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Streszczenie: Kinaza plytek przylegania — FAK (focal adhesion kinase) nalezy do grupy niereceptoro-
wych biatkowych kinaz tyrozynowych. Wystepuje w cytoplazmie wigkszosci komdrek, w tym osteo-
blastow. W momencie jej aktywacji, zwigzanej z oddzialywaniem integryn z biatkami macierzy zew-
natrzkomoérkowej, inkorporowana jest do ptytek przylegania. Obecnos¢ kinazy FAK w tychze struktu-
rach jest $cisle zwiazana z funkcja, jaka odgrywa ona w procesach komorkowych, takich jak: adhezja,
migracja czy proliferacja. Komorki z niedoborem FAK wykazuja znacznie wolniejszy wzrost oraz zmniej-
szong ruchliwos¢. Kinaza uruchamia szereg roznych sciezek przekazywania sygnatu w komorce, prowa-
dzacych m.in. do réznicowania komorek. Regulujac aktywnos¢ kinaz nalezacych do grupy MAPK
(kinazy biatkowe aktywowane mitogenami), wplywa na dojrzewanie i roznicowanie komorek w kierunku
osteoblastow w warunkach in vitro. Stymuluje posrednio aktywacj¢ genow charakterystycznych dla
fenotypu prawidlowych osteoblastow: Runx2 i Osterix. Brak genu kodujacego kinaz¢ uniemozliwia
roznicowanie komdrek w kierunku osteoblastycznym. W niniejszej pracy starano si¢ wykazac rolg, jaka
pehni kinaza FAK w biologii komérki, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem osteoblastow.

Stowa kluczowe: kinaza plytek przylegania (FAK), r6znicowanie, migracja, proliferacja, apoptoza, osteoblasty.

Summary: Focal adhesion kinase (FAK) is a non-receptor protein tyrosine kinase that is expressed in the
cytoplasm of many cell types, including osteoblasts. FAK is activated when integrin receptors interact with
proteins of the extracellular matrix and is then recruited to focal adhesion complexes. The presence of kinase
in these structures is strictly associated with its function in cell processes such as adhesion, migration and
proliferation. FAK-deficient cells spread more slowly and exhibit reduced migration. Kinase activates va-
rious intracellular signaling pathways, including those leading to cell differentiation. When regulating mito-
gen_activating protein kinase (MAPK), FAK influences in vitro cell maturation and differentiation into
osteoblasts. The expression of genes characteristic for osteoblast phenotype, such as Runx2 and Osterix, is
stimulated by FAK activation, whereas FAK gene deficiency prevents differentiation into osteoblastic cells.
This review describes the role that FAK plays in cell biology, with particular attention to osteoblasts.

Key word: focal adhesion kinase (FAK), differentiation, migration, proliferation, apoptosis, osteoblasts.

*Grant numer 3TO8A 001 30 Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego; Projekty mtodego badacza
Rektora WUM o symbolach NZME/WB1 oraz NZME/WB2.



708 J. LESZCZYNSKA, P. MROWKA, A. MIKULSKA, J. PRZYBYLSKI, E. WROBEL

WSTEP

Bialkowa kinaza FAK (Focal Adhesion Kinase) nalezy do rodziny nierecepto-
rowych kinaz tyrozynowych — PTK (protein tyrosine kinase) petiajacych funkcje
regulatorow Sciezki sygnalowej z udzialem integryn. Proces fosforylacji czasteczki
kinazy prowadzi do jej aktywacji, co z kolei wplywa na regulacje kilku podstawowych
funkcji biologicznych komorki. Z drugiej strony, brak regulacji w obrebie Sciezki
sygnatowej zwiazanej z kinaza FAK moze prowadzi¢ do transformacji nowotworowej
komorek, jak réwniez do pojawienia si¢ proceséw patologicznych, jakie moga
zachodzi¢ w komorkach i tkankach [6].

Kinaza bialkowa FAK wystepuje w cytoplazmie w miejscach adhezji komdrek do
podtoza [8]. Zjawisko adhezji komdrek do bialek macierzy zewnatrzkomorkowej petni
kluczowa rolg dla wigkszosci procesow zachodzacych w osteoblastach. Miejscami
adhezji komorek do podltoza sa struktury zwane ptytkami przylegania. Obecnos¢ kinazy
FAK w plytkach adhezji jest $cisle zwiazana z funkcja, jaka odgrywa ona w procesach
komdrkowych, takich jak: adhezja, migracja komorek, proliferacja, proces réznicowania
i osiagania dojrzalego fenotypu komorkowego czy tez apoptoza [2, 53]. Transdukcja
sygnatu za posrednictwem kinazy FAK wiaze si¢ z oddzialywaniem tego enzymu z
wieloma biatkami sygnatowymi oraz cytoszkieletowymi, do ktorych naleza m.in. kinazy
z rodziny Src, kinaza fosfatydyloinozytolowa, biatko Grb-2 czy paksylina.

Podwyzszony poziom ekspresji FAK zaobserwowano w wielu typach komorek
nowotworowych oraz guzach [50, 54], co wskazuje na udzial tej kinazy w procesie
proliferacji i rozwoju ludzkich nowotworéw. Oczywiste wydaje si¢ zatem stwier-
dzenie, ze $ciezki transdukcji sygnatu posredniczace w procesie adhezji sa niezmiernie
istotnym elementem procesu proliferacji i réznicowania si¢ komorek. FAK jako
czasteczka sygnalowa wplywa w istotny sposob zarowno na proces przylegania,
jak i1 na zachowanie si¢ komorek in vitro w reakcji na okreslone podioze [28]. W
obserwacjach prowadzonych migdzy innymi na komoérkach Saos-2, hodowanych na
wybranych biomateriatach, dowiedziono, ze topografia powierzchni (zarowno w skali
mikro-, jak i nanometrow) ma wplyw na regulacje¢ ekspresji czasteczki kinazy FAK
w komorkach osteoblastycznych pochodzacych z réznych zrédet [21]. Poznanie roli
tego enzymu ma szczegdlne znaczenie dla optymalizacji procedur klinicznych w
chirurgii odtworczej tkanki kostnej. W niniejszej pracy autorzy, opierajac si¢ na
doniesieniach z dziedziny inzynierii tkankowej i biologii regeneracyjnej, przedstawili
badania nad znaczeniem biatkowej kinazy FAK w ludzkich osteoblastach.

BUDOWA CZASTECZKI BIALKOWEJ KINAZY FAK

Kinaza FAK zostata zidentyfikowana podczas badania reakcji fosforylacji z
udzialem onkogenu v-srs i po raz pierwszy opisana w 1992 roku [31]. Gen ludzkiej
kinazy FAK — PTK2, zlokalizowany na 8 chromosomie, koduje bialko o masie
molowej 125 kDa. Odwolujac si¢ do pomiaréw migracji na zelu, kinaze FAK okresla
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sie jako p125™K [53]. Dane literaturowe wskazuja, ze pierwotnie biatkowa kinaza
FAK byla identyfikowana jako substrat dla onkogennej kinazy tyrozynowej
pp60*=. Dopiero z czasem zostala udokumentowana jej rola jako kluczowego ogniwa
Sciezki sygnatowej z udziatem receptorowych bialek, zwanych integrynami.

Kinaza FAK wystepuje w cytoplazmie komorki i przemieszcza si¢ w momencie
jej aktywacji do struktur okreslanych jako ptytki przylegania — FA (focal adhesions)
(ryc. 1). FA sa kompleksem bialek bioracym udziat w adhezji komoérek oraz
posredniczacym w przekazywaniu informacji pomigdzy cytoplazma a srodowiskiem
zewnetrznym komorki. Kinaza FAK od strony cytoplazmy taczy sie¢ z wewnatrz-
komérkowymi domenami podjednostki B-integryny.

Biatkowa kinaza FAK wystepuje w wigkszosci komorek i tkanek. Obecna jest
w wielu ludzkich komoérkach, miedzy innymi w komodrkach mezenchymalnych,
neuronach, limfocytach i erytrocytach [6]. Jest biatkiem wysoce konserwatywnym.
Wykazano 90% podobienistwa ludzkiej kinazy FAK do kinazy ptasiej, mysiej i
pochodzacej od Xenopus. Homolog kinazy FAK o nazwie DFak56, wystepujacy
u Drosophila, w ok. 33% jest identyczny z ludzka kinaza FAK, a jego domena
tyrozynowa wykazuje az 63% podo-
biefistwa do niej [36]. Obecnosé
kinazy FAK w komorkach jest nie-
zbedna dla zycia organizméw. Muta-
cja w obrebie jej genu jest letalna i
prowadzi do $mierci juz na poziomie
embrionalnym, gltéwnie z powodu
defektow w tworzeniu si¢ mezo-
dermy.

Kinaza FAK zawiera w $rod-
kowej czesci czasteczki domeng ka-
talityczna, ktéra otoczona jest z obu
stron przez domeny niekatalityczne
(ryc. 2), skladajace si¢ z okolo 400
reszt aminokwasowych kazda. Ma
ona 6 miejsc fosforylacji reszt tyrozyny,
ktére sa zdolne przylaczy¢ inne biatka
badz aktywowa¢ katalityczne domeny
kinazy [6, 52]. Gléwne miejsce
autofosforylacji to reszta tyrozynowa w
pozycji 397 (Y397), zlokalizowana w
bezposrednim sasiedztwie domeny
katalitycznej. Jednoczesnie jest ona
miejscem wiazania biatek zawierajacych
domeng¢ SH2 (Src¢ homology 2)
niereceptorowej kinazy tyrozynowej Src  RYCINA 1. Struktura plytki przylegania (opis w tekscie)
[36]. Ta reszta tyrozynowa stanowi FIGURE 1. Focal adhesion structure (description

podstawe biologicznego i bioche- M thetext)
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FIGURE 2. Structure of focal adhesion kinase — FAK (description in the text)

micznego funkcjonowania kinazy FAK. Pozostale pie¢ miejsc rowniez ulega fosforylacji
po zwiazaniu FAK z kinazami Src.

Domena N-koncowa wykazuje w swojej sekwencji homologi¢ wzgledem rodziny
biatek zawierajacych tzw. domen¢ FERM stanowiaca kompleks bialkowy ezryna-
radiksyna-miozyna [49], istotna dla prawidlowego funkcjonowania kinazy FAK. Biatka
majace te¢ domeng tacza transbtonowe glikoproteiny z cytoszkieletem aktynowym.
Stwierdzono, ze domena FERM 1laczy si¢ z cytoplazmatyczna domena podjednostki
integryny 33, a przez to posredniczy w jej aktywacji. N-koficowa domena posred-
niczy rowniez w oddziatywaniu z receptorami czynnikéw wzrostu [52]. Tak wigc
domena ta moze kierowac kinazg FAK w strone receptoréw integryn oraz czynnikow
wzrostu i tym samym regulowac¢ ich oddziatywanie z innymi biatkami.

W regionie zlokalizowanym po stronie C-terminalnej domeny kinazy FAK znajduje
sie sekwencja aminokwasow o nazwie FAT (Focal Adhesion Targeting), ktéra
posredniczy w umiejscowieniu kinazy FAK w obrebie bialek adhezji [36]. Sekwencja
FAT ma miejsca umozliwiajace bezposrednie wiazanie bialek, takich jak paksylina
czy talina. Paksylina to bialko, ktére jest rébwniez zaangazowane w wiazanie
komponentu plytek przylegania — winkuliny. W obrebie FAT wystepuja dwie
sekwencje, ktore sa homologiczne wzgledem tej wystepujacej w winkulinie. Sadzi
si¢ zatem, ze oba te bialka odgrywaja wazng role w lokalizacji kinazy FAK w
obszarze ptytek przylegania. Nie mozna jednak wykluczy¢ istnienia rowniez innego
mechanizmu i udzialu dodatkowych czasteczek taczacych kinaze FAK z ptytkami
przylegania. Wykorzystanie krystalografii rentgenowskiej oraz analizy widm NMR
domeny FAT pozwolito odkry¢ wystepowanie poczwornej prawoskretnej helisy, ktora
przypomina struktury wystepujace w innych bialkach adhezji, takich jak np. winkulina,
Cas czy a-katenina. Pomigdzy sekwencja FAT a domeng katalityczna usytuowane
sa dwie domeny bogate w reszty proliny, ktére posrednicza w oddziatywaniu z
domena SH3 bedaca miejscem wigzania réznego rodzaju bialek, np. p130°° [46].
Ten region kinazy FAK zawiera takze niekatalityczng domene FRNK (FAK related
non-kinase). W niektorych typach komorek ulega ona ekspresji jako autonomiczne
biatko. Rola tej domeny nie zostala dotychczas do konca poznana. Sugeruje si¢
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zatem, ze FRNK moze stanowi¢ naturalny konkurencyjny inhibitor kinazy FAK lub
wzmagaé jej funkcje niekatalityczna [49].

Istniejg doniesienia, ze kinaza FAK zlokalizowana jest rowniez w jadrze komor-
kowym. Zaklada si¢, ze czasteczka kinazy FAK wyposazona jest w mechanizm
umozliwiajacy transport z jadra do cytoplazmy. Zidentyfikowane zostaly dwie
prawdopodobne sekwencje sygnatowe — NES (nuclear export signal): jedna w
obrebie FERM, za$ druga w obrebie czasteczki kinazy [45].

AKTYWACJA CZASTECZKI KINAZY FAK

Istnieje wiele czynnikdéw aktywujacych kinaze ptytek przylegania. Wzrost aktywnosci
kinazy bialkowej FAK nastepuje w komorkach pod wplywem czynnikow wzrostu,
neuropeptydow, ligandow pobudzajacych receptory zwigzane z bialkiem G, a takze
bodzcow mechanicznych, szczegdlnie waznych z punktu widzenia prawidtowego
rozwoju ukladu kostnego [12, 19, 36, 44, 47], w tym takze ultradzwigkow [43].

Najbardziej charakterystyczny mechanizm prowadzacy do aktywacji kinazy FAK
zwiazany jest z sygnalami przekazywanymi przez integryny. Sygnaly te powstaja
podczas oddzialywania integryn z biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej — ECM
(extracellular matrix) oraz formowania ptytek przylegania w czasie adhezji komorek
do podtoza. Receptory takich czynnikéw wzrostu, jak: zasadowy czynnik wzrostu
fibroblastow — bFGF (basic fibroblast growth factor), ptytkopochodny czynnik
wzrostu — PDF (platelet-derived growth factor), nablonkowy czynnik wzrostu —
EGF (epidermal growth factor) moga stanowi¢ komponenty plytek przylegania,
gdzie ulegaja fosforylacji i aktywacji [1]. Czynniki wzrostowe zwigzane z
réznicowaniem osteoblastow, takie jak: morfogenetyczne biatka kosci BMP-2 i
BMP-4 (Bone Morphogenetic Proteins), aktywuja FAK i inicjowana przez nig
Sciezke sygnatowa prowadzaca do réznicowania i dojrzewania komorek [27, 44].
W wielu przypadkach bodZce plynace z oddziatywania integryn z ECM 1 receptorow
czynnikéw wzrostu dzialaja synergistycznie [1]. Nie jest dokladnie wyjasnione, w
jaki sposdb bodzce mechaniczne zamieniane sag w biochemiczne sygnaly regulujace
procesy réznicowania komorek osteogennych. Jednym z kandydatow zwiazanych z
tym mechanizmem jest kanat potasowy o wysokiej przewodnosci. Kanat ten jest
otwierany zarébwno w wyniku depolaryzacji blony, jak i wzrostu Ca®* we wnetrzu
komorki. Wewnatrzplazmatyczna domena podjednostki hSlo-a tego kanatu oddziatuje
z kinaza FAK. Agregacja bialek wchodzacych w sktad FA zwigksza si¢ po otwarciu
tego kanatu. Zjawisko to obserwowano w komorkach osteosarkoma i ludzkich
osteoblastach [33].

Dzigki sekwencji FAT kinaza FAK kierowana jest do obszaru ptytek przylegania.
Etap ten jest niezbedny do aktywacji kinazy [36]. W plytkach przylegania tworzony
jest kompleks skupiajacy integryny, bialka cytoszkieletu, takie jak: paksylina, winkulina
czy talina oraz FAK. Proces ten inicjowany jest taczeniem si¢ ze soba integryn i
tworzeniem przez nie charakterystycznych skupisk w blonie komorkowej. FAK
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natomiast bezposrednio wiaze si¢ z elementami cytoszkieletu, ktére oddziatujg z
wewnatrzplazmatyczng C-koncowa domeng podjednostek integryn, takich jak: 81,
B3, 5. W wyniku tego procesu dochodzi do aktywacji FAK, ktéra polega na
wzajemnej autofosforylacji dwdch oddzialujacych czasteczek na tyrozynie w pozycji
Y397. Mechanizm tego procesu nie jest doktadnie poznany. Interakcja kinazy FAK
z biatkami cytoszkieletu wydaje si¢ niezbg¢dna, aby nastapit proces aktywacji. Czyn-
nikiem, ktory odgrywa wazna role w regulacji aktywacji FAK sa réwniez biatka z
rodziny Rho. Opisano ich wplyw na formowanie si¢ plytek przylegania oraz regulacje
procesu autofosforylacji i aktywacji FAK [36].

Kinaza FAK funkcjonuje w kompleksie z niereceptorowa kinaza Src. Dzigki
autofosforylacji FAK tworzy si¢ miejsce wigzania dla domeny SH2 biatek rodziny
kinaz tyrozynowych Src i biatka adaptorowego She. Polaczenie FAK i Src zmienia
konformacj¢ drugiej z kinaz aktywujac ja, co prowadzi do powstania aktywnego
enzymatycznie kompleksu FAK-Src [38]. Wewnatrz kompleksu moze dojs¢ do
fosforylacji kolejnych szesciu tyrozyn w obrebie czasteczki FAK. Y576 i Y577
potozone sa w petli aktywujacej domeny kinazowej, zas Y762, Y861 i Y925 znajduja
si¢ w C-koncowej czesci kinazy [30]. Tworzy to miejsca wigzania dodatkowych
biatek regulatorowych i adaptorowych, takich jak Grb2 (w Y925). Natomiast skutek
fosforylacji w pozycji Y407, ktéra lezy we fragmencie FERM, nie jest jak dotad
zbadany. Fosforylacji moga ulega¢ rowniez inne aminokwasy tafncucha peptydowego
FAK: P371-374, P712-715, S843, P878-881, S910 [5-7, 38]. Wykazano, ze
fosforylacja w S843 i S910 zmniejsza aktywnos¢ FAK [7].

Mozliwe sa réwniez dwie inne drogi wstepnej aktywacji obu kinaz i powstania
kompleksu FAK-Src. Kinaza Src moze by¢ aktywowana niezaleznie od FAK, dlatego
tez moze ona inicjowac tworzenie kompleksu, wigzac nieaktywna FAK i fosforylujac
w miejscu petli aktywujacej domeny kinazowej. Prowadzi to do fosforylacji
sasiadujacych czasteczek FAK w Y397 i rekrutacji Src do kompleksu. Mozliwa jest
réwniez niezalezna aktywacja obu kinaz przed stworzeniem kompleksu, aczkolwiek
interakcja z Src jest konieczna do pelnej aktywacji FAK [36].

SZLAKI PRZEKAZYWANIA SYGNALOW AKTYWOWANE PRZEZ FAK

FAK oddziatuje na komoérke plejotropowo, uruchamiajac szereg réznych sciezek
przekazywania sygnatow. Posrod nich wymieni¢ nalezy biatka zwiazane z drogami
sygnatow wewnatrzkomdrkowych, takie jak: kinaza fosfatydyloinozytolu-3 — PI3K
(phosphatidylinositol-3 kinase), fosfolipaza C-y — PLCy (phospholipase C-y),
kinazy biatkowe aktywowane mitogenami — MAPK (mitogen activated protein
kinase) i kinaza Akt [4, 12, 17]. Obserwuje si¢ rowniez aktywacje fosfolipazy A2
czy kinazy bialkowej C — PKC (protein kinase C) pod wplywem FAK. Ponadto
transdukcja sygnatu moze polega¢ na fosforylacji bialek adaptorowych FAK, takich
jak paksylina czy p130°, co prowadzi do rekrutacji dodatkowych czasteczek do
kompleksu kinazowego (np. Crk, Nck, C3G), modyfikacji i przekazywania sygnatu
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[48]. Miejsce wigzania domeny SH2 kinazy FAK jest miejscem kotwiczenia nie tylko
kinazy Src, ale réwniez innych czynnikow zawierajacych domeng¢ SH2. Wykazano,
7e biatka zaangazowane w przekazywanie sygnatow, takie jak: PI3K, PLCy, Grb7,
tacza si¢ z FAK przez SH2 [36]. Zwiazanie i aktywacja PI3K, PLCy prowadzi do
generowania wtornych przekaznikéw w postaci fosfoinozytolo-3.4,5-trifosforanu —
PI(3,4,5)P, (phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate), diacyloglicerolu — DAG
(diacyl glycerol) i inozytolo-1,4,5-trifosforanu — IP, (inositol 1,4,5-triphosphate).
Wykazano zwiazek aktywacji FAK i PI3K z réznicowaniem komoérek progenitoro-
wych w kierunku osteoblastow i zwigzanym z tym procesem mineralizacji ECM [18].

Szlak sygnatow prowadzacy przez MAPK jest prawdopodobnie najwazniejsza
droga oddzialywania na komorke wzbudzang przez FAK. Zaobserwowano, ze
obecnos¢ FAK zwigksza aktywacje MAPK stymulowang adhezja komorek do
podtoza [29]. Rownoczesnie zablokowanie FAK zmniejsza aktywacje MAPK
wywolana ta droga. Istnieje kilka mechanizméw, w ktérych FAK oddziatuje na kinazy
MAPK. Fosforylacja Y925 FAK tworzy miejsce wigzania dla biatka Grb2 i
umozliwia przylaczenie si¢ kompleksu Grb2/SOS (Son of Sevenless). Prowadzi to
do aktywacji bialka Ras i w konsekwencji kinazy MAPK. Biatko Grb2 moze zosta¢
wlaczone do kompleksu rowniez dzigki ufosforylowanemu biatku She. She ma
domen¢ SH2 i ulega fosforylacji po potaczeniu z FAK. Inna s$ciezka stymulacji
prowadzi poprzez p130°, Crk i Nck. Dwa ostatnie biatka wiaza SOS, co moze
spowodowaé pobudzenie $ciezki prowadzacej przez Ras i kinazg MAPK.

Rézne grupy MAPK moga by¢ aktywowane za posrednictwem kinazy FAK.
Pierwsza stanowia kinazy regulowane sygnalem zewnatrzkomoérkowym — ERK
(extracellular signal-regulated kinases). Sa one waznym punktem w transdukcji
sygnaléw prowadzacych do wzrostu, proliferacji i roznicowania si¢ komorek [11,
18, 23, 26, 44]. Aktywacja sciezki prowadzacej przez FAK i ERK1/2 bierze udziat
w procesie rdéznicowania komoérek macierzystych szpiku w kierunku osteoblastow
pod wplywem stymulacji czynnikami zewnetrznymi, np. w momencie kontaktu
komorek z kolagenem typu I [51]. Aktywnos¢ FAK i ERK1/2 potrzebna jest do
fosforylacyjnej aktywacji podstawowych czynnikdéw transkrypeyjnych istotnych dla
osiagnigcia fenotypu osteoblastow przez komoérki progenitorowe, takich jak Runx2/
Cbfal i Osterix [16, 19, 34, 35]. Odgrywaja one kluczowa rol¢ w koordynowaniu
wielu sygnaldw zaangazowanych w proces roznicowania osteoblastow i ich
aktywacja jest dla tego procesu niezbedna [20, 25]. Opisano, ze aktywacja sciezki
FAK/Ras/ERK w odpowiedzi na sygnaty z BMP i integryn wigzacych kolagen
prowadzi do wzrostu aktywnosci transkrypcyjnej Smadl [40, 42], innego waznego
czynnika zwiazanego z roznicowaniem i dojrzewaniem komorek osteogennych.

Kolejne grupy MAPK, ktére moga podlega¢ regulacji poprzez FAK, stanowiag
izoformy biatka p38, bedace mediatorami sygnatow prowadzacych do réznicowania
komorek osteogennych [11]. Kinazy nalezace do grupy JNK (c-Jun N-terminal
kinases), okreslane tez jako kinazy aktywowane stresem — SAPK (stress-activated
protein kinases), [12] réwniez odgrywaja wazna rolg w kontrolowaniu procesow
réznicowania osteoblastow [10]. Ich interakcje z FAK w komdrkach kostnych nie
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sa tak dobrze znane, jak te z ERK. Wiadomo natomiast, ze BMP-2 oddziatuje na
komorke przez sciezke sygnalowa zwiazana z aktywacja FAK i prowadzaca przez
SAPK2a/p38. Jej zablokowanie interferuje z fosforylacyjna aktywacja Smadl [27].

Istnieja rowniez prace, w ktorych podkresla sie, ze kinazy Akt, nalezace do kinaz
biatkowych B (protein kinase B), odgrywaja pewna role w procesach transdukcji
sygnatow, angazujacych kinaz¢ FAK [14, 43]. Akt biorg migdzy innymi udzial w
réznicowaniu osteoblastoéw indukowanym ultradzwigkami [43].

ROLA KINAZY FAK W REGULACJI CYKLU KOMORKOWEGO
ORAZ MIGRACJI KOMOREK

Na zwiazek pomigdzy FAK a zjawiskiem proliferacji komorek zwrocit uwage
Schlaepfer, wysuwajac teze dotyczaca aktywacji szlaku kinazy MAP w wyniku
fosforylacji FAK po zwiazaniu si¢ jej z biatkiem Grb2.

Obecnie kinaza FAK jest uznawana za pozytywny regulator cyklu komdrkowego.
Potwierdzeniem tego sa badania oparte na wprowadzeniu domeny FRNK do
komorek, co w efekcie powoduje spadek syntezy DNA zwiazany prawdopodobnie
z hamowaniem kinazy FAK [41]. Regulacja cyklu komérkowego wiaze sie z
aktywnoscia dwoch klas czasteczek regulatorowych: cyklin i kinaz zaleznych od
cyklin — Cdk (cyklin dependent kinase). Kinazy zalezne od cyklin po zwiazaniu z
cyklinami ulegaja aktywacji i fosforyluja biatka docelowe, co prowadzi do aktywacji
lub inaktywacji tych biatek. Istotna rolg w przejsciu komorek z fazy G1 do fazy S
w cyklu komérkowym odgrywa cyklina D1. Cyklina ta pobudza proliferacje komodrek
poprzez tworzenie komplekséw z zaleznymi od cyklin kinazami. Ekspresja cykliny
jest regulowana poprzez kaskade sygnalizacyjna Ras/Erk kontrolowana przez FAK.

Nadekspresja kinazy FAK przyspiesza przejscie komodrek z fazy G1 do fazy S.
Natomiast ekspresja kinazy w mutantach z brakiem FAK hamuje postep w cyklu
komoérkowym poprzez zmiany w ekspresji cykliny D1 oraz ekspresji inhibitora kinaz
zaleznych od cyklin. W badaniach in vitro oraz in vivo wykazano, ze nagromadzenie
cykliny D1 powoduje skrocenie fazy G1 cyklu komoérkowego i zapobiega zatrzymaniu
cyklu komérkowego u mutantow z brakiem FAK. Z drugiej strony brak wspomnianej
cykliny moze prowadzi¢ do wydluzenia fazy G1 przez ograniczenie fosforylacji biatka
pRb (biatko retinoblastomy), z ktorym wiaze si¢ cyklina D1. Ponadto, kinaza FAK
zaangazowana jest w regulacje cykliny D3. Kinaza, posredniczac w $ciezce sygna-
towej PKC i kinazy PI3K, stymuluje proliferacje komorek. Kinaza FAK wplywa
takze na ekspresje inhibitora Cdk, p21 [4].

Dane literaturowe ostatnich lat wskazuja, ze kinaza FAK jest zaangazowana takze
w regulacje procesu migracji komoérek. Komorki z niedoborem FAK wykazuja zna-
cznie wolniejszy wzrost oraz cechuje je niewielka liczba ptytek adhezji i tylko w
niewielkim stopniu ulegaja one migracji w odpowiedzi zaréwno na sygnaly chemo-
taktyczne, jak i haptotaktyczne [31]. Potwierdzeniem tego wniosku sa badania
przeprowadzone przez Schobera wskazujace, iz migracja komoérek z obnizong
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ekspresja FAK jest znacznie wolniejsza w poréwnaniu z komdrkami z prawidtowa
ekspresja tego biatka. Zmodyfikowane komorki zawierajace FAK z uposledzonym
wigzaniem biatka p130°® cechuje zmniejszona ruchliwos$é. Ponadto nadekspresja
biatka p130°*® wptywa na oslabienie migracji komodrek, w ktora zaangazowana jest
kinaza FAK. Dlatego tez Cas wydaja si¢ petlni¢ funkcje waznych mediatoréw dla
sygnalizacji w procesie migracji poprzez wigzanie do domeny SH2/SH3. Nadeks-
presja Cas lub Crk oraz tworzenie kompleksow Cas/CRK stymuluje migracje
komorek [39].

Proces migracji komorek jest $cisle zwigzany z dynamiczng reorganizacja cyto-
szkieletu aktynowego. Komorki ulegaja migracji w odpowiedzi na bodzce z otoczenia,
ktére aktywuja odpowiednie szlaki sygnatowe. Rola kinazy FAK jest aktywacja
kinazy JNK, ktoéra pelni funkcje¢ przekaznika sygnatu w komorce. Kinaza FAK,
tworzac kompleks z kinazami z rodziny Src i biatkiem p130°*, prowadzi do aktywacji
INK. Zaktywowana kinaza JNK powoduje wzrost produkcji metaloproteinaz,
odpowiedzialnych za degradacje¢ wielu bialek macierzy zewnatrzkomdrkowej, utatwia-
jac tym samym migracje komorek [9]. Bezposredni wptyw kinazy FAK na konfor-
macje wiokien aktynowych i stabilizacje cytoszkieletu w komoérce zwigzany jest z
fosforylacja kinazy [38]. Jak juz wczesniej wspomniano, aktywacja FAK jest
zwigzana z ufosforylowaniem tyrozyny w pozycji Y-397 i nastgpuje na skutek
zwiazania integryny z domeng FAT kinazy, za posrednictwem paksyliny i taliny. W
wyniku aktywacji FAK utworzony zostaje kompleks Grb2/SOS, ktoéry stymuluje
kaskade¢ sygnatowa Ras/MAP wiazaca si¢ z procesem migracji oraz proliferacji
komorek [3].

ROLA KINAZY TYROZYNOWEJ FAK W PROCESIE APOPTOZY
I ROZNICOWANIA OSTEOBLASTOW

Adhezja do macierzy zewnatrzkomérkowej jest dla osteoblastow, podobnie jak
dla wigkszosci komorek, warunkiem prawidtowego wzrostu, proliferacji oraz osiag-
nigecia przez komorki prawidlowego dojrzatego fenotypu. Brak kontaktu pomigdzy
komoérka a biatkami macierzy pozakomdrkowej jest przyczyna programowanej
Smierci komorek, tzw. apoptozy. Zaobserwowano, iz we wczesnej fazie apoptozy
nastgpuje proteolityczny rozpad FAK, w ktory zaangazowane sa glowne enzymy z
grupy kaspaz. Sugeruje si¢ zatem, ze kinaza FAK jest substratem dla proteolitycznych
bialek kontrolujacych proces apoptozy. Defosforylacja tyrozyn w czasteczce FAK
powoduje zniszczenie polaczen z biatkami z grupy Src, to zas uniemozliwia przekazy-
wanie sygnaldéw w komorce [13]. Wynikiem degradacji czasteczki kinazy FAK jest
jej brak w plytkach przylegania, co uwidacznia si¢ w postaci zmiany ksztattu
komorek na charakterystyczny dla komorek apoptotycznych [37].

W wyniku rozpadu kinazy FAK powstaje polipeptyd FRNK (FAK-related non-
kinase), uwazany za inhibitora wspotzawodniczacego czasteczki kinazy. Aktywacja
FRNK wplywa na spadek adhezji i proliferacji komoérek. Natomiast zahamowanie
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ekspresji FAK powoduje wzrost apoptozy, podczas gdy nadekspresja FAK skutkuje
doktadnie efektem odwrotnym — zapobiega apoptozie. Udowodniono takze, ze
nasilona ekspresja FAK zwicksza aktywno$¢ biatek antyapoptotycznych, takich jak:
c-1AP, c-IAP2, X-IAP, ktdre sa inhibitorami kaspaz, a co za tym idzie, powoduja
zahamowanie procesu apoptozy [36].

Sciezka sygnatowa zwiazana z przezyciem komorki, w ktorej posredniczy FAK,
najprawdopodobniej dziata przez aktywacje¢ szlaku kinazy PI-3K badz tez przez
kaskade sygnalowa z udziatem kinaz Src [37]. Aktywacja PI-3K uruchamia szlak
prowadzacy do zahamowania ekspresji biatek apoptotycznych, m. in. p21"A*, FKHR
czy Bad. Doniesienia z pismiennictwa wskazuja, ze FAK zapobiega apoptozie
komorek takze poprzez udzial w sciezkach sygnalizacyjnych, w ktére zaangazowana
jest fosfolipaza A2, PKC czy tez biatko p53 [4].

Rola kinazy FAK w procesie tworzenia, przebudowy i odnowy kosci w
warunkach in vivo nie jest dotychczas doktadnie poznana. Aczkolwiek regulacja
procesOw, w ktore zaangazowana jest kinaza FAK, takich jak: proliferacja czy
réznicowanie, przeklada si¢ bezposrednio na procesy zwigzane z aktywnosScia
osteoblastow, czyli na tworzenie czy odbudowe kosci. Proces odbudowy kosci zwia-
zany jest z interakcja komorek kosciotworczych z biatkami macierzy kostnej, w
zjawisko adhezji zas istotnie zaangazowana jest biatkowa kinaza FAK [41].

Udzial kinazy FAK w procesie roznicowania osteoblastow potwierdzaja doniesienia
Jae-Beom Kim i wsp. [15], méwiace o tym, ze przewazajaca wigkszos¢ mysich
komorek szpikowych pozbawiona genu kodujacego kinazg (FAK null) nie ma
zdolnosci roznicowania w kierunku osteoblastycznym w warunkach in vitro. Pozwala
to wnioskowag¢, iz obecnos¢ FAK w komorkach jest niezbgdna do ich roznicowania.
Sugeruje si¢ takze, ze obecnos¢ kinazy FAK w osteoblastach wptywa na ich zdolnosé¢
do wlasciwego organizowania wytwarzanej przez nie macierzy kolagenowe;j.

Yin-Kun Liu i wsp. [22] badajac wplyw osteopontyny, jednego z bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej, na roznicowanie osteoblastycznej linii komdrkowej UMR 106-6,
wykazali korelacje pomiedzy ekspresja mRNA fosfatazy alkalicznej — ALP (alkaline
phosphatase), wczesnego markera rdéznicowania osteoblastéw, a aktywnoscia kinazy
FAK w warunkach in vitro. Osteopontyna moze wyzwala¢ ekspresje genu alkalicznej
fosfatazy poprzez aktywacje¢ FAK za posrednictwem integryn. Udowodniono takze, iz
wzrost fosforylacji FAK w komoérkach mezenchymalnych szpiku, spowodowany
stymulacja cyklopeptydéw, koreluje ze wzrostem markeréow specyficznych dla
osteoblastow, m.in. osteokalcyny, oraz ze wzrostem procesu mineralizacji. Aktywacja
FAK jako wstepny etap szlaku zwigzanego z kinaza MAP, wptywa posrednio na
aktywacje specyficznych dla osteoblastéw czynnikow transkrypcyjnych m.in. Runx2, co
potwierdza udziat kinazy FAK w réznicowaniu komorek osteogennych [29].

Aktywacja kinazy FAK wplywa zarowno na fenotyp osteoblastow, jak i ich
podstawowe procesy komorkowe. Perinpanayagam z zespotem [32] dowiedli, ze
poziom fosforylacji kinazy tyrozynowej FAK spada w osteoblastach osteoporo-
tycznych w stosunku do komorek zdrowych, nieosteoporotycznych. Osteoblasty
pochodzace z miejsc osteoporotycznych znacznie stabiej przylegaja i wolniej rosna,
a takze maja mniejsze i trudne do rozpoznania plytki przylegania jak réwniez zmiany
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w cytoszkielecie aktynowym. Hydroliza fosfotyrozyny w czasteczce FAK, nawet
gdy obecne sa plytki przylegania i zorganizowany cytoszkielet aktynowy, moze
prowadzi¢ do aktywacji szlakow zaleznych od FAK prowadzacych do apoptozy. To
z kolei moze prowadzi¢ do pdzniejszej utraty przez osteoblasty zdolnosci do
inaktywacji $ciezek sygnalizacyjnych zwiazanych z procesem wzrostu a nastgpnie
z rozwojem osteoporozy [32].

Dotychczasowe badania dotyczace komorek zroznicowanych [24, 32] sugeruja,
ze FAK jest czgScia systemu przekazujacego sygnat do dojrzewania prawidtowych
osteoblastow oraz osteoblastycznych linii komérkowych [35]. Salaszynk i wsp. [34]
wykazali, iz laminina 5, nalezaca do biatek macierzy zewnatrzkomorkowej, stymuluje
aktywacje¢ genow charakterystycznych dla fenotypu osteoblastow: Runx2 i Osterix.
Dowodzi to, iz laminina 5 jest w stanie indukowac proces osteogenezy. Zablokowanie
aktywnosci FAK wplywa hamujaco na ekspresje tych gendw. Wykazano zatem, ze
laminina 5 poprzez stymulacje FAK pobudza réznicowanie komorek w kierunku
osteogennym w warunkach in vitro.

Na zakonczenie nalezy podkresli¢, ze jak dotad nie ma doniesien, jak kinaza FAK
funkcjonuje in vivo. Jedynie na podstawie badan w hodowli in vitro, nalezy wnosi¢, ze
zahamowanie ekspresji FAK moze uniemozliwia¢ prawidlowe tworzenie kosci in vivo.

Wykazane dotychczas znaczenie kinazy FAK dla réznicowania osteoblastow
wskazuje, iz nalezy zwrdci¢ uwage na rolg tego biatka w badaniach nad komdrkami
osteogennymi, wykorzystywanymi do transplantacji w chirurgii odtwdrezej kosci.

TABELA 1. Rola kinazy FAK w osteogenezie i biologii osteoblastow
TABLE 1. Role of focal adhesion kinase in osteogenesis and osteoblast biology

Proces Zaangazowany czynnik |Uwagi
Adhezja * Komponent plytek przylegania
Apoptoza Kaspazy Wczesna apoptoza zwigzana z proteolitycznym

rozpadem FAK, w wyniku ktorego powstaje FRNK
c-1AP, c-IAP2, X-IAP |Zahamowanie apoptozy przy nadekspresji FAK
inhibitory kaspaz

Proliferacja  |* Konieczna obecnos¢ FAK w komorce. Wplyw FAK
i roznicowanie na tworzenie macierzy kolagenowej, ekspresje ALP i
osteokalcyny (markery réznicowania osteoblastow)
Bezposredni wplyw na tworzenie, przebudowe oraz
odnowe kosci

Dojrzewanie  |* Wplyw FAK na ekspresje czynnikow transkrypcyjnych:

prawidlowych Runx?2 i Osterix

osteoblastow

Osteoporoza [* Zmniejszona ekspresja FAK w osteoblastach
osteoporotycznych

* czynniki zaangazowane w Sciezki transdukcji sygnatu za posrednictwem FAK (szczegdlowe
informacje w tekscie)
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APOPTOZA
APOPTOZA
Bialtko Bad
KinazaPKB JNK
Ras
Kinaza PI3 p130cas

PI3K Sre
ERK/MAPK Grb2/SOS
p130°s MAPK
Crk/Nck CyklinaD1
MIGRACJA  ynGrACIA
PROLIFERACJA

RYCINA 3. Szlaki przekazywania sygnalu, w ktérych posredniczy kinaza FAK, prowadzace do
proliferacji, migracji i roznicowania komorek (opis w tekscie)

FIGURE 3. Signaling pathways mediated by FAK, that regulate profeliration, migration and cell differen-
tiation (description in the text)

PODSUMOWANIE

Sciezka sygnalowa z udziatem kinazy FAK wplywa na regulacje kilku podstawo-
wych funkcji komorki, takich jak: adhezja, proliferacja, roznicowanie, migracja czy
tez ochrona przed apoptoza (ryc. 3).

Procesy te odgrywaja istotng role¢ w strukturze, funkcjonowaniu, a takze
prawidtowej odbudowie komorek i tkanek. Z punktu widzenia znaczenia FAK dla
roznicowania osteoblastow wazne jest, ze aktywacja czasteczki FAK skutkuje
posrednio ekspresja specyficznych dla osteoblastow czynnikdow transkrypcyjnych,
takich jak Runx2 czy Osterix. Mozna zatem przypuszczaé, ze kinaza FAK jest
czgScig systemu przekazujacego sygnat do dojrzewania prawidlowych ludzkich
osteoblastow oraz osiagania dojrzatego fenotypu komorek kosci dla osteoblastycz-
nych linii komérkowych. Podsumowanie roli FAK w procesie osteogenezy i biologii
osteoblastow przedstawiono w tabeli zamieszczonej wyzej.



KINAZA PLYTEK PRZYLEGANIA W BIOLOGII OSTEOBLASTOW 719

Perspektywy zastosowan klinicznych z wykorzystaniem ludzkich osteoblastow w
medycynie regeneracyjnej sktaniaja do poszerzania wiedzy dotyczacej procesu
adhezji oraz roli kinazy FAK w biologii osteoblastow.
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