10 Regulace bunecné migrace

prof. Mgr. Vitézslav Bryja, Ph.D.

Ustav experimentalni biologie PfF MU

Bi7005 Bunécné regulace / 10



BUNECNY POHYB - B-LYMFOCYT
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Zakladni typy bunécné migrace
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MIGRACNI MODY

« Améboidni vs. mezenchymalni

* Hlavni rozdily:
* Mira a vyznam adheze k povrchu (nizsi u améboidni)
* Vyuziti aktomyosinové kontraktility (vyssi u améboidni)
* Pozice MTOC (u améboidnich vétSinou za jadrem, u mezenchymalnich naopak, neni ale 100%)

* Rychlost:
Mezenchymalni: maximalné jednotky um/min

Améboidni: az okolo 15 pm/min
* Typicti zastupci:
* Mezenchymalni: fibroblasty, epitelidlni buriky proslé EMT véetné fady nadorovych linii

«  Améboidni: imunitni buriky (s vyjimkou makrofag(i), améby (napf. Dictyostelium)
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Mezenchymalni migrace
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POHYB BUNKY PO SUBSTRATU
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Figure 16-75 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)
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POHYB BUNKY PO SUBSTRATU — MODEL KERATOCYTU (V KUZI RYB
A OBOJZIVELNIKU)

(B) | 1 (©

10 pm

Figure 16-77 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)
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ROLE ARP2/3

’ AKTINOVA SIT V LAMELIPODIU - KLICOVA
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Figure 16-78a Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)
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AKTINOVA SIT V LAMELIPODIU - KLICOVA
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Figure 16-80 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)
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POHYB BUNKY PO SUBSTRATU - KLICOVA




POHYB BUNKY PO SUBSTRATU - KLICOVA
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Figure 16-82 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)
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Amoeboidni migrace
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KONZERVOVANOST AMEBOIDNi MIGRACE NAPRIC
HISTORIi EUKARYOT

* Améboidni migrace — nazev napovid3, Ze je pojmenovana po zplsobu pohybu jednobunécnych améb

* Podobnost pohybu leukocytll a améb neni ndhodnd, jde o evoluéné konzervovany mechanismus,
rizeny témer totoznymi proteiny.

* | u takovych jednobunécénych organismi, u nichz se donedavna schopnost améboidné migrovat
nepredpokladala, se ¢asto da indukovat.
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INDUKCE AMEBOIDNIHO FENOTYPU U TRUBENKY
(CHOANOFLAGELLATA)

* Mechanickym stlacenim lze u trubénky vyvolat reverzibilni améboidni transformaci. Po ni m{ze trubénka
uniknout ze stlaceného prostoru.
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PROC JE U AMEBOIDNICH BUNEK MTOC VZADU?

« Améboidni migrace je evolucné urcena pro prostorové Amoeboid migration

omezena prostredi. Path of least

resistance

* Leukocyty pouzivaji své plastické jadro jako mechanicky
sensor toho, jestli se danym prostorem protahnou. Jadro
je tedy vpredu bunky, aby s nim mohlo byt
manipulovano.
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BLEBBING

« https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/
articles/PM(C9337749/

Mesenchymal Polymerization-driven Amoeboid

Charakteristika blebbingu:

* Tvorba blebti/vyduti: Bunécny blebbing zahrnuje
vytvareni vyénélk nebo vyduti na bunécné membrané.

sl
>
Adhesion
H

/ ol Ol

\"""--.

* Odpojeni membrany od cytoskeletu: Bleby vznikaji diky

lokalizovanému odlouceni bunécné membrany od Stable Bleb Amoeboid
podkladového cytoskeletu. B ., i
g y R
| — A f '
* Zmény aktinového cytoskeletu/bunécného kortexu: \ )/
Zmény v aktinovém cytoskeletu, co? je sit proteinovych { \T/ ) i l
vlaken poskytujicich bunéce strukturalni podporu, jsou | | e oot | . | --------------------
Casto spojeny s procesem blebbingu. \ " R J)
\\ 4 ; \:/ - T - \/ _1 5
* Dynamika a reverzibilita: Blebbing je dynamicky a S P =l & El[
reverzibilni proces, ktery mdze nastat v reakci na riizné — 4 L <
podnéty, jako jsou mechanicky stres, zmeny === Plasma Membrane =sm Actin Cortex Myosin
osmotického tlaku nebo expozice uréitym latkam. s Actin Filament @ Nucleus Adhesion Sitej
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9337749/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9337749/
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KOMPLIKACE KLASIFIKACE BUNECNE MIGRACE

* Problematika klasifikace migrace:

- Déleni je umélé, ve skutecnosti existuje plynuly prechod od jednoho moédu k druhému.
- Stejné bunky se mohou chovat jinak v zavislosti na vnéjsich podminkach
« “Lepivost” substratu, dimenzionalita (3D/2D/1D)

* RGzné bunky obsahuji jiny “mix” cytoskeletarnich reguldtor(, coz vede pokazdé k
trochu jinému migra¢nimu fenotypu.
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Vyznam malych GTPaz v regulaci
dynamiky cytoskeletu a migrace
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Figure 16-84 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)




MALE GTPAZY Z RHO RODINY JSOU KLICOVE REGULATORY
CYTOSKELETU
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Figure 16-84 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)
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MALE GTPAZY Z RHO RODINY JSOU KLICOVE REGULATORY
CYTOSKELETU

I//

‘RacGTP
o
4

WASp PAK | MLCK
family l yMH c l

Arp 2/3 filamin (decreased)
(branching  (web myosin
nucleator) cross-linker) activity

branched actin web less stress

in lamellipodia fiber formation

Figure 16-85a Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)
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MALE GTPAZY Z RHO RODINY JSOU KLICOVE REGULATORY
CYTOSKELETU
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Figure 16-85b Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)
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MALE GTPAZY Z RHO RODINY JSOU KLICOVE
REGULATORY CY.TQOSKELETU AT
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(C) Rac ACTIVATION (D) Rho ACTIVATION | |
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Figure 16-84 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)
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Navigace bunécné migrace
alias urceni sméru
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INICIACE BUNECNE MIGRACE

* Migrace bunék je urCena 3 aspekty:

* Smérové vnimani (schopnost vnimat

smérované signalizace — pf. gradient Directional ‘
_ Sensing Polarity
chemokinu)
* Bunécna polarita (schopnost

morfologické a funkcni polarizace:
leading edge vs. trailing edge)

) Motility
* Motilita (samotna schopnost pohnout

se z mista)

h. Devreotesc PN, et al. 2017.
lp. Annu, Rev, Cell Dev. Biol. 33:103-25
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INICIACE BUNECNE MIGRACE

* Sméroveé vnimani - Directional
sensing
* Nejlépe prostudovan na hlence

(Dictyostelium discoideum)

- Jednoducha kultivace, genové
manipulace.

* Robustni chemotaxe vici cAMP.
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PREHLED SIGNALNICH DRAH RIDICICH INICIALNI PROCESY V
CHEMOTAXI DICTYOSTELIA
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PREHLED SIGNALNICH DRAH RIDICICH INICIALNI PROCESY V
CHEMOTAXI DICTYOSTELIA
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1a. cAMP je zachyceno jednim ze

specifickych GPCR, nasleduje cela rada
downstreamovych mechanism, které
svou integraci vytvari migracni fenotyp
(obdoba chemotaxe u leukocytll — zde
také specifické chemokinové GPCRs).
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PREHLED SIGNALNICH DRAH RIDICICH INICIALNI PROCESY V
CHEMOTAXI DICTYOSTELIA
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PREHLED SIGNALNICH DRAH RIDICICH INICIALNI PROCESY V
CHEMOTAXI DICTYOSTELIA
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PREHLED SIGNALNICH DRAH RIDICICH INICIALNI PROCESY V
CHEMOTAXI DICTYOSTELIA
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3. Centralni roli v iniciaci migracni
polarity ma PI3K signalizace. PI13K se

uplatriuje v tzv. modelu lokalni excitace
— globalni inhibice.

Bi7005 Bunécné regulace / 10



Fosfoinositoly:

?J |
\ 0 .
: i\‘{ -@L_,.'—'-
o _é} ) Lﬂg/m
0 Ptdins(5)P a OH
ﬂf%—*—ﬂ_f’_'w"—m_f'_“ﬁfj‘m DAG + Ins{1A3W,

L8]

“wﬂvﬁhfﬁwwvﬁvﬁwfﬁﬂr Pi ': "-'fl-.,"
4] y I i’ "'.

= e = —_— o Receptor
b i FCTATIoN

Pedins Ptdins4P Pidins(a,5®,, ¥

Class | PITKs |

P s |10

[Class 1l and class Iil P13Ks) PTEN

v

e et:gx" . &
¢ o INPF4 SHIP e »
Ptdins3P INPPS
Ptdins(3,4)P, Prdins(3,4,5)P,
r,\
&
"
Prdins(3,5)P,

Mature Reviews | Molecular Cell Biology

kyselina fosfatidova = glycerol-3-fosforecna kyselina

Bi7005 Bunécné regulace / 10



POLARITA FOSFOINOSITOLU U DICTYOSTELIUM

* PI3K signalizace

* Lokalné aktivovana PI3K fosforyluje na bunécné membrané

fosfatidylinositoldifosfat (PIP2) na trifosfat (PIP3)
PH-Akt
* PIP3 se na vnitrni strané b. membrany akumuluje a umoznuje navazani PTEN

dalSich specifickych protein( do této ¢asti membrany = polarizace
Nékteré proteiny obsahuji domény, které specificky rozeznavaiji urcity PIP.
Napr. plekstrin-homology (PH) domény aj. Tyto domény je mozné vyuzit k
detekci jednotlivych PIP(
« Aby PIP3 nepokryl cely povrch buriky, je potfeba tzv. globalni inhibitor.
Tim je fosfataza PTEN, ktera je bazalné pfitomna v bunce a konvertuje
PIP3 zpét na PIP2.

+ Kombinaci lokalni aktivity PI3K a globalni inhibice PTEN vznika zarodek .
vy o . + Latrunculin A
bunécné polarity.

* Deaktivaci PTEN vznika vice konkurencnich protruzi, coz zamezuje migraci.

L
*
I el WK

U wvysSSich ZivocCichl to funguje pricipidalné podobné, avsak tvorba

membranovych domén podléha komplexnéjsi regulaci (napr. deaktivace
samotného PTEN nestaci k disrupci polarity).

R



NEZAVISLOST PIP POLARITY NA AKTINOVEM CYTOSKELETU

Lokalni stimulaci signalizace v bunkach oSetrenych latrunculinem, lze pozorovat smérovanou polarizaci
jednotlivych polarizaénich komponent, ktera je nezavisla na aktinovém kortexu (predchazi jeho funkéni

prestavbeé).

Protein CRAC (vaze specificky PIP3 pomoci PH domény)
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PREHLED SIGNALNICH DRAH RIDICICH INICIALNI PROCESY V
CHEMOTAXI DICTYOSTELIA
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f CynA PTEN =4 Taling, GacG, etc.

GTPaz z rodiny Rho: RhoA, Racl a
Cdc42 — klicovych reguldtor( veskerych

polaritnich a migracnich procesu.
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STEJNE SIGNALIZACE/RUZNE PROTRUZE

* Pokud jsou témeér totozné signalizace zapojené v
a 3D view

migraci bunék napfri¢ eukaryoty, jak je mozné, ze
vidime takovou diverzitu v morfologii a dynamice A

bunécnych protruzi?

b Top view

- Je to pravée komplexitou zpétnych vazeb meazi /-\ /-\ /_\ f"\
signalnimi drahami a cytoskeletem. Signalni drahy

jako PI3K a aktinovy cytoskelet predstavuji tzv.  cFontview

excitabilni sité. . . . .
* Signdl se bunkou Sifi jako vina, rGzné receptory vsak
e P :

nemusi vytvorit stejné silny impulz. Stejné tak nemusi
byt pocatecni nastaveni buriky stejné permisivni (vina

rychleji zanika). Profil viny maze byt rovnéz rtzny.
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Migrace imunitnich bunék
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JAK BUNKA URCIi SMER?

time  Omin
Figure 16-3 Molecular Biology of the Cell 6e (€ Garland Science 2015)
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neutrophil *,PI(3,4,5)P, /
"' . * @
"/ Rac G, . ‘ .
Rl x receptor
Rho dominates, |— Racdominates, & . Lt
actin-myosin polymerization -'%&> _ ¢ ®
contraction ——  (protrusion) s .'
@
® bacterium
» ®
® @
%) ]

back

Figure 16-86b Molecular Biology of the Cell 6 (© Garland Science 2015)
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MODEL: LYMFOIDNI BUNKY

* T-lymfocyty, B-lymfocyty a NK buriky (plus jejich prekurzory)
* Co maji lymfoidni bunky spolec¢ného?
* Migracni fenotyp

+ Schopnost vytvaret specifickou interakci (synapsi) s cilovou bunkou, zahrnujici
endo/exocytdzu cilovych molekul.
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MIGRACNI FENOTYP LYMFOIDNICH BUNEK

* Leading edge
* Chemokinové receptory

* Podjednotky integrinu LFA1

* Bunécné jadro zabira vetsinu cytoplazmy bunky a je stejné jako u DC pouzivano k
mechanickému prohledavani cesty.
 Uropod (trailing edge)
* IgCAMs — ICAM1, VCAM-1

propojeno s aktinovym cytoskeletem pomoci ERM proteint
- CD44, CD43

* Centrosom je orientovan dozadu, spolu s nim i Golgiho aparat a endocytarni
aktivita
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UROPOD .

« 5um

* Striktné jediné u leukocyt(

* CD44 and ERM proteiny jsou markery
* ICAM1-3 lokalizované molekuly

* Microvilli, mezibunécné kontakty

- Neadherentni, NEJEDNA se o oblast integrinové de-
adheze

* Vysoky obsah RhoA, ale zadna aktomyozinova vlakna
(endocytdza?)

https://www.nature.com/articles/ncomms6213

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/tra.12618

b Phase contrast RICM Merge

€ Transmission TIRF Merge

-

CD82

-
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IMUNOLOGICKA SYNAPSE A REPOLARIZACE LYMFOIDNICH
BUNEK

* Imunologicka synapse, také nazyvana APC -

imunosynapse, je specialni druh kontaktniho
, . Dy : o CD80/
mista, které vznika béhem imunitni reakce, ICAM-1  cps6 pMHC

zejména pri interakci mezi T-lymfocyty (T-buriky) '

a antigen-prezentujicimi burfikami (APC), jako B M’ LEE_ sz J;ﬁ’ fM:t %,,Jﬂlmmf t_‘

jsou dendritické bufiky nebo makrofagy. gc;ﬁ%s Ly TCR MCs

pSMAC

* Tato struktura je kliCcovym prvkem komunikace dSMAC
mezi riznymi bufikami imunitniho systému a je

dulezita pro ucinnou imunitni odpovéd.
P P T Lymphocyte
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