Tight junction

Apical surface

A

L

4 Actin
CELL-CELL ADHESIONS

Intermediate
filament

()
()
()
()
(3R Adherens junction

<[>

"8y 9

Adapter

Desmosome

Hemi- Adhesion

receptors

Basal lamina

Extracellular
matrix (ECM)

- Basal =i
Connexon surface _




Mezibunééné interakce

Formovani mnohobunécného organismu vyzaduje
specifické interakce mezi burikami (podpirna
funkce, koordinace aktivit)

Funkce:
+ stald vzajemna adheze bunék téhoz typu

+ prechodnd adheze napr. mezi leukocyty a
endotelidlnimi bunkami krevnich kapildr




Ctyri hlavni typy bunéénych adhezivnich
molekul CAM (,Cell Adhesion Molecules™)

- selektiny
- integriny

+ ICAM = mezibunécné adhezivni molekuly typu
imunoglobulind (.Ig-like CAMs")

- kadheriny

* schopnost vzdjemné vazby mimobunécnych domén a
zdroven vazby K nitrobunécnym proteintim

-jedind transmembrdnova doména
» nitrobunécnd doména ukotvena v cytoskeletu buriky

Selektiny, integriny a kadheriny vyZaduji pritomnost ionti
Ca?* nebo Mg?*.
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Strukturni rysy CAM

* mnoho opakujicich se domén (.repeats") v
jedné molekule

+ stejné domény mohou byt zastoupeny u
rdznych CAM

» zajist'uji homofilni interakce (vzdjemna
vazba stejnych CAM na ruznych burikach)

nebo heterofilni interakce (mezi ruznymi
CAM)




Selektiny

Struktura

membranové glykoproteiny

+tvoreny malou cytoplazmatickou doménou,
transmembranovou doménou a rozsahlou
mimobunécnou oblasti, kterou tvori nékolik domén

obsahuji Ca®*-dependentni lektinovou doménu na
distdlnim konci mimobunécéné ¢dsti molekuly

lektinova doména rozezndva a vaze oligosacharidy
glykopr'o’remu nebo glykohpldu které vyCnivaji z
povrchu jinych bunék




Selektiny

Funkce

zprostredkovavaji prechodné interakce na zdkladé
heterofilni vazby k povrchovym glykoproteinim
jinych bunék

zajist'uji napr. prechodné interakce mezi leukocyty
a sténami krevnich kapildr v mistech zanétu a
srdzeni krve

+ vazba selektint k uhlovodikovym Fetézcim je
zavisld na iontech vapniku
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Uéast selektindi na zajiténi priniku
leukocytu z cév do tkani - édst I

zdkladem je interakce mezi urcitymi uhlovodikovymi
retézci na povrchu leukocytu a burikami cévni vystelky,
na které se podili selektin P (vystaven na povrchu
cévnich bunek v pripadé jejich aktivace signdly
pochdzejicimi z mista infekce nebo zdnétu)

afinita selektinu P k leukocytim je slabd - prechodna:
zpomaleni pohybu leukocytu podél cévnich stén (.rolling
leukocytes")

aktivace endotelidlnich bunék zpusobuje rovnéz tvorbu
fosfolipidu PAF (.platelet-activating factor"), ktery je
téz vystaven na jejich povrchu (interakce s PAF
receptorem na povrchu leukocytu)




Uéast selektindi na zajiténi priniku
leukocytu z cév do tkani - édst I
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Uéast selektindi na zajiténi priniku
leukocytu z cév do tkani - éast IT

vazba PAF k receptoru vyvold aktivaci leukocytovych
integrinu do podoby s vysokou vazebnou afinitou

aktivované integriny na povrchu leukocytt vdzou IgCAM
na povrchu endotelidlnich bunék (konstitutivni ICAM-2 a
inducibilni ICAM-1).

tésnd vazba integrin-ICAM ZPLISObI zastaveni pohybu
leukocytu a jejich roztazeni na povrchu stény cévy

ndsleduje prinik adherujicich bunék mezi sousednimi
endotelidlnimi bunkami do podlozni tkané

Pozn. na aktivaci m‘regr'lnu se podileji rovnéz chemokiny,
produkované v mistech infekce a zanétu




Uéast selektindi na zajiténi priniku
leukocytu z cév do tkani - éast IT

Leukocyte activation
(PAF activates integrin)

Extravasation

Firm adhesion via
integrin/ICAM binding
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v Leukocyte adhesion deficiency"

+ dédi¢nad choroba projevujici se poruchou syntézy
podjednotky B2 integrinu: ndsledkem je nedostatecnd
schopnost priniku leukocytl cévami a s tim souvisejici
nedostateénost funkce leukocytt v tkanich a
nachylnost k bakteridlnich onemocnénim

Patogenni viry ¢asto pouzivaji ICAM pro vstup do tkdni.




Integriny

povrchové receptory zodpovidajici za vazbu bunék k
extraceluldrni matrix

transmembrdnové proteiny tvorené podjednotkami o a B
cytozolickd doména je bez enzymové aktivity

je zndmo asi 24 riznych integrinovych heterodimerd
(kombinace 18 podjednotek o a 8 podjednotek {3)

kazdy retézec p muze interagovat s kterymkoliv z
retézcl o: vznikaji integriny, které vazou jiné ligandy
jako ligandy slouzi kratké sekvence aminokyselin, které

hesou rizné slozky extraceluldrni matrix (kolagen,
fibronektin, laminin)




Integriny

Funkce:

- fixace cytoskeletu bunky - primé napojeni na
extracelularni matrix

- regulace adheze bunék

Aktivita zavisi na:
- vnejsich signdlech (z ECM)
- vnitrnich signdlech (z bunéénych signadlnich drah)




Schema struktury | .
integrinG

Outside

Matrix binding
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Integriny a signalizace

-interakce integrin - matrix

-asociace integrinu s nereceptorovymi tyrozin kindzami (FAK)
-autofosforylace FAK

-doménou SH2 se k fosforylované FAK vdze nereceptorova kindza Src

-dalsi fosforylace FAK kindzou Src

-vznik dalSich vazebnych mist pro domény SH2

-vazba komplexu Grb2/Sos

-aktivace Ras ' _ '
-aktivace kinaz MAP, atd. § Kinase

- A
f”mj'lf FAK
. A
0 Grb2
R A
o= | Src
.'I.. K
1 g
\ Plasma membrane
\
—— Integrin \

Autophosphorylation site
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V\:IRA N Selected Vertebrate Integrins®

Subunit
Composition

alpl
a2B1
a4p1
aSB1
olB2
aMB2

allbB3

ab6B4

Primary Cellular
Distribution

Many types

Many types
Hematopoietic cells
Fibroblasts

T lymphocytes

Monocytes

Platelets

Epithelial cells

Ligands

Mainly collagens; also laminins
Mainly collagens; also laminins
Fibronectin; VCAM-1
Fibronectin

ICAM-1, ICAM-2

Serum proteins (e.g., C3b, fibrinogen,
factor X); ICAM-1

Serum proteins (e.g., fibrinogen, von
Willebrand factor, vitronectin); fibronectin

Laminin

*The integrins are grouped into subfamilies having a common B subunit. Ligands shown in red are CAMs; all others are
ECM or serum proteins. Some subunits can have multiply spliced isoforms with different cytosolic domains.

SOURCE: R. O. Hynes, 1992, Cell 69:11.




Integrin 0604

» zajist'uje adhezi epitelialnich bunék k lamininu
bazdlni laminy

- kli¢ova adhesivni molekula hemidesmosomu

* propojeni s intermedidrnimi filamenty nebo s
aktinovymi filamenty u pohybovych struktur
(filopodia, lamelipodia)

» uplatiuje se pri pohybu bunék a metastazovani




Integrin oITb/pB3

» hlavni integrin krevnich desticek

- zodpovidad za agregaci krevnich desticek tim,
Ze se vdze na fibrin

+ béhem agregace krevnich desticek se
fosforyluje tyrosin v cytoplazmatické
doméne B3

» fosforylaci vznikd vazebné misto pro myosin
a signdlni molekuly typu Shc

» predpokldda se zapojeni do bunécnych
signalizaci




Integriny ovB3 a avB5

- interakce s rustovymi faktory bFGF a VEGF,
které se podileji na rizeni angiogeneze

- misto vazby anti-angiogennich faktort
» klinicky vyznam




Integriny a rustové faktory

- receptory pro rustové faktory kooperuji s
integriny pri regulacich mnoha bunécénych
procest

- integriny napomdhaji receptortm pro
rastové faktory, slozkam cytoskeletonu,
adaptorovym molekuldm, nereceptorovym
tyrosin kindzdm ve schopnosti reagovat na
rdstové signdly a dalsi ligandy ECM




Integriny / rustové faktory a requlace
pohybu

* FAK spojuje GFR se slozkami vdzoucimi
integriny - kontrola sprdvnosti umisténi
buriky v matrix




Integriny / rustové faktory a requlace
bunééného cyklu

+ cytoplazmatickd doména receptoru pro EGF

interaguje s nereceptorovou kindzou FAK (Focal

adhesion kinase)

- signdly z EGFR a integrinu se podileji na Fizeni

prechodu fdzi 61/5

- aktivace ERK vyzaduje signdl z EGFR, adhezi

zajisténou integriny a aktivaci FAK a/nebo Shc/Fyn

» zvyseni hladiny cyklinu D1 vyZzaduje pritomnost

rdstovych faktord a specifickou interakci integrin-

ECM

- signdly z integrint suprimuji inhibitory CDK p21¢ q
p27KP (integrin aktivuje signdlni drahu Cdc42/Racl
- degradace p21¢ir a p27KP proteasomem)




Neural cell adhesion molecule (N-CAM)

- vyskyt na povrchu nervovych a gliovych bunék
- zajist'uje jejich vzdjemnou afinitu
- podstatou vazby bunék je spojeni dvou molekul N-

CAM na povrchu interagujicich bunék (homotypicka
interakce)

- zajist'uje mezibunééné interakce, které jsou dulezité
predevsim pro vyvoj centrdlniho nervového systému

- podil na vyvoji i jinych nez nervovych tkani

- existuje 20 ruznych forem N-CAM, viechny vznikaji
alternativnim sestrihem transkriptu jediného genu

- struktura vykazuje urcitou homologii s imunoglobuliny




Schéema molekul NCAM
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Figure 19-31. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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NCAM patri do rodiny molekul typu
imunoglobulinu

» obdobnd doménova struktura jako u Ig

- zprostredkovani mezibunéénych interakci
nezdvisle na pritomnosti iontl vapniku

» vyskyt u bezobratlych, kde neni klasicky imunitni
systém - funkce v mezibunécné adhezi byla u
téchto proteinl plvodni, pozdéji efektory v
systému imunitnim




Kadheriny

glykoproteiny tvorici souc¢dst plazmatické membrany

zajist'uji mezibunécné interakce dulezité pro strukturu a
diferenciaci tkani

rozdéluji se do 3 podskupin - kadheriny E, P, N, VE
kazdy typ ma tkanové specifickou distribuci:

(E: epitelidlni a embryondlni buriky, P: placenta, epidermis
N: nervové a svalové bunky), VE: vaskuldrni a endotelidlni
bunky)

béhem diferencice se mnozstvi a typ kadherint méni =
vliv na adhezi a migraci bunék




Schéma
mezibunécného
kontaktu zajisténého
kadheriny
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KdyzZ se ionty Ca?* navdazou na prislusné domény
kadherinl jsou schopné vzdjemné interakce s obdobnymi
doménami sousednich bunék.

Odstranéni Ca?* zpusobi disociaci bunék

cadherin
repeat

Cal+

>1 mM Ca2+

plasma
membrane

cadherin dimer

(A) cadherin
dimer (C)

Figure 19-24 part 1 of 2. Molecular Biology of tHFigure 19-24 part 2 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




Kadheriny jsou napojeny na aktinova vldkna
cytoskeletu prostirednictvim katenini (napojeni na
signdlni drdhy)

- Protein linking
B-catenin to
cytoskeleton

| (e.q., o—catenin
| or a-actinin)

Actin filament

2 e i ]

oz

/
B-Catenin/

Protein
that
transmits
signals

to cytoplasm

Extracellular




Vazby bunék v tkanich

» adherentni vazby (.adherens junction")
* mezerové vazby (.gap junctions")

+ tésné vazby (.tight junctions")

+ desmosomy
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Mezibunééna adheze

» zdsadni faktor zajist'ujici morfologii a funkci
epitell

+ epitelidlni buriky jsou typické tésnym
usporddanim sousednich bunék

» vyzaduje napojeni na bunécny cytoskelet

» struktury zajist'ujici mezibunéénou adhezi
jsou spojeny bud’ s intermedidrnimi filamenty
(desmosomy) nebo mikrofilamenty
(adherentni vazby a tésné vazby)




Mezibunééna adheze
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Typy mezibunéénych interakci
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Usporddani epitelidlnich bunék




Epitelidlni bunky jsou polarizovany
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pokryty kotvicimi
proteiny

\ /

/Aktinové filamenty \

jsou udrzovany ve
spravné poloze

pro_teiny vazoucimi (TIT N ‘{rI ]}TT]\]*:_\

aktin: fimbrin,
]

Qillin, fascin / r;r]rj'(\\rjjtr

\

/Podél stén se
aktin vaze s
myosinem

o ( /
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Pod aktinovymi filamety jsou vlakna cytoskeletonu
umisténa horizontaine.
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Funkce apikdlnich vybéZzku
epitelialnich bunék

» pohyb vajicka

* pohyb spermatu

- pohyb hlenu v dychaci trubici
- umisténi specialnich receptoru (napr.
cichovych)




Epitel vejcovodu




Ukotvujici spoje na laterdlnim
povrchu bunék

» vzdjemnd vazba bunék zprostredkovana
specidlnimi ligandy a bunéénym cytoskeletem

- déleni spoju podle typu mikrofilamentu:
- Aktin: adherentni vazby
- Intermedidrni filamenty: desmosomy




Adherentni vazby

- velmi bézné v epitelidlnich tkanich
- zajist'uji vzdjemné vazby sousednich bunék

- mezibunécény prostor premost’uji kadheriny svymi
extraceluldrnimi doménami

-napojeni kadherinu na bunéény cytoskelet (aktin)
obvykle zajist'uji kateniny

- je zajimavé, ze B-katenin muze nejen zprostredkovat
interakci s cytosketem, ale také se pohybovat do jddra
a ovliviiovat transkripci uréitych genu
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Napojeni cytoskeletu na kadheriny adherentnich vazeb
mohou zprostredkovat ruzné adaptérové proteiny
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actin filaments
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(A) basal surface

Figure 19-9 part 1 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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Figure 19-9 part 2 of 2. Molecular Biology of th




Desmosomy

bodové spoje, které zajist'uji silnou adhezi mezi bunkami

casté u bunék vystavenych mechanickému tlaku (strevni epitel,
kize, srdeéni sval)

obsahuji dva specidlni kadheriny: desmoglein a desmocollin

+ jejich cytozolické domény interaguji s plakoglobinem (obdoba
B-kateninu) a plakofiliny

Tyto adaptérové proteiny vytvareji v miste napojeni na
cytoskelet (intermediarni filamenty) silné plaky

prostor mezi bunkami je v oblasti desmosomu vyplnén viskézni
latkou (.lepidlem"), kterou pronikaji kadheriny




{v kazdé membrané

Dve plaky po jedné}

L
Pl

(Do plaku pronikaji
Intermediarni filamentyf-
J

o

/Kadheriny Spojuji A
plaky homofilni
vazbou
N /

[ Vazby kadherinti
vazaduji vapnik

NG gl J

Desmosom




Intermediate
filaments

Cadherins
(desmogleins
and desmocollins)

Desmosom

Plaque

Intermediate
filaments

Cadherins

Lipid bilayer




Desmosom

cadherin family proteins cytoplasmic
plague made of

intracellular
anchor proteins  desmoglein desmocollin

EXTRA-
CELLULAR
SPACE

plasma
membrane

=X

N

b1 S, | O | S

CYTOPLASM

P )

A

y plakoglobin

J

ﬁu‘*

% desmoplakin

intercellular
space

keratin filaments
anchored to
cytoplasmic plaque

\/

interacting
(C) plasma membranes (D)

intermediate filaments

Figure 19-11 part 2 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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& &= Porucha funkce desmogleinu:

/

O\\{\W LPemphigus vulgaris”

- autoimunitni onemocnéni kuze

» pacienti syntetizuji protilatky proti desmogleinu

- narusend adheze epitelidlnich bunék, do bunék
pronikd télni tekutina (tvorba puchyr)




Hemidesmosomy se podobaji desmosomim,
ale pouZivaji misto kadherind integriny
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Tésné vazby (, tight junctions™)

- obvykle lokalizovdny tésné pod apikdlnim povrchem

- podil na polarizaci bunék

- spojeni membrdn sousednich bunék prostrednictvim
integrdlnich membrdnovych proteint (claudin, occludin a JAMs

- .Junction adhesion molecules™)

- fada membrdnovych proteinu tésnych vazeb obklopuje buriku
po celém obvodu - omezeni pohybu molekul mezi spojenymi
bunkami

- tvori prekdzku pro pruchod tekutin: oddéleni télnich dutin

(strevo, zaludek, atd.)

- malé ionty a molekuly vody urcitymi typy tésnych vazeb
neprojdou
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Figure 19-5. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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Tésné vazby brdni toku glukdozy mezi bunkami epitelu
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Figure 19-2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




Rozdily v permeabilité tésnych vazeb kontroluji prechod
malych molekul epitelem

* nepropusnost tésnych vazeb neni absolutni

- rizné epitelidlni tkdné maji rdznou miru permeability pro ionty, malé
molekuly a vodu

- patrné dusledek odlisnosti ve strukture ruznych izoforem claudinu

- epitely, které jsou vice propustné (.leaky") umoznuji pohyb malych
molekul ,parabunécnou drahou®

- epitely, které jsou méné propustné umoznuji pohyb malych molekul
pouze ,transbunécnou drahou"
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/\U Hypomagnesémie

» dédi¢né onemocnéni

» mutace v genu kodujicim Claudin 16

» Zznemoznéni normdlniho parabunééného transportu
horéiku v ledvindch: nizka hladina horéiku v krvi, kfeée




Mezerové vazby (,gap junctions™)

- umoznuji tok malych molekul (ionty, cukry, cAMP) z jedné bunky

do druhé

- premost’uji mezery mezi membrdnami dvou bunék a tim

propojuji cytoplazmy sousednich bunék

- strukturni zdklad mezerovych vazeb tvori membranovy protein
konexin

- konexiny se v membrané seskupuji do mnohopodjednotkové
struktury zvané konexon, kterd prochdzi napri¢ membranou

- 2 konexony ruznych bunék tvori vlastni kanalek

- dulezitd dloha pri pFenosu excitaénich signdlt mezi svalovymi
bunkami




Sect proteini zvanych konexiny tvori konexon a 2 konexony
propojené svymi konci tvori 1.5 nm kandlek mezi dvéma bunkami
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Figure 19-15. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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Spojeni na bazdlnim povrchu

» adhezivni plaky (“focal adhesions™)
* hemidesmosomy

oba typy vazeb jsou zprostredkovany integriny

odlidnost obou typu spodivd v typu cytoskeletovych
vldken, kterd jsou na integriny napojena:

+ vldkna aktinu u adhezivnich plaku

- intermediarni filamenta u hemidesmosomu
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Bunky mohou adherovat ke slozkam bazdini laminy

filaments
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Mista dotyku bunék k
bazalni laminé se nazyvaji
hemidesmosomy




+ kazda bunky sedi na nékolika

vybézcich (jako chobotnice)

* vyznamné zvyseni povrchu
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