Povezovanje celic v tkiva

Lodish: Integrating cells into tissues,
W.H. Freeman & Co., NY.
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Membranski proteini in veccelichost

* adhezijske molekule (CAMS): zdruzevanije enakih ali
podobnih celic v tkiva

 medcelicni stiki: stabilizacija povezav in komuniciranje

 celice izloCajo medcelicnino ali zunajcelicni

matriks (ECM): povezovanje in migracija celic; zaloga
hormonov, ki uravnavajo rast in razvoj
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Za integrirano
delovanje celic v
tkivih so v glavnem
odgovorni:

 presledkovni stiki
* tesni stiki
* stiki med CAM

e stiki z medcelicnino
—

komunikacija s citoskeletom

> Apical surface

~ rlateral surface




Presledkovni stiki
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- Prehajanje ionov in molekul < 2 kDa (ak, ATP, cAMP, IP; ...)
- ElektriCcno in metabolno sporazumevanje med celicami
- Regulacija: dvig [Ca?*] in padec pH zapreta stike
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Tesni stiki .
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Adhezijske molekule (CAMs)

« Kadherini (Ca?)
Cell-ECM — Integrins

* CAM naddruzine Ig
- Selektini (Ca2*) CAMs e

* Mucini ot L 9T
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Adhezijske molekule (CAMs)

» kadherini: funkcija odvisna od Ca?*
* naddruzina imunoglobulinov

» selektini: funkcija odvisna od Ca?*
* mucini

* Integrini



Homophilic & Heterophilic Interactions of Cell Adhesion Moleculesl

Homophilic interactions

Heterophilic Interactions

Ligand n
adjocent cell

Fioronectin
Ig domains
interoct
] Leclin domain
binds calbohydrate Ll
N-terminal doman fcauses in igond
dimeriationg ci
codherin dimexs fr
odacent cell §
| N-CAM | [Coo\_\erin] : M]

N Ji

Tip | integralni MP 720-750 ak, 50-60% identi¢nih ostankov.
Za dimerizacijo, s tem pa za zmoznost adhezije, so potrebni Ca?* ioni.
Porazdelitev razlicnih kadherinov je znacCilna za posamezna tkiva.
Odrasli vretencariji: najveC E-kadherina.




Kadherini:

- transmembranski proteini tipa |
- kadherinske ponovitve (med njimi se veze Ca?*)

- vezejo se samo na kadherine istega tipa

kadherini
(naddruzina)

— 1

dezmosomalni : :
s . . nekonvencionalni/
klasicni protokadherini (dezmogleini+ vy
. nerazvrscéeni
dezmokolini)




Glavne kadherinske molekule na sesalskih celicah

Molecule Predominant Cellular Distribution

E-cadherin Preimplantation embryos, non-
neural epithelial tissue

P-cadherin Trophoblast

N-cadherin Nervous system, lens, cardiac and

skeletal muscle

> 40 vrst kadherinov. Pomembna viloga pri diferenciaciji tkiv,
vzpostavljanju povezav med nevroni ...
|lzguba kadherinov na povrsini celic = metastaziranje; rak
E: epitelijski, P: placentalni, N: nevronski,
V: vaskularni, T: brez citoplazemske domene ...



Medcelicne povezave s kadherini

* Adherencni stiki (tudi pasovni

desmosomi): pri epitelijskih celicah
stiki, ki jih tvorijo E-kadherini. Katenini
pa povezujejo E-kadherine z obroCem
iz aktina in miozina.

 Dezmosomi (tudi toCkovni

desmosomi): so medceliéni stiki, ki
jih tvorita kadherina dezmoglein in
dezmokolin. Kadherine povezujeta s
keratinskimi (intermediarnimi) filamenti
v citosolu plakoglobin in plakofilin.

Microvillus

Gap junction

Intermediate

filament

Hemidesmosome

Basal Iamina*{
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Adherencni stik
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Dezmosom

Plasma Cytoplasmic
membrane ~ plaque

lobin,

Intercellular [plakoglobin
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Z desmosomom povezana keratinocita

Intermediate Cytoplasmic
filaments plaques

Plasma l

membranes



Adhezijske molekule (CAMs)

 kadherini: odvisni od Ca?*

* naddruzina imunoglobulinov
* selektini: odvisni od Ca?*

* mucini

* Integrini



| Homophilic & Heterophilic Interactions of Cell Adhesion Molecules|

Homophilic Interactions C_ Heterophilic Interactions D

N-ferminal doman causes
dimerizatiory dmess bind 1o

codherin dimexs from
odacent cell

P-Selectin

; Doy

Neural-CAM (N-CAM; adhezijske molekule v nevronih), Vascular-CAM, Inter-CAM
Neodvisno od Ca?* tvorijo homo-, pa tudi heterofilne interakcije (npr. I-CAM z integrini).
Kodira jinh en gen. Variante so posledica alternativnega izrezovanja in razlik v glikozilaciji.

RVE R4
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Adhezijske molekule (CAMs)

 kadherini: odvisni od Ca?*

* naddruzina imunoglobulinov
* selektini: odvisni od Ca?*

* mucini

* Integrini



| Homophilic & Heterophilic Interactions of Cell Adhesion Molecules]

Heterophilic Interactions
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Selektini sodelujejo pri vezavi levkocitov (monociti, nevtrofilci, limfociti T in B) na
endotelijske celice v Zilah, pri interakciji celic z elementi ECM ...
Spadajo med lektine (vezejo ogljikove hidrate).

Za vezavo potrebujejo Ca?* ione.
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Extravasation

P-selektin se po aktivaciji endotelijske celice s citokini (vnetje, infekcija) z eksocitozo
zaloznih mesickov izpostavi na povrsini. Vezava med levkocitom in endotelijsko
celico je Sibka. Levkocit se 'kotali' po endotelijski celici. Vezava PAF na PAFR sprozi
aktivacijo integrinov na levkocitu in njihovo vezavo na endotelijski I-CAM (Inter-CAM),
CAM iz naddruzine Ig, kar ucvrsti vezavo med celicama.



Adhezijske molekule (CAMs)

 kadherini: odvisni od Ca?*

* naddruzina imunoglobulinov
* selektini: odvisni od Ca?*

* mucini

* Integrini



Osnovne lastnostli mucinov:

- visoko glikozilirani, predvsem v osrednjem delu strukture

- N- in C-konec je bogat s Cys

- osrednji del (50% Ser in Thr) vsebuje >100 O-vezanih sladkornih verig

- zdruzujejo se v agregate z 105-107 Da (nekovalentne interakcije in S-S)
- SO pomembna sestavina sluzi

- predstavljajo bariero za proteaze

Generic structure of a mucin monomer
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Struktura mucina
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Glavne funkcije medcelicnine
(ExtraCellular Matrix - ECM)

Organizacija celic v tkiva

Koordinacija celicnih funkcij

Platforma za migracijo celic

Aktivacija signalnih poti za diferenciacijo
In delitev celic ter izrazanja genov



Proteinske sestavine medcelicnine

* proteoglikani: viskoznost, varovanje celic

» kolagenska vlakna: ¢vrstost
* multiadhezijski proteini: povezava elementov ECM z

receptorji na povrsini celic

PrijemalisCa na celicah:
- Integrini,

- selektini,

- proteoglikani

Cell-adhesion
molecules

Glycosaminoglycans

Cell-cell adhesions

/—H
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Cell-surface
proteoglycan
core protein

membrane

Matrix proteoglycan
core protein

Intracellular
attachment protein

Cytoskeletal proteins

Cell-matrix
adhesions

———— Collagen
t— iber
Multiadhesive protein




| Homophilic & Heterophilic Interactions of Cell Adhesion Molecules
Homophilic Interactions
| 1

Ligand n
adjocent cell

Fioronectin
Ig domains
interoct
N-terminal doman causes
dimerizationy dmess bind 1o
codherin dimexs from
odacent cell
| N-CAM| L [Cadherin] P-Selectin

g

Integrini: ap heterodimeri (sesalci: ~24 razli¢nih kombinacij
ene od 18 a in ene od 8 3 podenot).
Vecina celic izraza integrine z razliCnimi ligand-vezavnimi specificnostmi.
TarCne molekule vezejo sorazmerno Sibko.




Glavni funkcionalni deli
Integrinske strukture
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Nekateri vretencarski integrini
In njihovi ligandi

Subunits Ligands
B, a Collagens, laminin
a; Collagens, laminin
sy’ Fibronectin, laminin
s Fibronecting VCAM-1
s Fibronectin
o Laminin
a- Laminin
ay Fibronectin, vitronectin
B ) ICAM-1, ICAM-2
g C3b, fibrinogen, factor X; ICAM-1
¥y Fibrinogen, C3b
B;! ayl Fibrinogen, fibronectin, von

Willebrand factor, vitronectin,
thrombospondin

ay Same as Biay: also osteopontin,
collagen

*The mtegrins are grouped in subfamilies shaving a common B subzenit,
Ligands shown i red are vascelar ligands; all others are protemns
the extracellular matrix,

“These subunits can have multiply spliced isoforms with different cy-
tosolic domains.



Dizintegrini tekmujejo s fizioloskimi ligandi
za vezavo na celicne integrine
(antitrombotiki: inhibitorji agregacije trombocitov)

Tirofiban (FDA; Aggrastat®)
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aktivacija
trombocitov
in agregacija

Pusiavska pursa ali efa (Echis
carinatus)
Echistatin (RGD-Dis)

Eptifibatide (FDA, Integrilin®)

RGD ali KGD

> :?.:’M:.."!‘ ﬂ"’.;g“/ﬁ{‘v{df \Q’fz}'z‘f\"bi ooy
Floridska talna klopotaca (Sisturus

miliarius barbouri) dizintegrin tmmb%ni Eep

Barbourin (KGD-Dis)



Dizintegrini tekmujejo s fizioloskimi ligandi
za vezavo na celicne integrine
(citostatiki)

Ocena antimetastatskega potenciala Vaa-Dis na celicah raka dojke
MDA-MB-231 s testom celiCne rane

v i - Modras
o B 2 ~————_ (Vipera a. ammodytes)

o) 61 = ol —
§ / [ == —

4 ‘/

st

2 //

1 }i//
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Latinovi¢ et al. (2017): Disintegrins from the venom of Vipera a. ammodytes efficiently
inhibit migration of breast cancer cells. Acta Chimica Slovenica 64, 555-559.



Povezave celic z ECM preko integrinov

i

Stress fiber

F-actin

: Keratin
myosin

Adapter proteins

Cytosol (L EY

Exterior

Integrin

Fibronectin Laminin
Focal adhesion ECM Hemidesmosome

Npr. pri fibroblastih, koznih keratinocitih in epitelijskih celicah

* Fokalne adhezije: vzdrzujejo obliko celice, prenasajo mehanske in druge regulatorne
signale (za rast, migracijo) z ECM na celico
* Hemidezmosomi: povecujejo rigidnost epitelnega tkiva
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Kolageni

najpogostejsi proteini v zivalskem svetu
izloCajo jih fibroblasti in epitelijske celice
obstaja vsaj 16 tipov kolagenov
>80% vsega kolagena je tipov I, Il in llI:

ti tvorijo vlakna; tip IV pa tvori 2D mrezo
omogocijo odpornost tkiva na natezno silo
osnovni strukturni element je trojna vijacnica



(a) :
2 o chain Dolzina: 300 nM
Triple helix Gly-Pro(OH)-X (1050 ak/verigo)

(b} Collagen fibril
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Struktura tetive ali kite pod EM.

Na mg je kolagensko vlakno tipa | mocnejSe od jeklenega vliakna!
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Precno povezovanje kolagenskih molekul
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Glavne kolagenske molekule

Type Molecule Compaosition

Fibrillar Collagens

l (1)) f ce2(1)]
Il IEIUNE
I |a1iHl)],
\ lal(V)]s

Fibril-Associated Collagens
Vi [al(VI)][a2(V])]

IX [a (X2 (IX) ][ a3(1X))

Sheet-Forming Collagens
v [a1{IV)]5]a2{IV)]

Structural Features

300-nm-long fibrils

300-nm-long fibrils

300-nm-long fibrils; often with type |

390-nm-long fibrils with globular
N-terminal domain; often with type |

Lateral associauon with type [
periodic globular domains

Lateral associaton with type II;

N-terminal globular domain; bound
glycosaminoglycan

Two-dimensional network

Representative Tissues

Skin, tendon, bone, ligaments, dentin,
imterstital ussues

Carulage, vitrreous humor

Skin, muscle, blood vessels

Similar to type [; also cell cultures,
fetal nssues

Most interstinal tissues

Carulage, vitreous humor;

All basal laminacs




Type-ll fibril

N-terminus

i Vezava na

proteoglikane v ECM

’,\ Flexible

kink  viezan heparan sulfat
T Type IX
50 nm
| S

Glavna kolagenska sestavina hrustanca.
Odpornost proti vec€jim deformacijam oblike.

Type-| fibril

$

Proteoglycan

{ Type-VI
B microfibril
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5nm
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Bolj debela kolagenska vlakna
vV tetivi oz. Kiti.
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Kolagensko

vlakno—fibril

Fibroblast

kolagenskih vlaken (fibrilov),

ZNno iz
ki jih sestavljajo molekule kolagena tipa I.

Y4

Prerez skozi kito: zgrajena je prete



prekinitve v Gly-Pro(OH)-X ponovitvah = fleksibilnost
Triple-helical segment

r A .
. N— C-terminal
N-terminal globular domain (NC1)

gomain (75) dimerizacija
tetramerizacija Collagen IV monomer

Assembly

lateralna asociacija

-~ Collagen IV layer
P

C-terminalna dimerizacija




Dvodimenzionalna mreza kolagena tipa |V ...

... Je osnova za tvorbo strukture — BAZALNE LAMINE
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60—100 nm debela plosc¢a

sestavljena iz komponent ECM
vecCinski komponenti sta kolagen IV in laminin

organizira celice v tkiva (podlaga za epitelijske In
endotelijske celice, obkroza miSicne celice in adipocite)

omogoca migracijo celic (razvoj in vzdrzevanje organizma)
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Epithelial sheet

Kidney glomerulus

Connective tissue Basal lamina
Endothelial cell

Muscle

Basal lamina Connective tissue
Epithelial cell Basal lamina

Muscle cell Plasma membrane
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Nekolagenske sestavine medcelichine

* Multiadhezijski proteini: povezujejo komponente ECM,
ECM in celice (preko CAM) ter vezejo razliche molekule

(hormone, rastne faktorje, hranila).
* Proteoglikani: viskozni, varujejo celice, ustvarjajo volumen.

* Hialuronan: polisaharid, ki se hidratizira v gel (proZnost,
amortizacija, odpornost na deformacijo).

Cell-cell adhesions

(a) Hyaluron (n <50,000) Intracellular

attachment protein
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Cell-surface receptor

@ chain binding domain

Collagen IV
binding
domain

Entactin binding
domain

Collagen IV
binding

Heparin :
binding domain
domain

¥ chain | Three-stranded

coiled coil

Laminin: heterotrimer, M~820 kDa; izo-oblike
z razliénimi verigami a (A), B(B) in y (C).
Oblikujejo mrezast preplet z drugimi
sestavinami bazalne lamine.

Heparin or
heparan sulfate
binding domain

Cell-surface
receptor
binding domain
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| Homophilic & Heterophilic Interactions of Cell Adhesion Molecules]

Homophilic interactions Heterophilic Interactions
[ A 1
Ligand n
adjocent cell
g comains
interoct
] Lectin domain
binds cabohydro
N-terminal doman couses in igond

dimerizationy dmess bind 1o
codherin dimexs from
odacent cell

| N-CAM| L [Cagherin) P-Selectin

E Doy

Fibronektin: multiadhezijski protein, s primarno funkcijo povezovanja
celic z vlaknastimi kolageni (1, Il, Ill, V). Uravnava organiziranost
celicnega skeleta (oblika celice), migracijo in diferenciacijo celic (npr.
potovanje imunskih celic na mesto poskodbe, embriogenezo), ...
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Fibronektin

Eien%a},r,ig 1 gen, vsaj 20 razlicnih produktov

(alternativno izrezovanje pre-mRNA)

RGD
sequences

Cell-
surface
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binding

vezava na integrine
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Fibrin
binding

Collagen
binding

Heparin and
fibrin
binding
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Proteoglikani

O disaccharide
perlecan OC% o
agrekan of
sindekan §Q®O@O
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Zgradba proteoglikanov: delez aminokislin je majhen, prevladujejo
linearni polimeri disaharidov — glikozaminoglikani (GAG).



Stirje razredi GAG

(a) Hyaluron (n <50,000)

D-Glucuronlc acid

(b) Chondroitin sulfate (n < 250)
COO

e

D-Glucuronic acid

5-epimer D-GICUA

Dermatan sulfate
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(c) Heparin/Heparan sulfate (n =15-30)
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~ o(1—-4)
O~ I\ oH O\ oH ©
OH NHSO5;™
(SO37) (COCH,3)
D-Glucuronic or N-Acetyl- or N-sulfo-
L-Iduronic acid D-glucosamine
(d) Keratan sulfate (n = 20-40)
(SO57)
CH,OH CH,OH
HO . - B(1-3)
0 0
OH
O
< OH NHCOCH,
D-Galactose N-Acetyl-

D-glucosamine



Glikozilacija in sulfatacija proteoglikanov

poteka v Golgijevem aparatu

/

(GlcUA—GalNAc),—GIcUA—Gal—Gal— Xyl—Ser/Thr

Core
protein

.- v 2 N v J
Chondroitin sulfate Linking sugars

(or keratan sulfate)

repeats

Gal = galactose GlcUA = glucuronic acid

GalNAc = N-acetylgalactosamine Xyl = xylose
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Poglavitna sestavina hrustanca. Proteoglikanski agregat: osnovne proteoglikanske enote
se povezujejo v 40 nm intervalinh na molekulo hialuronanana.
Osnovna enota (250 kDa + GAG) = 2 MDa, celoten agrekanski agregat >200 MDa.
Lastnosti gela = proznost, amortizacija, odpornost proti deformaciji.



Hyaluronan molecule

< ( na 40 nM ) =—>
Link protein N-terminal
Hyaluronan-binding
f domain
Keratan
sulfate
.
Chondroitin )
sulfate
\

Linking sugars Aggrecan core protein



Sindekani

-

Heparan sulfat 5 > ECM-vezavna regija

Osrednji proteini

Zunajcelicno \

Citosol -~ :
Interakcije s citoskeletom,

PKC in fosfoinozitidi

Proteoglikani na celic¢ni povrsini. Na Ser se vezejo GAG, heparan ali kondroitin sulfat.



Proteoglikani modulirajo hormonsko aktivnost

@ Proteoglikan v matriksu

/Hep/amn\sulfat

Prosti FGF

Sindekan

@ 4

Receptor FGF

@\5

Citosol ]

Zunajceliéno

Moduliranje aktivnosti fibroblastnega rastnega faktorja (FRF):
Prosti FRF se ne more vezati na receptor, po vezavi na proteoglikan se pa lahko.
Proteoglikan-vezani FRF je zasSCiten pred razgradnjo s proteazami.
FRF se sproscCa z razgradnjo proteoglikana.



Hialuronan = hialuronska kislina = hialuronat
Ena od glavnih komponent ECM

Hyaluron (n < 50,000)

6CH,OH
—O B(1-3) 5 0. B(1-4)
oo TN o
n
3 2
NHCOCH;
D-Glucuronlc acid N-Acetyl-

D-glucosamine

* edini zunajcelicni oligosaharid, ki ni kovalentno vezan na protein (~1-10 Mio Da)

* Clovek: ~15 g hialuronana, 2/3 se ga razgradi in ponovno tvori v 1 dnevu

* glavna sestavina sinovialne tekocCine, kjer povecCuje njeno viskoznost

* pomembna sestavina sklepnega hrustanca; obdaja hondrocite

» pomembna sestavina koze

« veze veliko vode in tvori viskozen gel (1000-X povecCa svoj volumen = turgorski tlak
= odpor kompresijskim silam)

« veze se na c. receptor CD44 (tvori plas¢ = prepreci interakcije c.-c. c.-ECM =
mogoca je migracija in proliferacija celic)

* biosinteza: membranske hialuronan-sintaze

* razgradnja: hialuronidaze

« osnova za nastanek agrekanskih agregatov = amortizacijski ucCinek hrustanca



