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Abstrakt

Septiny jsou cytoskeletdrni GTP vazebné proteiny s unikdtnimi vlastnostmi. Vyskytuji se od
jednobunéénych eukaryot az po savce s vyjimkou vysSich rostlin. Napfi¢ organismy maji septiny
dobte konzervovanou strukturu i funkei. V buiikach jsou septiny lokalizovany v cytoplazmé, kde jsou
schopné tvorit filamenta a struktury vy$$iho fadu. Mimoto interaguji s bunéénymi membranami,
aktinovymi filamenty, mikrotubuly a mnozstvim riznorodych proteinti. Zmény v expresi septind se
Casto projevi poruchami rozli€nych bunéénych procesii a jsou tak spjaty s riznymi nemocemi. Kvuli
tomu se nabizi pro savei septiny moznost klinického vyuziti. Se stale rostoucim poctem roli v buiice se
septiniim dostdva nemalé pozornosti a poznatky o nich rostou zavratnym tempem. V této reSersi se
pokusim shrnout co nejvétsi mnozstvi informaci o struktute, skladbé, funkci a praktickém vyuziti

sav¢ich septintl.
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Abstract

Septins are cytoskeletal GTP-binding proteins with unique properties that can be found in species
ranging from single-cell eukaryotes to mammals with the exclsuion of vascular plants. Septins are well
conserved across species in both their structure and function. They are located in the cytoplasm, where
they can assemble into filaments and higher order structures. Moreover, septins can interact with
membranes, actin filaments, microtubules, and various proteins. Changes in septin expression often
result in numerous defects in cellular processes and are, therefore, linked to a multitude of diseases.
For that reason, mammalian septins appear to be of clinical importance. With the ever-increasing
number of discovered cellular roles, septins are becoming a point of interest for many and the amount
of information known about them grows rapidly. In this review, I attempt to summarise knowledge
about the structure, assembly and function of mammalian septins, as well as their possible practical

use.
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Seznam zkratek
ARTS — septinovy protein spojeny s apoptézou pies signalizaci transformujiciho ristového faktoru

beta

Bcl-2 — lymfom B-bunék 2 (protein)

CENP-E — centrosomalni protein E

CHO-K1 — buné¢nd linie z bunék vajecniku ¢inského kiecka
CLIP-170 — cytoplazmaticky linker protein 170

CRC — kolorektalni karcinom

C-konec — C-koncova doména

DAG - diacylglycerol

DNA — deoxyribonukleova kyselina

Drpl — s dynaminem piibuzny protein 1

ERK — kinaza regulovana extracelularnim signalem

ESCRT - endocytarni t¥idici komplex potfebny pro transport
FCF — forchlorfenuron

F-aktin — fibrilarni aktin

GA — Golgiho aparat

GDP — guanosindifosfat

GFP — zeleny fluorescen¢ni protein

GMPPNP — guanylylimidodifosfat

GM130 — protein z matrixu cis-Golgi o hmotnosti 130 kDa
GTP — guanosintrifosfat

G-doména — guanosintrifosfat vazebna doména

G-rozhrani — vazebné rozhrani tvotené interakci dvou guanosintrifosfat vazebnych domén

HDMVEC - lidské dermalni mikrovaskularni endotelidlni bunky



HeLa — Henrietta Lacks (bunky)

HGF — rtstovy faktor hepatocytt

Huh7R — bunééna linie pochazejici z lidského hepatomu

IMCD3 — mysi bunécna linie vnitiniho medularniho kanalku

KIF — ¢len rodiny kinesini

K562 — lidska bun&¢na linie myeloidni leukémie

MAP — s mikrotubuly asociovany protein

MCAK - mitoticky s centromerou asociovany kinesin

MCF — bunécné linie nalezené Michigan Cancer Foundation
MDA-MB-231 — buné¢na linie metastazujici rakoviny prsou od M. D. Anderson
MDCK — Madin-Darby psi ledvinné bunky

MEK — mitogenem aktivovana proteinkindza kinazy

mRNA — mediatorova ribonukleova kyselina

MT — mikrotubuly

NC-rozhrani — vazebé rozhrani tvotené interakci dvou N- a C-koncovych domén
N-konec — N-koncova doména

ORALII — protein vapnikového kanalu aktivovaného uvolnénimm vapniku 1
polyGlu MT — mikrotubuly s polyglutamatovym fetézcem na tubulinu
P-loop — fosfat vazebna klicka

RPE-1 — bunécna linie pigmentovych epitelidlnich bunék lidské sitnice
STIM1 — stromélni interakéni molekula 1

SUE — pro septiny unikatni element

TAG — triacylglycerol

TGF-p — transformujici rustovy faktor beta

Vi



Ts — Taxol senzitivni bunky

Tr — Taxol rezistentni buiiky

UV — ultrafialové

U20S - lidska bunécéna linie z osteosarkomu
VE-kadherin — vaskularni endotelidlni kadherin

XIAP — s X chromosomem spojeny inhibitor apoptdzy
6-OHDA — 6-hydroxydopamin

786-0 — lidska bunécna linie karcinomu ledviny

+TIP — proteiny asociované s plus konci mikrotubul
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1. Uvod

Septiny byly poprvé popsany v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae (Hartwell, 1971). Postupem
casu byly objeveny u dalSich zcela nepfibuznych organismt. Dnes jiz vime, Ze se septiny vyskytuji od
jednobunéénych eukaryot az po savce s vyjimkou vysSich rostlin. Tfebaze septiny pochazeji z riznych
druht, sdileji podobné vlastnosti. Septiny jsou totiz ortology. Nékteré poznatky ziskané studii septin
u jednoho druhu tak mohou byt uzitecné pii zkoumani septinti u druhu jiného a zcela neptibuzného
(Shuman and Momany, 2022). U mnohobunéénych organismti se nékteré septiny nachazeji ve vSech
buiikach téla, zatimco jiné maji specializované funkce a jsou tkanove specifické (Cao et al., 2007; Hall

et al., 2005; Thara et al., 2005; Kim et al., 2004; Lin et al., 2009).

Podstatnégjsi nez rozsiteni septinti je vSak jejich stavba a funkce. Postupem ¢asu bylo odhaleno, ze jsou
to GTP vazebné proteiny, které se daji rozdélit na N-koncovou doménu (N-konec), GTP vazebnou
doménu (G-doménu) a C-koncovou doménu (C-konec). Netrvalo dlouho a septiny si ziskaly pozornost
diky nezvyklé organizaci do filament a struktur vyssiho tadu i diky pfitomnosti unikatniho elementu
ve své G-domén¢ (Mendonga et al., 2019; Pan et al., 2007; Valadares et al., 2017). Rozsah a mnozstvi
jejich funkci v riznych tkanich dodnes neni zndm, ovSem ucast septind byla prokazana v reorganizaci
a modifikaci mikrotubuld, va¢kovém transportu, bunéném déleni, uréovani tvaru bunky, degradaci
extracelularni matrix, stabilizaci a lokalizaci organel a dalSich bunéénych procesech (Bowen et al.,
2011; Collins et al., 2019; Desterke and Gassama-Diagne, 2019; Song et al., 2019; Spiliotis et al.,
2008, 2005). Z medicinského hlediska je vyznamné, Ze septiny hraji svoji roli také v samci sterilite,
neurodegenerativnich i nddorovych onemocnéni (Cai et al., 2018; Hall et al., 2005; Ihara et al., 2005;

Kemeny et al., 2012; Lin et al., 2011, 2009; Vickram et al., 2021; Zhang et al., 2016).

Prestoze jsou septiny v poslednich letech cilem intenzivniho vyzkumu, zistavaji nadale malo
prozkoumany s prostorem pro dalsi badani. Tfebaze vyzkum neni zdaleka u konce, septiny se ukazaly
byti natolik vyznamnymi, Ze jsou nyni povazovany za Ctvrtou cast cytoskeletu, hned vedle

mikrotubulti, mikrofilament a intermedialnich filament (Mostowy and Cossart, 2012).

V této praci se zaméfim na dosud popsanych 13 savcich septind, jejich doménové slozeni, skladani do
filament a struktur vys$siho fadu. Shrnu popsané funkce v ramci sav¢i bunky a popisu nékteré zmény,

které provazi utlumeni, vyfazeni, nebo naopak nadmérna exprese septinti.



2. Nomenklatura septint

Savei septiny lze rozdélit jednak na zakladé sekvencni podobnosti (Kartmann and Roth, 2001;
Kinoshita, 2003), ale téz dle vzdjemné zameénitelnosti n€kterych septint. Na zékladé téchto parametrii
byly septiny rozfazeny do ¢tyf skupin nékdy také nazyvanych po svém tvirci Kinsoshitovi skupiny,
viz Tab. 1 (Kinoshita, 2003). Toto rozdéleni se pouziva dodnes. Septiny ze stejné skupiny lze mezi

sebou uméle vymeénit, méni se tim ovSem vlastnosti septinovych filament (Sellin et al., 2014).

Septinové skupiny se navzajem lisi délkou C- a N-konct, schopnosti Stépit GTP atim i mirou
konzervovanosti G-domény a rychlosti §t€épeni GTP (Macedo et al., 2013; Spiliotis and Nakos, 2021).
Skupina SEPT7 obsahuje pouze septin 7. Do skupiny SEPT6 patii septiny 6, 8, 11, nove také 10 a 14.
Skupina SEPT3 zahrnuje septiny 3, 9 a 12. V posledni skupiné SEPT2 se nachdzeji septiny 1, 2,4 a 5,
viz Tab. 1 (Kinoshita, 2003). Zatimco septinové skupiny SEPT2, SEPT3 a SEPT7 se lisi ve svych
C-koncich (Leonardo et al., 2021; Pan et al., 2007). Clenové skupiny SEPT6 se od ostatnich septini
odlisuji neschopnosti §tépit GTP (Leonardo et al., 2021; Sirajuddin et al., 2009). Strukturou septinu se

blize zabyva kapitola 3.
Kinoshitova .
. zafazené septiny
skupina
skupina
SEPT7 - - - -
SEPT7
skupina
SEPT6 SEPTS SEPT10 SEPT11 SEPT14
SEPT6
skupina
SEPT3 SEPT9 SEPT12 - -
SEPT3
skupina
SEPTI1 SEPT2 SEPT4 SEPT5 -
SEPT2

Tab. 1: Sav¢i septiny rozdéleny nerovnomérné do ctyf skupin dle (Kinoshita, 2003). Septiny jsou v ramci skupiny
zaménitelné (Kinoshita, 2003). DopInéno o nové objevené septiny z (Spiliotis and Nakos, 2021).



V sav¢ich septinech hraje velkou roli alternativni sestiih. Transkripci konkrétniho septinového genu
muizeme ziskat ¢etné sestfihové varianty mRNA, které vedou ke vzniku nejriiznéjsich septinovych
izoforem (Sellin et al., 2014, 2012). Alternativni sestiih nejcastéji ovliviiuje C- a N-konce, zatimco
G-doména je vzdy ptitomna (Bldser et al., 2003; Hall et al., 2005; Mgller et al., 2018). Navic se pocet
septinovych izoforem mezi savci lisi. Naptiklad umysi byly pozorovany tfi, upotkanti jedna

a u cloveka dvé izoformy SEPT12 (Lin et al., 2009).

Nekteré septiny a jejich izoformy jsou tkanoveé specifické, zatimco jiné septiny se vyskytuji hojné.
Jejich mnozstvi a zastoupeni se vSak méni jak v prib&hu maturace bunék, tak i béhem diferenciace
bunck. Ke zménam v expresi septini dochazi i v nadorovych tkanich (Bléser et al., 2003; Hall et al.,
2005; Lin et al., 2009; Mgller et al., 2018; Tada et al., 2007). Napiiklad exprese SEPT3 je velmi dobie
patrnd u bun¢k lidskych nadorovych linii pivodem z meduloblastomi, ale chybi u bun¢k lidskych
nadorovych linii pochazejicich z gliomt, viz Obr. 1 (Kim et al., 2004). Dal$im piikladem mtize byt
SEPT12, ktery byl ze zkoumanych mysich tkani pfitomen pouze ve varlatech (Lin et al., 2009).

Bunécné linie glioma Bunééné linie meduloblastomu
> I T, 3@&‘ 3
F S > & g T ¢
SEPT2 m —.—* SEPT2
SEPT3 — e WP W " SEPT3
-
SEPT4 - e ey T G G ———— w— ——— SEPT4

SEPT5 " w—— w “ SEPTS
SEPT6 W M SEPT6

SEPT7 T - ———me A b e e ey S

el 4 ekt 1 - — =

SEPTI] e s ssme s — — — — - ————-—-—-‘- A

Obr. 1: Exprese septind v riznych nadorovych liniich mozku a primarnich lidskych fibroblasti (F0068). Podstatny je zde
rozdil v expresi SEPT3, ktery doklada, Ze se exprese septinti v riznych bunkach mize lisit (Kim et al., 2004). Z obrazku jsou
také dobfe patrné izoformy SEPT9. Takovy vysledek je vzhledem k velkym rozdilim v hmotnosti jednotlivych izoforem
SEPT9 oc¢ekavany (Sellin et al., 2014). Pfevzato z (Kim et al., 2004).

Ackoli vznik izoforem je u savc¢ich septinﬁ casty, SEPT9 rozmanitosti hmotnosti svych izoforem
s délkou N-konce 295 aminokyselin, zatimco nejlehéi izoforma SEPT9 pouhych 39 kDa a délkou
N-konce 44 aminokyselin. Hmotnost izoforem SEPT9 se tak muize lisit téméf dvojnasobné. (Sellin et

al., 2014, 2012). Dalsim piikladem muze byt izoforma SEPT4 znama jako ARTS. Ta obsahuje



unikatni C-konec Citajici 27 aminokyselin, ktery se nenachazi v zadném jiném produktu genu

H5/PNUTL2/CDCrel2b, ze kterého ARTS pochazi (Larisch et al., 2000).

Ttebaze se u septinti dodrzuji v§eobecna pravidla pro pojmenovavani gent i proteint, Ize se v ¢lancich
setkat s n¢kolika zajimavostmi. Proteinové izoformy se bézné€ znaci nazvem septinu nasledovanym
podtrzitkem, ,,i* a ¢islem izoformy, naptiklad SEPT9 il (Macara et al., 2002). Déle se kviili obtizim
se ziskavanim purifikovanych septint v plné délce zacaly misty pouzivat zkracené proteiny (Castro et
al., 2020; Leonardo et al., 2021; Macedo et al., 2013; Sirajuddin et al., 2009), které¢ se nazyvaji dle
pritomnych, nebo naopak chybéjicich domén. Napiiklad SEPT3, ktery obsahuje G-doménu a C-konec,
ale postrada N-konec, se mize znacit: SEPT3-GC, SEPT3GC, ANSEPT3, nebo SEPT3AN.

3. Doménova struktura septint

Jak jiz bylo zminéno, septiny jsou proteiny s molekulovou hmotnosti mezi 35 az 65 kDa (Kim et al.,
2004). Obsahuji nekolik typickych domén, diky kterym se mohou tucastnit celé fady bunécénych
pochodt. V nasledujicich odstavcich bude popsana stavba a funkce vSech hlavnich domén septint:

N-konec, G-doména a C-konec. Doménova stavba je také zndzornéna na Obr. 2.

.N-konec ~ G-doména __ C-konec
SEPT2
GTP - GDP
LT I L

SEPT6 GTP _

(SEPTS, 8, 10, 11, 14)

SEPT? l aP > cor I
septa (IR s 7~>cor K

(SEPTS, 9, 12)

Polybazicky - Coiled
- - amfipaticky coil

Bazicka Kysela na prolin helix SUE
doména bohata doména I -

Obr. 2: Typicka struktura vSech ¢tyt skupin sav¢ich septintl. U septintl se vyskytuje G-doména a variabilni N- a C-konce.
G-doména septinii obsahuje pro septiny unikéatni element (SUE), ktery, jak nazev napovida, se vyskytuje pouze u septind
(Valadares et al., 2017). Dlouhy N-konec vyobrazeny u skupiny SEPT3 je ve skutecnosti charakteristicky pouze pro SEPT9
(Sellin et al., 2014). Prevzato a upraveno z (Spiliotis and Nakos, 2021).

Pochopeni struktury septint je dtlezité pro objasnéni jejich schopnosti skladat se do filament. Septiny

spolu mohou interagovat pres G-domény s navdzanym nukleotidem a tvofit G-rozhrani, nebo pies



okrajové casti G-domény, N-konce a C-konce za vzniku NC-rozhrani (Sirajuddin et al., 2007,

Valadares et al., 2017). Ob¢ rozhrani jsou znazornéna na Obr. 3.

3.1. N-koncova doména

N-konce septintl jsou obvykle kratké a az na polybazicky alfa helix v blizkosti G-domény s oznacenim
00 nestrukturované (Sirajuddin et al., 2007). Septiny skupiny SEPT6 v porovnéni s ostatnimi septiny
maji a0 helix s vyrazné zkracenou polybazickou oblasti (Mendonga et al., 2021). Zdaleka nejdelsi
a nejvariabilngj$i N-konec mezi septiny patii SEPT9 ze skupiny SEPT3. Ostatni clenové této skupiny:
SEPT3 a SEPT12, maji N-konec kratky anevariabilni (Sellin et al., 2014), proto se informace
o N-konci budou tykat ptevazné SEPTO.

Zhruba polovina N-konce SEPT9 blize k G-doméné je kyseld, zatimco druh4 polovina je bazicka, viz

Obr. 2 (Bai et al., 2013; Smith et al., 2015).

SEPTY9 ve svém N-konci obsahuje repetitivni motiv K/R-R/x-x-D/E, kriticky pro vazbu septinu na
mikrotubuly. Schopnost SEPT9 vazat se na mikrotubuly koreluje s délkou N-konce atim
i s mnozstvim repetitivnich motivi, jak ukazuji vysledky popsané Bai et al. (2013). Izoforma SEPT9
s nejdelsim N-koncem SEPT9 il velmi ochotné kolokalizovala s mikrotubuly v blizkosti jadra.
Naopak izoformé SEPT9 i4 chybi podstatna ¢ast N-konce s vétSinou repetitivniho motivu. Tato

izoforma s mikrotubuly témet nekolokalizovala (Bai et al., 2013; Valadares et al., 2017).

Bazicka cast N-konce SEPT9 se rovnéz vaze na F-aktin (Smith et al., 2015). Ackoli Smith et al.
(2015) nezkouseli vazbu riznych izoforem na F-aktin, je pravdépodobné, Ze i vtomto piipade

izoformy SEPT9 s vyrazn¢ zkracenou bazickou ¢asti N-konce se na F-aktin vazat nebudou.

N-koncovy polybazicky a0 helix je struktura zodpovédna za moznost septinli vazat se na negativné
nabité fosfolipidy, které se vyskytuji na membranach (Nakazawa et al., 2023; Zhang et al., 1999).
Vyskyt této interakce in vivo se predpoklada pouze u skupiny SEPT3. Polybazicky a0 helix je pii
vazbé GTP do G-domény SEPT9 orientovan do prostoru, ¢imz muze interagovat s membranou. Pfi
vazbé GDP po hydrolyze GTP je vnofeny do NC-rozhrani a stabilizovany polykyselou oblasti
G-domény (Castro et al., 2020; Valadares et al., 2017).

3.2. G-doména

Septiny patii do skupiny P-loop GTPaz, obsahlé a riznorodé skupiny proteinti schopnych stépit GTP
(Bourne et al., 1991; Leipe et al., 2002). Ackoli existuje mnoho variant G-domény, v§echny obsahuji
centralni B-list slozeny z Sesti antiparalelnich vlaken obklopeny péti a-helixy (Valadares et al., 2017).
GTPazy ve své G-doméné obsahuji konzervované motivy G1-G5. Tyto motivy hraji roli pii vazbé
GTP a jeho hydrolyze na GDP, ale i pti vyméné GDP za GTP. Tyto motivy se vSak v GTPazach casto
nevyskytuji vSechny soucasné (Bourne et al., 1991). Jinak tomu neni ani u septind, které obsauji

G-doménu pouze s G-motivy G1, G3 a G4. Mimo G-motivy se u G-domény septini setkame také

5



s dal§imi oblastmi. Za zminku stoji oblasti switch I, pro septiny unikatni element (SUE), motivy
Sep1-4, polybazicka a polykysela doména (Auxier et al., 2019; Pan et al., 2007; Saraste et al., 1990).

Jejich vlastnosti a funkce shrnuje Tab. 2. G-motivy a SUE septind jsou znazornény na Obr. 3.

oblast alternativni nazev funkce a vlastnosti

motiv: GxxxxGK(S/T)

G1 motiv P-loop, Walker variabilni sekvence u mnoha GTP vazebnych proteint
A box vaze a- a B-fosfat GTP
stejna konformace pii vazbé GTP i GDP.
motiv: DxxG
koordinuje hotecnaty kation
G3 motiv switch II koordinuje molekulu vody

konzervovan ve vS§ech GTP vazebnych proteinech

meéni konformaci pii vazbé GTP

motiv: AKAD
G4 motiv Walker B motiv

stabilizuje vazebné misto pro GTP

nefunkéni u skupiny SEPT6

switch [ -
koordinuje molekulu vody do pozice vhodné ke §tépeni GTP
Sepl S1 motiv motiv: ExxxxR
Sep2 S2 motiv motiv: DxR[VI|Hxxx[ YF]F[IL]xP
Sep3 S3 motiv motiv: GxxLxxxD
Sep4 S4 motiv motiv: WG
SUE septin unique dulezity pro tvorbu unikatni vazby ptes NC-rozhrani
element umoznuje polymeraci septint
u skupiny SEPT3:
polybazicka PB2 interaguje s polykyselou oblasti G-domény druhého septinu
béhem uzaviené konformace NC-rozhrani
u skupiny SEPT3:
stabilizuje polybazicky a-helix (00) béhem oteviené konformace
polykysela - NC-rozhrani

interaguje s polybazickou oblasti G-domény druhého septinu

béhem uzaviené konformace NC-rozhrani

Tab. 2: Prehled dulezitych oblasti G-domény septinti (Bourne et al., 1991; Castro et al., 2020; Leipe et al., 2002; Pan et al.,
2007; Sirajuddin et al., 2009; Valadares et al., 2017).
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Obr. 3: Ukazka tii GTP vazebnych domén a jejich vzajemného uspofadani. N- a C-konce zde pro ptehlednost nejsou
vyobrazeny. Znazornéna jsou pouze mista, kde by zacinaly. Fialové je vyznaden SUE (septin unique element), ktery svym
umisténim vyznamné piispiva ke vzniku NC-rozhrani, méné& pak k tvorbé G-rozhrani. Cerveng, zelené a modie jsou v tomto
pofadi zvyraznény G1, G3 a G4 motivy G-domény zodpovédné za selektivni rozpoznani GTP. Pfevzato a upraveno
z (Valadares et al., 2017).

G-doména sama o sob¢ neni schopna vazat GTP. K tomu potfebuje hofecnaty kation. Jeho role béhem
vazby a hydrolyzy GTP vSak neni dobie prozkouména (Cavini et al., 2021; Huang et al., 2006;
Macedo et al., 2013). Efektivita Stépeni GTP je urtiznych septinti rozdilnd. U zastupct vSech ctyt
skupin lidskych septint SEPT2, SEPT6, SEPT7 a SEPT9, byla zkoumana rychlost, s jakou
hydrolyzuji GTP na GDP. Zatimco SEPT6 a SEPT9 bylo mozné ziskat jako monomery, SEPT2
a SEPT7 byly ziskany ve form¢ dimerti. Z toho diivodu byly navic v testovani pouzity mutované verze
téchto septind, které zlistavaji v roztoku ve form¢ monomert. Monomerni SEPT7(E184A) stépil GTP
nejrychleji. Dale nasledovaly SEPT9 amonomerni SEPT2(F156D). SEPT6 neprokazal zadnou
GTPéazovou aktivitu (Zent and Wittinghofer, 2014). S vyjimkou SEPT6 §tépily septinové monomery
GTP relativné podobnou rychlosti. Nemutované septiny SEPT2 a SEPT7, které se nachazely v roztoku
v podob¢ dimert, vykazovaly nejpomalejsi $tépeni GTP (Zent and Wittinghofer, 2014). Autofi na
zaklad¢ téchto méfeni a pozorovani navrhuji, ze k vyméné GDP za GTP musi nejdiiv dojit k rozpadu
dimerti, nebo komplikovanéjsich struktur, coz vyznamné zpomaluje rychlost §tépeni (Zent and

Wittinghofer, 2014).

G-doména obsahuje mimo jiné oblast nazyvanou switch I, kterd je jednou znejvice variabilnich
oblasti v G-doméné septinii (Rosa et al., 2020). V této oblasti chybi septinim ze skupiny SEPT6
konzervovany threonin, ktery se jednak spolutcastni s dal§imi oblastmi na koordinaci hofe¢natého
kationtu, ale hlavné drzi molekulu vody ve vhodné pozici pro §t€peni GTP. Neptitomnost GTPazové
aktivity u skupiny SEPT6 by tak mohla byt zptisobena praveé absenci tohoto threoninu (Sirajuddin et
al., 2009; Valadares et al., 2017). Pii bliz§im pohledu na switch I v samostatném septinu SEPT2
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zjistime, Ze je tato oblast nestrukturovand, zatimco v SEPT6-SEPT2 heterodimeru je oblast
switch [u SEPT2 zcela au SEPT6 témét zcela strukturovana. Témer identicky vypadala oblast
switch i pii interakci SEPT2 s dalSimi cleny skupiny SEPT6, ato SEPT8 a SEPT11. Vzhledem
ktomu, Ze bez spravného vazebného partnera se switch [vyskytuje uSEPT2 a SEPT6
v nestrukturovaném stavu, mohla by oblast switch I hrat kritickou roli v hledani spravného vazebného
I strukturovana jak v heterodimeru s SEPT3(T282Y), tak i v samostatném SEPT7. Opacné je tomu
u SEPT3(T282Y), kde je vice moznosti, jak se miize switch I usporadat (Rosa et al., 2020).

Oblast switch II, nebo také G3, zatim nema v septinech jasnou funkci (Rosa et al., 2020). Byla vSak
pozorovana konformacni zména oblasti switch II pfi vazbé nehydrolyzovatelného analogu GTP,
GMPPNP. Oblast switch II je pti vazbé GTP strukturovana a tvoii vodikovy mustek na y-fosfat GTP.
Pti absenci tohoto fosfatu je konformace switch II volngjsi, i kdyz stale strukturovana. Ackoli funkce
oblasti switch II neni znama, autofi predpokladaji, Ze by mohla mit kli¢ovou roli v pienosu strukturni
informace pres 02-helix. Hydrolyza GTP na G-rozhrani by se tak pfes tento helix mohla projevit na

NC-rozhrani (Castro et al., 2020).

G-doména septind se od ostatnich GTP vazebnych proteinii odlisuje ptitomnosti SUE, ktery je dilezity
pro schopnost septint tvofit filamenta. SUE diky svému umisténi prispiva k tvorbé obou rozhrani, viz

Obr. 3 (Valadares et al., 2017).

3.3. C-koncova doména

Septinové skupiny s vyjimkou skupiny SEPT3 obsahuji na C-konci coiled coil doménu (Pan et al.,
2007). Tato doména je mezi septinovymi skupinami zna¢n€ proméenliva. U septint ze skupiny SEPT2
je kratka atvofi ji zhruba 30 aminokyselin. Mnohem delsi coiled coil doménu pak maji skupiny
SEPT6 a SEPT7, u kterych dosahuje délky okolo 57 aminokyselin (Leonardo et al., 2021). Mezi
coiled coil a G-doménou se s velkou pravdépodobnosti nachazi ohebna oblast C-konce, o ¢emz svéd¢i
obtize, které se objevuji pii pokusech ziskat strukturu C-koncli pomoci rentgenové krystalografie

(Sirajuddin et al., 2007).

C-konec septini muze slouzit k vazbé dalSich proteinti, jak ukazala interakce C-konce SEPT7
s molekuldrnim motorem CENP-E (Zhu et al., 2008). Toto pozorovani se vSak zda byt ojedinélé

a hlavni role C-konce septinti bude s nejvyssi pravdépodobnosti jina.

Zda se, ze coiled coil struktury septinti stabilizuji NC-rozhrani pfi tvorbé filament a umoziiuji vznik
struktur vyssiho fadu (Leonardo et al., 2021). Sirajuddin et al. (2007), izolovali komplex skladajici se
ze septini SEPT2, SEPT6 a SEPT7, které byly pfipraveny o svoji coiled coil doménu. Porovnanim
takto izolovanych hexamerd a hexamera izolovanych z nepozménénych septinii autoii nenalezli zadné

vyznamné rozdily (Sirajuddin et al., 2007). Septiny jsou tak schopné tvofit heteromery i bez C-konct.



Naproti tomu Leonardo et al. (2021) pozorovali, ze septiny SEPT6, SEPT7 a SEPT2 tvoftily filamenta,
ale pfi nahrazeni SEPT2 jeho upravenou verzi bez C-konce k tvorbé filament nedoslo a septiny se
poskladaly pouze do kratkych heteromerd. Autofi se domnivaji, ze C-konce a coiled coil struktury jsou
dilezité pro vznik a prodluzovani septinovych filament a jejich vzajemné interakce v strukturach

vyssiho fadu (Leonardo et al., 2021).

4. Septinova filamenta

Septiny jsou jedny z mala GTP vazebnych proteinii schopnych tvofit filamenta. Ta Ize pozorovat pod
elektronovym mikroskopem, ktery odhali 5 nm §iroké septinové struktury s délkou kolem 25 nm pro
jeden hexamer (Mendonga et al., 2019) a 32 nm pro oktamer (Sirajuddin et al., 2007). Na rozdil od
mikrotubulll a mikrofilament se septinova filamenta obvykle skladaji ze symetrickych hexameri
nebo oktameri a netvofi tedy odlisny plus a minus konec (Valadares et al., 2017). VSechny pfirozene
se vyskytujici heteromery se skladaji ze sudého poctu podjednotek (Sellin et al., 2014). In vitro byla
pozorovana i filamenta tvofena nahodnou kombinaci hexamer a oktamerd (Soroor et al., 2021).
Predchozi pozorovani naznacuji, ze takova filamenta vznikaji i in vivo a dale se mohou skladat do
struktur vyssiho tadu (Sellin et al., 2014). Pfi tvorbé hexameru jsou septiny usporadany tak, ze se
dvojice SEPT7 nachazi uprostied, SEPT6 vice ke kraji a SEPT2 zcela na kraji hexameru (Mendonga et
al., 2019). Oktamery, obsahuji navic jest¢ dvojici septind ze skupiny SEPT3 mezi SEPT7 ptivodniho
hexameru, viz Obr. 4, Tab. 1 (Soroor et al., 2021). Existuji vSak ivyjimky ztéchto uspotadani.
Naptiklad SEPT1 na membrané Golgiho apardtu funguje nezavisle na ostatnich septinech a tvofi
v zivych buiikdch homooligomerické multimery sam se sebou (Song et al., 2019). Septiny spolu
mohou interagovat pfes G-domény s navazanym nukleotidem a tvofit G-rozhrani, nebo ptes okrajové
casti G-domény, N-konce a C-konce za vzniku NC-rozhrani (Sirajuddin et al., 2007; Valadares et al.,
2017). Dimerizace GTP vazebnych proteinii pfes G-domény neni vzacna, ale sama o sobé neumozni
polymeraci. Tvorba NC-rozhrani je pro septiny unikétni. P¥itomnost obou rozhrani vede ke schopnosti

septint polymerovat (Valadares et al., 2017).
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Obr. 4: Soucasna predstava savéiho septinového hexameru a oktameru. Bilé ovaly ptfedstavuji navazanou molekulu GDP,
c¢erné GTP. SEPT2-SEPT?2 interakce a SEPT6-SEPT?7 interakce je zprostfedkovana NC-rozhranim, zatimco SEPT2-SEPT6
a SEPT7-SEPT?7 interakce jsou tvofeny G-rozhranim. SEPT2 a SEPT7 ve filamentu vazi GDP, SEPT6 GTP. G-rozhrani lze
dale rozd¢lit na Gpp-a Gpr-rozhrani, kdy DD zna¢i GDP-GDP a DT zna¢i GDP-GTP nukleotidy v G-rozhranich. Podobné
lze dale rozvést NC-rozhrani. Dle interakce C-konct rozlisujeme NC- (bez helixu), NCy, (s helixy mezi rozdilnymi septiny)
a NCyom (s helixy mezi stejnymi septiny). Pievzato z (Valadares et al., 2017) a upraveno dle (Mendonga et al., 2019).

4.1. Stépeni GTP

Ackoli za fyziologickych podminek vazi septiny GTP, zd4 se, ze pro tvorbu filament in vitro neni
nezbytny a septinova filamenta mohou vzniknout i s navdzanym GDP. Experiment s cilem vytvofit
filamenta Cist¢ ze SEPT2 prokdzal, Ze homooligomerni filamenta se tvofi nejen pti vazbé SEPT2
s GTP, ale i s GDP. Takova filamenta se ovSem tvoii mnohondsobné del§i dobu. U septinil
s navazanym GTP se vytvofila filamenta do 30 minut, zatimco u septinii s navazanym GDP trvalo
nahromadéni detekovatelného mnozstvi filament 6 hodin (Huang et al., 2006). Funkce hydrolyzy GTP

tak neni zcela objasnéna.

Castro et al. (2020) se podivali na strukturu septini ze skupiny SEPT3 a zjistili, Ze se jejich
NC-rozhrani vyskytuje ve vice konformacich. Konkrétné se NC-rozhrani u septind této skupiny méni
z oteviené konformace, kdyZz septin vaze GTP na uzavienou pti vazbé GDP. Autofi navrhli model, ve
kterém predstavuji mozny vliv hydrolyzy GTP na interakci s cytoplazmatickou membrénou
prostfednictvim N-koncového polybazického a0 helixu. Pfi navazaném GTP by tak mé¢l byt N-konec
s a0 helixem vytlacen do prostoru s moznosti interakce s cytoplazmatickou membranou. Po hydrolyze
na GDP a zménou konformace z uzaviené na otevienou, by se do otevieného NC-rozhrani poskladal
a0 helix k polykyselé oblasti, ¢imz by se septin odpoutal od membrany. Mimo skupinu SEPT3 nebyla

uzaviena konformace NC-rozhrani pozorovana. Autofi se vSak domnivaji, Ze se timto modelem fidi
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vSechny septiny skupiny SEPT3, a Ze vSechny zbylé skupiny septint tvofi pouze oteviené konformace

s a0 helixem skrytym v NC-rozhrani (Castro et al., 2020).

Nukleotid je v krystalickych strukturach zcela pohiben v G-rozhrani vzniklém mezi septiny
(Sirajuddin et al., 2009), zd4 se, ze aby mohlo dojit k vyméné GDP za GTP, musi se septinové
struktury nejdiive rozpadnout (Zent and Wittinghofer, 2014).

4.2. Vazebna rozhrani

Mendonga et al. (2019) zjistili, Ze NC-rozhrani jsou v porovnani s G-rozhranim nachylnéjsi
k destabilizaci pfi zvySeni koncentrace soli v roztoku. Depolymerizace septinovych filament na
hexamery nebo oktamery je proto pravdépodobnéjsi, kdyZz bude na jejich konci prave slabsi
NC-rozhrani, viz Obr. 4 (Mendonga et al., 2019). Bez obvyklych vazebnych partnerii se septiny
mohou vazat in vitro nekanonicky jeden sdruhym, naptiklad mtze vzniknout SEPT2-SEPT2
homodimer pfes G-rozhrani, ktery se v obvyklém hexameru nebo oktameru nevyskytuje (Valadares et
al., 2017). Dochézi k tomu nejspiSe pravé z divodu vetsi stability G-rozhrani oproti NC-rozhrani

(Mendonga et al., 2019).

4.3. Struktury vyssiho radu

Septinova filamenta se dale mohou skladat do struktur vyssiho fadu a tvofit rizné svazky, sit€, nebo
prstence, viz Obr. 5 (Hu et al., 2010; Huang et al., 2006; Nakazawa et al., 2023; Sellin et al., 2014;
Sirianni et al., 2016; Spiliotis et al., 2005; Zhu et al., 2008).

LB — 000X —.
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Obr. 5: Znazornéni skladby septinovych heterooligomerti do filament a struktur vys§iho fadu. Jednoduché vyobrazeni tii
struktur vys§iho fadu, mezi které l1ze zafadit septinové sité, prstence nebo svazky filament. Pfevzato a upraveno z (Fung et al.,
2014).

Tiebaze existuje mnozstvi pozorovani septind poskladanych do struktur vyssiho fadu, neni jisté jak
spolu septiny v téchto strukturach interaguji. Leonardo et al. (2021) navrhuji na zakladé in vitro
pozorovani roli C-koncovych coiled coil domén v tvorbé struktur vy$§iho fadu. Dale ptedstavuji
model, kterym se snazi vysvétlit pozorovani dvou odlisné velkych rozestupli mezi filamenty

v strukturdach vyssiho tfadu. V tomto modelu by coiled coil domény septinii zjednoho filamenta

11



interagovaly s coiled coil doménami septinti z druhého filamenta. Kratké rozestupy, odhadované na
5 nm, by tak byly tvofeny interakcemi mezi kratSimi coiled coil doménami septinii ze skupiny SEPT?2.
Delsi rozestupy, jejichz délku autoii odhaduji mezi 15-20 nm, by byly utvafeny del$imi coiled coil

doménami septinti ze skupin SEPT6 a SEPT7, viz Obr. 6 (Leonardo et al., 2021).
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Obr. 6: Navrzeny model antiparalelnich interakci coiled coil domén septind mezi dvéma filamenty. (A) Dlouhy rozestup
tvofeny interakcemi delSich coiled coil domén SEPT6 a SEPT7. (B) Kratky rozestup tvofeny interakcemi kratsich coiled coil
domén SEPT2 (Leonardo et al., 2021). Pievzato z (Cavini et al., 2021).

Septinové slozeni ovliviiuje vlastnosti struktur vysSiho fadu. Vétsi zastoupeni oktamerti zpiisobené
nadmérnou expresi kratké izoformy SEPT9, zvétsi prumérnou velikost septinového prstence v buiice,
zatimco nadmérné exprese SEPT3 nebo SEPT12 zpiisobi pfeménu hexamerl na tetramery, coz ma na
velikost septinového prstence opacny efekt. Navic pfitomnost atypickych heteromertt miize snizit

stabilitu struktur vyssiho fadu (Sellin et al., 2014).

Septinové struktury vyssiho fadu se vyskytuji specificky urtznych bunék a obecné ina riznych
mistech vramci jedné bunky. Nasledujici piiklady budou podrobné popsany v kapitolach 5. a 6.
V savéich spermiich se septiny nachazi v prstencovité struktufe zvané anulus. Bez septind tato
struktura nevznikne a spermie jsou nepohyblivé (Ihara et al., 2005). Prstence a oblouky ze septinti byly
Casto pozorovany v interakci s cytoplazmatickou membranou. At uz se vyskytovaly u neuront, kde
ovliviiovaly strukturu dendritt a jejich vybézku (Tada et al., 2007; Xie et al., 2007), na bazi primarni
cilie ubunécné linie IMCD3 (Hu et al., 2010), u nepfilnutych T-lymfocytli a bunééné linii K562
(Sellin et al., 2011), nebo v lidskych dermalnich mikrovaskularnich endotelialnich buiikach (Kim and

Cooper, 2018). Dale byly struktury vyssiho fadu pozorovany mimo cytoplazmatickou membranu.
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Napiiklad béhem bunééného d€leni. Zde se septiny vyskytovaly v podobé sité a tvofily proteinové
leSeni, které napomahalo spravnému setfazeni chromosomi a naslednému rozchodu chromosomut
k polim bunky (Spiliotis et al., 2005). V HeLa bunkach nakazenych bakterii Shigella flexneri tvori
septiny klece z prstencovitych struktur, které bakterie obesatvéji a uvézni. Tyto prstencovité struktury

interaguji s vnéjsi membranou mitochondrii (Sirianni et al., 2016).

Ztrata téchto struktur byla téméf vzdy doprovdzena zménou morfologie bunck. Dochazi ke vzniku
krat§i primarni cilie, k poSkozeni bunéénych spoji v epitelu, nebo k méné¢ komplexnimu vétveni
dendriti a zménou morfologie dendritickych trnti u neuront (Hu et al., 2010; Kim and Cooper, 2018;
Tada et al., 2007; Xie et al., 2007). Pti déleni bun€k vyusti ztrata struktur vyssiho fadu v poruchy
bunécného déleni (Spiliotis et al., 2005).

5. Vliv septini na bunécné procesy

Uvnitt bun€k probiha nespocet komplexnich procesii. Po naruSeni exprese septinil je mozné pozorovat
mnozstvi zmén na bunécnych strukturdch. Navic jsou Casto tyto zmény takového rozsahu, ze se

projevi na vlastnostech i celkovém vzhledu bunék.

5.1. Cytoplazmatickd membrana

Na cytoplazmatické membran€ vznikda mnozstvi zaktiveni a vypouklin obzvlasté u specializovanych
buné¢k jako jsou naptiklad neurony (Tada et al., 2007). U septinti byla zjist€éna schopnost rozpoznavat
avazat se na tato zakiiveni cytoplazmatické membrany. Septiny preferovana délka zakiivené
membrany je okolo jednoho mikrometru. Schopnost tvofit filamenta navic septiniim umoznuje pokryt
plochu o libovolném rozméru (Bridges et al., 2016). Na membrané dochézi vlivem septinti k funk¢ni
kompartmentalizaci tvorbou difuznich bariér. Septiny tvofi difizni bariéry pro membranové nebo
k membrané vazané proteiny na specifickych mistech cytoplazmatické membrany, jako jsou baze cilii

a dendritd (Ewers et al., 2014; Hu et al., 2010).

Pfi vyzkumu vlivu septinii na vznik primarni cilie a pohyblivost pro ni typickych membranovych
proteint. Bylo zjisténo, Ze se na vnitini cytoplazmatické membrang cilie tyto proteiny voln€ pohybuji
az k bazi primarni cilie, kde jim je zabranéno pokracovat dale do bunky. Baze primarni cilie je zaroven
misto, kde byl lokalizovan SEPT2, ktery byl pfi nékterych pozorovani soucasti prstencovité struktury
o prumeéru ~500 nm. Depletovani SEPT2 v buiice zptsobilo kompletni ztratu primarni cilie, zatimco
pouze Castecné depletovani se projevilo vytvofenim mnohem krat$i primarni cilie nez v kontrolnich
bunikach. Zaroven u bunék s astecné depletovanym SEPT?2 byla naméfena vétsi pohyblivost cilidrnich
membranovych proteinti, coZ poukazuje na funkci septinii v tvorbé difiznich bariér na membrané (Hu

et al., 2010).
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Tvorba podobné septinové difuzni bariéry je predpokladana v potkanich hypokampalnich neuronech.
Pozorovanim SEPT7 v téchto buiikich bylo odhaleno, Ze nema rovnomémé rozmisténi. Casto se
nachazi ve shlucich na bazich vybézkti a v bodech vétveni dendritd. Nadmérna exprese SEPT7,
SEPT6 a SEPT2 zvysila komplexitu dendriti a mnozstvi vyb&zklti na nich. Nadmémé exprimovany
SEPT7 byl rovnéz soucasti dlouhych filament, kterd se vazala podél mikrotubulii. V neuronech
s cilenou mutaci SEPT7 vznikl SEPT7m, ktery pfiSel osvou GTPazovou aktivitu. Tento septin
nejenze se neshlukoval na diive zminénych mistech, ale ani nebyl soucasti filament, coz se projevilo
mensi komplexitou dendritického vétveni. Depleci septint SEPT2, SEPTS, SEPT6 nebo SEPT7 doslo
k silné¢ redukci komplexity dendriti. Zmény vybézkli na dendritech se vSak liSily v zavislosti na
depletovaném septinu. Deplece SEPT2 nebo SEPTS5 snizila mnozstvi dendritickych trnti. Deplece
SEPT6 se kromé snizeného mnozstvi dendritickych trnli navic projevila zménou jejich morfologie,
kdy dendritické trny byly SirSi a protahlejsi. Naproti tomu neurony se snizenou hladinou SEPT7 mély
normalni mnozstvi dendritickych trnd, ale na jejich dendritech se navic vyskytovalo mnozstvi

dlouhych vybézki (Tada et al., 2007; Xie et al., 2007).

Septiny piipojuji aktomyosinovy cytoskelet k cytoplazmatické membrané¢ bunky (Mostowy et al.,
2011). Hagiwara et al. (2011) zjistili, Ze septinové heteromery jsou v kortexu mysi bunécné linie N-18
stabilngjsi nez bézna aktinova filamenta (Hagiwara et al., 2011). Navic jsou septiny rekrutovany na
dynamické nestabilni oblasti cytoplazmatické membrany, kde diky spolupraci s aktomyosinovym
cytoskeletem poméhaji udrzovat membranovou stabilitu zatahovanim neplanované vzniklych
vycnélkt (Gilden et al., 2012). To dale potvrzuje pozorovani pohybujicich se T-lymfocytd
s vyfazenym SEPT7, ukterych se cCasto objevoval blebbing ajiné nadbytecné vycnélky na
cytoplazmatické membran€. Krome toho byla pohyblivost u téchto T-lymfocytid sniZzena (Tooley et al.,

2009).

Velmi recentni clanek zaméfeny na in  vitro vazbu lidskych septinovych oktameri
(SEPT2_GFP-SEPT6-SEPT7-SEPT9 i1-SEPT9 i1-SEPT7-SEPT6-SEPT2 GFP) na umeéle
vytvorenou lipidovou membranu pfinesl nové informace ohledné skladani septini na membranach
ajejich preferenci. Septiny interagovaly pouze s membranami, vnichz se nachazely lipidy
s negativnim nabojem: fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat a dioleoylfosfatidylserin (Nakazawa et al.,
2023). To souhlasilo s pfedchozim pozorovanim (Castro et al., 2020; Zhang et al., 1999). Nakazawa et
al. (2023) odhalili usporadani septind piipominajici dvouvrstvou sit, kdy jedna vrstva septinovych
filament pravouhle kiizovala druhou vrstvu. Tyto vrstvy byly od sebe vzdalené zhruba 12 nm a autofi
se domnivaji, Ze by spolu mohly interagovat flexibilnimi coiled coil strukturami septinii. Dale bylo
pozorovano chovani septinovych oktamerti v koncentracich od 8 nM az po 87 nM na vyztuzené vinité
membrané, viz Obr. 7. Autofi nikdy nepozorovali ndznak vzniku tieti vrstvy septinovych filament. Na
rovné membrané méla septinova filamenta pomérné nahodnou orientaci. Jiny experiment, pfi kterém

se s rostouci koncentraci septinti objevovalo stale vétsi mnozstvi deformovanych liposomtl, potvrdil,
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ze septiny maji schopnost deformovat jednovrstevné liposomy. Pfi vysokych koncentracich NaCl
dochazi k inhibici polymerace septinit do filament. Ve vétsin¢ piipadl nebyly za téchto podminek
pozorovany zadné deformace liposoml, tfebaze byly jejich membrany plné pokryté septiny.
K deformaci liposomt je tak tfeba urcité mnozstvi septind a jejich polymerace do filament (Nakazawa

et al., 2023).

iy

Obr. 7: Schéma znéazoriiujici postupné obsazovani vinité membrany septinovymi filamenty in vitro v zavislosti na
koncentraci septintl. (A) septinova filamenta se pfi 9nM koncentraci septinii objevila v idolich membrany, kde byla
orientovana kolmo ke zvlnéni membrany. (B) Pfi 26nM koncentraci septini pfibyla rovna filamenta na vrcholu membrany,
kterd se vyskytovala podél zvinéni membrany. (C) Nasledné se septinova filamenta z udoli membrany prodlouzila a kolmo
piekiizila filamenta z vrcholu membrany, ¢imz zacCala tvofit diive zminénou dvouvrstvou sit pozorovanou pii §7nM
koncentraci septini. Nakonec doslo k pokryti celé plochy membrany dvouvrstvou siti. Pfevzato a upraveno z (Nakazawa et
al., 2023).

5.2. Golgiho aparat

Septiny lze rovnéZ najit na membranovych organelach. Jednim takovym je SEPT1 vyskytujici se na
Golgiho aparatu (GA), konkrétné cis-Golgi cisterné. Song et al. (2019) pozorovali fragmentaci GA pfi
depleci SEPT1, ale ne pfi depleci jinych septini. Znovu-vnesenim SEPT1 do bunky s depletovanym
SEPT1 byli schopni fragmentaci GA zvratit. Pfi dal$im experimentu do butiky s depletovanym SEPT1
vnesli mutantni SEPT1 bez C- a N-konct, ktery fenotyp rozpadlého GA zvratit nedokazal. Z toho
autofi usoudili, ze schopnost SEPT1 skladat se do filament je nutna k jeho spravnému fungovani na
GA. Vzhledem k tomu, Ze Song et al. (2019) nepozorovali interakci SEPT1 s jinymi septiny a deplece
jinych septinii nezpisobila fragmentaci GA, autofi véri, ze SEPT1 tvofi v buiice homodimery
a homomultimery sam o sobé, ¢imz se zcela vymyka béznému usporadani septinli do heterooligomert,
viz kapitola 4. Déle byla nalezena interakce SEPT1 s proteinem charakteristickym pro GA, golginem,
GM130. GM130 zprostiedkoval vazbu mezi SEPT1 a membranou GA. Neptitomnost GM130 v burtice
se projevila fragmentaci GA, stejné jako kdyz chybé€l samotny SEPT1. SEPT1 také tvoril na GA
proteinové leSeni pro mikrotubuly organizujici faktory, jako je y-tubulin nebo CEP170. Ac¢koli SEPT1
napomahal nukleaci mikrotubuld, sdm s nimi pfimo neinteragoval. Praveé kvuli funkci SEPT1 pfi
nukleaci mikrotubuli na GA, vyustila jeho ztrata nebo ztrata jeho schopnosti tvofit filamenta
v naruSeni mnozstvi anterogradné 1iretrogradné putujicich vackt z GA a zapfiinila zménu tvaru
v podobé fragmentace GA aroztahnuti jednotlivych cisteren. Dopad téchto zmén bylo mozné
pozorovat ina jednotlivych buiikach, kdy ty se snizenou hladinou SEPT1 mély pomalejsi prechody

mezi jednotlivymi fazemi bunécného cyklu a celkové se pomaleji délily. To dle autorii nebylo
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zpasobeno defektem b&hem mitézy nebo kontrolnich bodid mezi fizemi bunééného cyklu, ale spi$

zpomalenim rustu bun¢k vlivem naruseného fungovani GA (Song et al., 2019).

5.3. Lipidové kapénky

Lipidové kapénky jsou organely s jednou vrstvou fosfolipidii a slouzi k uklddani tukid. Lipidové
kapénky jsou také ovliviiovany septiny, coz dokazuje vytazeni genu SEPT2, pfi kterém se snizi pocet
a rychlost formovani vznikajicich lipidovych kapének (Chen et al., 2021). V jiné praci bylo prokazano,
ze SEPT9 velmi ochotné a siln€ interaguje s fosfatidylinositol-5-fosfatem, ktery se ve sténé lipidovych
kapének nachdzi. Utlumeni produkce fosfatidylinositol-5-fosfatu v buiice narusi bézné usporadéani
SEPT9 a ma dopad na lipidové kapénky, které se zmensi a zvysi svilj obsah diacylglycerolu (DAG) na
ukor triacylglycerolu (TAG). Akil et al. (2016) zjistili, ze vneseni SEPT9 il do buné¢k Huh7R naopak
zméni pomér TAG a DAG v lipidovych kapénkéch ve prospéch TAG az trojnasobné. Tato pozorovani
autori vysvétluji kolokalizaci SEPT9 il s diacylglycerol acyltransferazou 1, enzymem ucastnicim se
biosyntézy TAG. SEPT9 navic podporuje hromadéni i dal§ich enzymii pro syntézu lipidi k jadru
bunky. Na zakladé téchto pozorovani autoii navrhuji roli SEPT9 v regulaci rtstu lipidovych kapének

a biosyntézy lipida (Akil et al., 2016).

5.4. Mitochondrie

Septiny maji vliv na morfologii mitochondrii. Deplece SEPT2 a SEPT7 v lidskych bunkach HelLa
a U20S vyustila v protdhlejsi mitochondrie. V piipadé SEPT2 depletovanych bunék byly
mitochondrie delsi az 1,8 nasobné. Naopak nadmérna exprese SEPT2 neméla na délku mitochondrii
zadny pozorovatelny vliv. Zajimavé je, ze u SEPT2 depletovanych bun€k, nadmérna exprese SEPT7
Casteén¢ zvratila protazeni mitochondrii zptisobené depleci SEPT2. Naproti tomu deplece SEPT9
neméla v této praci na protazeni mitochondrii zadny vyznamny vliv (Pagliuso et al., 2016).
K odlisnym vysledkim dosli Sirianni et al. (2016) v jiné praci, kde deplece SEPT9 zpusobila
nezanedbatelné protazeni mitochondrii (Sirianni et al., 2016). Ob¢ prace pfitom probihaly na HelLa

bunikach, které byly pozorovany 72 hodin po transfekovani septinové siRNA.

Pagliuso et al. (2016) se rozhodli pokracovat v experimentu se SEPT2, jehoz deplece vykazovala
nejvétsi zmeény na mitochondriich. SEPT2 byl detekovan az na 36 % zuZenych mist na
mitochondriich. Zatimco nebyl zjistén zadny vliv SEPT2 na fuzi mitochondrii, jinak tomu bylo
u mitochondrialniho stépeni. Ukazalo se, ze SEPT2 ptimo interaguje s Drpl, proteinem podobnym
dynaminu, jehoz funkei je pravé St€peni mitochondrii. Tato interakce byla nalezena jak in vitro, tak
i in vivo. Depleci SEPT2, se snizilo mnoZstvi Drpl na mitochondriich i o vice nez 70 % v porovnani
s kontrolnimi bunkami. Tato interakce piekvapivé fungovala stejné i se SEPT2 mutovanym tak, aby
nemohl S$tépit GTP. Zaroven fungovala nezavisle na aktinu. Z toho vyplyva, ze SEPT2 pomaha
lokalizovat Drpl na mitochondrie, i kdyz zatim neznamym zplsobem (Pagliuso et al., 2016). Rovnéz

neni znamo, zda absence SEPT2 a prodlouzeni mitochondrii néjak ovliviiuje jejich funkci.
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Ve spermiich, vysoce specializovanych pohyblivych buiikach, byla pozorovana diileZitost septinti pro
spravnou organizaci mitochondrii. Za snizené hladiny SEPT12 mély mitochondrie v mysich spermiich
mensi plochu membran atim méné¢ komplexni strukturu (Lin et al., 2009). Totéz bylo mozné
pozorovat u spermii s vyfazenym Sept4, ale v tomto piipadé se navic lisila i velikost mitochondrii. To
je nezvyklé, nebot bézné jsou mitochondrie ve spermiich podobné velikosti. I takto pozménéné
mitochondrie ziistaly metabolicky aktivni (Kissel et al., 2005). Ackoliv se autofi touto otazkou
nezabyvali, da se predpokladat, ze kvili zmensené ploSe mitochondridlnich membran bude sniZena
i funkénost mitochondrii. Zajimavé je, ze Kissel et al. (2005) nepozorovali tyto mitochondrialni
abnormality v srdeCnich a jaternich bunkach s vyfazenym Sept4. Autofi na zakladé té€chto pozorovani

usuzuji, ze vliv SEPT4 na organizaci mitochondrii je tkanove specificky (Kissel et al., 2005).

5.4.1. Apoptoza

Mitochondriélni izoforma SEPT4 nazvand ARTS je protein souvisici s apoptoézou v signalni draze
transformujiciho ristového faktoru beta (TGF-B), ktery se vyskytuje na vnéj$Sim mitochondrialni
membrané (Edison et al., 2012; Larisch et al., 2000). ARTS je béhem obvyklého fungovani buiiky na
vnéj§i mitochondrialni membrane¢ alespon do jist€ miry drzen interakci s apoptdzou
inhibujicim proteinem vnéjsi mitochondridlni membrany Bcl-2 (Edison et al., 2017, 2012). ARTS
posiluje apoptoticky vliv TGF-B na buiiky, jak je patrné ze zvySeni citlivosti bunék na TGF-f pfi jeho
nadmérné expresi. Naopak sniZzeni hladiny ARTS v bunice vyusti ve sniZeni citlivosti bunék na TGF-
(Larisch et al.,, 2000). Edison et al. (2017, 2012) popsali mechanizmus ptsobeni ARTS
v permeabilizaci vnéj$i mitochondridlni membrany béhem apoptdézy. V tomto mechanizmu navic hraji
roli: protein s ubiquitin ligazovou aktivitou XIAP a apoptézu inhibujici protein Bcl-2. Po vystaveni
bun¢k staurosporinu, proapoptotickému stimulu, se ARTS aBcl-2 spolu piesouvaji z vngjsi
mitochondrialni membrany do cytoplazmy, kde ARTS slouzi jako adaptor, diky kterému muze
nasednout protein XIAP subiquitin ligdzovou aktivitou do tésné blizkosti proteinu Bcl-2
a ubiquitinovat ho. Protein Bcl-2 je tak odsouzen k degradaci v proteasomu. Ptedpoklada se, Ze
nasledkem degradace Bcl-2 je snaz$i permeabilizovat vnéj$i mitochondrialni membranu a uvolnit
proapoptotické faktory z mezimembranového prostoru mitochondrie, v disledku ¢ehoz apoptdza touto

drahou pokracuje (Edison et al., 2017, 2012).

ARTS neni jediny septin pusobici béhem apoptozy. To doklada porovnani mnozstvi apoptotizujicich
lidskych bunék HeLa s depletovanym septinem SEPT7 a bunék s depletovanym septinem SEPT2 proti
buitkdm kontrolnim. U vSech bun€k byla navozena mitochondridlni apoptéza vystavenim
staurosporinu. Zatimco kontrolnich buné€k ptezilo kolem 10 %, buniky s depletovanym SEPT7 i buiiky
s depletovanym SEPT2 na tom byly podstatné 1épe a ptezilo jich mirné nad 20 %. Van Ngo et al.
(2022) zjistili, Ze tyto septiny hraji jinou roli béhem apoptoézy nez ARTS. Po spusténi apoptozy
v bunikach s depletovanym SEPT7 bylo pozorovano snizené mnozstvi uvolilovaného cytochromu c

z mitochondrie. Tyto septiny by tak mohly zatim nezndmym mechanizmem pfispivat ke spusténi
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apoptdzy podporou uvolnovani cytochromu c¢. Dale autofi na zakladé podobnosti vysledkt ziskanych
pfi depleci SEPT2 a SEPT7 usoudili, Ze tyto septiny na rozdil od monomerniho ARTS ptisobi
spolecné v heterooligomerech (Van Ngo et al., 2022).

5.5. Endoplazmatické retikulum

Nezda se, ze by septiny mely vliv na morfologii endoplazmatického retikula, neptimo vSak podporuji
interakci senzorického proteinu STIM1 lokalizovaného v membrané¢ endoplazmatického retikula
s Ca’" kanaly cytoplazmatické membrany, ORAI1, ¢imZ hraji roli v Ca*" signalizaci (Katz et al., 2019;
Pagliuso et al., 2016; Subedi et al., 2017). Po vylevu Ca** z endoplazmatického retikula STIM1
rozpozna ubytek téchto iontl a presouva se do periferni oblasti endoplazmatického retikula. Zde se
nachazi v blizkosti cytoplazmatické membrany, ve které jsou Ca>” kanaly ORAII. Senzoricky protein
STIM1 vytvaii komplex s kanaly ORAIl a aktivuje je, ¢imz se spusti vtok véapniku z vnégjSiho
prostfedi do bunky (Subedi et al., 2017). Katz et al. (2019) sledovali vliv depletovani SEPT4 a SEPT5
na interakci STIM1 a ORAIl v HeLa butikach a zjistili, ze pfitomnost septinit podporuje efektivni
spojeni STIM1 a ORAII. Autofi dosli k zavéru, ze se septiny podili na tvorbé lokalnich bariér na
cytoplazmatické membrané. U téchto bariér autofi predpokladaji, e by mohly znemoziiovat Ca*"
kanalim ORAII odcestovat pry¢ z oblasti interakce. Navic v bunkach s depletovanymi septiny byla
mensi oblast interakce endoplazmatického retikula a cytoplazmatické membrany, na které mohly
STIM1 a ORAII interagovat. Molekularni mechanizmus tohoto pisobeni septinti zatim nebyl objeven.
Presto lze s jistotou prohlasit, ze pfitomnost septinii ovliviiuje mnozstvi interakci STIM1 a ORAII,
pri¢emz napomaha i udrzovani interakci endoplazmatického retikula s cytoplazmatickou membranou

(Katz et al., 2019).

5.6. Cytoskelet
Bunéény cytoskelet tvofi komplexni a dynamicky systém riznych filament s mnoha funkcemi
v bunce. Cytoskelet udrzuje velikost atvar bunck. Dale spolu s molekularnimi motory

zprostiedkovava vnitrobunéény transport a umoziuje i bunéény pohyb.

Cytoskelet se tradicn¢ déli na tii Casti: mikrotubuly, intermedidlni filamenta a mikrofilamenta. Na
septiny zacalo byt diky jejich vyskytu a vlastnostem nedavno nahlizeno jako na ¢tvrtou c¢ast
cytoskeletu (Mostowy and Cossart, 2012). Septiny byly pozorovany v rtiznych interakcich

s mikrotubuly a mikrofilamenty, ale ne s intermedialnimi filamenty.

5.6.1. Mikrotubuly
Mikrotubuly (MT) patii mezi hlavni slozky cytoskeletu. Jsou to dynamické struktury z tubulinovych
dimerti, které¢ udrzuji tvar a velikost bunky. Déle slouzi jako cesty pro molekularni motory ve

vackovém transportu a jsou nepostradatelné v bunééném déleni.

18



Septiny ovliviiuji dynamiku MT. V jejich nepfitomnosti byly ve velmi zvySené mife pozorovany
rozpady MT (tzv. katastrofy) a zkracena doba ristu MT (Bowen et al., 2011). V souladu s timto
pozorovanim, jind prace popisuje in vitro experiment, ve kterém meély fyziologické koncentrace
SEPT9 mirny vliv na rist plus konce mikrotubult. Se zvySujici se koncentraci SEPT9 se pauzy mezi
rustem MT zkracovaly a mnozstvi katastrof snizovalo, dokud MT nedosahly stalého a stabilniho rtstu.
Na minus konci MT nebyly pozorovany zadné signifikantni zmény. Piekvapivym zjisténim bylo, ze
piimym vlivem SEPT9 doslo k rekrutovani volného tubulinu na povrch MT. Autofi pfedpokladaji, ze
by rekrutovani volného tubulinu na povrch MT mohlo zabraiiovat katastrofam, a tim usnadnovat jeho
rust (Nakos et al., 2019). Vzhledem k dfive popsanym ptipadiim, pti kterych stejné septiny in vitro
dimerizovaly (Valadares et al., 2017), se Nakos et al. (2019) rozhodli vytvofit mutovanou verzi SEPT9
neschopnou dimerizovat pies své G-domény. Vazba mutovaného SEPT9 na MT méla v porovnani
s normalnim SEPT9 maly vliv na dynamiku MT. Navic rekrutovani volného tubulinu na povrch MT
bylo v tomto pfipad¢ vyrazné sniZzeno. Autofi se tak domnivaji, Ze dimerizace SEPT9 pies G-domény
by mohla byt pro schopnost N-konce SEPT9 vazat se na MT a ovliviiovat jejich dynamiku nebo véazat
arekrutovat volny tubulin stézejni (Nakos et al., 2019). Bohuzel, mechanizmus, ktery by tato

pozorovani vysvétlil, zatim nebyl nalezen.

Déle maji septiny vliv na smér rastu MT a jejich organizaci. Bowen et al. (2011) pozorovali u psi
ledvinné bunécné linie MDCK, ze septiny pomahaly rostoucimu MT udrzet smérovani k periferii
buiiky. Autofi pozorovali septinova filamenta, podél kterych smétrovaly MT. V blizkosti jadra se podél
septinovych filament tvotily trvale rostouci svazky MT, do kterych Casto nardzely individualni MT.
Tyto individualni MT nésledné zatoCily a zaCaly rtst ve sméru septinovych filament. Na periferiich se
vyskytovala pouze kratka septinova filamenta. Z trajektorii plus koncii perifernich MT se zd4, Ze i zde
MT béhem svého riistu kolokalizovaly s témito perifernimi septinovymi filamenty. Autoti dale zjistili,
ze v MDCK buiikach dochazi k zastaveni, nebo zatoCeni MT po narazu do jiného MT zhruba v 30 %
pfipadd nezavisle na pfitomnosti septinti. V nepfitomnosti septinii vSak pozorovali vétsi tendenci
septinll po narazu zastavovat, nez v kontrolnich bunkach. Septiny v bunécné linii MDCK tak maji vliv
na tvorbu svazki MT pobliz jadra. Dale ovliviiuji organizaci perifernich MT, kdy v MDCK bunkach
bez SEPT2 se MT tahnou podél cytoplazmatické membrany, namisto toho, aby sméfovaly kolmo na
ni. Béhem polarizace MDCK bunék méni septiny své umisténi, viz schéma na Obr. 8. Bowen et al.
(2011) ptedpokladaji, ze septiny mohou navadét MT k apikalni strané polarizujicich bun¢k a pomahat
tak vytvofeni MT sité pozorované na apikalni strané polarizovanych bunék. To dale podporuje
skutecnost, ze buiiky bez SEPT2 mély sniZzeny vyskyt MT na apikalni a zvyseny vyskyt MT v bazalni

oblasti polarizovanych bun¢k (Bowen et al., 2011).
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Obr. 8: Schéma organizace septinovych filament v riznych fazich polarizace buiky MDCK. Zelené jsou znazornéna
septinova filamenta a modfe je vyobrazeno jadro. (A) Naivni nepolarizované buiiky maji ve velké mife rozmisténé septiny
kolem celé bunééné periferie. (B) V €asné polarizujicich buiikach septiny kolokalizuji s MT svazky probihajicimi v blizkosti
jadra. (C) Nasledné v pozdni fazi polarizace se septinova vlakna stahuji k laterdlni membrané. (D) Nakonec v plné
polarizovanych buiikach septiny kolokalizuji s MT svazky sméfujicimi od bazalni k apikalni strané bunky podél lateralni
membrany. Pfevzato a upraveno z (Bowen et al., 2011).

Dale byl objeven vliv septinii na udrzovani nékterych post-translaénich modifikaci tubulinu
(Froidevaux-Klipfel et al., 2015; Spiliotis et al., 2008). Konkrétné¢ byla odhalena jejich role
v udrzovani a prodluzovani poly glutamatovych (polyGlu) fetézct na C-konci tubulinu v MT. Septiny
ovliviiuji délku polyGlu fetézcti rekrutovanim enzymi prodluzujicich a zkracujicich polyGlu fetézce.
Na jejich vznik de novo se ovsem nezdaji mit vliv (Froidevaux-Klipfel et al., 2015). Spiliotis et al.
(2008) navrhuji, ze by vazba SEPT2 na polyGlu MT mohla vytvaret podminky pro rychlejsi prepravu
vackt tim, ze zabrani navadzani s mikrotubuly asociovaného proteinu (MAP) 4, ktery vackovy
transport naopak brzdi. Navic rovnovaha mezi MAP4 a SEPT2 vazanymi na polyGlu MT by mohla
kontrolovat mnozstvi vacki transportovanych na cytoplazmatickou membranu. SniZzenim hladiny
SEPT2 doslo v buikdich MDCK ke sniZeni a kompletni reorganizaci umisténi apikélniho komplexu
gp135/podocalyxin a bazolateralni Na/K-ATPazy, viz Obr. 9. Tyto struktury se zacaly Cast&ji nachazet
v cytoplazmé, coz poukazuje na dulezitost SEPT2 pro transport vacki s membranovymi proteiny
z Golgiho aparatu na cytoplazmatickou membranu (Spiliotis et al., 2008). V neposledni fadé bylo
prokazano, zZe septiny ovliviiuji morfologii buiikky. Od kontrolnich bunék MDCK s morfologii
typickou pro polarizované cylindrické buniky se buitkky MDCK se snizenou hladinou SEPT2 zcela
odlisuji svym tvarem, viz Obr. 9. Zména tvaru je doprovazena ztratou polyGlu mikrotubult, které se

bezné nachazeji spolu s SEPT2 vlakny soubézné s lateralni membranou bunky (Spiliotis et al., 2008).
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Obr. 9: Zmény pozorované na buitkdich MDCK po depleci SEPT2. Horni snimky ukazuji dorzalni pohled na rozdilnou
morfologii normalné cylindrickych polarizovanych kontrolnich bunék a deformovanych bunék se snizenou hladinou SEPT?2.
Spodni snimky ukazuji bo¢ni pohled na kontrolni buiiky a jejich porovnani s buiikami se snizenou hladinou SEPT2.
Zaméteni je zde na rozdily v umisténi membranovych markeri. Na/K ATPéza se za normalnich okolnosti vyskytuje na
bazolateralni ¢asti membrany, zatimco komplex gpl35/podocalyxin se vyskytuje na apikalni ¢asti membrany. U SEPT2
depletovanych bunék mlzeme pozorovat zménu vumisténi obou markert. Hvézdickami jsou oznacené burky
s depletovanym SEPT2. Sipky miii na boéni kontakty bun&k. Pievzato z (Spiliotis et al., 2008).

Vzhledem k tomu, ze vackovy transport je tzce spjaty s MT, nabizi se otazka, zdali je vackovy
transport ovliviiovan septiny pfimo a pokud ano, tak do jaké miry. Karasmanis et al. (2018) se zaméfili
na vliv SEPT9 na vackovy transport v potkanich hipokampalnich neuronech. SEPT9 byl v téchto
bunikach lokalizovan piedev§im na dendritickych MT. Piekvapivé se zda, Zze zde SEPT9 nema klasické
usporadani, vzhledem k tomu, ze vyfazeni SEPT7, jeho bézného vazebného partnera, nemélo na
expresi SEPT9 zadny vliv a naopak. Dale autoti provedli in vitro experiment, ve kterém pozorovali
nasedani kinesinu-1/KIF5 na samotné stabilni MT a stabilni MT s pevné navazanym SEPT9. KIF5
nasedal na MT se SEPT9 mén¢ Casto a po nasednuti se v porovnani s tim na samotnych MT pohyboval
pomaleji a Castéji zastavoval. Pozorovanim KIF5 v dendritech zivych neuronti autoii dosli
k podobnym vysledktim. Navic nadmérna exprese SEPT9 v dendritech dale snizila pohyblivost KIFS5,
zatimco jeho deplece naopak pohyblivost KIF5 zvysila. V kontrolnich neuronech naklad tazeny KIF5

doputoval do dendritu, kde se postupné zastavil a zacal putovat zpét. V neuronech s depletovanym
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SEPT9 lokalizoval KIF5 vice do dendriti nez v kontrolnich neuronech. Také bylo v dendritech

pozorovano vétsi mnozstvi nakladu tazeného KIF5 oproti kontrolnim buitkdm (Karasmanis et al.,
2018).

Dalsim motor proteinem, na ktery se Karasmanis et al. (2018) zaméftili, byl kinesin-3/KIF1A. In vitro
KIF1A reagoval na pfitomnost SEPT9 na MT zcela opacné nez KIF5. KIF1A nasedal na MT
se SEPT9 castéji aputoval po nich rychleji. V neuronech s depletovanym SEPT9 se KIFIA
shromazd’oval v dendritech pobliz téla neuronu, nebo piimo v téle neuronu. V souladu s timto
pozorovanim bylo mozné sledovat ubytek fluorescencné zna¢eného nakladu KIF1A z krajnich oblasti
dendriti a narist fluorescencniho signalu v téle neuronu v porovnani s kontrolnimi bunkami.
Dramaticky rozdil v chovani obou kinesinti na ptitomnost SEPT9 na MT autofi pfisuzuji kratké, na
lysin bohaté sekvenci, ktera se nachazi na KIF1A. Karasmanis et al. (2018) proto vytvoftili chimérni
KIF5, ktery obsahoval na lysin bohatou sekvenci zKIF1A. Tento chimérni KIF5 se vin
vitro experimentech, které byly zminény vyse, choval velmi podobn¢ jako KIF1A, coz poukazuje na
dilezitost této sekvence. Nakonec autofi otestovali vliv SEPT9 na pohyb dyneinti. Bylo zjisténo, ze
ackoli pohyblivost dyneint in vitro byla na MT se SEPT9 snizena, v zivych bunkach méla pfitomnost
SEPT9 na pohyblivost dyneinti pouze maly vliv. Na zaklad¢ téchto pozorovani autofi predstavuji
pfimy vliv SEPT9 na organizaci vackového transportu v neuronech. SEPT9 tak podle pfitomnosti na
lysin bohaté¢ domény usnadiiuje vstup kinesinu-3/KIF1A a naopak zamezuje vstup kinesinu-1/KIF5 do

dendritt neuronu (Karasmanis et al., 2018).

Jing, ale neméné zajimavé vysledky piinesla prace Bai et al. (2016). Autofi rovnéz pozorovali vliv
septinti v potkanich hipokampalnich neuronech, tentokrat ale v souvislosti s kinesinem-2/KIF17.
Motorova doména KIF17 se nachazi na N-konci a misto pro vazbu nakladu na C-konci. Bai et al.
(2016) testovali moznost interakce septinit SEPT2, 6, 7 a 9 s KIF17. Ze zminénych septinti interagoval
KIF17 jediné se SEPTY, a to pfimo pies svllj C-konec. Vazba SEPT9 neovlivnila pohyb ani rychlost
pohybu KIF17. Autofi vSak pozorovali vliv SEPT9 na transport dvou rlznych proteint
zprostiedkovany KIF17. Zatimco transport jednoho proteinu probihal normalné€, transport druhého
proteinu byl sniZzen v porovnani s kontrolnimi butikami. To je pravdépodobné zptisobeno tim, ze vacky
s druhym proteinem jsou ke KIF17 navazané ptes komplex, ktery kompetuje o vazbu na KIF17 se
SEPT9. Na zaklad¢ téchto pozorovani autoii predpokladaji, ze SEPT9 mulze ovliviiovat vazbu
nakladu, nebo jeho selekci. Alternativné mize vazba SEPT9 spoustét uvolnovani ndkladu z KIF17

(Bai et al., 2016).

5.6.2. Mikrofilamenta
Mikrofilamenta jsou vysoce dynamicka vlakna slozena z aktinu. Jsou kliCova pro pohyb, déleni
a prichyceni bun¢k k podkladim. U ptisedlych i migrujicich bunék tvofi svazky mikrofilament

stresova vlakna.
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Naruseni exprese kteréhokoli septinu z kanonického hexameru ma za nasledek rozpad stresovych
vlaken a dobfe pozorovatelnou zménu v uspofadani aktinového cytoskeletu icelkového vzhledu
bungk. Zatimco kontrolni bunky jsou protahlé a polarizované s dobte viditelnymi stresovymi vlakny,
buriky s depletovanymi septiny maji mnohem kulatéjsi tvar s drobnymi neuspofadanymi aktinovymi
vlakny. Zajimavé je, Ze builkky optisobené siRNA pro libovolny septin kanonického hexameru se
mnohem rychleji rozprostfely po plose imitujici extracelularni matrix v porovnani s buiikami

kontrolnimi (Kremer et al., 2007).

Dosud jediny savéi septin, u kterého je znamo, ze mlize interagovat s aktinovymi filamenty piimo je
SEPT9. Ten se vaze ptes svou polybazickou cast N-konce na F-aktin, a to tfemi riiznymi zptsoby.
V prvnim typu vazby nasedd SEPT9 na aminokyselinové zbytky F-aktinu 80-101, 125-130 a 357-360,
ve druhém na 1-7, 21-30, 56-60 a 92-103 a ve tietim na 223-238 a 248-251. Vsechny tii typy vazeb se
vyskytuji zhruba se stejnou frekvenci. Zaroven se zda, ze SEPT9 naseda na aktin vzdy jen na jedno
vazebné misto. To by mohlo byt vysvétleno pozorovanim, kdy 1. a2. typ vazby sdili nékteré
aminokyselinové zbytky a pro soucasny 2. a 3. typ vazby neni dostatek prostoru. Autofi pfedpokladaji,
ze se prvni nasedajici SEPT9 navaze na F-aktin kterymkoli ze ti typd, ¢imz urci tento typ nasedani
pro sousedni SEPT9, které nasedaji na vedlejsi aktinové podjednotky. SEPT9 za pfitomnosti ATP
soupefi s myosiny o stejnd vazebna mista na F-aktinu béhem 1. a 2. typu vazby, ¢imZ inhibuje
aktomyosinovou aktivitu. Obdobné, pritomnost SEPT9 na F-aktinu brani nasednuti kofilinu, proteinu
destabilizujiciho aktinovad filamenta. SEPT9 tak chrani aktinova filamenta proti depolymerizaci
kofilinem. Na zaklad¢ téchto pozorovani autoii ptredpokladaji roli SEPT9 vregulaci organizace

a funkce F-aktinu (Smith et al., 2015).

Aktinova stresova vlakna jsou spojena s maturaci fokalnich adhezi, se kterymi jsou v kontaktu (Oakes
et al.,, 2012). Rozsahla septinova sit’ tvofena filamenty slozenych ze septini SEPT2, 6, 7 a 9 byla
pozorovana na radidlnich i pfi€nych stresovych vlaknech u MDCK buné€k vystavenych ristovému
faktoru hepatocyti (HGF). Takto ovlivnéné buniky vykazovaly castecnou epitelo-mezenchymalni
tranzici. Autofi zjistili, Ze se SEPT9 v MDCK buiikdch aktivovanych HGF vyskytoval ve vétsim
mnozstvi a mél schopnost pfimo propojovat aktinova vlakna. Navic, po vyfazeni SEPT2, nebo SEPT9
obsahovala aktinova sit’ snizené mnozstvi F-aktinu. Pfi¢na stresova vlakna chybéla a radialni stresova
vlakna byla kratsi, 7idSi a nestabilnéjsi. Vytazeni vySe uvedenych septini nasledné negativné ovlivnilo
velikost a dobu zivota fokalnich adhezi bunék. TiebaZe rychlost skladani nebo rozebirani fokalnich
adhezi zlstala stejna, jejich velikost byla snizena a doba zivota zkrdcena. Zarovenn doSlo k jejich
posunu smérem k okraji bunék. Na zaklad¢ téchto pozorovani ptisuzuji Dolat et al. (2014) roli septinti
v organizaci sité aktinovych stresovych vlaken a tim i nepiimo roli v stabilizaci a maturaci fokalnich

adhezi (Dolat et al., 2014).
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Vaskularni endotelidlni kadherin (VE-kadherin) se v lidskych dermalnich mikrovaskularnich
endotelialnich bunkdch (HDMVEC) vyskytuje po celé plose cytoplazmatické membrany s nejvetsi
koncentraci v mistech adhezivnich spoji (Kim and Cooper, 2021, 2018). Tyto bunky tvoii
jednovrstevny epitel ajsou vhodné na pozorovani bunéénych interakci. Septiny SEPT2/7/9 byly
nalezeny pobliz bunéénych spojti obsahujicich velké mnozstvi VE-kadherinu. Kim and Cooper (2018)
nenalezli v téchto mistech zadného zastupce skupiny SEPT6. Zatim neni jisté, zda jde o technickou
chybu, nebo nekanonické usporadani septinti v téchto bunikach. Navic, pozorovany SEPT2 nebyl
vpresném piekryvu s VE-kadherinem. SEPT2 se koncentroval na pozitivné zakfivenou
cytoplazmatickou membranu v oblastech bunécnych spojt, kde byl soucasti polokruhovitych struktur.
To je ptfesn¢€ opacné chovani septinll, nez jaké pozorovali Nakazawa et al. (2023) v in vitro studii
zaktiveni membrany, ktery urCuje, kam se septiny navdaZou. Mimo membranovych vystupkt
a zakfiveni nebyl SEPT2 na cytoplazmatické membran¢é koncentrovany a objevoval se v linedrnim
usporadani. Autofi depletovali SEPT2 v HDMVEC, coz vedlo ke ztrat¢ soudruznosti bunéénych spojt
ake vzniku mezer mezi bunkami. Zatimco v kontrolnich bunkach aktinové svazky interagovaly
s VE-kadherinem, v bunikach s depletovanym SEPT2 doslo k ubytku aktinovych svazkli z bunénych
spoji a k pfemisténi vlaken F-aktinu do cytoplazmy. Déle se deplece SEPT2 projevila zvySenim
exprese VE-kadherinu a zménou jeho uspoifddani na membrané. SEPT2 je tak dilezitym ucastnikem
regulace organizace a mnozstvi VE-kadherinu na endotelidlnich buné¢nych spojich (Kim and Cooper,

2018).

5.6.3. Jaderné a bunécné déleni

vvvvvvvvvvvv

priprava s pfisnou regulaci. Cytoskelet je pro déleni bunék zcela nepostradatelny, jelikoz zajistuje

vnitini pohyby v buiice. Vliv septint byl pozorovan jak na prib¢h jaderného, tak i bunééného déleni.

Béhem metafaze maji butiky HeLa a MDCK lokalizovany septiny SEPT2, SEPT6 a SEPT7 u déliciho
vieténka. Béhem metafaze jsou septiny pritomny v kratkych vzajemné protkanych filamentech blizko
kinetochort a kinetochorovych mikrotubuld (Spiliotis et al., 2005; Zhu et al., 2008). Zhu et al. (2008)
zjistili, ze se SEPT7 pitimo vaze na CENP-E, molekularni motor zodpovédny za stabilni vazbu
mikrotubulti déliciho vieténka ke kinetochorim (Zhu et al., 2008). Bylo prokazano, ze deplece téchto
septinit zptisobi chybné sefazeni chromosomi v ekvatoridlni rovin€. Rozchod chromosomt tak
neprobéhne spravné, nasledkem c¢ehoz neprobéhne spravné ani bunécné déleni. To ma za nasledek

casty vznik dvoujadernych buné€k (Spiliotis et al., 2005; Zhu et al., 2008).

7Zda se, ze septiny tvoifi leSeni pro myosinové kinazy. Navic interakce SEPT2
s myosinem [IA, nesvalovym molekularnim motorem, je nutnd k dokonceni bunécného deleni.

Overexpresi samotné ¢asti coiled coil domény myosinu II byla v bunikach CHO-K1 naru$ena interakce
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SEPT2 s myosinem IIA. U takovych bunék vznikla normalni délici ryha a nasledné i mezibunéény
most se strukturou zvanou midbody. K dokonceni déleni vSak nedoSlo. Namisto toho
nastalo rozvolnéni mezibunécného mostu, regrese délici ryhy a vznik dvoujadernych bunék (Joo et al.,
2007). K podobnym vysledkim dosli Zhang et al. (2016), ktefi pozorovali SEPT2 a SEPT7
v aktomysoinovém prstenci v nadorovych buiikdch. Deplece septini zde také zptisobila problémy

s délenim a vznik mnohojadernych bun¢k (Zhang et al., 2016).

Septiny maji béhem bunécného deéleni i dalsi tlohu. V bunikaich MDCK se béhem uzavirani délici ryhy
do vznikajiciho midbody hromadi septiny a vytvari zde strukturu podobnou piesypacim hodindm. Po
uzavieni délici ryhy se septiny v midbody reorganizuji do dvou prstencovitych struktur asociovanych
s cytoplazmatickou membranou. Karasmanis et al. (2019) odhalili, Ze septinové prstence obsahuji
septiny SEPT2, 6, 7 a9 ajsou nutné pro spravné fungovani endocytarniho tfidiciho komplexu
potifebného pro transport (ESCRT), konkrétné jeho dil¢i c¢asti ESCRT-III, ktera za normalnich
okolnosti pomaha se zaSkrcenim membrany a odd€lenim dcefinych bunék. Septinové prstence jsou
v kontrolnich bunkach pomalu nahrazovany proteiny ESCRT-IIL Jejich ztrata naru$i organizaci
ESCRT-III, a tim i bunééné déleni. Buiiky MDCK s depletovanym SEPT9 tak potiebuji na rozdéleni
mnohem vice Casu, nebo se nejsou schopné rozdélit viitbec (Karasmanis et al., 2019). Septiny se tak

zdaji byt podstatné pro oddeleni dcefinych bunék ve finalnich krocich bunécného déleni.

6. Septiny a nemoci

Vzhledem k rozmanitosti bunéénych procesti ovlivitovanych septiny, neni ptekvapivé, ze zmény

v jejich expresi mohou vést k riznym poruchdm a nemocem.

6.1. Samci sterilita

Bylo prokazano, ze ptitomnost septinli je nutna pro spravny vyvoj a funkci savcich spermii.

Mysi s mutaci genu Sept4 byly zdravé a az na samce, kteti se ukazali byt sterilni, bez vyvojovych vad.
Samci spermie nesly neposkozenou genetickou informaci, ale byly nepohyblivé. SEPT4 v normalnich
spermiich kolokalizoval se SEPT1, SEPT6 a SEPT7 v prstencovité struktufe pod cytoplazmatickou
membranou zvané anulus. Tato struktura odd€luje stiedni oddil a bic¢ik spermie. Anulus nebyl
u spermii s vyfazenym Sept4 nalezen a septiny SEPT1, SEPT6 a SEPT7 byly delokalizovany. Tyto
septiny tak tvoii dillezitou ¢ast anulu a struktura bez nich nemtize vzniknout. Namisto anulu Ihara et
al. (2005) pozorovali ve stejném misté zuZenou oblast, po které nasledoval Casto ohnuty, nebo
zlomeny bicik. Pfekvapiv€é, nematurované spermie s vyfazenym Sept4 nemély bic¢ik ohnuty ani
zlomeny. Autofi tak predpokladaji, ze k posSkozeni bic¢iku dochazi az pfi pohybu spermii s vyfazenym
Sept4 po jejich maturaci vlivem absence anulu. Dal§im zajimavym odhalenim bylo, ze se v defektnich
spermiich nachazelo vét$i mnozstvi ATP oproti normalnim spermiim. Z toho autofi usoudili, Ze

defektni spermie mohou generovat ATP, ale nedokazi ho plné vyuzit, pfestoze maji funkcni
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molekularni motory. Zaroven na zaklad¢ pozorovani bunééného transportu uvnitt bi¢iku navrhuji
vysvétleni, ve kterém je tento transport v nepfitomnosti SEPT4 naruseny. V dfive zminéné zuzené
oblasti se ve spermiich bez SEPT4 hromadily kinesiny, které nebyly schopné projit dale do biciku. To
dle autort vedlo ke Spatné organizaci mikrotubulli nebo snizené aktivit¢ dynein v biciku a tim
i k mensi spotfebé ATP a nasledné nepohyblivosti. V neposledni fad¢ autofi pomoci protilatek tspésné
ov¢etili pritomnost septinti v anulu Cloveka. Zajimavé je, ze z 22 vzorkt lidskych neplodnych spermii,
ke kterym méli autofi pfistup, se ve tfech nenachazel anulus (Ihara et al., 2005). V jiné préci, Vickram
et al. (2021) rovnéz pozorovali, Ze lidské spermie s nizs$i pohyblivosti maji méné, nebo zadny SEPT4

a poukazali na mozné vyuziti SEPT4 jako biomarkeru pro diagnostiku sam¢i neplodnosti.

Existuje vS§ak mnohem zajimav¢jsi septin v souvislosti se sam¢i sterilitou, a to sice tkanove specificky
SEPT12. U mysi i clovéka byla exprese genu Septl2 nalezena témet vyhradné ve varlatech. Jedinymi
dal$imi strukturami, kde se exprese tohoto septinu v mnohem men$i mife objevila, byly mysi
vajeCniky. SEPT12 béhem diferenciace muzskych zarode¢nych bun€k nekolikrat zméni lokalizaci
a struktury, na jejichz vzniku se podili. Lin et al. (2009) ptedpokladaji jeho roli ve formovani hlavicky,
kr¢ku, spojovaciho oddilu i bi¢iku. V lidskych spermiich se SEPT12 nachazi v anulu, krcku spemie
a na mitochondriich. Spermie se snizenou expresi SEPT12 jsou spojené s morfologickymi defekty.
Autofi za uéelem studia funkce SEPT12 b&hem spermiogeneze vytvoiili Sept/2”" mysi chiméry
s riznym pomerem zdravych a mutantnich alel genu Sept/2. Ackoli v§echny mysi vypadaly normalné,
z28 samcl bylo 21 neplodnych. Vaha wvarlat, pocet apohyblivost spermii byli v porovnani
s kontrolnimi my$mi nizsi. Navic u nejvice postizenych mysi byly spermie ziskané z kaudy nadvarlete
nematurované a jejich pocet velmi nizky. Zadné maturované spermie nebyly nalezeny ani ve vzorku
z chamovodu. Akrosom se bud’ nevytvotil viibec, nebo byl poniceny. Podobné bylo mozné pozorovat
anomalie bic¢iku. Rovnéz zcela chybél, nebo byl deformovany. Riizné vyvojové vady spermii se
projevily ina urovni organel, kdy spermie mysich chimér mély atypicky tvar jadra a zvlastni
organizaci mitochondrii. Lin et al. (2009) pozorovali, Ze ztrata jedné kopie Septi2 je dostatecna pro
vznik defekti mySich seprmii. Na zakladé téchto zjisténi autofi zminuji, ze by tkanové specificky

SEPT12 mohl byt idealnim cilem pro vyvoj muzské antikoncepce (Lin et al., 2009).

U chimérickych mys$i SeptI2”" Lin et al. (2011) detekovali vétsi mmozstvi poskozené DNA
v porovnani s kontrolnimi mySmi. Z 51 mysich vaji¢ek uméle oplozenych spermiemi chimérickych
mysi se dostalo pouhych 7 do stadia blastocysty. Navic, Zadné z embryi neobsahovalo mutovanou
alelu Sept12. Autofi predpokladaji, Ze embrya s nedostatkem SEPT12 se nedokéazala vyvinout dal nez
do stadia moruly. Pozorovanim lokalizace SEPT12 béhem lidské spermiogeneze bylo odhaleno, Ze se
v jednu chvili SEPT12 vyskytuje na okraji jadra. Autofi pfedpokladaji, Ze by zde mohl SEPT12 hrat
roli béhem kondenzace DNA (Lin et al., 2011). Tento pfedpoklad je v8ak pouhou spekulaci a bude

tieba se na n¢j zaméfit v dalSim vyzkumu.
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6.2. Nadorova onemocnéni

Byl prokazan vliv septinii na schopnost pohybu nddorovych bunék. Septiny SEPT2 a SEPT7 byly
vinvazivni bunécné linii rakoviny prsu MDA-MB-231 v signifikantné¢ vyS$§im zastoupeni nez
ve zdravé prsni bunécné linii MCFI10A. Béhem telofaze spolu tyto septiny kolokalizovaly na
kontraktilnim aktomyosinovém prstenci. Na druhou stranu, v pribéhu interfaize SEPT2 kolokalizoval

se SEPT7 ve filamentech v blizkosti jadra a také byl detekovan v cytoplazmé (Zhang et al., 2016).

Po zjisténi lokalizace septind, Zhang et al. (2016) depletovali SEPT2 a SEPT7 v bunécnych liniich
MDA-MB-231 a MCF7. Alternativné autofi septiny pouze inhibovali pomoci forchlorfenuronu (FCF)
(Zhang et al., 2016), specifického a reverzibilniho inhibitoru septinti, ktery zvySuje jejich stabilitu
a podporuje vznik mohutnych septinovych svazki (Hu et al., 2008). Zhang et al. (2016) si pro
pozorovani a porovnavani schopnosti migrace vytvorili vlastni kultiva¢ni test v podobé 3D kolagenové
matrix. Buiky s depletovanym SEPT7 i bunky s depletovanym SEPT2 mély vétsi povrch a vlivem
problémti s cytokinezi nashromazdily velké mnozstvi jader, ackoli v ptipadé deplece SEPT2 byl tento
fenotyp méné vyrazny. Navic deplece téchto septinii v obou ptipadech vyznamné snizila schopnost
bun¢k migrovat. Naopak pfi nadmérné expresi kteréhokoli ze zmin€nych septinli se podstatné zvysila
pohyblivost bun¢k a jejich schopnost invadovat do kolagenové matrix (Zhang et al., 2016). Podobny
efekt septinti pozorovali Dolat et al. (2014), ktefi se zaméfili na roli SEPT9 v pohyblivosti nadorovych
bun¢k 786-O. Zatimco nadmernd exprese SEPT9 pohyblivost téchto bunck zvysila, jeho deplece
naopak schopnost bun¢k migrovat snizila (Dolat et al., 2014). Zhang et al. (2016) na zakladé
experimentd navrhli mechanizmus, na kterém ukazuji dulezitost septinii v regulaci proliferace,
migrace ainvazivity bunécné linie rakoviny prsu MDA-MB-231, viz Obr. 10. V navrzeném
mechanizmu septiny ovliviiji proliferaci, migraci a invazivitu nadorovych bun¢k regulaci aktivity
kindz MEK a ERK1/2. Autofi zaroveni poukazuji na mozné vyuziti septind pii 1€cbé rakoviny (Zhang

etal., 2016).
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Septln eptlnl

Proliferace Migrace Invazivita

Obr. 10: Mechanizmus funkce septini v regulaci proliferace, migrace ainvazivity bunééné linie rakoviny prsu
MDA-MB-231. Inhibice septini pomoci FCF, nebo deplece SEPT2 a SEPT7 utlumi aktivaci kinaz MEK a ERK1/2. Naopak
vysoka hladina septint by posilila aktivitu kinaz MEK a ERK1/2, ¢imz by podpofila proliferaci migraci a invazivitu téchto
bunék. Pievzato z (Zhang et al., 2016).

Paklitaxel, také zndmy jako taxol, je latka stabilizujici mikrotubuly vyuzivana pfi chemoterapii k 1écbé
rakoviny (Cardoso et al., 2010; Hsiao et al., 2009; Jordan et al., 1996, 1993; Schiff et al., 1979).
Velkym problémem je vznik rezistence proti taxolu u nékterych nadorovych bunécénych linii, ato
iupacientl, na které zprvu lécba ptsobila (Orr et al., 2003). K ziskani této rezistence je nutna
pfitomnost mnoha proteind, mezi nimiz jsou zahrnuty i septiny (Froidevaux-Klipfel et al., 2015).
Zaroven k navozeni rezistence doslo az po vystaveni bun¢k ti€inkiim taxolu (Froidevaux-Klipfel et al.,
2011; Targa et al., 2019). V taxol rezistentnich (Tr) lidskych nadorovych prsnich bunkach
MDA-MB-231 byla detekovana zvysSena mira exprese SEPT2, 8, 9 a 11. Navic byla pozorovana i jina
lokalizace téchto septintl, nez v taxol senzitivni linii stejnych buné€k (Ts). Zatimco v Ts buikach byly
septiny umistény na kortikdlnim aktinu, v Tr buikach byly ve zvySené mife rekrutovany na
mikrotubuly (Froidevaux-Klipfel et al., 2015, 2011). Dalsi odliSnosti mezi Ts a Tr butikami byl
rozdilny pomér izoforem SEPT9. Izoforma s nejdelsim N-koncem, SEPT9 il, byla ve velkém
mnozstvi pozorovana v Tr buiikach, oproti tomu v Ts bunkach prevladala mensi SEPT9 i3. Pro
dosazeni inhibi¢ni koncentrace v Tr bunkach bylo tfeba pouzit az tfinactkrat vice taxolu, nez
u kontrolnich Ts bun¢k. Pod vlivem 25nM koncentrace taxolu mély navic Tr bunky v porovnani s Ts
buitkami dynamic¢téj§i zmény v mikrotubulech (Froidevaux-Klipfel et al., 2015). Mechanizmu

rezistence vici taxolu se vénuje nasledujici odstavec.

K navozeni rezistence je nutné vysoké mnozstvi tyrosinovaného tubulinu, o ¢emz svéd¢i pozorovani
Tr bunék, ukterych byla po inhibici enzymu zodpovédného za retyrosinaci tubulinu obnovena
senzitivita k taxolu. Navic, rekrutovani septini na mikrotubuly je zavislé na mnozstvi této
posttranslac¢ni modifikace. Deplece SEPT2, 9 nebo 11 v Tr buiikdch rovnéz snizilo jejich rezistenci

k taxolu zpé€t na Groven Ts bunék. Froidevaux-Klipfel et al. (2015) zjistili, Ze septiny piisedlé na
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mikrotubulech tvofi leSeni pro enzymy prodluzujici a zkracujici glutamatové fetézce, o Cemz
vypovidalo nizké mnozstvi téchto enzymu rekrutovanych na mikrotubuly béhem castecné deplece
SEPT2 anaopak jejich rekrutovani ve vy$si mife béhem nadmémé exprese SEPT2, jak jiz bylo
zminéno diive v kapitole o mikrotubulech, viz 5.6.1. Ve stejné kapitole bylo také zminéno, Ze septiny
ovliviiyji délku polyGlu fetézct, ale nemaji vliv na jejich vznik. V Tr buikéch tak septiny udrzuji
mikrotubuly s dlouhymi polyGlu fetézci. Dale mikrotubuly s dlouhymi polyGlu fetézci a septiny
stimulovaly vazbu proteini regulujicich dynamiku mikrotubuld: faktor zachrany mikrotubull
CLIP-170 a faktor depolymerizujici kinesin MCAK. Tyto faktory pak piisobily proti stabilizujicimu
ucinku taxolu. Rezistence vUci taxolu je tak ovliviiovdna mnozstvim riiznym faktor a pfi naruseni

kteréhokoli z nich zanika (Froidevaux-Klipfel et al., 2015).

Pro potvrzeni, Ze takto vznikla rezistence neni specificka pouze pro MDA-MB-231, Targa et al. (2019)
provedli sérii pokusi s nadorovymi bunkami HeLa, CHO, HuH7 a nenddorovymi RPE-1. Béhem
téchto pokusi sledovali schopnost bunék srizné nadmémné exprimovanymi proteiny piezit
72hodinovou expozici taxolu o koncentraci 1-10 nM a zmény, které se v stale zijicich bunkach
objevily. Nadmérna exprese samotnych enzymt prodluzujicich glutamatové fetézce nezvysila
mnozstvi rekrutovanych CLIP-170 a MCAK na mikrotubuly. Totéz plati pro nadmérnou expresi
septinit SEPT2, 6, 7, 9 i3. Pokud byla vSak misto izoformy SEPT9 i3 pfitomné izoforma SEPT9 il,
k ¢astecnému premisténi septini na mikrotubuly a zvySeni mnoZzstvi rekrutovanych CLIP-170
a MCAK doslo. Nadmérnou expresi SEPT2, 6, 7, 9 il navic v kombinaci s nadmérnou expresi
enzyml prodluzujicich glutamatové fetézce se dokoncilo pfemisténi septini na mikrotubuly
a mnozstvi rekrutovanych CLIP-170 a MCAK se dale zvysilo. K drobnému zvySeni rekrutovanych
proteint a ¢asteCnému premisténi septinii na mikrotubuly doslo i pokud v této kombinované nadmérné
expresi byla pfitomna izoforma SEPT9 i3. Rezistenci vi¢i az 10nM koncentraci taxolu bylo mozné
pozorovat u bun¢k HelLa, CHO iRPE-1, ale buitky HuH7 mimo velice nizké koncentrace taxolu
(<2 nM) rezistenci nevykazovaly. Na rozdil od ostatnich bunék unich nebylo pozorovano ani
(Froidevaux-Klipfel et al., 2015) navrhuji, ze rozdilné schopnosti odolavat taxolu jsou dany rozdilnou
vychozi hladinou SEPT9 il mezi bunéénymi liniemi. To dokladaji tim, Zze vSechny bunécné linie,
u kterych k pfemisténi septinti na mikrotubuly doslo, vykazovaly vysokou vychozi hladinu SEPT9 il
(Targa et al., 2019).

Trebaze septiny piisobi jako proteiny, zajimavé informace lze ziskat i z jejich gent. Ze studie de novo
methylace DNA v nadorovych buikach vyplyva, ze ve vétSiné pripadi obsahuji nadorové bunky
mnohem vyS$$i Grovenn methylované DNA nez zdrava tkan. Zaroven bylo zjisténo, ze se Uroven
methylace ve vétSiné tkani zvysuje prirozené s vékem (Nejman et al., 2014). Lofton-Day et al. (2008)
identifikovali na zakladé specificky methylované DNA nékolik slibnych markerd pro detekci

nadorového onemocnéni tlustého stfeva — kolorektalniho karcinomu (CRC) formou krevniho
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screeningu. Ze vSech nalezenych markert se SEPT9 ukazal byt jako nejvhodnéjsi kandidat pro vyvoj

metody schopné detekovat CRC z krve pacienta (Lofton-Day et al., 2008).

Studie zamétené na klinické vyuziti SEPT9 na sebe nenechaly dlouho ¢ekat. Postupné tak vznikly
testy zalozené na detekci methylované SEPT9 DNA z krevni plazmy. Optimalizovand verze (Warren
et al., 2011) pivodniho testu (deVos et al., 2009) dosahla zajimavych vysledkt, kdy se ukazala byt
schopna odhalit 87 % ptfedlozenych vzorki krevni plazmy pacientii s CRC v ranych fazich a vSechny
vzorky od pacientii s CRC v pozdnich fazich. Navic byl test schopny odhalit nddory z jakéhokoli mista
tlustého stfeva a konecniku se specifitou kolem 88 % urtznych vékovych kategorii. Autoii dale
zkusili detekovat adenomy, ovSem test dokazal ovéfit pritomnost adenomu pouze u 12 % pripadu.
Autofi zminuji, Ze 1idé neradi podstupuji kolonoskopii, spolehlivou avsak invazivni metodu k detekci
CRC. SEPT9 test zalozeny na screeningu krve by mohl pomoct presvédCit veétsi procento lidi
k podstoupeni preventivniho vysetieni CRC (Warren et al., 2011). Od roku 2016 je americkym
tfadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv schvalen jediny test tohoto typu — Epi proColon®” (Cai et al.,

2018). Septiny tak maji uplatnéni v klinické praxi.

6.3. Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba je vazné neurodegenerativni onemocnéni (Kemeny et al., 2012). Septin ARTS
byl popsan jako vyznamny proapoptoticky protein (Edison et al., 2017, 2012; Larisch et al., 2000).
O apoptotickém vyznamu ARTS svédéi, ze ijeho samotna nadmérna exprese byla dostate¢na pro
spusténi apoptdzy v riznych bunéénych liniich (Lotan et al., 2005). Kemeny et al. (2012), proto
nejprve potvrdili proapoptotickou funkci ARTS v lidskych nervovych bunkach odvozenych
z neuroblastomu. Po vystaveni téchto bunc€k rliznym proapoptotickym stimulim v nich vyrazné
vzrostla koncentrace ARTS a dalSich proapoptotickych markerti. Dale autofi vytvorili potkani model
Parkinsonovy choroby vystavenim substantia nigra potkaniho stfedniho mozku neurotoxické latce,
6-OHDA. V bunkach této tkan¢ doslo opét k nartistu ARTS, coz vedlo autory ke spekulacim ohledné
role ARTS v Parkinsonové chorobé. Parkin je cytoplazmaticky protein, ktery ne zcela jasnym
mechanizmem chrani neurony ptfed degradaci. Spekuluje se vSak, Ze by mohl inhibovat apoptozu.
Kemeny et al. (2012) se proto zaméfili na moznou interakci Parkinu s ARTS. Ukazalo se, ze Parkin
miize selektivné€ ubiquitinovat ARTS, a tak ho odsoudit k zdniku v proteasomu. Prekvapivé, Parkin byl
pozorovan pii interakci i s druhou, neapoptotickou, izoformou SEPT4 — SEPT4 il, kterou ovSem
neubiquitinoval. Na zaklad¢ vlastnich pozorovani a diive popsaném vyskytu apoptézy v mozcich
zesnulych pacientli s Parkinsonovou chorobou, Kemeny et al. (2012) navrhuji model neurodegenerace
bun¢k behem Parkinsonovy choroby. V tomto modelu je v buitkdch mnozstvi ARTS za pomoci
Parkinu regulovano. Dojde-li ke ztrat¢ funkce Parkinu, ARTS se zacne hromadit a dojde
k permeabilizaci vnéjsi mitochondridlni membrany a spusténi apoptézy mechanizmem popsanym
v 5.4.1. Dale autofi zminuji nadmérnou expresi Parkinu jako moznost ochrany neurond b&éhem

Parkinsonovy choroby (Kemeny et al., 2012).
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6.4. Bunécna imunita

Septiny také pomahaji butikam branit se proti bakteriim a hraji tak roli v bunéné imunite.

V lidskych bunikach HeLa nakazenych bakterii S. flexneri byla kolem nékterych bakterii pozorovana
klecovita septinova struktura, viz Obr. 11. Sirianni et al. (2016) zjistili, ze velké mnozstvi proteind,
které interaguji se septinovymi klecmi, je Cisté mitochondridlnich. Navic vétSina septinovych kleci
byla pozorovédna v asociaci s mitochondriemi. Autofi se proto rozhodli sledovat vliv mitochondrii na
formovéani septinovych kleci. V bunikdch s depletovanym proteinem dilezitym pro Stépeni
mitochondrii, Drpl, bylo mozné pozorovat vznik protahlejSich mitochondrii, jak uz bylo jednou
uvedeno v kapitole 5.4. V téchto bunkach také vznikalo vy$§i mnoZzstvi septinovych kleci. Naproti
tomu v bunkach s fragmentovanymi mitochondriemi se septinové klece netvotily. Z téchto pozorovani
vyplynulo, Ze dlouhé mitochondrie podporuji tvorbu septinovych kleci. Dale byla odhalena
preferencni tvorba septinovych kleci okolo zivych bakterii. Navic bakterie uzaviené v septinovych
klecich byly vétSinou metabolicky neaktivni v porovnani s témi, co se nachazely volné v buiice.
Septinové klece tak zabranuji uvéznénym bakteriim v proliferaci. Autofi se dale domnivaji, Ze

uvéznéné bakterie jsou drzeny na misté pro naslednou antibakterialni autofagii (Sirianni et al., 2016).

Shigella-mCherry Mito-BFP

Obr. 11: Tvorba septinové klece (zelen€) v blizkosti mitochondrii (¢ervené) okolo bakterie S. flexneri (modie). V kruhu je
zvyraznén mitochondrii podpofeny vznik septinového prstence. Snimky byly pofizeny na konfokalnim mikroskopu
v 2minutovych intervalech. Méfitko na levém hornim snimku je 1 um. Pfevzato z (Sirianni et al., 2016).

7. Zaver:

Septiny jsou GTP vazebné proteiny s definovanou N-koncovou doménou, G-doménou a C-koncovou
doménou (Bourne et al., 1991; Leipe et al., 2002; Pan et al., 2007; Valadares et al., 2017). Je nam
jasna jejich sekvence, ale stale jeSté nemame vSechny informace o jejich struktute. I pres velky pokrok

vedouci k objasnéni pfesné funkce septinovych domén pii skladani septinii do filament zlistava mnoho
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otazek nezodpovézenych (Rosa et al., 2020). N- a C-koncové domény rovnéz skryvaji nékolik
tajemstvi. N-konce jsou kromé kratkého alfa helixu v blizkosti G-domény nestrukturované (Sirajuddin
et al.,, 2007). N-konec SEPT9 je unikatni svou délkou a mnozstvim interakei s jinymi strukturami.
Vime, Ze se vaze na negativné nabité fosfolipidy na membrang, mikrotubuly i aktinova filamenta (Bai
et al., 2013; Nakazawa et al., 2023; Smith et al., 2015; Zhang et al., 1999). Krom¢ skupiny SEPT3
obsahuji septiny coiled coil doménu na svém C-konci (Pan et al., 2007). Zatim se zda, ze coiled coil

domény jsou potiebné pii tvorbé filament a jejich vzéjemnych interakcich (Leonardo et al., 2021).

Vime, Ze se az na vyjimky septiny skladaji do symetrickych heterooligomert s jasn¢ danym potadi
septinovych podjednotek, které se dale propojuji ve filamenta a mohou vytvorit struktury vyssiho fadu
(Ihara et al., 2005; Kim and Cooper, 2018; Mendonga et al., 2019; Sellin et al., 2014; Song et al.,
2019; Valadares et al., 2017). Na druhou stranu neni znamo, jak spolu filamenta v strukturach vyssiho
fadu interaguji. Bude nutné ovéfit navrzeny model, jez v strukturach vys$iho fadu pocita s diive

zminénymi interakcemi coiled coil domény septind (Leonardo et al., 2021).

V bunkach byly septiny nalezeny pfi interakcich s cytoplazmatickou membranou, na které tvori
difuzni bariéry (Ewers et al., 2014; Hu et al., 2010; Tada et al., 2007; Xie et al., 2007). Dale k ni
pripojuji aktomyosinovy cytoskelet (Mostowy et al., 2011). Pokus s uméle pfipravenou membranou in
vitro dal vznik zajimavému modelu predstavujicimu preferenéni skladani savéich septini na
membrany. V tomto modelu septinova filamenta v zavislosti na koncentraci obsazuji nejprve udoli
membran. Poté se objevuji i na vrcholech membrany. Postupné membranu pokryji celou. Nakonec
vytvafi druhou vrstvu filament pfes tu prvni, ¢imZ vznikne dvouvrstva sit’ (Nakazawa et al., 2023).

Zde je tieba ovéfit platnost tohoto modelu in vivo.

Vliv septini byl pozorovan ina velkém mnozstvi organel. Bylo prokdzano, Zze septiny zabranuji
fragmentaci GA (Song et al., 2019); napomahaji vzniku a regulaci obsahu u lipidovych kapének (Akil
et al., 2016; Chen et al., 2021) a hraji roli v mitochondrialnim $tépeni (Pagliuso et al., 2016; Sirianni et
al., 2016). Mitochondrialni septin ARTS se navic ve vné&j§i mitochondridlni membrané ucastni
spousténi apoptozy (Kemeny et al., 2012; Larisch et al., 2000) a podili se na vapnikové signalizaci
(Katz et al.,, 2019). Tiebaze vime, co se stane depletovanim, ¢i nadmérnou expresi septind,

molekularni mechanizmy pasobeni septinti nejsou vzdy znamé.

Cetné interakce septindi s ostatnimi &leny cytoskeletu jsou rovnéz velmi podstatné. Jsou zodpovédné za
udrzbu polyGlu mikrotubulti arekrutovani proteind regulujicich dynamiku mikrotubult
(Froidevaux-Klipfel et al., 2015; Spiliotis et al., 2008). Naviguji rist plus konce mikrotubulti (Bowen
et al.,, 2011) a ovliviiyji rychlost vackového transportu (Spiliotis et al., 2008). Nyni se pfedpoklada

ijejich role ve vazb¢, nebo uvolnovani nakladu z molekularniho motoru KIF17 (Bai et al., 2016).
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Aktinova filamenta a jejich pfima interakce se septiny je mozna hned tfemi rdznymi zpusoby. Zde
v zavislosti na zptisobu nasednuti ovliviiuji moznost ostatnich proteini, jako je naptiklad kofilin, vazat
se na F-aktin (Smith et al., 2015). Septiny se vyznamné podileji na organizaci stresovych vlaken, at’ uz
pfimym propojovanim F-aktinu, nebo tvorbou leSeni pro jiné vlivné proteiny. Svym vlivem na
stresova vlakna neptimo ovliviiuji velikost a Zivotnost fokalnich adhezi (Dolat et al., 2014; Kremer et
al., 2007). Prekvapivé v porovnani s vlivem septinii na stresova vlakna, septiny pfili§ neovliviuji
mnozstvi a organizaci aktomyosinového cytoskeletu v bunééném kortexu. Zde ovSem maji dulezitou
funkci vudrzovani membranové stability pii zatahovani riznych nadbyte¢nych vycnélkli na
cytoplazmatické membrané (Gilden et al., 2012; Hagiwara et al., 2011; Tooley et al., 2009). Dale se
predpoklada cast septinti pii tvorbé na aktinu zavislych membranovych vycnélkt. Navic jsou septiny
dilezité pro tvorbu pevnych bunéénych spojii v epitelech (Kim and Cooper, 2021, 2018). Ackoliv se

zda, Ze tato pozorovani plati obecné, bylo by dobré ovéfit jejich platnost i v jinych bunéénych liniich.

Septiny se tedy mohou vazat pfimo na mikrotubuly i aktinova filamenta (Bai et al., 2016; Smith et al.,
2015). Zatim vsak neexistuje studie zaméfend na moznou roli septinii v propojovani mikrotubuld

s aktinovymi filamenty.

S cytoskeletem je tUzce spjaté bunécné déleni. Zde jsou septiny nutné pro spravné setazeni
chromosoml béhem metafaze a jejich naslednému rozchodu do budoucich dcetinych bunék (Spiliotis
et al., 2008; Zhu et al., 2008). Septiny jsou rovnéz nepostradatelné pro oddéleni dcefinych bunék
v zavérecném kroku bunécného déleni, a to jednak interakci s myosinem IIA a jednak tvorbou leseni

pro ESCRT komplex (Joo et al., 2007; Karasmanis et al., 2019).

Praktické vyuziti septini v mediciné uz existuje ve formé preventivniho vySetieni pfitomnosti
methylované SEPT9 DNA v krvi. Jedna se o screening CRC s nazvem Epi proColon” (Cai et al.,
2018). Moznosti, které se zatim nedostaly do klinické praxe, se nabizi vice. Vyfazeni byt jen jednoho
septinového genu vede k sam¢i sterilité. Septiny by tak mohly slouzit jako marker sam¢i neplodnosti
(Ihara et al., 2005; Vickram et al., 2021). Navic, diky tkanové specifit¢ by mélo byt mozné vyuzit

septiny v muzské antikoncepci (Lin et al., 2009).

Nyni se zda, Ze vSechny sav¢i septiny jiz byly objeveny a roz¢lenény do Kinoshitovo skupin. Mensi
pozornost byla ov§em vénovana jejich izoformam, jejichz pocet se navic u riznych druht savct lisi
(Lin et al., 2009). Nalezeni vSech funkci jednotlivych septinovych izoforem bude vyzadovat zna¢né

mnozstvi ¢asu 1 usili.
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