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Seznam zkratek

PIxn — Plexin, zkratka vyuZivana pro sav¢i plexiny

SemaX — Semaforin, zkratka vyuzivana pro savci semaforiny
GAP — Proteiny aktivujici GTPazy (GTP->GDP)

GAP doména — doména plexinG s funkci GAP proteinem
Nrp - Neurofilin

GTP — Guanosintrifosfat

GDP — Guanosindifosfat

RBD — doména interagujici s aktivnim Rho proteinem vazajici GTP



Abstrakt

Semaforiny jsou signdlni molekuly, které interaguji s receptory typu plexin, ¢imz spousté;ji
slozité intraceluldrni kaskady, které reguluji procesy, jako je rlist axonul, migrace bunék,
imunitni odpovédi a metastazovani rakovinnych bunék. Tato bakalarska prace se
zaméruje na semaforin-plexinovou signalizaci, konkrétné na studium struktury proteind,
které jsou klicové pro tento signalni systém. V této prdci je kladen dliraz na analyzu
struktury semaforint a plexin(, jejich vzajemné interakce a mechanismy, jakymi ovliviuji
bunécné procesy. Soucdsti prace je prehled soucasného stavu vyzkumu v oblasti
strukturalni biologie téchto proteind, véetné jejich krystalografickych a cryo-EM studii, a
popis jejich funkénich domén, které jsou klicové pro signalizacni drahy. Déle je diskutovan
vyznam téchto proteinl v kontextu vyvoje nervového systému a regulace imunitni
odpovédi. Cilem prace je poskytnout komplexni prehled struktury a funkci semafor( a
plexin( a prispét k lepSimu pochopeni jejich role v biologickych procesech, coz by mohlo

vést k novym terapeutickym pristupiim v oblasti onkologie a neurovéd.

Kli¢ova slova: Semaforin - Plexin - axon - bunécénad signalizace - navadéni axonu



Abstract

Semaphorins are signaling molecules that interact with plexin-type receptors, triggering
complex intracellular cascades that regulate processes such as axonal growth, cell
migration, immune responses, and cancer cell metastasis. This bachelor's thesis focuses
on semaphorin-plexin signaling, specifically on the study of the structure of proteins that
are key to this signaling system. In this study, emphasis is placed on the analysis of the
structure of semaphorins and Plexins, their mutual interactions and the mechanisms by
which they influence cellular processes. Part of the thesis is an overview of the current
state of research in the field of structural biology of these proteins, including their
crystallographic and cryo-EM studies, and a description of their functional domains, which
are key to signaling pathways. Furthermore, the importance of these proteins is discussed
in the context of the development of the nervous system, the regulation of the immune
response. The aim of the work is to provide a comprehensive overview of the structure
and functions of semaphores and Plexins and to contribute to a better understanding of
their role in biological processes, which could lead to new therapeutic approaches in the

field of oncology and neuroscience.
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1. Uvod

Mozek je zakladni ndstroj pro ¢lovéka v jeho rozvoji a procesu poznavani. Pravé i diky tomuto
procesu vznikla potfeba ¢lovéka zjistit, jak tento potfebny organ funguje. Jiz ve stfedovéku vznikly
neurovédy, jeZ na zacatku byly pouze na urovni filozofie. Po nékolika stoletich se z neurovéd stal
obor zaloZzeny na faktech a experimentech. Navigace v rozvétvenych a slozitych strukturach
neuralniho vyvoje a navadéni axon( pfitahovalo zvédavost stale vice neurovédcl a vyustilo ve
spoustu objev(. PFfibéh zadind prakopnickymi experimenty Santiaga Ramoéna y Cajala?, jeho?
peclivd pozorovani nervovych okruhl poloZila zaklady moderni neurovédy. Koncem 19. a
zacatkem 20. stoleti Cajalovy sloZité kresby a hypotézy poskytly ¢asné pohledy na mechanismy,
které jsou zdkladem vedeni axonu, kdyZ predpokladal existenci chemickych podnétd, které Fidi
rast neuronalnich procesu. Cajalova prikopnicka prace inspirovala novou generaci neurovédcd,
véetné Rogera Sperryho, jehoz elegantni experimenty v poloviné 20. stoleti zpUsobily revoluci v
nasem chdpani vedeni axon(. Sperryho klicové studie o vizualnim systému Zab a colk( prokazaly
vyjimecnou specificnost zamérovani axonl a odhalily pozoruhodnou schopnost rostoucich axont
prochazet slozitym prostredim, aby dosahly svych vhodnych cilG. Na zakladé Sperryho objevil se
tymy vyzkumnikd ve druhé poloviné 20. stoleti pustily do patrani po odhaleni molekularnich
mechanism( Fidicich vedeni axon(?. Tyto objevy poloZily zdklady pro objasnéni sloZitych
signalnich drah, které reguluji vedeni axond, coZ vyvrcholilo v identifikaci plexin(i jako receptor(
pro semaforiny v 90. letech 20. stoleti. Prvni objeveny semaforin byl transmembranovy SemalA
u sarancat® a postupné prfibyvaly dalsi proteiny. Objev semaforin-plexinové signalizace
predstavoval posun v nasem chapani vedeni axonu, odhalujici dynamickou souhru mezi
extracelularnimi navadécimi podnéty a intracelularnimi signalizacnimi kaskadami. Tato prace se
zabyva semaforin-plexinovou signalizaci pfi rGstu axond, zkoumd jednotlivé molekularni
komponenty, signalni drahy a bunécéné reakce, které jsou zakladem tohoto zakladniho procesu.
Dnes stale obsahuje tato oblast neurobiologie mnoho otdzek a dalSim vyzkumem je moziné se
posunout k budoucim pokrokiim jak v zakladnim porozuméni fungovani mozku, tak v nasledném

vyuziti v klinické praxi.



2. Semaforiny

Semaforiny jsou skupina signalizacnich proteind, jeZz jsou nezbytné pro sprdvny vyvoj a udrzbu
mnoha organ( a tkani. Pro tuto skupinu proteinl je typicka cystein bohata extracelularni N-
terminélni Sema doména®.

Tridy semaforinl jsou mezi ZivocCichy strukturné i funkéné konzervované. Sekvence pro
kodovani semaforin( byly nalezeny v genech bezobratlych i obratlovcd, dale také u nékterych
vir(. Naopak geny pro semaforiny neobsahuji protozoa, rostliny a primitivni metazoa. U ¢lovéka
najdeme 20 typ(l semaforinU. Tyto proteiny se rozdéluji podle strukturni podobnosti do 8 tfid tj.
1-7 a V (obr. 1), pficemz u obratlovcl nalezneme 3.-7. tfidu. Tfidy 1 a 2 se nachazi pouze u
bezobratlych a tfidy V u virl. Sekretované semaforiny patfi do 2. a 3. tfidy. Proteiny ze tfidy 1 a

3-6 jsou transmembranové a semaforin-7a je spojeny s membranou pfes GPI kotvu®.

Invertebrate Viral
semaphorins Vertebrate semaphorins semaphorins
Sema domain [l ! I H |
Immunoglobulin loop .
Basic domain  []
Thrombospondin repeats [
GPI anchor
PSIdomain O
Semaphorin class: 1 2 5 3 4 5 6 7 B8
Members: (A-B) (A-B) c (A-G) (A-G) (A-B) (A-E) A (A-B)

Obrazek 1 - Znazornéni struktury a pozice vi¢i membrané u jednotlivych typl semaforin(i s barevné
vyznacenymi doménami, Sema doména (Cervené),PSI doména (riZové), doména imunoglobulinova

(zeleng), zasadita doména (Zluté)e.



2.1. Sema doména

Tridy i typy semaforinu se strukturné lisi, spojuje je vSak konzervovana Sema doména (obr. 2 str.
4), kterou najdeme i u receptorl pro semaforiny, respektive u plexind. Nachazi se na N-konci
protein. Typické pro tuto doménu je vyskyt cysteind tvorici 3 - 4 disulfidické mUstky. Celkové je
sloZzena zhruba z 500 aminokyselin®. Cysteiny jsou v rdmci véech rodin konzervované a samotna
doména tvori strukturu vrtule ze sedmi beta listl uskupenych radialné podle centralni roviny (obr
2 a str.4). Kazdy list je tvoFen ¢tyFmi anti-paralelnimi beta-vldkny A-D’. Vlakno A tvofi vniténi hranu
kruhu, B a C vychazeji ven z kruhu a finalni vldkno D tvofi vnéjsi rovinu kruhu. Kazdé vlakno je
tvoFeno cca 70 aminokyselinami®. U Semaforind nalezneme sekunddrni struktury kolem beta list(.
Jedna se o pfidané helixy, smycky a vlakna. U Sema3a se nachazi smycky S a helixy H, které zvétsuji
celkovy objem domény (1S1, 1H1, 2H1-2, 4H1, 5H1-3 a 555-6)8. U patého listu se nachazi oblast
,extrusion”, kterd se vyrazné podili na dimerizaci (obr. 2 str. 4). Jedna se o 77 aminokyselinovou
strukturu mezi vldkny C a D u listu 5°. Tato oblast je vysoce konzervovana. Napfiklad u Sema4D
spolu se smyc¢kami, diky své pozici nad rovinou kruhu, hraji velkou roli pfi dimerizaci®. Uzavieni
kruhu je pomoci struktury zvané smycka a hak, kde dochazi k interakci mezi prvnim a poslednim
vldknem?™®, Struktura je stabilizovana ¢tyfmi disulfidickymi vazbami. Existuji i vyjimky, kde pocet
disulfidickych vazeb je rozdilny. Pfikladem je Sema5A, kde najdeme 3 disulfidické vazby
stabilizujici vnitfni strukturu Sema domény!?. Doména podléhd postranslaéni modifikaci,
konkrétné glykosylaci, ktera je nezbytna pro bunécny intraceluldrni i extraceluldrni transport a
zaroven je dllezitd pro ligand-receptor interakce. Asparaginové zbytky jsou na Sema doméné
glykosylované napftiklad N-acetyl-B-D-glukosaminem. U Sema7a je glykosylovanych 5 mist: Asn
105, 157, 258, 330 a 60213,

Dnes je zndmo zatim pouze 6 krystalovych struktur samotnych Sema domén, mezi které
patfi napfiklad Sema3a (obr. 3 str. 4)!4. Diky témto modeliim a metodam jako jsou kryo-EM
(kryoelektronovéd mikroskopie), NMR spektroskopie (nuklearni magnetickd rezonance), SPR
(povrchova plasmonova resonance) a dalSi mUZeme studovat povrch proteinu, jeho
elektrostaticky naboj, vazebna mista a mnoho dalSiho. Tyto znalosti nam umoZiuji zkoumat

vazebna mista, interakce s jinymi molekulami, mutace pro jejich pochopeni a pfipadnou napravu.



Obrazek 2 - Struktura semaforin( vizualizovana pomoci sekundarni struktur (helixt a B-skladanych listd).
Sema doména je sloZena ze 7 beta listd radialné s ,extrusion” oblasti mezi listy 4 a 5, nasledovana PSI
doménou a imunoglobuline-like doménou.(b) Vzajemna poloha extracelularnich domén semaforin( pfi

dimerizaci®®

Obrazek 3 - Vizualizace povrchu Sema domény semaforinu 3a vychazejici z krystalové struktury. Fialové

je znazornén povrch podilejici se na dimerizaci *



Na C-konec Sema domény navazuje PSI doména, ktera je sloZena zhruba z 60 aminokyselin
s centralnim konzervovanym motivem CxWC osmi cystein, jeZ se podili na tvorbé tfi az Ctyr

16, Tato doména se nachdzi u velkého mnoZstvi

disulfidickych mustkl v této doméné
signalizaénich proteind. ¥”. Pomoci NMR spektroskopie byla zjisténa struktura PSI domény u Met

receptord!’ (obr. 4).

Obrazek 4 - Struktura PSI domény u Met receptor(, s vyznacenymi sekundarnimi strukturami a

disulfidickymi muastky?’

U semaforin( tfidy 2, 3, 4 a 7 nalezneme ,,immunoglobulin-like“ doménu. Tato Ig doména
se podili na dimerizaci'®. U tfidy 5 se nachazi 7 opakujicich se trombosmondinovych domén?é,
Tato doména je dulezitda pro signalizaci pres vazbu glykosaminoglykant (GAG) a jinych
afektorovych molekul. U Sema5a rozhoduje pfitomnost glykosaminoglykant, heparan sulfatd a

chondroitin sulfatd, zda se bude molekula chovat jako atraktant nebo inhibitor ristu axon('° .

2.2. Dimerizace

Pro semaforiny a jejich receptory je nezbytnd dimerizace. Diky homodimerizaci komplexu a
nasledné heterodimerizaci s jejich receptory pfip. koreceptory, dochazi k transdukci signalu®.
Homodimer semaforinu je tvofen prekryvem ,face-to-face’ Sema domény (obr. 2B str .4). Na
interakci dvou kruhG Sema domény se podili smyéky 4b—4c, 4d-5a and 5b-5c?!. Stabilita
komplexu je prevainé zajisténa nekovaletnimi vazbami, avSak napfiklad u Sema4D je pro
dimerizaci nezbytnd tvorba disulfidického mustku na pozici Cys 723, ktery se nachazi v Ig-Like

doméné?? . Na dimerizaci se podili pfevdZné Sema doména, pfesto i jiné domény se podili na



celkové stabilité dimeru. U SemadD se povrch Ig-like domény podili zhruba 18 % z celkového

povrchu dimeru®.

2.3. Neuropilin

Semaforiny tfidy 3 vyZaduji pro interakci s receptorem koreceptor — neuropilin?3. Neuropiliny jsou
transmembrdanové glykoproteiny hrajici vyznamnou roli pfi fyziologickych procesech. Jedna se o
koreceptory pro semaforiny a VEGF (vaskularni endotelialni rGstovy faktor).

Semaforiny 3 maji oproti ostatnim semaforinim nizsi afinitu k receptoru PIxnA(1-4), avsak
po vzniku stabilniho komplexu PIxnA(1-4)-Nrp-1 (obr. 5 str. 7) se afinita k Sema3A zvysi?3. Byly
identifikovany 2 typy neuropilini, Nrp-1 a Nrp-2. Tyto dva typy maji v lidském organizmu 44%
sekvencéni podobnost. Na N-konci byly objeveny 2 CUB domény, jez jsou dileZité pro dimerizaci,
2 domény V/ VIl homologie koagulacnich faktord a MAM doména. Tyto domény jsou dileZité pro
spravnou interakci Sema3-neuropilin-PIxnA komplexu a pro naslednou transdukci signalu. MAM
také zajistuje protein-proteinovou interakci s mempriny?*. MAM, nékdy oznacovand jako doména
¢ neuropilinu, se podili na homodimerizaci neuropilind?. Tato doména je také silné O-
glykosylovana aZ 24 monosacharidy?®. Stejné jako semaforiny i neuropiliny tvofi dimery, jez jsou
tvofeny nekovalentnimi interakcemi oligomeru?’. Na vznikajicim komplexu Nrp-Sema3-Plxn se ze
strany neuropilinu podili al ¢ast CUB domény, ktera se vaze na Sema doménu Sema3A a bl ¢ast
domény V/ VII homologie koagulaénich faktor(, kterd se vaze semaforiny?®. Razné studie
prokazali variabilitu v parovani, napfriklad k Nrp-1 se vdze Sema3A, zatimco Sema3F a 3G se vazi
k Nrp-2. Nakonec Sema3B, Sema3C a Sema3D mohou tvofit komplex jak s Nrp-1, tak i s Nrp-22°.
Tyto vzniklé komplexy se pak mohou dale, pro transdukci signdlu a aktivaci kaskad, vazat na

PIxnA1-42%, nebo PIxnD1%’.



Extracellular
space

Obrazek 5 - Schéma vzniku komplexu Sema3-PIxnA-Nrp. Dva neuropiliny se vdZou na dva plexiny a

naslednd vazba Sema dimeru, Vysledkem je vytvoreni komplexu Sema3:PIxnA:Nrp v poméru 2:2:2 28

3. Plexiny

Plexiny jsou transmembranové receptory 1. typu, Obsahuji ektodomény, transmembranovy helix
a cytoplazmatickou doménu. Jedna se o membrénové receptory pro semaforiny3°. Plexiny jsou
rozdéleny do Ctyr rodin, A-D. V savcich burkach jsou ddle rozezndvany Plexiny Al-4, B1-3, C-1 a
D-13%, Extraceluldrni doména slouZi jako receptor pro semaforiny. Cytoplazmatickd doména
obsahuje GAP doménu transdukujici signal pfi aktivaci pfes GTPazy Rap a RBD — doména

interagujici s aktivnim Rho proteinem vazajici GTP.

3.1. Struktura plexint a jejich aktivace

Struktura plexind obsahuje Sema doménu (obr. 6 str. 7), ktera je homologni v rdmci rodin plexin(
a semaforinG. Nasledné obsahuje kratkou PSI doménu a extracelularni IPT doménu.
Krystalografické studie prokazaly kruhovou strukturu komplexu Sema domény a tfi po sobé
jdoucich PSI-IPT domén a nasledné tfi samostatnych IPT domén (obr.6). Tato stereotypicka
konformace se objevuje u vSsech zndmych plexinG s vyjimkami napfiklad u PIxnB1 a PIxnC1, kde

dochdzi k inzerci nebo deleci nékterych IPT a PSI domén32.



Jak jiz bylo fe¢eno semaforiny a plexiny sdili Sema doménu. V obou pfipadech tvofi
doména strukturu vrtule ze sedmi beta list(, kdy kaZdy je tvofen 4 antiparalelnimi beta vldkny33
Jejich podobnost v pofadi aminokyselin je vSak nizkd. Po Sema doméné nasleduje PSI doména.
Tato doména je sloZzena z cca 50 aminokyselin, obsahujici 8 cysteinl s konzervovanym motivem
CxWC3*, Nasleduji IPT domény, obsahujici zhruba 95 aminokyselin.

Vintraceluldrnim prostredi se nachazi GAP doména, jez je homologni k p120GAP proteinu,
jehoz ulohou je aktivace GTPasové aktivity proteinu Ras. GAP doména plexin obsahuje pro Ras
GAP proteiny typicky ,argininovy prst“, na rozdil od tradi¢nich Rap GAP protein( ji chybi

,asparaginovy palec”®

. GAP doména je rozdélena na dva uUseky C1 a C2% a mezi dvéma
homolognimi GAP uUseky se nachazi RBD doména interagujici s aktivnim Rho proteinem vazajicim
GTP (obr. 8 str.10). Rodina Rho malych GTP4z, jsou signalizacni molekuly, které se podili na
prestavbé aktinového cytokeletu3’. Aktivace Rho GTP&zy vyZaduje zdménu GDP na GTP.

A PlxnA1t 1 [ sema
ar

GAP
[ReC | jrega

Cell surface

Obrazek 6 - Krystalova struktura extracelularni oblasti plexin(. 6A — znazornéni posloupnosti jednotlivych

domén v nativni konformaci uzavifeného kruhu38

V neaktivnim stavu se plexiny nachazeji v autoinhibovaném stavu v dimerizované formeé
(obr.7 str. 9). K tomuto déji dochazi jako prevence pred spontanni signalizaci pomoci GAP domén,
jez v autoinhibovaném stavu nemohou interagovat se signalizaénimi molekulami®®. Této poloze

se fika ,hlava-stonek”, jelikoz se Sema doména neboli ,hlava” jednoho plexinu vadze na PSl a IPT



domény neboli ,,stonek” druhého plexinu. V této konformaci jsou GAP domény od sebe vzdaleny
a nemUze dojit k interakci. Po navazani semaforin(, dochazi k rotaci membranového helixu o
180°. Tim dojde k pfiblizeni GAP domén a zaroven se zvétsi jejich pristupnost pro GTPazy a jiné

signalizaéni molekuly (Obr. 7).

¥ &
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Obrazek 7- Schematické znazornéni plexin( v autoinhibovaném stavu a zména konformace pfi

aktivaci semaforiny. Seda barva — Sema doména plexinti, zelena barva — Sema doména
semaforin(l, oranZova barva — cytoplazmatickda doména plexin(i, modra barva — Nrp.

Po navdzani GTPazy na 3°3%3’GAP doménu se GTP&zova aktivita urychluje a vysledkem je,
Ze GTPaza ma navazané GDP. Plexiny prostifednictvim GAP domény aktivuji Rap protein, ktery
nasledné hydrolyzuje GTP na GDP a stdva se tak ndsledné nepfistupnym pro dalsi vazebné
partnery*!. RBD doména interaguje s Racl, Rnd1 a RhoD GTP4zami3¢. GTPazy jsou duleZité jako
molekuldrni prepinae a hraji roli pfi remodelaci aktinového cytoskeletu, bunééné migrace a

celkové morfologie.
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Obrazek 8 - Struktura cytoplazmatické domény plexin( obsahujici RBD doménu pro vazbu RhoGTPaz, a

aktivaéni GAP doménu*?

4. Signalizace

Zasadni roli pti signalizaci hraje jiz zminénd dimerizace komplext, jez ma za nasledek vznik
signalnich drah, a tudiZz i navadéni axond. Aktivace plexin(, receptorll pro semaforiny, je
zprostredkovana pres semaforin-indukovanou dimerizaci. Na dimerizaci semaforin( se predevsim
podili Sema doména a IPT domény plexin(*. PSI doména nemd na dimerzaci vliv. Plexiny
nachdzejici se v dimernim stavu jsou v zakladni konformaci neaktivni. Po vazbé semaforinového
dimeru se vzdjemna orientace plexini v dimerni formé méni v konformaci , hlava-hlava“. Na
spojeni komplexnich struktur se hlavné podili listy 1 a 5 Sema domén obou proteini*3. Nasledné
vznika heterotetramer v poméru 2:2 (SemaX:Plxn). U Sema3 =zdvisi signalizace jesté na
koreceptorech Nrpl-2. Sema3 je receptorem pro Nrp. Dimer demaforin(i tak vaze dvé molekuly
Nrp a vznikd holoreceptor zasadni pro nasledujici vazbu plexind**. Vysledkem je komplex 2:2:2

Sema-Nrp-Plxn (obr.9 str. 11).
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Obrazek 9 - Struktura kryo-EM komplexu dimerd PIxnA2 (modra barva) , SemaA3 (zelend barva) : Nrpl

(Cervena barva)*®

Interakce komplexu semaforin-plexin mudZe byt ve stavu cis nebo trans*®. P¥i interakci trans
jsou semaforiny a jejich receptory prezentovany na dvou membrdnach rlznych bunék (obr. 10
str. 12). Cis interakce je podminénd pritomnosti obou proteinl na jedné cytoplazmatické
membrané. Tato forma interakce byla popsana u semaforin( tfidy 6 a jejich receptorli PIxnAl a
také u PIxnB1%. Konformace cis u plexinG ma vyznamnou roli pfi autoinhibci plexinu, coZ
zabrafiuje predéasné aktivaci signalni kaskady*®. Vtomto stavu jsou aktivni mista schovand
v proteinu. Pfi aktivaci se predpokladd konformacni zména v cytoplazmatické doméné, kde

dochazi ke stoc¢ené konformaci a ndsledné aktivaci?.
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Obrazek 10 — Transaktivace a dimerizace jednotlivych komponent( plexin-semaforin signalizacni kaskady
pred a po aktivaci. Plexiny se nachazi v neaktivnim dimeru. Po navadzani Sema dimeru, se méni jejich

konformace na ,hlava-hlava“ aktivni stav*:.

4.1. Aktivace cytoplazmatické domény plexini

Cyklus Cyklus GTP predstavuje kliovy regulacéni mechanismus malych GTP4az, které funguji jako
molekularni pfepinace v bunéénych signalizaénich drahdch®. V aktivnim stavu je GTP vazano na
GTP3zu, coz umoznuje jeji interakci s efektorovymi proteiny a spusténi specifickych bunéénych
reakci. Tento proces je regulovan dvéma hlavnimi typy proteint: GEF (guaninnukleotid-vyménné
faktory), které podporuji vyménu GDP za GTP, a GAP (GTPazy-aktivacni proteiny), které zvysuji
rychlost hydrolyzy GTP na GDP, &imi pfepinaji GTPazu do neaktivniho stavu®C. Timto zpGsobem je
zajisténa dynamicka a presna kontrola bunéénych procesq, jako je cytoskeletalni reorganizace,
bunécna migrace a signalizace.

Aktivace GAP domény plexinG vyZaduje nejen extraceluldrni vazbu semaforinu na
receptorovou doménu plexinu, ale také interakci malych GTPaz z rodiny Rho s Rho-binding

doménou (RBD) (obr. 11 str. 13) >1. GAP doména vyuZzivd malé GTPazy, jako je Rap, které hraji
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zésadni roli pfi regulaci rdstu neuron( skrze prestavbu aktinového cytoskeletu >2. Signalizace
prostrednictvim Plexin( je zavisla na inaktivaci Rap proteind, které v aktivnim stavu (vdzané na
GTP) podporuji napfiklad aktivaci integrin(i >3. Hydrolyzou GTP na GDP, zprostfedkovanou GAP
doménou, dochazi k inaktivaci Rap proteint, coz vede k inaktivaci napfiklad integrint a nasledné
k bunécné repulzi.

RBD doména, ktera je strukturalné vloZzena do GAP domény cytoplazmatické c¢asti plexin(,
vaze malé GTPazy rodiny Rho, jako jsou Rnd1, Racl a RhoD 3. Tyto GTPazy maji rtzné efekty v
ramci signaliza¢ni drahy. Napfiklad zvySend exprese Racl zvySuje semaforinem zprostfedkovanou
interakci plexinu, coz vede k vyssi aktivaci signalizace °*. Naopak nadmérna exprese Rnd1 muze
zpUsobit bunéény kolaps dokonce i pfi absenci semaforinu > . Tento komplexni regulaéni systém
umoznuje plexinllm presné kontrolovat klicové bunécné procesy a zprostfedkovavat adaptivni

reakce na extraceluldrni podnéty*9°0515253535455

Semaphorin
/

] Cellmembrane ——

Juxtamembrane
segment

Inactive (monomer or dimer) Activating dimer

Obrazek 11- Schéma aktivace cytoplazmatické domény. Dimerizaci dojde ke zméné konformace a

uvolnéni aktivniho mista pro RapGAP aktivitu®.
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Celkem bylo zatim objeveno 20 protein interagujicich s cytoplazmatickou doménou®’.
Vysledkem aktivace cytoplazmatické oblasti je aktivace intracelularnich proteint a druhych posld,
které maiji vliv na polymerizace ptip. depolymerizaci aktinu a tim prestavbu bunék. Hlavni roli pfi
tomto déji jsou malé GTPazy vazané RBD doménou®. Pfesny mechanismus pfenosu signalu z

plexinG vedouci k zménam v aktinovém cytoskeletu neni znam.

5. Role semaforinli v neurobiologii

Sema-Plxn signalizace, jak jiz bylo zminéno je podstatna pro navadéni nervovych rlistovych kuzel(,
vyvoj a konektivitu dendritl. Po aktivaci pfechazi signal pfes GTPazy a molekularni prepinace na
cytoskelet. Dalsim prikladem molekul propojujici extracelularni signdl na intramolekularni
nasledky jsou Rho GTPazy Racl, RhoA a Cdc42°° . Aktivace RhoA, vede ke kolapsu rdstového
kuZelu. Tato molekula je spojena s repulzivnim signalem hlavné se Sema3A, kde aktivita RhoA
zpUsobuje odklonéni od zdroje semaforinu®. Racl je inhibovana aktivitou plexin(, co? zamezuje
aktinové polymerizaci a limituje extenzi ristového kuzele® . Dokud nedojde k aktivaci, plexiny
podporuji RhoA signalizaci a inhibuji Racl, coZ vede k celkové depolymerizaci, zvySuje aktino-
myosinovou kontrakci a staZeni filopodii a lamelipodii. Tato retrakce je typicky viditelna u
repulzivnich signal( Sema3A, které aktivuji PIxnA1l signalizaci ®2. Extrémnim pfikladem u této

signalizacni drahy je celkovy kolaps celkového neuritu (obr.12 str. 15).
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Obrazek 12 - Zabéry z mikroskopu bunék z populaci pfed a po pridani Sema3A, u takovych bunék

dochazi ke kolapsu neuritu®

Plexiny ovliviuji i funkci mikrotubul(, jeZ jsou dllezité pro stabilitu a pohyb rdstového kuzele.
Proteiny, jeZz jsou mediatorem mezi Sema-Plxn a bunéénou odpovédi jsou napriklad CRMP2, tj.
protein mediator odpovédi na kolapsin/semaforin. Tyto proteiny jsou duleZité pro stabilitu
mikrotubult®®. Fosforylace tohoto proteinu indukovana Sema3A narusuje uskupeni mikrotubuld,
podporujici kolaps kuzele.

Integriny, jeZ zprostifedkovdvaji bunécnou adhezi k extraceluldrni matrix (ECM), jsou dalsi
skupinou proteinll podilejici se na prestavbé neuronu v oblasti ristového kuzele. Hlavni molekuly,
které ovliviiuje jsou napriklad fibronektin, laminin a kolagen. Ovliviiovanim integrin-ECM
dynamiky pomahaji semaforiny ve spravném navadéni rlistového kuzele diky lokalnimu uvolnéni
spojl, kde vzniké vedouci a koncové hrana buriky®. SniZuji vazbu pFilnuti a snadnéj$iho oddéleni

bunék. Sema3A-PIxnAl signalizace sniZuje aktivitu integrind a tim retrakci od ECM komponent(°®.
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5.1. Role Sema-Plxn signalizace mimo nervovou soustavu

Pritomnost signdlni drahy semaforin( je dlleZitd pro organogenezi zarodku. Mezi soustavy, kde
se semaforiny podili na sprdvném vyvoiji, patfi nervova, ale také i kardiovaskularni a imunitni®’.
Tyto role si mGzZeme predvést na nékolika prikladech. Zakladni funkci je navddéni axond napf.:
Sema3A, ktery ma dvoji efekt, zamezuje ristu axond a naopak podporuje rlst dendrit(i%.
Semaforiny také hraji roli v angiogenesi, hlavné semaforiny tfidy 3 Sema3E podporuje vétveni cév.
Sema3A naopak inhibuje migraci endothelidlnich bunék®. Nezbytnou roli hraji semaforiny i
v imunitnim systému. Zde se semaforiny produkuji na T-burikdch, aktivovanych B-burikach a
dendritickych burikdch’® . V lymfoidnich tkdnich vadZe Sema4D jiny receptor nei v nervové
soustavé. Jednd se o CD727%. Vysledkem je aktivace B-bunék. Mezi imunoaktivni semaforiny patfi

dale i Sema3A, SemadA, Sema6D, Sema7A 72,

6. Zavér
Semaforin-plexinova signalizace predstavuje klicovy mechanismus v fizeni rlstu a smérovani
neurondlnich rastovych kuzell béhem vyvoje nervového systému. Tento signdlni systém, ktery
zahrnuje fadu interakci mezi semaforiny, jejich receptory — predevsim Plexiny — a dalSimi
bunéénymi proteiny, fidi nejen pfimy pohyb rlstovych kuZel(l, ale také komplexni dynamiku
aktinového a mikrotubularniho cytoskeletu, kterd je nezbytna pro sprdvné cileni axon(. Na
zakladé prijatych signal(i, ¢asto v kombinaci s dalSimi molekulami jako jsou integriny, dochazi k
fizenému rozkladu nebo tvorbé adheznich kontaktl s extracelularni matrix, coZz umoznuje
rastovym kuzelm flexibilné reagovat na ménici se podminky a rlst presné ve sméru cilové buriky.
DllezZitost semaforinové-plexinové signalizace se projevuje nejen béhem vyvoje, ale i v
dospélém mozku, kde prispiva k udrzovani synaptické plasticity a mGze hrat roli pfi regeneraci
neuronl po poskozeni. Porozuméni téchto signdlnich drah ma proto velky vyznam nejen pro
zakladni vyzkum vyvoje nervového systému, ale i pro potencialni terapeutické aplikace, zejména

v kontextu neurodegenerativnich onemocnéni a nervové regenerace. Dlkladné pochopeni
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semaforin-plexinové signalizace a jejich molekuldrnich mechanizmi ndm muze v budoucnu
umoznit efektivné;jsi 1écbu poruch, kde je spravné vedeni a rist neuront klicovym faktorem pro
obnovu funkci nervového systému.

Dlkladné porozuméni této signalizacni siti otevird nové moznosti pro vyvoj terapeutickych
pristupd, které by mohly cilené ovlivnit chovani bunék, a tim pfispét k lepSimu zvladani nemoci,
jako jsou rakovina, neurodegenerativni poruchy nebo imunitni dysfunkce. Vzhledem k slozitosti a
vzajemnym interakcim mezi plexiny, semafory a dalSimi signdlnimi molekulami je nutné
pokracovat v detailnim zkoumani téchto drah, coz umozZni nejen rozsifeni nasich zdkladnich

biologickych znalosti, ale i aplikaci téchto poznatkl v oblasti mediciny a farmacie.
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