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ANOTACE

Tato bakalarska prace je vénovana tématu adheznich molekul, které maji v lidském téle fadu
nezastupitelnych funkci. Zamétuje se na rozdéleni a popis jednotlivych skupin adhezivnich
molekul, charakterizuje jejich strukturu a hlavni funkce. Dale je v ni vénovana pozornost

inhibitorim bunééné adheze a vyznamu adhezivnich molekul u vybranych onemocnéni.
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TITLE

Cell adhesion molecules

ANNOTATION

The main goal of this thesis is to introduce the topic of adhesive molecules which play a variety
of crucial roles in the human body. It focuses on the division and description of structure and
main functions of single groups of adhesive molecules and it characterizes their structure and
main functions. Subsequently, the thesis deals with cell-adhesion inhibitors and the importance

of adhesive molecules in selected diseases.
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UvVoD

Procesy adheze bunék jsou ustfednim bodem fyziologie mnohobunéénych organismi.
Rada molekul bunééného povrchu piispiva k adhezi mezi buitkami a dysfunkce adhezivnich
procest je zakladem mnoha vyvojovych vad a dédicnych onemocnéni (Samanta, 2015).

Interakce mezi buitkami a substraty jsou zprostiedkovany nékolika rodinami receptort.
Kromé bunécné adheze zprostiedkované specifickymi proteiny extraceluldrni matrix a ligandy
na sousednich buiikach, ovliviiuji adhezni molekuly mnoho riiznych procesti, véetné bunééného
rustu, diferenciace, tvorby spojeni a polarity. Bunéné adhezivni molekuly jsou glykoproteiny
exprimované na bunéném povrchu, hraji vyznamnou roli pfi zénétlivych 1 neoplastickych
onemocnénich. Rozdélujeme je do ¢tyt hlavnich evoluéné piibuznych rodin. Jedna se o rodinu
integrind, coz jsou heterodimerni molekuly, které funguji jako receptory bunécného substratu
1 adheze bunék k bunikdm, vazi proteinové slozky extraceluldrni matrix (fibronektin, kolagen).
Dale to jsou adhezivni molekuly nadrodiny imunoglobulinii podilejici se na adhezi mezi
buiikami s dilezitou roli béhem embryogeneze, hojeni ran a zanétlivé reakce, a kadheriny,
vyvojové regulované, na vapniku zavislé homofilni proteiny bunééné adheze. Posledni
rozliSovanou skupinou je rodina selektinli. Selektiny zprosttedkovavaji adhezi mezi buikami
rozpoznavanim sacharidl pfitomnych na povrchu bunék (Albelda, 1990; Joseph-Silverstein,
1998; Samanta, 2015). Jednotlivé rodiny budou popsany v hlavni casti.

V piipad¢ naruseni interakce bun€k s extracelularni matrix dochézi k apoptoze,
tj. programované bunééné smrti, v disledku nedostatkli podnétlh od extraceluldrni matrix

(Frish, 1994).
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1  Adhezivni molekuly

1.1 Integriny

Integriny jsou hlavnimi receptorovymi proteiny, které bunky pouzivaji k vazbé
na extracelularni matrix (Alberts, 2002). Tyto bunécné adhezni molekuly (Cell Adhesion
Molecules, CAM) zprostiedkovavaji interakce buika-buiika, butika-extraceluldrni matrix,
nebo také buiika-patogen (Luo, 2007). Jedna se o povrchové transmembranové glykoproteiny
exprimované ve vSech tkanich organismu lokalizované na plazmatické membran¢ (Howe,
1998; Berman, 2003). U lidi je zndmo nejméné osmnact a a osm [ podjednotek rodiny
integrin, které generuji 24 of heterodimerd (Takada, 2007; Barczyk, 2010).
Tyto heterodimery maji odlisnou substratovou specifitu a expresi ve tkanich.

Interakce integrinu a extracelularniho ligandu poskytuje butice fyzickou kotvu a spousti
mnozstvi intracelularnich signaliza¢nich udalosti, které urcuji osud bunky (De Franceschi,
2015). Integriny spojuji proteiny extracelularni matrix (ECM) s cytoskeletem, hraji
tak vyznamnou roli pifi pfenosu intracelularnich signalt regulujicich rizné procesy, jako je
proliferace, diferenciace, apoptdza a migrace bun¢k (Berman, 2003).

Integriny a jejich ligandy hraji kli¢ovou roli ve vyvoji, imunitnich reakcich, pfenosu
leukocytdi, hemostaze, rakoviné a jsou jadrem mnoha lidskych onemocnéni: genetickych,
autoimunitnich a dal$ich. Jsou zdkladem ucinnych terapeutickych 1éki proti trombdze a zanétu,

zaroven jsou receptory mnoha vird a bakterii (Xiong et al. 2001).

1.1.1 Historie

Integriny jsou evolu¢né staré, presto jejich charakterizace na molekularni Grovni trvala
ptes 25 let (Barczyk, 2010). Po identifikaci integrinli jako nezavislé tfidy buné¢nych receptorti
byla jejich role v bunécné adhezi k extraceluldrni matrix povaZzovana za hlavni nebo dokonce
jedinou funkci. AvSak jiz pfed objevenim integrinli bylo znamo, Ze matrix slouZzi
nejen pro prostorovou organizaci tkané, ale také muze ovlivnit chovani bun€k za rtznych
fyziologickych a patologickych stavli, jako je embryogeneze, diferenciace, riist nadord,
apoptéoza atd. Mnoho let byly tyto mechanismy nejasné. Objev integrinli a studie
jejich ligandové specifity (s ohledem na proteiny ECM) a interakce s intracelularnimi
makromolekulami mnoho mechanismii objasnily. Ukazalo se, Ze tyto receptory spojuji EMC
s intracelularnimi  strukturami a regulacnimi molekulami kontrolujicimi chovéani bunck.
Zapojeni integrini do fizeni bunééného chovani je jejich druhou, signalizacni, funkci

(Berman, 2003).
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1.1.2 Funkce

Integriny funguji jako transmembranové spinace, které dynamicky spojuji kontraktilni
aktin-mikrofilamentovy systém s deformovatelnou siti extracelularni matrix. Spojenim funkci
téchto dvou komplexnich makromolekularnich sestav integriny nasméruji membranovy
vy¢nélek na adhezivni extraceluldrni mista a umozni buikdm aplikovat kontraktilni silu
na své okoli. Kontakt builkka-matrix indukuje shromazdéni signalizacnich adaptéri
a enzymu, coZz se projevuje jako specializované morfologické struktury, jako jsou fokalni
adheze. Spojeni integrin-cytoskelet 1ze proto povazovat za montazni piedlohu, kterd uklada
prostorovou kontrolu nad signaliza¢nimi udalostmi.

Dynamickd povaha funkce integrinu, kterou builkky vyuzivaji adhezi k nepfetrzitému
vzorkovani svého pericelularniho prostfedi a odpovidajicim zpisobem reaguji, pokud jde
o zménu jejich polohy a diferencovaného stavu, vyzaduje vysoce citlivou strukturu receptoru

(Humphries, 2003)

1.1.3 Struktura

Integriny jsou velké membranové glykoproteiny skladajici se ze dvou nekovalentné
spojenych podjednotek, feté¢zce a a B. Podjednotka a poskytuje informaci pro vazbu ligandu
apodjednotka [ poskytuje spojeni s cytoskeletem. RUzné kombinace fetézcl tvoii
heterodimerni pary integrint, které jsou pojmenované podle sloZeni jejich podjednotek (napft.
04p1). Tato rozmanitost ve slozeni podjednotky pfispiva k rozmanitosti v rozpoznavani
ligandu, vazbé na cytoskeletalni slozky a vazbé na nasledné signalni drahy (Luo, 2007;
Humphries, 2003).

Kazda podjednotka mé jednu membranu pieklenujici Sroubovici a obvykle kratky
nestrukturovany cytoplazmaticky ocas. Velikost se méni, ale typicky a a f podjednotky
obsahuji ptfiblizné 1000, resp. 750 aminokyselin (Campbell, 2011).

Podjednotka je integralni transmembranovy polypeptid typu I. Tedy NH: konec
polypeptidu mé extraceluldrni lokalizaci (extracelularni N-termindlni doména), zatimco COOH
konec je smérem k cytoplazmé (intracelularni C-termindlni doména). Transmembranovy
polypeptid typu I obsahuje tii domény: glykosylovanou extracelularni doménu, kterd zaujima
vice nez 90 % celé molekuly, hydrofobni transmembranovou doménu odpovédnou za ukotveni
membrany a endoplazmatickou nebo cytoplazmatickou doménu lokalizovanou v cytoplazmé
(Berman, 2003). Extracelularni ¢ast se vaze na specificky motiv aminokyselin extracelularnich
proteind, nejznaméj$i je RDG (arginin-glycin-kyselina asparagovd). Moduldrni struktura

extracelularnich domén obou typl podjednotky je identicka, az na to, Ze devét podjednotek a
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obsahuje inzert s 200 aminokyselinami, ktery je homologni s doménou A von Willebrandova
faktoru.

Vsechny integriny vazi své ligandy zplsobem zavislym na dvojmocném kationu
s manganem a hof¢ikem, které obecné podporuji vazbu, dale s vapnikem, jehoz ucinek je
opacny (Humphries, 2003).

Na obr.1 je znazornéna podjednotka a obsahujici B vrtuli nahote, nasledovanou tfemi
tzv. B-sendvicovymi moduly. B podjednotka obsahuje doménu A, nasledovanou B-sendvi¢ovou
hybridni doménou, opakovani ¢tyi epidermalnich ristovych faktort (EGF) a doménu B-ocasu.
Autorem obrazku byla pfiddna stylizovand doména PSI na N konec P podjednotky
(pod doménou A) a transmembranové a cytoplazmatické domény byly vloZzeny do spodni ¢asti
extracelularnich domén.  fetézce jsou zobrazeny modrfe, a Sroubovice ¢ervené a smycky Sede

(podjednotka o) nebo zelené (podjednotka ) (Humphries, 2003).

(a) (b)

oA doména PA doména
) % :
= I’: Hybridni doména

p doména

&
Stehenni doména %
{ . . .
2 Lytkova doména
E \ LR
M
- “ﬁ
SSLeCy ﬂ;

amy>

i f

™ — Cyioplazmaticka doména
¥}

Y- PSIdoména
 EGF
|l

Transmembrinovi doména

p

Obr. 1: Struktura integrinu aVp3
(a) Ohnuty obrazek integrinu oVp3.; (b) Narovnany obraz aVp3 integrinu — o podjednotka je vlevo a 8
podjednotka vpravo.

Celkovy tvar integrinu pfipomina kulovitou ,.hlavu® podporovanou dvéma tyckovymi
»nhohami‘. Hlavni kontakt mezi podjednotkami a a § je v oblasti hlavy, ve které se v komplexu
a podjednotky skladaji sedmilisté B-vrtule s doménou von Willebrandova faktoru A v B
podjednotce (nazyva se doména BA, aby se odliSila od aA domény). SloZzeni domény A je
hydrofobni B list, ktery je vlozen do dvou sad amfipatickych a helixti (Humphries, 2003).

Integriny jsou umistény kolmo k bunééné membrané a existuji ve vice konformacich:
ohnuté — uzaviené (neaktivni), prodlouzené — uzaviené (aktivni, nizk4 afinita) a prodlouzené —

oteviené (aktivni, vysoka afinita) (obr. 2) (Michael, 2020).
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Substrat

ECM —— '
@ ®
(a) (b) (c)
*
457

Kindlin

Obr. 2: Konformace integrinu
(a) Ohnuta, neaktivni konformace; (b) Prodlouzend, uzaviend, (c) Prodlouzend, oteviena (upraveno dle:
Michael, 2020).

Mohou byt seskupeny do podskupin na zdkladé vazebnych vlastnosti ligandu
nebo na zaklad¢ jejich podjednotkového slozeni (viz tab.1) (Barczyk, 2010).
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Tabulka 1: Charakteristika lidského integrinu o. (upraveno dle Barczyk, 2010).
Zkratky: AA — aminokyselina, ICAM, VCAM — molekuly u imunoglobulinové superrodiny.

Charakteristika a

Integrin (synonymum) Fetézce Typicky ligand DalSsi ligandy
alpl (CD49a, VLA1) 1151 AA kolagen semaforin 7A
a2Bl (CD49b, VLA2) 1181 AA kolagen E-kaderin,
endorepelin
1051 AA, varianty a3 A .
a3p1 (CD49c, VLA3) nebo o3 B laminin
a4p1 (CD49d, VLA4) 1038 AA fibronektin
a5B1 (CD49%e, VLAS) 1049 AA fibronektin endostatin
1073 AA, varianty 06 A .
a6p1 (CD491, VLAG6) nebo a6 B laminin
1137 AA, varianty X1, -
a7p1 X2. o7 A o7 B laminin
o8Bl 1025 AA ﬁbronektlp, vitronektin,
nefronektin
a9p1 1035 AA tenascin C
alOpl 1167 AA kolagen
allpl 1188 AA kolagen
alB2 (CD11a) 1170 AA ICAM - 1,-2,-3, -5
aMpB2 (CD11b) 1153 AA iC3b, fibrinogen
aXp2 (CDllc) 1163 AA iC3D, fibrinogen
aDp2 (CD11d) 1162 AA ICAM -3, VCAM -1
allBB3 (CD41, Gpllb) 1139 AA fibrinogen, fibronektin
a6p4 laminin
aVB1 (CD51) 1048 AA fibronektin, vitronektin
aVp3 Vltrqnektln, fibronektin, tumstatin
fibrinogen
aVp5 vitronektin
aVp6 fibronektin
aVps vitronektin
aEB7 (CD103, HML-1) 1178 AA E-kaderin
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1.1.3.1 Podjednotka a

Velikosti podjednotek a se pohybuji v rozmezi 120-180 kD. Na NH> konci maji vSechny
a podjednotky sedm opakovanych homolognich domén (I-VII), z nichz kazda sestava z ~ 50
aminokyselinovych zbytki (Berman, 2003).

Podjednotka o se skldda z B-vrtule se sedmi lopatkami, kterd je pfipojena k stehnu,
Iytkové-1 a lytkové-2 doméné a spolecné tvoii strukturu nohou, kterd podporuje integrinovou
hlavu. Posledni tii nebo &tyfi ¢epele B-vrtule obsahuji EF-ruéni domény, které vazou Ca®*
na spodni strané &epeli odvracené od povrchu vazajiciho ligand. Vazba Ca®' na tato mista
alostericky ovlivituje vazbu ligandu.

Devét z integrinovych a fetézcti obsahuje doménu I, nazyvanou také doména A, coz je
doména pftiblizné¢ 200 aminokyselin, vloZzena mezi Cepele 2 a 3 v B-vrtuli. Kopie domény I
se objevuje v B-fetézci, ma pét P-listh obklopenych sedmi o Sroubovicemi; je to podobné
jako u domén von Willebrand A (Barczyk, 2010; Campbell, 2011).

K vazbé ligandu dochazi prostiednictvim koordinujiciho iontu Mg?* v motivu takzvaného
adhezniho mista zavislého na kovovych iontech (MIDAS). Domény ol se schopnosti
interagovat s kolageny navic obsahuji takzvanou aC spiralu, u které se predpoklada, ze hraje

roli ve vazb¢ na kolagen (Barczyk, 2010).

1.1.3.2 Podjednotka p

Jeji velikost je 90-110 kD (Humphries, 2003). B-noha m4 sedm domén s flexibilnimi
a slozitymi propojenimi. I doména, kterd je homologni s doménou al, je vloZena do hybridni
domény, kterd je zase vlozena do domény plexin-semaforin-integrin (PSI). Za témito doménami
nasleduji ¢tyfi moduly epidermalniho riistového faktoru (EGF) bohaté na cystein a doména [3-
ocasu. Hybridni doména v hornim B-rameni mé B-sendvi¢ovou konstrukei (Campbell, 2011).

BI doména obsahuje Mg?* koordinujici MIDAS a misto sousedici s MIDAS (ADMIDAS)
vazajici inhibiéni iont Ca**. Toto misto ADMIDAS véze iont Mn?", coz vede ke konformaéni

zméné vedouci k aktivni formé integrinu (Barczyk, 2010).
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1.2 Nadrodina imunoglobulini

Proteiny nadrodiny (superrodiny) imunoglobulinti (/mmunoglobulin superfamily; 1gSF)
jsou zakotvené na povrchu bunc¢k a tvofi velkou cast molekul bunécné adheze, které
se uplatituji, krom¢ adheze bunck k buiikkdm, v imunologickych reakcich a karcinogenezi.
Konkrétné ma tato nadrodina vice nez 765 clenli, mezi které patii hlavni molekuly
histokompatibilniho komplexu tfidy I a II, proteiny komplexu receptort T bunék, virové
receptory a glykoproteiny na povrchu bun¢k. Dale sem patii také mezibunééné adhezni
molekuly (Intercellular adhesion molecules, ICAM), vaskularni bunééné adhezni molekuly
(Vascular cell adhesion molecules, VCAM), aktivovana molekula adheze leukocytovych bun¢k
(Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule, ALCAM), které jsou diilezité pti akcich pfenosu
leukocytli. Neméné vyznamnou podskupinou IgSF je rodina nektinl, jejiz clenové
zprostfedkovavaji adhezi mezi buiikami v raznych tkanich, véetné¢ endotelu, epitelu a nervové
tkané.

Proteiny IgSF jsou zejména transmembranové glykoproteiny, které rozpoznavaji
protéjSkové molekuly tiemi mechanismy, a to interakce ¢lentli IgSF mezi sebou, interakce ¢lent
IgSF se ¢leny rodiny integrind a interakce ¢lenti IgSF s jinymi molekulami. Proteiny IgSF
obecné¢ funguji na principu interakce protein — protein prostiednictvim extraceluldrnich
proteinti vazanych na membranach sousednich bunék, nazyvanych trans-vazebna rozhrani.
Tyto interakce protein-protein jsou mimo jiné jednim z farmaceutickych cili dilezitych
pti 1é€be autoimunitnich onemocnéni, chronickych infekci a rakoviny (Gil, 2020; Wong, 2012;

Xu, 2010; Harjunpaa, 2019).

1.2.1 Historie
Proteiny IgSF byly jednou z prvnich superrodin, které byly identifikovany. Piblizné
vroce 1973 se ukazalo, Ze Ig doména ma charakteristicky zahyb vytvofeny dvéma B listy

obsahujici paralelni fetézce, na konci 80. let bylo zjisténo, Ze IgSF domény jsou velmi rozsirené

(Barclay, 2003).

1.2.2 Funkce

Adhezivni molekuly nadrodiny imunoglobulinti hraji kli¢ové role ve vyvoji nervového
systému, regulaci migrace neurond, ristu a vétveni axont a dendriti a v navazovani kontaktti
mezi neurony. Ve zralém nervovém systému se uplatiuji pii udrzovani a plasticité synaptickych

kontaktti, specializovanych kontaktech mezi neurony a zprostfedkovavaji neurotransmitanci
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(Leshchyns'ka, 2016). Clenové IgSF jsou hlavni molekuly histokompatibilniho komplexu ttidy
I a II, proteiny komplexu receptori T bun¢k, virové receptory a povrchové glykoproteiny.

Rada ¢lent IgSF byla identifikovana jako biomarkery pro progresi rakoviny
(Wong, 2012).

1.2.2.1 Nektiny

Clenové skupiny nektinti jsou charakterizovany ektodoménou sloZenou ze tii Ig-like
domén nésledovanych jedinou transmembranovou oblasti a cytoplazmatickou doménou.
Nektiny rozpoznavaji adaptorové molekuly B-kateninu a afadinu. Tyto adaptorové molekuly
jsou zodpovédné za néslednou tvorbu vldkennych aktinovych sestav, které usnadiuji adhezi
mezi buiitkami. Nektiny interaguji homofilnim i heterofilnim zplsobem mezi sousednimi
buitkami, tyto interakce jsou nezavislé na vapniku. Zprostiedkovavaji adhezi mezi buiikami
v fadé tkani, vcetné epitelu, endotelu a nervové tkdn€¢ béhem rtznych stadii vyvoje, ucastni
se adhezniho spojeni bunék.

Rodina nektint se skldda ze ¢tyt ¢lent, nektin-1 az nektin-4, které interaguji mezi sebou
nebo i se Cleny jinych proteinovych rodin (necl — proteiny podobné nektinlim, imunitni
receptory), coz vede k Sirokému spektru biologickych funkci, v€etné imunitni modulace.

Nektiny hraji roli v interakcich mezi hostitelem a patogenem, protoze jsou vyuzivany viry

herpesu a spalnicek jako vstupni receptory (Samanta, 2015).

1.2.2.2 Interceluldarni adhezni molekuly

Intercelularni adhezni molekula (Intercellular adhesion molecule, ICAM) je
transmembranovy protein, ¢len nadrodiny imunoglobulinii a je dileZitd pro pevnou vazbu
a transmigraci leukocytl z krevnich cév do tkéni. Je pfitomna v endotelovych buikéch,
leukocytech a dalSich typech bunck, jeji exprese je zvySena prozanétlivymi cytokiny.
Endoteliarni exprese se zvySuje pii ateroskleroze, ICAM se podili na progresi autoimunitnich
onemocnéni.

Extracelularni oblast ICAM je tvofena ze 453 ptrevazné hydrofobnich AA, které tvofi pét
Ig-like domén. Extracelularni oblast je pfipojena k jedné hydrofobni transmembranové oblasti
a kratkému cytoplazmatickému ocasu.

Rozpustna forma ICAM byla namétena v riznych télesnych tekutinach, pficemz zvysené
hladiny byly pozorovany u pacientl s aterosklerdzou, srdecnim selhdnim, onemocnénim

veéncitych tepen a vaskulopatii po transplantaci (Lawson, 2009).
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1.2.2.3 Vaskularni bunécné adhezni molekuly

Molekula vaskularni bunééné adheze (Vascular cell adhesion molecule, VCAM) je
glykoprotein, ktery je exprimovan pievazne v endotelovych buiikach a exprese je indukovana
prozanétlivymi cytokiny, ale také naptiklad vysokou koncentraci glukézy, oxidovanym
lipoproteinem a reaktivnimi formami kysliku. Pii vysokych trovnich zanétu a chronickych
stavll u nékterych onemocnéni je VCAM exprimovana také na povrchu jinych bun¢k, véetné
tkanovych makrofagt, dendritickych bunék, fibroblastl kostni dien¢, myoblastli, oocyti,
Kupfferovych bunék, Sertoliho bunék a rakovinnych bunék.

Strukturalné obsahuje lidska VCAM molekula extracelularni doménu se Sesti nebo sedmi
Ig-like doménami, transmembranovou doménu a cytoplazmatickou doménou.

Molekula VCAM je hlavnim regulatorem adheze leukocytl a transendotelidlni migrace
prostfednictvim interakce s integrinem o4P1, je zapojena do procesu zanétu i do
ruznych imunologickych poruch, véetné revmatoidni artritidy, astmatu, odmitnuti transplantatu

a rakoviny (Kong, 2018).

1.2.3 Struktura

Nadrodina imunoglobulini je velkd skupina vétSinou transmembranovych proteind,
které maji podobnou strukturu a organizaci a obsahuji extracelularni doménu, ktera je tvofena
jednou nebo vice imunoglobulinu (Ig) podobnych domén (immunoglobulin-like domain; Ig-like
doména), coz jsou domény obsahujici stejnou sekvenci aminokyselin (amin acid, AA) jako Ig
doména imunoglobulind (protilatek). Doména Ig se skladd ze dvou pravotocivych
antiparalelnich  listl, které jsou sloZzeny na sobé€, stabilizovany sulfidovym mustkem
a obklopuji hydrofobni jadro, které se tvoifi kolem aromatickych AA tyrosinu a tryptofanu.
Tyto domény zprosttedkovavaji interakce mezi proteiny a hraji vyznamnou roli v adhezi
mezi buitkami a signalizaci uvnitf buné€k 1 na bunéném povrchu. Dale je zde pfitomna
transmembranova doména a cytoplazmaticky ocas. (Wong, 2012; Vattepu, 2020).

Clenové IgSF zprosttedkovavaji na vapniku nezavislou adhezi pomoci svych N-
koncovych Ig-like domén, které se bézné vazou na dalSi Ig-like doménu stejné struktury
na protilehlém povrchu buiiky (homofilni adheze), ale mohou také interagovat s integriny
a sacharidy (heterofilni adheze). C-koncové intracelularni domény casto interaguji
s cytoskeletalnimi nebo adaptacnimi proteiny. Tyto extracelularni interakce ¢lenti IgSF CAM
mohou vést k signalizaci v buiice, coz umoznuje biologické procesy, ale také patologické

udalosti, jako naptiklad tumorgenezi (Wong, 2012).
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Ve struktufe najdeme 1 vysvétleni, pro¢ ma rodina IgSF tak velké mnozstvi ¢lent.
Doména tvofii stabilni zahyb odolny proteolyze a muze interagovat za vzniku homodimert

1 heterodimerti (Barclay, 2003).

1.3 Kadheriny

Kadheriny jsou nadrodina (popf. rodina) proteind transcelularni membrany, jejiz ¢lenové
jsou zavislé na vapniku, hraji dulezitou roli pfi zprosttedkovani adheze bunck k bunkdm
pro specifické buiiky a ucastni se adheznich spojii. Lidsky genom koéduje 115 Clent nadrodiny
kadherint, které se lisi velikosti a strukturou. Spole¢nym strukturdlnim rysem této nadrodiny
je to, ze obsahuji 234 charakteristickych extracelularnich kadherinovych domén (Seong, 2015).

Nadrodina kadherinii je rozdélena do kategorii na zékladé podobnosti aminokyselin
a molekuldrnich charakteristik domén transcelularni membrény, a to do kategorie klasickych
kadherinli, desmozomalnich kadherinid, protokadherinti, a dalSich molekul souvisejicich
s kadheriny. Zastupci téchto kategorii maji rizny pocet opakovani kadherinovych
extracelularnich domén (tab. 2). Klasické adheriny lze dale rozdé€lit na typ I, kam patii E-
kadherin (epiteliarni), N-kadherin (neurdlni) a P-kadherin (placentélni) a typ II, kam fadime
VE-kadherin (vaskularni-endoteliarni), kadheriny-6, kadherin-7 a kadherin-8 (Yang, 2020,
Seong, 2015).

Tabulka 2: Zakladni rozdéleni nadrodiny kadherinii (upraveno dle: Seong, 2015).

Skupina kadherind Pocet domén Zastupci
CDHI (E-kad.), CDH2 (N-kad.),
typ I 5 CDH3 (P-kad.), CDH4 (R-kad.),
. CDHI15 (M-kad.)
Klasické
asieke CDHS5 (VE-kad.), CDH6 (K-kad.),
typ 11 5 CDH7, CDHS8, CDH9, CDH 10,
CDHI11, CDHI12 (N-kad.-2),..
Desmocolliny 5 DSC1, DSC2, DSC3
Desmozomalni
Desmogleiny 5 DSG1, DSG2, DSG3, DSG4
PCDHA1-A13, PCDHACI,
, Pedha 6 PCDHAC2
Klastrované Pcdhp 6 PCDHB1-B16
protokadheriny
Pedh 6 PCDHGA1-A12, PCDHGBI1-B7,
i PCDHGC3-C5
Pedhs] : PCDHI, PCDDH7, PCDHO,
Neklastrované ¢ PCDH11X, PCDH11Y, PCDHI2
protokadheriny Pedhs? 6 PCDHS8, PCDH10, PCDH 12,
¢ PCDH17, PCDH18, PCDH19
FAT apodobné 34 FATI1-4
Dalsi
Flamingo 9 CESLRI1-3
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1.3.1 Historie

Prvni objeveny, nejvice studovany a zaroven povazovany za prototyp nadrodiny
kadherint je E-kadherin. Od jeho objevu, v roce 1995, bylo identifikovano vice nez sto riiznych
strukturadlné¢ obdobnych ¢lend. Roku 1999 byla publikovana existence dimerni struktury E-
kadherinu, ktera objasnila cis a trans interakce mezi sousednimi molekulami, poté nasledovaly
analyzy dalSich kadherinti typu I. Teprve v roce 2006 byla rozebrana struktura kadherini
typu II.

Jejich nomenklatura se v prubéhu let vyvijela, napt. pravé E-kadherin (epiteliarni),
oficialn€¢ pojmenovany CDH1I, byl poprvé popsan jako L-CAM (molekula adheze jaternich
bunék) (Hulpiau, 2009; Hulpiau, 2013).

1.3.2 Funkce

Kadheriny jsou transmembranové proteiny, které zprosttedkovavaji adhezi
mezi buitkami. Regulaci tvorby a stability mezibunéénych spoji maji klicovou roli
v morfogenezi tkani a udrzovani homeostdzy. Mezi zékladni funkce kadherinii patii snizeni
mezipovrchového napéti pii vytvafeni spojeni mezi bunkami, ¢imz podporuji kontaktni
expanzi, a stabilizace mezibunécného kontaktu.

Protoze béhem morfogeneze mohou tkané ménit velikost, tvar nebo vytvéiet odlisné
bunécné vrstvy, funguji kadheriny jako kontrola adheze bunék a bunécné signalizace. Buiiky
také vyuzivaji kadheriny ke zprostfedkovani signalli, které mohou fidit specifikaci osudu
a polaritu bun€k, buné€nou proliferaci.

Ke sniZzeni povrchového napéti na rozhrani bunka-bunka dochdzi prostrednictvim
adhezniho napéti. SniZzenim povrchového napéti na kontaktu dvou bunék, dojde ke zvétSeni
tohoto kontaktu. Adhezni napéti vznikd vazbou kadherinu pies kontakt, ¢imZ se vytvori
negativni napéti, které rozSiti kontaktni oblast. Dal§im mechanismem, kterym dochazi
ke sniZeni povrchového napéti na rozhrani bunék je proces, pfi kterém kadheriny spoustéji
signaly, které moduluji cytoskelet aktomyosinu na kontaktech. Mezifazové napéti je silné
ovlivnéno kontraktilitou aktomyosinu, diky cemuz signalizace zprosttedkovana aktomysionem
moduluje kontaktni napéti mezi buitkami a tim 1 jeho tvorbu. Po vytvofeni kontaktu bunka-
burika obvykle nésleduje kontaktni zrani zahrnujici ustaveni a stabilizaci apiko-bazalni polarity
buné¢k a vytvateni tésnych spojii. Aktomyosinovy cytoskelet navic vyviji tazné sily na spojich
bunék, ale diky vazbé kadherinu k jejich rozpojeni vétSinou nedochézi. Kadheriny se ukotvi
k aktomyosinovému cytoskeletu a pfi mechanickém zatizeni mohou pienaset sily na cely

vzajemné propojeny cytoskelet (Maitre, 2013).
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1.3.3 Struktura

Kadheriny zprostiedkovéavaji adhezi bun&k zivislou na Ca?" iontech v cis a trans
konfiguracich. Schopnost zprostfedkovat adhezi je zdvisla hlavné na extracelularni doméné
(jednad se o transmembranovy glykoprotein), kterd se sklada piiblizné ze 110 AA zbytkd,
a ty se skladaji do sedmi antiparalelnich 3 fetézct sestavujicich se do dvou B listd. Struktura je
tedy podobnd Ig doménég. Tii Ca*" ionty se vaZou na interdoménu kazdého paru extracelularni
domény a zpeviuji spojeni mezi sousednimi doménami, coz zpiisobuje zaktiveni extracelularni
domény (obr. 3). Vazba iontli Ca?" tak stabilizuje strukturu ektodomény a usnadiiuje homofilni

interakci s jinymi kadheriny (Seong, 2015).
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Obr. 3: Trans a cis interakce klasickych kadherinii typu I (upraveno dle: Seong, 2015).

1.4 Selektiny

Selektiny jsou rodinou transmembranovych glykoproteintl, ktera se sklada ze tii blizce
ptibuznych molekul bunééného povrchu s rozdilnou expresi leukocyty (L-selektin), krevnimi
destickami (P-selektin) a vaskuldrnim endotelem (E-selektin). Selektiny jsou odpovédné
za heterofilni interakci bunka-buiika pod hydrodynamickym tokem, zprostfedkovavaji
pocatecni interakci mezi cirkulujicimi leukocyty a endotelem. Nazev ziskaly diky schopnosti
vazat sacharidy prostfednictvim extracelularni lektinové domény. Hlavnim spole¢nym
ligandem vSech tfi ¢lenil je modifikovana varianta tetrasacharidu, tzv. sialyl Lewis X (Laubli,
2010; Ivetic, 2013; Hassan, 2020).

Selektiny se lii v kinetice exprese, P-selektiny jsou exprimovany béhem nékolika minut

a E-selektiny béhem n¢kolika hodin (Harjunpaa, 2019).
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1.4.1 Historie
Selektiny byly poprvé klonovany v roce 1989, od té¢ doby zdjem o jejich studium neupada.
Jsou prvni velkou skupinou sav¢ich lektinii, u nichz bylo prokdzéano, ze dokazou zprosttedkovat

kontakt mezi buitkami (Mcever, 2002).

1.4.2 Funkce

Selektiny zprosttedkovavaji adhezi leukocyti a krevnich desti¢ek k cévnim povrchiim.
Selektiny hraji roli v obchodovani s leukocyty, migraci lymfocyt do perifernich lymfatickych
uzlin a na kiizi, pfi tromboze a zanétu, podili se na udrzovani hemostazy, ale také pfispivaji
k rozvoji nekterych chorob, jako je aterosklerdza, trombodza, artritida, srpkovita anémie
anaddorové metastazy (Mcever, 2002; Hassan, 2020). Uplatiiuji se pii imunitni odpoveédi
a hojeni ran, také se mohou podilet na signalni transdukci, a tim ovliviiovat buné¢énou migraci
a aktivaci dal$ich adheznich molekul véetn¢ integrinti (Laubli, 2010). Spravna funkce selektint

je zavisla na sacharidech (Harjunpaa, 2019).

1.4.2.1 L-selektin
L-selektin je transmembranova bunéénd adhezni molekula, kterd je exprimovéna
na povrchu vétSiny cirkulujicich leukocytl. Plsobi jako signélni receptor k homeostatickému
aregulovanému prenosu leukocyti do lymfatickych uzlin a mist zanétu. Shlukovani L-
selektinu podporuje aktivaci integrinu a reakci chemokinovych receptort (Ivetic, 2013).
L-selektin zprosttedkovava pocatecni krok adhezni kaskady, zachyceni a rollingu
(,,kutaleni*) leukocyti na endotelové buiky, coZz umoZiiuje leukocytim migrovat z cév

do okolnich tkdni béhem zanétu a imunitniho dohledu (Wedepohl, 2012).

1.4.2.2 P-selektin

P-selektin je pojmenovany dle aktivovanych krevnich desticek (Platelets), kterymi je
exprimovan. Muze byt také exprimovan makrofagy, megakaryocyty a endotelovymi buinikami.
Exprese tohoto selektinu je kliCovym regulatorem zanétu. Pfi bunétné aktivaci je rychle
translokovéan na bunéény povrch a interakei s jeho ligandem hraje zésadni roli pfi zachytavani
leukocytil na st€né cévy, rovnéz podporuje piilnavost krevnich desticek k aktivované sténé
cévy, rozpustny vykazuje protrombickou a prokoagulacni aktivitu. ZvySenou plazmatickou
koncentraci rozpustného P-selektinu detekujeme naptiklad pti onemocnéni koronarnich tepen,

cukrovce, hypertenzi a fibrilaci sini (Liu, 2010).
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P-selektin zprosttedkovava adhezi aktivovanych desticek a endotelovych bunék
k neutrofilim a monocytim. Po navadzani na ptibuzny ligand na leukocytech zprostredkuje P-
selektinovy glykoproteinovy ligand pocatecni navinuti leukocyti na zaniceny endotel,
coz piedstavuje prvni krok migrace leukocyti do mist zanétu. P-selektin také aktivuje
monocyty k syntéze tkanového faktoru, coz je zakladni kofaktor pfi zahajeni takzvané vnéjsi

cesty srazeni krve (Neri, 2020).

1.4.2.3 E-selectin

E-selektin je molekula bunééné adheze exprimovand na endotelidlnich bunkach
aktivovana cytokiny. Stejné jako ostatni selektiny hraje dilezitou roli pfi zanétu a pti adhezi
metastatickych rakovinnych bun¢k k endotelu. E-selektin rozpoznava a vaze se na sialylované
sacharidy pfitomné na povrchovych bilkovindch urcitych leukocytl. Je zapojen do mnoha
poruch v¢etné zanétlivych onemocnéni, kardiovaskularnich poruch, rakoviny a metastaz.

E-selektin neni endotelovymi bunkami exprimovan kontinudlné, ale az po stimulaci
zanétlivymi molekulami, jako jsou interleukiny, tumor nekrotizujici faktor a bakteridlni
lipopolysacharid. Jeho exprese je maximalni po 4 hodinach od stimulace, poté rychle klesa.
Interakce E-selektinu s jeho ligandem vede k odvaleni leukocytli na zanicené endotelidlni

buiiky, coz je prvni krok pevné adheze (Jubeli, 2012).

1.4.3 Struktura

Strukturni podobnost selektinti spoc¢iva v doménové kompozici, kdy E-,P- i L- selektiny
obsahuji na svém amino (-NH») konci 120 AA, které predstavuji lektinovou doménu, ta je
z4visla na vapenatych (Ca®") iontech a je ze 60 % identickd u viech tfi ¢lenti. Tato skute¢nost
umoziuje selektivné se vazat na jejich odpovidajici ligandy. Déle je struktura charakteristicka
doménou podobnou epidermélnimu ristovému faktoru (Epidermal growth factor, EGF), 2-9
doménami kratkého konsensudlniho opakovani (Short consensus repeat, SCR), které jsou
podobné tém, které se nachédzeji v regulacnich proteinech komplementu, transmembranovou
oblasti a kratkou cytoplazmatickou C-koncovou doménou (cytoplazmaticky ocas). Celé
toto usporadani vede k podlouhlé struktufe (obr.4), kterd vycniva z bunééného povrchu, coz je

idedlni k zahajeni interakci s cirkulujicimi leukocyty.
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Obr. 4: Struktura L-, E- a P- selektinu (upraveno dle: Hassan, 2020).

Lektinova doména tvoii hlavni vazebné misto pro ligand nesouci glykan. Glykany
se nachazeji se na glykoproteinech, glykolipidech nebo proteoglykanech a jsou nejcastéji

fukosylovang, sialylované nebo sulfatované (Laubli, 2010; Gupta, 2012; Hassan, 2020).
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2 Mezibunécné spoje

V téle obratlovcl se vyskytuje vice nez 200 riznych typt bunék, které jsou prevazné
organizovany do epitelil, coz znamen4, ze jsou spolu spojeny sténami a vytvari mnohobunécéné
vrstvy. Epitely maji mnoho rtiznych funkci, od ochranné bariéry, pies funkce biochemické,
az po funkci fotoreptoru pokryvaji vnéjsi povrch téla, ale také vystylaji vSechny vnitini dutiny.
Epitelialni list ma dvé strany: apikdlni povrch, jenz je volny a je v kontaktu se vzduchem
¢i vodnym roztokem, a povrch bazalni. Bazalni povrch nased4 na dalsi druh tkéné, obvykle
pojivové, ke které je epitel pripojen. Pod bazdlnim povrchem je tenka tuhd vrstva ECM
nazyvana bazalni membrana, kterd je slozena ze specialniho typu kolagenu (kolagen typu IV)
a raznych jinych molekul jako napftiklad proteinu lamininu poskytujiciho vazebna mista
pro integriny. Slouzi tak jako spojovaci ¢lanek podobné¢ jako fibronektin v pojivovych tkénich.
Apikalni a bazalni povrch jsou chemicky rozdilné. Pro organizaci a funkci epiteld je dalezité,

jaké spoje buiiky vytvareji mezi sebou, ale také s bazalni membranou (Bray, 1998).

2.1 Typy mezibunéénych spoju

U obratlovel byly klasifikovany ¢tyfi hlavni typy bunéénych spoji, a to desmozomy,
které spojuji buiiky epitelu a nékteré dal§i typy bunék. Témét vSudyptitomné adhezni
(mechanické) spoje spojujici svazek aktinovych vlaken jedné bunky s podobnym svazkem
bunky sousedici. DalSimi typy spojeni bun€k jsou spoje tésné a mezerové, které jsou tvoreny
proteiny (claudiny a okluziny nebo konexiny) uspofddanymi jako t&€snici pasy
nebo jako parakrystalické konexinové kanaly, coZ umozZiiuje mezibunéénou vyménu malych
molekul (Franke, 2009 A). Mezi hlavni typy spojeni se v nékterych zdrojich zahrnuji

také hemidesmozomy (obr. 5).
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Obr. 5: Zakladni prehled mezibunécnych spojii (prevzato z: Bray, 1998).

Krom¢ téchto ctyfech hlavnich typti bunéénych spoji byly v poslednich letech
definovany nové formy bunéénych spoji. Mezi n¢ patii Puncta adhaerentia minima, Manubria
adhaerentia, Coniunctiones adhaerentes, Areae compositae, Cortex adhaerens, luncturae

structae a Complex junctions_ (Franke, 2009 B).

2.1.1 Tésny spoj (tight junction, zonula occludens)

Tésna spojeni (Tight junctions; TJ) jsou mezibunéné adhezni komplexy u obratlovce,
které jsou nutné pro tvorbu funkénich epitelidlnich a endotelidlnich bariér. Vytvaii
mezibunéénou bariéru omezujici paracelularni pohyb rozpusténych latek a materiala pres epitel
a jsou variabilné¢ propustnd pro ionty a soluty. V soucasné¢ dobé bylo identifikovano
mnoho proteinti, které jsou soucdsti tésného spojeni (Steed, 2010; Van Itallie, 2014).
Tyto proteiny jsou usporadany ,,head to head* do membranovych bariérovych struktur,
které obsahuji bunécné specifické kombinace klaudinovych a okluzinovych rodin proteind,
vétSinou ve spojeni se specifickymi imunoglobulinovymi proteiny skupiny spojovacich
adheznich molekul (Junctional adhesion molecule; JAM) (obr. 6) (Franke, 2009 B). Obecné
lze strukturu rozliSit na transmembranové (,,bariérové®) proteiny (napt. klaudiny a okluziny),
které jsou navazany na proteiny ,,periferniho leSeni® (napf. afadin). Proteiny ,,periferniho
leSeni spojeny s aktinem a mikrotubuly prostfednictvim mnoha linkerti (napf. cingulin,
myosin). S touto slozitou siti je spojeno mnoho signalnich proteind, které ovlivituji funkei
bariéry a dalsi funkce bunck. Doména PDZ (sekvence piiblizné¢ 100 aminokyselin; vyznam
pii signalni transdukci) je bézné pouzivany motiv ke specifickému propojeni jednotlivych part

proteinovych spoju (Steed, 2010; Van Itallie, 2014).
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Obr. 6: Zakladni konstrukcni transmembranové komponenty tésnych spojii
zkratky: JAM- 1 — spojovact (junkcni) adhezni molekuly, ZO1/2, ZO1/2/3 — proteiny tésného spoje (Tight
Junction/zonula occludens proteins) 1, 2 nebo 3 (upraveno dle: Carien, 2007).

Okluzin

Morfologie téchto spojii koresponduje s jejich funkci. Jadrem TJ je vlaknita proteinova
struktura uvnitf lipidové dvojvrstvy, tzv. TJ fetézce. TJ fetézce se v plazmatickych membranach
navzajem sdruzuji, aby eliminovaly mezibunéény prostor. Sit’ propojenych fetézcl vytvari
spojity pas, ktery ohranicuje kazdou buiiku a tvoii difizni bariéru proti rozpusténym latkdm
v paraceluldrnich drahach skrz bunéénou vrstvu. Dle souc¢asného konceptu TJ reguluje prichod
solutli na zaklad¢ velikosti a naboje.

Stejn¢ jako ostatni mezibunécné spoje jsou TJ komplexy sloZzené z integralnich
membranovych, cytoplazmatickych plakovych a cytoskeletalnich proteini. Mezi nimi jsou
membranové proteiny rodiny klaudint kli¢ovymi sloZkami pro strukturu a funkci TJ (Furuse,
2010). Pfevladajicim modelem struktury TJ je stabilni multiproteinovy komplex slozeny
z integralnich membranovych proteinti. Dva hlavni typy integralnich membranovych proteinti
jsou klasifikovany podle poctu transmembranovych domén, které obsahuji: Ctyfprichodové
transmembranové proteiny, jako jsou klaudiny, okluzin a tricellulin, a jednopdsmové
transmembranové proteiny véetné JAM a Coxsackie a receptor asociovany s adenovirem
(CAR). Pfedpoklada se, ze laterdlni asociace mezi molekulami klaudinu v plazmatické
membrané v kombinaci s homotypickymi adhezivnimi interakcemi mezi molekulami klaudinu

na sousednich buikéch je zdkladem charakteristické struktury tésnych spojovacich fetézct.
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Klaudiny také tvoii vodné pory nebo kanaly v tésnych spojich, které umoziuji iontove
selektivni diftzi podél koncentracnich gradientti. K zakladiim na bazi klaudint se pfidruzuji
dalsi integralni membranové proteiny. Prvni transmembranovou slozkou je okluzin, ktery
se podili na regulaci vlastnosti propustnosti tésnych spoji a souvisi také s regulaci diftze
zavislé na velikosti. Protein JAM a pfibuzné proteiny funguji jako adhezni proteiny,
homotypicky 1 heterotypicky a reguluji rtzné procesy, jako je transmigrace leukocytu.
Pod membranovou doménou je cytoplazmaticky plak, coz je sit’ husté zabalenych perifernich
proteintl, které spojuji integralni membranové proteiny se zédkladnim aktinovym cytoskeletem
1 riznymi signalnimi proteiny. Jednd se naptiklad o proteiny tésného spojeni ZO-1, -2 a -3
(zonula occludens proteiny), z nichz kazdy obsahuje tfi domény pro interakci s proteiny PDZ
ajednu SH3 doménu, kterymi prokazuji afinitu k cytoskeletdlnim proteintim, signalnim
molekuldm a membranovym bilkovinam. Komponenty TJ mohou interagovat s proteiny
adheznich spojt, diky ¢emuz se vytvati sloziti sit’ proteinovych interakcei dilezita pro spravnou
organizaci integralnich membranovych komponent, regulaci spojeni a funkci spojeni, jako je

1 pfenos signalt do vnittku bunky (Steed, 2010).

2.1.2 Adhezni spoj (adheren junction)

Adhezni spoje (AJ) se vyskytuji, stejné jako TJ, na kontaktech buika-buiika. AJ
zprosttedkovavaji adhezi mezi bunikami prostiednictvim ptisobeni adheznich molekul nektini
a kadherint. Mezi adheznimi a tésnymi spoji existuje vysoka troveil vzajemné zavislosti, jsou
mezi sebou fyzicky spojeny zonula occludens proteiny a také prostiednictvim signdlnich
molekul, nékolika komplexd polarity a aktinovych cytoskeletalnich modifikatora. AJ
se nachazi tésné¢ pod TJ, které lezi nejblize k apikalni (lumen vystavené) casti buiky.
Zatimco TJ maji funkci oploceni, ¢imzZ zabranuji michdni membranovych lipidt mezi apikalni
a bazolateralni membranou, a regulace priichodu molekul a iontd mezi buitkami, AJ obsahuji
dva subkomplexy: adhezi na bazi nektinti. které tvoii prvni ptfipojeni bun€k k jejich sousedim,
a adhezi na bazi kadherint, které zprostfedkovavaji silnou adhezi mezi buiikami (Campbell,
2017).

Spojeni adherent se sklada ze dvou zékladnich adhezivnich jednotek: komplex nektin-

afadin a klasicky komplex kadherin-katenin (obr. 7). (Carien, 2007).
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Obr. 7: Zakladnich prvky adheznich spojii
(a) komlex kadherin-katenin; (b) nektin-afadin a jejich potencialni interakce s aktinem (Carien,2007).

Komlex kadherin-katenin je klicovou slozkou, kterd pfispiva ke stabilité epiteliarni
a neepiteliarni tkdné€ a k dynamickym pohybim bunék. Zékladni komplex je tvofen kadherinem
s a-, B-, a p120 kateniny. Kadherin je homofilni adhezni molekula z4visl na iontech Ca?". Je
bud’ pfimo vazan na B-katenin, p120 katenin nebo plakoglobin (y-katenin), ktery se vaze na a-
katenin, a-katenin se poté vaZe na vinculin, a-aktinin, ZO-1 a aktin. Tento komplex se vaze
na aktomyozin, pfispivda  tak  k mechanické vazbé mezi buikami, coZ vede
k mnoha morfogenetickym udéalostem a opravé tkané. Adheze kadherinu a asociace
s aktinovym cytoskeletem vedouci k tvorb& AJ jsou dostateCné stabilni, aby udrzovaly
soudrznost tkani, ale zaroven dostatecné plastické, aby umoznily preskupeni bunék
béhem vyvoje (Mége,2017; Carien, 2007; Nagafuchi, 2001).

Nektiny tvoti strukturni adhezivni jednotky s proteinem afadinem. Receptory adheze
rodiny nektinll patfici do nadrodiny imunoglobulini maji ¢tyfi ¢leny, nektin 1 az 4, tvori
lateralni homodimery, které se zapojuji do homofilni i heterofilni adheze s jinymi nektiny
nebo receptory podobnymi nektinu. Rozdil je ve specifité a afinité. Skladaji se z extracelularni
domény obsahujici tfi smycky podobné IgG, jednu transmembranovou oblast
a cytoplazmatickou doménu s C-koncovym PDZ motivem. Nektiny mohou poskytnout prvni
oporu pro adherenty a tvorbu tésnych spojti. Afadin vaze aktin, ktery poskytuje témto adheznim
molekulam pfimou vazbu na cytoskelet. Obsahuje mimo jiné PDZ doménu, na kterou se vaze

nektin (Carien, 2007).
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2.1.3 Desmozom (macula adherens)

Desmozomy (DSM) patii spolu s AJ mezi kotvici spoje, které spojuji aktin
a intermedidlni filamentu (IF) cytoskeletu s plazmatickou membranou v mistech adheze bun¢k.
Desmozomy tak vytvari supracelularni ,,leseni, které zajistuje mechanickou odolnost tkani
(Jaiganesh, 2019; Nekrasova, 2013). Desmozomy jsou mezibunécné spoje umisténé na bunééné
membrané, kde ptlisobi jako kotvy pro IF bunétného cytoskeletu. Spojenim intermedialnich
vladken sousednich bunék tvoii sit’ adhezivnich vazeb, které vyzatuji skrz tkan a poskytuji
mechanickou pevnost. Komplex desmozom-intermedidlni vlakno, oznacovan jako DIFC je
nezbytny pro udrzeni integrity tkani. Dojde-li k naruseni desmozomalni adheze, napf.
u né¢kterych autoimunitnich ¢i genetickych onemocnéni, ztraceji bunky soudrznost, coz miize
mit vazné dusledky pro tkai jako celek. Toto plati pfedev§im pro tkdné, jako je srdce a kize,
které jsou mechanicky namahany (Al-Jassar, 2013).

Jednd se o specializované a vysoce usporddané membranové domény,
které zprosttedkovavaji kontakt mezi buiikami a silnou adhezi. Hlavni stavebni jednotky
desmozoml jsou proteiny tii genovych rodin: kadheriny, proteiny Armadillo a plaky.
Konkrétné jde o desmozomalni kadheriny desmoglein a desmocolin zavislé na Ca®",
desmoplakin zrodiny plakl, ktery spojuje adhezni molekuly s intermedialnimi vlakny,
anakonec plakoglobin a plakofilin, proteiny Armadillo, spojujici adhezni molekuly
s desmoplakinem (Nekrasova, 2013; Mahoney, 2010). Desmogleiny a desmocoliny tvoii
extracelularni spojeni mezi buiikami a vazi proteiny plakoglobin a plakofiliny, které slouzi
k navazani kadherinti na protein desmoplakin z plakind, coz zase omezuje desmosomy na sit’

intermedialnich vlaken (obr. 7) (Brooke, 2012).
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Obr. 8: Struktura desmozomu (upraveno dle: Brooke, 2012).

2.1.4 Mezerovy spoj (gap junction)

Mezerové spoje jsou nejrychlej§im a nejpfimé¢jSim mechanismem pro komunikaci
mezi buiikami. Jedna se o mezibunééné kandly, které spojuji piimo cytoplazmy sousednich
bun¢k. Nachézi se mezi dvéma plazmatickymi membranami a mezibunénym prostorem, jsou
vysledkem spojeni dvou hemikandld a jsou husté¢ zabaleny do prostorovych mikrodomén
plazmatické membrany, které se nazyvaji gap junctions (GJ). Jejich funkci je umoZnéni
vymeény iontl a malych molekul mezi buitkami. Také se podili na Sifeni elektrickych signala
a koordinaci bunécné signalizace pfenosem druhych posld. Ackoli byly dfive brany
jako pasivné priichodné kandly, dnes jiZ vime, Ze jejich propustnost je dana sloZitymi
mechanismy umoziujicimi otevieni a zavieni centralniho poru v reakci na biologicky podnét
(Nielson, 2012; Hervé, 2013). Tato vyména iontd je dulezita pro koordinaci funkci bunék
ve tkanich vSech mnohobunécnych organismu, ptes kanaly prochazi molekuly az do velikosti
1 kDa voda i metabolity (Villanelo, 2017; Beyer, 2018).

U obratlovcil jsou mezerova spojeni tvofena ¢leny rodiny proteint, které se nazyvaji
konexiny a v souc¢asné dob¢ je u lidi zndmo 21 druht. GJ obsahuje shluky n¢kolika desitek
az tisic intercelularnich (mezibunéénych) GJ kanalt. Kanal se sklada hemikanali dvou bungk,
které se k sobé& skladaji ,, head to head*”. Kazdy hemikandl, nazyvany také jako konexon,
obsahuje Sest podjednotkovych proteinti (konexinti), které¢ obklopuji centralni pory naplnéné

vodou (obr. 8) (Nielsen, 2012; Beyer, 2017).
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2.1.5 Hemidesmozom

Hemidesmosomy (HD) jsou multiproteinové komplexy patiici do rodiny integrind, které
usnadiiuji stabilni adhezi bazalnich epitelidlnich bunék k podkladové bazalni membrané.
Mechanicka stabilita hemidesmosomti  zavisi na mnohonasobnych interakcich
nckolika proteinovych slozek, které tvoii tésné uspotfddany komplex zality v membrané.
Stabilni pfipojeni bazalnich epidermélnich keratinocytli k bazdlni membrané prostrednictvim
HD ma zasadni vyznam pro udrZeni integrity pokozky a epidermalni homeostazy. Zdédéna
nebo ziskanad onemocnéni, pii nichz je ovlivnéna jakakoli slozka HD, vedou k fadé poruch
tvorby puchyiil na kizi, souhrnn€ znamych jako epidermolysis bullosa a charakterizovanych
separaci tkani s tvorbou puchyit v riznych vrstvach kiize.

Hemidesmosomy jsou vysoce specializované integrinem zprostiedkované epitelove
pripojovaci struktury, diky nimz buiikky pevné ulpivaji na extracelularni matrix navazanim
spojeni mezi podkladovou bazalni membranou a siti intermedidlnich filament odolného
viuc¢i mechanickému  stresu. Jadro tohoto komplexu je tvofeno =z integrinu a6p4
a cytoskeletalniho proteinu plektinu, ktery je specificky asociovan s hemidesmosomy (Walko,
2015). Klasické hemidesmosomy typu I jsou strukturou podobné ,,nytim*, které hraji klicovou
roli pfi udrzovéni integrity tkané a odoldvani mechanické sile. Na ultrastrukturdlni Grovni
vypadaji jako elektronové husté plaky pfitomné na cytoplazmatické strané plazmatické

membrany, ke kterym jsou ukotvena keratinova mezi vlakna. Hemidesmozomy typu I a II se 1isi
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obsahem proteinti a svym vyskytem. V soucasné dobé neni pfesn¢ znama vzajemna prostorova

organizace jednotlivych slozek hemidesmozomu (Nahidiazar, 2015).

3  Inhibitory bunécéné adheze

Molekuly bunécné adheze jsou rozhodujici pro regulaci imunitni odpovédi a zanétu.
Extracelularni interakce mezi specifickymi CAM, exprimovanymi na povrchu endotelu,
a leukocyty zprosttedkovava vstup leukocyt do tkéni, proliferaci T-lymfocytl a prezentaci
antigenu. Klicovou roli hraje migrace leukocyti do mista postizeni. Latky, které inhibuji

pfilnavost leukocytll, transmigraci a expresi pfisluSnych molekul CAM, predstavuji

rrrrr

rrrrr

CAM. Pii hledani selektivnéjsich a ¢innéjsich 1ékti pro klinicky dilezita onemocnéni, jako je

roztrousend skler6za, astma, revmatoidni artritida, zanétlivé onemocnéni stfev, alergie

a aterosklerdza, ¢im dal vétsi zajem je o pifimou inhibici funkce CAM (Ulbrich, 2003).
Obecné plati, Ze inhibitor adheze bunck je kategorizovan jako cil pro ptilnavost

mezi bunikami a pro expresi molekul bunééné adheze (Takamatsu, 2018).
3.1 Inhibitory bunééné adheze rostlinného puvodu

3.1.1 Terpenoidy-sesquiterpeny

Shizukaol, cykloshizukaol A a shizukaol F jsou terpenoidy nachdzejici se v rostling
Chlorantus japonicas Siebe. Tato trvala bylina, ktera roste v jizni &asti Koreje, Japonska a Ciny
se pouziva na lécbu viedl, dermatologické poruchy a enterické horecky jako lidovy Iék.
Z kotent této byliny byly izolovany latky, které inhibuji expresi ICAM v promyelocytarnich
bunkach. Inhibice je zavisla na davce. Také inhibuje povrchovou expresi molekul VCAM a E-

selektinu (Takamatsu, 2018).

3.1.2 Terpenoidy - diterpeny

Terpenoidy diacetoxyklerodan, oxidované acetaly, casearinoly a casearinony, izolované
z listh Casearia guianensis inhibuji vazbu LFA-1 (Lymphocyte function antigen, LFA),
molekuly ze skupiny integrinil, kterd je ptitomna na leukocytech, s molekulou bunééné adheze

ICAM-1 (Takamatsu, 2018).
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3.1.3 Alkaloidy

Byly izolovany c¢tyfi alkaloidy z methanolovych extrakti rostliny Evoidia rutaecarpa.
jako specifické inhibitory LFA-1 a ICAM-1. Evoidea se pouziva jako ptirodni medicina k 1écbé
gastrointestindlnich poruch a bolesti hlavy, jako analgetika a antiemetika (Takamatsu, 2018).

Dale mezi inhibitory bunétné adheze rostlinného plivodu mizeme zatadit flavonoid
astibilin, ktery vykazuje selektivni imunosupresivni vlastnosti, alkaloid piperin, ktery je silnym
inhibitorem molekul bunécné adheze na endotelidrnich bunkach lidské pupecnikové zile
(Human umbilical vein endothelial cell, HUVEC) a také inhibuje TNF-o (tumor nekrotizujici
faktor a). Jsou také hlaSeny inhibi¢ni G€inky surového rostlinného extraktu a hadiho jedu

(Takamatsu, 2018).

3.2 Monoklonalni protilatky

Natalizumab a Vedolizumab jsou monoklonalni protilatky, které inhibuji integrin a4p7.
Jsou klinicky pouZivané pii 1écb€ zanétlivych stfevnich onemocnéni, roztrouSené sklerdzy,
astmatu, poruch jater a diabetu 1.typu.

Natalizumab je protilatka 04 podjednotky a blokuje integrin 04p1 a a4p7, Vedolizumab
selektivné cili na integrin 04p7 (Hao Li, 2018).

3.3 Heparin

Nizkomolekularni heparin je derivat heparinu a dle nékolika studii ma kromé
antikoagulacni aktivity, protinddorovou a antimetastatickou aktivitu. Né&kolik studii poukézalo
na to, Zze adhezni molekuly hraji rozhodujici roli pii zlepSovani opakujicich se, invazivnich
a vzdalenych metastdz. Proto se predpoklad4d, Zze molekuly bunécné adheze lze urcit
jako potencialni terapeutickou cilovou skupinu, protoze protilatky nebo inhibitory s malymi
molekulami mohou snadno pfistupovat k jejich extracelularnim doménam.

Klinickeé studie ukéazaly, Ze pouZziti 1é¢by nizkomolekularnim heparinem miize vyznamné
prodlouzit dobu pfeziti u pacientti s rakovinou, zejména diky jejimu potencialu inhibovat
interakce mezi buiikami. Heparin ovliviiuje jak nddorové buiiky, tak endotelidlni bunky,
které zahrnuji bunécnou adhezi, proliferaci, metastazy, invazi, angiogenezi a ovliviiuji Sirokou
Skalu molekul (napf. selektiny, plazminogen a dal$i adhezivni molekuly). JelikoZ selektiny
vytvareji pocatecni fazi bunécnych interakci, patii inhibice interakce zprostfedkované selektiny
mezi primarni postup souvisejici s metastazami. Ve studiich na zvifatech byla interakce
mezi selektiny, rakovinovymi buinkami, krevnimi destickami, leukocyty a endotelovymi

buitkami zkoumadna s riiznymi urovnémi exprese selektinu. Vysledky uvadely, ze ve studiich
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na zvitfatech byly pozorovany snizené interakce krevnich desticek a nadorovych bunék
kvtli nedostatku P-selektinu, coz vedlo ke zmirnéni metastdz. Nedostatek L-selektinu byl

také spojen se snizenim metastaz (Ejaz, 2021).

3.4 Alkohol

Alkoholy typu methanol az 1-butanola inhibuji se zvySujici se ti¢innosti buné¢nou adhezi
zprostiedkovanou molekulou adheze imunoglobulinti L1. Pfi¢emz 1-pentanol a vyssi alkoholy
nevykazuji zadny ucinek. Ethanol zpiisobuje vazné poskozeni vyvijejictho se i1 zralého
nervoveého systému.

Molekula L1 je molekula adheze imunoglobulinovych bun¢k, kterd prostfednictvim
homofilnich a heterofilnich interakci reguluje migraci neuronti, fascikulaci (samovolné
zaSkuby) axond a jejich rast. Prenatalni expozice ethanolu zpiisobuje poruchy fetdlniho
alkoholového spektra (FASD), ¢asteéné narusenim pravé molekuly adheze nervovych bunck
L1. Mutace genu L1 zptsobuji neuropatologické abnormality, které jsou spojeny s nékterymi
stejnymi strukturdlnimi mozkovymi abnormalitami pozorovanymi u FASD. Ethanol naruSuje

funkeci L1 v koncentracich, které jsou dosazeny po jednom nebo dvou ndpojich (Arevalo,

2008).
4  Role adhezivnich molekul u vybranych onemocnéni

4.1 Ateroskleroza

Leukocyty a adhezivni molekuly hraji klicovou roli ve vyvoji a progresi aterosklerdzy.
Ateroskleroza je chronicky zanétlivy proces, ktery je charakterizovan tvorbou plaki tvofenych
z pénovych bunék, imunitnich bunék, vaskularnich endotelovych bunék, bunc¢k hladkého
svalstva, krevnich desticek, extracelularni matrix a lipidovym jadrem. Aterosklerdza je
patologickym zakladem pro kardiovaskularni onemocnéni.

Molekuly bunééné adheze maji vyznamnou ulohu pti naboru leukocytti do mist zanétu.
Plisobenim prozanétlivych cytokinti jsou adhezni molekuly exprimovany na povrchu
endotelovych bunék. Zvysena exprese adheznich molekul aktivovanym endotelem je kritickym
znakem ateroskler6zy. Molekuly adheze hraji dilezitou roli ve vyvoji aterosklerotickych plakii.
Nejvétsi podil maji selektiny, integriny a ¢lenové nadrodiny imunoglobulind.

Exprese selektinli je prvnim krokem prostupu leukocyti pies endotel. Selektiny
zprostfedkovavaji zachycovani, usazovani a ,,rolling” leukocytli na endotel. L-selektin je

exprimovan na povrchu leukocytd cirkulujicich v krvi, E- a P- selektiny na povrchu
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endotelovych buné¢k. Klinické studie zjistily, ze troven exprese P-selektinu byla imérna stupni
ateroskler6zy 1¢zi a plaki.

Ke zvySené expresi c¢lenti nadrodiny imunoglobulint ICAM a VCAM dochazi
po stimulaci  prozanétlivymi  cytokiny a pusobenim lipopolysacharidii.  Podileji
se na rozpoznavani bun¢k a piilnavosti. Vysoka exprese VCAM-1 a ICAM-1 podporuje
proliferaci makrofagl, coz vede k velkému poctu makrofagh hromadicich se v plaku, ¢imz
se zvySuje nestabilita plaku, ddle neovaskularizaci, kterd se vyznacuje vétSinou nezralymi
a kifehkymi cévami.

Integriny zajiSt'ujici kontakt mezi dvéma buitkami, mezi bunkou a patogenem, nebo
mezi bunikou a extracelularni matrix a jsou exprimovany na vsSech leukocytech jako LFA-1.
Tento integrin se muze védzat na mezibunécné adhezni molekuly ICAM-1 a -2. DalSim
vyznamnym integrinem je pozdni aktivaéni antigen (Very late activation antigen,
VLA), ktery se vaze na VCAM-1. Integrinova signalizace muize ovlivnit mnoho aspektl
ateroskler6zy, od nejranéjsi indukce zdnétu az po vyvoj pokrocilych fibréznich plakt. Integriny
mohou byt vyuzity jako potenciondlni terapeuticky cil pro omezeni kardiovaskularnich

onemocnéni (Zhu, 2018; Alkina, 2007).

4.2 Pankreatitida

Akutni a chronické pankreatitidy jsou gastrointestinalni zanétlivd onemocnéni s rostouci
incidenci po celém svété. Pankreatitida je charakterizovana edémem, naruSenim parenchymu
slinivky bfiSni, infiltraci zanétlivymi bunikami a fibrézou, pficemz je normalni struktura
slinivky bfisni téméf zni¢ena. VétSina pacientli s akutni pankreatitidou maji mirny prabéh
onemocnéni, ale u zavaznych piipadi, kdy dochazi k mnohoéetnému selhani organd, ma
vysokou umrtnost. Chronickd pankreatitida je typickd chronickym zanétem a zni¢enim
normalniho parenchymu slinivky bfi$ni. Pacienti s chronickou pankreatitidou maji také vyssi
pravdépodobnost na vyskyt adenokarcinomu slinivky bfi$ni. Zakladni mechanismus vzniku
a vyvoje tohoto onemocnéni je nejasny, avsSak je spojen stadou faktorti, mezi které patii
1 adhezni molekuly.

Molekuly adheze hraji vyznamnou roli v migraci bun€k, proliferaci a transdukci signalu,
stejné tak ve vyvoji a reparaci tkani. Uvolnéni adheze mezi bunkami slinivky bfi$ni zvySuje
propustnost, coZz vede k intersticidlnimu edému, ktery podporuje migraci zanétlivych bunék
a narusuje tkanovou strukturu. Rizikovym faktorem je oxidacéni stres, ktery vede ke zvySené

expresi molekul adheze.
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Je-li narusena struktura tésnych spoju epitelovych bunck slinivky bfisni, vede
to k neomezenému pohybu solutti a dalsich molekul paracelularnim prostorem, coz zpisobuje
otok a prijem. Tésné spoje totiz funguji jako bariéra fidici pravé paracelularni pohyb iontd,
soluti a dalSich molekul. Tésné spoje tak pravdépodobné hraji dulezitou roli v progresi
a zavaznosti pankreatitidy.

Zachovani normalnich funkci molekul adheze a zabranéni jejich abnormalni aktivaci by
podpofilo homeostazu a udrzet normalni struktury slinivky bfisni. Dalsi studie roli molekul
adheze v normalni a patologické slinivce biiSni by usnadnily vyvoj novych terapeutickych

strategii v 16cb¢ akutni a chronické pankreatitidy (Sato, 2019).

4.3 Rakovina endometria

Adhezivni molekuly jsou zodpovédné za interakci mezi buitkami navzdjem, a s okolnim
mezibunéénym prosttedim vytvaii normalni architekturu tkané. Role adhezivnich molekul
pfi procesu rakoviny je angiogeneze, ztrata kontinuity tkan¢ a ztrdta mezibunééného kontaktu
s extracelularni matrix. Tyto procesy podporuji Sifeni rakoviny tvorbou metastaz. Jestlize jsou
poruchy v celém mechanismu bunéénych spojeni a je naruSena integrita epitelil, pronikaji
rakovinné buiiky do okolnich tkédni a mohou se pfesouvat do lymfatickych a krevnich cév.

Rakovina endometria (d€lohy) je cca 15. nejcastéjsi malignitou na svété. Ukazuje se,
ze vétSina pripadd jsou zeny z vysoce rozvinutych zemi. Nejvyssi riziko vzniku je u zen
v postmenopauzalnim obdobi. Nejcastéji se jednd o adenokarcinom endometria spojeny
s nadmérnou sekreci estrogenu v disledku obezity, hypertenze, cukrovky, pozdni menopauzy
a hormonalni substitu¢ni terapie. Hlavnim faktorem v premenopauzalnim véku je obezita.
Nadmérna koncentrace estrogenu nadmérné stimuluje endometrialni tkan, mize také prispét
k rozvoji hyperplazie (zmozeni bunék) endometria.

Zmény v adhezivnich vlastnostech jsou Casto spojeny se zménami exprese a funkce
adhezivnich molekul, které jsou popisovany u mnoha typli rakovin. Zména exprese adhezivnich
molekul je detekovatelnd v kazdé fazi invaze nadoru, vcetné oddéleni nadorovych bunck
z mista vzniku, pronikéni do krevnich cév, migrace do vzdalenych organti a tvorby metastaz.

E-kadherin je exprimovan v epitelovych buiikach a zprosttedkovava diferenciaci a tvorbu
normalni architektury tkani. Jeho cytoplazmatickd doména interaguje s kateniny a jimi
vytvoieny komplex vaze a-katenin, ktery ptimo ovliviiuje skelet bunék. Nadory Casto vykazuji
vadu fungovani E-kadherinu zplsobenou nedostatkem cytoplazmatické nebo extraceluldrni
domény a mutacemi. Tyto poruchy mohou vést k oddélovani nadorovych bun€k od primarni

nadorové hmoty, a tim zvySovat invazivitu.
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Integriny zajiStuji hlavné interakci mezi builkami a extraceluldrni matrix, nékteré
interaguji s molekulami superrodiny imunoglobulinii pfitomnymi na endotelidrnim povrchu
krve a lymfatickych cév, ICAM a VCAM. Diky svym vlastnostem se integriny podileji
na slozitych procesech, jako je srazlivost krve, zanét, migrace, diferenciace tkani a déleni
bungk, ale bylo provedeno malo studii se zapojenim téchto proteinii do rakoviny endometria.

Clenové rodin imunoglobulini se podileji na proliferaci, lokalni invazi, §ifeni, kolonizaci
a také imunologickém tuniku nadorovych bunék. Molekuly bunécné adheze se tak mohou

v budoucnosti stat nastrojem k 1é¢bé rakoviny endometria (Lewczuk, 2019).
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ZAVER

Adhezivni molekuly maji v lidském téle mnoho nezastupitelnych funkci, diky kterym
jsou velmi dtlezité pro existenci lidského organismu. Primdrni funkci je spojeni bunck
mezi sebou a bun€k s jinymi strukturami, jako je extracelularni matrix, udrzuji tak integritu
tkani. Diky adhezivnim molekuldam mohou v téle probihat procesy, jako je embryogeneze,
hojeni ran, migrace leukocyti do mist zanétu, a tim proces zanétlivé reakce, udrzovani
synaptickych reakci, homeostazy, déleni bunék atd.

Jako vétSina molekul majicich specifické funkce, maji i adhezivni molekuly své
inhibitory, které tlumi, nebo UpIné narusSuji jejich fungovani. Témito inhibitory mohou byt
nekteré latky rostlinného ptivodu, nizkomolekularni heparin, ¢i alkohol.

V ptipad¢ patologického vyvoje hraji adhezivni molekuly také dulezité role ve vzniku
a vyvoji Sirokého spektra onemocnéni, at’ uz zanétlivych ¢i neoplastickych. Ptiklady téchto
onemocnéni jsou rakoviny rizného druhu, ateroskler6za, anebo pankreatitida. V soucasné dobé
existuji pfedpoklady, Ze prostfednictvim adhezivnich molekul bude tyto patologie mozné
uspésné 1écit. Defekty adhezivnich molekul byly nalezeny i u lidi po prodélani nyni velmi
aktudlniho onemocnéni Covid-19. Momentalné je tato problematika intenzivné studovana,
avsak existuje zatim jen minimum odbornych studii zabyvajicich se zménami adhezivnich
molekul v souvislosti s prodélanim onemocnéni Covid-19, a proto nebylo mozné tuto kapitolu

dostate¢né reserSné zpracovat a zaradit do bakalarské prace.
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