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Abstrakt

Interakce buňky a extracelulární matrix zprostředkovaná integriny je podrobně popsána 

v kontextu  buněčného  pohybu,  přežívání  i  regulace  buněčného  cyklu.  Přestože  není 

pochyb o vlivu integrinové signalizace na buněčný růst, poznatky z této oblasti regulace 

jsou střídmé. Klíčovou komponentou signalizace přes integriny je kináza adhezivních 

foků (FAK),  která  se  podílí  především na  kontrole  buněčného pohybu.  V nádorově 

transformovaných  buňkách  funguje  spolu  se  svým  efektorem  Cas  jako  důležitý 

regulátor invazivity, přežívání a tvorby metastází. Centrálním regulátorem buněčného 

růstu  a  proteosyntézy  sjednocující  podněty  z intracelulárního  i  extracelulárního 

prostředí je kináza mTOR. Možným místem propojení integrinové a mTOR signalizace 

je   fosfatidylinositol  3-kináza  (PI3K),  která  je  jedním z dokumentovaných  efektorů 

FAK kinázy a zároveň regulátorem mTOR dráhy. Nedávno objevená interakce kinázy 

FAK s tumorovým supresorem TSC2, který je členem mTOR dráhy, však ukazuje i na 

přímé propojení FAK a mTOR dráhy.

Klíčová slova:

FAK, Cas, mTOR, integrin, buněčný růst
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Abstract

Cell  interaction with extracellular  matrix mediated by integrins is  fully described in 

context of cell migration, survival and cell cycle control. Althought there is no doubt 

about the influence of integrin signaling to cell growth, knowledge from this field of 

study is  scarce.  Focal  adhesion kinase (FAK) plays a  key role  in integrin  signaling 

pathway,  especially  in  a  control  of cell  motility.  In transformed cells  FAK with its 

downstream target p130Cas contributes  to cell  invasivity,  survival  and formation of 

metastasis. mTOR kinase which is a key regulator of cell growth integrates stimuli from 

both intracellular and extracellular environment to control proteosynthesis. Several lines 

of  evidence  indicate  that  there  are  two  independent  pathways  connecting  integrin 

signaling mediated by FAK to mTOR pathway. A possible crosslink mediating stimuli 

from FAK–Cas signaling to mTOR pathway is phosphatidylinositol  3-kinase (PI3K) 

that is well documented downstream target of FAK and important mTOR regulator. In 

addition, recently discovered FAK interaction with TSC2, a major upstream regulator of 

mTOR kinase, suggests a direct connection of integrin signaling to mTOR pathway.
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Seznam zkratek

FAK kináza adhezivních foků

PI3K fosfatidylinositol 3-kináza 

PIP2 fosfatidylinositol 3,4-bisfosfát

PLCγ fosfolipáza C

GAP GTPázu-aktivující protein

PIP3 fosfatidylinositol 3,4,5-trisfosfát

IRS substrát inzulinového receptoru

S6K kináza ribozomálního S6 proteinu 70 kDa veká 
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1.  Úvod

Cílem této práce je shrnout známe skutečnosti o propojení mTOR dráhy s 

proteiny  FAK  a  Cas.  Oba  proteiny  jsou  v  buňce  lokalizovány  nejčastěji  v  oblasti 

adhezivních  foků,  kde  se  podílejí  na  signalizaci  přes  transmembránové  proteiny 

integriny, pomocí kterých buňka reaguje na podněty z extracelulární matrix. Studium 

propojení  této  signalizace  s  mTOR  dráhou  regulující  buněčný  růst  může  pomoci 

objasnit,  jak  interakce  buňky  s bezprostředním  okolím  ovlivňuje  růst  buňky  a 

proteosyntézu.  Zvláštního  významu nabývá  tato  regulace  pokud  je  buňka  nádorově 

transformovaná. Jedním z ukazatelů nádorové transformace je totiž růst buněk nezávislý 

na ukotvení či pokles adhezivity. 

Klíčovým  regulátorem  funkce  FAK  a  Cas  proteinů  je  Src  kináza,  která 

fosforylací stimuluje jejich aktivitu, a tím i vazbu interagujících proteinů. Tato regulace 

má  zásadní  důsledky  zejména  v  kontextu  nádorové  transformace.  Deregulovaná, 

konstitutivně  aktivní  Src  kináza  je  schopna  stimulace  signálních  drah  fosforylací 

interakčních  partnerů  i  bez  přítomnosti  podnětů  nutných  pro  jejich  stimulaci  za 

fyziologických podmínek. Proteiny FAK a Cas jsou často v transformovaných buňkách 

hyperfosforylovány. Právě propojení mTOR dráhy s FAK a Cas by mohlo být jednou z 

cest uplatňujících se při deregulaci buněčného růstu v transformovaných buňkách.
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1. 1.  mTOR dráha

Mammalian  target  of  rapamycin  (mTOR)  je  evolučně  konzervovaná  serin-

threoninová  kináza  uplatňující  se  zejména  při  regulaci  buněčného  růstu,  konkrétně 

proteosyntézy. Objev tohoto klíčového proteinu spadá do první poloviny 90. let a je 

těsně  spjat  s nálezem  půdní  bakterie  Streptomyces  hygroscopius  na  Velikonočním 

ostrově,  která  syntetizuje  látku  známou  jako  rapamycin  (Vezina  et  al.,  1975). 

Rapamycin  je  klinicky využíván jako  imunosupresant  a  jako  aktivní  látka  při  léčbě 

některých onkologických onemocnění. Inhibiční účinek rapamycinu na aktivitu mTOR 

není  přímý,  v komplexu  s  FKBP12  proteinem  se  váže  na  mTOR  a  omezuje  jeho 

aktivitu. V případě deregulace signální kaskády vedoucí k mTOR byl pozorován vznik 

benigních nádorů, tzv. hamartomů v mozku, ledvinách, plicích a dalších orgánech, které 

provázejí chorobu označovanou jako tuberózní skleróza (shrnuto v Astrinidis a Henske, 

2005). 

Funkce klíčové  serin-threoninové kinázy buněčného růstu – mTOR kinázy – 

jsou  ovlivněny  růstovými  faktory,  okamžitým  energetickým  stavem  buňky  a 

dostupností živin (shrnuto v Hay a Sonenberg, 2004). Hlavním centrem sjednocujícím 

přicházející  informace  je  komplex  dvou  tumorových  supresorů  TSC1  (hamartin)  a 

TSC2  (tuberin).  Tento  komplex  funguje  jako  GTPázu  aktivující  protein  (GAP) 

regulující  malý  G-protein  Rheb.  (Tee  et  al.,  2003;  Garami  et  al.,  2003).  Vazbou 

k mTOR Rheb následně stimuluje jeho kinázovou aktivitu a pozitivně reguluje buněčný 

růst.  Vlastní mTOR se nachází ve dvou funkčně i strukturně odlišných komplexech. 

mTOR komplex  1  (mTORC1)  je  tvořen  kromě mTOR i  GβL a  Raptor  proteinem. 

Aktivovaný mTORC1 fosforyluje klíčové regulační prvky proteosyntetické dráhy - S6 

kináza,  4E-BP1  (Burnett  et  al.,  1998;  Fingar  et  al.,  2002),  transkripce  a  inhibuje 

autofagii (shrnuto v Meijer et al., 2004). 

S6 kináza (S6K) je klíčovým prvkem regulace proteosyntézy a její plná aktivace 

je podmíněna fosforylací mTOR komplexem na threoninu 389 a navíc ještě fosforylací 

kinázou PDK1. Poté je schopna fosforylovat 40S ribosomální protein S6 a translační 
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faktory eEF2 a eIF4B. Přesný mechanismus působení efektorů S6K na iniciaci translace 

není zatím objasněn. 

Translační inhibitor 4E-BP1 váže iniciační faktor eIF4E. Fosforylace inhibitoru 

pomocí mTOR jej uvolní z komplexu s eIF4E a umožní iniciovat translaci.

Obr.1: Schéma mTOR dráhy a její hlavní regulátory (převzato z Wullschleger et al., 2006) 

Existence  druhého  komplexu  zahrnujícího  mTOR  byla  odhalena  poměrně 

nedávno (Sarbassov  et al., 2004, Jacinto  et al., 2004) a mezi jeho komponenty patří 

ještě  proteiny  GβL,  mSin1  a  Rictor.  mTORC2  nemůže  vázat  FKBP12  asociovaný 

s rapamycinem  (Sarbassov  et  al.,  2004,  Jacinto  et  al.,  2004),  proto  bývá  tradičně 

označován jako rapamycin rezistentní komplex. Toto pojmenování přetrvává i poté, co 

bylo  ukázáno,  že  dlouhodobé  působení  rapamycinu  inhibuje  funkci  mTORC2 

(Sarbassov et al., 2006). 

Nejlépe dokumentovaným efektorem mTORC2 komplexu je  kináza Akt/PKB 

(Sarbassov  et al., 2005), která je fosforylována na serinu 473 a toto umožní její další 
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fosforylaci  PDK1 na  threoninu  308 a  plnohodnotnou aktivaci  (Alessi  et  al.,  1996). 

Stimulovaná Akt/PKB se uplatňuje v širokém spektru signálních drah a její vliv sahá do 

oblastí  buněčného  metabolismu,  růstu  i  regulace  buněčného  cyklu  a  apoptózy. 

V kontextu buněčného růstu je třeba zdůraznit fosforylaci TSC1/2 komplexu, která má 

inhibiční účinek na jeho GAP aktivitu (Inoki et al., 2002; Potter et al., 2002). Aktinová 

organizace řízená pomocí PKC, Rho a Rac proteiny je další cílovou oblastí, ve které se 

uplatňuje  mTORC2 (Sarbassov  et  al.,  2004,  Jacinto  et  al.,  2004).  Působení  mTOR 

komplexů  je  opravdu  pleiotropní  a  zahrnuje  mnoho  aspektů  buněčného  života. 

Nejčastěji však bývají mTORC1 a jeho efektory označovány jako dráha řídící syntézu 

proteinů a buněčný růst, zatímco mTORC2 je jedním z mnoha regulátorů organizace 

aktinové sítě v buňce.

Dráha mTOR je místem sjednocení vstupů z různých úrovní buněčné signalizace 

a odráží působení růstových faktorů, energetický stav buňky i množství živin v okolí. 

Tato  integrace  vstupů  se  nejčastěji  odehrává  na  úrovni  komplexu  TSC1/2.  Vliv 

růstových  hormonů  na  proteosyntézu  je  velmi  dobře  popsán  zejména  na  příkladu 

inzulínu. Po vazbě hormonu na příslušný receptor dochází mimo jiné k aktivaci IRS1 

(substrát  inzulínového  receptoru)  a  PI3K,  která  fosforyluje  fosfatidylinositol  4,5-

bisfosfát (PIP2) plazmatické membrány. Na vzniklé fosfatidylinositol 3,4,5-trisfostáty 

(PIP3) se váže Akt/PKB. Plně aktivovaná Akt/PKB (nafosforylovaná na threoninu 308 

PDK1 a na serinu 473 mTORC2) fosforyluje komplex TSC1/2, a tímto omezí jeho GAP 

aktivitu k proteinu Rheb. Důsledkem je očekávané zvýšení proteosyntézy díky vysoké 

aktivitě mTOR kinázy. 

Komplexnost  celé  dráhy  může  být  dokumentována  na  již  zmíněné  pozitivní 

zpětné  vazbě  vedoucí  od  mTORC2  k  Akt/PKB  a  také  na  negativní  zpětné  vazbě 

pozorované v případě dlouhodobé a výrazné aktivace dráhy růstovými faktory. V této 

situaci dochází ke snížené aktivaci PI3K v důsledku inhibiční fosforylaci IRS1 pomocí 

S6K i samotného mTORC1, což brání nekontrolovanému růstu (Harrington et al., 2004; 

Carlson  et al., 2004). Signál z receptorů růstových faktorů může být veden také přes 

Ras/Raf/MAPK dráhu, přičemž k vlastnímu napojení na mTOR kaskádu opět dochází 
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pomocí inhibiční fosforylace TSC2 kinázami ERK a RSK (Ma et al., 2005, Ballif et al., 

2005).

Pro  dráhu  regulující  proteosyntézu  je  nutností  schopnost  vnímat  okamžitou 

hladinu dostupné energie v buňce a i tato recepce je prováděna na úrovni komplexu 

TSC1/2. (Inoki et al., 2003b) Za podmínek vysokého podílu AMP/ATP v buňce dochází 

ke stimulaci AMP kinázy,  která fosforyluje TSC2. Tato fosforylace má na rozdíl od 

fosforylace  pomocí  Akt/PKB  aktivační  charakter  vzhledem  k  GAP  aktivitě  TSC2. 

Hlavním  důsledkem  sníženého  energetického  stavu  buňky  je  tedy  utlumení 

proteosyntézy  díky  redukované mTOR aktivitě.  Také  v situaci  omezené  dostupnosti 

kyslíku  v prostředí  je  žádoucí  redukovat  energetický  výdej  buňky  a  zahájit  proces 

adaptace  na  změnu  dostupnosti  kyslíku  v  prostředí.  Tyto  děje  jsou  ovlivňovány 

transkripčním faktorem HIF-1, který mimo jiné stimuluje expresi proteinů REDD. Tyto 

regulátory TSC1/2 komplexu způsobují inhibici mTOR aktivity a tím i proteosyntézy 

(Brugarolas et al., 2004). Také působení živin v okolí na mTOR dráhu bylo intenzivně 

studováno,  přesto se  některé  názory výrazně liší.  Zejména není  příliš  jasné,  na jaké 

úrovni dochází k vnímání množství živin v médiu. V úvahu připadá jak přímé působení 

na mTORC1, tak i vliv na TSC1/2 komplex či Rheb. V každém případě tato otázka 

vyžaduje další zkoumání.

 V mTOR dráze se sbíhá velké množství rozličných vstupních informací, které 

mají vliv nejenom na buněčný růst, a bude zajímavé sledovat odhalování dalších drah 

zapojených do této regulace.
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1. 2.  FAK-Cas dráha

Kináza adhesivních foků (FAK) a protein Cas jsou spolu těsně funkčně svázány. 

Oba proteiny se nacházejí v místech kontaktu cytoskeletární sítě buňky a extracelulární 

matrix zvaných adhesivní foky (Polte a Hanks, 1997). FAK kináza je zde stimulována 

integrinovou  signalizací  a  dále  ovlivňuje  množství  procesů  probíhajících  v buňce. 

Jedním z efektorů FAK je právě i zhruba 130 kDa velký adaptorový protein označovaný 

jako  p130Cas.  Na  aktivaci  a  regulaci  funkce  obou  proteinů  se  zásadním způsobem 

podílí Src kináza (Ruest et al., 2001). p130Cas se v buňce účastní především buněčného 

pohybu, přežívání a invazivity, zatímco spektrum efektorů a mechanismů řízených FAK 

je  vzhledem  k její  nadřazené  funkci  o  něco  širší.  Oba  proteiny  se  aktivně  účastní 

procesů,  jejichž  deregulace  je  indikátorem  nádorové  transformace  a  jejich  zvýšená 

fosforylace  byla  pozorována  v nádorově  transformovaných  buňkách  (Kanner  et  al., 

1990).

FAK patří mezi nereceptorové protein-tyrozínové kinázy a poprvé byla popsána 

na  začátku  90.let  (Kanner  et  al.,  1991).  Její  působení  je  sice  nejlépe  prostudováno 

v kontextu  integrinové  signalizace,  reaguje  však  i  na  podněty  vyvolané  působením 

růstových  faktorů  a  chemokinů.  Svou  C-koncovou  doménou  se  váže  k proteinům 

asociovaným s integriny, talinu a paxillinu. Shlukování molekul FAK v blízkosti těchto 

adaptorů vede k autofosforylaci FAK na tyrozínu 397 a tvorbě vazebného místa pro 

další proteiny obsahující SH2 domény. Mezi nejdůležitější známé proteiny vázající se 

tímto způsobem patří  kinázy rodiny Src,  fosfolipáza γ (PLCγ) či   PI3K. Zásadní  je 

především vazba Src kinázy, která dále fosforyluje FAK a umožní její působení na celé 

spektrum efektorů zahrnující i adaptorové proteiny Cas a paxillin.

FAK patří mezi nereceptorové protein-tyrozínové kinázy a poprvé byla popsána 

na  začátku  90.let  (Kanner  et  al.,  1991).  Její  působení  je  sice  nejlépe  prostudováno 

v kontextu  integrinové  signalizace,  reaguje  však  i  na  podněty  vyvolané  působením 

růstových  faktorů  a  chemokinů.  Svou  C-koncovou  doménou  se  váže  k proteinům 

asociovaným s integriny, talinu a paxillinu. Shlukování molekul FAK v blízkosti těchto 

adaptorů vede k autofosforylaci FAK na tyrozínu 397 a tvorbě vazebného místa pro 
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další proteiny obsahující SH2 domény. Mezi nejdůležitější známé proteiny vázající se 

tímto způsobem patří  kinázy rodiny Src,  fosfolipáza γ (PLCγ) či   PI3K. Zásadní  je 

především vazba Src kinázy, která dále fosforyluje FAK a umožní její působení na celé 

spektrum efektorů zahrnující i adaptorové proteiny Cas a paxillin.

Obr.2: Schéma zapojení proteinů FAK a Cas do signalizace přes integriny (převzato ze stránky laboratoře 

nádorové angiogeneze a výzkumu melanomu, Univerzita Lausanne. 

(www.chuv.ch/cpo_research/introduction.html.)
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p130Cas  je  řazen  svou  funkcí  mezi  typické  adaptorové  proteiny,  tudíž 

nevykazuje  žádnou  enzymatickou  aktivitu.  Hlavní  změny,  které  prodělává,  jsou  na 

úrovni  fosforylace  jeho  tyrozínových  i  serin/threoninových  zbytků.  Centrální  úlohu 

v tomto procesu zastává substrátová doména proteinu, která obsahuje 15 repetic motivu 

YXXP  a  slouží  jako  substrát  pro  proteinkinázy  Src  a  FAK (Polte  a  Hanks,  1995; 

Fonseca et al., 2004).Cas se dostal do středu zájmů zejména po zjištění, že je hlavním 

tyrozín-fosforylovaným proteinem ve v-src a v-crk transformovaných buňkách (Sakai et 

al.,  1994).  Protože  p130Cas  reguluje  buněčnou  migraci  a  přežívání,  je  nasnadě 

uvažovat, jak se jeho aktivita a schopnost vázat interakční partnery mění v kontextu 

nádorové transformace. 

Klíčovým  vazebným  partnerem  p130Cas  je  kromě  kináz  FAK  a  Src  také 

adaptorový  protein  Crk  nasedající  na  tyrozínové  zbytky  v substrátové  doméně  Cas 

fosforylované Src kinázou (Vuori  et al., 1996; Klemke  et al., 1998). Vazba proteinů 

DOCK180/ELMO do tohoto signálního komplexu vede k aktivaci GTPáz rodiny Rho 

(Rac1, RhoA proteiny), které fungují jako regulátory organizace aktinu přes komplex 

Arp2/3 (shrnuto v Chodniewicz a Klemke, 2004). V zásadě stejnou drahou může být 

řízena  také  buněčná  invazivita,  zprostředkovaná  působením  matrixových 

metalloproteináz (MMPs). Tyto enzymy štěpící extracelulární hmotu jsou aktivovány 

především  v oblasti  kontaktů  buňky  s extracelulární  matrix  bohatých  na  aktin 

nazývaných podosomy. Transkripce genů zodpovědných za expresi MMP-2 a MMP-9 

v Src-transformovaných myších fibroblastech je pod vlivem kinázy JNK, jejíž aktivita 

je  mimo  jiné  regulována  p130Cas  (Hsia  et  al.,  2003).  Vlastní  aktivace  MMP-2  je 

výsledkem zvýšené povrchové exprese MT1-MMP (membránový typ 1 MMP), která 

pravděpodobně i pod vlivem FAK štěpí pro-MMP-2 do aktivní formy (Wu XY et al., 

2005). Potvrzen byl také vliv p130Cas na přežívání buněk a regulaci buněčného cyklu 

kinázou JNK (Dolfi et al., 1998)

Paxillin je adaptorovým proteinem, který se vyskytuje v oblasti adhesivních foků 

a  podílí  se  na  lokalizaci  FAK  do  míst  integrinové  signalizace  (shrnuto  v Brown  a 

Turner, 2004). Působí jako pozitivní regulátor buněčné migrace. Po asociaci s kinázou 

FAK, která  jej  fosforyluje,  dochází  k  vazbě Crk adaptorového proteinu k paxillinu. 
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Výsledkem této interakce je omezení aktivity RhoA proteinu vedoucí ke stimulaci Rac1 

proteinu, což vede ke stimulaci buněčné migrace (Tsubouchi et al., 2002).
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2.  Předpoklady interakce 

Pro  pochopení  souvislostí,  které  by  mohly  vést  k  odhalení  cesty  signálu 

propojujícího obě zmiňované části (mTOR dráha a FAK či Cas) je vhodné odhadnout 

potenciální  místa  propojení  –  proteiny,  eventuálně  jejich  komplexy,  kde  se  sbíhají 

signály od obou sledovaných drah. Vhodným kandidátem na tuto pozici PI3K, která se 

účastní signalizace od receptorů růstových faktorů k TSC1/2 komplexu. Propojení PI3K 

a FAK-Cas dráhy bude diskutováno v následujících podkapitolách.

2. 1.  Vazba PI3K-Cas

Průnik adenoviru do buňky je jedním z příkladů, kdy byla sledována spolupráce 

PI3K  a  adapterového  proteinu  Cas.  Internalizace  virové  partikule  podle  všeho 

nevyžaduje aktivitu FAK, ale dochází při ní k asociaci SH3 domény p85 podjednotky 

PI3K s C-koncovou na prolin bohatou oblastí Cas proteinu (PRD). Exprese mutantních 

Cas  proteinů  bez  PRD  zabránila  vstupu  viru  do  buňky.  Vazba  obou  proteinů 

i internalizace  partikule  byly  narušeny  v přítomnosti  inhibitorů  Src  kinázy  a  také 

v přítomnosti  inhibitorů  tyrozínové  fosforylace,  což  ukazuje  závislost  interakce  Cas 

a PI3K na aktivitě Src kinázy a fosforylaci interakčních partnerů (Li et al. 2000). 

V buňkách  transformovaných  v-crk onkogenem  byla  také  pozorována  tvorba 

stabilního komplexu Cas a PI3K (Riggins  et al.,  2004). S největší pravděpodobností 

dochází k interakci p85 subjednotky PI3K s C-terminální oblastí proteinu Cas, která je 

v tomto případě hyperfosforylována (pravděpodobně Src proteinem), a tudíž poskytuje 

vazebné  místo  pro  SH2  doménu  p85  subjednotky  PI3K.  Po  opůsobení  v-crk 

transformovaných  buněk  inhibitorem  kináz  rodiny  Src  (PPL  inhibitor)  došlo 

pochopitelně ke snížení fosforylace Cas proteinu a navíc i k omezení interakce PI3K 

s Cas. V buněčné linii COS-1 byla dokonce vazba obou proteinů neuskutečnitelná bez 

přítomnosti katalyticky aktivního  c-src.  Přestože tyto pozorované jevy ukazují to, že 

přítomnost  Src  kinázy  je  pro  interakci  Cas-PI3K  esenciální,  mutanty  Cas  proteinu 

v oblasti  vázající  SH3 doménu Src  (P642A -  vazba  Src  nebyla  možná)  vykazovaly 

pouze mírné odchylky ve vazbě PI3K oproti nemutovanému Cas. 
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Projevem  interakce  PI3K–Cas  ve v-crk transformovaných  fibroblastech  byla 

prokazatelně  vyšší  schopnost  růstu  nezávisle  na  séru.  V-crk transformované Cas-/- 

buňky  reexprimující  Cas  měly  vyšší  schopnost  DNA  syntézy  oproti  buňkám 

reexprimujícím protein Cas bez C-koncové domény (neschopen vázat PI3K) (Riggins et 

al., 2004).
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2. 2.  Vazba PI3K-FAK

Stabilní asociace obou proteinů byla potvrzena v myších fibroblastech poté, co 

byla provedena in vitro vazba rekombinantního proteinu FAK s p85 podjednotkou PI3K 

(Chen a Guan, 1994). Tato vazba je stimulována růstem za adhezivních podmínek a ústí 

ve  PI3K  fosforylaci  FAK  kinázou.  Pro  úspěšnou  vazbu  partnerů  je  potřeba 

autofosforylace FAK, jelikož mutant FAK bez kinázové aktivity nebyl schopen vazby. 

Pokud byla in  vitro  umožněna zvýšená autofosforylace,  došlo následně k potenciaci 

aktivity  PI3K  (Chen  a  Guan,  1994).  Další  experimenty  odhalily  tyrozín  397  FAK 

kinázy jako místo vazby SH2 domény p85 podjednotky PI3K (Chen  et al., 1996), v 

buňkách transfekovaných mutantní FAK (Y397F) nebyla sledována žádná asociovaná 

PI3K aktivita. Popsána byla také in vitro vazba SH3 domény p85 podjednotky PI3K k 

na prolin bohaté oblasti FAK (Guinebault  et al., 1995), avšak význam této interakce 

není objasněn. 

Asociace  PI3K a  FAK byla výrazněji  studována  nejprve  v kontextu  buněčné 

migrace (Reiske  et al.,  1999). Zvýšená exprese FAK v buňkách stimulovala migraci 

buňek na fibronektinu, která byla závislá na fosforylaci tyrozinového zbytku 397, což je 

vazebné  místo  pro  PI3K  a  Src  kinázu.  Pomocí  specifických  inhibitorů  PI3K  bylo 

zabráněno buněčnému pohybu a mutantní FAK protein (D395A) neschopný vázat PI3K 

(ale schopen vázat Src) omezil aktivitu PI3K v CHO buňkách na 15% původní hodnoty.

Také buněčná invazivita řízená pomocí MMP-1 a indukovaná na fibronektinu je 

závislá na  FAK a PI3K (Zeng ZZ  et al., 2006). V buňkách karcinomu prostaty byla 

sledována zvýšená fosforylace FAK indukovaná fibronektinem a zároveň její asociace 

s PI3K, která korespondovala v čase s maximální PI3K aktivitou.

FAK se nepochybně podílí  také na regulaci  buněčného přežívání  a  apoptósy 

skrze  své  efektory.  Pozorovaná  interakce  FAK  s PI3K  vede  pravděpodobně  k 

fosforylaci  PIP2  plazmatické  membrány  a  následně  k  aktivaci  Akt/PKB  –  důležité 

komponenty inhibice apoptózy. Tato dráha byla in vitro aktivována oxidativním stresem 

a je blokovatelná wortmaninem, což vede k indukci apoptózy (Sonoda  et al.,  1999). 
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Podobný  průběh  má  i  reakce  na  mechanickou  stimulaci  na  kolagenové  matrici 

zprostředkovaná ß1 integrinem (Xia et al., 2004) 

V buňkách  transformovaných  v-crk onkogenem  byla  objevena  konstitutivně 

aktivní PI3K/Akt dráha, pro jejž aktivaci je esenciální vazba PI3K s fosforylovaným 

tyrosinovým zbytkem 397  kinázy FAK (Akagi et al., 2002).

19



3.  Integrinová signalizace v kontextu buněčného růstu 

Interakce buňky a extracelulární matrix zprostředkovaná integriny je podrobně 

popsána v kontextu buněčného pohybu, přežívání i regulace buněčného cyklu. Přestože 

není pochyb o vlivu integrinové signalizace na buněčný růst, konkrétně proteosyntézu, 

poznatky z této oblasti regulace jsou střídmé. 

Jednou z pozorovaných souvislostí je vliv fibronektinu na růst karcinomu plic 

(non-small  cell  lung  carcinoma-NSCLC),  kdy  fibronektin  stimuloval  fosforylaci 

Akt/PKB, S6K a 4E-BP1 (Han SW  et al.,  2006).  Pozitivní vliv růstu za adezivních 

podmínek – na fibronektinu, lamininu či vimentinu – na fosforylaci S6K byl popsán již 

dříve (Malik et al., 1996) a dále bylo naznačeno, jak se FAK účastní této regulace (Gan 

et  al.,  2006).  Také  při  organizaci  cytoskeletu  vedoucí  k tvorbě  aktinových 

mikrovýběžků  po  stimulaci  integrinové  signalizace  galectinem-8  byla  pozorována 

pravděpodobná  účást  PI3K,  Akt/PKB  a  S6K  (Levy  et  al.,  2002)  Signalizace  od 

integrinů k mTOR kináze  tedy s nejvyšší  pravděpodobností  probíhá i  v závislosti  na 

PI3K a přes její spolupráci s Akt/PKB. 

Zapojení  FAK  do  této  signalizace  je  diskutována  dále  v  textu.  Adaptorový 

protein p130Cas, jakkoli má předpoklady k tomu, podílet se také na její regulaci, nebyl 

zatím v těchto souvislostech dostatečně studován.
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3. 1.  Tumstatin

Možné  propojení  dráhy  regulující  syntézu  proteinů  (mTOR  dráha) 

s integrinovou signalizací (FAK protein) bylo naznačeno při sledování funkce proteinu 

tumstatinu (Maeshima et al., 2002). Tumstatin je 28 kDa fragment kolagenu IV, který 

blokuje angiogenesi a vykazuje proapoptotické účinky. Zajímavou detailem je zjištění, 

že  je  generován  působením  matrixových  metaloproteináz,  které  jsou  samy  o  sobě 

pozitivními regulátory angiogeneze skrz remodelaci extracelulární matrix (Hamano  et 

al., 2003). Tumstatin působí výhradně v epiteliálních buňkách. Při jeho vazbě k αVβ3 

integrinu  dochází  k výrazné  inhibici  syntézy  proteinů  (až  45%  úbytek  v syntéze). 

V buňkách ošetřených tumstatinem byla pozorována snížená kinázová aktivita mTOR 

komplexu,  nedochází  tedy  k fosforylaci  4E-BP1 proteinu  do  té  míry,  aby  umožnila 

disociaci 4E-BP1 proteinu od iniciačního faktoru translace eIF4E a proteosyntéza je 

zablokována.

Tumstatin  ovlivňuje  i  nadřazené  komponenty  této  dráhy.  Aktivita  PI3K  je 

výrazně  snížena  a  také  fosforylace  Akt  kinázy  je  po  působení  tumstatinu  omezena. 

Transfekce  buněk  vektorem  s  konstitutivně  aktivní  Akt  kinázou  brání  tumstatinem 

indukované inhibici proteosyntézy. Toto naznačuje, že za omezení syntézy proteinů je 

zodpovědná  negativní  regulace  některé  z  komponent  dráhy  nadřazené  mTOR 

komplexu. Dalším ze sledovaných proteinů, jehož funkce a aktivita byla narušena je 

FAK, jejíž míra fosforylace byla výrazně snížena vazbou tumstatinu na αVβ3 integrin.

Pokud uvažujeme  inhibici  proteosyntézy  signalizací  přes  integriny,  nabízí  se 

několik  možností  vedení  signálu  od  αVβ3  integrinu  k mTOR.  Jednou  z variant  je 

situace, kdy tumstatin svou vazbou na αVβ3 integrin snižuje autofosforylační schopnost 

FAK, a tudíž omezí její vazbu s PI3K. Důsledkem je omezená aktivita PI3K, Akt a 

následně mTOR-Raptor komplexu.
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3. 2.  FAK-S6K

První literární zmínka ukazující na propojení integrinové signalizace a regulace 

proteosyntézy se zabývá aktivací S6K integrinovou signalizací (Malik et al., 1996). Co 

se týká významu tohoto propojení, Malik a kol. předpokládali, že jde o signál pro přežití 

po interakci s extracelulární matrix. Spekulovali také o stimulaci translace ve fokálních 

adhezích,  kde  je  tímto  umožněna  syntéza  proteinů  specifických  pro  pohyb  nebo  o 

způsob  udržení  translačního  aparátu  v pohotovosti  pro  potřebu  rychlé  odpovědi. 

Zjištěné souvislosti jsou podrobněji diskutovány v následujících odstavcích.

O signalizaci probíhající mezi oběma drahami svědčí fakt, že byla pozorována 

vyšší aktivita S6K (měřeno jako míra fosforylace S6 proteinu) za podmínek růstu na 

podkladu (fibronektin) v porovnání s růstem v suspenzi. Zapojení různých potenciálních 

komponent  bylo  dále  analyzováno  pomocí  specifických  inhibitorů,  které  odhalily 

přítomnost PI3K a mTOR kinázy v signální kaskádě. Role FAK v tomto kontextu je 

pravděpodobně o něco složitější. 

Přítomnost  PI3K  v  kaskádě  naznačuje  možné  zahrnutí  FAK  do  signalizace, 

protože je schopen jak vazby k integrinům (přes adaptorové proteiny paxillin a talin), 

tak  aktivace  PI3K.  Po  opůsobení  buněk  inhibitorem  aktinového  cytoskeletu 

cytochalasinem D došlo k výraznému snížení míry fosforylace FAK, avšak aktivita S6K 

byla  nezasažena.  Tato  informace  naznačuje,  že  dráha  aktivace  S6K  integriny  není 

závislá na proteinech formujících se v oblastech fokálních adhezí, konkrétně na FAK. 

Alternativním  vysvětlením  je  hypotéza,  že  snížená  fosforylace  stačí  pro  realizaci 

signalizaci  k S6K. Eventuálně je vlastní  signalizace úplně nezávislá na fosforylaci a 

kinázové aktivitě FAK, tzn. je prováděna pouze vlastní interakcí obou proteinů.

Esenciální součástí kaskády vedoucí k S6K je tyrozínová fosforylace, což bylo 

potvrzeno  působením  inhibitorů  genisteinu  a  herbimycinu.  Tyrozínovou  kinázou 

zprostředkující  tuto fosforylaci však pravděpodobně není FAK, protože při  působení 

genisteinu byla fosforylace FAK zasažena minimálně, zatímco fosforylace S6 proteinu 

je plně inhibována.
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Více světla do celé problematiky zapojení FAK do přenosu signálu z integrinů 

k S6K přinesl  experiment omezující  FAK funkci expresí  FRNK (FAK bez kinázové 

domény), který potvrdil potřebu FAK pro S6 fosforylaci. Při expresi FRNK dochází 

k výraznému omezení S6 fosforylace.

Závěrem vyplývajícím z experimentů Malika a  kol.  je  tedy částečné zapojení 

FAK  do  signalizace.  Kináza  FAK  se  pravděpodobně  uplatňuje  v procesu  přivedení 

PI3K k signálnímu komplexu integrinů. Možná je také přítomnost další kinázy, citlivé 

ke genisteinu, která se nachází v kaskádě pod FAK/Src úrovní, případně úplně mimo 

tuto linii signalizace. Jejím úkolem je přenos signálu zahrnující fosforylaci z integrinů 

k PI3K. Tyto souvislosti ovšem nebyly zatím zkoumány, nezbývá tedy než spekulovat.

V poslední době byla odhaleno přímé propojení mezi FAK a mTOR signalizací. 

Gan a kol. ukázali, že FAK kináza přímo interaguje s TSC2 a fosforyluje jej (Gan et al., 

2006). Tato interakce je závislá na adhezivním stavu buněk a je blokována za podmínek 

neadhezivního  růstu.  Pro  samotnou  vazbu  obou  proteinů  je  nutná  a  postačující 

přítomnost FAK kinázové domény, jakkoli neaktivní. Kinázová aktivita FAK je však 

nepostradatelná pro fosforylaci TSC2 a kinázově inaktivní mutant FAK (schopen vazby 

TSC2,  ale  neschopen  fosforylace)  působí  jako  kompetitivní  inhibitor  při  interakci 

s TSC2.  Důsledkem  této  inhibice  je  snížená  bazální  tyrozínová  fosforylace  TSC2 

(v porovnání s buňkami transfekovanými prázdným vektorem), snížená aktivita mTOR 

a samozřejmě i fosforylace jeho efektorů. Tohoto negativního vlivu je možno buňku 

zbavit snížením exprese TSC2 pomocí RNAi, což potvrzuje závislost  signalizace na 

TSC2. Na druhou stranu je snížení S6K aktivity a fosforylace 4E-BP1 po převedení 

buněk do suspenze nejspíše výsledkem GAP aktivity TSC2 k Rheb proteinu, protože 

bez  přítomnosti  TSC2  v buňce  (TSC2-/-  buňky)  k této  redukci  nedojde.  Zásadní 

důležitost signalizace přes FAK pro S6K fosforylaci při růstu buněk na fibronektinu 

potvrzuje  pozorování  výrazného  útlumu  S6K  fosforylace  po  snížení  exprese  FAK 

kinázy pomocí RNAi. 

Výše uvedené výsledky lze shrnout do následujícího modelu popisující translaci 

signálu o adhezivním stavu buňky na podněty regulující  buněčný růst:  při   růstu za 

adhezivních  podmínek  je  FAK  aktivní  a  fosforyluje  TSC2,  což  vede  ke stimulaci 

23



aktivity S6K. Při růstu v suspenzi není FAK fosforylována, její kinásový potenciál je 

limitován  a  TSC2  zprostředkovaná  GAP  aktivita  k Rhebu  udržuje  mTOR  komplex 

v neaktivním stavu.  Přesný mechanismus,  kterým působí  FAK na TSC2 není  znám, 

nabízí  se  však  ovlivnění  GAP aktivity  TSC2 k  Rhebu  dokumentovanou  fosforylací 

TSC2.

 Tento model nezahrnuje zapojení PI3K do celé regulační kaskády. Vzhledem 

k tomu, že inhibitory PI3K inhibují  aktivitu S6K při  růstu za adhesivních podmínek 

(Malik  et al.,  1996),  by jistě  bylo přínosné tuto regulaci  dále  zkoumat.  Fosforylace 

TSC2  kinázou  FAK  je  pravděpodobně  jen  jednou  z možností  vedení  signálu  od 

integrinové signalizace k mTOR dráze.

    Růst za adhezivních podmínek     Růst v suspenzi

FAK

TSC2

RŮST BUŇKY

FAK

TSC2

mTOR mTOR

RhebRheb

RŮST BUŇKY

Obr.3: Navrhovaný model přenosu signálu od FAK k mTOR dráze v závislosti na adhezivním stavu 

buňky podle výsledků Gan a kol.
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4.  Závěr

Buněčný růst závislý na mTOR dráze může být regulován i pomocí integrinové 

signalizace v závislosti na adhezivním stavu buňky. Jednou z molekul podílejících se na 

této regulaci je i FAK. Kináza adhezivních foků aktivovaná integrinovou signalizací 

váže  a  fosforyluje  TSC1/2 komplex supresorových proteinů a  tak stimuluje  aktivitu 

S6K.

TSC2

Rheb

mTOR

TSC1

PI3K

Akt/PKB
P P P

P

P

P

P

FAK

P

integriny

Obr.4: Navrhované schéma propojení integrinové signalizace s mTOR dráhou.

Další možnou cestou přenosu signálu od integrinové signalizace k mTOR dráze 

by mohla být FAK-zprostředkovaná aktivace PI3K, která přes Akt/PKB a TSC1/2 může 

ovlivňovat  mTOR.  Tato  cesta  regulace  buněčného  růstu  integrinovou  signalizací 

pravděpodobně nebyla nikdy přímo experimentálně ověřována, ale je známo dostatek 

indicií  naznačujících její  možnou existenci.  Všechny komponenty navrhované dráhy 

spolu in vitro a s nejvyšší pravděpodobností i in vivo interagují a specifické inhibitory 

potvrdily přítomnost mTOR, PI3K a částečně také FAK v regulaci S6K fosforylace. 
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Vliv Src kinázy je znám pouze na úrovni interakce FAK s PI3K, kdy se ukázala potřeba 

Src fosforylace pro plnou aktivaci FAK.

Podíl  proteinu  Cas  na  integrinové  signalizaci  k  buněčnému  růstu  zůstává 

neobjasněn,  ačkoliv  je  zde  možnost  vazby  PI3K  za  podmínek  transformace  v-crk 

onkogenem.
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