Interakce mezi bunkami a okolim

Mnohobunécné organizmy maji bunky organizované do tkdni

Tkan:

» soubor bunék a jimi vylu¢ované extraceluldrni matrix
* podil matrix na vlastnostech tkané

- odlidny charakter tkéni u rostlin a Zivoéichi

-Zivocichové jsou preddtory: pohyb, pevnost, zména tvaru
-rostliny se nepohybuji: pevnost pletiv, kfrehkost izolovanych
bunék




Rostlinné tkané

Bunéénd sténa rostlinnych bunék je typem extraceluldrni
matrix

» sloZeni stény urcuje jeji vlastnosti (pevnost ve dreve,
ohebnost v listu)

- sténa je produkovdna bunikami

- sténa tvori komlrky, ve kterych jsou produkéni buriky
lokalizovdny




Sténa rostlinné bunky

20 um

A: Fluorescencni mikroskopie (modre - celuléza, zelené - pektin)
B: Elektronova mikroskopie




Rostlinné bunky maji pevné vnéjsi stény

* rostlinné buniky zbavené stény jsou velmi
krehké

- absence intermediarnich filament v
cytoskeletu (jen u zivocisnych bunék)

* vnéjsi sténa je nezbytna




Bunécna sténa rostlinnych bunék vznika
postupné

- primdrni_sténa: tenkd, zvétsuje se s ristem
buniky

+ sekundadrni sténa: pevnd, tvori se po
zastaveni ristu buriky ztlust'ovanim
primdrni stény nebo uklddanim novych
vrstev s odliSnym sloZenim




Vldkna celuldzy udileji rostlinné bunééné
sténé pevnost v tahu

Celul6za:

polysacharid

nejrozsirenéjsi organickd
molekula ha Zemi o
vldkna celulozy jsou
obvykle protkdna s jinym
polysacharidy a proteiny:
vznikla struktura ma pasmact

odolnost k tlaku a
rozpinani




Ligninova sit’

» vyskyt v ECM u drevnatych pletiv
» vysokad pevnost
* neprostuphost pro vodu




Vlakna extraceluldrni matrix ovliviuji
smér rustu rostlinné bunky

potfeba ristu nebo zmény
tvaru rostlinné bunky x
omezujici dcinek vidken
matrix

orientace vldken matrix
uddava smeér, kterym se
bunka mize zvétsovat

zplusobem stavby své stény
bunka ndsledné kontroluje
svdj tvar a i smér rastu
pletiva, jehoz je soucdsti




Tvorba celulozovych viaken
extracelularni matrix

odlidnost od vétsiny extraceluldrnich proteinu, kdy syntéza
nastava uvnitr bunky a ndsleduje export exocytézou

syntéza celuldzy probiha na vnéjsim povrchu bunky
enzymovymi komplexy zanorenymi do plazmatické membrany

komplexy transportuji sacharidové monomery pres
membrdnu a zaclenuji je do rostouciho retézce
komplexy se pri syntéze pohybuji membranou: tvorba
orientovaného celuldézového vlakna (fibrily)

drdhy pohybu komplexu jsou definovdny orientaci

mikrotubulu pod plazmatickou membrdnou: cytoskelet
reguluje tvarovani rostlinné bunky




Orientované ukladdni celulozy do bunécné stény rostlin

vnéjsi konce celulosovych
mikrofibril se integruiji
do jiZ existujici stény

EXTRACELULARNI
PROSTOR e

plasmaticka
membrana

jednotlivé celulosoveé Fetézce

|
se spojuji a tvofi mikrofibrilu komplex

celulosa-syntazy
CYTOSOL

0.1 um mikrotubulus pfipojeny
k plasmatické membrané




Zivocisne tkane

» ZivoCichové jsou preddtory: aktivni pohyb, sila, hbitost

- rlznorodost tkani z mechanického hlediska:
riznd organizace bunék a matrix

- kosti, Slachy: prevazuje role matrix

- svaly, pokozka: cytoskelet jednotlivych bunék




Organizace bunék v ZivoCisnych tkdnich
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Vel

Zivocisne tkane

4 hlavni typy:

* pojivové
- epitely
* nervoveé
» svalové

U pojivovych tkdni nese mechanickou zatéz extraceluldrni matrix

U ostatnich tkani nesou mechanickou zatéz samotné bunky




Struktury mezibunééného prostoru

* bunécny plést’ (.glycocalyx")

* mimobunécna matrix (.extracellular matrix")




Bunécny plast’ (,glycocalyx™)

Struktura:

* uhlovodikové retézce slozek plazmatické membrany, které
smeruji mimo bunku
- materidl vyprodukovany butfikou a vylouceny ven z bunky

Funkce:

» zajisténi mezibunécnych interakci a interakci bunka - substrat
* mechanicka ochrana bunky




Mimobunééna matrix

Struktura:

- sit’ovina burikou vylouéenych proteinu a polysacharidu,
kterad se vyskytuje mimo bezprostredni okoli buriky

- spojeni proteinu a polysacharidu muze byt velmi volné a
nezretelné (volnd konektivni tkdn) nebo presné vymezené
(matrix chondrocyta)

Funkce:

* mechanicka ochrana bunky
* uréeni tvaru a aktivity bunek
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Myoblast
(embryonalni
svalova bunka)
sekretujici
mimobunécnou
matrix




Interakce s matrix je duleZita pro funkci
bunky, kterou obklopuje

Experiment:

1. enzymatické rozlozeni mimobunécéné matrix kolem
epitelidlnich bunék mlécné zlazy péstovanych v kulture:
snizeni sekrecnich aktivit bunék

2. Obnoveni tvorby mimobunécné matrix:
obnoveni schopnosti bunék tvorit a vylucovat své bézné produkty




Matrix _kolem produkéni bunky znemoZnuje primy
kontakt s okolnimi bunkami

Velikost matrix (chondroitin sulfdt) kolem produkcni bunky

demonstrovdna prostrednictvim erytrocyt
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ECM:
Proteoglykany
Kolagen

Adhezivni proteiny
Fibronektin
Laminin

CAMs (,cellular adhesive molecules™):

Kadheriny
Nadrodina Ig
Selektiny
Muciny
Integriny




ZivoCiSnd ECM zajist'uje:
» interakce bunka-bunka
» interakce bunka-ECM
* Tvorbu mimobunécénych prepazek v tkdnich

T == Specialized
Dead v
cornified /] ' cell—cell
cells Y . contact
Epidermis ) ~ Specialized
ik =" cell—substratum
- contact
. Basement membrane
Dividing
cells
Reticular fiber
Basement —
membrang Collagen fiber
Dermis ,
Fibroblast
N Elastic fiber

Copyright 1989 Johin Wiley and Sans, Inc. All dghls resenad




Typy matrix:

reflektuji funkci dané tkdné:
* pevnost - Slachy
- filtrace - ledviny

+ pevnost a pruznost - hladké svalstvo obklopujici cévy

Rizné vlastnosti ECM plynou z kombinaci jejich zdkladnich
strukturnich sloZek - vldknitého proteinu kolagenu

kyseliny hyaluronové a proteoglykant (= komplexﬁ_L
polysacharidi s proteiny)

+ vlastnosti matrix spoluurcuji dalsi proteiny, které se na
matrix napojuji svymi receptory




Ruzné tkané obsahuji ruzné typy matrix

- epitelidlni nebo svalové bunky jsou prostrednictvim
povrchovych receptort ukotveny do tenké matrix zvané
bazdlni lamina (hlavni slozkou je kolagen usporddany do
sit’oviny)

- jinym typem matrix je volnad konektivni tkdn - vytvari
prostredi pro malé zlazy a krevni kapilary (hlavni
slozkou jsou vldknité kolageny a pruzné elastiny),
obsahuje mnoho bunék (fibroblasty, lymfocyty),
zajist'uje difuzi O, a zivin do buneék epitelii a Zlaz

- pevnd konektivni tkan - hlavni sloZka orgdnu
zajist'ujicich pevnost a pruznost - kosti, chrupavky,
Slachy. Sklddd se vyhradné z vldknitych slozek (husté
usporddané vldknité kolageny, proteoglykany, elastiny),
obsahuje velmi mdlo bunék




Bazalni lamina

vrstva o tloust’ce 50-200 nm obklopujici svalové a tukové
buriky a poskytujici podklad epitelidlnim tkdnim (kuze,
vystelka traviciho a dychaciho dstroji a krevnich vlasecnic)

Funkce:

» urceni polarity bunék a jejich pohybu

» oddélovani sousednich tkani (kompartmentalizace)

» prekdzka pro makromolekuly (krevni systém, ledviny)
» prekdzka pro pohyb rakovinnych bunék
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Matrix konektivnich tkani:

chrupavka, kost, slacha, rohovka

» bunky produkujici matrix tvori jen malou ¢ast tkané

- matrix a nikoliv produkéni bunky udileji tkani specifické
vlastnosti




Kolageny

+ rodina nerozpustnych vidknitych glykoproteind
(dosud popsano 15 typ, specificka lokalizace
kazdého z nich)

* nejhojnéjsi protein v zivocisnych tkanich (vice nez
257% vsech lidskych proteind)

» hlavni strukturni protein mimobunécné matrix
» produkovan fibroblasty a epitelidlnimi bunkami

+tkanim poskytuje odolnost proti natazeni




Struktura kolagenu

+ trojSroubovice tvorend tremi Fetézci a, které mohou (ale
nemusi vzdy) byt identické

» na jednu otacku trojsroubovice pripadaji 3 aminokyseliny
+ kazdou treti aminokyselinou je glycin
+ kolageny jsou bohaté na zbytky prolinu a hydroxyprolinu

+ vodikové vazby mezi skupinami NH glycmu a
karbonylovymi skupinami CO sousednich polypeptidi
trojSroubovici stabilizuji




Existuje mnoho typu

TABLE 19-5 Some Types of Collagen and Their Properties

kolagenu

TYPE MOLECULAR FORMULA POLYMERIZED FORM TISSUE DISTRIBUTION
Fibril-forming | [ee1{1)]2ce2 (1) fibril bone, skin, tendons, ligaments,
(fibrillar) cornea, internal organs (accounts

for 90% of body collagen)

11 [ee1(11)]3 fibril cartilage, invertebral disc, notochord,
vitreous humor of the eye

111 [ee1(I11}]a fibril skin, blood vessels, internal organs

v [l (V)]202(V) and fibril (with type 1) as for type |

el (Vo2 (V) o3 (W)
X1 ol (X102 (1K) o3 (X1) fibril (with type 11) as for type 11

Fibril-associated [X
X1l

Network-forming IV
VIl

Transmembrane XVII
Others KWL

ol (Lo (LX) o3 (18]

(el (Adl) g

e LIV} 202 (1Y)
el (VL) g

[e1{aVll)]3
[l {AVIL) 5

lateral association
with type I fibrils

lateral association

with some type 1 fibrils

sheetlike network
anchoring fibrils

not known
not known

cartilage

tendons, ligaments, some other
Hssues

basal lamina

beneath stratified squamous
epithelia

hemidesmosomes

basal lamina around blood vessels

Note that types 1, IV V) IX, and X1 are each composed of two or three types of o chains, whereas types 11, 111, VIL, X1, XVI1, and XVIII are
composed of only one type of a chain each. Only 11 types of collagen are shown, but about 20 types of collagen and about 25 types of
a chains have been identified so far.




TrojSroubovice kolagenu typu T

a Chain

Portion of a collagen
molecule (a right-hand
triple helix)




Sroubovice kolagenu typu I, II, III a V se sklddaji
do struktur vyssiho rddu

(c) Collagen molecules
(triple helices)

{b) Collagen
fibrils

(d) a -chains

Collagen structure

OH OH OH (I—Chains

| E
L}

0.5 nm

el lmon Wesley Lorgrmean, ne,




Kovalentni vazby mezi N-koncem jedné molekuly a C-
koncem druhé molekuly stabilizuji strukturu vidken kolagenu

Collagen molecule

Krizové vazby mezi molekulami vldkna kolagenu zpevriuji
a zpusobuji nerozpustnost purifikovaného kolagenu ve vodé.




Tvorba kolagenové Sroubovice

1. tvorba delSich prekurzoru - prokolagenu

prokolagen typu I tvori trojsroubovici, ktera obsahuje 150
pridatnych AA na N-konci a 250 na C-konci (tzv. propeptid)

- tvorba disulfidickych mistki u C-koncovych propeptidi
napomdhd sprdavnému sestaveni Fetézcu béhem jejich tvorby
a naslednému rychlému uzavreni trojsroubovice
u zralého kolagenu I se disulfidické mustky nevyskytuji

2. proces sestavovani vidkem kolagenu zacind v ER, pokracuje
v Golgiho aparatu a je dokoncen vné bunky




Modifikace pred dokoncenim tvorby
trojSroubovice kolagenu

- odstépeni signdlnich sekvenci

- hydroxylace zbytki prolinu a lysinu

- prokolagen I se dostdva mimo burku exocytézou
- béhem exocytozy dochazi k proteolytickému
Stépeni kolagendzou, kterym se odstranuji N- a C-
koncové propeptidy.

Molekuly kolagenu polymeruji a tvori vldkna az
v mimobunééném prostredi.
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Occurs after secretion from cell

Occurs in ER lumen
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Kolagen typu IV je hlavni souédsti bazalni laminy

After Peter O, Yurchenco, ¥i-Shan Cheng, and Holly Colognato, J. Call Biol 1171132, 1002,
by copyight permission of the Rockefeller Univarsity Presa
Copymight 1508 Jobn Wiksy and Sons, Inc. All rights resanved,

Kolagen typu IV (rtiizova) laminin (zelena)
entaktin (éervena)




— LN/

Poruchy struktury

kolagenu

Hydroxylaci kolagenu zajist'uji prolyl-hydroxylazy a lysyl-hydroxylazy

Kofaktorem hydroxyldz je kyselina askorbova (vitamin C)

Nedostatek vitaminu C:

nedostatecnd hydroxylace kolagenu

krehkost krevnich vldsecnic, Slach, kuze (kurdéje)




Absence kolagenazy: hyperplasticka kuzZe




Adhezivni slozky ECM

Elastin 5

ne-glykosylovany protein ECM. Castd tvorba pri¢nych
mustkd. MoZnost konformaénich zmén. Obvykly vyskyt: kize,
krevni vldsecnice, hladké svaly, plice.

Tenascin
Protein podobny fibronektinu, ktery md ¢asto anti-
adhezivni vlastnosti. Obvykly vyskyt: nékteré nadorové bunky

Fibronektin
Velmi rozsifeny adhezivni protein, dileZity pro migraci
bunék. Obsahuje strukturni motiv RGD (arg-gly-asp).

Laminin
Heterotrimerni multiadhezivni protein. Dulezity pro rust
axonu a migraci embryondlnich bunék.




Elastin

-hlavni slozkou extraceluldrni matrix u tkani, které vyzaduji
pevnost i pruznost

-vysoce hydrofobni protein, 830 AA zbytku

-velmi bohaty na prolin a glycin

-molekuly elastinu se sekretuji do mimobunécného prostredi -
tvorba vzdjemné propojenych filament a struktur vyssiho radu -
vznik hustych siti

-molekuly elastinu osciluji mezi mnoha nahodnymi konformacnimi
variantami

-promeénlivost konformace elastinu a pritomnost
mezimolekuldrnich spojek - odolnost vuci natazeni a stlaéeni
-vldkna kolagenu pronikaji do elastinové sité - omezeni moznosti
natazeni - ochrana tkané pred roztrzenim




elastic fiber

stretch relax

single elastin molecule

R, | / cross-link




Laminin (,multiadhesive matrix
protein™)

Struktura:

-glykoprotein, jehoz zdklad tvori tri polypeptidy usporddané do
tvaru krize

-tvori dlouhé flexibilni molekuly s mnoha doménami pro vazbu
kolagen, dalSich proteini ECM, polysacharidu, povrchovych
receptord a mimobunécnych signdlnich molekul

Funkce:

-organizace slozek ECM
-regulace adheze bunék v ECM
-regulace migrace bunék
-regulace tvaru bunék ve tkanich




Struktura lamininu a vazebna mista
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\& <= ,Duchenne muscular dystrophy" - disledek

&\kv\\\ narusené interakce ECM-cytoskelet
&\%%
e k/_//
- dédi¢né onemocnéni poskozujici svaly
Agrin  Neurexin Laminin Ferlecan (Srdeé ni: d)I’ChGC',)
— & * v nejobvykle j$i formé postihuje jen

-Basal Iamina:| .u | chlapce

O—W9 - molekuldrni podstata spoéiva v

pritomnosti mutace v genu

kédujicim dystrofin

- dystrofin je velky cytozolicky protein,
ktery se uplatiuje jako adaptér
zprostredkovdvajici interakci mezi
filamenty aktinu a povrchovym receptorem
dystroglykanem

- dystroglykan interaguje s nékterymi
molekulami ECM, napr. s lamininem




Fibronektin

- .multiadhezivni" protein ECM vyskytujici se u véech obratlovci

- bézny v krevnim systému, konektivnich tkdnich a bazdlni laminé

Struktura:

- dimer dvou podobnych peptidu spojenych disulfidovymi mustky na
C-koncich

- popsadno alespon 20 izoforem fibronektinu, tvorba alternativnim
sestrihem transkriptu jediného genu

- kazdy retézec je slozen ze 6 domén s odlisSnymi vazebnymi
vlastnostmi

- obsahuje vazebnd mista pro bunécné povrchové receptory, kolagen,
fibrin, proteoglykany




Struktura dimeru fibronektinu
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Figure 19-53 part 1 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




Sekvence RGD (Arg-Gly-Asp)

- sekvence rozezndvdna urcitymi integriny

- vyznam pro mezibunécnou adhezi

RGD loop

RGD
l-.-'l_ - /
o i:b

i
Ll
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30kDa  40kDa 20kDa  7skDa  ooDe 90KDe 2 g
m—— e = i l"" C'D'DH
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i gy :
HEN "\J!_l——)l e RGD T
Heparin- and Collagen- Fibrin- Cell- Heparin- Fibrin-
fibrin-binding binding binding binding binding binding
(a) domain domain domain domain site site
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Fibronektin

Funkce:

- za I|i§’réni dotyku bunék k riznym slozkam ECM (kolageny, heparan
sulfat)

- zajisténi dotyku bunék k jinym bunkam (integriny)
- UcCast na uréeni tvaru bunék a organizaci cytoskeletu

- podil na regulaci migrace a diferenciace bunék béhem
embryogeneze

- Uéast na procesech hojeni (usnadriuje migraci makrofdgu a dalsich
bunék imunitniho systému do oblasti poranéni, podil na iniciaci
srazeni krve)

- mysi postrddajici funkcni gen kédujici fibronektin neprezivaji ranou
embryogenezi

- umoznuje adhezi bunék na povrch kultivacnich misek (absence
fibronektinu na povrchu rakovinnych bunék adhezi oslabuje)




From Martin | Ganﬁa-ﬂﬂshn Robert Anderson, Janet Heasman,
and Christopher ﬁ IEII::I 13-34;5 1887; by copyright

Fibronektin je dulezitou souéasti migracnich
drah (Cervené). [primordialni pohlavni bunky
(zelené) migruji do gonad]




Mimobunécny fibronektin je spojen s

cytoskeletem bunky

prostrednictvim spojovacich proteinu (receptor pro fibronektin,

vinkulin, talin)

Actin
\

Vinculin
Cytosol Talin
i
@ S—§
Plasma S—S Fibronectin
membrane SH receptor
SH HS
Fibronectin
Proteoglycan
Fa II
Collagen of

extracellular matrix




Binding site for RGD
sequence of fibronectin
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fibronektin




Kyselina_hyaluronova

hlavni slozka extraceluldrni matrix, kterd obklopuje migrujici a
aktivné proliferujici bunky zvldsté embryondlnich tkani
poskytuje mekkost a mazlavost konektivnim tkanim, napr.
kloubim

jedna molekula HA se sklada az z 50.000 opakovani disacharidu
kyseliny glukoronové a B(1-3) N-acetylglukozaminu

¢asty vyskyt negativnich ndboju: tvorba vodikovych miistki a
snaha vazat mnoho molekul vody - i pri nizkych koncentracich
vznika viskézni hydratovany gel

snaha zaujmout velky objem - odtlacuje buriky od sebe -
vytvareni turgoru, ktery konektivnim tkdnim prindasi schopnost
odolavat vnéjsimu tlaku




Kyselina_hyaluronova

Glucuronic N-Acetyl Glucuronic N-Acetyl
glucosamine

acid glucosamine acid

Disaccharide Disaccharide

vdze se na povrch migrujicich bunék, usnadnuje jejich pohyb a
proliferaci (zastaveni bunék koreluje se snizenim obsahu
povrchovych molekul vdzoucich HA a se zvysenim obsahu
hyaluroniddzy - enzymu, ktery HA degraduje)




Kultivované buriky hladké svaloviny strev byly
indukovany k sekreci kyseliny hyaluronové,
kterd vdze kulovité leukocyty
prostirednictvim receptori CD44.




Kyselina hyaluronova se uplatnuje pri
diferenciaci svalovych bunék

- obaluje myoblasty a brani jejich predcasné fuzi

- degradace kyseliny hyaluronové je signdlem pro zahdjeni fize
myoblastu a tvorbu zralych mnohojadernych svalovych bunék




DalSi proteoglykany

- rozmanité molekuly, z nichz nékteré jsou soucdsti ECM
(perlecan, agrin) a nékteré jsou primou soucdsti povrchu bunék a
vyskytuji se v riznych typech matrix (syndecan)

- slozené z proteinového jadra s kovalentné pripojenymi
polysacharidy (glukosaminoglykany = linedrni polymery
specifickych disacharidu)

- Casty vyskyt negativnich ndboju, pritahovani H,0O

- pozoruhodnd rozmanitost: dand matrix muze obsahovat nékolik
typu proteinovych jader, na kazdé z nich mohu byt navdzdny
rdzné oligosacharidové retézce ruznych délek a razného slozeni

- chrupavkovy proteoglykan - jedna z nejvétsich znamych
makromolekul (4 um - vice nez cela bakteridlni bunka) - zajist'uje
pevnost chrupavek




Disacharidy glukézoaminoglykant

(a) Hyaluronan (n < 25,000) (c) Heparin/Heparan sulfate (n = 200)
6 (S03)
CHZOH C007 CH OH
B(1—3) - o/B(1—4) a(1—4)
-
{KJ ¥ fs Ko Mo
n
NHCOCH, NHSO;"
(803 (COCH3)
D-Glucuronic acid N-Acetyl-
D-glucosamine D-Glucuronic or N-Acetyl- or N-sulfo-
L-iduronic acid D-glucosamine

(b) Chondroitin (or dermatan) sulfate (n < 250) (d) Keratan sulfate (n = 20-40)

(S04 (S04 (SO5)
COO" CH,OH i CH, OH CH,0OH
0 (SO37) 0] L B(1—4) ') B(1—3)
OHO 0
~
\{o OH n
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(or L-iduronic acid) D-galactosamine D-glucosamine
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Kolageny a proteoglykany

+ poskytuji chrupavkovym a dalsSim
tkanim silu a odolnost k deformacim

- tvori zdaklad mimobunécné matrix
kosti, kterd je navic posilena solemi
fosforecnanu vdapenatého




Rodina proteoglykanu obsahujicich heparan sulfat

- strukturni slozka mimobunééné matrix a zaroven
funkce na bunécném povrchu

- proteinové jadro pronika plazmatickou membradnou
» glukozaminoglykany jsou pripojeny k mimobunécné
doméné proteinu

+ cytoplazmatickd doména proteinu interaguje s
bunéénym cytoskeletem

* mimobunécénd doména proteinu interaguje s radou
proteint mimobunécné matrix - ukotveni buriky,
vazba enzymd, rustovych faktord




Schema struktury syndekanu -
proteoglykanu obsahujiciho heparan sulfat
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