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Streszczenie

Serynowo-treoninowa kinaza biatkowa Akt, bedaca giéwnym przekaznikiem sygnatu w szlaku
3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K), odgrywa istotna rol¢ w regulacji proceséw zwiazanych
ze wzrostem, metabolizmem, przezyciem i proliferacja komérek. W komorkach ssakéw wyste-
puja trzy izoformy Akt (Aktl, Akt2 i Akt3), ktore sa kodowane przez rézne geny. Zwigkszona
ekspresja i aktywacja tej kinazy obserwowana w wielu nowotworach cztowieka jest najczesciej
zwigzana z amplifikacja lub mutacja genéw kodujacych izoformy Akt, amplifikacja i aktywuja-
ca mutacja genu katalitycznej podjednostki PI3K oraz delecja lub mutacja genu fosfatazy fosfa-
tydyloinozytolo-3,4,5-trisfosforanu — PTEN. Uwaza sig, ze chociaz aktywnos¢ samej kinazy Akt
nie jest zwykle wystarczajaca do inicjowania procesu onkogenezy, to Akt przyczynia si¢ do pro-
gresji nowotworéw przez hamowanie apoptozy, promowanie odpowiednich zmian w metaboli-
zmie i proliferacji komérek oraz regulowanie ich zdolnosci do migracji i inwazji. Ostatnie badania
wykazaty, ze w zaleznosci od typu komérek, poszczegdlne izoformy Akt moga mieé pozytywny
lub negatywny wptyw na migracje i inwazj¢ komdrek nowotworowych. Akt jest wtaczona takze
w regulacj¢ procesu angiogenezy nowotworéw.
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Summary

The serine/threonine protein kinase Akt is a major transducer of the phosphoinositide 3-kinase
pathway and plays a crucial role in regulation of cellular processes such as growth, metabolism,
survival and proliferation. Mammalian cells are characterized by the expression of three diffe-
rent Akt isoforms (Aktl, Akt2, Akt3), encoded by distinct genes. Increased expression and ac-
tivation of Akt observed in many human cancers is usually caused by amplification or mutation
of Akt genes, amplification and activating mutation of the catalytic subunit of PI3K or deletion
and mutations of phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate phosphatase — PTEN. Although acti-
vation of Akt alone is believed to be insufficient for tumorigenesis, it contributes to cancer pro-
gression by inhibiting apoptosis, promoting changes in metabolism and proliferation of cells and
regulating their migration and invasion capabilities. Recent studies have provided evidence that
depending on the cell type each specific Akt isoform may play a positive or negative role in cell
migration and invasion. Akt is also involved in regulation of tumor angiogenesis.
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* Praca powstata w trakcie realizacji projektu badawczego nr N301463534 finansowanego przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego.
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Krzedlak A. - Kinaza Akt: kluczowy regulator metabolizmu i progresji nowotworéw

4E-BP1 - biatko wigzace eukariotyczny czynnik translacji 4E; acinus - biatko jadrowe indukujgce

biatko 0 masie 160 kDa, bedace substratem dla Akt; ASK1 - kinaza 1 indukowana sygnatami
apoptotycznymi; bFGF - zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw; Chk1 - kinaza punktu kontrolnego
fazy S; CREB - czynnik transkrypcyjny, biatko regulujace ekspresje gendw zaleznych od cAMP;
EGF - naskorkowy czynnik wzrostu; elF4E - eukariotyczny czynnik inicjacyjny; EMT - przejScie

czynnikéw transkrypcyjnych; GSK3 - 3 kinaza syntazy glikogenowej; HIF-1 - czynnik indukowany
niedotlenieniem; Htra2/0mi - proteaza serynowa, odpowiada za proteolize inhibitoréw apoptozy
IAP; IKK - kinaza inhibitora czynnika transkrypcyjnego NF-xB; JNK - kinaza biatkowa fosforylujgca
N-koniec biatka Jun; MAPK - kinaza biatka aktywowanego przez mitogen; MDM2 - E3 ligaza
ubikwitynowa; MLK3 - kinaza kinazy MAPK; mTOR - kinaza serynowo--treoninowa ssakow, ktorej
aktywno$é hamowana jest przez rapamycyne; mTORC1 - kompleks 1 kinazy mTOR, sktadajacy sie
z kinazy mTOR oraz biatek raptor i mLST8/GpL; NK-xB - czynnik transkrypcyjny zidentyfikowany

p21°¢P/WAFL _inhibitor cyklinozaleznych kinaz; p27** - inhibitor cyklinozaleznych kinaz; PDK1

- kinaza 1 zalezna od fosfatydyloinozytolu; PH - domena homologiczna do domeny plekstryny,
oddziatujaca z fosfatydyloinozytolofosforanami; PI3K - 3 kinaza fosfatydyloinozytolu; PI3KCA -
domena kinazowa 3 kinazy fosfatydyloinozytolu; PIP2 - fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan; PIP3
- fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan; PKB - kinaza biatkowa B; PP2A - fosfataza biatkowa 2A;
PRAS40 - bogaty w proline substrat kinazy Akt 0 masie czasteczkowej 40 kDa; PTEN - homolog
fosfatazy i tensyny; RAF1 - kinaza kinazy MAPK; RTK - receptor o aktywno$ci kinazy tyrozynowej;
SAPK - szlak kinaz aktywowanych stresem; SEK1 - kinaza kinazy MAPK; SREBP - biatka zalezne
od steroli wigzace sekwencje regulatorowa; TSC2 - tuberyna, tworzy kompleks z hamartyng (TSC1),
aktywujacy GTP-aze Rheb; VEGF - czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego; WNK1 - kinaza
biatkowa pozbawiona lizyny w domenie kinazowej; YAP - koaktywator czynnikow transkrypcyjnych.
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kondensacje chromatyny w przebiegu apoptozy; ACL - liaza ATP-cytrynianowa; AS160 -
epitelialno-mezenchymalne; eNOS - §rodbtonkowa syntaza tlenku azotu; FOXO - rodzina
w limfocytach B zaangazowany w ekspresje taficucha lekkiego typu kappa immunoglobulin;
Wstep

Serynowo-treoninowa kinaza Akt, zwana takze kinaza biat-
kowa B (protein kinase B - PKB), zostata zidentyfikowana
ponad dwadziescia lat temu jako komérkowy homolog wi-
rusowego onkogenu v-AK7 [104]. Jednak funkcja tego bial-
ka pozostawata tajemnica jeszcze przez kilka nastgpnych
lat, az do czasu kiedy stwierdzono, ze Akt jest gtéwnym
efektorem 3-kinazy fosfatydyloinozytolu — PI3K (phospha-
tidylinositol 3-kinase) i przyczynia si¢ do przezycia komé-
rek posredniczac w ich odpowiedzi na dziatanie czynnikéw
wzrostu [24,32]. Prowadzone pdZniej intensywne badania
wykazaty, ze Akt odpowiada za fosforylacj¢ wielu biatek
zwiazanych z regulacja podstawowych proceséw komorko-
wych, takich jak transkrypcja, metabolizm, apoptoza, pro-
liferacja czy migracja (tabela 1). Zaburzenia aktywacji Akt
sq obserwowane w wielu chorobach cztowieka, a przede
wszystkim w cukrzycy i nowotworach [14,25,75,121,123].

Kinaza Akt charakteryzuje si¢ znaczna konserwatywnoscia
struktury pierwszorz¢dowej. Sekwencje aminokwasowe
Akt nicienia Caenorhabditis elegans i cztowieka wykazuja

60% identycznosci. Natomiast Akt myszy, szczura i czto-
wieka maja w 95% taki sam sktad aminokwasowy [43].
U ssakéw wystepuja trzy izoformy kinazy Akt okreslane
jako Aktl (PKBa), Akt2 (PKB) i Akt3 (PKBY) bedace
produktami ekspresji réznych genéw [31,43, 75]. Ponadto
istnieje jeszcze kinaza Akt3-(y1) stanowiaca produkt alter-
natywnego sktadania mRNA dla Akt3 [43,75].

W warunkach fizjologicznych izoformy Aktl i Akt2 wyste-
puja w wigkszosci tkanek i narzadéw, podczas gdy ekspresja
Akt3 jest ograniczona do mézgu, jader, serca, nerek, ptuc
i migsni szkieletowych [80,123]. Poszczegdlne izoformy
Akt wydaja si¢ spetniac rézne biologiczne funkcje o czym
Swiadczg wyniki badan z wykorzystaniem transgenicznych
myszy z inaktywacja okreslonych genéw. Stwierdzono, ze
myszy pozbawione izoformy Aktl charakteryzuja si¢ ma-
lym rozmiarem, zaburzonym rozwojem narzadéw oraz
wigksza podatnoscia komérek na apoptoze. Wskazuje to,
ze Aktl odgrywa rolg¢ w regulacji przezycia komorek [12].
Natomiast brak Akt2 powoduje przede wszystkim zabu-
rzenie przekazywania sygnatu insuliny w watrobie i mig-
$niach szkieletowych, co prowadzi do insulinoopornosci
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Tabela 1. Biatka fosforylowane przez Akt

Procesy, w ktore

Biatko Miejsce fosforylacji  Efekt regulacyjny zaangazowane jest biatko Pismiennictwo
Acinus $422,5573 hamowanie apoptoza; biatko proapoptotyczne [47]
. metabolizm, synteza lipidéw;
AdL 5454 aktywadja liaza ATP-cytrynianowa [8,94]
. metabolizm; transport Glut4,
AS160/TBC1D4 $588,T642 hamowanie biatko aktywujace GTP-aze Rab [27,96]
ASK1 583 hamowanie apoptoza; kinaza kinazy MAPK [58]
Bad 5136 hamowanie apoptoza; bia’rkq proapoptotyczne [18,20]
zrodziny Bcl-2
Bax 5184 hamowanie apoptoza; bia’rkq proapoptotyczne [37]
zrodziny Bcl-2
Chk1 5280 hamowanie proliferada; kinaza punkty [62,87]
kontrolnego fazy S
CREB §133 aktywadja przezycie komorkl, prohferaqa; [93]
azynnik transkrypcyjny
eNOS 1177 aktywacja angiogeneza; syntaza tlenku [2234]
azotu
FOXO0 (FOXO01, . przezycie komérki, proliferacja,
FOX03A, FOX04) 24,5256, 5319 (FOXO1) hamowanie wzrost; czynniki transkrypcyjne (48]
GIV/Girdin $1416 - migracja; biatko wigzace aktyne [29,30,36]
przezycie komérki, metabolizm,
GSK3ou/ $21/59 hamowanie proliferacja; 3-kinaza syntazy [15,21]
glikogenowej
apoptoza; proteaza serynowa,
Htra2/Omi S212 hamowanie powoduje proteolize inhibitoréw [116]
apoptozy
. przezycie komérki; kinaza
IKKox 123 aktywacja fosforylujaca l-kB [3,91]
Kaspaza 9 $196 hamowanie apoptoza; biatko proapoptotyczne [9]
. przezycie komérki, proliferacja;

MDM2 5166, 5186 aktywacja biatko hamujace aktywnosé ps3 [77,126]
MLK3 S674 hamowanie apoptoza; kinaza kinazy MAPK [4]
p210r T45 hamowanie prolferacja; inhibitor kinaz [45,125]

cyklinozaleznych
p27 kP T157 hamowanie proIiferacja; inhibitor kinaz [66,100,109]
cyklinozaleznych
PRASA0 246 hamowanie wzrost komérki; inhibitor kinazy [64,95]
mTOR
. przezycie komérki, proliferacja;
RAF1 $259 hamowanie kinaza kinazy MAPK [92,131]
SEKT/MKKK4 S78 hamowanie apoptoza, kinaza kinazy MAPK [85]
TSQ2 7939, 11462 hamowanie wzrost komérki, proliferacja [17,49,52,74]
WNKT T60 B regulacja przep.usz’czalnosci bton [57.110]
dla jonéw
YAP 5127 hamowanie apoptoza, koaktywator [5,23]

czynnikéw transkrypcyjnych
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Krzedlak A. - Kinaza Akt: kluczowy regulator metabolizmu i progresji nowotworéw

Domena ) Domena Domena
PH  tacnik kinazowa regulatorowa
1308 S473
1 =TT 430 Akt
1309 $474
1 — = T T 481 Akt2
1305 S472
1 — N T 479 A3
1305
1 — e N T 465 Akt3-(y1)

Ryc. 1. Struktura izoform Akt. Wszystkie trzy izoformy kinazy Akt
sktadaja sie z N-terminalnej domeny PH (plekstrin homology)
odpowiedzialnej za wiazanie fosfolipidu, centralnej domeny
kinazowej i C-terminalnej hydrofobowej domeny regulatorowe;j.
W domenie katalitycznej i C-terminalnej znajduja sie reszty
treoniny i seryny, ktdrych fosforylacja jest konieczna do aktywagji
kinazy Akt. Akt3(y1) jest wariantem izoformy Akt3 powstajacym
w wyniku alternatywnego sktadania mRNA

i cukrzycy [38]. W przypadku myszy pozbawionych Akt3
zaburzenia sg gtéwnie natury neurologicznej i u zwierzat
tych stwierdza si¢ mniejszy rozmiar mézgu [26].

STRUKTURA | MECHANIZM AKTYWACJI KINAZY AKT

Wszystkie trzy izoformy kinazy Akt maja podobna struk-
turg. Sktadaja si¢ one z trzech funkcjonalnych domen, tj.
N-terminalnej domeny PH (pleckstrin homology domain),
centralnej domeny kinazowej i C-terminalnej domeny re-
gulatorowej (ryc. 1) [31,43]. W tej ostatniej domenie znaj-
duje si¢ hydrofobowy motyw FxxF/Y-S/T-Y/F (x oznacza
jakikolwiek aminokwas), ktdry jest charakterystyczny dla
wszystkich kinaz podrodziny AGC (PKA, PKG and PKC
related kinases), do ktérej nalezy Akt [43]. Fosforylacja
seryny lub treoniny, znajdujacych si¢ w tym motywie jest
niezbegdna do pelnej aktywacji enzyméw. W przypadku
izoform Akt ssakéw ten motyw jest identyczny — FPQFSY.
Akt3-(yl) powstajaca w wyniku alternatywnego sktada-
nia mRNA nie zawiera tego motywu, a wigc aktywacja
tej kinazy przebiega w sposob niezalezny od fosforyla-
cji reszty seryny.

Kinaza Akt moze by¢ aktywowana w wyniku stymulowa-
nia komoérek insuling, cytokinami i réznymi czynnikami
wzrostu, np. PDGF (platelet derived growth factor), EGF
(epidermal growth factor), bFGF (basic fibroblast growth
factor), VEGF (vascular endothelial growth factor), HGF
(hepatocyte growth factor) i IGF-1 (insulin-like growth fac-
tor). Przytaczenie insuliny lub czynnikéw wzrostu do re-
ceptorow o charakterze kinaz tyrozynowych, przyczynia si¢
do ich aktywacji w wyniku autofosforylacji i rekrutacji do
btony komdérkowej 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K).
PI3K przeksztatca fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan
(PIP2) do fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trisfosforanu (PIP3),
a ten wpltywa na aktywacje kinazy Akt poprzez jej rekru-
tacje do btony komérkowej, a takze rekrutacje do btony
kinazy PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 1), sta-
nowiacej gtéwny aktywator Akt (ryc. 2). Umiejscowienie
przy btonie komérkowej obu kinaz jest mozliwe poniewaz
maja one domeng PH, ktéra wykazuje duze powinowactwo
do PIP3. PDK1 odpowiada za fosforylacj¢ odpowiedniej
reszty treoniny znajdujacej si¢ w domenie kinazowej Akt

PP2) PP (pr) {poK1|  Cineza®>
T e

Vs
T308 S473
g-.> ]
«
Nieaktywna Akt Aktywna Akt
Wazrost Przezycie Metabolizm Proliferaa  Migracja

Ryc. 2. Aktywacja kinazy Akt. Zaktywowany przez przytaczenie liganda
receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej powoduje aktywacje
3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K), ktéra przeksztatca
fosfatydyloinozytolo 4,5-difosforan (PIP2) do fosfatydyloinozytolo-
3,4,5-trifosforanu (PIP3). PIP3 przyczynia sie do rekrutacji kinazy
Akt do btony komdrkowej, gdzie ulega aktywacji na skutek
fosforylacji reszty treoniny i seryny. Aktywna Akt bierze udziat
w procesach zwigzanych ze wzrostem, przezyciem, metabolizmem,
proliferacjg i migracja komdrek. PDK1 — kinaza 1 zalezna od
fosfatydyloinozytolu, PP2A — fosfataza biatkowa 2A

[31,43,59]. W przypadku izoformy Aktl jest to treonina
w pozycji 308 (ryc. 1). Pelna aktywacja kinazy Akt wy-
maga réwniez fosforylacji reszty seryny 473. wystgpujace;j
w obrgbie hydrofobowego motywu domeny C-terminalnej.
Uwaza sig, ze fosforylacja tych dwdch reszt jest niezalezna
od siebie. Nadal nie ma pewnosci, ktéra kinaza odpowiada
za fosforylacjg seryny w domenie regulatorowej. Sugeruje
sig, Ze zaangazowane w ten proces moga by¢: kinazy PDK1
lub PDK2, ILK (integrin-linked kinase), MAPKAP 2-ki-
naza (MAPK-activated protein kinase 2), kinaza biatkowa
C BII, mTORC2 (mTOR (mammalian target of rapamy-
cin) complex 2) lub fosforylacja zachodzi autokatalitycz-
nie [31,43,74,75,114].

AKTYWNOSE AKT W NOWOTWORACH

Zwigkszona ekspresje i aktywacje Akt stwierdza si¢ w wie-
lu nowotworach cztowieka. Amplifikacje genéw Akt wy-
kazano w przypadku glejaka, rakéw glowy i szyi, zotad-
ka, trzustki, jajnikéw, prostaty i sutka [14,80]. W wielu
r6znych nowotworach obserwuje si¢ zwigkszona ekspre-
sje izoformy Akt2. Aktl wystgpuje przede wszystkim
w nowotworach przewodu pokarmowego, prostaty, sut-
ka i jajnikéw. Ekspresja Akt3 w przypadku nowotwordéw,
podobnie jak w tkankach prawidtowych, jest znacznie
ograniczona. Nadekspresj¢ tej kinazy stwierdzono tylko
w raku prostaty opornym na hormonoterapi¢, czerniaku
iraku sutka [14,80]. W literaturze biochemicznej niewiele
jest danych dotyczacych somatycznych mutacji genéw ko-
dujacych izoformy Akt [103]. Niedawno jednak Carpten
i wsp. [10] stwierdzili taka mutacj¢ w genie Aktl w raku
sutka, jelita grubego i jajnika. Rezultatem tej mutacji jest
zamiana wystgpujacego w pozycji 17 kwasu glutamino-
wego na lizyng. Mutacja ta sprawia, ze Aktl umiejsca-
wia si¢ przy btonie komérkowej, dzigki czemu jest kon-
stytutywnie aktywna. Podobnej mutacji nie stwierdzono
dla Akt2 i Akt3.
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Glutd
Glut1 AKT
mTORC1 Lipidy
Glukoza + Fosfofruktokinaza 2 T
HK <——— HIF1a (Fruktozo-2,6-bifosforan), <Wasy
tluszczowe
Glukozo-6-fosforan «¢
Glukozo-1,6-bifosforan Acetylo-CoA
Fosfofrukto- K T Liaza
kinaza 1 mi ATP-cytrynianowa
AIP ADP Cytrynian
T v
v ATP «— ADP
v
M Syntaza ATP Cytrynian
Pirogronian Cykl Krebsa X
Dehydrogenaza
mleczanowa
Mleczan <«

Ryc. 3. Udziat kinazy Akt w metabolizmie komdrek nowotworowych.
Akt wptywa na: 1) zwiekszenie liczby transporteréw glukozy
w btonie komérkowej; 2) ekspresje HIF-1cx (ktory w warunkach
niedotlenienia indukuje ekspresje Glut1, heksokinazy
i dehydrogenazy mleczanoweyj); 3) aktywacje fosfofruktokinazy
2, ktorej produkt fruktozo-2,6-bifosforan jest aktywatorem
fosfofruktokinazy 1; 4) umiejscowienie heksokinaz przy btonie
mitochondrialnej; 5) aktywacje liazy ATP-cytrynianowej
(opracowano na podstawie [89] — zmodyfikowano)

Zwigkszona aktywno$¢ Akt w nowotworach moze wyni-
ka¢ réwniez z amplifikacji genu PI3K, utraty aktywnosci
fosfatazy PTEN (phosphatase and tensin homolog dele-
ted on chromosom ten) i aktywacji lub mutacji kinaz re-
ceptorowych oraz onkogenéw [16]. Aktywujaca mutacja
genu kodujacego katalityczna podjednostke kinazy PI3K
— PI3KCA, jest obserwowana w glejaku, ostrej biataczce
szpikowej oraz rakach jelita grubego, zotadka, sutka, ptuc,
jajnikéw, watroby i tarczycy [55]. Amplifikacja i nade-
kspresja PI3KCA zostata stwierdzona w nowotworach szyi,
zotadka, jajnikéw i sutka. Supresor nowotworéw PTEN,
bedacy fosfataza fostatydylo-3,4,5-trisfosforanu odtacza-
jaca reszte fosforanowa z pozycji 3, ulega czgsto mutacji
w przypadku glejaka, czerniaka oraz raka zotadka, jajni-
kéw, nerek, sutka i pluc. Wynikajaca z przedstawionych
wyzej mechanizméw podwyzszona aktywnos¢ Akt jest
przewaznie skorelowana z progresja nowotworu i ze zty-
mi rokowaniami [16].

Chociaz uwaza sig, ze aktywacja samej kinazy Akt nie
jest zwykle wystarczajaca do wystapienia onkogenezy, to
odgrywa ona istotng role w progresji nowotworéw, ponie-
waz zapobiega apoptozie, promuje zmiany w metaboli-
zmie komoérki nowotworowej oraz reguluje procesy zwia-
zane z proliferacja i migracja komérek [31].

RoLA KINAZY AKT W METABOLIZMIE KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Cecha charakterystyczng metabolizmu komoérek nowo-
tworowych jest zwigkszone zapotrzebowanie na glukoze
oraz nasilenie procesu glikolizy [121]. Komérki prawidio-
we w warunkach tlenowych catkowicie utleniaja glukoze
do dwutlenku wegla i wody w wyniku potaczenia trzech
proceséw: zachodzacej w cytoplazmie glikolizy oraz cyklu
kwasu cytrynowego i oksydacyjnej fosforylacji — proce-
sOw przebiegajacych w mitochondriach. Nastgpstwem po-
faczenia tych proceséw jest uzyskanie maksymalnej ilosci
energii w postaci okoto 30 czasteczek ATP z 1 czastecz-
ki glukozy. W przypadku niewystarczajacej ilosci tlenu,

komorki wykorzystuja mniej korzystng energetycznie gli-
kolizg¢ beztlenowa, ktérej koficowym produktem jest mle-
czan, a zysk energetyczny to 2 czasteczki ATP z 1 czastecz-
ki glukozy. W przeciwieristwie do komorek prawidtowych,
komdrki nowotworowe opieraja swoj metabolizm na mniej
efektywnej beztlenowej glikolizie, nawet w obecnosci do-
statecznej ilosci tlenu. Zjawisko to po raz pierwszy zaob-
serwowat ponad 70 lat temu Warburg [121]. Koniecznos¢
pokrycia znacznego zapotrzebowania energetycznego zmu-
sza komoérki nowotworowe do nasilenia procesu glikolizy.
Stwierdzono, ze w komdrkach nowotworowych obrét gli-
kolityczny jest ponad 20-30-krotnie wigkszy niz w komoér-
kach prawidtowych [35]. Wyniki wielu badan wskazuja,
ze istotna rolg w zmienionym metabolizmie komoérek no-
wotworowych odgrywa kinaza Akt.

Nasilenie procesu glikolizy mozliwe jest m.in. dzigki zwigk-
szonemu transportowi glukozy do komérki. Przechodzenie
glukozy przez blone komérkowa odbywa si¢ z udziatem
biatek z rodziny transporteréw glukozy okreslanych jako
Glut [115]. W tkankach insulinozaleznych, np. mig$niach
szkieletowych i tkance tluszczowej w transporcie glukozy
uczestniczy przede wszystkim Glut4, ktéry zmagazynowa-
ny w pecherzykach znajdujacych si¢ w cytoplazmie, ulega
szybkiej translokacji do btony komérkowej w nastgpstwie
stymulacji komérek insuling [113]. Akt posrednio wpltywa
na transport Glut4 do powierzchni komoérki przez fosfo-
rylacje biatka AS160 (Akt substrate 160 kDa) na resztach
seryny 588. i treoniny 642. Biatko AS160 okreslane takze
jako TBC1D4 (TBC domain family member 4), aktywuje
GTP-aze Rab (mate biatko G) zaangazowana w transloka-
cje Glut4. Zahamowanie aktywnosci AS160 przez fosfory-
lacje sprawia, ze GTP-aza Rab pozostaje potaczona z GTP
i moze promowac przemieszczanie si¢ pgcherzykow do po-
wierzchni komoérki [27,63,122].

W wigkszosci typéw komorek za transport glukozy odpo-
wiada gtéwnie Glutl. Ekspresja tego transportera jest zna-
czaco zwigkszona w komoérkach nowotworowych w poréw-
naniu z prawidtowymi [121]. Sugeruje sig, ze Akt posrednio
wplywa na ekspresj¢ Glutl dzigki aktywacji kinazy mTOR
(mammalian target of rapamycin) [128]. Aktywacja szla-
ku PI3K/Akt przez insuling lub czynniki wzrostu prowa-
dzi do fosforylacji przez Akt, a co za tym idzie inaktywa-
cji biatka TSC2 (tuberous sclerosis complex 2), ktdre jest
biatkiem aktywujacym GTP-az¢ Rheb. Biatko Rheb po-
zostaje potaczone z GTP i aktywuje mTOR [54,74,128].
Aktywna kinaza mTOR reguluje synteze biatka przez fos-
forylacje kinazy p70S6 i regulacjg eukariotycznego czynni-
ka inicjacyjnego elF-4F. Kinaza Akt przez aktywacjg szla-
ku mTOR zwigksza wiec ekspresj¢ swoistych biatek [128].
Jednym z gtéwnych czynnikéw odpowiedzialnych za nade-
kspresje Glutl w nowotworach jest czynnik transkrypcyj-
ny indukowany przez niedotlenienie — HIF-1 (hypoxia-in-
ducible factor-1). HIF-1 jest heterodimerem sktadajacym
sie z podjednostki HIF-1[ ulegajacej konstytutywnej eks-
presji oraz podjednostki HIF-1a, ktérej ilos¢ w komérce
jest regulowana i zalezy od obecnosci tlenu w Srodowisku.
Istnieja pewne kontrowersje dotyczace udzialu Akt w re-
gulacji ekspres;ji i aktywnosci tego czynnika. Wyniki wie-
lu badan sugeruja, ze aktywacja szlaku PI3K/Akt powodu-
je wzrost ekspresji HIF-1o przez szlak z udzialem kinazy
mTOR [50,124]. Inne z kolei wskazuja, ze Akt moze po-
wodowaé wzrost ekspresji HIF-1o. w spos6b niezalezny
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od mTOR [86]. Chociaz wigkszos$¢ doniesieri potwierdza
bezposrednig korelacj¢ migdzy wzrostem aktywnosci Akt
a aktywnoscia HIF-1o, wydaje si¢, ze wptyw Akt na eks-
presj¢ HIF-1a jest zalezny od typu komérki [98].

Oprécez udziatu w regulacji proceséw zwiazanych z trans-
portem glukozy Akt uczestniczy takze w regulacji ekspre-
sji na powierzchni komérki transporteréw dla innych sub-
stancji, np. aminokwaséw, w sposob zalezny od mTORC1.
Jednak mechanizm tego procesu nie jest znany [74].

Po wniknigciu do komérki glukoza jest przeksztalcana
w glukozo-6-fosforan w wyniku dziatania heksokinaz.
Stymulacja komérki przez czynniki wzrostu i aktywacja
szlaku PI3K/Akt, przyczynia si¢ do lokalizacji izoform
heksokinazy HKI i HKII na zewngtrznej btonie mitochon-
drialnej [89,90]. Polaczenie heksokinaz z mitochondriami
moze by¢ takze wywotane przez konstytutywnie aktywna
mirystylowana Akt (myr-Akt) [73]. Mitochondrialne umiej-
scowienie heksokinaz jest zwigzane ze zwigkszeniem fos-
forylacji glukozy, zahamowaniem apoptozy i utrzymaniem
potencjatu blony mitochondrialnej [89, 90].

Glukozo-6-fosforan moze by¢ katabolizowany w proce-
sie glikolizy lub przeksztatcany w glikogen. W obu przy-
padkach Akt odgrywa istotna rolg. Aktywacja Akt powo-
duje nasilenie procesu glikolizy, co prawdopodobnie jest
zwigzane z wptywem czynnika HIF-1o na ekspresje en-
zyméw glikolitycznych [28,71]. Akt posrednio aktywuje
fosfofruktokinaz¢ 1 — PFK1 (phosphofructokinase 1), en-
zym kontrolujacy szybkos¢ glikolizy, przez bezposrednia
fosforylacje i aktywacje fosfofruktokinazy 2 (PFK2), kt6-
rej gtéwnym produktem jest fruktozo-2,6-bifosforan, sta-
nowiacy alosteryczny aktywator PFK1 [90] (ryc. 3).

Kinaza Akt promuje syntezg glikogenu, zwtaszcza w mig-
$niach i watrobie, przez inaktywacj¢ 3-kinazy syntazy gli-
kogenowej (GSK3). Fosforylowana GSK3 nie moze ha-
mowac aktywnosci syntazy glikogenowej [74]. Akt, przez
fosforylacje GSK3, reguluje réwniez metabolizm lipidéw.
Nieaktywna kinaza GSK3 nie moze fosforylowac i co si¢
z tym wiaze, wyznaczaé do degradacji proteolitycznej bia-
tek SREBP (sterol regulatory element binding protein), bg-
dacych czynnikami transkrypcyjnymi odpowiedzialnymi za
aktywacje genéw kodujacych biatka wlaczone w biosynte-
z¢ cholesterolu i kwaséw tluszczowych [105].

Akt bezposrednio fosforyluje i przez to aktywuje liaze
ATP-cytrynianowa — ACL (ATP citrate lyase), ktéra jest
gtéwnym enzymem taczacym metabolizm glukozy z syn-
teza lipidéw [6,8,121]. Nasilone wychwytywanie gluko-
zy i zwigkszony obrét glikolityczny powoduja, ze duzo
pirogronianu wchodzi do mitochondriéw, gdzie ulega
przeksztalceniu w cytrynian, ktéry nastgpnie jest trans-
portowany do cytosolu poprzez no$nik anionéw trikarbok-
sylanowych. W cytosolu ACL powoduje jego przeksztat-
cenie do acetylo-CoA, stanowiacego prekursor syntezy
kwaséw tluszczowych i cholesterolu. Ekspresja i akty-
wacja Akt wzmacnia syntez¢ de novo kwasoéw ttuszczo-
wych z glukozy. Hamowanie szlaku PI3K/Akt zwieksza 3-
oksydacje (katabolizm) kwasow ttuszczowych. Natomiast
ekspresja myr-Aktl hamuje B-oksydacj¢ przez redukowa-
nie ekspresji palmitylotransferazy karnitynowej — podsta-
wowego enzymu, ktéry bierze udziat w transportowaniu

kwasow tluszczowych do mitochondriéw, gdzie zachodzi
B-oksydacja [19,121].

Podsumowujac, aktywacja Akt przyczynia si¢ do zmiany
metabolizmu komérki nowotworowej przez zwigkszenie
wychwytywania glukozy, stymulacj¢ aktywnosci hekso-
kinaz, nasilenie glikolizy, supresje B-oksydacji i stymula-
cj¢ syntezy kwasow ttuszczowych. Takie zmiany pozwa-
laja na zabezpieczenie jej potrzeb energetycznych oraz
skierowuja metaboliczne prekursory na szlak biosyntezy
lipidéw niezbednych do wytwarzania bton w szybko dzie-
lacych si¢ komoérkach (ryc. 3).

AKT A PROCES APOPTOZY

Rola Akt w promowaniu przezycia komérki znana byta duzo
weczesniej zanim zidentyfikowano substraty Akt, ktére uczest-
nicza w regulacji procesu apoptozy. Obecnie wiadomo, ze
Akt moze wptywac na apoptozg zaréwno w sposéb bezpo-
Sredni, jak i posredni. Bezposredni wplyw jest zwiazany
z fosforylacja proapoptotycznych biatek, na skutek czego
dochodzi do ich inaktywacji, degradacji lub zmiany lokali-
zacji. Natomiast posrednio Akt wplywa na apoptoze gtéwnie
przez fosforylacje czynnikéw transkrypcyjnych moduluja-
cych, w odpowiedzi na dziatanie czynnikéw apoptotycznych,
transkrypcje niektérych genéw zwiazanych z apoptoza [83].

Biatka rodziny Bcl-2

Jednym z biatek fosforylowanych przez Akt jest proapop-
totyczne biatko Bad nalezace do rodziny Bcl-2 [18,20,43].
Biatko Bad taczy sig z biatkiem antyapoptotycznym Bel-X
i indukuje $mier¢ komérki, prawdopodobnie przez hamowa-
nie zdolnosci Bel-X| do blokowania uwalniania cytochro-
mu ¢ z mitochondriéw do cytoplazmy [18,43]. Fosforylacja
biatka Bad na serynie 136 powoduje jego oddysocjowa-
nie od Bcl-X| i zwiazanie z biatkiem adaptorowym 14-3-3,
w rezultacie czego biatko Bad jest zatrzymywane w cy-
toplazmie. Innym biatkiem nalezacym do rodziny Bcl-2
i regulowanym przez Akt jest biatko Bax, ktére promuje
apoptoze wplywajac na przepuszczalnos¢ btony mitochon-
drialnej. Wykazano, ze Bax jest fosforylowane przez Akt
w poblizu C-korica na serynie 184, co powoduje ograni-
czenie Smierci neutrofilow [25,37]. Ponadto kinaza GSK-
3 fosforyluje seryng 163 biatka Bax i ta modyfikacja pro-
muje translokacje Bax do mitochondriéw [69]. Aktywnos¢
kinazy GSK-3 jest hamowana przez fosforylacj¢ dokony-
wang przez Akt. Wydaje si¢ wigc, ze Akt moze wplywacd
na apoptotyczna aktywnos$¢ Bax w dwojaki sposdb: bezpo-
Srednio przez fosforylacje seryny 184 oraz posrednio przez
hamowanie aktywnosci GSK-3 [25]. Inaktywacja przez Akt
kinazy GSK3 przyczynia si¢ takze do zwigkszenia stabil-
nosci biatka antyapoptotycznego Mcl-1. GSK3 promuje
w komorkach apoptoze po usunigciu interleukiny 3 przez
fosforylacje Mcl-1. Konsekwencja fosforylacji Mcl-1 jest
jego zwigkszona ubikwitynacja, a nastgpnie degradacja
przez proteasomy. Zmniejszenie ilosci Mcl-1 przyczynia
si¢ do uwalniania cytochromu ¢ z mitochondriéw do cy-
toplazmy i aktywacji procesu apoptozy [76].

Kaspaza 9

Kaspaza 9, podobnie jak inne kaspazy, bedace protezami
cysteinowymi, syntetyzowana jest w postaci nieaktywnego
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proenzymu — prokaspazy 9. Podczas apoptozy uwalniany
z mitochondriéw do cytoplazmy cytochrom c wiaze si¢
z Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) i przy-
czynia si¢ do aktywacji prokaspazy 9. Aktywna kaspaza
9, jako kaspaza inicjatorowa, powoduje proteolityczne cig-
cie 1 w rezultacie aktywacje¢ kaspaz wykonawczych 31 7,
ktére z kolei degraduja wiele biatek jadrowych i cytopla-
zmatycznych. Stwierdzono, ze Akt fosforyluje prokaspa-
z¢ 9 na serynie 196, a modyfikacja ta hamuje jej proteoli-
tyczne dojrzewanie i zatrzymuje dalsze procesy [9,74,83].

Htra2/Omi

Serynowa proteaza Htra2/Omi jest syntetyzowana w po-
staci prekursora zlokalizowanego w mitochondriach. Po
stymulacji apoptozy enzym ten ulega proteolitycznemu
dojrzewaniu przez usunigcie N-terminalnej czesci i jest
uwalniany do cytoplazmy. Htra2/Omi indukuje apopto-
z¢ przez proteolize¢ bialek z rodziny inhibitoréw apoptozy
IAP (inhibitor of apoptotic protein), ktére wiaza i hamu-
ja kaspazy 3, 71 9. Kinaza Akt fosforyluje Htra2/Omi na
serynie 212, co oslabia aktywnos$¢ proteolityczna tego en-
zymu i hamuje jego proapoptotyczng funkcj¢ oraz uwal-
nianie z mitochondriéw do cytoplazmy [116].

AIF

Czynnik indukujacy apoptoze AIF (apoptosis inducing
factor) jest biatkiem o funkcji oksydoreduktazy, umiej-
scowionym w przestrzeni mi¢gdzybtonowej mitochondriéw.
Bialko to jest uwalniane do cytosolu po indukcji apopto-
zy, a nast¢pnie przechodzi do jadra komérkowego, gdzie
przyczynia si¢ do kondensacji chromatyny i fragmentacji
DNA, co prowadzi do $mierci komoérki. Niedawno stwier-
dzono, ze Akt blokuje indukowang ceramidem apopto-
z¢ neuronéw przez hamowanie translokacji AIF do jadra
[62]. Mechanizm tego procesu nie jest do korica poznany,
ale wydaje sig, ze AIF moze by¢ waznym substratem Akt
zwiazanym z apoptoza.

Acinus

Acinus (apoptotic chromatin condensation inducer in the
nucleus) jest jadrowym proapoptotycznym biatkiem akty-
wowanym przez kaspazy i wlaczonym w kondensacjg chro-
matyny. Akt fosforyluje to biatko na serynach 422 i 573
[47], a modyfikacja ta przyczynia si¢ do jego opornosci
na dziatanie kaspaz i hamuje kondensacje¢ chromatyny.

Szlak SAPK

Kinaza Akt odgrywa takze wazna role w regulacji szlaku
SAPK (stress-activated protein kinase), ktory jest zwiaza-
ny z odpowiedzia komorki na stres i cytokiny. W szlaku
tym uczestnicza kinazy JNK i p38, nalezace do rodziny ki-
naz biatek aktywowanych mitogenem (MAPK) (mitogen-
activated protein kinase) [83]. Jedna z konsekwencji akty-
wacji szlaku SAPK jest promowanie apoptozy. Stwierdzono,
ze Akt moze fosforylowaé trzy kinazy zwigzane z tym szla-
kiem. ASK1 (apoptosis signal regulating kinase 1) jest ki-
naza MKKK (MAP kinase kinase kinase), ktéra wchodzi
w interakcje z Akt i ulega przez nia fosforylacji na serynie
83, w wyniku czego szlak SAPK i apoptoza indukowana
przez ASK1 sa hamowane. Akt fosforyluje takze seryne

674 kinazy MKKK — MLK3 (mixed lineage kinase 3) oraz
seryn¢ 78 kinazy SEK1/MKKK4, co powoduje ich inak-
tywacje i promuje przezycie komorki [83].

NF-xB

Czynnik transkrypcyjny NF-kB promuje przezycie ko-
morek, indukujac transkrypcje genéw kodujacych biat-
ka zwiazane z przeciwdziataniem apoptozie, na przyktad
inhibitory kaspaz c-IAP1 oraz c-IAP2. Przylaczenie do
NF-xB inhibitora I-kB powoduje zatrzymanie tego czyn-
nika w cytoplazmie i uniemozliwia jego udziat w trans-
krypcji. Fosforylacja I-kB przez kinazg IKK (I-xB kina-
se) przyczynia si¢ do degradacji inhibitora i NF-kB moze
bez przeszkod przemieszczac sig¢ do jadra aby indukowacd
transkrypcje. W komoérkach stymulowanych PDGF, Akt
przejsciowo taczy si¢ z kinaza IKK i aktywuje ja [2,91].

Czynniki transkrypcyjne rodziny FOXO

Akt hamuje ekspresj¢ biatek rodziny Bcl-2 zawierajacych
tylko domene BH3, regulujac czynniki transkrypcyjne z ro-
dziny FOXO (forkhead box O transcription factors) [33].
Akt fosforyluje FOXO1 na treoninie 24, serynie 256 i se-
rynie 319 oraz FOXO3a i FOX04 w analogicznych miej-
scach. Fosforylacja bialek FOXO znajdujacych si¢ w ja-
drze komoérkowym sprawia, ze wiagza sig¢ one z biatkiem
14-3-3, sa eksportowane z jadra i zatrzymywane w cyto-
plazmie. Akt blokuje przez ten mechanizm odbywajaca si¢
z udzialem FOXO transkrypcj¢ genéw promujacych apop-
toze 1 zatrzymanie cyklu komérkowego [33,74]. Waznym
celem czynnikéw FOXO jest gen kodujacy proapoptotycz-
ne biatko Bim, ktére po usunigciu cytokin, przyczynia si¢
do $mierci komoérek hematopoetycznych [33,74].

MDM2

Kinaza Akt promuje takze przezycie komorek przez fosfo-
rylacje 1 aktywacje biatka MDM2 (murine double minute
2; u cztowieka HDM?2), bedacego E3 ligaza ubikwityno-
wa [41]. MDM2 kontroluje poziom biatka supresorowego
pS3 [65]. Akt fosforyluje MDM?2 na serynach 166 i 186,
co wzmacnia jego aktywno$¢ i prawdopodobnie promuje
translokacje do jadra komdrkowego, gdzie wiaze si¢ ono
z p53. MDM2 przytacza do biatka p53 ubikwityng, wyzna-
czajac je w ten sposéb do degradacji proteolitycznej [77].

YAP

Biatko YAP (Yes-associated protein) jest takze substratem
Akt. Fosforylacja YAP na serynie 127 powoduje jego wia-
zanie z biatkiem 14-3-3 w cytoplazmie, w rezultacie czego
YAP nie moze ulega¢ translokacji do jadra komoérkowego
i dziatac jako koaktywator czynnikéw transkrypcyjnych np.
p73. Akt hamuje zdolno$¢ YAP do promowania posredni-
czonej przez p73 transkrypcji genéw proapoptotycznych
biatek, takich jak Bax [5,23].

Ubziat AKT W PROLIFERACJI KOMOREK

Cykl komérkowy jest $cisle kontrolowanym procesem, kt6-
rego prawidlowy przebieg zalezy od wlasciwej regulacji
aktywnosci cyklinozaleznych kinaz — Cdk (cyklin-depen-
dent kinase). Akt promuje proliferacj¢ komérek wpltywajac
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na postep cyklu komérkowego, m.in. przez fosforylacje
oraz redukcj¢ ekspresji inhibitoréw cyklinozaleznych ki-
naz. Akt fosforyluje inhibitor p274*!, ktéry odgrywa gtéw-
na role w regulacji komplekséw Cdk/cyklina. Fosforylacja
treoniny 157 biatka p27'! powoduje jego zatrzymanie w cy-
toplazmie przez zwiazanie z biatkiem 14-3-3 [67,97,100].
Uniemozliwienie przemieszczania si¢ p27'! do jadra ko-
morkowego ostabia jego dziatanie jako inhibitora poste-
pu cyklu komérkowego. Akt ogranicza takze ekspresje
p27%e! przez fosforylacje i hamowanie czynnikéw trans-
krypcyjnych z rodziny FOXO [78]. Stwierdzono réwniez,
ze Akt podobnie jak w przypadku p27Xr!, przyczynia sie
do zatrzymanie w cytoplazmie p21PVWAF! przez fosfory-
lacj¢ jego treoniny 145. [125]. Interesujacym jest, ze taki
wplyw na p21€PVWAFL wykazuje tylko izoforma Aktl [45].
W przeciwienistwie do tego, Akt2 wydaje si¢ wigzac i sta-
bilizowaé p21CPVWAFl "co wplywa na zatrzymanie progre-
sji cyklu komoérkowego. Akt moze takze ograniczaé eks-
presje p21€PWVARL zalezng od p53, w wyniku aktywacji
MDM?2 [74].

Kinaza Akt wptywa posrednio na progresje cyklu komor-
kowego przez fosforylacj¢ i inaktywacje kinazy GSK3,
ktora fosforyluje, odgrywajace istotna role w przejsciu
z tazy G1 do S, cykliny D i E oraz czynniki transkrypcyj-
ne c-Jun i c-Myec. Fosforylacja tych biatek przyczynia sig
do ich degradacji proteolitycznej [111,112,118], a wigc in-
aktywacja GSK3 przez Akt, wplywa pozytywnie na ich
stabilno$¢ i promuje proliferacjg¢. Stwierdzono takze, ze
udzial Akt w promowaniu proliferacji zalezy od aktywa-
¢ji mTORCI [101]. Aktywny mTORC1 hamuje 4E-BP1,
co prowadzi do aktywacji elF-4E, a ten wptywa na eks-
presje cykliny D1 i c-Myec.

Wpeyw AKT NA METASTAZE KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Progresja nowotwordw wiaze si¢ z ich zdolnoscia do two-
rzenia przerzutéw. Metastaza jest zlozonym procesem obej-
mujacym kilka etapéw, takich jak:

a) odtaczenie komorek od guza pierwotnego,

b) przejscie przez blong podstawna i dostanie si¢ do na-
czyh krwiono$nych lub limfatycznych,

¢) przezycie komérek podczas wedréwki dzigki opornosci
na anoikis, czyli §mierci w warunkach braku adhezji,

d) zasiedlenie nowych miejsc — przejscie z naczyn do ota-
czajacych tkanek,

e) utworzenie wtérnego ogniska, adaptacja i zmiana lo-
kalnego mikrosrodowiska w celu dostosowania go do
wiasnych potrzeb (np. oddzialywanie na komoérki zre-
bu, aby wytwarzaly czynniki wzrostu) [14].

Pierwszy etap powstawania inwazyjnego fenotypu komo-
rek nowotworowych pochodzenia nabtonkowego wiaze sig
z przejsciem epitelialno-mezenchymalnym (EMT). W wyni-
ku tego procesu komorki nabtonkowe traca swoje charakte-
rystyczne cechy, takie jak okreslona polarnosé, oddziatywa-
nia miedzykomoérkowe i przyleganie do btony podstawnej,
a nabywaja wigkszej ruchliwosci i zdolnosci do migracji
[40]. Proces EMT jest zwiazany m.in. ze zmiana ekspre-
sji markeréw powierzchniowych np. kadheryny E oraz re-
aranzacja cytoszkieletu. Uwaza sig, ze Akt odgrywa istotng
role w regulacji mechanizméw zwiazanych z EMT. Jednym
z substratow inaktywowanej przez Akt kinazy GSK3 jest
czynnik transkrypcyjny SNAIL, ktéry przyczynia si¢ do

zmniejszenia ekspresji kadheryny E. Fosforylacja tego
czynnika zmienia jego lokalizacje¢ 1 wptywa na zwigkszo-
na degradacje proteolityczna. Inaktywacja kinazy GSK3
przez Akt sprawia, ze czynnik SNAIL jest bardziej stabil-
ny, a przez to oslabiona jest adhezja migdzykomérkowa na
skutek obnizenia poziomu kadheryny E [88]. Zmiany te
powoduja uwolnienie B-kateniny, wchodzacej w interak-
cje z wewnatrzkomérkowym regionem czasteczki kadhe-
ryny E. Translokacja B-kateniny do jadra komérkowego
i polaczenie jej z czynnikiem transkrypcyjnym LEF/TCF
(lymphoid enhancer factor/T cell factor), prowadzi do eks-
presji biatek charakterystycznych dla komérek mezenchy-
malnych, np. wimentyny i okreslonych integryn [14,88].

Udziat Akt w ruchliwosci komérek wynika takze z jej
wplywu na organizacj¢ szkieletu aktynowego. Waznym
substratem Akt jest biatko wiazace si¢ z aktyna okreslane
jako GIV (Go-interacting vesicle associated protein), zna-
ne rowniez jako Girdin (girders for actin filaments), APE
(Akt phosphorylation enhancer) lub HKRP1 (Hook-related
protein 1) [29,30,36,56]. Enomoto i wsp. [29] stwierdzili,
ze w fibroblastach, Akt w odpowiedzi na dziatanie czyn-
nikéw wzrostu np. EGF, fosforyluje to biatko na serynie
1416. Fosforylacja powoduje jego akumulacje przy krawe-
dzi wiodacej migrujacych komérek i wytwarzanie lamelli-
podiéw, ptaskich cytoplazmatycznych wypustek, ktérych
gtéwnym sktadnikiem jest sie¢ filamentéw aktynowych
[30]. Biatko GIV/Girdin ulega zwigkszonej ekspresji w no-
wotworach, np. w komoérkach raka jelita grubego, sutka
i szyjki macicy [56]. Badania potwierdzity takze udziat
tego biatka w ruchliwosci 1 migracji komorek raka sutka
linii MDA-MB-231 stymulowanych IGF-1 [56]. Biatko to
jest nie tylko fosforylowane przez Akt, ale wptywa na ak-
tywacje samej kinazy Akt. GIV/Girdin specyficznie wia-
ze si¢ z C-terminalnym regionem AKkt i przyczynia si¢ do
zwigkszenia fosforylacji jej treoniny 308 i seryny 473, cze-
g0 nastepstwem jest fosforylacja GSK3p i czynnika trans-
krypcyjnego FOXO1 [30].

W przejsciu przez btong podstawna (inwazji) komérek waz-
na rolg odgrywaja nie tylko zdolnosci komoérek do migracji,
ale takze wytwarzanie metaloproteinaz, ktére sa enzymami
proteolitycznymi zdolnymi do degradacji bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej. Stwierdzono, ze w komérkach epite-
lialnych sutka myszy Aktl stymuluje aktywnos¢ i sekrecje
metaloproteinazy 2 [84]. Aktl promuje takze ruchliwos¢
komérek i wytwarzanie metaloproteinazy 9 w przypad-
ku komoérek witdkniakomigsaka przez aktywacje czynni-
ka transkrypcyjnego NF-xB [60].

Obecnie uwaza sig, ze izoformy Aktl i Akt2 mogg mied
przeciwstawny wptyw na morfogeneze¢ EMT, ruchliwos¢
iinwazj¢ komorek [14,108,114,119]. Zaskakujace rezultaty,
dotyczace roli izoformy Aktl w migracji i inwazji komo-
rek, uzyskane zostaly przez dwie grupy badaczy [51,120].
Stwierdzili oni, ze zwigkszona ekspresja i aktywacja Aktl
w komorkach epitelialnych sutka cztowieka powoduje
zmniejszenie migracji komorek i zapobiega przejsciu epi-
telialno-mezenchymalnemu. Dwa niezalezne mechanizmy
zostaty zaproponowane celem wyjasnienia wptywu Aktl
na zachowanie tych komoérek. Yoeli-Lerner i wsp. [120]
stwierdzili, ze hamujacy wptyw Aktl na migracje i inwa-
zje komorek zwiazany jest ze szlakiem prowadzacym do
degradacji czynnika transkrypcyjnego — NFAT (nuclear
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factor of activated T-cells). Aktl posrednio wplywa na
degradacje NFAT poprzez HDM2, ktéry jest homologiem
MDM2. W obecnosci aktywnej Aktl, HDM2 jest stabili-
zowany i ubikwitynuje NFAT, co prowadzi do degradacji
proteolitycznej tego czynnika. Autorzy sugeruja, ze NFAT
najprawdopodobniej indukuje w komoérkach transkrypcje
gendw zwigzanych z inwazja np. metaloproteinaz, dlatego
brak tego czynnika hamuje inwazj¢. Irie i wsp. [53] skupi-
li si¢ na szlaku ERK. Hiperaktywacja ERK przez mutacje
Ras lub stymulacje¢ mitogenem powoduje indukcje przejscia
EMT. Nadekspresja Aktl przyczynia si¢ do supresji ERK.
Autorzy wykazali, ze wyciszenie ekspresji Aktl w komor-
kach nabtonkowych sutka MCF-10A przez zastosowanie
RNA interferencji znacznie zwigksza w badanych komor-
kach aktywnos$¢ ERK. Nie stwierdzili oni natomiast tego
w przypadku obnizenia ekspresji Akt2. Niektére badania
na modelach zwierzgcych zdaja si¢ potwierdzaé obserwa-
cje dotyczace roli Aktl w migracji komérek. Hutchison
i wsp. [51] wykazali, ze podczas gdy aktywowana Aktl
w nowotworach sutka transgenicznych myszy wpltywa zde-
cydowanie na zwigkszenie proliferacji komorek, to jednak
hamuje ona przerzuty.

Arboleda i wsp. [1] stwierdzili, ze nadekspresja Akt2
zwigksza inwazj¢ ludzkich komoérek raka sutka i jajnikéw
zwiazana ze zwigkszona iloscia B1 integryn. W migracji
i inwazji komoérek sutka MCF-7 i MDA-MB-435 gtéwna
rolg odgrywa czynnik transkrypcyjny Twist, ktory wpty-
wa na zwigkszenie ekspresji Akt2, a ta stymuluje migra-
cj¢ komorek [13].

Wptyw izoform Akt na migracj¢ wydaje si¢ jednak zale-
ze¢ od typu komérek. Badania z wykorzystaniem embrio-
nalnych fibroblastéw myszy pozbawionych poszczegélnych
izoform daty zupetnie odwrotny rezultat niz w przypadku
komorek raka sutka. Stwierdzono, ze Aktl promuje mi-
gracje, natomiast Akt2 ja hamuje [127]. Aktl powodowa-
fa takze wzrost inwazji w komoérkach wtékniakomigsaka
HT1080 [60] oraz komérkach raka trzustki [107].

AKT A PROCES ANGIOGENEZY

Rozpoczgciu metastazy sprzyja proces angiogenezy, kt6-
ry polega na tworzeniu nowych naczyn krwionos$nych ze
srodbtonka naczyin juz istniejacych. Proces angiogenezy
obejmuje kilka etapéw: pobudzenie komodrek srédbtonka,
degradacje¢ btony podstawnej i macierzy zewnatrzkomor-
kowej, migracj¢ i proliferacje komoérek srédbtonka, for-
mowanie $Swiatla nowych naczyn, dojrzewanie nowych
naczyn przez rekrutacje pericytéw oraz formowanie blo-
ny podstawnej [106,129]. Angiogeneza odgrywa istotna
rolg w rozwoju guza nowotworowego, poniewaz warun-
kuje ona zaréwno jego wzrost, dzigki mozliwosci dostar-
czania sktadnikéw odzywczych, jak i zdolno§¢ do metasta-
zy, gdyz dzigki nowo utworzonym naczyniom odrywajace
si¢ od guza pierwotnego komédrki moga si¢ przemiesz-
czaé¢ do innych narzadéw. Nawet mate guzy, o Srednicy
1-2 mm, wymagaja procesu angiogenezy, aby mogly si¢
dalej rozwijac [55].

Akt jest waznym czynnikiem zaangazowanym w angio-
genezg poprzez regulacje odpowiedzi komoérek srédbton-
ka na czynniki angiogenne, migracje komérek oraz doj-
rzewanie nowo tworzonych naczyn.

Angiogeneza guza jest uruchamiana przez zewnatrzkomor-
kowe sygnatly np. czynniki wzrostu oraz zmiany genetycz-
ne, takie jak aktywacja onkogendw czy mutacje genéw su-
presoréw nowotwordéw (np. PTEN, p53) [55]. Gléwnym
aktywatorem angiogenezy jest czynnik wzrostu srédbton-
ka naczyn VEGF (vascular endothelial growth factor).
Zaleznos¢ pomigdzy Akt i VEGEF jest ztozona. Z jednej
strony w komorkach §rodbtonka Akt jest znaczaco akty-
wowana przez VEGF, a z drugiej — sama kinaza Akt przy-
czynia si¢ do ekspresji VEGF w komdérkach nowotworo-
wych. Gléwnym regulatorem aktywacji transkrypcji VEGF
jest czynnik indukowany niedotlenieniem HIF-1, ktory ta-
czy sie¢ z HRE (hypoxia response element) w obrgbie pro-
motora genu VEGF. Akt wptywa posrednio na ekspresje
HIF-1a przez aktywacje p70S6K1 oraz HDM?2 [11,55].

Migracja komérek srédbtonka do nowych miejsc i two-
rzenie nowych naczyn uzaleznione jest od degradacji ma-
cierzy zewnatrzkomorkowej oraz btony podstawnej. Chen
i wsp. [11] stwierdzili, ze st¢zenie biatek macierzy np.
trombospondyn 1 i 2, kolagenu i lamininy u myszy z in-
aktywowanym genem izoformy Aktl jest znacznie zre-
dukowany w poréwnaniu z myszami majacymi dziki gen.
Trombospondyna 1 jest inhibitorem procesu angiogene-
zy. Czynnik ten wptywa na adhezj¢ komoérek srédbtonka,
pobudzajac przyleganie i blokujac odpowiedZ komoérek
Srédbtonka na czynnik bFGFE. Autorzy sugeruja, ze zabu-
rzenia w macierzy zewnatrzkomérkowej u myszy pozba-
wionych Aktl wynikaja ze wzrostu aktywnosci metalo-
proteinaz i w efekcie redukcji ekspresji trombospondyny
[11,102]. W tym przypadku brak izoformy Aktl powodu-
je zmiany w ekspresji i organizacji biatek zewnatrzkomor-
kowych sprzyjajace angiogenezie.

Waznym czynnikiem regulujacym proces angiogenezy jest
tlenek azotu. Powstaje on bezposrednio z argininy w reak-
cji katalizowanej przez syntaze tlenku azotu. Tlenek azo-
tu bierze udzial w angiogenezie wplywajac na proliferacje
i migracj¢ komoérek sSrédbtonkowych, hamowanie agrega-
¢ji ptytek krwi oraz pobudzanie wytwarzania czynnikéw
wzrostowych angiogenezy (VEGF i bFGF) [14,130]. W ko-
morkach srédbtonka Akt aktywuje eNOS (endothelial ni-
tric oxide synthase) poprzez fosforylacje seryny 1177 [22].

Akt uczestniczy takze w zaleznej od angiopoetyny stabi-
lizacji naczyn podczas angiogenezy. Angiopoetyna 1 jest
czynnikiem, ktdry utrzymuje i stabilizuje naczynia krwiono-
$ne przez hamowanie apoptozy komoérek srédbtonka i pro-
mowanie interakcji migdzy komdrkami srédbtonka i ota-
czajacymi komoérkami podtrzymujacymi. Angiopoetyna
1 poprzez receptor Tie-2 indukuje fosforylacje Akt, a ta
z kolei aktywuje surwiwing, co chroni komoérki sSrédbton-
ka przed wptywem czynnikéw indukujacych apoptoze [82].

INHIBITORY AKT JAKO CZYNNIKI PRZECIWNOWOTWOROWE

W wielu typach nowotworéw dochodzi do zwigkszenia
ekspresji i aktywacji Akt, dlatego zwiazki hamujace ak-
tywnos¢ tej kinazy sa brane pod uwage jako potencjalne
leki przeciwnowotworowe. W chwili obecnej najbardzie;j
zaawansowane sa badania dotyczace perifosyny (KRX-
0401; Keryx Biopharmaceuticals). Perifosyna jest lipido-
wym inhibitorem Akt, ktéry hamuje jej przemieszczanie si¢
do btony komoérkowej i w efekcie uniemozliwia aktywacje
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[70]. Badania przedkliniczne wykazaty, ze perifosyna ha-
muje wzrost komorek czerniaka, raka ptuc, prostaty i pier-
si [70]. Ponadto stwierdzono synergistyczne dzialanie peri-
fosyny i tradycyjnych czynnikéw chemioterapeutycznych,
takich jak etopozyd w przypadku komoérek biataczkowych
czy temozolomid w przypadku glejaka [79,81]. Perifosyna
przyczynia si¢ takze do uwrazliwienia komoérek na apop-
tozeg indukowana przez promieniowanie [70]. Perifosyna
zostata przebadana w badaniach klinicznych II fazy u cho-
rych na migsaki, czerniaka, raka piersi, trzustki, prostaty
oraz nowotwory gtowy i szyi. Niestety efektywne dziata-
nie perifosyny stosowanej w monoterapii stwierdzono je-
dynie w przypadku pacjentéw z migsakami. Biorac pod
uwage ograniczona skutecznos¢ perifosyny stosowanej
pojedynczo, obecne badania koncentruja si¢ na jej wyko-
rzystaniu jako czynnika wspomagajacego w chemioterapii
i radioterapii. Firma Keryx Biopharmaceuticals przysta-
pita do III fazy badan klinicznych perifosyny stosowanej
z bortezomibem i deksametazonem u pacjentéw ze szpi-
czakiem mnogim.

Tricyrybina to syntetyczny tréjcykliczny nukleozyd, ktéry
jest obecnie w I fazie badari klinicznych [39]. Stosowana jest
ona gtéwnie w postaci fosforanu okreslanego jako TCN-P
(tricyclic nucleoside 5°-phosphate) lub VQD-002 (VioQuest
Pharmaceuticals). Tricyrybina jest od dawna znanym czyn-
nikiem przeciwnowotworowym, ktory byt intensywnie te-
stowany w badaniach klinicznych w latach osiemdziesia-
tych i dziewigédziesiatych ub.w. [70]. Jednak mechanizm
dziatania tricyrybiny nie byl wtedy znany a stosowane w ba-
daniach duze dawki wywotywaly wiele dzialan niepozada-
nych, takich jak hepatotoksycznos¢, hiperglikemia i hipertri-
glicerydemia. Odkrycie, ze tricyrybina hamuje aktywnos¢
kinazy Akt spowodowato ponowne zainteresowanie tym
zwigzkiem. Obecnie prowadzone sa badania kliniczne,
w ktdérych stosowane sa mniejsze dawki fosforanu tricyry-
biny u pacjentéw z przerzutujacymi guzami litymi wyka-
zujacymi wysoka ekspresj¢ fosforylowanej Akt oraz u pa-
cjentéw z nowotworami uktadu krwiotwdérczego. Ponadto
stosowane sa terapie taczace fosforan tricyrybiny z inhi-
bitorami kinaz tyrozynowych (erlotynib i lapatynib) [70].

Duze nadzieje wiaze si¢ z testowanym przez badaczy zwig-
zanych z firma Merck nowym allosterycznym inhibitorem
Akt MK-2206. Badania in vitro wykazaty, ze MK-2206
skutecznie hamuje proliferacj¢ komoérek réznych linii no-
wotworéw czlowieka dziatajac synergistycznie z erlotyni-
bem i lapatynibem. Ponadto w liniach raka ptuc NCI-H460
i jajnikéw A2780 stwierdzono synergistyczne dziala-
nie MK-2206 z cytostatykami, takimi jak doksorubicyna
i kamptotecyna (inhibitory topoizomerazy), gemcytabina
i fluorouracyl (antymetabolity), docetaksel (inhibitor mi-
tozy), karboplatyna (czynnik odpowiedzialny za tworzenie
wigzan krzyzowych w DNA) [46]. Wstepne wyniki I fazy
badan klinicznych MK-2206 wskazuja, ze zwiazek ten jest
dobrze tolerowany przez chorych i ma dtugi okres pottr-
wania. Wyniki potwierdzaja zdolnosé¢ MK-2206 do efek-
tywnego hamowania aktywnosci Akt i jego wlasciwosci
antyproliferacyjne oraz sugeruja potencjalne wtasciwosci
antyangiogenetyczne [117].

Kilka grup badaczy jest zaangazowanych w identyfikacje
inhibitoréw selektywnych wzgledem poszczegdlnych izo-
form Akt. Poniewaz izoenzymy Akt petnig r6zne funkcje

i maja rézny profil ekspresji zastosowanie selektywnych
zwigzkéw moze by¢ bardziej efektywne 1 ograniczy¢ wy-
stgpowanie dziatai niepozadanych. Badacze z firmy Merck
zidentyfikowali seri¢ pochodnych chinoksaliny i naftyry-
dyny jako allosterycznych inhibitoréw zdolnych do se-
lektywnego hamowania aktywnosci izoform Aktl i Akt2
w sposéb zalezny od domeny PH [66,68]. Obecnie nie
ma specyficznego inhibitora Akt3. Inhibitor Akt3 mogt-
by mie¢ duze znaczenie w leczeniu niektérych nowotwo-
row np. czerniaka, poniewaz wzrost ekspresji i aktywno-
Sci Akt3 obserwuje si¢ w 60—70% przypadkéw tego raka
[72]. Naturalnie wystgpujace izotiocyjaniany zidentyfiko-
wano jako potencjalne inhibitory aktywnosci kinazy Akt3.
Niestety, aby uzyskac efekt terapeutyczny nalezatoby je sto-
sowac¢ w duzym stgzeniu, co nie jest korzystne ze wzgledu
na mozliwe dziatania niepozadane. Rozwigzaniem proble-
mu wydaja si¢ bardziej efektywne, syntetyczne izoseleno-
cyjaniany, w ktdrych siarka zostata zastapiona przez selen
a taicuch alkilowy wydtuzony. Sharma i wsp. [99] stwier-
dzili, ze izoselenocyjaniany z cztero- (ISC-4) lub szescio-
weglowym taiicuchem bocznym (ISC-6) tatwo wnikaja do
komorek czerniaka, gdzie skutecznie hamuja aktywnos¢
Akt3 i indukuja apoptoze. Obecnie nie prowadzi si¢ ba-
dan klinicznych z wykorzystaniem inhibitorow selektyw-
nych wzgledem poszczegdlnych izoform Akt.

Uwaai KoNCcOwWE

Kinaza Akt jest gléwnym regulatorem podstawowych pro-
ceséw komoérkowych, a zaburzenia szlaku sygnalizacyjne-
go tej kinazy sa przyczyna wielu choréb cztowieka. Wazna
rola Akt w przezyciu, proliferacji, angiogenezie i powstawa-
niu przerzutéw nowotworowych sprawia, ze mozna uznac
Akt za gléwny czynnik promujacy progresj¢ nowotworéw.

Mimo znacznego postepu, ktéry od czasu odkrycia Akt,
dokonat si¢ w zrozumieniu mechanizméw aktywacji tej ki-
nazy oraz jej komérkowej funkeji, nadal wiele pytan po-
zostaje bez odpowiedzi. Nie wiadomo na przyklad, w jaki
sposob czynniki aktywujace Akt wplywaja na jej selektyw-
nos$¢ wzgledem substratow oraz jakie sa réznice w regula-
cji aktywnosci, umiejscowieniu i specyficznosci poszcze-
g6lnych izoform Akt. Nie rozszyfrowano takze doktadnie
mechanizmu zwigzanego z fosforylacja seryny 473 w do-
menie regulatorowej tej kinazy.

Poniewaz Akt odgrywa istotna role w przezyciu i proli-
feracji komoérek nowotworowych, prowadzone sg obec-
nie intensywne prace nad farmakologicznymi inhibitora-
mi tej kinazy, ktére mogtyby mieé¢ zastosowanie w terapii
przeciwnowotworowej. Wyniki badan dotyczace wpty-
wu poszczegdlnych izoform na metastaze réznych komo-
rek sugeruja, ze trzeba w tych badaniach wykazac¢ szcze-
26Ina ostroznos¢. Na przyktad selektywny inhibitor Aktl
w przypadku widkniakomigsaka, moze by¢ bardzo uzytecz-
ny w hamowaniu wzrostu guza nowotworowego i tworze-
nia przerzutéw. Zastosowanie takiego inhibitora nie powin-
no rowniez wywotywac dziatan niepozadanych w postaci
zaburzenia homeostazy glukozy, poniewaz ta, jak wska-
zuja badania z wykorzystaniem transgenicznych myszy,
zalezy przede wszystkim od Akt2. Jednak zastosowanie
inhibitora Aktl w przypadku raka sutka, daloby zupetnie
odwrotny efekt. Brak Aktl moze bowiem promowa¢ mi-
gracje komorek epitelialnych sutka. Zanim wigc uzna sig
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Akt za dobry cel dla terapii antynowotworowej, niezbgdne
jest lepsze zrozumienie proceséw, w ktére zaangazowana
jest ta kinaza oraz doktadne poznanie funkcji poszczegdl-
nych izoform i zaleznosci migdzy nimi.
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