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Bunecna adheze
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CO JE TO BUNECNA ADHEZE?

* Fyzicka interakce bunky s extracelularni matrix nebo mezi dvéma bunkami navzajem.

- U adhezi rozliSujeme:
* Dobu/silu interakce (tranzientni vs. stabilni)
* Typ molekul, které adhezi zprostredkuji (cadheriny, integriny, jiné...)

* Funkci adheze (signalizace, pohyb, mechanotransdukce, transport, izolace)
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ORGANIZACE BUNECNYCH SPOJU - JEDNOVRSTEVNY
EPITEL

Tésné spoje
* spojuji membrdany sousedicich bunék
* hlavni funkce je izolacni, neni u vSech
epitell
e claudiny, occludin ASTEhT

tight junction seals gap between
epithelial cells

Kotvici spoje — zajistuji propojeni s TIGHT JUNCTION
cytoskeletem (mechanické vlastnosti)
A. mezibunécné — zprostredkované

| kadheriny

adherens junction connects actin
filament bundle in one cell with
that in the next cell

desmosome connects intermediate
filaments in one cell to those in
L the next cell

gap junction allows the passage
n of small water-soluble molecules

JUNCTION n
— from cell to cell
CELL-MATRIX
ANCHORING JUNCTIONS

CELL-CELL
ANCHORING JUNCTIONS

1. adhezni spojé — s aktinovym c.
2. desmozomy — s intermed. fil.
| B. bunka k ECM — zprostfedkované integriny
A. fokalni adheze — s aktinovym c.
B. hemidesmozomy — s intermed. f.

CHANNEL-FORMING

nu W \
L3 4 L3 . . J - - - -
Vodivé spoje — gap junctions BASAL
° um Oi ﬁ uj |, | nterce I u I é rn |l trans pO rt ma IVC h actin-linked cell-matrix junction =~ hemidesmosome anchors intermediate
. anchors actin filaments in cell filaments in a cell to extracellular matrix
rozpustnych molekul (do 1,5 kDa) 1o axtracellubsr matrix

Figure 19-2 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)
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Kadheriny a jejich regulace
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KADHERINY

Velka rodina protein(, obsahuijicich vice tzv. kadherinovych domén

Extracelularni Ca?* (Cadherin) je vyzadovan jako kofaktor pro vazbu mezi N-

terminalnimi doménami

Vazba je tzv. homofilni (vazebnym partnerem je pouze jiny kadherin)

Klasické kadheriny (propojeni s aktin. filamenty): E, N, P-cadherin

Desmozomalni (propojeni s interm. filamenty): desmogleiny, desmocolliny

Protokadheriny (mnoho, rlizné funkce) — napf. Fat (bun. polarita)

Nekonvenéni kadheriny (dalsi) — napf. CELSR/Flamingo, T-cadherin

C

| I

plasma plasma
membrane membrane
of cell1 of cell 2
flexible o ' N-terminal
hinge region cadherin domains
(A)

(B)

> 1 mM Ca2+
e Ca2+
< 0.05 mM Ca2+

’ cadherin domains

hinge regions
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* Klasické kadheriny maji do 5 kadherinovych
domeén, neklasické mohou mit az 30.

- Kadheriny se také velmi lisi ve svych

intracelularnich doménach:

* Flamingo/Celsr ma 7 transmembranovych
domén, ¢imz se podobd GPCR receptorim

* T-cadherin je v membrané zakotveny pouze
glykosylfosfatidylinositolovou kotvou

classical cadherin

= S A
(E-cadherin)

Fat cadherin _IIIII.IIII
Flamingo

|—||-.-|-.-||- D DO T W
Ret w D re—

desmocollin e sE Fs
cadherin 23 _.mm
protocadhering e oea—
(Pcdh )
T-cadherin e
INTRACELLULAR EXTRACELLULAR

Figure 19-4 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)
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PROPOJENI KLASICKYCH KADHERINU S
CYTOSKELETEM

Propojovaci komplex tvori 3 vrstvy:

Signalling layer (SL)

B- a p120-catenin

Adaptérové molekuly nezbytné pro aktivaci
kadherinu

Force-transduction layer (FTL)

a-catenin, vinculin

Zvyseni tenze adheze vede k fosforylaci
vinculinu a zméné jeho konformace
(rozbaleni), aktivaci a prenosu specifickych
aktinovych reguldtorl do vrstvy aktinového
kortexu (VASP, zyxin) a jeho prestavbé.
Vysledkem je zesileni adheze.

Actin regulatory layer (ARL)

a-actinin, eplin, palladin a dalsi...

Vrstva aktinového kortexu s jeho regulatory
schopnymi  modulovat jeho mechanické
vlastnosti a tim regulovat pevnost a silu
adheze.

Adhesion
strengthening

o=
RS
©
2
3
N ARL
§=
- A P
o)
3 FTL
= .
= High
C
§ SL Low force
o force +
o p-Y822

-catenin

O B @ o-actinin
— a-catenin Cadherin
@D zyxin
@ p120-catenin
VASP

“ Vinculin .

https://www.nature.com/articles/ncb3457
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Integriny a jejich regulace
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INTEGRINY

Heterodimery - alfa a beta podjednotky (kddované zvlastnimi geny)
U clovéka 24 typl (18 genl pro a-podj., 8 genl pro B-podij.)
Heterofilni interakce, ¢asto vice ligandu

« ECM: fibronectin, collagen, vitronectin, laminin

» Buriky: IgCAMs (ICAM1-5, VCAM)

* Pr. VLA4 (integrin a4p1) — vaze VCAM-1 a fibronectin
Fokdalni adheze (propojené s aktinovym cyt.) — rizné integriny
Hemidesmosomy (propojené s AF) - integrin a6B4

Integriny dokazi signalizovat dovnitr i ven z bunky
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PROPOJENI INTEGRINU S AKT.
CYTOSKELETEM

* Propojovaci komplex tvori podobné funkcni oblasti

Integrins Cadherin

jako u kadherint a vyuzivad totozné distalni proteiny,

vyznamé se od nich vsak liSi v proximalni (signalni)

FAK | pl20-catenin Signaling
éa,SU komp|exu Paxillin | p-catenin layer
|
|
. 7 . . . . Vé - . F
- Kindzy FAK (focal adhesion kinase) a Src — integrinova T jtticateln TS S T
' ' Vinculin I Vinculin layer
signalizace |
|
* KlicCovym propojovacim proteinem je zde talin s : . _—
Zyxin | Zyxin regulatory
5 | . layer
a-actinin a-actinin
|

Trends in Cell Biology
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INTEGRINOVA SIGNALIZACE

C _ ligand bound and clustered
active

* Integriny reguluji bunécnou
morfologii a migraci
* Maiji onkogenni potencial! P

extracellular
matrix

inactive a \B a\p

* Fokalni adheze: mista I I
clusterovani a aktivace U
integrin(; klicova role FAK MR Taiin \Nndiin /.

......

(focal adhesion kinase) a &\ ghctin

kindz z rodiny Src (SFK — Src / l \
family kinases) R E . B

(ILK, PINCH, & PARVIN)

v
’gg\“‘*@%
v O\ il
?— o @ -

filipodia Jlamellipodia }| focal adhesions

actin assembly

@ oncogenes ¢ J /!
@ tumor suppressors @
O signaling mediators ¢ ¢ ¢

https://doi.org/10.1016/j.ccell.2019.01.007 - - . : - —
https://www.nature.com/articles/s41580-019-0134-2  [CGEIdsClsI(eRyllcIEIClA L RelleRpliCls IRy ol (ely
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Ustaveni fokalnich adhezi
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ADHERENS JUNCTIONS JAKO REZERVOARY
SIGNALNICH MOLEKUL?

- Priklad B-katenin

2 rezervoary v epitelialnich bunkach: v Als
(kadherinovy linker) a cytoplasmatické (Wnt
signalizace)

Funkce kadherinové vazby je evolucné starsi

oba rezervoary nelze snadno rozlisit, dosud
nebyla identifikovana zadna posttranslacni
modifikace, ktera by je identifikovala

V pribéhu evoluce nedoslo k oddéleni obou
funkci duplikaci genu, jak bylo pozorovano v
jinych pripadech

Experimentalni dikazy o propojeni obou pooll

CTNNBI

NH2

[ CTNNAI binding
142 COOH [ AXIN/APC binding

Y [ CDHI1 binding
654 Il TCF binding
[ BCLIL binding

armadillo repeats
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Molekuly prechodnych
adhezi a ERM komplex

Bi7005 Bunécné regulace / 05



MOLEKULY PRECHODNYCH ADHEZ|

* Immunoglobulinové adhezni molekuly

* Obsahuji imunoglobulinové domény, homofilni i

heterofilni interakce LFAIICAM
;‘Lﬁ,q_vcmADCAMl
v , v, . . . e Hnteg = PECAMI
* Nekteré slouzi jako ligandy integrinda. Selectin SRC kinases 099
Ell B o=a B B Bl B3
v ) ) LAt A signalling emokines ) VAVZ, . ?
* PI. ICAMs (intercellular adhesion molecules), . |
Activation
VCAM (vascular), NCAM (neural), PECAM C""‘”“" ' e Ty necalide
. Slow A st kst - i
(platelet endothelial) ““”‘“3 m"-r-s ‘L’f&i‘?i“”g g
@ Transc-e{luf.ar
' . B

* Vazi sacharidové skupiny na povrsich jinych bunék

‘ £ '
Endothelial cells |E¢wrncr1t membrane u

Mature Reviews | Immunology

* Konzervovana extracelularni lektinova doména

(selektiny), ovsem velmi rozdilné intraceluldrné

* Predevsim na krevnich bunkach a endotelu —
napf. dilezité pri rolovani lymfocytl po povrchu
kapilary

* L (leukocyte), E-(epithelial), P-selektin (platelet)
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RODINA PROTEINU EZRIN-MOESIN-RADIXIN (ERM)

Propojuje s aktinovym cytoskeletem celou radu
membranovych molekul, véetné vétsiny IgCAMs,
L-selektinu aj. (CD44, EGFR, CRB)...

Maji podobnou strukturu:

* N-terminalni FERM doména - vaze cilovou

molekulu/EBP50 a PI(4,5)P2

* Centralni helikalni doména

* C-termindlni doména (C-ERMAD) — vaze aktin
Fosforylace uvoliuje interakci mezi FERM a C-
ERMAD, ¢imz aktivuje ERM protein a umoznuje
jeho vazebnou aktivitu a interakci s b. membranou
Mezi aktivujici kindzy ERM protein patfi napf. rizné
PKC (Ca?*signalizace), ROCK (RhoA efektor)

ERM proteiny linkuji membranové molekuly primo
anebo pres EBP-50

Indirect association Direct association

]
| CFTR, NHE-3, b2-adrenergic receptor "

1
CD-44, ICAM-1, ICAM-2 |

. W o W W . n Fa! |
Plasma membrane idi i : ol
AR A Ay _@qu{u_.xmL.cc;?liwsu;{;a’h AL IO Aoy
2 E o i i ] P2 Aol i ! i i
" RO e PRt AR R T f'-'J-’-TS;'if;'-‘?r':-'u-.-‘-a&?r..*."“-?ﬂw-- «-.'f.'(‘!':'."fzpz'
,;:._u;ﬁ‘-";'i'-'-"L""';“'L‘ RHIEET SRR, 5 T %! _I
Kinase?

PKA PKC (7
GRK2 ROCK \l

"LM Activated ERM
i\\

monomer
: =
C‘j @Inamiue ERM

monomer

W i //

ERM oligomer or dimer-linked by N/C ERMAD associations Cytoplasm
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ARCHITEKTURA AKTOMYOSINOVEHO CYTOSKELETU URCUJE POZICI CENTROZOMU
VUCI GEOMETRICKEMU STREDU BUNKY . . . )

Pattern
shape

NORMAL REDUCED 3 :
ACTO-MYOSIN ACTO-MYOSIN 2 2
CONTRACTILITY CONTRACTILITY <
INTHE 88 |
PRESENCE OF 58 ” & g
MICROTUBULES £ 2 e *:
Vi
4 ) - - - -
centrosome is centered in an centrosome is centered in an -
asymmetric actin network symmetric actin network _
o g_ = & .-.
g 1 3 10 10{ 48
Eé 0 % RN 1 sevene Gefes PR
INTHE £3
ABSENCE OF 1R il B -
MICROTUBULES ot
Symmetry Symmetry Symmetry Symmetry
axis axis axis axis
centrosome is randomly placed cenlroso y placed E
in an asymmetric network in an symmetric network

Nucleus center
relative to Cell Center

Pozice adhezi tedy urcuje pozici centrozomu a s nim spojenych organel (Golgiho aparat).

g
“' :‘ Tyt
it M -5 &
1Y
Etreded 0 D Nl el TR
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Epitelialni polarita
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OSY POLARIZACE V EPITELU

+ Apikalné bazalni — takrka u vSech epitell Apical-basal polarity Planar cell polarity

L= 4

* Planarni — pokud je potfeba funkcné

specifikovat smér i v roviné epitelu.
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Apikobazalni (AB) polarita
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EPITELIALNI BUNECNA POLARITA

* Navzdory funkcni propojenosti musi byt
zachovana funkéni polarita epitelialnich

buneéek:

* Specifické molekuly musi byt orientovany
do lumen, zatimco jiné na rozhrani bunék
a ECM, jinak epitel nemlze plnit své
funkce.

* Polaritu bunék mizeme vidét

Na existenci specializovanych struktur
(napfr. microvilli, cilie)

Orientaci vnitfnich struktur (napf. osa
nucleus - Golgiho aparat/centrozom)

Orientaci cytoskeletu (apikobazalni
orientace mikrotubult, apikalni konstrikce
u epitell vytvarejici tubuly)

Polarized trafficking machinery

Caenorhabditis
elegans

Combined —E

junction

Primary cilium

Apical membrane

Apical sorting
endosome

Apical recycling
endosome
Common recycling
endosome

_| Multi-vesicular body

Trans-Golgi network

Golgi complex

Basal sorting
endosome

Basolateral membrane
Extracellular matrix

Drosophila

melanogaster
Adherens
junction

Septate—
junction
11

ERM-vazajici CAMs

_ﬁ_\/\f\fU\J

Basal body

Microtubule

Tight

junction

N

./

— e s e e e
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MOLEKULARNI ZAKLAD APIKOBAZALNI POLARITY

A

* Signalni draha apikalné bazalni (Par) polarity — S Lumerfosters

Apical
« Evolucné konzervovana sit protein( fidici MW“MWMWMWW\W MWWWWWWWWWR

A X H H H O M Adherens junction
bunécnou polaritu (nejen) epiteld. ’ ‘ I H H el \ e

* V epitelech je jejim hlavnim udkolem odlisit od
sebe apikalni a bazalni stranu bunky a vytvorit
maturované mezibunécné spoje (TJ a Al). B

Cell 1 Cell 2 Cell 3

* Signalizaci lze rozdélit do 3 funkénich domén:

Apical domain

* Apikalni— CRB, Pals, Pat;j

* Jadro Par signalizace — koordinace a vymezeni
apikalni a bazolateralni domény

Basolateral domain

Par3 — lokalizuje do apikolateralniho adhezniho
komplexu (TJ, AJ)

+ CDC42, aPKC, Par6 — apikalni
* Parl, Par5 - bazolateralni

+ Bazolateralni — Dlg (Discs large), Lgl (Lethal Giant

Larvae), Scrib (Scribble) Bi7005 Buné&&né regulace / 05



Neni nutno do detailu znat

a b [Plasma 6\(\'\'
membrane L27 5 o~
19 \ ) 4 V' d
Signal  EGF  Laminin s [Fooooo-Su-Soo- mn Apikalni
eptide motifs motifs b ’
PP . doména

X (T (M = TR

FERM binding >, o |

CRB co  Me9~SH3HHOOK HGUKI-PALS1
Pedins(4,5)P, {Aplcal domain m RACH] !

N ! - ST

e @) @D ¢t N &
CDC4D---PARS w | PARG

Lo i A Apica:junctional ! Semi-CRIB domain : PKC
: complex a - p
JAMs | -. y |®« @. JLE 1 binding aPKC JadrO PAR
Nectins 11 T - £-cadherin Ol i o d i . .
. R gomerization . q) v \domain N
N _ 1 e e & & signalizace
junctional ,E \ S l O PAR3
compl . " . '
e @ \ Apical junctional — | =_ o, -, _1'
complex RRR LTI S
- ~~::{CPARS/IA33T]) PARs
§—F’td|ns(3,4,5}P3 ] o il

»@--F -(Kinase _HUBA}- <™ O PARI
(B-propeller #=B-propellerft= Hinge |t—————————LGL

: <

1 Q V4 ’
Q-.
| (B CASP B LASP p—t39=0309——  SCRIB Bazo[ateralm
—Basolateral domain ) . domena
27 Q\h>
AL ) —&~—EHEHAGORHGIK] DLG
BB e = = = = = = =
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APIKOLATERALNI ADHEZNi KOMPLEX

* PAR3 (partitioning-defective 3)

* Potencialné klicova komponenta celé signalizace, unikatni schopnost oligomerizovat

(= phase separation).

 Soucast PAR komplexu — s PARG6 a atypickou protein kindzou C (aPKC)

* PAR komplex je esencialni funkéni organizator A-P polarity
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Vyznam C. elegans pro objev principu A-P polarity

e A-P polarity vyuziva stejné mechanismy jako prvni asymetrické Meiotic anaphase
v ’ . . - . Cyclin B/CDK-1-dependent
deleni u zygoty C. elegans. Odtud terminologie PAR = partitioning- Symmetry

H breakin
defective. ’ \
| S phase
o— Q) Asymmetric contractility
-/ PAR-2 cortical loading
Polarity
establishment
Prophase
Pronuclear meeting
PAR-6
——— PAR-2
Ef‘('é'g F— PAR-1
Polarity -

maintenance Metaphase

Posterior spindle displacement

GFP::PKC-3 / mCherry::PAR-2 + CRT90

Anaphase/Telophase
Cyclin B/CDK-1-dependent

2-cell stage embryo

Asynchronous division
Cyclin B/CDK-1-dependent

GO0
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ROLE PAR SIGNALIZACE V POLARIZACI

 Par signalizace neobsahuje komponentu s charakterem receptoru pro

vewr s 2 L vaviw vy o vevs 4 Apical
vnéjsi signal. V naprosté vétsiné bunécnych kontextl tak vnéjsi signal junction
rozhodujici o sméru polarizace mUze byt rzného charakteru: NN A A A ‘,:"""«, f ‘,f""‘", A ;"'""a
* Preexistujici bias gv\( 'I VUV S
| U e P o~
Apical = Cdf4; --...--."_
+ Ustavené spoje s ECM nebo jinymi burnkami Crb—Par-6-aPKC 1
N i (Par-3) ™
v . . s 4 \ { A\
+ Architektura cytoskeletu (napt. pozice centrozomu a asociovanych organel) ‘ [ '
Yurt i
+ Lokalizace specifickych receptor(i na povrchu bunky
Par-1 |
* Novy pozi¢ni signal Lateral | [Serib=Dlg=Lgli —
* Adhezni signalizace (integriny, selektiny...) [ I
* Jakakoli jina mezibunécna signalizace (EGF, Wnt...) RupCaul 0 - Cadherin; I
* Mechanicky stimulus (napf. stlaceni) \ 4 |

—

Apical components
Lateral components
) i ., ) Apical junction

* Par systém tedy nejspiSe nema linearni charakter jako jiné signalizace, components

pouze amplifikuje jiné pozi¢ni signaly, a realizuje vznik funkéni polarity

* Gradientové stimuly (chemotaxe, koncentrace Zivin)

pomoci antagonistickych interakci svych komponent.
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V 4

ADHEZNI SPOJE JSOU Z HLEDISKA AKTINU NEJDYNAMICTEJSI CASTI

EPITELU

Mista mechanickeho propojovani epitelidlnich bunék A
vyZzaduji ¢astou prestavbu, aby prizplGsobily mechanické ‘
vlastnosti novym podminkam. K tomu je potreba
raznych aktinovych regulator(, typicky malych GTP3z.

Bézné dlvody pro prestavbu muzou byt:

7

* Bunécné déleni

* Rast

* Apoptodza

* Mechanicky stres

* Transmigrace leukocytU

e R B
thickness 351}"}7{-11;@ o

0.0 0.5 1.0 15
pm

Skryté (“kryptické”) protruze v mistech adheznich
spoju, které vznikaji jako vedlejsi produkt aktivity
aktinovych regulatort (Rac, Rho, Cdc42).
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BAZOLATERALNI
DOMENA

* SCRIB (Scribble), DLG (Discs large), LGL (Lethal
. VANG1 CASK  Phospholipids
giant larvae) ! U

DLG

* Nejméné znama ¢ast polaritni signalizace. :

: ;

. ilv ridi i i i « WASP/Gurkh = APC
U Drosophily fidi vznik septate junctions, u o B
obratlovcl velkd mira redundance. %[_J | B,-Spectrin
- Pfi KO SCRIB a jeho paraloglG (Erbin, Lano) > | | by e W e
dochazi ke kompletni disrupci AB polarity u o aPKC
v . * PI4P, PI(4,5)P, (plasma membrane)
bunék kol. karcinomu. « Non-muscle myosin Il

* Interakce s proteiny planarni polarity (viz dale) fie

a mezibunécnymi spoji (beta-katenin)
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Planarni bunécna polarita (PCP)
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PLANARNIi BUNECNA POLARITA V KRIDLOVEM EPITELU
DROSOPHILY

* Drosophila jakozto model mozaikovitého vyvoje, obsahuje
celou rfadu bunécnych fenotypl, které vyZaduji velice
presnou pozicni specifikaci.

 Kazda z bunék epitelu kfidel obsahuje po jednom
aktinovém chloupku, jehoz pozice je prisné koordinovana
s okolnimi bunkami.

* Planarni polarizaci fidi 2 specializované polarizaCni
signalni drahy.
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HLAVNI PLANARNE POLARIZACNI SIGNALNIi DRAHY U
DROSOPHILY

 Fat/Dachsous

* Frizzled/PCP core

* Obé ridi polaritu z adherens junctions.
* Obé obsahuji kadherinovou komponentu.

* Obé se podili na stejnych procesech, jejich vzajemny vztah vsak neni dosud plné objasnén.

classical cadherin

=t A
(E-cadherin)

Fat cadherin

Flamingo | \é
|—||-.-|-.-||- D R I e
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(a)

FRIZZLED/PCP JADRO

pouch

proximal distal proximal distal

S &2

Stbm

* Cadherinovou komponentou je atypicky kadherin Flamingo (Fmi, u obrat.
CELSR), ktery lokalizuje na oba pdly bunék a kotvi polarizacni komplexy:

o 3 3 . . wing imaginal disc prepupal wing 28 h APF pupal wing
* Distalni — podobny receptorovému komplexu Wnt signalizace

anteroposterior boundary dorsoventral boundary

*  Frizzled (Fzd) — transmembranovy GPCR

(d)
* Dishevelled (Dvl) a Diego (Dgo) - intracelularni

*  Proximalni: _\ i (_
EJIEY

1]
nnn

>
+ Strabismus (Stbm, u obratlovcd VANGL) — transmembranovy gg =4 -
protein nejasné aktivity -rég g;
*  Prickle (Pk) — intracelularni cm Qi
* + dalsi efektory zodpovédné za polarizovanou tvorbu _) L
aktinového chloupku
proximal P distal
* Charakter signalu orientujiciho polarizaci v tomto modelu je v
soucasnosti debatovan. 0 By
Stbm

global cue

proximal P distal

o . . . Bi7005 Bunécné regulace / 05
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Pripomenuti: WNT (WINGLESS/INT)

+ rodina ligandu

« 19 gend pro proteiny Wnt u ¢lovéka a u mysi

- extracelularni proteiny modifikované glykosylaci a palmitoylaci
* pusobi na kratké vzdalenosti, vazi se k extracelularni matrix

«  pouze u mnohobunéénych zivoCichu

kanonicka draha nekanonicka draha
/zavisla na B-kateninu/ /na B-kateninu nezavisla/
(napf. Wnt-1 or Wnt-3a) (napfr. Wnt-5a)
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DALSI ROLE PLANARNI POLARITY:

* Orientace mikrotubulového cytoskeletu:

(a)

%

wi sthm mutant ft or ds mutant

(e)

pkPk-sple mutant PkSPle overexpression

Figure 7. Regulation of microtubule alignment and polarity. (&) In wild-type wings at 24 h APF, microtubules are aligned
along the proximodistal axis, and in the proximal region of the wing the plus ends are subtly biased towards the distal
cell end. Fz and Dsh particles (green and blue dots, respectively) are associated with microtubules and their
movement is biased towards microtubule plus ends. () Loss of Fz or Stbm does not affect microtubule alignment or
plus-end bias. (¢) Loss of Ft or Ds disrupts microtubule alignment along the proximodistal axis. (d) Loss of both
isoforms of Pk does not affect microtubule alignment, but the plus-end bias in the proximal wing is lost. (&)
Overexpression of Pk reverses the bias in microtubule plus ends in the proximal region of the wing, and there is a
reversal in the movement of Dsh particles.
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S Semicirular Orientace stereocilii vlaskovych bunék ve

Vestibular

Temporal bane
Malleus

vhnitinim uchu

Ear canal

Vangl2 -P/LP

Stapes (Ut
Eardrum Found
win dow
Eustachian
tube

Qian et al., 2007, Dev. Biol.
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Anterior -
—»

K5

.‘_
b TR

Sagittal view
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uninjected

Ortology , klicovych” genl zapojenych do PCP signalizace vykazuji u
obratlovcu typické fenotypy souvisejici s prodluzovanim télni osy
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100 min




A2 PCP signaling in convergent extension movement

Anterior

Medial | Lateral

Posterior
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Convergence

— medially =— F'ﬂftral
Extension
along
- . mgtrr:caudal
Lateral bled izl Lateral il
L
Craudal r

Konvergentni extenze — migrace bunék smérem ke stredu
téla — vede k prodluzovani télni osy
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dia CE - Kellerovy explantaty (Xenopus)




Moznosti studia CE - Kellerovy explantaty (Xenopus)

control XLRP5 MO XLRP5 MO
+ mLrp5
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myosinovy cytoskelet

+95 min

I PCP proteiny aktivuji b&éhem CE aktino- .GF'P-szf _ T

el TR




Dusledky narusené konvergentni extenze (CE)

Apical wedging
of nauroapithalium Exencefalie

=

L Contfinuing
convergent extension

Syndromy rozstépu patere

Shaping of lataralfdorsal
naural tesus

Hamblet et al., 2002, Development




Signaling Noncanonical Signaling
OFF ON

. WNT5A

2.2 -2

KliCové molekuly:
Destructi .
| o Wnt5a (ligand)

.

KIF2654 NP, ROR1 a ROR2 (receptory)
;ﬁi‘fﬁjﬂiﬂ @ proteasomal DVL (dishevelled) —
B de.gra;aff cytoplazmaticky protein
®

N\ 4

Cytoskeleton dynamics
v

Cell migration dynamics
Tissue morphogenesis
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Wnt5a knockout embryo

Wﬂfﬁam Wn I.‘S.E.-'*“'r 2

+/+ -/-

- defekty v morfogenezi struktur
vystupujicich z téla (outgrowth)
jako jsou koncCetiny, ocas,

hlavoveé struktury nebo genitalie

E 18.5

Yamaguchi et al., 1999



Wnt/PCP ovlivauje morfogenezi diky kontrole
bunecne orientace a asymetrickeho deleni

| Control CT-based 3D reconstruction of E15.5 Wnt5a—/-

RESEARCH ARTICLE

Yl el AT R WL

53
A" Wnt5a LIFE SCIENCES 2016 © The Authors, some rights reserved;
exclusive licensee American Association for

Analysis of neural crest-derived clones reveals the Acharcemmentof Scence, Disriutnd

under a Creative Commons Attribution

novel aspects of facial development HonCommencal License 40 (0C BY-HC

10.1126/sciadv.1 600060

Marketa Kaucka,'* Evgeny Ivashkin,'?* Daniel Gyllborg,> Tomas Zikmund,* Marketa Tesarova," Jozef Kaiser,”
Meng Xie," Julian Petersen,’ Vassilis Pachnis,® Silvia K. Nicolis,” Tian Yu,® Paul Sharpe,® Emest Arenas,?
Hjalmar Brismar,® Hans Blom,® Hans Clevers,'® Ueli Suter,'" Andrei S. Chagin,' Kaj Fried,'?

Andreas Hellander,"*™* Igor Adameyko'-**

R




Mutace v ROR2 (a take WNT5A a DVL3)
zpusobuji Robinowuv syndrom

Robinowlv syndrom - soubor pfiznakl autozomalné& dominantné dédi¢né
dyschondroplazie. Trpasli¢i vzrlst je disproporciondlni, pfitomna je
brachymelie, vystouplé Celo s hypertelorismem, hypoplazie dolni Celisti s
cetnymi anomaliemi zubd, hypoplazie skrota a penisu, kryptorchismus.
Plodnost a dusevni vyvoj je v normé

Provided by S. Stricker




Podobna mutace v DVL2 jako je pozorovana u pacientu s RS podminuje
specificky fenotyp buldoku a buldoCku




KONZERVOVANOST FZD/PCP CORE NAPRIC ZIVOCISNYMI
MODELY
wild-type PCP mutant ,
Drosophila wing Drosophila eye Drosophila SOP cell %
m el ‘ tri -(;fang!2) §
X Equator %
Proximal —>» Distal Anterior —>» Posterior ‘E
Vertebrate Mammalian Vertebrate E
hair cell hair follicle multiciliated epithelium
i
0000000 na| 000000900}
_ . | elele)ele) QO olelelk:
Medial —>» Lateral |Anterior —>» Posterior O @@@© @@©@©®% ©©®®®©©©®©© ®© £
—— Pk, Vang —— Fz, Dsh, Dgo —— Fmi COO00000OB|lpprn00000
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HIERARCHIE EPITELIALNI POLARITY A BUNECNY KOMPAS

1. Inicidlni signal ustavujici apikalné bazalni osu - CDC42
2. Stabilizace a vytvoreni funkéni apikobazalni polarity — Par systém
3. Do vytvorenych adheznich spojl se lokalizuje Flamingo/CELSR
4. Polarizace PCP na zakladé vnéjsiho signalu
A ~
’ = i !
e, (_—_x_-m(::;r @@ Flamingo
o = @ Frizzled
* =*® @@ Strabismus
- o - @ Dishevelled
‘{} o . o @ Prickle
~ @ i) O Diego
- - i

Apikobazalni a planarni polarita predstavuji dvé na sebe kolmé osy, podle kterych je mozné v bunce
orientovat cytoskelet. Lokalni aktivaci aktinovych regulatori (obvykle z oblasti adheznich spoji) je mozné za
pomoci aktomyosinové kontraktility a orientace mikrotubulli organizovat ve 3D vnitini architekturu bunky.
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SHRNUTI

RGzné adhezni molekuly tvofi specifické domény na povrchu epitelu, avsak jsou funkéné

propojené pomoci aktinového kortexu.
 Apikobazalni polarita epitell je fizena evoluéné konzervovanym systémem PAR protein.

- PAR signalizace nejspiSe nema linearni charakter, pouze zesiluje predem existujici

pozi¢ni informaci.

* Apikolateralni adhezni komplex (AJ + TJ) je dulezitym organizacnim centrem polarity

epiteld, je dynamicky a mlze slouzit jako inicia¢ni misto protruzivni aktivity.

« Apikobazalni a planarni polarita vytvari 2 osy, podle kterych je vystavéna architektura

aktomyosinového cytoskeletu v epitelech. Ten urCuje vnitfni organizaci bunky.
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Extra slides
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OSNOVA:

* Typy mezibunécnych spojeni * Bunécénd migrace

- Kadheriny - ZpUsoby buné¢né migrace
*  Struktura *  Procesy predniho konce
+ Clenénf - Tok aktinu

* Vazba k cytoskeletu Hierarchie signalizace protruze

* Integrin *  Vzruchové sité
griny
« Struktura, aktivace + Slozeni fokalni adheze
* Interakce s IgCAMs * Procesy zadniho konce
* Vazba k cytoskeletu - Vazba na membréanu
* Epitelialni adheze k ECM +  Kontraktilita aktomyosinu
* Fokalni adheze (Uvod) *  Rozlozeni fokalni adheze

* Bunécna polarita
* Apikobazalni polarita
* Planarni drahy bunécéné polarity

Fat/Dachsous

Fzd/PCP jadro
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EZRIN-VAZAJICI MOLEKULY JSOU NEZBYTNE PRO APIKALNI
STRUKTURY EPITELU

- ERM proteiny jsou dulezité pro
organizaci aktinového cytoskeletu
apikalni strany epitelu

* Lokalizace do mikrovill, a jejich
absence/dysmorfie pfi vyrazeni ERM

* Vyfazeni ERM proteinl zpusobuje
rovhéz defekty v mezibunécnych
adhezich -  funkéni  propojeni
aktinového kortexu po celém obvodu
bunky.

" interr=adiate filaments BASAL

s oo Bi7005 Bunécné regulace / 05




FAK/SRC KOMPLEX

Cytosolic FAK Autoinhibited FAK dimer
Linker
Kinase FERM |
domain domain
(KD) :
Catalytic -
site
Membrane Membrane
binding site binding site
l
Dissociation of intramolecular

Interaction with charged lipids FERM-KD interaction KD establishes further contact to

in plasma membrane negatively charged lipids
4]
— —_—

f Primed FAK oligomer
Structural reorganization Phosphorylation of tyrosine in linker
and repositioning of by KD of another FAK dimer
FERM-KD linker in trans

ol

https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/embj.2020106234

©EMBO

https://www.nature.com/articles/nrm1549
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https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/embj.2020106234
https://www.nature.com/articles/nrm1549

KOMPLIKACE PRI ZKOUMANI APIKOBAZALNI SIGNALIZACE

PAR signalizace je pritomna ve vétsiné bunécné polaritnich procesl
v zivoCisnych tkanich.

U nékterych modelt fidi uz velmi brzké vyvojové procesy, napriklad
asymetrické déleni u zygoty C. elegans. PAR = partitioning-defective.

GFP::PKC-3 / mCherry::PAR-2 + CRT90

Meiotic anaphase
Cyclin B/CDK-1-dependent
Symmetry

breaking
=y, Sphase
o— Q) Asymmetric contractility
-/ PAR-2 cortical loading
Polarity

establishment

Prophase
Pronuclear meeting

PAR-6
—| PAR-2
PAR-3 |—— pAR-1

Polarity PKC-3

maintenance Metaphase

Posterior spindle displacement

Anaphase/Telophase
Cyclin B/CDK-1-dependent

2-cell stage embryo

Asynchronous division
Cyclin B/CDK-1-dependent

GO0
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USTAVENI APIKALNi DOMENY

4. CRB/PALS/PAT) komplex stabilizuje

2. PAR6 s aPKC jsou 3. Komplex asociuje s GTPazou apikalni doménu (prima interakce
lokalizovany na apikalni CDCA42, ktera jej lokalizuje na s Par6/aPKC neni prokazana)
membranu. Interakce budouci apikalni membranu Kinazova aktivita aPKC odstranuje
aPKC s PI4P nebo PIP2. (vnéjsi pozi¢ni informace!) jiné polaritni proteiny z apikalni

domény (PAR3, PAR1, LGL)

Apical
Tnembrane iS domain —ES domain PS domain
@ (PBD“K_,/"( Kinase 3) /PBl\"Q_/\-E Kinase @
S—_ 7 — 7/

PBIHCRIBf . o

Membrane-bound

Par-6-aPKC complex Cdc42-Par-6—aPKC complex (active?)

PS domain (fully active)
S
@ L 1l
@ CRIB @ * Kinase | Yurt Par-1 Lgl Baz(Par-3)
Par-6 aPKC (inactive) Downstream targets

1. PARG6 tvori komplex s aPKC
(u obratlovcu PKCY), ¢imz

se aktivuje.
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' Epithelial
: cell

b
=
E
x
=
o

Global PCP module

B Dachsous (Ds)
Diego (Dgo)
Dishevelled (Dsh)

M Fat(Fy

I Flamingo (Fmi)

B Four-jointed (Fj)
Fritz

Frizzled (Fz)
Fuzzy (Fy)

B Multiple
wing hair {Mwh)

B Frickle (Fk)
B Van Gogh (Vang)

¢ Core PCP module

Fmi

Core PCP proteins instruct
PCP effector localization

d PCP effectors

Actin
polymerization
is blocked

Actin
polymerization

Non-canonical
Wnt-PCP pathway

polymerization

Microtubule Trénscriptional

stabilization 2Ctivationof cell
survival genes
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Small intestine ey ;; “"":r
[ V4 v 1 f‘dy::_ .
* Model: epitel tenkého streva e o
/ bacteria < » i Yoz ~ 0
b, X & &

i = Mucus
(:0)

 Strevni epitel je v prubéhu Zivota neustale
opotrebovavan a obmeénovan.

* Umirajici enterocyty se uvolnuji z hornich casti
vilu a jsou prubézné doplnovany z kmenovych
bunék na dné krypt (viz. Fyziologie bun.
systému).

 Jak se ovsem bunky dostanou na vrchol vilG?

Enteroendocrine
cell

Enterocyte

Stromal
cell



* Model: epitel tenkého streva - oo U 2

» Klasicky model — tlakem délicich se bunék

* Neobstoji — bunky ozarenych mysi se pohybuiji i pokud
je bunécné déleni zastaveno

EdU 18h control HU

https://www.science.org/doi/10.1126/science.aau3429#



A

* Model: epitel tenkého streva
e Aktivni migrace?

* Indukci mozaikové exprese aktinového reportéru se
ukazalo, ze bunky tvori na bazalni strané (“krypticka”)
lamellipodia, zavisla na aktinovém regulatoru Arp2/3.

LifeAct-mCherry LifeAct-mCherry
E-cadherin laminin
C
E F apical
control CK-666
front front
£
| = c 2
S S %
B 3 g
f=l) o =
= 4 £ -%
6 =
34 'ﬁ 29 g
n= n=.
back c
g front back front back
E

control CK-666

CK666 = inhibitor Arp2/3

LifeAct-mCherry LifeAct-mCherry
DNA nidogen-1



* Model: epitel tenkého streva

e Aktivni migrace - B
* Indukci mozaikové exprese aktinového reportéru se P B
ukazalo, ze bunky tvori na bazalni strané (“krypticka”) ff{"'mive_ § 5
lamellipodia, zavisla na aktinovém regulatoru Arp2/3. = ’ s ¥ o

* > Hypotéza — buriky migruji ve vilech aktivné pomoci ! ' °_U<—I—>'§ §
kryptickych lamellipodii. E - A

* = matematicky modelling: IR el vy ¥
| o

» predpovéd hustoty, rychlosti bunék a mechanické¢ <A TTm, 0 @ Soeeeeoeeceeen
tenze v jednotlivych kompartmentech -
experimentalni ovéreni

aa10} Buiysng

A Mitotic
' pressure




* Model: epitel tenkého streva

* Aktivni migrace
* Experimenty potvrdily gradient mechanické tenze a
rostouci rychlosti bunécné migrace smérem ke Spicce
vilu. Z drivéjSka rovnéz byla znama dulezitost
mezibunéénych adheznich spoju pro cely process.

e Pokud se vsak bunky pohybuji pomoci lamellipodii na
bazalni strané, procC pro spravnou migraci potrfebuji
mezibunécné spoje? Jak jsou mezibunécné spoje
lokalizované na lateralnich stranach propojeny s
migracnim procesem na bazalni strané?

é o” e L} "

» ] ]

T [ Active. ’
1

: migration . Front '

'  E '

i : 2 z

L L]

D =3

b : D 8

L} [} n

] [ ] "

[ ] L]

L]

] n

L)

SNIIA

8040} Bung




Totoznost distalnich regulatoru aktinu umoznuje funkcni
propojeni cadherinovych a integrinovych adhezi

* Model: epitel tenkého streva
» Aktivni migrace

@ Arp2/3 complex

. . vy s . . , o Foll Cell Leader Cell A
 Jak jsou mezibunécné spoje lokalizované na RERCNIRL e cacer S —actinassembiy
’ ’ , . . v s F-actin network
lateralnich stranach propojeny s migracnim = et
rocesem na bazalni strané? = = @

procesem na bazamn stranes o = 0=

e Dalsi vyzkum zjistil, ze krypticka filopodia jsou = » <
pritomna i u jinych modell kolektivni epitelidlni =2\ ' v
migrace. " Cryptic Lamellipodia—— ' '

Direction of Migration

* Adherens junctions (AJ) slouzi jako rezervoary

aktinovych regulator( v epitelu, a to véetné Arp2/3. « Catenin KO

Pri vysSi mechanické tenzi, nebo pri experimentalni B 4 Contractility
disrupci AJ se tyto molekuly uvolnuji a dochazi k Intercellular space vAdhesion
tvorbé kryptickych lamellipodii. Smérovana tenze tak
umoznuje orientovanou tvorbu lamellipodii. = o
— [pu—-
\';..
https://rupress.org/jcb/article/219/10/e202008069/152110/H e , = .__s.l;:fe o

ands-and-feet-Closer-than-you-think-in-epithelial
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Apical junctional

+ complex
J}E—cadherin

' \ Apical junctional -
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Komplikace pri zkoumani apikobazalni signalizace

U obratlovcu existuje redundance mezi komponentami PAR signalizace, ¢imz se ztézuje
jeji zkoumani. U bezobratlych model(, které jsou nejlépe prostudovany, se vsak
morfologie klicové mezibunécné adhezni domény lisi.

U Drosophily neexistuji tésné spoje, misto nich jsou zde tzv. septate junctions (SJ), které

vSak mohou byt v rlznych pozicich vici AJ v zavislosti na typu epitelu. U C. elegans
existuje jen jeden kombinovany typ spoje.

Drosophila
C. elegans jiné epitely midgut vertebrates

AJ SJ TJ

| | | SJ

AJ AJ




oskeletarni efektory AB polarity

—Primary cilium

Apical _ Basal bOdY Microvilli i
dc—main| Crbﬂ:\ Y N LN I YAWA I
..\. ./_.- e ) ‘-FC() FoA_S (- e _,\ I
\{ dlns(4 5)F, TGFBRl
@ALSD T JARE ASE{:?
& |
i Qccludin |E-cadherin —jIJI"ICl‘IDI'I
Immature—| | i + 4+ 4+ Actomyosin 1\
apical 3 Claudin belt o
junctional i %@ CRE 4 \/
complex Central . Adherens
microtubule  § junction

¥
Ptdln5{3,4r5)F’3§ Cortical
ortical
microtubule

dLamlnln ( Nucleus r
e @ \ J
LY =

Integrins

Basolateral
domain| /',

ARP2/3 actin assembly, N
membrane protrusion iy

Microtubules
stabilized

Recycling
endosome /

Nucleus and | @1
centrosome
position

EMT

Laminin MET

| |Actomyosin o
| |contraction | |

*» Centrosomal microtubulesl"-\._
» Actin-mediated motility e

/

» Mesenchymal markers
* Front—rear polarity
* Junction dissolution

Epithelial markers, apical-basal polarity, junction assembly, non-centrosomal microtubules,

specialized actin organization and polarized trafficking machinery



V apikolateralnim adheznim komplexu se schazi efektory vsech tri domeén
za uCelem maturace a udrzby bunécnych spoju

Localization
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Fat/Dachsous

* 3 komponenty:
* Ft a Dachs — protokadheriny

* Four-jointed (Fj) — kindza v Golgi aparatu, modifikuje jejich
extracelularni domény, ¢imz méni jejich vzajemnou afinitu.

Fj a Dachs jsou exprimovany v opacném gradientu ve
vyvijejicim se kridle. Vysledkem prelozeni téchto

gradientl pres sebe jsou bunky s polarizovanou distribuci
Ft a Dachs.

Global PCP module

Epithelial - Trichome
cell J
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E (b)
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