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Експресiя та активацiя протеїнкiнази Аkt/РКВ
в нормальних тканинах, доброякiсних
та високодиференцiйованих злоякiсних пухлинах
щитоподiбної залози людини

Вивчено експресiю та активацiю головної ефекторної протеїнкiнази фосфатидилiнози-
тол-3-кiназного каскаду (РI3К) — протеїнкiнази Аkt (v-akt murine thymoma viral oncogene
homolog) в нормальних тканинах, доброякiсних та високодиференцiйованих злоякiсних
(з метастазами та без метастазiв) пухлинах щитоподiбної залози (ЩЗ) людини.
Встановлено вiдмiнностi щодо кiлькостi Аkt1 в пухлиннiй тканинi порiвняно з нор-
мальними тканинами у фолiкулярних аденомах та карциномах. Сумарна активнiсть
Аkt всiх трьох iзоформ — Аkt1, Akt2, Akt3 — майже повнiстю пригнiчена в пухлинах,
порiвняно з нормальною тканиною, крiм тканини багатовузлового зоба. Зроблено висно-
вок, що активнiсть Аkt не пов’язана з пролiферативними процесами в пухлиннiй тка-
нинi ЩЗ. Розглянуто можливi механiзми пригнiчення активностi сигнального каскаду
РI3К в пухлинах ЩЗ.

Ключовi слова: щитоподiбна залоза, доброякiснi пухлини, злоякiснi пухлини, сигналь-
ний каскад РI3К/Акt.

Пролiферативнi процеси в пухлинних клiтинах контролюються двома основними каскада-
ми: РI3К/Аkt та кiназами, що активуються мiтогенами (МАРК). Останнiй каскад регулює
власне подiл клiтини. РI3К/Аkt бере участь у регуляцiї бiлкового синтезу i забезпеченнi клi-
тини енергiєю, тобто готує клiтину до мiтозу. Крiм того, цей сигнальний каскад пригнiчує
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Рис. 1. Калiбрувальна крива для визначення кiлькостi Akt1 (D) та фосфо-Akt1/2/3 (I) в гомогенатах ЩЗ

апоптоз, сприяє виживанню пухлинних клiтин i є активованим при багатьох типах раку [1].
Бiльше того, мутацiїї та амплiфiкацiя окремих компонентiв РI3К/Аkt-каскаду є причиною
злоякiсної трансформацiї клiтин рiзного походження, в тому числi i щитоподiбної залози
(ЩЗ) [2], а пригнiчення каскаду специфiчними iнгiбiторами посилює терапевтичний ефект
протипухлинних засобiв [3]. Активнiсть Аkt, яка представлена в клiтинах у трьох iзофор-
мах — Akt1, Akt2 та Akt3, регулюється шляхом фосфорилювання по амiнокислотних зали-
шках треонiну 308 i серину 473 кiназами PDK1 i mTORC2 вiдповiдно.

Ранiше нами було виявлено значне збiльшення вмiсту ядерного антигену пролiферую-
чих клiтин (PCNA) у пухлинах ЩЗ, особливо в агресивних пухлинах з метастазами, що
свiдчить про значне посилення пролiферативних процесiв [4]. Метою даного дослiдження
було визначення експресiї та активацiї Аkt, як основної ефекторної кiнази фосфатидил-
iнозитол-3-кiназного каскаду (РI3К) в нормальних тканинах та доброякiсних i злоякiсних
пухлинах ЩЗ людини.

Дослiдження проводили на пiсляоперацiйному матерiалi хворих, одержаному в хiрур-
гiчному вiддiленнi ДУ “Iнститут ендокринологiї та обмiну речовин iм. В. П. Комiсаренка
НАМН України”. Одразу ж пiсля видалення тканину ЩЗ помiщали на лiд i швидко замо-
рожували при −80 ◦С. Тканину гомогенiзували в гомогенiзаторi TissueLyser II (“Retsch”,
Нiмеччина) у спецiальному буферi RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay: 150 мM NaCl,
1,0% IGEPAL® CA-630, 0,5% дезоксихолат натрiю, 0,1% додецилсульфат натрiю, 50 мM
Tris, pH 8,0), який запобiгає деградацiї та втратi активностi бiлкiв. Гомогенат зберiгали до
подальшого використання при −80 ◦С.

Для визначення кiлькостi Akt1 та фосфо-Akt1/2/3 (фосфо-T308) в гомогенатах ЩЗ ви-
користовували набори для iмуноферментного аналiзу ab176658 (“Abcam”, Велика Британiя).
Дослiдження проводили в триплетах. Концентрацiю бiлка в лiзатi визначали за допомогою
наборiв (BCA protein assay kit) фiрми “Novagen” (США). Вимiрювання проводили на мi-
кропланшетному рiдерi фiрми “Bio-tek Instruments” (США).

Результати експериментiв представляли як M ±m, n = 3÷6. Для порiвняння двох груп
даних використовували t-критерiй Стьюдента.

З рис. 1 видно, що одержанi калiбрувальнi графiки практично iдеально збiгаються з те-
оретичною прямою (L), що свiдчить про вiдсутнiсть розкиду даних.

У всiх дослiджених тканинах, як нормальних, так i пухлинних, спостерiгався досить
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Рис. 2. Експресiя Akt1 (а) та активацiя Akt1/2/3 (б ) в рiзних типах пухлин ЩЗ.
FTC — фолiкулярна карцинома, FA — фолiкулярна аденома, IPTC — папiлярна карцинома (iнкапсульованi
пухлини), NPTC — папiлярна карцинома (неiнкапсульованi пухлини), MNG — багатовузловий зоб. M ±m,
n = 3÷ 6; а: * — вiдмiни мiж умовно нормальною та пухлинною тканинами достовiрнi, P < 0,05. б : вiдмiни
мiж умовно нормальною та пухлинною тканинами, крiм тканини багатовузлового зобу, вiрогiднi, P < 0,05

високий рiвень експресiї Akt (рис. 2, а). За експресiєю Akt1 умовно нормальна та пухлинна
тканини папiлярних карцином та зобу вiрогiдно не вiдрiзнялися (див. рис. 2, а), на вiдмiну
вiд фолiкулярної карциноми, де кiлькiсть кiнази в пухлиннiй тканинi перевищувала її кiль-
кiсть в умовно нормальнiй тканинi бiльш нiж у 2 рази, та фолiкулярної аденоми, де рiвень
Akt1 також був вищий у пухлиннiй тканинi (див. рис. 2, а).

Вiдомо, що порушення функцiй каскаду РI3К/Акt внаслiдок мутацiй та амплiфiкацiй
генiв Ras, PTEN, PIK3CA є характерними в першу чергу для фолiкулярної карциноми та
фолiкулярної аденоми ЩЗ [2]. Можливо тому пiдвищення експресiї Akt1 порiвняно з нор-
мою вiдмiчалося тiльки в фолiкулярних аденомах та карциномах (див. рис. 2, а).

Iнша картина спостерiгалася щодо активацiї Akt1/2/3 (див. рис. 2, б ). Рiвень фосфо-Akt
в умовно нормальнiй тканинi всiх пухлин, за винятком зоба, був значно вищим (бiльш нiж
у 10 разiв у FTC та NPTC), нiж у пухлиннiй тканинi, а в iнкапсульованих папiлярних
карциномах фосфо-Akt була повнiстю вiдсутня (див. рис. 2, б ). Таким чином, всупереч очi-
куванням, активнiсть Akt у пухлинах карцином та фолiкулярної аденоми була або вiдсутня,
або значно пригнiчена, що свiдчить про вiдсутнiсть зв’язку мiж активнiстю протеїнкiнази
i посиленими пролiферативними процесами в пухлинах ЩЗ.

Доведено, що Akt в пухлинних тканинах через iнгiбування каспази-9, проапоптичного
бiлка Bad та транскрипцiйного фактора FKHR пригнiчує апоптоз; впливає на активнiсть iн-
гiбiторiв клiтинного циклу р21, р27 та стан Mdm2 — регулятора пухлинного супресора р53,
на протеїнкiназу Gsk-3, що загалом спричиняє порушення регуляцiї клiтинного циклу та
неконтрольовану пролiферацiю; активує IKK та NF-κB-залежний сигнальний шлях, спри-
яючи виживанню пухлинних клiтин, ангiогенезу та утворенню метастазiв; через активацiю
mTOR посилює рiст пухлини [1]. Крiм того, надмiрна активацiя Akt зумовлює резистен-
тнiсть пухлин до опромiнення та хiмiотерапiї [5, 6]. Тому факт значного пригнiчення актив-
ностi кiнази в карциномах ЩЗ заслуговує особливої уваги. Можливим поясненням цього
факту є данi, якi свiдчать про те, що в певних умовах Akt бере участь у реплiкативнiй
сенесценцiї пухлинних клiтин [7], явищi, що поряд з апоптозом стримує рiст пухлини. Ра-
нiше було показано, що хоча МАРК-каскад бере участь у злоякiснiй трансформацiї клiтин
ЩЗ, у багатьох випадках конститутивна активацiя цього каскаду в пухлинних тканинах
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призводить до зупинки росту i сенесценцiї [8]. Тому цiлком можливо, що, як i у випадку
з МАРК [4, 8], клiтини пухлин iнiцiюють спецiальнi захиснi механiзми, якi пригнiчують
активацiю Akt i, таким чином, захищають себе вiд сенесценцiї i зупинки клiтинного циклу.

Iнше питання, яке виникає при аналiзi одержаних даних, — яким чином пухлинна клi-
тина замiщає неактивну Akt — одну з найважливiших протеїнкiназ, якi контролюють рiст
та подiл клiтин. Ймовiрна вiдповiдь на це питання мiститься в роботах, в яких показано мо-
жливiсть замiни Akt у сигнальному ланцюгу РI3К iншими протеїнкiназами, зокрема Sgk3
(serum/glucocorticoid regulated kinase) [9].
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Экспрессия и активация протеинкиназы Аkt/РКВ в нормальных
тканях, доброкачественных и высокодифференцированных
злокачественных опухолях щитовидной железы человека

Изучена экспрессия и активация главной эффекторной протеинкиназы фосфатидилинози-
тол-3-киназного каскада (РI3К) — протеинкиназы Акt (v-akt murine thymoma viral oncogene
homolog) в нормальных тканях, доброкачественных и высокодифференцированных злокаче-
ственных (с метастазами и без метастазов) опухолях щитовидной железы (ЩЖ) челове-
ка. Установлены различия в количестве – Аkt1 в опухолевой ткани по сравнению с нормаль-
ными тканями в фолликулярных аденомах и карциномах. Суммарная активность Аkt всех
трех изоформ Акt1, Аkt2, Аkt 3 — была почти полностью подавлена в опухолях по сравнению
с нормальной тканью, кроме ткани многоузлового зоба. Сделан вывод, что активность Аkt
не связана с пролиферативными процессами в опухолевой ткани ЩЖ. Рассмотрены воз-
можные механизмы подавления активности сигнального каскада РI3К в опухолях ЩЖ.

Ключевые слова: щитовидная железа, доброкачественные опухоли, злокачественные опу-
холи, сигнальный каскад РI3К/Аkt.
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The expression and the activation of protein kinase Akt/PKB in normal
tissues, benign and highly differentiated malignant human thyroid
tumors

We study the expression and the activation of the main effector protein kinase of phosphatidylinosi-
tol-3-kinase cascade (PI3K) — protein kinase Akt (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog)
in normal tissues, benign and highly differentiated (with and without metastases) human thyroid
tumors. There was a difference in the Akt1 amount in tumor tissue compared with normal tissue
in follicular adenomas and carcinomas. Total activity of all three isoforms Akt1/2/3 was almost
completely suppressed in tumors compared to normal tissue except tissue of multinodular goiter.
Thus, Akt activity is not associated with proliferative processes in the tumor tissue of the thyroid.
The possible mechanisms of inhibition of signaling cascade PI3K in thyroid tumors are discussed.

Keywords: thyroid gland, benign tumors, malignant tumors, signaling cascade PI3K/Akt.
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