Bunecne adheze




Bunecneé spoje a adheze

VétsSina bunék v mnohobunécném organismu je organizovana do
kooperativnich spojeni — a ty jsou slouceny v rliznych kombinacich do
vétsich funkcnich jednotek —

Bunky v tkanich jsou obvykle v kontaktu s komplexni siti sekretovanych
mimobunécnych makromolekul — Ta pomaha
drzet bunky v tkanich pohromadeé a vytvari prostor, kde mohou bunky
migrovat a interagovat. V mnoha pripadech jsou bunky v tkanich
udrzovany na misté primymi bunécnymi adhezemi.

U obratlovci jsou hlavnimi typy tkani nervova, svalova, krevni, lymfaticka,
epitelialni a spojovaci.

Ve spojovacich tkanich je mnoho ECM a bunky jsou v ni volné rozptyleny.
Matrix je bohata na vlaknité polymery, zejména kolagen a je to matrix
(spiSe nez bunky) ktera nese vetsinu mechanického stresu. Bunky jsou
napojeny na komponenty matrix a jejich vzajemné spojeni neni prilis
dilezité.
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Figure 19-1. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Kazda tkan je organizovanym seskupenim bunék drzenych pohromadé
bunécnymi adhezemi, ECM nebo obéma.Tkané jsou spojeny dohromady
v rliznych kombinacich a tvori funkéni jednotky — organy



Epitelialni tkane

V epitelialnich tkanich jsou bunky spojeny tésne mezi sebou do
vrstev (epitell) a ECM tvori hlavné tenkou basalni laminu, na které
lezi epitelialni vrstva. Zde jsou to zejména bunky, které nesou
vétSinu mechanickeého stresu prostrednictvim silnych
vnitrobunecnych proteinovych viaken (slozek cytoskeletonu), které
krizuji cytoplasmu kazdou epitelialni bunku.

Pro prenos mechanického stresu z jedné bunky na druhou jsou
vlakna primo nebo neprimo napojena na transmembranove
proteiny v plasmatické membranég, kde se tvori specializované spoje
mezi povrchy sousednich bunék a se spodni bazalni laminou.

Epitelialni vrstvy vyplnuji dutiny a volné povrchy v téle a
specializované spoje mezi bunkami umoznuji témto vrstvam tvorit
bariéry pro pohyb vody, roztokll a bunék mezi jednotlivymi télnimi
kompartmenty.



Epitel tenkého streva

Radtke F,Clevers H, Science 2005
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Fig. 1. The anatomy of the small intestinal epithelium. The epithelium is shaped into crypts and villi (left).
The lineage scheme (right) depicts the stem cell, the transit-amplifying cells, and the two differentiated
branches. The right branch constitutes the enterocyte lineage; the left is the secretory lineage. Relative
positions along the crypt-villus axis correspond to the schematic graph of the crypt in the center.

Krypty a villi. Kmenové bunky (Panethovy bunky — ochranna funkce), pirechodné se
délici bunky, diferencujici se linie (Gobletovy, entero-endokrinni a absorptivni epitelidlni

bunky).



Obnova strevni vystelky
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Tlusté strevo obsahuje pouze krypty a nejsou zde Panethovy burnky



Mezi bunkami navzajem a bunkami a ECM se tvori
zprostredkované specifickymi adheznimi
molekulami na bunécném povrchu.

— interakce zprostredkované membranovymi
molekulami. Na zakladée strukturnich vlastnosti rozlisujeme rodinu:
kadherinl (asi 80 typl)

-imunoglobulind (pfes 700 typd)
*integrinl
-selektind

Slouzi nejen ke spojeni bunék navzajem a k jejich zakotveni v
daném kompartmentu, ale jsou spojeny s aktivaci bunek, s
prenosem signalu do nitra bunék a s komplexni bunécnou odpovedi
(regulace bunécného cyklu, indukce diferenciace, apoptozy, atd.).

Adhezni interakce jsou klicové pro zajisténi



Mechanizmy, jimiz mohou povrchové molekuly
zprostredkovat bunécné adheze
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Figure 19-26. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

1) homofilni (homotypicka) vazba — vazi se stejné molekuly sousednich b.
2) heterofilni (heterotypicka) vazba — vazi se rlizné molekuly

3) receptory na povrchu bunék jsou spojeny navzajem sekretovanou
spojovaci molekulou.



Bunécné spoje, adheze a mimobunécna matrix
(ECM)

Bunécné spoje (junctions) — funkcni skupiny:

- tight junctions” (TJ) — tésné spoje (epitel streva) selektivné
propustna bariéra - udrzuji lokalni koncentraci tekutin

- ,anchoring junctions” — ukotvujici spoje — mechanicky spojuji bunky
a jejich cytoslekelet se sousednimi bunkami nebo ECM — Casté u
tkani vystavenych mechanickému stresu (pokozka)

Mista pripojeni filament aktinu:
spoje burika-bunka (napf. adhezivni pasy u epitell)
spoje bunka-matrix (fokalni kontakty nebo adhezivni plaky)

Mista pripojeni intermediarnich filament:
spoje bunka-bunka (desmosomy)
spoje bunka-matrix (hemidesmosomy)

- ,communicating junctions”- komunikacni spoje — zprostredkovavaji
prenos chem. nebo el. signalll mezi interagujicimi burfikami.

e ,gap junctions” — mezerovita spojeni



Tésna spojeni (tight junctions - TJ) slouzi v epi-
telech jako bariéra difuze rozpustenych latek
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Figure 19-3. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

TJ jsou vysoce dynamické struktury regulujici prechod iontl a molekul

v epitelialnich a endotelialnich burikach. Tvoreny specifickymi proteiny —
okludiny, klaudiny
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Uloha t&snych spojeni v bunééném transportu
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Figure 19-2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

11



Aktivace signalnich drah regulujicich tvorbu a
funkci tésnych spojeni

TGFp, EGF, HGF, IL-17,
Oxidative stress, alcohol, ondostatn, theol,

Bile, OF, TGFEJI, EGF+TGFp1, glucocorbcoids,
PLGF-1, VEGF, TNFa, FN4y, os toroids and bile
HIV-Tat ntonavir, MMP 7/9,
Stimulus .\ ¢ anaePEC /
Alcohol, Bile, CaCi2,
R TGFB3, TNFa, IFN-y
Ras and 30-C(12)-HSL ;'::'s :';:‘ Alcohol Thiol
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Phosphorylation of proteins in cytoplasm and nucleus
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t and | expresion of TJ proteins
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Decreased barrier function Increased barrier function
(e.g. | CI-2) (e.g. +CI-2, 1Occl, Cl-1,4and 7))

Fg. 5, Activation of the MAPK pathway can kad 10 T) opemng or assembly depending on the agant that activates the cascade. The uppamost porton of the figue
indicases the acuvitors of the MAPK pathway that lead 10 T) dissssembly (red) or that favor TJ tightenmg (bluc). The bicrarchically orgamzation of MAP signakng
cascades ino three-ticred modulkes of MAPKKK, MAPKK and MAPK is shown

Gonzales-Mariscal L. et al., Biochim.Biophys. Acta 2007

Please cite this articke as: L. Gonziler-Mariscal, et al, Crosstalk of tight junction componemts with signaling pathways, Biochim. Biophys. Acta (2007),
dox 10, 1016/3bbamem 2007.08 018

Aktivatory MAP kinaz, které vedou ke zruseni TJ a snizeni bariérové funkce
nebo k upevnéni TJ a zvysSené bariérové funkce




Ukotvujici (anchoring) vazby (spoje)

VAZBA TRANSMEMBRANOVY EXTRACELULARNI INTRACELULARNI INTRACELULARNI
ADHEZNi PROTEIN LIGAND CYTOSKELETARNI KOTEVNI PROTEINY
P UPEVNENI
Burika-Burika
Adherentni vazba kadherin a- a p-kateniny,
(E-kadherin) v sousedni buice vinculin, g-akiinin,
plakoglobin (y-katenin)
Desmozom desrmglein, desmogleiny a desmoplakiny,
desmocaollin) desmocolliny plakoglobin (y-katenin)
v sousedni burice
CBurika-Matrix D
Fokalni adheze integnn proteiny talin, vinculin,
extracelularni matnx ci-aktinin, filamin
Hemidesmozom integrin osp., BP180  proteiny plekiin, BP230

extracelularni matnx




Cell Adhesion Molecules (CAM)

Buriky uvolnéné z rliznych tkani embrya obratlovct (jsou-li smichany
dohromady) se znovu prednostné spojuji s burikami téze tkané.
Tento tkanove specificky rozeznavaci proces u obratlovcl je
zprostredkovan zejména

e rodinou na vapnikovych iontech zavislych adhezivnich proteind -
kadherind, které drzi bunky pohromadé homofilnimi interakcemi mezi
transmembranovymi kadheriny priléhajicich bunék. Aby burky drzely
pohromadé€, musi byt kadheriny pripojeny k cytoskeletonu.

e VétsSina zivocisSnych bunek ma také na vapniku nezavisly adhezivni
systém bunka-bunka, ktery zahrnuje zejména cleny imunoglobulinove
nadrodiny, jako jsou neuralni adhezivni molekuly (N-CAM, ICAM apod.)

Jednotlivé bunécné typy pouzivaji mnohonasobné molekularni
mechanismy pro adhezi k jinym bunécnym typlim nebo ECM, avsak
specifita vzajemné bunécné adheze pozorovana v embryonalnim vyvoji
musi vyustit v integraci fady rliznych adhezivnich systémd, z nichz
nekteré jsou spojeny se specializovanymi bunénymi spojenimi a jiné
ne.



Adherentni spoje bunka-bunka

» zavislé na Ca2+

U epitell Casto tvori souvisly adhezivni pas (zonula adherens) kolem kazdé
interagujici buriky, lokalizovany hned pod tésnymi spojenim.

Homotypické mezibunécné interakce jsou zprostfedkovany

transmembranovymi vazebnymi glykoproteiny - kadheriny (E-k. - epitelia, N-k. -
nervové burky, P-k. - placenta a epidermis). Na cytoplazmatické strané membrany se
tvori komplexy CAC (Cadherine Associated Complex) spojujici pres vazebné proteiny
(a, B, v- katenin, vinkulin, a-aktinin) kadherinové molekuly se svazky vlaken aktinu.

Desmosomy - funguji jako nyty epitelia a spojovacich tkani. Uvnitf bunék funguji
jako ukotveni pro intermediarni filamenta — keratinova filamenta (epitely), desminova
filamenta (srdecni sval)

Selektiny (P-, E-, L-) — mensi rodina transmembranovych glykoprotein{ vazicich se
na cukerné zbytky na bilkovinach - prechodné vazby bunék v krevnim recisti -
umoznuji napr. bilym krvinkam vazbu k endotelialnim b. a tak i migraci z krve do
tkani v mistech zanétu.

» nezavislé na Ca2+

zprostredkované Cleny imunoglobulinové superrodiny — zejména na leukocytech, ale i
na endotelovych, epitelialnich a dalSich bunkach.

ICAM (InterCellular Cell Adhesion Molecules)

Heterotypické mezibunécné vazby — aktivované u endotelialnich bunék, kde se vazi

s integriny bilych krvinek
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Figure 19-8. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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Napojeni klasickvch kaglhherinﬁ k aktinovym
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Figure 19-29. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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Napojeni klasickych kadherinu k aktinovym
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intercellular space cytoplasm

b Regulace komplexu E-

nuclear pore

== kadherin/katenin

Tyrosine Kinases:
c-metR, EGF-R, c-erbB2, Src

I:Tyrosine Phosphatases: .
gl /' a mechanismy degradace
)= beta-kateninu u epitelialnich
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zipper

ol

Fellow cell

Cytoplasmic b u n é k

B-catenin

Ca2+ stabilizuje dimery E-kadherinu,
ten se vaze cytoplasmatickou
doménou na dalSi proteiny.

Rac ~ |TFFs Beta-katenin je normalné degradovan
Jo [FeFs nebo se mize akumulovat pfi

o deregulaci tohoto procesu nebo

= defektivnim E-kadherinu.

Pak je translokovan do jadra, kde se

JEN Y e e o vaze na transkripcni faktor LEF/TCF
N @ aktivujici transkripci rady gend.

" E Katenin se rovnéz mlze vazat na APC
membrane i protein, ktery spolu s dalSimi proteiny
v makromolekularnim komplexu
zajist'uje na proteasomu zavislou

uI-1 Skp-1 FWD-1/3-TRCP \ Q% é d eg Fa da Ci .

E3/SCF-ubiquitin ligase
Nollet F et al, Mol Cell Biol Res Commun 2:77-85, 1999

Arm repeats

Ubiquitin-dependen
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Dimerizace molekul E-cadherinu je zavisla na Ca2+

Cell membrane

Calcium

concentration < 20 MM 50 - 500 uM 500 -1000 pM > 1000 uM
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=T zprostredkované
E-kadherinem

Disruption of E-cadherin-mediated cell-cell adhesion mohou vést k uvolnéni
bunek z tkané.

; ‘( Vyznam pro vznik
R—— & - nadorovych metastaz.
eeeocebafoe
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Struktura a funkce selektint
vyznam pro funkci bunék imunitniho systému

lectin domain
EGF-like domain

__J] P-selectin
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(A) proteins actin
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endothelial—(: @
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(B)

Figure 19-30. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

blood vessel
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Adherentni spoje bunka -
mimobunécna matrix (ECM)

Specializované oblasti membrany — fokalni kontakty

nebo adhezivni plaky, kde konci svazky aktinovych
vlaken.

- Integriny — transmembranove vazebné proteiny —
clenové velké rodiny povrchovych bunécnych
receptorl pro matrix zprostredkovavaji adhezi a
slouzi jako spoj mezi matrix a svazky aktinu v
placich. Tvori heterodimery (retézce alfa a beta)

- Hemidesmosomy — podobné morfologicky
desmosomdim, ale funkéné a chemicky odliSné —
spojuji bazalni povrch epitelialnich bunék s bazalni
laminou.



Integriny

Zakladni receptory pro vazbu k ECM se slabou afinitou k ligandu

jsou spojeny nekovalentnimi vazbami
Funguji také jako — po aktivaci vazbou na matrix
aktivuji rlizné vnitrobunécné signalni drahy, mohou kooperovat s jinymi
receptory a regulovat bunécnou proliferaci, prezivani i diferenciaci.
S cytoskeletem, kindzami a s receptory pro rlstové faktory jsou integriny
propojeny adaptérovymi proteiny.
Nahloucené integriny tvori tzv. imunologické rafty
Vznikaji multimolekulové agregaty — mista

Bez zakotveni pres integriny bunky nemohou prezivat. Integriny aktivuji
tyrosin kinazy, napr. fokalni adhezivni kinaza (FAK - Focal Adhesion
Kinase) integrin-linked kinaza (ILK) a kinazy rodiny Src. FAK je spojena s
proteiny talinem a paxilinem. Fosforylaci dochazi k aktivaci systému.
Po ztraté kontaktu s ECM dochazi k tzv.

, tj. apoptdze indukované uvolnénim bunek s fyziologickych
vazeb.



Indukce bunécné smrti-anoikis a zmény
adhezivnich vlastnosti epitelialnich bunék
kolonu

rLoss of cell anchorage

ANOIKIS predstavuje typ
bunécné smrti, kterou umiraji
epitelialni bunky pokud dojde k
naruseni jejich kontaktu s
extracelularni matrix.

Vznik rezistence bunék k anoikis
predstavuje jeden z kritickych
momentd v karcinogenezi (tlus-
tého streva)- podpora invazivity

Pro indukci anoikis v podminkach
in vitro je pouzivan model
neadherentni kultivace bunék

| DNA-fragmentation — cell death | AN OIKIS
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Struktura subjednotek integrinového receptoru
(bunéény povrch-matrix)

matrix binding
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divalent
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o
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subunit

rich domains
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a-actinin binding

L |
10 nm

Figure 19-64. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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Fokalni adheze
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Figure 19-12. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Regulace mimobunécné vazebné aktivity
integrinu zevnitr bunky

extracellular
matrix protein

extracellular sig nal activated
k integrin
CELL INTEGRIN MATRIX
ACTIVATION ; ACTIVATION BINDING
e ]
inactive )_
intracellular

sngnal integrin plasma
receptor signaling events AN

Figure 19-65. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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Desmosomy a hemidesmosomy
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Figure 19-13. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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GAP JUNCTIONS - mezerovita spojeni

mezibunécné spoje z transmembranovych proteint —
(asi 30 typl)

Kratky polocas zivota (nékolik hodin), rychla biosyntéza a
degradace, reakce na zmeény fyziologickych podminek

6 molekul konexinG tvori

Konexony sousednich bunek se spojuji v kanalek preklenujici
mezeru (gap) 2-4 nm propustnou jen pro malé molekuly.
Permeabilita je regulovana. Otevirani a zavirani zavislé napr. na
pH, konc. divalentnich iontd.

Aby se tvorily GJ musi bunky adherovat k podkladu a byt
spojeny kadheriny.



Model gap junctions

(o)
o e
@)
o
> O °
o [ ]
[ ]

Small ions and molecules pass through gap junction
channels, but macromolecules cannot.

Connexon 1 Connexon 2

Gap junctional channels are comprised of two connexons.
Each connexon contains six connexin subunits.

FIGURE 1. Model of gap junction particles embedded in the plasma membranes of two adjacent cells.



Priklad ¢lenu konexinové rodiny Cx43 a Cx45
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Laird D.W. Biochem J, 394:527, 2006

4x prochazi membranou a
tvori vnejsi smycky a vnitrni
konce v cytoplasme.

6 konexinl oligomerizuje
do konexonu nebo kanaly,
ktery ma homo-, hetero-
nebo kombinovanou
strukturu — az 14 moznosti
rlzného usporadani
konexonu ze 2 ¢lenl rodiny
Cx
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Gap junctions

interacting plasma membranes

channel

1.5 nmin
gap of diameter
2-4 nm

two connexons in composed of

register forming six subunits
open channel between
adjacent cells

(A)

homomeric

heterameric h°°pic hterotyi

connexins connexons intercellular channels
(B)

Figure 19-15. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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Fyzmloglcka uloha GJIC

HOMEOSTAZA
rychla rovnovaha zivin, iontl a tekutin

+  ELEKTRICKA SPOJENI
slouzi jako el. synapse u neuront, bunék hladkého svalstva,
srdec¢nich myocytl

- TKANOVA ODPOVED NA HORMONY
druzi poslovée (Ca2+, cAMP, ceramid, IP3) prochazeji ze
stimulovanych bunék dale - Sireni signalll v bunécnych
populacich

- REGULACE EMBRYONALNIHO VYVOIJE
cesta pro chemické a elektrické vyvojoveé signaly
Homologni a heterologni komunikace - mezi stejnymi nebo
rlznymi bunécnymi typy

Zmeény v GJIC spojeny s kontrolou rdstu, vyvoje, diferenciace,
apoptozy a adaptivni odpovédi



Model rustové kontroly prostrednictvim gap
junctions (GJ) - Rustové stimulacni signal

Réstové stimulacni signal difunduje do sousednich bunék pres GJ a dosahuje
substimulacni urovne

K difdzi signalu nedochazi u bunék postradajicich GJ a je zahajeno bunécné
déleni



Model rustové kontroly prostrednictvim gap
junctions (GJ) - Rustové inhibi¢ni signal

Réstové stimulacni signal difunduje do sousednich bunék pres GJ a
zabranuje bunécnému déleni

Signal se nesiti do bunék postradajicich GJ a dochazi k bunécnému déleni



v & c-Src kinase 6&;; .
x . '.‘ ) o »

Protein kinase C &2
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o
} Z0-1
%~ 5-catenin
% 4 Drebrin

R

o & B tubulin

Proteinové kinazy, které fosforyluji Cx43. Kromé nich existuje rada dalSich
proteind s pfimou ¢i nepfimou vazbou na Cx.

Laird D.W. Biochem J, 394:527, 2006
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Gap Adherens Tight
Junction Junction Junction

GJ tvorené konexiny, adherentni spoje tvorené kadheriny a TJ tvorené
okludiny a klaudiny jsou u epitelialnich bunék v tésné blizkosti a sdili
vazebné proteiny, které je napojuji na aktin a mikrofilamenta. Vazebné
proteiny tak umoznuji “cross-talk" mezi tremi spojovacimi komplexy a jsou
rizeny nékterymi spoleCnymi regulacnimi deji.

Laird D.W. Biochem J, 394:527, 2006
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Extracelularni (mimobunécna) matrix (ECM)

ECM mize ovliviiovat tvar, preziti a proliferaci bunék. Existuji reciprocni interakce
mezi ECM a cytoskeletonem. VétSina bunék musi byt pfipojena k ECM, aby
mohly rdst, proliferovat a prezivat — zavislost na substratu (anchorage
dependence) — zprostredkovana integriny a jimi vybuzenymi vnitrobunécnymi
signaly.

Makromolekuly tvorici ECM jsou produkovany lokalné bunkami v matrix, které
také pomahaii jeji organizaci.

Ve vétsineé spojovacich tkani jsou makromolekuly matrix sekretovany fibroblasty
(chondroblasty ve chrupavce, osteoblasty v kostech apod.)

Dve hlavni tridy molekul tvoricich matrix:

-Glykosamylglykany (GAG) — polysacharidové retézce z opakujicich se
disacharidovych jednotek

vétsSinou kovalentné vazany s proteiny — proteoglykany

4 hlavni skupiny - podle typu cukru, vazby mezi cukry a pocCtu a lokalizace
sulfatovych skupin:

Hyaluronan, chondroitin sulfat a dermatan sulfat, heparan sulfat a keratan sulfat

Vlaknité proteiny — kolagen, elastin, fibronektin, laminin — strukturalni a
adhezivni funkce



Proteolyticka — antiproteolyticka

rovhovaha

Degradace komponent ECM

Kooperativni aktivita systému proteolytickych enzyma:

- Lyzozomalni proteazy (aspartyl a cystein proteazy — katepsiny)

- Serinove proteazy — plasminogen, plasminogenové aktivatory (PA)
- Metalloproteinazy

Plasminogenoveé aktivatory - premeénuji plasminogen na plasmin.
Plasmin degraduje rtizné slozky ECM vcetné fibrinu, fibronektinu, lamininu
atd. Plasmin také aktivuje nékolik typl metaloproteinaz.

Rodina metaloproteinaz (MMP) - asi 16 ¢lenll, vétSina jsou rozpustné
sekretované enzymy nebo transmembranoveé proteiny schopné digesce
ECM nebo komponent bazalni membrany. Rizné typy podle struktury a
substratové specifity (kolagenazy, gelatinazy, stromelysiny). PA 2 MMPs
jsou sekretovany spolu se svymi inhibitory (za normalnich podminek
nizka hladina), coz zajistuje prisnou kontrolu lokalni proteolytické aktivity
a je tak zachovana normalni struktura tkani.



Tri zpusoby organizace bazalni laminy

MUSCLE

basal |¢.Jlmlna connective tissue

\\rc,'/’c VO ERBNIND 4o
U

\""::':— '%“
Al «-—:-'..‘:'_‘_-.".j""“ '

YA 2 T A ¥ \\\k

muscle cell plasma membrane

EPITHELIUM KIDNEY GLOMERULUS

LUMEN OR

EXTERNAL SURFACE _
. BLOOD endothelial cell

=R T o0 oo

I JU“.J‘ Q2 1__:.’1
\ S5/ / “URINE

connective basal lamina epithelial cell basal lamina
tissue

Figure 19-55. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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Souhrn spojovacich a nespojovacich adhezivnich
mechanizmu vazby savcich bunék navzajem a s ECM
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Figure 19-32. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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Souhrn riznych bunéénych spojeni nalezenych
u epitelidlnich bunék obratlovcu
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Figure 19-19 part 1 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

function
seals neighboring cells together in an

epithelial sheet to prevent leakage
of molecules between them

joins an actin bundle in one cell
to a similar bundle in a
neighboring cell

joins the intermediate filaments
in one cell to those in a neighbor

allows the passage of small
water-soluble ions and molecules

anchors intermediate filaments
in a cell to the basal lamina
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