF3 a dale k indukci interferond typu |
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(Christensen et al., 2016). S interferenci STING se poji i polymerdza viru hepatitidy B, ktera se pomoci
svych dvou domén hrajicich roli pfi reverzni transkripci a Stépeni RNA, vaZze na STING a zamezuje jeho
ubiquitinylaci (Liu et al., 2015), post-transla¢ni modifikaci umoznujici produkci interferond typu |

(Zzhang et al., 2012).

4. cGAS

Prvotni studie popsaly cGAMP syntazu (cGAS) jako cytosolicky senzor, ktery detekuje
patogenni i hostitelskou DNA. Jak uz bylo zminéno, cGAS ndsledné tvofi signalni molekulu cGAMP, jez
slouzi k aktivaci adaptérové molekuly STING a spusténi rozsahlé signalni drahy cGAS-STING. Tato
signaliza¢ni draha, ktera je pfitomna v Sirokém spektru bunécnych typ, vyustuje aktivaci IRF3 a indukci

IFNs typu | (Sun et al., 2013).

Novéjsi studie ovsem ukazuji, Ze tento senzor se v mnohych bunkach nachazi v jadre a na
cytoplazmatické membrané. Jedna ztéchto studii poukazuje na hlavni misto vyskytu cGAS
na cytoplazmatické membrané v klidovém stadiu fagocytickych bunék typu makrofagd derivovanych
z kostni dfené (BMDMs) a monocytl THP1. Ostatni bunécné typy jako L929 a Hela vykazuji lokalizaci
smiSenou — jadernou u L929, heterogenni u Hela, avSak oba typy maji mirné zastoupeni cGAS
v cytoplazmatické membrané (Barnett et al., 2019). Ci N konce cGAS jsou dlleZité pro detekci DNA a
samotnou aktivaci. Na C konci se vyskytuje doména Mab21 (Male abnormal 21), jejiz absence vede
k neschopnosti aktivovat IRF3 a interferony typu | (Sun et al., 2013). Ukotveni cGAS na cytoplazmatické
membrané md vyznam v rozliSovani mezi endogenni a exogenni DNA. Barnett a spolupracovnici zjistili,
Ze spojeni cGAS s membranou je zplsobeno tim, Ze jeho N-konec vaze membranové fosfolipidy —
fosfoinositidy jako napfiklad fosfatidylinositol difosfat (PI1[4,5]P2). Upravili tedy monocyty THP1, tak Ze
zabranili expresi genu pro cGAS (cGAS knockout) a zajistili expresi cGAS deletovaného na N konci
(cGASAN). Zkraceny cGAS na rozdil od neupraveného (wt) cGAS nebyl asociovany s membranou a
nachazel se v cytosolu a v jadre. Oba, neupraveny wt cGAS i cGASAN, vedly k indukci IFNs typu |, avsak
cGASAN vykazoval produkci vétsi nez wt cGAS. Oproti tomu, verze cGAS neschopna vazat DNA
(CGASAN [C396/397A]) interferony neindukovala. Po vyvolani genotoxického stresu peroxidem vodiku
doslo u monocytl THP1 exprimujicich WT nebo cGASAN k spusténi interferonové odpovédi, avsak mira
indukce IFN v bunkach exprimujicich cGASAN byla o mnoho vétsi. Naopak, pfi infekci modifikovanym
virem Vakcinie (poxvirus s genomem ve formé dsDNA, replikujici se v cytoplazmé) byly cGASAN burky
vice nachylné k virové infekci a jejich produkce IFNs prvniho typu byla nizsi ve srovnani s bunikami
produkujicimi nezkraceny cGAS. Tyto vysledky vedly autory k zavéru, Ze lokalizace cGAS v burice
determinuje jeho preferenci pro rozpoznani cizi DNA pfi infekci, nebo vlastni DNA pfi genotoxickém
stresu (Barnett et al., 2019). Role jaderného cGAS souvisi s jeho nekanonickou funkci a bude vysvétlena

nize.
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Zahajeni aktivity cGAS je spojeno s detekci dsDNA, se kterou tvofi rozsahlé elektrostatické
interakce, vodikové mUstky a je napojeny na jeji fosfatovou pater (Li et al., 2013). Rozpoznani dsDNA
neni zavislé na sekvenci, nybrz na délce detekované DNA. Minimalni moznd délka pro aktivaci cGAS,
udavana v parech bazi (bp), je 20bp, avsak pfi této délce DNA je aktivace cGAS nizka (Andreeva et al.,
2017). Po navazani dsDNA dochazi k dimerizaci cGAS, kterd stabilizuje enzymatickou konformaci
CcGAMP syntazy (Li et al., 2013). Formovani prvotnich dimer( na dsDNA je energeticky nevyhodné,
avsak svou pfitomnosti preskupi dsDNA do vysoce-afinitniho tvaru vhodného pro navazani dalsich
cGAS dimeru, které spolecné vytvari Zebtikovitou strukturu. V bunééném cytosolu se také vyskytuji
proteiny, které hraji podobnou roli v aktivaci cGAS jako jeho dimerizace. Mitochondridlni nukleoidni
proteiny HU pochdzejici z bakterii, mitochondrialni transkripéni faktor A (TFAM) a ,, high-mobility group
box 1 protein“ (HMGB1) jsou schopné ménit strukturu DNA do tvaru U, ¢i tvofit struktury podobné
bakterialnim nukleoidim. Po zvySeni koncentrace téchto proteinl v cytosolu testovanych bunék doslo
k 25ndsobnému zvyseni aktivace cGAS (Andreeva et al., 2017). Jak uZ bylo zminéno, dimerizace
stabilizuje enzymatickou konformaci cGAS, coz vede k nasledné produkci cGAMP z adenosintrifosfatu
(ATP) a guanosintrifosfatu (GTP) (Sun et al., 2013). Tato produkce probiha v kapénkovitych strukturach,
které mohou byt povazovany za mikroreaktory. Je prokazdno, ze po detekci dsDNA cGAS dochazi
k vytvofeni mikrometrovych kapének, které se navzdjem slucuji a tim se i zvétsuji. Do takto vzniklych
kapének se dale koncentruji cGAS, ATP a GTP, coz umocniuje efektivni produkci signdini molekuly

cGAMP (Du & Chen, 2018).

CGAS se uplatfiuje hlavné v rozpoznani DNA, zajimavé je, Ze dvouvlaknovd RNA je senzorem
CGAS také detekovdna, avsak prestoZe dochazi k tvorbé kapanek, navdzana RNA neaktivuje syntézu
cGAMP. Vytvoreni kapalné faze tedy jeSté nezahrnuje aktivaci cGAS, pokud se na néj nevdzZe spravna

struktura nukleové kyseliny (tj DNA), ktera zajistuje konformacni zménu cGAS (Du & Chen, 2018).

ZvirG s RNA genomem se cGAS jako senzor uplatiuje v infekcich retroviry. Gao a
spolupracovnici ukazali, Ze DNA vznikajici pfi reverzni transkripci genomové RNA viru HIV (virus lidské
imunodeficience) je detekovana cGAS a vede k produkci cGAMP a nasledné indukci interferont
prvniho typu. Podobné vysledky dostali také pfi infekci virem mysi leukémie (MLV) a viru opici
imunodeficience (SIV) (Gao et al., 2013). Toto tvrzeni je podloZeno nulovou indukci IFNs typu | v HIV-
infikované bunécné linii L929 neobsahujici cGAS a také skutecnosti, Ze pfi soucasné transientni expresi
CGAS se indukce IFN pfi infekci HIV obnovila a v burikach byl detekovan cGAMP (Gao et al., 2013).
V drivéjsi praci bylo ukazano, Ze infekce HIV (pseudotypované glykoproteinem zviru vezikularni
stomatitidy) vyvolala v mysSich embryonalnich fibroblastech silnou IFN odpovéd s deletovanou
nukledzou TREX1, kterd jinak degradaci predchazi akumulaci cytoplazmatické DNA, kterd by spustila
mechanismy vrozené imunity (Yan et al., 2010). Gao a spolupracovnici ukazali, Ze pokud se v téchto
TREX1 deficientnich burikach zabrani produkci protein cGAS a STING, tak pfi HIV infekci k indukci IFN
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nedojde (Gao et al., 2013). Zatimco dsRNA, prestoze je cGAS schopen se na ni vazat jej neaktivuje
k produkci cGAMP a tim ani k indukci IFN odpovédi, hybridni dvojvlakno tvofené retézcem DNA a RNA
je po navazani cGAS schopné jej k tvorbé cGAMP aktivovat a indukovat IFN odpovéd. Mnozstvi
produkovaného cGAMP je vSak rozdilné. Dvouvlaknova DNA vykazuje vétsi miru produkce cGAMP

oproti hybridnim molekulam i pres jejich shodné tvary malych a velkych Zlabk( (Mankan et al., 2014).

4.1. cGAS - STING signalizacni draha

Jak je znazornéno na Obr. 9, cGAS-STING signalizacni drdha je zahajena rozpoznanim a
navazanim dsDNA, senzorem cGAS, coz vede k syntéze druhého posla cGAMP enzymatickou aktivitou
cGAS (Diner et al., 2013). Tato signalizacni molekula je posléze detekovana C-koncovou doménou

STING (Burdette et al., 2011), coz vede k jeho (Diner et al., 2013).
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Obr. 9: Schématické zobrazeni cGAS — STING signalizacni drahy. Pfitomnost DNA v cytosolu je znamkou infekce
patogeny (bakteriemi, DNA viry a retroviry). DNA je rozpozndna cGAS senzorem, coZ vede k aktivaci a dimerizaci
cGAS, tvorbé kapének s koncentrovanymi cGAS, DNA, ATP a GTP. Aktivovany cGAS syntetizuje signalni molekulu
cGAMP. cGAMP je dale vazan adaptérovym proteinem STING nachdzejicim se na endoplazmatickém retikulu. Po
navazani cGAMP dochazi ke konformaénim zménam STING, které vedou k jeho translokaci ke Golgiho aparatu
systémem ERGIC. Tam STING iniciuje autofagické procesy, spojené s odstranovanim cytosolické DNA a patogend.
Béhem translokace STING také rekrutuje kinazu TBK1. Ta je nasledné trans-autofosforylovana a fosforyluje také

STING. Fosforylovany STING rekrutuje IRF3 pro fosforylaci TBK1 kindazou. Fosforylovany IRF3 dale dimerizuje a
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translokuje do jadra, kde indukuje IFNs Typu I. Zaroven dochazi také k aktivaci NF-kB a STAT-6. Translokace STING

je zakoncena jeho presunem do lyzozomd, kde dochazi k jeho degradaci (Cheng et al., 2020).

Princip aktivace STING spocivda v mnoha na sebe navazujicich krocich. Prvnim znich je
oligomerizace STING dimer( do linedrnich tetramerd, ktera je uskutecnitelna po navazani cGAMP na
ligand-vazebnou doménu (LBD). Navazani ligandu na LBD vede k rotaci LBD o 180°, coZz umozriuje
oligomerizaci, jelikoZ STING ve svém klidovém stadiu zaujima konformaci, kterd mu v tomto brani. Toto
tvrzeni je doloZzeno neschopnosti STING translokovat z endoplazmatického retikula pfi mutaci LBD
(Shang et al., 2019). Simultanné s oligomerizaci probiha i translokace STING z ER do ERGIC. Pfi navazani
cGAMP na STING umistény na ER dochazi k posileni vazeb proteinu STING s proteinem SEC24C, ktery
je soucasti proteinového komplexu slouzicimu k vezikuldrnimu transportu z ER do vackd proteinového
komplexu (COP-Il) a nasledné probiha translokace (Gui et al., 2019). Dalsi aktivacni fazi je rekrutovani
TBK1, k ¢emuz slouzi C-koncovy TBK1-vazebny motiv (TBM) proteinu STING, konzervovany napfic
organismy. Dimer TBK1 interaguje se dvéma TBMs dimerizovaného STING, avSak dimer TBK1 neni
aktivni a vyZaduje fosforylaci serinového zbytku. Jednim ze zplsobu aktivace TBK1 je jeji oligomerizace,
kterd vede k pfiblizeni TBK1 dimerG k sobé a nasledné trans-autofosforylaci. Jelikoz STING také tvori
oligomery, poskytuje tak vhodnou strukturu pro navdzani TBK1, kterd oligomerizuje, fosforyluje sebe
a STING. Tyto poznatky jsou podloZeny vytvorenim mutaci v TBM, kdy nedochdzi k STING-TBK1
interakci, a tudiz neprobiha ani IRF3 indukovana produkce IFNs typu | pfi stimulaci cGAMP. Takto
fosforylovany STING rekrutuje IRF3 a zprostfedkuje jeho fosforylaci jiz navdzanou TBK1 (Zhang et al.,
2019). Drivéjsi studie prokazala, Ze C konec IRF3 slouzi k interakci s fosforylovanym STING a zéroven
k interakci s jiz fosforylovanym IRF3. Jakmile probéhne fosforylace na STING navazaného IRF3, dochazi
k rekrutovani nefosforylovaného IRF3 a tvofi se spolecny dimer, jenz se oddéli od STING a translokuje
do jadra, kde indukuje produkci interferond prvniho typu (Liu et al., 2015). STING také aktivuje NF-kB,
a to pred translokaci do ERGIC systému, tudizZ je tato aktivace nezavisla na TBK1 a IRF3, avSak detaily

aktivace nejsou znamy (Stempel et al., 2019).

Dlouhodoba pfitomnost aktivovaného STING komplexu vyvolava neprimérené silnou imunitni
odpovéd ve formé kontinualni produkce, ¢i nadprodukce IFNs, coz vede k chronickym onemocnénim.
Aby nedoslo k témto nechténym efektlm, je nutna degradace STING v lyzozomech, do kterych jsou
smérovany autofagozomy a endozomy. Tento mechanismus je zajistén autofagii indukovanou
proteinem STING, ke které dochazi pfiinfekci DNA viry, ¢i stimulaci DNA. Molekuly RNA takové indukéni

ucinky nemaji (Gui et al., 2019).

Aktivace autofagie je vedle indukce tvorby interferon a prozanétlivych cytokini dulezitou
funkci signalizacni drahy cGAS — STING. Jak jiz bylo zminéno, STING aktivovany cGAMP je translokovan
z endoplazmatického retikula ERGIC systémem. Ten poskytuje membrany pro lipidaci LC3 (Gui et al.,

2019). Lipidace je druh post-transla¢ni modifikace, pfi které dochazi ke kovalentnimu pripojeni lipidcké
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slozky LC3 a napojeni k membrané (Chen et al., 2018). Lipidace LC3 vede k vytvoreni autofagozom.
Lipidace LC3 indukovanad cGAMP je nezavisla na TBK1 a na signaliza¢ni C-koncové doméné proteinu
STING. Aktivace autofagie signalizacni drahou cGAS — STING je tak nezdvisla na schopnosti této drahy
indukovat IFN odpovéd. Autofagozomy pak dovedou cytosolickou endogenni nebo virovou DNA (a také
aktivovany STING) k degradaci v lyzozomech (Gui et al., 2019). cGAS-STING signalizacni draha
morského koralnatce, sasanka Nematostella vectensis, ktera se od lidské evoluce oddélila pred 500
miliony lety, produkuje cGAMP, aviak homolog proteinu STING — NvSTING nema C-koncovou doménu,
a tudiz nevede k aktivaci kindzy TBK1, ani k produkci IFN typu | (Kranzusch et al., 2015). AvSak NvSTING
ma schopnost stimulovat po aktivaci cGAMP LC3 lipidaci a navodit autofagii. Podobné je tomu také u
Xenopus tropicalis. Tyto vysledky naznacuji, Ze indukce autofagie je evoluéné mnohem starsi a
zakonzervovana funkce cGAS-STING nezZ indukce interferonu, kterad se vyvinula pozdéji u obratlovcl

(Gui et al., 2019).

4.2. Role cGAS v detekci endogenni DNA

DNA je lokalizovana v jadre buriky a jeji retence je pfisné hlidand, ¢imz se predchazi nechténé
detekci endogenni DNA v klidovém stadiu buriky. Pokud je jadernd retence narusena, DNA se hromadi
v cytoplazmé, ve které je detekovana cGAS a dochazi k chronickym zanétlivym onemocnénim (Gao et

al., 2015).

Jednou z forem Uniku jaderné DNA do cytosolu jsou mikrojadra, jejichz vznik je vysledkem
genotoxického stresu, exogenniho poskozeni DNA, ¢i nedokonalé segregace DNA do dcetinych bunék
pfi bunécném déleni (MacKenzie et al., 2017). Mikrojadernd DNA je velmi nachylnd k poskozeni
z dlivodu mnoha strukturnich defektl v laminé, coz vede k rozpadu mikrojaderné membrany u vice
neZ poloviny mikrojader pritomnych v interfazi (Hatch et al., 2013). Kolaps mikrojaderné membrany
vystavuje chromatin cytosolickym proteinim, mezi néz patfi cGAS, ktery se na chromatin rychle vaze
a nasledné zahajuje produkci cGAMP, coZ ddle vede k aktivaci jiz zminéné cGAS-STING signalizani

drahy (MacKenzie et al., 2017).

S mikrojadry se poji i nové objevena role cGAS v jejich degradaci autofagickym procesem
nazyvanym mikronukleofagie, ktery je funkéné oddéleny od kanonické cGAS-STING signalizace,
nezavisly na katalytické funkci cGAS (Zhao et al., 2021). Bylo pozorovano, Ze mikrojadra jsou odklizena
z cytosolu autofagii (Rello-Varona et al., 2012), ale o receptoru odpovédném za mikronukleofagii se nic
nevédélo. Studie Zhao a spolupracovnikll z letoSniho roku ukazala, Ze zprostfedkovatelem tohoto
procesu je cGAS. Protein cGAS totiZ obsahuje nékolik vazebnych sekvenénich oblasti (LIRs), které jsou
dalezité pro interakci s autofagickym proteinem LC3B na membranach tvoricich autofagozom. Tyto
LIRs jsou pfitomny na rlznych receptorech autofagie, které zaroven vazou LC3B a naklad uréeny pro

autofagii. Komplex cGAS-LC3B se lokalizuje k mikrojadrim a navadi mikrojadra do autofagozomu a
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nasledné do lyzozomu pro degradaci. LC3-vazebné oblasti LIRs na proteinu cGAS jsou nezbytné pro
proteinem cGAS zprostfedkovanou mikronukleofdgii. Jejich delece zcela inhibuje interakci s LC3, a tim
i mikronukleofagii. Tento fakt naznacuje, Ze cGAS plni roli receptoru pro mikronukleofagii (Zhao et al.,
2021). Zaroven, jak uz bylo uvedeno vySe, plsobi jako senzor DNA uvolfiované v cytoplazmé
z mikrojader, ktery syntézou cGAMP spousti signalni drahu vedouci k indukci IFN imunitni odpovédi
(MacKenzie et al., 2017). Nabizi se tedy otazka, kterd z téchto funkci ma prednost pred druhou a zdali
se vzajemné ovliviuji. | na tuto otdzku se prace (Zhao et al., 2021) snazila odpovédét. Pro zjisténi
odpovédi byla méfena produkce cGAMP v lidskych osteosarkomovych bunkach (U20S), které byly
stimulovany nokodazolem k tvorbé mikrojader, coz vedlo k zvySeni produkce cGAMP. Pfi inhibici
formovani lyzozyma, kdy mnozZstvi mikrojader nemohlo byt regulovano mikronukleofagii se produkce
cGAMP dale zvysila. Avsak jinak tomu bylo v bunécné linii U20S deficientni na cGAS. Po zajisténi
exprese cGAS mutovaného v LIR, neschopného zprostfedkovat mikronukleofagii, ale obsahujiciho
katalytickou doménu pro syntézu cGAMP. V téchto bunkach pfi inhibici formovani lyzozom( (a tedy
zvyseném mnozstvi mikrojader v cytosolu) k zesileni produkce cGAMP nedoslo. To vedlo autory
k zavéru, Ze nekanonickd mikronukleofagie zprostfedkovand cGAS-LC3B kontroluje negativni regulaci

kanonickou funkci cGAS vedouci k produkci interferonu (Zhao et al., 2021).

4.2.1. Funkce cGAS v jadre

Bunécné jadro je chranéno jadernou membranou, kterd je pfi mitdze rozloZena a poté znovu
sloZena, aby doslo ke spravné segregaci DNA do dcefinych bunék (Glttinger et al., 2009). Pravé pfi
naruseni jaderné membrany mUzZe dochazet k translokaci cytosolickych faktor(i do jadra, mezi néz patii
i cGAS. V mysich embryondlnich fibroblastech bylo pozorovano, Zze cGAS translokuje do jddra béhem
mitdzy, nebo bunécného déleni (Yang et al., 2017). Dalsi prace tvrdi, Ze cGAS, ackoliv funguje jako
cytosolicky senzor, je primarné proteinem jadernym. Volkman se spolupracovniky popsali, Ze cGAS je
predominantné proteinem jadernym, a to bez ohledu na fazi na fazi bunécného cyklu. V jadre je lzce
vazan s chromatinem. Autofi ¢lanku predpokladaji, Ze pevna vazba na chromatin by v jddfe mohla
umoznit rozpoznani vlastni DNA od cizi, napfiklad od herpesvirovych genomi (Volkman et al., 2019).
Gentili a spol. uvadi, Ze jaderny cGAS ma zachovanou svoji enzymatickou aktivitu a je schopen
produkovat cGAMP a ddle navazat na cGAS-STING signalizacni drahu, avsak jeho aktivace je 200x slabsi
oproti cytosolickému cGAS. Jadernd lokalizace cGAS je rozprostifena kolem celého genomu, avsak
nejvétsi mira koncentrace je na centromerach chromozomdi, na které se vaze svou N-koncovou
doménou. Toto tvrzeni je podporeno fluorescencni mikroskopii, kdy fluorescenéné upraveny cGAS
s jadernym lokaliza¢nim signalem (GFP-NLS-cGAS) tvofi ohniska kolem centromer. Pfi mutaci N konce
nedochazi k navazani na centromery, tudiz se netvofi pozorovatelnd ohniska ani nedochazi k aktivaci
CGAS (Gentili et al., 2019). OvSem jiné prace uvadéji, Ze cGAS v jadre ulohu senzoru dsDNA nevykonava

a cGAMP neprodukuje. Napftiklad studie autorl Sun a kolektiv uvadi, Ze protein cGAS ma jaderny
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exportni signadl NES (*°LEKLKLY’#), ktery je nutny pro jeho translokaci z jddra do cytosolu, aby mohl
vykonavat roli cytoplazmatického senzoru DNA (Sun et al., 2021). Protein cGAS mutovany v tomto
misté zUstava shromazdény v jadre a nedochazi k indukci IFN odpovédi na pfitomnost DNA v cytosolu.
Studie Liu a spolupracovniki si vS§ima post-translacni modifikace cGAS a poukazuje na roli B-lymfoidni
tyrosin kindzy (BLK) ve fosforylaci cGAS. Fosforylovany cGAS se vyskytuje v cytosolu, avsak pfi
bunééném stresu dochazi k defosforylaci a nasledné translokaci do jadra. Karyoferiny (KFNAs) 1-5 jsou
proteiny spadajici do skupiny importinG-a, které interaguji s dvéma jadernymi lokalizacnimi signaly

cGAS (NLS1/2), z nichZ NLS2 je pro jadernou translokaci klicovy (Liu et al., 2018).

Bylo zjisténo, Ze cGAS ma v jadte funkci nesouvisejici s jeho vlastnostmi senzoru, ale zasahuje
do opravnych mechanism( endogenni DNA, kde pUlsobi jako inhibitor homologni rekombinace (Liu et
al., 2018). Zlomy dsDNA (DSB), vedou pfi nespravném opraveni k fadé nezadoucich efektd jako
napfiklad delece chromozom{, translokace vedouci k nestabilité gent a s tim odvozené tumorogenezi
i zrychlenému starnuti bunék (Jackson & Bartek, 2009). Bunécny systém reparace DNA zahrnuje dva
hlavni typy procest: nehomologni spojovani koncl (NHEJ), které je aktivni po dobu celého bunééného
cyklu, avsak nachylné k chybdm ve formé delecnich a inserénich mutaci, vznikajicich pfti ligaci a
homologni rekombinace (HR), probihajici v proliferujicich se burikach, tedy ve fazich S a G2. HR je velmi
ucinnd a presna, jelikoz dokdze opravit plvodni DNA pres interakci s neporusenou sesterskou
chromatidou (Chapman et al., 2012). Do mist, ve kterych probiha DSB, se rekrutuje cGAS a pomoci své
C-koncové domény interaguje s fosforylovanym histonem yH2AX (Liu et al., 2018), oznacujicim polohu
DSB (Rogakou et al., 1998). Pokud yH2AX fosforylovany neni, nedochazi k navazani s cGAS. Pfi zvySené
expresi cGAS dochazi k inhibici homologni rekombinace, avSsak NHEJ neni nijak ovlivnéno a produkce
IFNs typu | se také nezvysuje, coZ naznacuje, Ze indukce interferon( prvniho typu je nezavisla na inhibici
homologni rekombinace. PFi zruseni exprese cGAS byla HR obnovena. Mechanismus inhibice reparace
DNA pomoci HR spociva v interakci cGAS s poly ADP-ribdza polymerazou 1 (PARP1) skrze poly ADP-
ribdzu (PAR) (Liu et al., 2018). PARP1 a PAR se podili na homologni rekombinaci (Hu et al., 2014)
spolecné s proteinem Timeless (Xie et al., 2015). Pfi nadmérné expresi cGAS dochazi k masivni inhibici
homologni rekombinace, avsak zastaveni enzymatické aktivity PARP1 vede k Uplné inhibici a cGAS se
do jadra netranslokuje. Tento jev naznacuje Ze poskozeni DNA a naslednd aktivace PARP1 je
prerekvizitou pro translokaci do jadra. Absence jaderného cGAS v mysich plicnich rakovinovych
bunikach (LLC) vyustuje v pomalejsi rakovinové bujeni, coz poukazuje na pozitivni efekt jaderného cGAS
na tumorogenezi inhibici DNA reparace homologni rekombinaci. Jako dlkaz tohoto tvrzeni slouZi i
velikost nadoru. Rakovinové buriky neobsahujici cGAS maji oproti rakovinovym burikdm s cGAS velikost

i hmotnost mensi (Liu et al., 2018).
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5. IFI16

Interferonem y indukovatelny protein 16 (IFI16) a jeho mysi ortolog p204 byly objeveny pfi
patrani po novych DNA senzorech jako protein pfimo se vazajici na interferon indukujici DNA motivy
z genomu viru Vakcinie a herpesvirl. Jejich vyskyt byl pozorovan jak v jadre, tak cytosolu (Unterholzner
et al., 2010). Funkce IFI16 se lisi v zavislosti na jeho jaderné, ¢i cytoplazmatické lokalizaci, ale i na
bunécéném typu, ve kterém se vyskytuje. V jadre inhibuje expresi virové DNA (Orzalli et al., 2013) a tvori
inflamazomovy komplex, ktery dale translokuje do cytoplazmy, kde dochazi k produkci IL-1B (Guo et
al., 2015). V cytoplazmé se také podili na stimulaci cGAS-STING signalizacni drahy (Dutta et al., 2015),
a zaroven hraje roli v nekanonické aktivaci STING vyvolané poskozenim DNA, kterd vede k indukci NF-

kB a produkci IFNs a IL-6 (Dunphy et al., 2018).

IFI116 spada do proteinové skupiny PYHIN, pojmenované podle domén PYD a HIN, které jsou
pro tuto skupinu charakteristické. Do PYHIN skupiny také nalezi jiz zminény DNA senzor AIM2 a
spolecné s IFI16 tvofi AIM2-podobné receptory (ALRs). Dvé C-koncové HIN domény slouZi k detekci
dsDNA (Unterholzner et al., 2010), N-koncova PYD doména zprostfedkovava proteinové interakce,
které posiluji detekéni schopnosti IFI16 a budou zminény niZze (Lum et al., 2019). Podobné jako je tomu
u cGAS, rozpozndani dsDNA neni zavislé na sekvenci, avSak na délce, kdy minimalni délka 60 bp vykazuje
nejvyssi miru detekce. Mysim ortolog IFI16 je p204, ktery ma dvé HIN domény a jednu PYD doménu,
avsak sloZzenim aminokyselin se lidskému IFI16 podobd jen ze 37 %. V mySich bunkach vykondva

podobné funkce jako IFI16 v burikach lidskych, a to pfedevsim v translokaci IRF3 a NF-kB podjednotky

p65 do jadra jako imunitni odpovéd na infekci virl s dsDNA genomy (Unterholzner et al., 2010).

5.1. Funkce IFI16 v jadfe infikovanych bunék

Funkce IFI16 byla studovana témér vyhradné pfi infekcich rdznymi herpesviry. Jsou to relativné
velké obalené viry, jejichZ genomy tvofené linedrni dsDNA dosahuiji velikosti v rozmezi 125 az 240 bp a
replikuji se v bunééném jadre. Z osmi znamych lidskych herpesvirll byly pro studium jejich rozpoznani
imunitnim systémem pouzivany hlavné: herpes simplex virus 1 (HSV-1) (Johnson et al., 2014), virus
Kaposiho sarkomu (KSHV) (Roy et al.,, 2016) a virus Epstein-Barrové (EBV) (Pisano et al., 2017).
Hostitelska burika se brani virové infekci DNA viry rozpoznavanim jejich genomi v jadre detekci
senzorem IFI16, ktery tvori jaderné proteinové komplexy s rozliSnymi funkcemi (Dutta et al., 2015).
Tyto komplexy translokuji do cytoplazmy, kde se zapojuji do cGAS-STING signalizac¢ni drahy (Igbal et
al., 2016).

Komplexy jadernych protein( s IFI16 se v burikach vyskytu;ji i v klidovém stavu a pfi infekci se
jejich mnozstvi zvysuje. Jednim ztéchto komplex( je spojeni IFI16 s multifunkénim nadorovym
supresorem BRCA1 a jiZz vtéto praci zminénym apoptotickym proteinem ASC. Vzdjemna interakce

BRCA1 a IFI16 je klicova v detekci DNA, jelikoZ pti nulové expresi BRCA1 v lidskych mikrovaskularnich
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endotelidlnich burikach (HMVEC) infikovanych KSHV, EBV nebo HSV-1 nedochazi k translokaci IFI16 do
cytoplazmy, a tim ani k imunitni odpovédi vyvolané STING, ani k produkeci IL-1B. Interakce BRCA1 s ASC
je nezbytnd, jelikoz ASC rekrutuje pro-kaspazu 1. Komplex je soucasti inflamazomu, ktery béhem
herpesvirové infekce translokuje do cytosolu, kde probihd jeho aktivace pres kaspazu-1. Tento
poznatek je doloZzen nepfitomnosti komplexu BRCA1-IFI16-ASC v cytosolu v klidovém stadiu buriky a
dale zvySenou mirou vazby komplexu s kaspdzou-1 pfti infekci, coz indikuje Uspésnou aktivaci

inflamazomu (Dutta et al., 2015).

Druhy jaderny komplex zahrnuje BRCAL, IFI16, histon H2B a je funkéné nezavisly na prvné
zminéném komplexu, jelikoZ neinteraguje s ASC, a tudiZ nezasahuje do formace inflamazomu. Jeho
funkce spociva ve schopnosti IFI16 detekovat virovou DNA. Zabranéni expresi H2B v HMVEC zcela
inhibovalo navazani IFI16 na DNA ligand. Po rozpoznani virové DNA za pomoci H2B, BRCA1 a IFI16
dochazi k acetylaci tohoto komplexu histon acetyl transferazou p300. Acetylace je klicovy proces
umoznujici translokaci do cytoplazmy pomoci Ran GTPazy. Po translokaci do cytoplazmy se tento
komplex podili na stimulaci STING, coz déle vede k indukci IFNs typu | a bude vysvétleno dale v této
praci. Tato skutecnost je podloZena inhibi¢nim experimentem, ve kterém plsobeni C646 inhibitoru
histon acetyl-transferdzy p300 zabranujici acetylaci ma za nasledek zmareni translokace komplexu
(zprostfedkované Ran GTPazou) do cytoplazmy a podileni se v STING signalizacni draze (Igbal et al.,

2016).

Pribyva stale vice informaci o tom, Ze IFI16 ma kromé aktivace signalnich drah vedoucich
k indukci IFN a jinych cytokin( i funkce restrik¢nich faktor(, které mohou pfimo negativné ovliviiovat
virovou produkci v bunice. Lum a spolupracovnici ukazali, Zze IFI16 pfimo potlacuje v jadfe expresi

herpesvirovych gend.

Jeden mechanismus spocivd v oligomerizaci PYD domén IFI16. K oligomerizaci dochazi na
jaderné periferii, kde IFI16 vaze virovou DNA svymi HIN doménami. Autofi prace (Lum et al., 2019)
ukazali, Ze oligomerizace IFI16 PYD doménami na herpesvirové DNA podporuje interakce proteinu
IFI16 s proteiny, které maji funkce v transkripéni regulaci. S oligomerizovanymi PYD interaguje
napfiklad transkripéni faktor UBTF a s polymerazou Il spojeny transkripéni faktor 1 (PAF1). Tyto
bunécné faktory pak potlacuji herpesvirovou ¢asnou transkripci. Autofi postuluji, Ze oligomerizace
IFI116 zprostfedkovana PYD doménami slouZi jednak jako platforma pro amplifikaci signalu k aktivaci
odpovédi vrozené imunity, jednak pro rekrutovani bunécnych transkripénich faktord k potlaéeni

herpesvirové replikace (Lum et al., 2019).

Jiny mechanismus restrikce herpesvirové infekce proteinem IFI16 je popsan v praci (Orzalli et
al., 2013). Autofi pracovali s mutantnim HSV-1 (ICPO-null), ktery neprodukoval ¢asny protein ICPO,

ktery je namifen proti mechanismim vrozené imunity a zjistili, Ze IFI16 podporuje pfidavani
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metylacnich znacek chromatinu — trimetylaci histonu H3 na lysinu 9 (H3K9me3) a ubirani znacek
euchromatinu — trimetylaci histonu H3 na lysinu 4 (H3K4me3). Jak je znamo, euchromatin je spojeny
s aktivnim prepisem genll a naopak, heterochromatin prepisu zabranuje. Spolecné tyto metylace
zabranuji expresi HSV-1 gen(, kterd v burikach bez IFI16 probihd bez omezeni. Protein IFI16 je tak

zapojen do epigenetické regulace exprese herpesvirovych gent (Orzalli et al., 2013).

5.2. Vyznam cytosolické lokalizace IFI116

DNA senzor IFI16, ackoliv detekuje virové genomy v jddfe, ma vyznamnou roli po translokaci
do cytosolu. Tam ma nezastupitelnou ulohu ve vytvoreni komplexu s adaptérem STING (Igbal et al.,
2016). Podili se na jeho aktivaci tim, Ze zfejmé rekrutuje k proteinu STING dalsi slozky komplexu,
potfebné pro nasledné kroky indukce interferonu, napriklad kindzu TBK1 v kanonické signaliza¢ni draze
po aktivaci cGAS, nebo jak bude popsano v nasledujici kapitole, slozky komplexu STING v nekanonické

draze. Pfesny mechanismus, jakym je IFI16 k proteinu STING rekrutovan neni doposud jasny.

Ve studii (Jgnsson et al.,, 2017) autofi vyvozuji na zakladé vyznamného poklesu cGAMP
v monocytech neexprimujicich gen pro IFI16, Ze IFI16 kooperuje s cGAS pro optimalni produkci cGAMP.
Postuluji, ze IFI16 funguje jako kofaktor pro cGAS. Pfima interakce cGAS a IFI16 vSak nebyla
pozorovana. Interakce obou proteinl by mohla byt zprostfedkovana DNA (Almine et al.,, 2017).
Naopak, produkce nebo absence IFI16 neméla vliv na produkci cGAMP v lidskych keratinocytech
(Almine et al., 2017). Nicméné, na dlleZitosti IFI16 pro vytvoreni komplexu s aktivovanym STING se

shoduji vSechny prace bez ohledu na typ bunék, ve kterych byly studie provadény.

5.2.1. Role IFI16 v nekanonické aktivaci STING

Mezi role, které IFI16 v burice plni, patfi i icast v nekanonické aktivaci STING, jezZ je vyvolana
poskozenim endogenni DNA. Autofi Dunphy a spolupracovnici pozorovali v lidskych keratinocytech
vystavenym ucink(im etoposidu, ktery vyvolava zlomy dsDNA, indukci produkce IFN B, interleukinu 6 a
chemokinu CCL20 zavislou na aktivaci NF-kB. Tato nekanonicka indukce je zavisla na proteinech IFI16
a STING, avsak nikoliv na aktivaci senzoru cGAS a produkci cGAMP. Toto tvrzeni je podloZeno nékolika
fakty. V lidskych monocytech THP1 bez cGAS dochazi k translokaci p65 podjednotky do jadra i k tvorbé
interferond prvniho typu, avsak monocyty neobsahujici IFI16 tuto schopnost postradaji. Aktivace
adaptéru STING je zprostfedkovana proteinem IFI16 a proteiny spojenymi s odpovédmi na poskozeni
DNA (DDR), kinazou ATM (ataxia telangiectasia mutated) a polymerazou PARP1 (Dunphy et al., 2018).
ATM kinaza fosforyluje p53, ktery interaguje s IFI16 pfimo (Liao et al., 2011). Oba tyto proteiny jsou
pak soucdsti komplexu se STING, pficemz pro pripojeni fosforylovaného p53 k STING komplexu je
vyzadovana interakce p53 s IFI16. Soucasti komplexu STING je také TRAF6, pro jehoz cileni na STING je
také poZzadovan IFI16. TRAF6 je velmi dulezity pro aktivaci proteinu STING, protoZe zprostiedkovava

ubiquitinylaci na lysinu K63. Na Obr. 10 je vlevo schéma zde popsané nekanonické drahy vyvolané
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poskozenim DNA a vpravo pro srovnani kanonické signaliza¢ni drahy aktivované senzorem cGAS a jeho
produktem cGAMP. Zatimco STING aktivovany dinukleotidy cGAMP je v komplexu s TBK1 fosforylovan
a indukce IFN vede predevsim pres aktivaci IRF3, u nekanonické drahy je STING ubiquitinylovan a
nasledna aktivace NF-kB vede k indukci alternativniho programu genové exprese. IFI16 je soucdsti

STING komplexu v obou drahach (Dunphy et al., 2018).

| cytosolic dsDNA |

T WS Wne
cytosol
O

2’3 cGAMP

| damaged DNA |

Etoposide-induced IFN-3 dsDNA-induced IFN-3

NFkB
SN

Obr. 10: Schéma modelu nekanonické aktivace STING pomoci IFI16 (vlevo) a kanonické drahy vychazejici
z rozpoznani DNA senzorem cGAS pro srovnani (vpravo). Poskozeni jaderné DNA je detekovano PARP-1 a ATM.
Dochazi k fosforylaci onkosupresoru p53 pomoci ATM, ktery se vaze na IFI16 a je translokovan do cytosolu.
Soucasné dochazi k cytosolické translokaci TRAF6, ktery spolecné s IFI16-p53 komplexem interaguje se STING.
TRAF6 poté zajistuje ubiquitinylaci STING a probiha aktivace NF-kB, ktera vede k indukci interferond typu | a

dalSich cytokinl (Dunphy et al., 2018).

6. Zavér
Béhem posledni dekady doslo k extenzivnimu vyzkumu detekcnich molekul jak pro virovou
RNA, tak pro DNA. Tyto vyzkumy odhalily mnoho typl senzor( nukleovych kyselin a z velké casti

objasnily principy jejich signaliza¢nich drah. | pfes poznatky, které byly ziskdny, jsou stdle mezery
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v podrobné charakterizaci — signalizacnich drahach, které nebyly zcela vysvétleny, jako je tomu

napfiklad v ovlivnéni aktivace STING RNA senzorem RIG-1.

Tato prace se vénuje charakterizaci DNA senzorl cGAS a IFI16 v kontextu aktivace signalnich
drah, které vedou k indukci interferon(l a interleukind. Prvotni studie popsaly cGAS jako cytosolicky
senzor DNA produkujici druhého posla cGAMP a IFI16 jako senzor jaderny, ktery je translokovan do
cytoplazmy. Tato zjisténi sice stale plati, avSak novéjsi studie vnasi do této problematiky vice novych
skutecnosti a prekvapivych informaci o komplexni funkci cGAS. cGAS se nevyskytuje pouze v cytosolu,
volné, ¢i vazan na cytoplazmatické membrdané, kde je aktivovan po vazbé na DNA k tvorbé cGAMP a
kde ma podle nedavno publikované prace (Zhao et al., 2021) také roli redukce poctu mikrojader
autofagickym mechanismem. Vyskytuje se i v bunééném jadre, kde inhibuje opravy DNA homologni
rekombinaci. Nejenom Ze jsou tyto funkce nezavislé na kanonickych rolich cGAS, ale dokonce
nekanonickd mikronukleofagie tlumi produkci cGAMP, coZ poukazuje na duleZitost nekanonickych
funkci. Podobné je tomu i v ptipadé IFI16, jehoZz déle zndma role v inhibici virové replikace v jadre byla
pozdéji objasnéna oligomerizaci, tvofenim proteinovych komplex( a jejich translokaci do cytosolu, ve
kterém stimuluje STING, nebo ho aktivuje nekanonickym zplsobem spojenym s poskozenim DNA v
jadre.

JelikoZz rozmanitost funkci jednotlivych DNA senzorl byla prokazana, je dle mého nazoru
pravdépodobné, Ze by mohly existovat dalSi nekanonické vlastnosti u jiz objevenych senzor(, které by
vysvétlovaly jiz zminéné mezery v signalizacnich drahdch. Jednim moznym kandidatem, by mohl byt
IFI16, u ného? byla identifikovana interakce s vice proteiny. Dulezitym predmétem budouciho studia
je napriklad v této praci nefesena role post-translacnich modifikaci v regulaci jednotlivych Ucastnikd
signalnich drah vedoucich k indukci odpovédi vrozené imunity. Dal$im dilezitym smérem studia jsou
také mechanismy, jakymi virové produkty zasahuji do mechanism{ obrany vrozené imunity. Pochopeni

téchto sloZitych interakci je predpokladem k Gcinnému boji proti virovym infekcim.

7. Seznam poutzité literatury
Pouziti symbolu * za citaci se rozumi, Ze dana citace je sekundarni.
Abdelhaleem, M., Maltais, L., & Wain, H. (2003). The human DDX and DHX gene families of putative
RNA helicases. Genomics, 81(6), 618—622. https://doi.org/10.1016/5S0888-7543(03)00049-1

Ablasser, A., Bauernfeind, F., Hartmann, G., Latz, E., Fitzgerald, K. A., & Hornung, V. (2009). RIG-I-
dependent sensing of poly(dA:dT) through the induction of an RNA polymerase llI-transcribed
RNA intermediate. Nature Immunology, 10(10), 1065—1072. https://doi.org/10.1038/ni.1779

Alexopoulou, L., Holt, A. C., & Medzhitov, R. (2001). Recognition of double-strandedRNA and
activation of NF-kBby Toll-like receptor 3. www.nature.com

Almine, J. F., O’Hare, C. A. )., Dunphy, G., Haga, I. R., Naik, R. J., Atrih, A., Connolly, D. J., Taylor, J.,
Kelsall, I. R., Bowie, A. G., Beard, P. M., & Unterholzner, L. (2017). IFI16 and cGAS cooperate in

30



the activation of STING during DNA sensing in human keratinocytes. Nature Communications, 8.
https://doi.org/10.1038/ncomms14392

Andreeva, L., Hiller, B., Kostrewa, D., Lassig, C., de Oliveira Mann, C. C., Jan Drexler, D., Maiser, A.,
Gaidt, M., Leonhardt, H., Hornung, V., & Hopfner, K. P. (2017). CGAS senses long and
HMGB/TFAM-bound U-turn DNA by forming protein-DNA ladders. Nature, 549(7672), 394—398.
https://doi.org/10.1038/nature23890

Barnett, K. C., Coronas-Serna, J. M., Zhou, W., Ernandes, M. J., Cao, A., Kranzusch, P. J., & Kagan, J. C.
(2019). Phosphoinositide Interactions Position cGAS at the Plasma Membrane to Ensure
Efficient Distinction between Self- and Viral DNA. Cell, 176(6), 1432-1446.e11.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2019.01.049

Briard, B., Place, D. E., & Kanneganti, T. D. (2020). DNA sensing in the innate immune response. In
Physiology (Vol. 35, Issue 2, pp. 112—-124). American Physiological Society.
https://doi.org/10.1152/physiol.00022.2019

Bruey, J. M., Bruey-Sedano, N., Luciano, F., Zhai, D., Balpai, R., Xu, C., Kress, C. L., Bailly-Maitre, B., Li,
X., Osterman, A., Matsuzawa, S. ichi, Terskikh, A. v., Faustin, B., & Reed, J. C. (2007). Bcl-2 and
Bcl-XL Regulate Proinflammatory Caspase-1 Activation by Interaction with NALP1. Cell, 129(1),
45-56. https://doi.org/10.1016/j.cell.2007.01.045

Bryan, N. B., Dorfleutner, A., Kramer, S. J., Yun, C., Rojanasakul, Y., & Stehlik, C. (2010). Open Access
RESEARCH Differential splicing of the apoptosis-associated speck like protein containing a
caspase recruitment domain (ASC) regulates inflammasomes. In Journal of Inflammation (Vol.
7). http://www.journal-inflammation.com/content/7/1/23

Burdette, D. L., Monroe, K. M., Sotelo-Troha, K., lwig, J. S., Eckert, B., Hyodo, M., Hayakawa, Y., &
Vance, R. E. (2011). STING is a direct innate immune sensor of cyclic di-GMP. Nature, 478(7370),
515-518. https://doi.org/10.1038/nature10429

Chapman, J. R., Taylor, M. R. G., & Boulton, S. J. (2012). Playing the End Game: DNA Double-Strand
Break Repair Pathway Choice. In Molecular Cell (Vol. 47, Issue 4, pp. 497-510).
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2012.07.029

Chattopadhyay, S., Marques, J. T., Yamashita, M., Peters, K. L., Smith, K., Desai, A., Williams, B.R. G.,
& Sen, G. C. (2010). Viral apoptosis is induced by IRF-3-mediated activation of Bax. EMBO
Journal, 29(10), 1762—1773. https://doi.org/10.1038/emb0j.2010.50

Chen, & Nufiez, G. (2010). Sterile inflammation: Sensing and reacting to damage. In Nature Reviews
Immunology (Vol. 10, Issue 12, pp. 826—837). https://doi.org/10.1038/nri2873

Chen, Sun, Y., Niu, J., Jarugumilli, G. K., & Wu, X. (2018). Protein Lipidation in Cell Signaling and
Diseases: Function, Regulation, and Therapeutic Opportunities. In Cell Chemical Biology (Vol. 25,
Issue 7, pp. 817-831). Elsevier Ltd. https://doi.org/10.1016/j.chembiol.2018.05.003

Cheng, Z., Dai, T., He, X., Zhang, Z., Xie, F., Wang, S., Zhang, L., & Zhou, F. (2020). The interactions
between cGAS-STING pathway and pathogens. In Signal Transduction and Targeted Therapy
(Vol. 5, Issue 1). Springer Nature. https://doi.org/10.1038/s41392-020-0198-7

Christensen, M. H., Jensen, S. B., Miettinen, J. J., Luecke, S., Prabakaran, T., Reinert, L. S.,
Mettenleiter, T., Chen, Z. J., Knipe, D. M., Sandri-Goldin, R. M., Enquist, L. W., Hartmann, R.,
Mogensen, T. H., Rice, S. A., Nyman, T. A,, Matikainen, S., & Paludan, S. R. (2016). HSV -1 ICP 27
targets the TBK 1-activated STING signalsome to inhibit virus-induced type | IFN expression .
The EMBO Journal, 35(13), 1385—-1399. https://doi.org/10.15252/embj.201593458

Dinarello. (1998). Interleukin-18, Interleukin-18, and the Interleukin-18 Converting enzyme a.

31



Diner, E. J., Burdette, D. L., Wilson, S. C., Monroe, K. M., Kellenberger, C. A., Hyodo, M., Hayakawa, Y.,
Hammond, M. C., & Vance, R. E. (2013). The Innate Immune DNA Sensor cGAS Produces a
Noncanonical Cyclic Dinucleotide that Activates Human STING. Cell Reports, 3(5), 1355-1361.
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2013.05.009

Diner, Li, Greco, T. M., Crow, M. S., Fuesler, J. A., Wang, J., & Cristea, |I. M. (2015). The functional
interactome of PYHIN immune regulators reveals IFIX is a sensor of viral DNA . Molecular
Systems Biology, 11(2), 787. https://doi.org/10.15252/msb.20145808

Du, M., & Chen, Z. J. (2018). DNA-induced liquid phase condensation of cGAS activates innate immune
signaling. http://science.sciencemag.org/

Dunphy, G., Flannery, S. M., Almine, J. F., Connolly, D. J., Paulus, C., Jgnsson, K. L., Jakobsen, M. R,,
Nevels, M. M., Bowie, A. G., & Unterholzner, L. (2018). Non-canonical Activation of the DNA
Sensing Adaptor STING by ATM and IFI16 Mediates NF-kB Signaling after Nuclear DNA Damage.
Molecular Cell, 71(5), 745-760.e5. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2018.07.034

Dutta, D., Dutta, S., Veettil, M. V., Roy, A., Ansari, M. A., Igbal, J., Chikoti, L., Kumar, B., Johnson, K. E.,
& Chandran, B. (2015). BRCA1 Regulates IFI16 Mediated Nuclear Innate Sensing of Herpes Viral
DNA and Subsequent Induction of the Innate Inflammasome and Interferon-B Responses. PLoS
Pathogens, 11(6). https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1005030

Eisenberg, Evans, Arend, & Verderber. (1990). Primary structure and functional expression from
complementary DNA of a human interleukin-1 receptor antagonist.

Ferguson, B. J., Mansur, D. S., Peters, N. E., Ren, H., & Smith, G. L. (2012). DNA-PK is a DNA sensor for
IRF-3-dependent innate immunity. 1, 47. https://doi.org/10.7554/eLife.00047

Fitzgerald, K. A., McWhirter, S. M., Faia, K. L., Rowe, D. C., Latz, E., Golenbock, D. T., Coyle, A. J., Liao,
S. M., & Maniatis, T. (2003). IKKE and TBKI are essential components of the IRF3 signalling
pathway. Nature Immunology, 4(5), 491-496. https://doi.org/10.1038/ni921

Franchi, L., Kanneganti, T. D., Dubyak, G. R., & Nufiez, G. (2007). Differential requirement of P2X7
receptor and intracellular K+ for caspase-1 activation induced by intracellular and extracellular
bacteria. Journal of Biological Chemistry, 282(26), 18810-18818.
https://doi.org/10.1074/jbc.M610762200

Gack, M. U,, Kirchhofer, A,, Shin, Y. C,, Inn, K.-S., Liang, C., Cui, S., Myong, S., Ha, T., Hopfner, K.-P., &
Jung, J. U. (2008). Roles of RIG-I N-terminal tandem CARD and splice variant in TRIM25-
mediated antiviral signal transduction. www.pnas.orgcgidoi10.1073pnas.0804947105

Gao, D, Li, T,, Li, X.-D., Chen, X., Li, Q.-Z., Wight-Carter, M., Chen, Z. J., Casanova, J.-L., Jung, J. U., & P-
Y Ting, J. (2015). Activation of cyclic GMP-AMP synthase by self-DNA causes autoimmune
diseases. https://doi.org/10.1073/pnas.1516465112

Gao, D., Wu, J., Wu, Y.-T., & Du, F. (2013). Cyclic GMP-AMP Synthase Is anlnnate Immune Sensor of
HIVand Other Retroviruses. Science, 341(6148), 899-903.
https://doi.org/10.1126/science.1241735

Gentili, M., Lahaye, X., Nadalin, F., Nader, G. F. P., Puig Lombardi, E., Herve, S., de Silva, N. S.,
Rookhuizen, D. C., Zueva, E., Goudot, C., Maurin, M., Bochnakian, A., Amigorena, S., Piel, M.,
Fachinetti, D., Londofo-Vallejo, A., & Manel, N. (2019). The N-Terminal Domain of cGAS
Determines Preferential Association with Centromeric DNA and Innate Immune Activation in
the Nucleus. Cell Reports, 26(9), 2377-2393.e13. https://doi.org/10.1016/j.celrep.2019.01.105

Grandvaux, N., Tenoever, B. R,, Servant, M. J., & Hiscott, J. (2002). The interferon antiviral response:
from viral invasion to evasion. http://journals.lww.com/co-infectiousdiseases

32



Gray, P., D W Leung, D Pennica, & E Yelverton. (1982). Expression of human immune interferon cDNA
in E. coli and monkey cells. Nature.

Gui, X., Yang, H., Li, T., Tan, X., Shi, P., Li, M., Du, F., & Chen, Z. J. (2019). Autophagy induction via
STING trafficking is a primordial function of the cGAS pathway. Nature, 567(7747), 262—-266.
https://doi.org/10.1038/s41586-019-1006-9

Guo, H., Callaway, J. B., & Ting, J. P. Y. (2015). Inflammasomes: Mechanism of action, role in disease,
and therapeutics. In Nature Medicine (Vol. 21, Issue 7, pp. 677—687). Nature Publishing Group.
https://doi.org/10.1038/nm.3893

Guttinger, S., Laurell, E., & Kutay, U. (2009). Orchestrating nuclear envelope disassembly and
reassembly during mitosis.

Haque, S. J., & Williams, B. R. G. (1994). Identification and characterization of an interferon (IFN)-
stimulated response element-IFN-stimulated gene factor 3-independent signaling pathway for
IFN-a. Journal of Biological Chemistry, 269(30), 19523—-19529. https://doi.org/10.1016/s0021-
9258(17)32200-7

Hatch, E. M., Fischer, A. H., Deerinck, T. J., & Hetzer, M. W. (2013). Catastrophic Nuclear Envelope
Collapse in Cancer Cell Micronuclei. Cell, 154(1), 47. https://doi.org/10.1016/j.cell.2013.06.007

Hayashi, K., Taura, M., & Iwasaki, A. (2018). The interaction between IKKa and LC3 promotes type |
interferon production through the TLR9-containing LAPosome. In Sci. Signal (Vol. 11).
http://stke.sciencemag.org/

Hayashi, Smith, Ozinsky, & Hawn. (2001). The innate immune response to bacterial flagellin is
mediated by Toll-like receptor 5.

Hemmi, H., Takeuchi, O., Sato, S., Yamamoto, M., Kaisho, T., Sanjo, H., Kawai, T., Hoshino, K., Takeda,
K., & Akira, S. (2004). The Roles of Two | B Kinase-related Kinases in Lipopolysaccharide and
Double Stranded RNA Signaling and Viral Infection. The Journal of Experimental Medicine J. Exp.
Med. B The, 199, 1641-1650. https://doi.org/10.1084/jem.20040520

Hemmi, Takeuchi O, Kawai T, & Kaisho T. (2000). A Toll-like receptorrecognizes bacterial DNA.
www.nature.com

Hida, S., Ogasawara, K., Sato, K., Abe, M., Takayanagi, H., Yokochi, T., Sato, T., Hirose, S., Shirai, T.,
Taki, S., & Taniguchi, T. (2000). CD8+ T cell-mediated skin disease in mice lacking IRF-2, the
transcriptional attenuator of interferon-o/B signaling. Immunity, 13(5), 643—655.
https://doi.org/10.1016/51074-7613(00)00064-9

Hornung, V., Ablasser, A., Charrel-Dennis, M., Bauernfeind, F., Horvath, G., Caffrey, D. R., Latz, E., &
Fitzgerald, K. A. (2009). AIM2 recognizes cytosolic dsDNA and forms a caspase-1-activating
inflammasome with ASC. Nature. https://doi.org/10.1038/nature07725

Hornung, V., Ellegast, J., Kim, S., Brzdzka, K., Jung, A., Kato, H., Poeck, H., Akira, S., Conzelmann, K.-K.,
Schlee, M., Endres, S., & Hartmann, G. (2006). 5 9-Triphosphate RNA Is the Ligand for RIG-I.
http://science.sciencemag.org/

Hou, F., Sun, L., Zheng, H., Skaug, B., Jiang, Q. X., & Chen, Z. J. (2011). MAVS forms functional prion-
like aggregates to activate and propagate antiviral innate immune response. Cell, 146(3), 448—
461. https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.06.041

Hu, Y., Petit, S. A,, Ficarro, S. B., Toomire, K. J., Xie, A., Lim, E., Cao, S. A., Park, E., Eck, M. J., Scully, R.,
Brown, M., Marto, J. A., & Livingston, D. M. (2014). PARP1-driven poly-ADP-ribosylation
regulates BRCA1 function in homologous recombination—mediated DNA repair. Cancer
Discovery, 4(12), 1430-1447. https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-13-0891

33



Igbal, J., Ansari, M. A., Kumar, B., Dutta, D., Roy, A., Chikoti, L., Pisano, G., Dutta, S., Vahedi, S.,
Veettil, M. V., & Chandran, B. (2016). Histone H2B-IFI16 Recognition of Nuclear Herpesviral
Genome Induces Cytoplasmic Interferon-p Responses. PLoS Pathogens, 12(10).
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1005967

Ishii, K. J., Coban, C., Kato, H., Takahashi, K., Torii, Y., Takeshita, F., Ludwig, H., Sutter, G., Suzuki, K.,
Hemmi, H., Sato, S., Yamamoto, M., Uematsu, S., Kawai, T., Takeuchi, O., & Akira, S. (2006). A
toll-like receptor-independent antiviral response induced by double-stranded B-form DNA.
Nature Immunology, 7(1), 40-48. https://doi.org/10.1038/ni1282

Ishii, K. J., Kawagoe, T., Koyama, S., Matsui, K., Kumar, H., Kawai, T., Uematsu, S., Takeuchi, O.,
Takeshita, F., Coban, C., & Akira, S. (2008). TANK-binding kinase-1 delineates innate and
adaptive immune responses to DNA vaccines. 451. https://doi.org/10.1038/nature06537

Ishikawa, H., & Barber, G. N. (2008). STING is an endoplasmic reticulum adaptor that facilitates innate
immune signalling. Nature. https://doi.org/10.1038/nature07317

Ishikawa, H., Ma, Z., & Barber, G. N. (2009). STING regulates intracellular DNA-mediated, type |
interferon-dependent innate immunity. Nature. https://doi.org/10.1038/nature08476

Jackson, S. P., & Bartek, J. (2009). The DNA-damage response in human biology and disease. In
Nature (Vol. 461, Issue 7267, pp. 1071-1078). https://doi.org/10.1038/nature08467

Janeway, C. A. (1989). Approaching the asymptote? Evolution and revolution in immunology. Cold
Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology, 54(1), 1-13.
https://doi.org/10.1101/s9b.1989.054.01.003

Johnson, K. E., Bottero, V., Flaherty, S., Dutta, S., Singh, V. V., & Chandran, B. (2014). IFI16 Restricts
HSV-1 Replication by Accumulating on the HSV-1 Genome, Repressing HSV-1 Gene Expression,
and Directly or Indirectly Modulating Histone Modifications. PLoS Pathogens, 10(11).
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1004503

Jgnsson, K. L., Laustsen, A., Krapp, C., Skipper, K. A., Thavachelvam, K., Hotter, D., Egedal, J. H., Kjolby,
M., Mohammadi, P., Prabakaran, T., Sgrensen, L. K., Sun, C., Jensen, S. B., Holm, C. K., Lebbink,
R. )., Johannsen, M., Nyegaard, M., Mikkelsen, J. G., Kirchhoff, F., ... Jakobsen, M. R. (2017).
IFI16 is required for DNA sensing in human macrophages by promoting production and function
of cGAMP. Nature Communications, 8. https://doi.org/10.1038/ncomms14391

Kadowaki, N., Ho, S., Antonenko, S., De, R., Malefyt, W., Kastelein, R. A,, Bazan, F., & Liu, Y.-J. (2001).
Brief Definitive Report Subsets of Human Dendritic Cell Precursors Express Different Toll-like
Receptors and Respond to Different Microbial Antigens. In J. Exp. Med. B The (Vol. 194, Issue 6).
Rockefeller University Press. http://www.jem.org/cgi/content/full/194/6/863

Kawai, T., Takahashi, K., Sato, S., Coban, C., Kumar, H., Kato, H., Ishii, K. J., Takeuchi, O., & Akira, S.
(2005). IPS-1, an adaptor triggering RIG-I- and Mda5-mediated type | interferon induction.
Nature Immunology, 6(10), 981-988. https://doi.org/10.1038/ni1243

Keller, M., Riiegg, A., Werner, S., & Beer, H. D. (2008). Active Caspase-1 Is a Regulator of
Unconventional Protein Secretion. Cell, 132(5), 818-831.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2007.12.040

Kim, Pazhoor, & Bao. (2010). Aspartate-glutamate-alanine-histidine box motif (DEAH)/RNA helicase A
helicases sense microbial DNA in human plasmacytoid dendritic cells. 107(34), 15181-15186.
https://doi.org/10.1073/pnas.1006539107

Kleemann, R., Zadelaar, S., & Kooistra, T. (2008). Cytokines and atherosclerosis: A comprehensive
review of studies in mice. In Cardiovascular Research (Vol. 79, Issue 3, pp. 360-376).
https://doi.org/10.1093/cvr/cvn120

34



Kondo, T., Kobayashi, J., Saitoh, T., Maruyama, K., Ishii, K. J., Barber, G. N., Komatsu, K., Akira, S., &
Kawai, T. (2013). DNA damage sensor MRE11 recognizes cytosolic double-stranded DNA and
induces type | interferon by regulating STING trafficking.
https://doi.org/10.1073/pnas.1222694110

Kowalinski, E., Lunardi, T., McCarthy, A. A., Louber, J., Brunel, J., Grigorov, B., Gerlier, D., & Cusack, S.
(2011). Structural basis for the activation of innate immune pattern-recognition receptor RIG-I|
by viral RNA. Cell, 147(2), 423-435. https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.09.039

Kranzusch, P. J., Wilson, S. C., Lee, A. S. Y., Berger, J. M., Doudna, J. A., & Vance, R. E. (2015). Ancient
Origin of cGAS-STING Reveals Mechanism of Universal 2,3’ cGAMP Signaling. Molecular Cell,
59(6), 891-903. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2015.07.022

Latz, E., Verma, A., Visintin, A., Gong, M., Sirois, C. M., Klein, D. C. G., Monks, B. G., McKnight, J. C,,
Lamphier, M. S., Duprex, P. W., Espevik, T., & Golenbock, D. T. (2007). Ligand-induced
conformational changes allosterically activate Toll-like receptor 9. Nature Immunology, 8(7),
772-779. https://doi.org/10.1038/ni1479

Lee, M. H., Lalwani, P., Raftery, M. J., Matthaei, M., Lutteke, N., Kirsanovs, S., Binder, M., Ulrich, R. G.,
Giese, T., Wolff, T., Krtiger, D. H., & Schonrich, G. (2011). RNA helicase retinoic acid-inducible
gene | as a sensor of Hantaan virus replication. Journal of General Virology, 92(9), 2191-2200.
https://doi.org/10.1099/vir.0.032367-0

Lenardo. (1991). Interleukin-2 programs mouse a 8 T lymphocytes for apoptosis.

Li, X., Shu, C., Yi, G., Chaton, C. T., Shelton, C. L., Diao, J., Zuo, X., Kao, C. C., Herr, A. B., & Li, P. (2013).
Cyclic GMP-AMP Synthase Is Activated by Double-Stranded DNA-Induced Oligomerization.
Immunity, 39(6), 1019-1031. https://doi.org/10.1016/j.immuni.2013.10.019

Liao, J. C. C,, Lam, R., Brazda, V., Duan, S., Ravichandran, M., Ma, J., Xiao, T., Tempel, W., Zuo, X.,
Wang, Y. X., Chirgadze, N. Y., & Arrowsmith, C. H. (2011). Interferon-inducible protein 16:
Insight into the interaction with tumor suppressor p53. Structure, 19(3), 418—-429.
https://doi.org/10.1016/j.str.2010.12.015

Liu, Cai, X., Wu, J., Cong, Q., Chen, X., Li, T., Du, F., Ren, J.,, Wu, Y. T., Grishin, N. v., & Chen, Z. J.
(2015). Phosphorylation of innate immune adaptor proteins MAVS, STING, and TRIF induces
IRF3 activation. Science, 347(6227). https://doi.org/10.1126/science.aaa2630

Liu, Loo, Y. M., Horner, S. M., Zornetzer, G. A., Katze, M. G., & Gale, M. (2012). The mitochondrial
targeting chaperone 14-3-3¢ regulates a RIG-I translocon that mediates membrane association
and innate antiviral immunity. Cell Host and Microbe, 11(5), 528-537.
https://doi.org/10.1016/j.chom.2012.04.006

Liu, Y., Li, J., Chen, J., Li, Y., Wang, W., Du, X., Song, W., Zhang, W., Lin, L., & Yuan, Z. (2015). Hepatitis
B Virus Polymerase Disrupts K63-Linked Ubiquitination of STING To Block Innate Cytosolic DNA-
Sensing Pathways. Journal of Virology, 89(4), 2287-2300. https://doi.org/10.1128/jvi.02760-14

Liu, Zhang, Wu, Ma, Wu, J., Wang, L., Jiang, Y., Fei, Y., Zhu, C., tan, rong, Jungblut, P., Pei, G., Dorhoi,
A, Yan, Q., Zhang, F., Zheng, ruijuan, Liu, S., Liang, H., Liu, Z, ... Ge, B. (2018). Nuclear cGAS
suppresses DNA repair and promotes tumorigenesis. https://doi.org/10.1038/s41586-018-0629-
6

Lum, K. K., Howard, T. R., Pan, C., Cristea, |. M., & Vincent Racaniello, E. R. (2019). Charge-Mediated
Pyrin Oligomerization Nucleates Antiviral IFI16 Sensing of Herpesvirus DNA Downloaded from
(Vol. 10). http://mbio.asm.org/

Ma, Y., Pannicke, U., Schwarz, K., & Lieber, M. R. (2002). Hairpin opening and overhang processing by
an Artemis/DNA-dependent protein kinase complex in nonhomologous end joining and V(D)J
recombination. Cell, 108(6), 781-794. https://doi.org/10.1016/50092-8674(02)00671-2

35



MacKenzie, K. J., Carroll, P., Martin, C. A., Murina, O., Fluteau, A., Simpson, D. J., Olova, N., Sutcliffe,
H., Rainger, J. K., Leitch, A., Osborn, R. T., Wheeler, A. P., Nowotny, M., Gilbert, N., Chandra, T.,
Reijns, M. A. M., & Jackson, A. P. (2017). CGAS surveillance of micronuclei links genome
instability to innate immunity. Nature, 548(7668), 461—-465.
https://doi.org/10.1038/nature23449

Mankan, A. K., Schmidt, T., Chauhan, D., Goldeck, M., Honing, K., Gaidt, M., Kubarenko, A. v,
Andreeva, L., Hopfner, K., & Hornung, V. (2014). Cytosolic RNA:DNA hybrids activate the cGAS —
STING axis . The EMBO Journal, 33(24), 2937-2946. https://doi.org/10.15252/embj.201488726

Marié, 1., Durbin, J. E., & Levy, D. E. (1998). Differential viral induction of distinct interferon-a genes
by positive feedback through interferon regulatory factor-7. In The EMBO Journal (Vol. 17, Issue
22).

Margq, J. B., Kolakofsky, D., & Garcin, D. (2010). Unpaired 5’ ppp-nucleotides, as found in arenavirus
double-stranded RNA panhandles, are not recognized by RIG-I. Journal of Biological Chemistry,
285(24), 18208-18216. https://doi.org/10.1074/jbc.M109.089425

Martinon, F., Burns, K., & Tschopp, J. (2002). The Inflammasome: A molecular platform triggering
activation of inflammatory caspases and processing of prolL-B. Molecular Cell, 10(2), 417-426.
https://doi.org/10.1016/5S1097-2765(02)00599-3

Martinon, F., Pétrilli, V., Mayor, A., Tardivel, A., & Tschopp, J. (2006). Gout-associated uric acid
crystals activate the NALP3 inflammasome. Nature, 440(7081), 237-241.
https://doi.org/10.1038/nature04516

Medzhitov, R., Preston-Hurlburt, P., Kopp, E., Stadlen, A., Chen, C., Ghosh, S., & Janeway, C. A. (1998).
MyD88 is an adaptor protein in the hToll/IL-1 receptor family signaling pathways. Molecular
Cell, 2(2), 253-258. https://doi.org/10.1016/51097-2765(00)80136-7

Mosmann, T., Cherwinski, H., Bond, M., Giedlin, M., & Coffman, R. (1986). Two types of murine
helper T cell clone. I. Definition according to profiles of lymphokine activities and secreted
proteins. Undefined.

Negishi, H., Fujita, Y., Yanai, H., Sakaguchi, S., Ouyang, X., Shinohara, M., Takayanagi, H., Ohba, Y.,
Taniguchi, T., & Honda, K. (2006). Evidence for licensing of IFN-induced IFN regulatory factor 1
transcription factor by MyD88 in Toll-like receptor-dependent gene induction program (Vol. 103,
Issue 41). www.pnas.orgcgidoil0.1073pnas.0607181103

Negishi, H., Taniguchi, T., & Yanai, H. (2018). The Interferon (IFN) Class of Cytokines and the IFN
Regulatory Factor (IRF) Transcription Factor Family.
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a028423

Ng, Y. C., Chung, W.-C., Kang, H.-R., Cho, H.-J., Park, E.-B., Kang, S.-J., & Song, M. J. (2018). A DNA-
sensing-independent role of a nuclear RNA helicase, DHX9, in stimulation of NF-B-mediated
innate immunity against DNA virus infection. Nucleic Acids Research, 46(17), 9011—9026.
https://doi.org/10.1093/nar/gky742

Okabe, Y., Kawane, K., Akira, S., Taniguchi, T., & Nagata, S. (2005). Toll-like receptor-independent
gene induction program activated by mammalian DNA escaped from apoptotic DNA
degradation. Journal of Experimental Medicine, 202(10), 1333—1339.
https://doi.org/10.1084/jem.20051654

Ortaldo, J. R., Mason, A., & Rehberg, E. (1983). Effect of recombinant and hybrid recombinant human
leukocyte interferons on cytotoxic activity of natural killer cells. Journal of Biological Chemistry,
258(24), 15011-15015. https://doi.org/10.1016/s0021-9258(17)43764-1

Orzalli, M. H., Conwell, S. E., Berrios, C., DeCaprio, J. A., & Knipe, D. M. (2013). Nuclear interferon-
inducible protein 16 promotes silencing of herpesviral and transfected DNA. Proceedings of the
36



National Academy of Sciences of the United States of America, 110(47).
https://doi.org/10.1073/pnas.1316194110

O’Shea, J. J.,, Ma, A., & Lipsky, P. (2002). Cytokines and autoimmunity. In Nature Reviews Immunology
(Vol. 2, Issue 1, pp. 37-45). European Association for Cardio-Thoracic Surgery.
https://doi.org/10.1038/nri702

Parvatiyar, K., Zhang, Z., Teles, R. M., Ouyang, S., Jiang, Y., lyer, S. S., Zaver, S. A., Schenk, M., Zeng, S.,
Zhong, W., Liu, Z. J., Modlin, R. L., Liu, Y. J., & Cheng, G. (2012). The helicase DDX41 recognizes
the bacterial secondary messengers cyclic di-GMP and cyclic di-AMP to activate a type i
interferon immune response. Nature Immunology, 13(12), 1155-1161.
https://doi.org/10.1038/ni.2460

Patel, J. R,, Jain, A, Chou, Y. Y., Baum, A, Ha, T., & Garcia-Sastre, A. (2013). ATPase-driven
oligomerization of RIG-I on RNA allows optimal activation of type-I interferon. EMBO Reports,
14(9), 780-787. https://doi.org/10.1038/embor.2013.102

Pestka, S., Krause, C. D., Walter, M. R., & Petska, S. (2004). Interferons, interferon-like cytokines, and
their receptors. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/

Pestka, S., Langer, J. A, Zoon, K. C., & Samuel, C. E. (1987). INTERFERONS AND THEIR ACTIONS. In
Ann. Rev. Biochem (Vol. 56). www.annualreviews.org

Petricoin, David, M., Fang, H., Grimley, P., Larner, A. C., & Pol3, S. vande. (1994). Human Cancer Cell
Lines Express a Negative Transcriptional Regulator of the Interferon Regulatory Factor Family of
DNA Binding Proteins Downloaded from. In MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY (Vol. 14, Issue
2). http://mcb.asm.org/

Pisano, G., Roy, A., Ahmed Ansari, M., Kumar, B., Chikoti, L., & Chandran, B. (2017). Interferon-y-
inducible protein 16 (IFI16) is required for the maintenance of Epstein-Barr virus latency.
Virology Journal, 14(1). https://doi.org/10.1186/s12985-017-0891-5

Rehwinkel, J., & Gack, M. U. (2020). RIG-I-like receptors: their regulation and roles in RNA sensing. In
Nature Reviews Immunology (Vol. 20, Issue 9, pp. 537-551). Nature Research.
https://doi.org/10.1038/s41577-020-0288-3

Rello-Varona, S., Lissa, D., Shen, S., Niso-Santano, M., Senovilla, L., Marifio, G., Vitale, ., Jemaa, M.,
Harper, F., Pierron, G., Castedo, M., & Kroemer, G. (2012). Autophagic removal of micronuclei.
Cell Cycle, 11(1), 170-176. https://doi.org/10.4161/cc.11.1.18564

Riera Romo, M., Pérez-Martinez, D., & Castillo Ferrer, C. (2016). Innate immunity in vertebrates: An
overview. Immunology, 148(2), 125—139. https://doi.org/10.1111/imm.12597

Rogakou, E. P., Pilch, D. R., Orr, A. H., Ivanova, V. S., & Bonner, W. M. (1998). DNA double-stranded
breaks induce histone H2AX phosphorylation on serine 139. Journal of Biological Chemistry,
273(10), 5858-5868. https://doi.org/10.1074/jbc.273.10.5858

Roy, A., Dutta, D., Igbal, J., Pisano, G., Gjyshi, O., Ansari, M. A., Kumar, B., & Chandran, B. (2016).
Nuclear Innate Immune DNA Sensor IFI16 Is Degraded during Lytic Reactivation of Kaposi’s
Sarcoma-Associated Herpesvirus (KSHV): Role of IFI16 in Maintenance of KSHV Latency. Journal
of Virology, 90(19), 8822-8841. https://doi.org/10.1128/jvi.01003-16

Saito, T., Hirai, R., Loo, Y.-M., Owen, D., Johnson, C. L., Sinha, S. C., Akira, S., Fujita, T., & Gale, M.
(2006). Regulation of innate antiviral defenses through a shared repressor domain in RIG-I and
LGP2. www.pnas.org/cgi/content/full/

Saito, T., Owen, D. M., Jiang, F., Marcotrigiano, J., & Gale, M. (2008). Innate immunity induced by
composition-dependent RIG-I recognition of hepatitis C virus RNA.
https://doi.org/10.1038/nature07106

37



Saitoh, T., Fujita, N., Jang, M. H., Uematsu, S., Yang, B. G., Satoh, T., Omori, H., Noda, T., Yamamoto,
N., Komatsu, M., Tanaka, K., Kawai, T., Tsujimura, T., Takeuchi, O., Yoshimori, T., & Akira, S.
(2008). Loss of the autophagy protein Atg16L1 enhances endotoxin-induced IL-1B production.
Nature, 456(7219), 264—268. https://doi.org/10.1038/nature07383

Shang, G., Zhang, C., Chen, Z. J., Bai, X. chen, & Zhang, X. (2019). Cryo-EM structures of STING reveal
its mechanism of activation by cyclic GMP-AMP. Nature, 567(7748), 389-393.
https://doi.org/10.1038/s41586-019-0998-5

Sharma, S., DeOliveira, R. B., Kalantari, P., Parroche, P., Goutagny, N., Jiang, Z., Chan, J., Bartholomeu,
D. C, Lauw, F., Hall, J. P., Barber, G. N., Gazzinelli, R. T., Fitzgerald, K. A., & Golenbock, D. T.
(2011). Innate Immune Recognition of an AT-Rich Stem-Loop DNA Motif in the Plasmodium
falciparum Genome. Immunity, 35(2), 194-207. https://doi.org/10.1016/j.immuni.2011.05.016

Sheppard, P., Kindsvogel, W., Xu, W., Henderson, K., Schlutsmeyer, S., Whitmore, T. E., Kuestner, R.,
Garrigues, U., Birks, C., Roraback, J., Ostrander, C., Dong, D., Shin, J., Presnell, S., Fox, B.,
Haldeman, B., Cooper, E., Taft, D., Gilbert, T., ... Klucher, K. M. (2003). IL-28, IL-29 and their class
Il cytokine receptor IL-28R. In Nature Immunology (Vol. 4, Issue 1, pp. 63-68).
https://doi.org/10.1038/ni873

Stempel, M., Chan, B., Jurani¢ Lisni¢, V., Krmpotié, A., Hartung, J., Paludan, S. R., Fiillbrunn, N.,
Lemmermann, N. A., & Brinkmann, M. M. (2019). The herpesviral antagonist m152 reveals
differential activation of STING -dependent IRF and NF -kB signaling and STING ’s dual role
during MCMV infection . The EMBO Journal, 38(5). https://doi.org/10.15252/embj.2018100983

Stetson, D. B., Ko, J. S., Heidmann, T., & Medzhitov, R. (2008). Trex1 Prevents Cell-Intrinsic Initiation
of Autoimmunity. Cell, 134(4), 587-598. https://doi.org/10.1016/j.cell.2008.06.032

Strowig, T., Henao-Mejia, J., Elinav, E., & Flavell, R. (2012). Inflammasomes in health and disease.
https://doi.org/10.1038/nature10759

Sun, H., Huang, Y., Mei, S., Xu, F., Liu, X., Zhao, F., Yin, L., Zhang, D., Wei, L., Wu, C., Ma, S., Wang, J.,
Cen, S., Liang, C., Hu, S., & Guo, F. (2021). A Nuclear Export Signal Is Required for cGAS to Sense
Cytosolic DNA. Cell Reports, 34(1), 108586. https://doi.org/10.1016/j.celrep.2020.108586

Sun, L., Wu, J., Dy, F., Chen, X., & Chen, Z. J. (2013). Cyclic GMP-AMP synthase is a cytosolic DNA
sensor that activates the type | interferon pathway. Science, 339(6121), 786—791.
https://doi.org/10.1126/science.1232458

Takaoka, A., Wang, Z., Choi, K., Yanai, H., Negishi, H., Ban, T., Lu, Y., Miyagishi, M., Kodama, T.,
Honda, K., Ohba, Y., & Taniguchi, T. (2007). DAl (DLM-1/ZBP1) is a cytosolic DNA sensor and an
activator of innate immune response. https://doi.org/10.1038/nature06013

Takeuchi, 0., Hoshino, K., Kawai, T., Sanjo, H., Takada, H., Ogawa, T., Takeda, K., & Akira, S. (1999).
Differential roles of TLR2 and TLR4 in recognition of gram-negative and gram-positive bacterial
cell wall components. Immunity, 11(4), 443-451. https://doi.org/10.1016/51074-
7613(00)80119-3

Tanaka, N., Kawakami, T., & Taniguchi, T. (1993). Recognition DNA Sequences of Interferon
Regulatory Factor 1 (IRF-1) and IRF-2, Regulators of Cell Growth and the Interferon System. In
MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY (Vol. 13, Issue 8). http://mcb.asm.org/

Unterholzner, L., Keating, S. E., Baran, M., Horan, K. A., Jensen, S. B., Sharma, S., Sirois, C. M., Jin, T,
Latz, E., Xiao, T. S., Fitzgerald, K. A., Paludan, S. R., & Bowie, A. G. (2010). IFI16 is an innate
immune sensor for intracellular DNA. Nature Immunology, 11(11), 997-1004.
https://doi.org/10.1038/ni.1932

Volkman, H. E., Cambier, S., Gray, E. E., & Stetson, D. B. (2019). Tight nuclear tethering of cGAS is
essential for preventing autoreactivity. ELife. https://doi.org/10.7554/eLife.47491
38



Wu, J. J., Li, W., Shao, Y., Avey, D, Fu, B., Gillen, J., Hand, T., Ma, S,, Liu, X., Miley, W., Konrad, A.,
Neipel, F., Stiirzl, M., Whitby, D., Li, H., & Zhu, F. (2015). Inhibition of cGAS DNA Sensing by a
Herpesvirus Virion Protein. Cell Host and Microbe, 18(3), 333—-344.
https://doi.org/10.1016/j.chom.2015.07.015

Xie, S., Mortusewicz, O., Ma, H. T,, Herr, P., Poon, R. R. Y., Helleday, T., & Qian, C. (2015). Timeless
Interacts with PARP-1 to Promote Homologous Recombination Repair. Molecular Cell, 60(1),
163-176. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2015.07.031

Yamamoto, M., Sato, S., Hemmi, H., Hoshino, K., Kaisho, T., Sanjo, H., Takeuchi, O., Sugiyama, M.,
Okabe, M., Takeda, K., & Akira, S. (2003). Role of adaptor TRIF in the MyD88-independent toll-
like receptor signaling pathway. Science, 301(5633), 640—643.
https://doi.org/10.1126/science.1087262

Yan, N., Regalado-Magdos, A. D., Stiggelbout, B., Lee-Kirsch, M. A., & Lieberman, J. (2010). The
cytosolic exonuclease TREX1 inhibits the innate immune response to human immunodeficiency
virus type 1. Nature Immunology, 11(11), 1005—-1013. https://doi.org/10.1038/ni.1941

Yang, P., An, H,, Liu, X., Wen, M., Zheng, Y., Rui, Y., & Cao, X. (2010). The cytosolic nucleic acid sensor
LRRFIP1 mediates the production of type i interferon via a B-catenin-dependent pathway.
Nature Immunology, 11(6), 487-494. https://doi.org/10.1038/ni.1876

Yang, Wang, H., Ren, U., Chen, Q., & Chena, Z.J. (2017). CGAS is essential for cellular senescence.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 114(23),
E4612—-E4620. https://doi.org/10.1073/pnas.1705499114

Yoneyama, M., Kikuchi, M., Matsumoto, K., Imaizumi, T., Miyagishi, M., Taira, K., Foy, E., Loo, Y.-M.,,
Gale, M., Akira, S., Yonehara, S., Kato, A., & Fujita, T. (2005). Shared and Unique Functions of
the DExD/H-Box Helicases RIG-I, MDAS, and LGP2 in Antiviral Innate Immunity. The Journal of
Immunology, 175(5), 2851-2858. https://doi.org/10.4049/jimmunol.175.5.2851

Yoneyama, M., Kikuchi, M., Natsukawa, T., Shinobu, N., Imaizumi, T., Miyagishi, M., Taira, K., Akira, S.,
& Fujita, T. (2004). The RNA helicase RIG-I has an essential function in double-stranded RNA-
induced innate antiviral responses. Nature Immunology, 5(7), 730-737.
https://doi.org/10.1038/ni1087

Zhang, G., Chan, B., Samarina, N., Abere, B., Weidner-Glunde, M., Buch, A., Pich, A., Brinkmann, M.
M., & Schulz, T. F. (2016). Cytoplasmic isoforms of Kaposi sarcoma herpesvirus LANA recruit and
antagonize the innate immune DNA sensor cGAS. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 113(8), E1034—E1043.
https://doi.org/10.1073/pnas.1516812113

Zhang, Hu, M. M., Wang, Y. Y., & Shu, H. B. (2012). TRIM32 protein modulates type | interferon
induction and cellular antiviral response by targeting MITA/STING protein for K63-linked
ubiquitination. Journal of Biological Chemistry, 287(34), 28646—28655.
https://doi.org/10.1074/jbc.M112.362608

Zhang, Shang, G., Gui, X., Zhang, X., Bai, X., & Chen, Z. J. (2019). Structural basis of STING binding with
and phosphorylation by TBK1. Nature, 567(7748), 394—398. https://doi.org/10.1038/s41586-
019-1000-2

Zhang, Yuan, B., Bao, M., Lu, N., Kim, T., Liu, Y.-J., & Liu, K. &yong-J. (2011). The helicase DDX41
senses intracellular DNA mediated by the adaptor STING in dendritic cells Supplementary
Information DDX41 senses intracellular DNA mediated by STING in Dendritic Cells. Nat.
Immunol, 12, 959-965. https://doi.org/10.1038/ni.2091

39



Zhao, M., Wang, F., Wu, J., Cheng, Y., Cao, Y., Wu, X., Ma, M., Tang, F., Liu, Z,, Liu, H., & Ge, B. (2021).
CGAS is a micronucleophagy receptor for the clearance of micronuclei. Autophagy.
https://doi.org/10.1080/15548627.2021.1899440

Zimmerman, L. M., Vogel, L. A., & Bowden, R. M. (2010). Commentary: Understanding the vertebrate
immune system: Insights from the reptilian perspective. In Journal of Experimental Biology (Vol.
213, Issue 5, pp. 661—671). https://doi.org/10.1242/jeb.038315

40



