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Povrch eukaryontnich bunék

» glykokalyx (zivoCichove)
* bunécna stena (rostliny, houby)

Mnohobunécné organismy
* Interakce mezi bunkami navzajem:
tkané, resp. pletiva =
bunky + extracelularni matrix (ECM)
* propojeni bunék:
primy kontakt nebo prostrednictvim ECM
 rust bunék, migrace, proliferace, diferenciace




Mnohobunécné organismy

» vyvo] mnohobunécnosti je jednim z nejvice
fascinujicich a také z nejzahadnéjSich kroku evoluce (a
je jednim z ,velkych evoluénich prechodu®)

» kliCovym zprostfedkovatelem mnohobunécnosti u
metazoi je extracelularni matrix

» sekretovane proteiny, ktere tvori ECM, se vétsinou
objevily az s vyvojem mnohobunecnych, predstavuji
tedy evolucCni novinky

» proteiny ECM a jejich geny jsou dobrym podkladem pro
hledani evolu¢nich vztahu metazoi

Draper GW et al, Essays Biochem, 2019




Mnohobunécné organismy

* mnohobunéecnost se vyvinula nezavisle nekolikrat (7x,
respektive vice nez 20x)

« zivocCichové: predatofi jinych organismu, silni a hbiti,
rychly pohyb, rychlé vyvinuti a prenaseni sily...

* rostliny: nepohybuji se, jejich pletiva pevna, jejich
bunky slabe a velmi kfrehké — pevnost dana bunecnymi
stenami

» rozdilum odpovidaji i rozdily v usporadani ECM
» ECM vytvareji bunky kolem sebe a kontroluji jeji
slozeni




Osnova prednasky

* bunécna sténa

» extracelularni matrix (ECM) u Zivocichu
» funkce ECM
» komponenty ECM
» degradace ECM




Bunecna sténa




Bunécna sténa (cell wall, CW) u rostlin
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* stredni lamela

primarni CW (tenka) — schopnost zvetSovani

sekundarni CW (pevna) — ztlusteni primarni CW nebo

ukladani novych vrstev pod puavodni

Cellulose fibrils|
of secondary
wall
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SloZeni bunécné stény:

» celuléza, dalSi polysacharidy (pektin, hemiceluléza),
strukturni proteiny

* lignin

Pectin

Middle
Lamella {

Primary
CellWall =

Plasma t
Membrane

Cellulose
Microfibril
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Soluble
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Syntéza celulozy

* |lokalizace na vnéjSim povrchu bunky (enzymaticke
komplexy celuléza syntazy CESA zanorené do
membrany)

 transport sacharidovych monomeru pres membranu,
zaclenovani v miste prichyceni k plazmaticke
membrane

 orientace mikrofibril uréena drahami pohybu komplexu
v membrane — drahy patrne determinovany mikrotubuly
pod membranou (tj. cytoskelet neprimo urcuje tvar
bunék)

Dalsi sténovy material:
ntéza uvnitr bunky — exocytéza




Komplexy celuloza
syntazy — CESA
lokaliozovany v
plazmatické membrane
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ECM u zivocichu: Funkce ECM |




Glykokalyx

= tzv. bunecny plast
« komponenty plazmatické membrany

secernovany material
* mechanicka ochrana povrchu bunky
 realizace bunecnych interakci

Priklad: zona pellucida u oocytu
3 typy glykoproteinu (ZP2+ZP3, ZP1)
 bariera mezidruhove fertilizace

* zajisteni fertilizace (vazba spermie na ZP2)
* blokovani polyspermie v dusledku kortikalni reakce
. (Stépeni ZP2, modifikace ZP3)




Zona pellucida u lidskych oocytd
« 4 typy glykoproteinu: ZP1, ZP2, ZP3, ZP4
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Priklad 2: Endotelialni glykokalyx (smerem do lumen cev

Enythrocyte

Endothelal Glycocalyx

@ SRR @ g
| Endothelial Cells

Soluble
Proteoglycan

» slozeni: proteoglykany s
glykosaminoglykanovymi

P4
HDoo<<> /\J retezci (GAG-chain),
N - glykoproteiny s

A, @i

'\,\ i
Glycoprotein
Endotheli alC ]

cac-en karbohydratovymi retézci,
rozpustné proteoglykany,
kyselina hyaluronova,
Proteogycan proteiny (extracelularni
% superoxid dismutaza - ec-
SOD; antitrombin Il - AT [II)

» slizovity povrch pomaha pohyblivym bunkam (napf. bilym
krvinkam) proklouzavat uzkymi mezerami, zatimco zabranuje

lepeni bunék k sobé navzajem, k erytrocytum a ke sténam cév

Reitsma S. et al, Eur J Physiol 454: 345-359, 2007




Glykokalyx

» ochranny plast povrchu bunky - chrani pred
mechanickym a chemickym poskozenim

> (slozeny z glykoproteinu a proteoglykanu)

» kazda bunka ma sveé vlastni specifické slozeni
glykokalyxu - uréuje tedy i identitu bunék (,uniformy*)

» pomaha pri vzajemném rozpoznavani bunék a pri
vytvareni adhezi




Extracelularni matrix (ECM)

 odliSne usporadani a vlastnosti v zavislosti na typu
tkané
» pojivove tkane (kosti, slachy, chrupavky, sklivec):
prevaha ECM (nutnost mechanickeé pevnosti)
» svaly, epitely, nervove tkane:
minimum ECM (bazalni lamina), mechanickou oporu
zajistuje cytoskelet

Funkce ECM:

1. mechanicka opora

2. specifickeé funkce tkani (vazba signalnich molekul)
3. regulace embryogeneze




ECM u zivocichu: Funkce ECM |




Slozeni ECM

bunky prislusné tkané produkuji slozky ECM
Intracelularneé a vylucuji exocytozou:

1. kolagenova viakna
(zajisténi pevnosti v tahu; zakladni slozkou kolagen)

2. elasticka vlakna
(zajisténi pruznosti; zakladnimi slozkami elastin a fibrilin)
3. vyplnova komponenta
(zabrana stlaCovani; zakladnimi slozkami hyaluronany a
proteoglykany)
4. adhezivni molekuly

(glykoproteiny)
ruzné typy ECM v ruznych tkanich (izoformy, regulace
enove exprese)




(1) Kolagenova viakna

kolagen — u savcl 25% z celkového mnozstvi proteint v
téle; (~20 genu)
trojfetézcova helikalni struktura (trihnelix) = tropokolagen
trihelix — kolagenové mikrofibrily — kolagenove fibrily
(prumér 10-300 nm, délka v um) — kolagenova vilakna
usporadani fibril podle typu tkane:
kuze — stfidajici se vrstvy s ruznou orientaci
slachy = paralelni svazky ve smeéru shodnéem s hlavni
osou napeti
synteza: fibroblasty, epitelové bunky, 3N
osteoblasty !{i

Gly
Pro i
Pro
Gly ¢
Pra E:




Struktura kolagenu

* trihelix — trojSroubovice - tropokolagen

 stabilizace pomoci vodikovych vazeb mezi N- a C-konci
jednotlivych molekul

« vysoky obsah glycinu (kazda 3. AA), prolinu,
hydroxyprolinu, hydroxylysinu

 Clovék: asi 27 ruznych typu kolagenu

Kolageny viaknite (typ I, Il, I, V)
sitove (typ 1V)
spojovaci (typ VII)




Struktura kolagenu

 vlakna protokolagenu staCena po zpusobu lana tak, ze
jednotliva vlakna presahuji o /2 sousedni vlakno

« prekryvy vlaken a nahlouceni kyselych a bazickych
zbytku jsou pricinou pruhovani struktury viditelného v
elektronovem mikroskopu

+ vznika tak mechanicky velmi odolna mikrofibrila, jejiz
molekula je dale stabilizovana pricnymi vazbami mezi
aminokyselinovymi zbytky (pfedevsim lysinu a jeho
derivatu)




Organizace a struktura kolagenu

» kolagenove fibrily v
pojivove tkani kuze
kureciho embrya

- fibrily organizovany do
svazku — nékteré v
rovine rezu, jiné kolmo

« fibroblast vylucujici

kolagen i ostatni slozky Jorer
E C M kolagenov ( 77 1 J o5
> mOIGKUIérnl’ StrU ktU ra mroisroubovicos . 2R /N&%@]L.’mm

kolagenove fibrily

jednoduchy polypeptidovy
fetézec kolagenu

© Espero Publishing, s.r.o.




Organizace a struktura
kolagenu

Collagenous fiber
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Struktura kolagenu
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(a) — (c): tropokolagen; (d) — mikrofibrila; (e) — pficné
pruhovana struktura; (f) — obraz kolagenovych viaken pojiva



Syntéza kolagenu

extracelularni usporadani = kohezni agregaty
prokolagen = secernovana forma kolagenu; na obou
koncich molekuly pridavné peptidy, které blokuji
usporadani do fibril

prokolagen I: N-konec /150 AA

C-konec / 250 AA

Kolagenaza (ec): odstépi pridavné peptidy z
prokolagenu — kolagen
hydroxylace (Pro, Lys), pfipojeni cukru (Lys), tvorba
disulfidickych mustku
spontanni sestaveni molekul do viaken (fibrily)




o * ruzné urCeni (napf. stény krevnich cév)

Klasifikace kolagenu:

Trida 1:
 typyl, llalll
 dlouhé retézce

« tzv. ,ortopedické” kolageny (kosti, chrupavky,...)

Trida 2:
« typy IV, Vil a VI
« komponenty bazalni laminy

Trida 3:
 typy VI, IX,a X



Poruchy syntézy kolagenu

« osteogenesis imperfecta
defekt syntézy kolagenu | (bodova mutace, AD)
abnormality kosti, Casté fraktury

« epidermolysis bullosa
defekt syntézy kolagenu VII nebo cytokeratinu (IF)
extremné krfehka pokozka (puchyre, traumata)
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debra o nemoci motylich kridel 0 nas EB Centrum osvéta o EB aktuality

Ceska ropublika

Onemocnéni EB  Pro pacienty arodiny  Pribéhy lidi s EB

Uved / o nemoci motylich kiidel

O nemoci motylich kridel

Timto pojmem oznacujeme vrozené puchyinaté onemocnéni kize Epidermolysis bullosa
congenita (zkracené EB). Tato dédi¢na choroba patfi mezi tzv. vzacnd onemocnéni. U nés
ji trpi pfiblizné 300 lidi, v Evropé je cca 30 000 nemocnych a ve svété Zije okolo 500 000
pacientd s EB. Nemoc je geneticky podminénd a v soucasnosti ji nelze zcela vylécit. Diky
vysoce specializované |ékafské péci se vSak dari Zivot nemocnych s EB vyrazné

zlepSovat. K tomu miZete pfispét i vy.

Zkuste si, jak vidi svét lidé s nemoci motylich kridel

@ zdravyclovek (@D clovekseb

kontakty eshop jak pomahat

Fotogalerie DEBRA CR

Cyklo-tym DEBRA CR na cesté za snem

rasy

Tuzemsky ozdravny pobyt 2016
N & B

dalsi fotografie
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Poruchy syntézy kolagenu

* hyperplasticka kuze
abnormalné roztazitelna kuze je priznakem

genetického syndromu, ktery je dusledkem chyby
v sestavovani nebo zesitovani kolagenu (vCetné
nepritomnosti/nefunkce kolagenazy)




(2) Elasticka viakna

« elastin + fibrilin

» kozni pojivo, steny kapilar, plice

» pruznost tkani (po natazeni navrat do puvodniho tvaru)
« poruchy zpusobuji vznik vrasek

Elastic fibre

Single elastin
protein
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Elastin

* neglykosylovany, hydrofobni polymer

« zakladni jednotkou je rozpustny monomer tropoelastin,
60 kDa, 830 AA, znacne mnozstvi Gly, Pro, Ala, Val, Lys

« secernovany fibroblasty, endoteliemi, bunkami hladkeho
svalstva, chondrocyty a keratinocyty

* nahodné zmeény konformace, mnoho variant

« tvorba hustych elastinovych siti (vysoka odolnost vudi
tahu a tlaku, ochranu zajistuji viakna kolagenu)




Elastin zajistuje odolnost vucéi tlaku |

elastlc fiber

Q%}zg@@

RELAX

STRETCH

single elastin molecule

cross-link —_.




Poruchy elastickych viaken

« Marfanuv syndrom
AD mutace v genu pro fibrilin 1
postizeni kostry, CVS, kuze, oCi
* cutis laxa
AD mutace v genu pro elastin
nedostatecna pruznost tkani)
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Marfanuv syndrom
zakladni kriteria:

vysoka postava

dlouhé tenké koncetiny
dlouhé tenkeé prsty
(,nemoc pavoucich prst™)
dislokace ocni Cocky
anomalie srdce a cév

Niccolo Paganini




Abraham Lincoln



Abraham Lincoln



(3) Vypinova komponenta

hyalurony: kyselina glukuronova + (1,3)-N-
acetylglukosamin (az 50 000 disacharidu v 1 molekule)

proteoglykany: centralni protein + retézce GAG
(glykosaminoglykany - mukopolysacharidy)

tvroba viskézniho hydratovaneého gelu (vysoka afinita k
molekulam vody, vznik vodikovych mustku)
— tendence zaujimat velky objem — odolnost vuéi
tlaku

vazba na povrch migrujicich bunék — usnadneni
pohybu a proliferace




Proteoglykanovy agregat z chrupavky
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Proteoglykany
« soucast vyplnové komponenty (zabrana stlacovani),
ruznorodeé slozeni i velikost:

centralni protein + fetézce GAG

GAG (glykosaminoglykany)
nevetvené polysacharidy obsahujici derivaty
uronovych kyselin a hexosaminove zbytky
 minimum v kostech a slachach, prevaha ve sklivci
» silné hydrofobni molekuly
* rozvolnéné konformace zabirajici obrovsky prostor
* 1V nizkych koncentracich tvorba gelu
* ruzna velikost poru v gelu — ECM funguije jako filtr
* vazba signalnich molekul
ovlivnéni migrace bunek




Struktura proteoglykanu
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Struktura a uspofadani ECM

Proteoglycan Proteoglycan
molecule complex Collagen fiber

e

Polysaccharide
molecule

Plasma —{ ‘,...0 ol /-
membrane -

CYTOPLASM

Integrin Microfilaments of cytoskeleton




(4) Adhezivni glykoproteiny

 zajisténi interakci v ECM (na Cisty kolagen je pfichyceni
obtizné)

* |aminin (heterotrimer — tvar kfize; multiadhezivni
protein; migrace, tvar, adheze bunek)

* fibronektin (dimer — disulfidové mustky na C-konci;
1 gen — alternativni sestrin — 20 izoforem; migrace
bunék)
obsahuji sekvenci RGD (Arg-Gly-Asp)

» tenascin (antiadhezivni vlastnosti, pribuznost s
fibronektinem)

fibrinogen (agregace trombocytu)




Laminin

The Structure of Laminin
{from Molecular Biology of iha Cell)

cailed-cail o-halical domain

{B]

104} farey




Laminin

o Chain * heterotrimer — tvar krize;
multiadhezivni protein; migrace,
tvar, adheze bunék

Globular Domains - i

+~Chain

™~
Entactin Binding

p-Chain .~
Collagen Binding Region .~
Cellular Binding Region

Collagen Type v

ci-Helical Region

Integrin Binding Region

lobular Regions

j Dystroglycan Binding Region

Integrin Dystroghcan
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Fibronektin

vazba kolagenu

vazba bunky

* jedna cast molekuly
fibronektinu se vaze na

kolagen, druha na bunécnou
strukturu (integrin)

* integrin se extracelularni

doménou vaze na fibronektin,
intracelularni doménou na
aktinova filamenta v bunce

kolagenové
vildkno
(pevné)
fibronektin
integrin
plasmatické|
]membréna
(slabé)
adaptorovy
0 ‘ protein
aktinové
vldkno
(pevné)




Fibronektin
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Tenascin

 typickou soucasti struktury tenascinu jsou@ike re@
interaguje s fibronektinem

—_

ot e @y, §

Universal FN-IIl

domain

Alternatively spliced /g
FN-IIl domain -

TNfbg domain a

D. Tenascin-C (human

E. Tenascin-X (human)

oy, %™

PR —55

% C. Tenascin-R (chicken, mouse)

Ny P

P —5-5

Shared:




Fibrinogen

» rozpustny glykoprotein (340 kDa)
* slozeny ze tfi paru polypeptidu (apy),; fetézce kovalentné
propojeny disulfidickymi mustky v N-¢asti molekul (C-konce
jsou rozvolnéne)
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Fibrinogen

« fibrinogen je poslednim stupném (zymogenem) koalgulacni
kaskady, je aktivovan proteazou trombinem, ktery pfeménuje
fibrinogen na fibrinové monomery, které nasledné polymeruiji a

tvori hustou sit’ vlaken

 sit je dale stabilizovana tvorbou vazeb mezi postrannimi retezci

branching

fibrinogen E D

s )

; g g;thrombln

fibrin monomer 1

three-dimensional thickening of the fibrils into fibers




ECM v epitelech

» epitelialni list:  apikalni povrch
bazalni povrch — dalsi druhy tkane
» polarizace bunék

Bazalni membrana (bazalni lamina)

« tenka tuha vrstva ECM pod bazalnim povrchem

e tloustka 50 — 200 nm

« kolagen IV (sitova struktura), laminin, entaktin
(spojovaci protein)
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coordinated

layer of mucus beating of cilia
carrying debris sSweeps mucus
\ out of lungs
- i . & 4 LR 0

........

cilia

ciliated

cell
basal o
lamina \
basal cell goblet cell
(stem cell) (secretes
mucus)

plicni epitel

rohovka (kureci embryo)
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Ruzné zpusoby usporadani epitelu

Simple cuboidal Simple columnar Pseudostratified

jednoduchy

Simple squamous

Keratinized stratified
squamous

vrstevnaty

Transitional

Basal lamina




ECM u Zivocichu:
Degradace ECM




Degradace ECM

* Tfizena:
embryogeneze, hojeni ran, uvolneni endometria pri
menstruaci, angiogeneze, zanet

* nefizena:
metastazovani
degenerativni poruchy (emfyzéem, artritida)

* matrix metaloproteinazy (MMPSs)




MMPs

« MMPs (23): 14-17 transmembranove, ostatni: sekrece

« vazba pro-MMP na povrchové receptory

« pro-MMP: autoinhibi¢ni propetid (za signalni sekvenci)
— proteolyza — aktivace —-» MMP

MMPs

Hinge
region
rOL: )
Signal Propeptide Amino-terminal Carboxy-terminal
peptide catalytic domain hemopexin-like
domain

Yong VW et al, Nat Rev Neurosci 2: 502, 2001




Obecna struktura MMPs

Catalytic (CAT)

\\ Pro-domain

Hinge region

\  Hemopexin-like (HPX)
- domain

C-terminal domain

Transmembrane-domain

Cytoplasmic tail

MT1-MMP (membranovy typ)

propeptid: inaktivuje
MMP (zymogen), pro
aktivaci musi byt
odstépen (ec)
katalyticka doména:
vaze Zn?* iont

hinge oblast: spojuje
katalytickou a C-
koncovou doménu
C-koncova (HPX)
domeéna: protein-
proteinoveé interakce

Fields GB, Cells 8: 984, 2019
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Struktura nekterych MMPs

Minimal-domain MMPs
SH

@B Pro_Catalytic [zn])

Simple hemopexin-domain-containing MMPs
SH H Hemopexin

@2 Pro_(Catalytic [zn Iy\m

S S

Gelatin- binding MMPs
H Hemopexin

@C Poo G R oo
S- S

Furin-activated secreted MMPs

SH H Hemopexin
EECGEERkzR L ocooo
S- -S
Vitronectin-like insert MMPs
SH H Hemopexin
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Extracelularni proteinazy

« MMPs (23)

« ADAMs (A Disintegrin And Metalloproteinase) (13)

« ADAMTS (A Disintegrin-like And Metalloproteinase
Domain with Thrombospondine Type 1 Repeat) (29)

Paulissen G. et al, Respiratory Res 10: 127, 2009




Uloha MMPs (ec proteinaz)

» degradace struktur ECM

» degradace biomolekul (receptory, ligandy, cytokiny,
chemokiny) — signalizace — bunéecna proliferace,
migrace, diferenciace, angiogeneze, apoptoza, obrana
hostitele, ...




Uloha nekterych MMPs v signalizaci
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Uloha (a exprese) MMPs v karcinogen
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TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases)

« 4ruzné TIMP 1-4
* Inaktivuji (reguluji) vSechny MMPs, ADAMs a ADAMTs
« struktura molekuly: 184-194 AA, 21-22 kDa;

12 Cys — disulfidické mustky — 6 smycCek

Proteclytic axis

L lohammed FF et al, Ann Rheum Dis 62 (Suppl II): ii43-47, 2003 Cao J a Zucker S, www.abcam.com




TIMPs jsou soucasti (vrcholem) slozité biologicke sit
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Pfiklady ECM

» savCi ECM tvorena asi 300 proteiny (vCetné kolagenu,
proteoglykanu a glykoproteinu) nékdy oznaCovanymi
jako matrisom

» 2 hlavni typy ECM:

» Intersticialni pojivova tkanova matrix
* bazalni membrana




Epitel: (1) Bazalni membrana je unikatni pericelularni matrix, kte
lamininy a kolagen IV, které propojuji perlecan a nidogeny; epitelialni bunky
BM pomoci desmosomu a integrind. (2) S dalSimi vrstvami ECM BM interaguje
prostfednictvim kolagenu VI a VI, které interaguji s kolagenem | a |V, perlecanem a lamini
(3) Hlavni soucasti intersticialni matrix jsou kolageny I, lll a V, dale elastin, proteoglykany a
HA. (4) Se slozkami ECM interaguji bunécné receptory (integriny, DDRs, glypikany) a rustové
faktory (TGFB). (5) K pevnosti ECM pfispivaji agregaty HA a hyalektanu. Interaguji s
nékterymi bunécnymi receptory (CD44).
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ECM kosti: obsahuije fibrily kolagenu I, které slouZzi jako nukleac¢ni centra pr
hydroxyapatity; mineralizaci kosti zajiStuje nékolik slozek ECM, napfiklad

SIBLING, OCN, OPN (osteopontin) a SLRPs (small leucine-rich
proteoglycans)
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Theocharis AD et al, FEBS J 286: 2830-2869, 2019




ECM chrupavky: (1) chondrocyty jsou obklopeny pericelularni matrix s
kolagenem IV a perlecanem; (2) okolni matrix je tvofena kolagenem Il, IX,
SLRPs; (3) mezi fibrilami kolagenu Il jsou zachyceny velké agregaty HA a
aggrekanu
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Theocharis AD et al, FEBS J 286: 2830-2869, 2019




