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Роль сигнального каскаду Ras/PI3K/Akt у формуваннi

стiйкостi клiтин анапластичного раку щитоподiбної
залози до паклiтакселу

Вивчали участь протеїнкiназ PI3K та Akt у опосередкуваннi дiї протипухлинного препа-
рату паклiтакселу на клiтини раку щитоподiбної залози лiнiї ARO. Показано, що в при-
сутностi паклiтакселу в пухлинних клiтинах активацiя Akt пригнiчується. Iнгiбiтор
РI3К — LY294 002 посилює активацiю каспази-3 та пригнiчує експресiю iнгiбiтора апоп-
тозу — сурвайвiну, що вказує на можливий механiзм формування стiйкостi пухлинної
клiтини до паклiтакселу за участю PI3K/Akt-каскаду. Отже, комбiнована дiя iнгiбi-
торiв цього каскаду та паклiтакселу є одним з шляхiв посилення канцеростатичної дiї
препарату щодо клiтин анапластичного раку щитоподiбної залози.

Паклiтаксел — високоефективний препарат, що успiшно використовується для лiкування
деяких форм раку [1]. Вивчається можливiсть використання паклiтакселу для терапiї ана-
пластичної карциноми щитоподiбної залози (АТС) — найбiльш агресивної форми раку лю-
дини [2]. Показано, що паклiтаксел iнiцiює апоптознi та некротичнi процеси в пухлинних
клiтинах. Проте одночасно активуються i механiзми, що протидiють канцеростатичному
ефекту препарату [3]. Тому дослiдження механiзмiв дiї паклiтакселу в трансформованих
клiтинах та визначення способiв iнактивацiї сигнальних каскадiв, якi беруть участь у на-
буттi резистентностi пухлини до цього протипухлинного препарату, є надзвичайно акту-
альними.

У даному повiдомленнi наведено результати вивчення ролi каскаду, пов’язаного з фосфо-
iнозитид-3-кiназою (РI3К), щодо iндукованого паклiтакселем апоптозу в клiтинах найбiльш
агресивної лiнiї анапластичного раку щитоподiбної залози, ARO.

Клiтини культивували в середовищi RPMI-1640, що мiстило 5% бичачої сироватки, 1%
пенiцилiну/стрептомiцину, в атмосферi з 5% CO2 при 37 ◦C протягом 2 дiб, промивали
двiчi PBS-буфером (80 мМ ортофосфат натрiю однозамiщений, 20 мМ ортофосфат натрiю
двозамiщений, 100 мМ хлорид натрiю, pH 7,4) i замiнювали середовище. Через 24 год вно-
сили розчинений у диметилсульфоксидi (ДМСО) таксол фiрми “Wako Chemicals” (Японiя)
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Рис. 1. Вплив паклiтакселу на активацiю протеїнкiнази Akt, каспази-3 та експресiю сурвайвiну в клiтинах
анапластичного раку ARO.
1 — залежнiсть фосфорилювання протеїнкiнази Akt вiд часу iнкубацiї клiтин ARO з 15 нМ паклiтакселу;
2, 3 — ефект паклiтакселу та iнгiбiтора РI3К, LY294 002 (10 мкМ) на активацiю каспази-3 та експресiю
сурвайвiну в клiтинах анапластичного раку щитоподiбної залози

i збирали клiтини через визначенi промiжки часу. У контрольнi проби вносили в такiй же
кiлькостi ДМСО. По закiнченнi iнкубацiї клiтини двiчi промивали холодним (2 ◦С) буфером
PBS, що мiстив пiрофосфат та ортованадат натрiю, збирали в 1 мл буфера PBS i осаджу-
вали протягом 3 хв при 1000 об/хв i 2 ◦С. Одержання клiтинних бiлкiв та Вестерн-блотинг
проводили за методикою, що описана ранiше [4]. У дослiдженнi використанi полiклональнi
антитiла до каспази-3, сурвайвiну, фосфоформи бiлка Akt, мiченi пероксидазою хрону вто-
риннi антитiла та iнгiбiтор PI3K — LY294002 вiд фiрми “Cell Signaling Technology” (США).
Комплекси бiлкiв з антитiлами вiзуалiзували за допомогою реагенту ECL (“Amersham Life
Science”, Велика Британiя).

Як було показано ранiше, паклiтаксел викликає дозозалежну загибель клiтин АТС [5].
Причиною такої загибелi є iндукованi сполукою апоптознi процеси. Серед сигнальних меха-
нiзмiв, що опосередковують антиапоптознi, захиснi процеси в пухлиннiй клiтинi головними
вважаються Ras/Raf/MEK/МАРК та Ras/РI3К/Akt каскади. РI3К активується ГТФазою
Ras через низку адаптерних бiлкiв i далi активує Akt, яка iнгiбує проапоптозний бiлок Bad,
транскрипцiйнi фактори сiмейства Forkhead, каспазу-9 i активує протеїнкiнази IКК, mTOR,
p70S6 K, якi беруть участь у виживаннi клiтини, посилюють синтез бiлка i сприяють про-
гресу клiтинного циклу на стадiї G1/S [6–8].

Вивчення ефекту паклiтакселу на активацiю Akt в клiтинах АТС показало, що фос-
форилювання, а отже, i активацiя протеїнкiнази помiтно знижується починаючи з 6 год
iнкубацiї клiтин з препаратом (рис. 1, 1 ), що узгоджується з даними, одержаними на iнших
типах пухлинних клiтин.

Для з’ясування ролi сигнального каскаду РI3К/Akt у iндукованому паклiтакселем апоп-
тозi клiтини iнкубували зi специфiчним iнгiбiтором РI3К — LY294 002. З рис. 1, 2 видно, що
паклiтаксел iнiцiює активацiю каспази-3, яка значно посилюється в присутностi iнгiбiтора
протеїнкiнази.

Одним з механiзмiв пригнiчення апоптозу є взаємодiя бiлкiв-iнгiбiторiв апоптозу (IAP)
з активованими каспазами. Протеїнкiназа Akt прямо або опосередковано через актива-
цiю ядерного транскрипцiйного фактора NFκB, посилює експресiю IAP, до яких нале-
жить i сурвайвiн [9]. У присутностi паклiтакселу експресiя сурвайвiну посилюється, що
є одним з можливих механiзмiв протидiї пухлинної клiтини цитотоксичному ефекту сполу-
ки (див. рис. 1, 3 ). У присутностi iнгiбiтора РI3К кiлькiсть сурвайвiну помiтно зменшується
(див. рис. 1, 3 ).
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Отже, активнiсть РI3К/Akt з наступним посиленням експресiї IAP, зокрема сурвайвiну,
є одним з механiзмiв, якi стримують iндукованi паклiтакселем апоптознi процеси.

Таким чином, iнгiбiтори сигнального каскаду РI3К/Akt є перспективними сполуками,
використання яких у комбiнацiї з паклiтакселем дасть можливiсть посилити терапевтичний
ефект останнього.
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The role of the signal cascade Ras/PI3K/Akt in the formation of the
resistance of thyroid anaplastic cancer cells to paclitaxel

The role of PI3K and Akt protein kinases in mediating the action of antitumor drug paclitaxel on the
cell line of thyroid anaplastic cancer — ARO is studied. It is shown that paclitaxel reduces the Akt
activation in cancer cells. PI3K-inhibitor, LY294 002, enhances caspase-3 activation and reduces
expression of apoptosis inhibitor — survivin, which points out the possible cancer cells resistance
forming mechanism to paclitaxel involving the PI3K/Akt-cascade. Thus, the combined use of this
cascade inhibitors and paclitaxel is one of the possible ways to augment the drug therapeutic effect
upon thyroid anaplastic cancer cells.
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