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Abstrakt

Interakce buiiky a extracelularni matrix zprostfedkovana integriny je podrobné popsana
v kontextu bunéného pohybu, prezivani i regulace bunécného cyklu. Prestoze neni
pochyb o vlivu integrinové signalizace na bunécny rast, poznatky z této oblasti regulace
jsou stiidmé. Kli¢ovou komponentou signalizace pies integriny je kindza adhezivnich
fokti (FAK), ktera se podili pfedevsim na kontrole bunééného pohybu. V nadorové
transformovanych buinikach funguje spolu se svym efektorem Cas jako dulezity
regulator invazivity, pfezivani a tvorby metastdzi. Centrdlnim regulatorem bunécéného
rustu a proteosyntézy sjednocujici podnéty z intracelularniho 1 extracelularniho
prostfedi je kindza mTOR. MoZnym mistem propojeni integrinové a mTOR signalizace
je fosfatidylinositol 3-kinaza (PI3K), kterd je jednim z dokumentovanych efektorti
FAK kinazy a zaroven reguldtorem mTOR drahy. Neddvno objevena interakce kindzy
FAK s tumorovym supresorem TSC2, ktery je ¢lenem mTOR drahy, vSak ukazuje i na

piimé propojeni FAK a mTOR drahy.
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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.



Seznam zKkratek

FAK kinaza adhezivnich foki

PI3K fosfatidylinositol 3-kindza

PIP2 fosfatidylinositol 3,4-bisfosfat

PLCy fosfolipaza C

GAP GTPazu-aktivujici protein

PIP3 fosfatidylinositol 3,4,5-trisfosfat

IRS substrat inzulinového receptoru

S6K kinaza ribozomalniho S6 proteinu 70 kDa veka
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1. Uvod

Cilem této prace je shrnout zndme skute¢nosti o propojeni mTOR dréhy s
proteiny FAK a Cas. Oba proteiny jsou v bunce lokalizovany nejcastéji v oblasti
adhezivnich fokl, kde se podileji na signalizaci pfes transmembranové proteiny
integriny, pomoci kterych butika reaguje na podnéty z extracelularni matrix. Studium
propojeni této signalizace s mTOR drdhou regulujici bunécny rast miize pomoci
objasnit, jak interakce bunky s bezprostfednim okolim ovliviiuje rast bunky a
proteosyntézu. Zvlastniho vyznamu nabyva tato regulace pokud je buiika nadorové
transformovana. Jednim z ukazateld nddorové transformace je totiz rist bunék nezavisly

na ukotveni ¢i pokles adhezivity.

Klicovym regulatorem funkce FAK a Cas proteini je Src kindza, kterad
fosforylaci stimuluje jejich aktivitu, a tim 1 vazbu interagujicich proteint. Tato regulace
ma zasadni dusledky zejména v kontextu nadorové transformace. Deregulovana,
konstitutivné aktivni Src kindza je schopna stimulace signalnich drah fosforylaci
interak¢énich partnertt 1 bez pfitomnosti podnéti nutnych pro jejich stimulaci za
fyziologickych podminek. Proteiny FAK a Cas jsou ¢asto v transformovanych buiikdch
hyperfosforylovany. Pravé propojeni mTOR drahy s FAK a Cas by mohlo byt jednou z

cest uplatiiyjicich se pii deregulaci bunééného ristu v transformovanych buiikach.



1. 1. mTOR draha

Mammalian target of rapamycin (mTOR) je evoluéné konzervovana serin-
threoninova kindza uplatiujici se zejména pii regulaci bunééného ristu, konkrétné
proteosyntézy. Objev tohoto klicového proteinu spadd do prvni poloviny 90. let a je
tésné spjat s ndlezem pidni bakterie Streptomyces hygroscopius na Velikonocnim
ostrové, kterd syntetizuje latku znamou jako rapamycin (Vezina et al., 1975).
Rapamycin je klinicky vyuzivan jako imunosupresant a jako aktivni latka pii 1écbé
nekterych onkologickych onemocnéni. Inhibi¢ni G€inek rapamycinu na aktivitu mTOR
neni piimy, v komplexu s FKBP12 proteinem se vaze na mTOR a omezuje jeho
aktivitu. V pfipad¢ deregulace signalni kaskady vedouci k mTOR byl pozorovan vznik
benignich nadort, tzv. hamartomt v mozku, ledvinach, plicich a dal$ich organech, které
provazeji chorobu oznacovanou jako tuber6zni sklerdza (shrnuto v Astrinidis a Henske,

2005).

Funkce klicové serin-threoninové kindzy bunécného ristu — mTOR kinazy —
jsou ovlivnény rastovymi faktory, okamzitym energetickym stavem buiky a
dostupnosti zivin (shrnuto v Hay a Sonenberg, 2004). Hlavnim centrem sjednocujicim
pfichazejici informace je komplex dvou tumorovych supresorid TSC1 (hamartin) a
TSC2 (tuberin). Tento komplex funguje jako GTPazu aktivujici protein (GAP)
regulujici maly G-protein Rheb. (Tee ef al., 2003; Garami et al., 2003). Vazbou
k mTOR Rheb nasledné stimuluje jeho kinazovou aktivitu a pozitivné reguluje bunécny
rist. Vlastni mTOR se nachazi ve dvou funkéné i strukturné odliSnych komplexech.
mTOR komplex 1 (mTORC1) je tvofen kromé mTOR i GBL a Raptor proteinem.
Aktivovany mTORCI fosforyluje kli¢ové regulacni prvky proteosyntetické drahy - S6
kinaza, 4E-BP1 (Burnett et al., 1998; Fingar et al., 2002), transkripce a inhibuje
autofagii (shrnuto v Meijer ef al., 2004).

S6 kindza (S6K) je klicovym prvkem regulace proteosyntézy a jeji plna aktivace
je podminéna fosforylaci mTOR komplexem na threoninu 389 a navic jesté fosforylaci

kinazou PDKI1. Poté je schopna fosforylovat 40S ribosomalni protein S6 a translacni



faktory eEF2 a elF4B. Piesny mechanismus plisobeni efektorti S6K na iniciaci translace

neni zatim objasnén.

pomoci mTOR jej uvolni z komplexu s eIF4E a umozni iniciovat translaci.
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Obr.1: Schéma mTOR drahy a jeji hlavni regulatory (pfevzato z Wullschleger ef al., 2006)

Existence druhého komplexu zahrnujictho mTOR byla odhalena pomérné
nedavno (Sarbassov et al., 2004, Jacinto et al., 2004) a mezi jeho komponenty patii
jesté proteiny GBL, mSinl a Rictor. mTORC2 nemtze vazat FKBP12 asociovany
s rapamycinem (Sarbassov et al., 2004, Jacinto et al., 2004), proto byva tradicné
oznacovan jako rapamycin rezistentni komplex. Toto pojmenovani pietrvava i poté, co
bylo ukazano, ze dlouhodobé plsobeni rapamycinu inhibuje funkci mTORC2
(Sarbassov et al., 2006).

Nejlépe dokumentovanym efektorem mTORC2 komplexu je kinaza Akt/PKB

(Sarbassov et al., 2005), ktera je fosforylovana na serinu 473 a toto umozni jeji dalsi



fosforylaci PDK1 na threoninu 308 a plnohodnotnou aktivaci (Alessi et al., 1996).
Stimulovana Akt/PKB se uplatiiuje v Sirokém spektru signélnich drah a jeji vliv sahd do
oblasti bunécného metabolismu, ristu i regulace bunécného cyklu a apoptodzy.
V kontextu bunécéného rustu je tfeba zdiraznit fosforylaci TSC1/2 komplexu, ktera ma
inhibi¢ni G¢inek na jeho GAP aktivitu (Inoki et al., 2002; Potter et al., 2002). Aktinova
organizace fizend pomoci PKC, Rho a Rac proteiny je dalsi cilovou oblasti, ve které se
uplatituje mTORC2 (Sarbassov et al., 2004, Jacinto et al., 2004). Pisobeni mTOR
komplexti je opravdu pleiotropni a zahrnuje mnoho aspektii bunécného Zzivota.
Nejcastéji vSak byvaji mTORCI a jeho efektory oznacovany jako draha fidici syntézu
proteinli a bunéény rust, zatimco mTORC?2 je jednim z mnoha regulatori organizace

aktinové sité v buiice.

Dréaha mTOR je mistem sjednoceni vstupti z riznych urovni bunééné signalizace
a odrazi piisobeni rastovych faktorii, energeticky stav buiikky i mnozstvi zivin v okoli.
Tato integrace vstupli se nejCastéji odehrdva na urovni komplexu TSC1/2. Vliv
rustovych hormont na proteosyntézu je velmi dobfe popsian zejména na piikladu
inzulinu. Po vazbé hormonu na pfislusny receptor dochazi mimo jiné k aktivaci IRS1
(substrat inzulinového receptoru) a PI3K, kterd fosforyluje fosfatidylinositol 4,5-
bisfosfat (PIP2) plazmatické membrany. Na vzniklé fosfatidylinositol 3,4,5-trisfostaty
(PIP3) se vaze Akt/PKB. Pln¢ aktivovana Akt/PKB (nafosforylovana na threoninu 308
PDK1 a na serinu 473 mTORC?2) fosforyluje komplex TSC1/2, a timto omezi jeho GAP
aktivitu k proteinu Rheb. Disledkem je ofekavané zvyseni proteosyntézy diky vysoké

aktivit¢ mTOR kinazy.

Komplexnost celé drahy miize byt dokumentovana na jiz zminéné pozitivni
zpétné vazbé vedouci od mTORC2 k Akt/PKB a také na negativni zpétné vazbé
pozorované v piipad¢ dlouhodobé a vyrazné aktivace drahy rstovymi faktory. V této
situaci dochazi ke snizené aktivaci PI3K v disledku inhibi¢ni fosforylaci IRS1 pomoci
S6K i samotného mTORCI, coz brani nekontrolovanému ristu (Harrington et al., 2004;
Carlson et al., 2004). Signal z receptorti rustovych faktorti miize byt veden také pies

Ras/Raf/MAPK drahu, ptfi€¢emzZ k vlastnimu napojeni na mTOR kaskadu opét dochézi
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pomoci inhibi¢ni fosforylace TSC2 kindzami ERK a RSK (Ma et al., 2005, Ballif et al.,
2005).

Pro dréhu regulujici proteosyntézu je nutnosti schopnost vnimat okamzitou
hladinu dostupné energie v buiice a i tato recepce je provadéna na urovni komplexu
TSC1/2. (Inoki et al., 2003b) Za podminek vysokého podilu AMP/ATP v bunice dochazi
ke stimulaci AMP kindzy, kterd fosforyluje TSC2. Tato fosforylace mé na rozdil od
fosforylace pomoci Akt/PKB aktivacni charakter vzhledem k GAP aktivit¢ TSC2.
Hlavnim dasledkem sniZzené¢ho energetického stavu bunky je tedy utlumeni
proteosyntézy diky redukované mTOR aktivité. Také v situaci omezené dostupnosti
kysliku v prostfedi je zadouci redukovat energeticky vydej builkky a zahdjit proces
adaptace na zménu dostupnosti kysliku v prostiedi. Tyto déje jsou ovliviiovany
transkripénim faktorem HIF-1, ktery mimo jiné stimuluje expresi proteint REDD. Tyto
regulatory TSC1/2 komplexu zplisobuji inhibici mTOR aktivity a tim i proteosyntézy
(Brugarolas et al., 2004). Také ptisobeni zivin v okoli na mTOR dréhu bylo intenzivné
studovano, presto se nckteré nazory vyrazné lisi. Zejména neni piili§ jasné, na jaké
urovni dochdzi k vnimani mnozstvi zivin v médiu. V uvahu ptipadé jak piimé puisobeni
na mTORCI, tak i1 vliv na TSC1/2 komplex ¢i Rheb. V kazdém ptipad¢ tato otazka

vyzaduje dalsi zkoumani.

V mTOR draze se sbiha velké mnozstvi rozliénych vstupnich informaci, které
maji vliv nejenom na bunécny rist, a bude zajimavé sledovat odhalovani dalSich drah

zapojenych do této regulace.
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1. 2. FAK-Cas draha

Kinaza adhesivnich foki (FAK) a protein Cas jsou spolu tésné funkéné svazany.
Oba proteiny se nachdzeji v mistech kontaktu cytoskeletarni sit¢ bunky a extracelularni
matrix zvanych adhesivni foky (Polte a Hanks, 1997). FAK kinaza je zde stimulovana
integrinovou signalizaci a déle ovliviiuyje mnozstvi procest probihajicich v buiice.
Jednim z efektortt FAK je pravé i zhruba 130 kDa velky adaptorovy protein ozna¢ovany
jako p130Cas. Na aktivaci a regulaci funkce obou proteinil se zdsadnim zplisobem
podili Src kindza (Ruest ef al., 2001). p130Cas se v buiice ucastni pfedevsim bunécného
pohybu, pfezivani a invazivity, zatimco spektrum efektorti a mechanismi fizenych FAK
je vzhledem k jeji nadfazené funkci o néco SirSi. Oba proteiny se aktivné ucastni
procesi, jejichz deregulace je indikatorem nadorové transformace a jejich zvysSena
fosforylace byla pozorovana v nadorové transformovanych buikach (Kanner et al.,

1990).

FAK patii mezi nereceptorové protein-tyrozinové kinazy a poprvé byla popsana
na zacatku 90.let (Kanner et al., 1991). Jeji plisobeni je sice nejlépe prostudovano
v kontextu integrinové signalizace, reaguje vSak i na podnéty vyvolané plisobenim
ristovych faktori a chemokinid. Svou C-koncovou doménou se vaze k proteinim
asociovanym s integriny, talinu a paxillinu. Shlukovani molekul FAK v blizkosti téchto
adaptorti vede k autofosforylaci FAK na tyrozinu 397 a tvorbé vazebného mista pro
timto zplisobem patii kinazy rodiny Src, fosfolipaza y (PLCy) ¢i PI3K. Zésadni je
pfedevsim vazba Src kinazy, kterd dale fosforyluje FAK a umozni jeji piisobeni na celé

spektrum efektorti zahrnujici i adaptorové proteiny Cas a paxillin.

FAK patii mezi nereceptorové protein-tyrozinové kinazy a poprvé byla popsana
na zacatku 90.let (Kanner et al., 1991). Jeji plsobeni je sice nejlépe prostudovano
v kontextu integrinové signalizace, reaguje vSak i na podnéty vyvolané plisobenim
ristovych faktord a chemokind. Svou C-koncovou doménou se vaze k proteinim
asociovanym s integriny, talinu a paxillinu. Shlukovani molekul FAK v blizkosti téchto

adaptorti vede k autofosforylaci FAK na tyrozinu 397 a tvorbé vazebného mista pro
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timto zplisobem patii kindzy rodiny Src, fosfolipaza y (PLCy) ¢i PI3K. Zasadni je
predevsim vazba Src kindzy, ktera dale fosforyluje FAK a umozni jeji pisobeni na celé

spektrum efektort zahrnujici 1 adaptorové proteiny Cas a paxillin.
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Obr.2: Schéma zapojeni proteini FAK a Cas do signalizace pfes integriny (pfevzato ze stranky laboratote
nadorové angiogeneze a vyzkumu melanomu, Univerzita Lausanne.

(www.chuv.ch/cpo_research/introduction.html.)
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p130Cas je fazen svou funkci mezi typické adaptorové proteiny, tudiz
nevykazuje Zadnou enzymatickou aktivitu. Hlavni zmény, které prodélava, jsou na
urovni fosforylace jeho tyrozinovych i serin/threoninovych zbytkl. Centralni tlohu
v tomto procesu zastava substratovd doména proteinu, ktera obsahuje 15 repetic motivu
YXXP a slouZi jako substrat pro proteinkindzy Src a FAK (Polte a Hanks, 1995;
Fonseca et al., 2004).Cas se dostal do stfedu z4jml zejména po zjisténi, ze je hlavnim
tyrozin-fosforylovanym proteinem ve v-src a v-crk transformovanych bunkach (Sakai et
al., 1994). Protoze pl30Cas reguluje bunénou migraci a prezivani, je nasnad¢
uvazovat, jak se jeho aktivita a schopnost vazat interakéni partnery méni v kontextu

nadorové transformace.

Klicovym vazebnym partnerem pl30Cas je kromé kindz FAK a Src také
adaptorovy protein Crk nasedajici na tyrozinové zbytky v substratové doméné Cas
fosforylované Src kinazou (Vuori et al., 1996; Klemke et al., 1998). Vazba proteinli
DOCKI80/ELMO do tohoto signalniho komplexu vede k aktivaci GTP4az rodiny Rho
(Racl, RhoA proteiny), které¢ funguji jako regulatory organizace aktinu pies komplex
Arp2/3 (shrnuto v Chodniewicz a Klemke, 2004). V zédsad¢ stejnou drahou miize byt
fizena také bunéfna invazivita, zprostiedkovand plisobenim matrixovych
metalloproteinaz (MMPs). Tyto enzymy S$tépici extracelularni hmotu jsou aktivovany
predevs§im v oblasti kontakti buinky s extracelularni matrix bohatych na aktin
nazyvanych podosomy. Transkripce genit zodpovédnych za expresi MMP-2 a MMP-9
v Src-transformovanych mysich fibroblastech je pod vlivem kinazy JNK, jejiz aktivita
je mimo jiné regulovana p130Cas (Hsia et al., 2003). Vlastni aktivace MMP-2 je
vysledkem zvysené povrchové exprese MT1-MMP (membranovy typ 1 MMP), ktera
pravdépodobné i1 pod vlivem FAK §tépi pro-MMP-2 do aktivni formy (Wu XY ef al.,
2005). Potvrzen byl také vliv p130Cas na pieZivani buné€k a regulaci bunééného cyklu

kinazou JNK (Dolfi et al., 1998)

Paxillin je adaptorovym proteinem, ktery se vyskytuje v oblasti adhesivnich fokt
a podili se na lokalizaci FAK do mist integrinové signalizace (shrnuto v Brown a
Turner, 2004). Pisobi jako pozitivni regulator bunécné migrace. Po asociaci s kinazou

FAK, ktera jej fosforyluje, dochazi k vazbé Crk adaptorového proteinu k paxillinu.
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Vysledkem této interakce je omezeni aktivity RhoA proteinu vedouci ke stimulaci Racl

proteinu, coz vede ke stimulaci bunééné migrace (Tsubouchi et al., 2002).
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2. Predpoklady interakce

Pro pochopeni souvislosti, které by mohly vést k odhaleni cesty signélu
propojujiciho obé zminované ¢asti (mTOR drédha a FAK ¢i Cas) je vhodné odhadnout
potencidlni mista propojeni — proteiny, eventudlné jejich komplexy, kde se sbihaji
signaly od obou sledovanych drah. Vhodnym kandidatem na tuto pozici PI3K, ktera se
ucastni signalizace od receptort rustovych faktorti k TSC1/2 komplexu. Propojeni PI3K

a FAK-Cas drahy bude diskutovano v nasledujicich podkapitoléach.

2. 1. Vazba PI3K-Cas

Prinik adenoviru do buiky je jednim z ptikladt, kdy byla sledovana spoluprace
PI3K a adapterového proteinu Cas. Internalizace virové partikule podle vseho
nevyzaduje aktivitu FAK, ale dochazi pfi ni k asociaci SH3 domény p85 podjednotky
PI3K s C-koncovou na prolin bohatou oblasti Cas proteinu (PRD). Exprese mutantnich
Cas proteini bez PRD zabranila vstupu viru do bunky. Vazba obou proteini
iinternalizace partikule byly naruSeny v pfitomnosti inhibitord Src kindzy a také
v pfitomnosti inhibitorii tyrozinové fosforylace, coz ukazuje zavislost interakce Cas

a PI3K na aktivité Src kindzy a fosforylaci interak¢nich partnert (Li ef al. 2000).

V buiikach transformovanych v-crk onkogenem byla také pozorovana tvorba
stabilniho komplexu Cas a PI3K (Riggins et al, 2004). S nejvétsi pravdépodobnosti
dochéazi k interakci p85 subjednotky PI3K s C-terminalni oblasti proteinu Cas, ktera je
v tomto piipad€ hyperfosforylovana (pravdépodobné Src proteinem), a tudiZ poskytuje
vazebné misto pro SH2 doménu p85 subjednotky PI3K. Po optsobeni v-crk
transformovanych bunék inhibitorem kindz rodiny Src (PPL inhibitor) doslo
pochopitelné ke snizeni fosforylace Cas proteinu a navic i k omezeni interakce PI3K
s Cas. V bunééné linii COS-1 byla dokonce vazba obou proteini neuskutecnitelnd bez
pfitomnosti katalyticky aktivniho c-src. Pfestoze tyto pozorované jevy ukazuji to, ze
ptitomnost Src kinazy je pro interakci Cas-PI3K esencidlni, mutanty Cas proteinu
v oblasti vazajici SH3 doménu Src (P642A - vazba Src nebyla moznd) vykazovaly

pouze mirné odchylky ve vazbé PI3K oproti nemutovanému Cas.
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Projevem interakce PI3K—Cas ve v-crk transformovanych fibroblastech byla
prokazateln¢ vysSi schopnost rlstu nezavisle na séru. V-crk transformované Cas-/-
bunky reexprimujici Cas meély vyssi schopnost DNA syntézy oproti bunkam
reexprimujicim protein Cas bez C-koncové domény (neschopen véazat PI3K) (Riggins et

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

Stabilni asociace obou proteint byla potvrzena v mysich fibroblastech poté, co
byla provedena in vitro vazba rekombinantniho proteinu FAK s p85 podjednotkou PI3K
(Chen a Guan, 1994). Tato vazba je stimulovana riistem za adhezivnich podminek a usti
ve PI3K fosforylaci FAK kindzou. Pro uspé€Snou vazbu partneri je potieba
autofosforylace FAK, jelikoz mutant FAK bez kinazové aktivity nebyl schopen vazby.
Pokud byla in vitro umoznéna zvysena autofosforylace, doslo nasledné k potenciaci
aktivity PI3K (Chen a Guan, 1994). Dalsi experimenty odhalily tyrozin 397 FAK
kindzy jako misto vazby SH2 domény p85 podjednotky PI3K (Chen et al., 1996), v
bunkach transfekovanych mutantni FAK (Y397F) nebyla sledovana zadna asociovana
PI3K aktivita. Popsana byla také in vitro vazba SH3 domény p85 podjednotky PI3K k
na prolin bohaté oblasti FAK (Guinebault et al., 1995), avSak vyznam této interakce

neni objasnén.

Asociace PI3K a FAK byla vyraznéji studovana nejprve v kontextu bunécéné
migrace (Reiske et al., 1999). Zvysena exprese FAK v bunkach stimulovala migraci
buniek na fibronektinu, kterd byla zavisla na fosforylaci tyrozinového zbytku 397, coz je
vazebné misto pro PI3K a Src kindzu. Pomoci specifickych inhibitord PI3K bylo
zabranéno bunéénému pohybu a mutantni FAK protein (D395A) neschopny vazat PI3K
(ale schopen vazat Src) omezil aktivitu PI3K v CHO burkach na 15% ptvodni hodnoty.

Také bunécna invazivita fizend pomoci MMP-1 a indukovana na fibronektinu je
zavisld na FAK a PI3K (Zeng ZZ et al., 2006). V bunkach karcinomu prostaty byla
sledovéana zvySena fosforylace FAK indukované fibronektinem a zaroven jeji asociace

s PI3K, ktera korespondovala v ¢ase s maximalni PI3K aktivitou.

FAK se nepochybné podili také na regulaci bunéného piezivani a apoptosy
skrze své efektory. Pozorovand interakce FAK sPI3K vede pravdépodobné k
fosforylaci PIP2 plazmatické membrany a nésledné k aktivaci Akt/PKB — dllezité
komponenty inhibice apoptdzy. Tato draha byla in vitro aktivovana oxidativnim stresem

a je blokovatelnd wortmaninem, coz vede k indukci apoptozy (Sonoda et al., 1999).
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Podobny pribéh ma i reakce na mechanickou stimulaci na kolagenové matrici

zprostfedkovana B1 integrinem (Xia et al., 2004)

V buiikach transformovanych v-crk onkogenem byla objevena konstitutivné
aktivni PI3K/Akt draha, pro jejz aktivaci je esencialni vazba PI3K s fosforylovanym

tyrosinovym zbytkem 397 kinazy FAK (Akagi et al., 2002).
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3. Integrinova signalizace v kontextu bunééného riistu

Interakce buniky a extracelularni matrix zprostiedkovand integriny je podrobné
popsana v kontextu bunééného pohybu, prezivani i regulace bunécného cyklu. Piestoze
neni pochyb o vlivu integrinové signalizace na bunécény rust, konkrétn¢ proteosyntézu,

poznatky z této oblasti regulace jsou stiidmé.

Jednou z pozorovanych souvislosti je vliv fibronektinu na rtst karcinomu plic
(non-small cell lung carcinoma-NSCLC), kdy fibronektin stimuloval fosforylaci
Akt/PKB, S6K a 4E-BP1 (Han SW et al., 2006). Pozitivni vliv rastu za adezivnich
podminek — na fibronektinu, lamininu ¢i vimentinu — na fosforylaci S6K byl popsén jiz
diive (Malik et al., 1996) a dale bylo naznaceno, jak se FAK ucastni této regulace (Gan
et al, 2006). Také pii organizaci cytoskeletu vedouci ktvorbé aktinovych
mikrovybézkli po stimulaci integrinové signalizace galectinem-8 byla pozorovana
pravdépodobna ucast PI3K, Akt/PKB a S6K (Levy et al., 2002) Signalizace od
integrini k mTOR kinaze tedy s nejvyssi pravdépodobnosti probiha i v zavislosti na

PI3K a pfes jeji spolupraci s Akt/PKB.

Zapojeni FAK do této signalizace je diskutovdna dale v textu. Adaptorovy
protein p130Cas, jakkoli mé piedpoklady k tomu, podilet se také na jeji regulaci, nebyl

zatim v téchto souvislostech dostate¢né studovan.
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3. 1. Tumstatin

Mozné propojeni dréhy regulujici syntézu proteini (mTOR draha)
s integrinovou signalizaci (FAK protein) bylo naznaceno pii sledovani funkce proteinu
tumstatinu (Maeshima et al., 2002). Tumstatin je 28 kDa fragment kolagenu IV, ktery
blokuje angiogenesi a vykazuje proapoptotické uc€inky. Zajimavou detailem je zjisténi,
Ze je generovan pusobenim matrixovych metaloproteindz, které jsou samy o sobé
pozitivnimi regulatory angiogeneze skrz remodelaci extracelularni matrix (Hamano et
al., 2003). Tumstatin ptisobi vyhradné v epitelidlnich bunkéch. Pii jeho vazbé k aVp3
integrinu dochazi k vyrazné inhibici syntézy proteinli (az 45% ubytek v syntéze).
V buiikach oSetfenych tumstatinem byla pozorovana sniZzena kinazova aktivita mTOR
komplexu, nedochézi tedy k fosforylaci 4E-BP1 proteinu do té miry, aby umoznila
disociaci 4E-BP1 proteinu od iniciacniho faktoru translace eIF4E a proteosyntéza je

zablokovana.

Tumstatin ovliviiuje i nadfazené komponenty této drdhy. Aktivita PI3K je
vyrazn¢ snizena a také fosforylace Akt kindzy je po plsobeni tumstatinu omezena.
Transfekce bunc¢k vektorem s konstitutivné aktivni Akt kindzou brani tumstatinem
indukované inhibici proteosyntézy. Toto naznacuje, Ze za omezeni syntézy proteinl je
zodpovédna negativni regulace nékteré z komponent drahy nadfazené mTOR
komplexu. Dalsim ze sledovanych proteind, jehoz funkce a aktivita byla narusena je

FAK, jejiz mira fosforylace byla vyrazné snizena vazbou tumstatinu na aV3 integrin.

Pokud uvaZujeme inhibici proteosyntézy signalizaci pfes integriny, nabizi se
nékolik moznosti vedeni signalu od aVpB3 integrinu k mTOR. Jednou z variant je
situace, kdy tumstatin svou vazbou na aVP3 integrin snizuje autofosforyla¢ni schopnost
FAK, a tudiz omezi jeji vazbu s PI3K. Dusledkem je omezena aktivita PI3K, Akt a
nasledné mTOR-Raptor komplexu.
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3.2. FAK-S6K

Prvni literarni zminka ukazujici na propojeni integrinové signalizace a regulace
proteosyntézy se zabyva aktivaci S6K integrinovou signalizaci (Malik et al., 1996). Co
se tyka vyznamu tohoto propojeni, Malik a kol. ptedpokladali, Ze jde o signal pro pteziti
po interakci s extracelularni matrix. Spekulovali také o stimulaci translace ve fokalnich
adhezich, kde je timto umoznéna syntéza proteini specifickych pro pohyb nebo o
zpuisob udrZeni translaéniho aparatu v pohotovosti pro potiebu rychlé odpovédi.

Zjisténé souvislosti jsou podrobnéji diskutovany v nasledujicich odstavcich.

O signalizaci probihajici mezi obéma drahami svéd¢i fakt, Ze byla pozorovana
vyssi aktivita S6K (méfeno jako mira fosforylace S6 proteinu) za podminek ristu na
podkladu (fibronektin) v porovnani s ristem v suspenzi. Zapojeni riznych potencidlnich
komponent bylo dale analyzovano pomoci specifickych inhibitorti, které odhalily

pfitomnost PI3K a mTOR kindzy v signalni kaskadé. Role FAK v tomto kontextu je

vvvvvv

Pritomnost PI3K v kaskdd¢ naznaCuje mozné zahrnuti FAK do signalizace,
protoze je schopen jak vazby k integrinim (pifes adaptorové proteiny paxillin a talin),
tak aktivace PI3K. Po oplsobeni bunék inhibitorem aktinového cytoskeletu
cytochalasinem D doslo k vyraznému snizeni miry fosforylace FAK, avSak aktivita S6K
byla nezasazena. Tato informace naznaCuje, Zze drdha aktivace S6K integriny neni
zéavisla na proteinech formujicich se v oblastech fokdlnich adhezi, konkrétné¢ na FAK.
Alternativnim vysvétlenim je hypotéza, Ze snizend fosforylace staci pro realizaci
signalizaci k S6K. Eventudlné je vlastni signalizace Gplné nezavisld na fosforylaci a

kindzové aktivité¢ FAK, tzn. je provadéna pouze vlastni interakci obou proteint.

Esencialni soucasti kaskady vedouci k S6K je tyrozinova fosforylace, coz bylo
potvrzeno pusobenim inhibitorti genisteinu a herbimycinu. Tyrozinovou kinazou
zprosttedkujici tuto fosforylaci vSak pravdépodobné neni FAK, protoze pfi plisobeni
genisteinu byla fosforylace FAK zasazena minimaln¢, zatimco fosforylace S6 proteinu

je pIn¢€ inhibovéna.
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Vice svétla do celé problematiky zapojeni FAK do pfenosu signalu z integrinti
k S6K pftinesl experiment omezujici FAK funkci expresi FRNK (FAK bez kindzové
domény), ktery potvrdil potiebu FAK pro S6 fosforylaci. Pfi expresi FRNK dochazi

k vyraznému omezeni S6 fosforylace.

Zavérem vyplyvajicim z experimenti Malika a kol. je tedy caste¢né zapojeni
FAK do signalizace. Kindza FAK se pravdépodobné uplatituje v procesu piivedeni
PI3K k signalnimu komplexu integrini. Mozna je také ptitomnost dalsi kinazy, citlivé
ke genisteinu, ktera se nachazi v kaskadé¢ pod FAK/Src urovni, pfipadné uplné mimo
tuto linii signalizace. Jejim tkolem je pfenos signalu zahrnujici fosforylaci z integrinti

k PI3K. Tyto souvislosti ovSem nebyly zatim zkoumany, nezbyva tedy nez spekulovat.

V posledni dobé byla odhaleno ptimé propojeni mezi FAK a mTOR signalizaci.
Gan a kol. ukazali, Ze FAK kinaza pfimo interaguje s TSC2 a fosforyluje jej (Gan et al.,
20006). Tato interakce je zavisla na adhezivnim stavu bunék a je blokovana za podminek
neadhezivniho ristu. Pro samotnou vazbu obou proteinll je nutnd a postacujici
pritomnost FAK kinazové domény, jakkoli neaktivni. Kindzova aktivita FAK je vSak
nepostradatelné pro fosforylaci TSC2 a kindzové¢ inaktivni mutant FAK (schopen vazby
TSC2, ale neschopen fosforylace) pisobi jako kompetitivni inhibitor pfi interakci
s TSC2. Dusledkem této inhibice je snizend bazalni tyrozinova fosforylace TSC2
(v porovnani s bunikami transfekovanymi prazdnym vektorem), snizena aktivita mTOR
a samoziejm¢ 1 fosforylace jeho efektorti. Tohoto negativniho vlivu je mozno bunku
zbavit sniZzenim exprese TSC2 pomoci RNAI, coZ potvrzuje zavislost signalizace na
TSC2. Na druhou stranu je snizeni S6K aktivity a fosforylace 4E-BP1 po ptevedeni
bunék do suspenze nejspise vysledkem GAP aktivity TSC2 k Rheb proteinu, protoze
bez ptitomnosti TSC2 v bunce (TSC2-/- bunky) ktéto redukci nedojde. Zéasadni
dilezitost signalizace ptes FAK pro S6K fosforylaci pfi rGstu bun¢k na fibronektinu
potvrzuje pozorovani vyrazného Utlumu S6K fosforylace po sniZzeni exprese FAK

kindzy pomoci RNA..

Vyse uvedené vysledky 1ze shrnout do nasledujiciho modelu popisujici translaci
signalu o adhezivnim stavu bunky na podnéty regulujici bunécny rast: pii rustu za

adhezivnich podminek je FAK aktivni a fosforyluje TSC2, coz vede ke stimulaci
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aktivity S6K. Pfi rlGstu v suspenzi neni FAK fosforylovana, jeji kinasovy potencial je
limitovan a TSC2 zprostfedkovand GAP aktivita k Rhebu udrzuje mTOR komplex
v neaktivnim stavu. Pfesny mechanismus, kterym ptsobi FAK na TSC2 neni znam,
nabizi se vSak ovlivnéni GAP aktivity TSC2 k Rhebu dokumentovanou fosforylaci

TSC2.

Tento model nezahrnuje zapojeni PI3K do celé regulaéni kaskady. Vzhledem
k tomu, ze inhibitory PI3K inhibuji aktivitu S6K pfi rastu za adhesivnich podminek
(Malik et al., 1996), by jist¢ bylo pfinosné tuto regulaci dale zkoumat. Fosforylace
TSC2 kindzou FAK je pravdépodobné jen jednou zmoZnosti vedeni signilu od

integrinové signalizace k mTOR draze.

Riist za adhezivnich podminek Riist v suspenzi
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Obr.3: Navrhovany model pfenosu signalu od FAK k mTOR draze v zavislosti na adhezivnim stavu

bunky podle vysledkti Gan a kol.
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4, Zavér

Bunécny rist zavisly na mTOR draze maze byt regulovan i pomoci integrinové
signalizace v zavislosti na adhezivnim stavu buniky. Jednou z molekul podilejicich se na
této regulaci je 1 FAK. Kinaza adhezivnich fokl aktivovand integrinovou signalizaci
vaze a fosforyluje TSC1/2 komplex supresorovych proteinti a tak stimuluje aktivitu

S6eK.

Obr.4: Navrhované schéma propojeni integrinové signalizace s mTOR dréhou.

Dalsi moznou cestou pienosu signdlu od integrinové signalizace k mTOR draze
by mohla byt FAK-zprostiedkovana aktivace PI3K, ktera pies Akt/PKB a TSC1/2 miize
ovliviiovat mTOR. Tato cesta regulace bunécného rlstu integrinovou signalizaci
pravdépodobné nebyla nikdy pifimo experimentdlné ovéfovana, ale je zndmo dostatek
indicii naznacujicich jeji moznou existenci. VSechny komponenty navrhované drahy
spolu in vitro a s nejvyssi pravdépodobnosti 1 in vivo interaguji a specifické inhibitory

potvrdily pfitomnost mTOR, PI3K a castecné také FAK v regulaci S6K fosforylace.
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Vliv Src kinazy je zndm pouze na urovni interakce FAK s PI3K, kdy se ukéazala potieba

Src fosforylace pro plnou aktivaci FAK.

Podil proteinu Cas na integrinové signalizaci k bunéénému ristu zlstava
neobjasnén, ackoliv je zde moznost vazby PI3K za podminek transformace v-crk

onkogenem.
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