CelicCni stiki

Vrsta povezave:
e celica-celica

e celica-matriks

Povezava in adhezija omogoca:

e zvezo med celico in skupnostjo

e kompartmentizacijo

e prepoznavanje in signalizacijo

e proliferacija, diferenciacija, migracija
e delitev mehanskih obremenitev

Tri funkcionalne oblike celic¢nih stikov.



Celicni stiki

tesni stiki (occluding junctions)
neprepustni sloj

sidrni stiki (anchoring junctions)
mehanska povezava med sosednjimi
celicami ali med celicami in ECM.

— pritrditvena mesta aktinskih filamentov

* adherentne povezave celica- celica
(adhezijski pasovi)

* adherentne povezave celica-matriks (fokalni o

stiki) 2 -

— pritrditvena mesta inetrmediarnih y— @ \
filamentov '

o stiki celica-celica (dezmosom) cadherins claudins & occludins integrins

* stiki celica-matriks (hemidezmosom)

komunikacijski stiki (communication
junctions) namenjeni prevajanju kemicnih ] tght junctons %
in elektricnih signalov — achesion belts [ 81 =

— presledkovni stiki (gap junctions) | desmosome: SN
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— kemicne sinapse N Ol
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1. Tesni stiki

« Epitelijske in endotelijske > selektivno prepustne bariere

e (Celice so med seboj zatesnjene.

Tight Apical
junction membrane
A T
v
f i
v l Basolateral

Paracellular Transcellular membrane
pathway pathway

Primer GIT:
- prenos glukoze v celico
(Na* glukozni simport/apikalno)
- difuzija Na* iz celice
(olajsana difuzija preko transporterjev/bazolateralno)

Na*-driven
glucose symport

LOW

| > S

tight
junction

adjacent cells
intercellular
space

passive glucose
carrier protein
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surface

extracellular
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fluid = LOW
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1. Tesni stiki

plasma membranes

Stik vzdrzuje vrsta TM proteinov (homofilna adhezija)
e klaudin, okludin, tricelulin
o ]AM (junctional adhesion proteins)

intercellular
space

sealing
strands of
tight-
40 kDa junction
4 izooblike proteins
JAM
65 kDa 22-24 kDa
2 izoobliki 24 izooblik

Occludin Claudin :
cytoplasmic
half of

lipid bilayer

o ZOl, -2, -3 proteini (Z0: zonula occludens) (PDZ, SH3 domene)

Cell 1 Cell 2

Cytoplasm

Claudin-1

Occludin




2. Sidrni stiki

cytoskeletal
plasma membranes filaments

 Kompleks dveh tipov proteinov:

— Intracellularni sidrni proteini
(plaki) vezani na aktin ali
intermediarni filament

— TM adhezijski protein z ic delom na £
sidrni kompleks in zecdomenona ™

ECM ali na drug TM adhezijski
prOteln. ani(r:‘:\frc ::'Igtl:irns agagzirgr??gfe?gs

extracellular matrix

e Dve razlicni funkcionalni obliki sidrnih stikov:
— adherentne povezave in dezmosomi (celica-celica, kadherini)
— fokalne povezave in hemidezmosomi (celica-ECM, integrini)



2. Sidrni stiki:

Celica-celica: adherentna povezava

epitelijske celice
adhezijski pasovi
aktinska vlakna

sidrni proteini
— catenin

— vinkulin

— o-aktinin

kadherin
transcelularna mreza

plasma
CELL1 __membrane

\
actin cadherin anchor protei

] otein
filament dimers 3 =



2. Sidrni stiki:

Celica-celica: dezmosomi

e epitelijske celice
e oblika gumba
e intermediarni filament

Povezovalci citoskeleta in TM
adhezijskega proteina:

— plakoglobin
— desmoplakin
Adhezijski proteini (kadherini):
— desmoglein
— desmokolin

Avtoimunsko obolenje pempighus

cadherin
family proteins
| cytoplasmic
plague made of
intracellular
"B anchor proteins

(W |
g

1) -

0

s

/
keratin filaments
anchored to

cytoplasmic plaque \/

interacting
(C) plasma membranes

intercellular
space

desmoglein desmocollin

plasma
membrane

/' EXTRA-
/ CELLULAR
SPACE

CYTOPLASM

plakoglobin

desmoplakin

(D) intermediate filaments



2. Sidrni stiki:

Celica-celica: dezmosomi

e epitelijske celice
e oblika gumba
e intermediarni filament

Povezovalci citoskeleta in TM
adhezijskega proteina:

— plakoglobin
— desmoplakin

Adhezijski proteini (kadherini):
— desmoglein

— desmokolin

Avtoimunsko obolenje pempighus

dezmosomski stiki med celicami epidermisa



Pemphigus foliaceus

e 9letrazvoja

e zamenjava plazme, kortikosteroidi, rituximab /remisija

 mycophenolate mofetil (imunosupressor), kortikosteroidi



2. Sidrni stiki:

Celica-matriks: fokalni stiki

povezava ECM in citoskeleta (aktin)
TM protein je integrin
a-aktinin, filamin, talin, vinkulin

miSica-vez povezava (myotendinous
junction)

Celica-matriks: hemidezmosomi

morfolosko podobni dezmosomom
omogocajo natezne lastnosti (gumbki)

povezujejo bazalno povrsSino epitelijskih celic

na bazalno lamino
intermediarni filament (keratin)
plektin

extracellular matrix protein

integrin /
subunits

plasma

EXTRACELLULAR
SPACE

a-actinin, talin,
or filamin

'S

Keratin intermediate —
r filaments

actin vinculin

filament

membrane " ; Anchoring
f £Q filaments




TABLE 19-2 Anchoring Junctions

JUNCTION TRANSMEMBRANE EXTRACELLULAR INTRACELLULAR INTRACELLULAR
ADHESION PROTEIN LIGAND CYTOSKELETAL ANCHOR
ATTACHMENT PROTEINS
Cell-Cell
Adherens junction cadherin cadherin in actin filaments o- and B-catenins,
(E-cadherin) neighboring cell vinculin,
o-actinin,
plakoglobin
(y-catenin)
Desmosome cadherin (desmoglein, desmogleins and intermediate filaments desmoplakins,
desmocollin) desmocollins in plakoglobin
neighboring cell (y-catenin)
Cell-Matrix
Focal adhesion integrin extracellular matrix actin filaments talin, vinculin,

Hemidesmosome

integrin ogfBs, BP180

Presledkovni stiki

proteins

extracellular matrix
proteins

intermediate filaments

o-actinin, filamin
plectin, BP230



3. komunikacijski stiki:
Celica-celica: presledkovni stiki

nimajo jih misicne in krvne celice
koneksin, konekson interacting

plasma membranes
vrzel 2-4 um

doloCena propustnost

channel
1.5 nmin
diameter

2
P, La™ o g
akcijski potencial
jetl‘ne Celice/NA two connexons in ggrqwnpe;soer:i of
VRY, . register forming six subunits
Zlvcne Cellce open channel between

adjacent cells

peristalticno delovanje srca



3 vrste filamentov
— mikrofilamenti
— mikrotubuli
— intermediarni filamenti

razliCne funkcije
— dinamicne mreze
— snopi

— strukturna opora

— filamenti z nateznimi
lastnostmi

veliko stevilo konstruktov

Citoskelet

(a) Microfilaments

Microtubules

Intermediate Filaments

Actin binds ATP

of-tubulin binds GTP

IF subunits don‘t
bind a nucleotide

Form rigid gels, networks,
and linear bundles

Rigid and not easily bent

Great tensile strength

Regulated assembly from a
large number of locations

Regulated assembly from a small
number of locations

Assembled onto
pre-existing filaments

v

v

v

Highly dynamic

Highly dynamic

Less dynamic

v

v

v

and dyneins

Polarized Polarized Unpolarized
Tracks for myosins Iracks for kinesins No motors

v

v

v

Contractile machinery and
network at the cell cortex

Organization and long-range
transport of organelles

Cell and tissue
integrity

(b)

(c)

(d)




Mikrofilamenti: aktin

sestavljanje na razlicne

nacine

razlicne kombinacije v | |
isti celici | | E

vse povezane s povrSino p 9 J
celice in zunanjostjo Microvilli Cell cortex Adherens belt

G-aktin -
F-aktin

Filopodia Lamellipodium/ Stress fibers
leading edge

F
Q,

Phagocytosis Moving endocytic vesicles Contractile ring




G- in F-aktin

G-aktin = globularni monomer
v 1 ~
/ ATP- '\

F-aktin = filamentozni aktin
AL A binding

cleft

36

y/

6 aktinskih genov, pri vretencarjih: 7

— 4 «aizooblike v m.c.. (v kontraktilnih ZV /éi &\\

strukturah) »( A « ‘ \
—  B- aktin v nemisi¢nih c. ST L
vry I P
— y- aktin v nemiSi¢nih c., stresna vlakna J& N " :\ - 3 )
J ‘ /‘ 3 N-terminus

10% vseh celicnih komponent Z Cterminus

(do 5% v nemisSicnih c.)
evolucijsko zelo ohranjena

e 45kDa

» globoka $pranja z vezavnim mestom za ATP in Mg?*
» aktinski filament je iz 2 verig, medsebojno ovitih

e strukturna in funkcijska polarnost F-aktina

* (+), kjer se dodaja, (-), kjer laZe potece hidroliza



Povezovanje aktinskih filamentov

Microvilli,
filopodia,
focal adhesions

4

o

R
“
"
) »
' 3 °
5
5 .
A

razliCna urejenost aktinskih S ch;"p. \
molekul znotraj iste celice B PR A e

Stress fibers,
filopodia,
muscle Z line

razlicni povezovalci

razlicne konstrukcije

Cell cortex

Duchennova misSicna
distrofija (distrofin)

Leading edge,
stress fibers,
filopodia

Linking membrane
proteins to actin
cortex in muscle

Plasma
membrane

A




motorni proteini vezani na
aktinska vlakna

pretvorba kemicne v
mehansko energijo

hidroliza ATP

sodelujejo pri:

— premikanju organelov

— celi¢ni migraciji
40 genov za miozin (¢lovek)
bipolarni filamenti

domenska ureditev proteina

Mio

Z1n

{b) Myosin Il

Head Neck Tail

Actin-binding

sites

(c) Head and neck domain

Actin- \\\
blndmg 1
site //

oS

Heavy chain

Regulatory
light chain

Essential  Heavy chains
light chain

Nucleotide-
binding site

Essential
light chain

Regulatory
light chain



razlicne strukture
miozina

razlicne povezave

Miozin

Class

Step size Function

i

Membrane
I 10-14 nm association,
endocytosis
(+)
(+) SRRt Rt s |~ |~ SRIGRRIAIGRRRAIGRIIAIGHED (+)
I 8nm — Jsss "’\‘\:’ P __, Contraction
(+) REIIILLEIICLIRIIALIIGID (| | CERRRITIRRSTTIISITRED (+)

% Organelle
4 transport
-

28 (+)



Aktin-polimerizacija

(a) G
@
* @ PN
O Nucl
Kgactin e *) @ F-actin f(_) end Bio i

Q@ @ Qo

Nucleation Elongation Steady state

3 faze polimerizacije

— nukleacija

— dodajanje podenot na oba konca

— konec-ravnoteZje s prostim G-aktinom
dodajanje je hitrejSe na (+) koncu
disociacija enaka na obeh koncih

celicno premikanje na osnovi polimerizacije
aktina




Aktin - celicna migracija

gibanje, kot posledica nastanka lamelipodijev
lamelipodiji tvorijo fokalne stike

zadnji del celice se skrci

vsebina c. se prenese v sprednji del

vzpostavi se nov adhezijski kontakt, stari popusti
(de-adhezija)

gibanje je rezultat mehanskih sil, ki jih generira
citoskelet.

celice se ne morejo premikati, Ce so premocno
vezane ali sploh niso

kontraktilna vlakna stisnejo telo celice v smer
gibanja

fokalni stiki

dinamicna aktlnska mreza

c)

(d)

== »c::.»v__ Contractile /
—— - bundles

Plasma membrane

e s - === ey
Extracellular matrix

Integrins

R

Focal adhesions

ATP-G-actin

o Filamin ‘
Profilin \\v,/f b / ‘
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Focal Direction of movement —>»
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Kl Extension
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ZZ,
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n De-adhesion and endocytic recycling

Old adhesion
| . S
/ 7/ S S S A e LA S

e

Plasma
membrane

Capping protein /’/
Cofiin



Aktin-celiCna migracija

o Growth factor LPA o

specifiCni rastni I
faktorji tﬂp N *j GTP

lizofosfatidilna /
lehna (LPA) Rho kinase j Fo:r'nin
Par6 WASP WAVE :
Myosin LC
l l l l phosphatase
aktivacija majhnih Botarity A"f"" A"f“ hoa i
. ¥ v
GTP'prOteanV Actin Actin Myosin Actin
polymerization polymerization activity polymerization
! ! ! !
Filopodia Lamellipodia Stress fiber formation

formation formation and contraction

specificen odgovor




Intermediarni filamenti

8-12 nm strukture

biokemijsko so mnogo bolj
heterogeni

njihovo izrazanje je tkivno
pogojeno

imajo veliko natezno trdnost flae

nimajo intrinzicne polarnosti -‘\.

so mnogo bolj stabilne =S

znacilni za zivali D R wi: = .
40 Klini¢nih moten] R el o=~

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



Intermediarni filamenti

70 razlicnih genov
(5 pOddruiin) (@) Head% Rod %Tail (b)

Ohran]enl a-hell(\fnl N'terminusm@@gc-terminus
del (310 ak)
N- in C- konca sta @  Tetrarer

€ =— Protofilament

glObularna in raZli(\fna Protofibril s

dimer osnovna
gradbena enota

nadaljna asociacija v
tetramer (simetrija)

Tail (61)

b2ast2(27)  281(60) st

112 (18)

ustvarjena | pa—— Y
simetricnost—zato R SE
tudi ni polarnosti "

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



kisli keratini

bazic¢ni keratini

dimer iz ene bazi¢ne in
ene Kkisle verige

najbolj raznolika
skupina

trdni keratini
— lasje in nohti
— bogati s Cys

mehki, cito-keratin
— epitelijske celice
— citokeratini asocirajo
z dezmosomi

Keratin

TABLE 18-1 | The Major Classes of Intermediate Filaments in Mammals

Class Protein Distribution Proposed Function
I Acidic keratins Epithelial cells
Tissue strength
and integrity
II Basic keratins Epithelial cells Resmasames
XN X - s
Epithelial cell
11 Desmin, Muscle, Sarcomere Dense bodies f disk ZidisK
GFAP, glial cells, organization,
vimentin mesenchymal cells  integrity
Smooth muscle Skeletal muscle
v Neurofilaments Neurons Axon organization —_—
—Eaae——
(NFL, NFM, and NFH) & o
Vv Lamins Nucleus Nuclear structure and
organization
Nucleus




Adhezija celic

cells that wil|
ecome neural
crest cells

nastanek tkiva preko adhezije celic

neural crest
cells

prekursorske celice founder cell in
epithelium

neural
tube

l MIGRATION

selektivna adhezija

{a) Connective tissue

__~ Fibroblasts

intercellular
junction

Adjacent cell
membranes

enlarged

; 5 i
epithelium nerve ce

satellite cell

peripheral ganglia



Kadherini

. N\
glavna skupina CAM &

2 . <0 NG
CaZ* o
100 raleénlh Flamingo/ o?( DN  Cadherin-23 Prol&%\%m'r
klasi¢ni kadherin ® ®

— kadherin E (epitelij/ tudi v
mozganih)

— kadherin N (nerve/ tudi v i
ﬁbrOblaStih) G TEoRomal Truncated cadh ErJi'ns

EC-, TM-, IC- domena
ohranjenost strukture

kadherin P (placenta)
kadherin VE (vascular epithelial)

Drosofila (8/16 Ig ponovitev in
druge domene)

desmosomski kadherini (najbolj

podobni klasi¢nim) a?
protokadherini (negativno 0 o' o
regulirajo klasicno kadherinsko ]
) o
adhezijo) O O = O i ® O
n "’g‘"“ws GPI;r rasrnesvr::-parsasne ntracellular p-catenin  y-catenin  Armadi
flamingo kadherini (urejajo feﬁm' Prodomsn g donin o o " erbrane icotaar Bestenn yisonn Aty

planarno celi¢no polarnost) eSO



Klasi¢ni kadherin

EC domena

e 5Igponovitev (110 ak) s Ca?* vezavnimi
mesti

e tvori homofilne interakcije (trans—15-30
nm) preko EC1

 mocno ohranjeno zaporedje odgovorno za
vezavo Ca?

e Vezava Ca?*ima razli¢ne vloge:

— vzdrzuje rigidnost ektodomene z znacilno
obliko, ki je kriticna za trans vezavo (kot 90°
med EC1 in EC5)

— Ca?* strukturno favorizira odpiranje verige
TM ena vijacnica
IC domena
* mocno ohranjena klasi¢cnih kadherinov
e vezavno mesto p120 in B-katenin

e asociacija z a-kateninom in dalje z
aktinskimi filamenti

[3-catenin

a-catenin

Actin

TRENDS in Cell Biology




Kadherini: mehanizem adhezivne povezave

trans povezava dveh EC domen EC1

domen

izmenjava N-koncnega dela verige
(EC1 domene) z adhezijskim
partnerjem
— tip I: Trp2
— tip II: Trp2 + Trp4 in Se hidrofobne
interakcije
— VE kadherin: Trp2+Trp4
— tiplin tip Il se medsebojno ne
izmenjujeta
heterofilne izmenjave znotraj

druzine

Closed monomer

EC3 WAL
\J \
e
N o
EC4 \ ~ MF
l\ i

Strand-swapped dimer

B

ECS “1* 2 *\\t‘{ I

E-cadherin EC1-5

E-cadherin
N-cadherin

C-cadherin
(1L3W)

N-cadherin EC1-5

VE-cadherin
) N N



Kadherini: model mreze

. R e P gl gpf”
S S s f |
cis interakcije med EClin /. fre  fro =
EC2 dveh protomerov :geu :Jecn feu AR R o £
. ‘s 7 ECS AI':‘ £cs ': ECS o
mesto interakcije na 2 R )
nasprotni strani od mesta pri
trans povezavi C 4 d 4 - N-cadherin
vse interakcije so Sibke U -
o -
D
' E-cadherin




Elektronska tomografija celic koze

dezmosomi in situ







Kompleksnost povezave kadherin-aktin

Proces preoblikovanja (zorenje celice v
smislu stika celica-celica)

fokalni stik bazolateralni adherentni stik
. . stik olarizirane celice
e fokalni stik P
— proces preoblikovanja e :
actin z
— tvori ob zaCetnem kadherin/kadherin ‘ B
kontakt —— K | oum
- pr_iS_OtHOSt Vipku“na pOngena (napetOSt/ Focal Adherens Junction Linear Adherens Junction Zonula Adherens Junction
pritisk/tenzija)
— miozinska kontraktilnost radialno
usmerjena
E-cadherin

e bazolateralni stik : m?g“g

— umiritev procesa
— manj tenzije, odsotnost vinkulina
— a-katenin v skrceni obliki

e prehod med obema oblikama je
dinamicen
e adherentni stik pri polariziranih celicah

— tvori se F-aktinski pas, ki povezuje celice
— aktivnost miozina/rekrutacija vinkulina

force

0 z
actin myosin |l -



Kompleksnost povezave kadherin-aktin

Strukturna in signalizacijska vloga a-katenina pri
preoblikovanju tkiva:

e o-katenin

E-cadherin

e vezavno mesto F-aktin in f3- 120
katenin T 2o
. O, 7% |/ /p-catenin
e centralna domena a-katenina B (o xdne o
5 @l e
§|occat

 D4/D3ainterakcija f
e vezavno mesto za vinkulin { D5 )/ 207 -~

D3b
D4 | afadin

' Signaling |

D3a vinculin
a-actinin| o

e rekrutiranje adapterskih
proteinov

D5

e centralni del je kljuCen za
regulacijo in deluje na osnovi sile




Selektini

Levkociti
poseben adhezijski sistem

selektni (Ca?* odvisni)
— L-selektin (levkociti)
— P-selektin (trombociti)
— E-selektin (endotelijske c.)

pomagajo pri migraciji celic v tkivo
prepoznajo oligosaharide na endotelijskih c.
nizka adhezijska afiniteta

aktivacija integrinskega sistema

obratno, na mestu vnetja endotelijske c.
izrazajo selektine-prepoznajo oligosaharide
na levkocitih in trombocitih

basal
lamina

white blood cell
®—®— @

endothelial

cell

(B)

lectin domain
EGF-like domain

P-selectin

EXTRACELLULAR
SPACE

CYTOSOL

anchor
proteins .
(A) actin
filament
WEAK ADHESION STRONG ADHESION
AND ROLLING AND EMIGRATION

{integrin-dependent) blood

(selectin-dependent)
vessel

@
oolo

o

tissue

@0 @ o‘:‘




N-CAM

Neural Cell Adhesion Molecule

iy 4, A2 L
20 razlicnih e /” Ig1
'&D,.)E‘»"J..;* A

za razliko od kadherinov in (-8B G
selektinov ne potrebujejo Ca?* - C A g2

As

\/fibro“'e:,jtin ) ‘_/’ i y

spadajo v naddruzino z Ig domenami (e 193

[/ cr\
izraZa se v razli¢nih celicah, vklju¢no \&

lycosyl-

i . C . phospgh:ntlt‘i‘il:nositol G0t c

e —
10 nm

nekatere oblike vezano sialno Kislino
— antagonisti adhezije

tudi signalizacijska vloga X i . X X
(fosforilacija preko asociacije s Tyr # - »
kinazo)




Transmembranski proteini

thyroglobulin

SMOC-1, -2

testican-1, -2, -3

nidogen-1
nidogen-2
IGFBP-1, -2, -3, -4, -5, -6 3
invariant chain [@ﬂ&

Trop-1, -2 TY @

Imajo homologne

domene podobne

funkcije? fragment p41
kot inhibitor CP

membrana

* Tgl domena v fragmentu p41/inhibitor cisteinskih proteaz (rdece)
e Tgl domena v EpCAM /strukturna vloga pri dimerizaciji

* Tgl domena IGFBP /vezava rastnega faktorja

 TG! domena SMOC /odgovorna za razvoj oci in okoncin



EpCAM




EpCAM = Epithelial Cell Adhesion Molecule

Epitelijska Celicha Adhezijska Molekula

druge molekule:

* |gSFCAM
\ / o selektini
/CaZ+ [ ] .
.. klavdini in
e E
kadherini ﬂn\ okludini pCAM

adhezijski pasl: =

dezmosomi

integrini

emidezmosomi

fokalni stiki



EpCAM = Epithelial Cell Adhesion Molecule
Epitelijska Celicna Adhezijska Molekula
Znana dejstva:

» homofilna od Ca®* neodvisna adhezija celica-celica (oligomeri)
* izrazanje: | epitelijske celice, T mati¢ne in karcinomske celice
* jedrno signaliziranje — proliferacija

w
e i}

EpEX

" a TACE
- prezemlln -2

TM heliks
EplC

/

EplC
P + FHL?
+ B-katenin
a—aktinin \ C- myc + Lef-1
aktinski filamenti



Priprava materiala

N-gly - —
EpEX 3x NxS/T > QxS/T
(242 aa) >
membrana - —
wt neglikozilirana mutanta
EpEX dimer monomer
kDa wt  neglik. 46 kDa 28 kDa
400 A \
60 350 /
300 - ﬂ ﬂ
45
250 A
§ 200 1
. 2 H7.4 oH 4.7
- . 160 p *
e e
50 - AU&\
20 0 f T T T f T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Volume (ml)



Struktura dimera zunajcelicnega dela

membrana

mesta glikozilacije



Struktura podenote

* majhna domena
« z disulfidi stabilizirano jedro
* NOVO zvitje

* ni disulfidov
* zvitje ni novo, podobno zvitje
pri redkih nesorodnih proteinih

* 7z disulfidi stabilizirano jedro
* ni inhibitor katepsinov (zankal)

- nova vloga domen TY: dimerizacija
Do sedaj znane vioge domen TY:
* inhibitorji (p41, nidogen, testikan)
 vezava IGF (IGFBP)
* mesta cepitve (tiroglobulin)




cis dimer EpCAM

Tgl
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membrana [T




dimerizacija TM heliksa

TM zaporedje (23 ak): AGVIAVIVVVVIAVVAGIVVLVI
NAMD MD simulacija;

| l? ‘
POPC lipidna faza

(POPC = 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) 1,1 S 2 S 4 S 5 S

N
o

w
o

razdalja med heliksoma [A]
N
o

¢as [us]

Pavsi¢ M, Guncar G, Djinovié-Carugo K in Lenarcic B, objava v pripravi






NMR struktura Trop2ic

EpCAM SRKKRVAKYEKAEI KEMGEMHREL NA
Tr op- 2: TNRRKSGKYKKVEI KEL GEL RKEPSL
membrana

mesto
fosforilacije

motiv za
vezavo PIP2 C

Trop-2 IC

Nestrukturirana domena v citoplazmi verjetno
pridobi heli¢no strukturo ob kontaktu s tarécnim
proteinom (aktinin, FHL-2 protein ).

PTrop-2 IC



Model trans-tetramera

e adhezijska enota je tetramer
* EC1 domene niso v kontaktu
* razdalja med obema membranama ~10 nm

cis-dimer
EC2 membrana
EC3
EC1
ClusPro umescanje
A
5nm
v membrane d

cis-dimer trans-tetramer

Pavsi¢ M, Guncar G, Djinovié-Carugo K in Lenarcic¢ B, objava v pripravi



Model adhezijske mreze

* stabilni adhezijski kontakti in cis-oligomeri via EC1
e kontakti v kristalu & racunalnisko umescéanje: cis-interakcije dveh cis-dimerov via EC1
* kontinuirne adhezijske regije

pogled od
zgoraj

EC1 EC1 EC1 EC1

pogled s
strani

v o

pogled s
od zgoraj EC1 strani

trans-tetramer cis-tetramer

membrane

pogled s strani

EGMEREE



Model adhezijske mreze

EC EpCAM

S =
1

> EpCAM TM regija

~

£

£
; IC EpCAM
a-aktinin

Pavsic'M, Guncar G, Djinovié-Carugo K in Lenarcic B, objava v pripravi

Stabilni adhezijski kontakti kot posledica interakcije
med tetramernimi adhezijskimi enotami



e EpCAM se strukturno razlikuje od klasi¢nih CAM (kadherini, integrini, selektini, Ig naddruzina)

e 4 nm

-
s

klaudin

tetraspanin claudin-7

E- kadherin

e Povecano izrazanje EpCAM porusi obstojeco celicno povezavo na osnovi kadherinov.

e Prirakastih celicah tvori EpCAM kompleks s klaudinom-7 in tetraspaninom (predstavljajo
mocan metastatski potencial).

* EpCAM je tarca terapij na osnovi Ab = strukturni podatki predstavljajo dobro osnovo za
izboljSanje obstojecih terapij in razvoj novih.



Anti-EpCAM DARPIni

DARPIni - “Designed Ankyrin Repeat Proteins”

« majhni proteini (~14 kDa)
* ena domena: N-cap, eden ali ve¢ modulov, C-cap

N-cap osrednji modul C-cap

Universitat
Zurich™

N-koncni del CloveSkega ankirina
(12 ponovitev ANK); PDB ID 1N11
(Michaely in sod., 2002)

pogled z vrha

pogled s strani



Anti-EpCAM DARPIni

Universitat
Zurich™

stranski pogled pogled z vrha

Randomizirani polozaji (krogle) v kontakiu z EpEX

stranski pogled

pogled z vrha






Premik miozina vzdolz aktinskega filamenta

{a) Thick Filament

 miozinska glava uporablja
ATP za premik aktinskega
filamenta.

. 1 El Binds ATP, P =0
* po vezavi ATP se mioz. i e ()

glava sprosti iz filamenta

e hidrolize ATP in rotacija .
glave :‘fi"l

e vezava na aktin Oo0Lt

* sprostitev P, in sprostitev
energije za premik aktina
e sprostitev ADP in S —
nadomestitev s svezim S
ATP ‘

Myosin head binds
actin filament

moves actin filament left (

B ADP released, AOP .,
ATP bound; ATPO, a4 |
head released i\‘
from actin

-
aRida:



