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Streszczenie: Glejak wielopostaciowy — GBM (tac. glioblastoma multiforme) jest nowotworem ztosli-
wym, wywodzacym sig z tkanki glejowej. Srednia dtugos¢ przezycia pacjentéw z tym typem nowotwo-
ru, leczonych operacyjnie i poddanych radioterapii, wynosi okoto 1 roku. Wysoka inwazyjnos¢ glejaka
wielopostaciowego wynika z nieprawidlowego przekazywania sygnatow poprzez wewnatrzkomorko-
wy szlak zwigzany z kinazami PI3K, Akt/PKB i mTOR, ktore odpowiadaja za regulacje proliferacji,
réznicowania i przezywania komorek. Mutacje gendw kodujacych wspomniane enzymy prowadza do
zwigkszenia ich aktywnosci, powodujac wzrost opornosci na chemioterapi¢. W pracy opisano przebieg
szlaku PI3K-Akt/PKB-mTOR w komorkach glejaka. Scharakteryzowano rowniez zwiazki blokujace ten
szlak oraz ich potencjalne zastosowanie w terapii przeciwnowotworowe;.

Stowa kluczowe: PI3K, Akt/PKB, mTOR, glejaki.

Summary: Glioblastoma multiforme (GBM) is the most frequent malignant tumor derived from glial cells.
Median survival with this type of tumor is about 1 year after surgical resection followed by radiotherapy.
High invasiveness of GBM is the result of improper signal transduction through the intracellular pathway
involving PI3K, Akt/PKB and mTOR, kinases responsible for the regulation of proliferation, differentia-
tion and survival. Mutations in genes encoding mentioned enzymes lead to the increased activity of
kinases and to increased cell survival after chemotherapy. In this article, the function of mentioned kinases
in GBM cells has been described, as well as specific inhibitors of these enzymes and their potential
usefulness in cancer therapy.
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WSTEP

Glejaki (tac. glioma) stanowia grupe nowotworow centralnego uktadu nerwowego
wywodzacych sie z komoérek glejowych, bedacych zrgbem tkanki nerwowej i
petlniacych funkcje podporowe i odzywceze wobec neurondw [1,41].
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TABELA 1. Klasyfikacja glejakéw wg WHO

Stopien Przyklady schorzen nowotworowych

zaawan-

sowania

I — gwiazdziak wloskowatokomoérkowy (in. gabczak, lac.astrocytoma ilocyticum

seu spongioblastoma)
— podwyscidlezak (tac. subependymoma)
— wyscibdlczak sluzowobrodawkowaty (fac. ependymoma myxopapillomatosum

11 — gwiazdziak wldkienkowaty (lac.astocytoma fibrillare)

— gwiazdziak tucznokomoérkowy (fac. astrocytoma gemistocyticum)
— skapodrzewiak (tac. oligodendroglioma)

— wyscidlezak (tac. ependymoma)

111 — gwiazdziak anaplastyczny (Yac. astrocytoma anaplasticum)
— wyscidlezak anaplastyczny (lac. ependymoma anaplasticum)
— skapodrzewiak anaplastyczny (lac. oligodendroglioma anaplasticum)

v — glejak wielopostaciowy (tac. glioblastoma multiforme)

Ze wzgledu na stopien zlosliwosci, glejaki zostaty sklasyfikowane (tab. 1) przez
Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO) w czterostopniowej skali od najlagodniejszych
(I) do najbardziej ztosliwych (IV) [27].

Glejak wielopostaciowy jest najczegstszym (ok. 50%) ztosliwym nowotworem,
wywodzacym si¢ z tkanki glejowej. Rosnie najczesciej w placie czotowym i skronio-
wym moézgu. Srednia dtugo$é przezycia pacjentow z tym typem nowotworu wynosi
okoto 1 roku przy standardowym leczeniu, czyli operacyjnym usuwaniu guza i
radioterapii. Tylko 3—5% pacjentéw przezywa dluzej niz 3 lata [29].

Pomimo ogromnego postgpu w rozwoju technik chirurgicznych oraz radio- i chemioterapii
leczenie glejakow jest niezwykle trudne 1 umozliwia jedynie przedtuzenie zycia pacjentdw o
kilka miesigcy. Wysoka inwazyjnos¢ glejakow wynika ze zdolnosci rozproszonego, tzw.
dyfuzyjnego przenikania komorek nowotworowych pomiedzy prawidtowe komorki mozgu,
co uniemozliwia calkowite chirurgiczne usunigcie. Problem opornosci glejakow na leczenie
nalezy réwniez rozpatrywa¢ na poziomie molekularnym. Zaobserwowano bowiem szereg
nieprawidlowosci w funkcjonowaniu wewnatrzkomorkowych szlakow przekazywania sygnatow
od btony komdrkowej do jadra komdrkowego. W komoérkach glejaka wykryto szereg mutacji
w obrebie genow kodujacych kinazy PI3K, Akt/PKB i mTOR, czyli biatek wchodzacych
w sklad jednego z wazniejszych szlakow odpowiadajacych za regulacje proliferacji, réznico-
wania i przezywania komorek. Dlatego tez zwiazki hamujace przekazywanie sygnatow przez
ten szlak sa czgsto brane pod uwagg jako potencjalne leki przeciwnowotworowe [6,22,30,48].

W niniejszej pracy opisano przebieg szlaku przekazywania sygnatow poprzez PI3K,
Akt/PKB i mTOR w komorkach glejaka. Scharakteryzowano rowniez zwiazki blokujace
ten szlak oraz ich potencjalne, praktyczne zastosowanie w terapii przeciwnowotworowe;.

KINAZA 3-FOSFATYDYLOINOZYTOLU (PI3K)

PI3K (ang. phosphatidyl-inositol 3-kinases) stanowia rodzing lipidowych kinaz, majacych
zdolnos¢ fosforylowania grupy hydroksylowej w pozycji 3 pierscienia fosfatydyloinozytolu
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(PtdIns) [11,23,49]. Sa to heterodimery zlozone z podjednostki katalitycznej i regulatorowe;.
Wyodrgbniono 8 réznych izoform enzymu odpowiadajacych 8 réznym podjednostkom

katalitycznym. Ze wzgledu na
budowe, specyficznos¢ wobec lipi-
dowego substratu oraz rodzaj
podjednostek regulatorowych kinazy
PI3K podzielono na 3 klasy
[8,13,35,55] [ryc. 1, tab. 2].

Jedng z przyczyn transformacji
nowotworowej sa mutacje w ob-
rebie genow kodujacych podjed-
nostki katalityczne i regulatorowe
PI3K. Dla nowotwordéw mozgu
charakterystyczne sa mutacje
okreslane jako E542K i ES45G w
obrebie egzonu 9 oraz mutacja
H1047R w obrebie egzonu 20 ge-
nu PIK3CA, kodujacym kata-

TABELA 2. Klasyfikacja kinaz PI3K ze wzglgdu na
rodzaj podjednostki katalitycznej regulatorowej

Klasy |Podjednostka |Podjednostka Rodzaj
katalityczna | regulatorowa substratu

IA |pll0a p85s (p85a,p85p4, | PtdIns
pl103 p35a, PtdIns(4)P

IB pl10d p55y, pS0a) PtdIns(4.5)P,
pl10y pl101

II PI3K-C2a brak PtdIns
PI3K-C28 PtdIns(4)P
PI3K-C2y

I Vps34* Vpsl5* (p150) PtdIns

(*ang. Vacuolar Protein Sorting)

lityczng podjednostke 110c klasy IA. Podjednostka katalityczna 110a bedaca produktem
genu z mutacja H1047R wykazuje wigksza aktywnos¢ w poréwnaniu z prawidlowa
forma biatka bez mutacji (wild type 110) [25,50].

Kilasa |
1A

Klasa Il

Klasa lll

SH2 (src homology 2) - domena
wigzania P-tyrozyny

SH3 (src homology 3) - domena
wigzania z resztami proliny

u domena wazania p85

i domena wigzania Ras, HR4*

o domena podobna do C2, HR3*

i domena PIK, HR2*

domena katalityczna, HR1*

domena skreconej spirali
(coiled coil)

region bogaty w proling

domena C2

D domena PX

*- Homology Region

RYCINA 1. Schemat budowy podjednostkowej PI3K nalezacych do klas I, 11 i 111
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PTEN

PTEN (ang. phosphate and tensin homolog deleted on chromosome 10), inaczej
MMACI (ang. mutated in multiple advanced cancers) lub TEP1 (ang. TGE/-
regulated and epithelial-cell-enriched phosphatase) jest fosfataza fosfatydyloinozytolu
specyficzng w stosunku do reszty fosforanowej w pozycji 3 pierscienia inozytolowego
[ryc. 2]. Najwazniejszym substratem jest PtdIns(3,4,5)P,. PTEN moze réwniez
defosforylowaé¢ PtdIns(3)P,
PtdIns(3,4)P, oraz bialka za-
wierajace ufosforylowang ty-

1 PI3K rozyne np. FAK (ang. focal
6 adhesion kinase). Kluczowa

PTEN role w regulacji aktywnosci

2 3 enzymu oraz stabilnosci czas-
teczki PTEN odgrywaja trzy

potencjalne miejsca fosforylacji

PI(4,5)P, PI(3,4,5)P, zlokalizowane na koficu C:
(PIP2) (PIP3) seryna w pozycji 380 (S380)

L . . r ie treoniny (T i
RYCINA 2. Reakcje fosforylacji dwufosfatydyloinozytolu oraz dwie treoniny ( 383,

(PtdIns(4,5)P) i defosforylacji trojfosfatydyloinozytolu 1382) [rye. 3]. Defosforylacja
(PtdIns(3,4,5)P.) katalizowane przez PI3K oraz PTEN wspomnianych miejsc prowadzi

do zwigkszenia aktywnosci fos-
fatazy i obnizenia ilosci PtdIns(3,4,5)P, w komorce. PTEN dziala antagonistycznie w
stosunku do PI3K. Obnizajac poziom PtdIns(3,4,5)P,, PTEN hamuje aktywnos¢ Akt/
PKB i tym samym zwigksza podatno$¢ komorek na apoptoze [31].

W komoérkach piramidowych hipokampa, komérkach Purkiniego, komérkach opuszki
wechowej, PTEN zlokalizowany jest w cytoplazmie i jadrze komorkowym. Nawet
minimalne obnizenie poziomu fosfatazy w komorkach nerwowych uniemozliwia prawidlowy
przebieg wewnatrzkomorkowych procesow metabolicznych i prowadzi do zaburzen w

Miejsce wigzania Ptdins(4,5)P, Miejsce fosforylacji Domena PDZ

Cys-71 Cys-124

15 Domena fosfatazowa 186 Domena C2 352 403

RYCINA 3. Struktura biatka PTEN, wyrézniono 4 domeny: domena fosfatazowa wiazaca
PtdIns(4,5)P,, obejmujaca dwie reszty cysteiny (Cys71, Cys124); domena C2 umozliwiajaca wiazanie
PTEN z fosfolipidami blony komdrkowej; domena PDZ (ang. postsynaptic-density-95/disc-large/Z0O1
homology) warunkujaca prawidtowy przebieg interakcji pomigdzy PTEN a PKB; P —miejsca fosforylacji:
seryna w pozycji 380 (S380) oraz dwie treoniny (1383 i T382) [wg 31]
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funkcjonowaniu neuronéw. Do$wiadczenia na myszach PTEN ~~ wykazaly dezor-
ganizacje struktury mozgu, zwiazana najprawdopodobniej ze wzmozong migracja komorek
w obrebie tkanki mozgowej. Zaobserwowano réwniez wigksze rozmiary neuronéw. Inne
fosfatazy PtdIns obecne w mdzgu nie sa w stanie zrekompensowaé utraty chocby jednej
kopii PTEN [31,54]. PTEN jest bardzo waznym supresorem glejakéw. Mutacje w obrgbie
genu PTEN obserwuje si¢ w okoto 76% przypadkow nowotworu [14]. Prowadza réwniez
do choroby Cowdena, syndromu Bannayan-Zonana, choroby Lhermitte-Duclosa [31].

Akt/ PKB

Kinaza serynowo-treoninowa Akt/ PKB (ang. protein kinase B) nalezy do grupy kinaz
AGC, zaleznych od wtérnych przekaznikow. Aktywacja Akt/PKB uzalezniona jest od
obecnosci PtdIns(3,4,5)P,, wtdrnego przekaznika zwiazanego z btong komorkowa [10].

U czlowieka zidentyfikowano 3 geny kodujace 3 izoformy Akt/PKB:

— PKBa (Aktl, gen Akt1, chromosom 14q32) — wystepuje gldwnie w mdzgu, sercu

i ptucach,

— PKBf (Akt2, gen Akt2, chromosom 19q13.1-13.2) — ulega ekspresji w migs$niach
szkieletowych,
— PKBy (Akt3, gen Akt3, chromosom 1q44) — zlokalizowana w mozgu, sercu

i nerkach embrionow.

Zidentyfikowano 2 dodatkowe warianty enzymu, rozniace si¢ od wymienionych
specyficzna budowa C-konica, a mianowicie: PKBA1 zawierajacy dodatkowy,
40-aminokwasowy fragment C-koncowy oraz PKBy1 majacy krotsza domeng regula-
torowa oraz dodatkowy 20-aminokwasowy fragment C-koncowy [14,18.21] (ryc. 4).

Nieaktywny enzym zlokalizowany jest na terenie cytoplazmy w formie trwatego
kompleksu z p38MAPK, MAPKAPK-2 oraz Hsp27 (ang. heat shock protein).

RYCINA 4. Struktura izoform kinazy Akt/PKB z uwzgl¢dnieniem N-koncowej domeny PH odpo-
wiedzialnej za swoiste wigzanie PtdIns(3,4,5)P3 centralnie potozonej domeny katalitycznej i
C-konicowej domeny regulatorowej z zaznaczonymi miejscami fosforylacji niezbednymi do aktywacji
enzymu: treonina (T308) oraz seryna (S473) [wg 18]
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Nagromadzenie PtdIns(3,4,5)P, powoduje przemieszczenie kompleksu enzymatycz-
nego kinazy Akt/PKB do blony komorkowej, w czym posredniczy domena PH,
ufatwiajac interakcje z substratem. Pod wplywem PtdIns(3,4,5)P, domena PH
Akt/PKB ulega konformacyjnym zmianom, co prowadzi do odstonigcia treoniny w
pozycji 308. To z kolei utatwia dostgp do domeny katalitycznej btonowej kinazie
PDKI1, odpowiedzialnej za fosforylacje T308, w wyniku czego dochodzi do
czesciowe] aktywacji Akt/PKB. Zmiany konformacyjne zachodzace w Akt/PKB
pod wplywem PtdIns(3,4,5)P, powoduja réwniez przesuwanic MAPKAPK-2
w sasiedztwo seryny 473 oraz jej fosforylacje. MAPKAPK-2 nie jest jedynym
enzymem fosforylujacym S473. Przypuszcza sie, ze za przylaczanie reszt fosforanowych
do wspomnianej seryny odpowiadaja rowniez kinazy: ILK (ang. integrin linker kinase),
PDK?2 oraz DNA-PK (ang. DNA dependent kinase). Do fosforylacji S473 niezbedne
jest biatko mTOR zasocjowanie z biatkiem Rictor [14,21,44]. Po ufosforylowaniu T308
i S473 i tym samym aktywacji Akt/PKB nast¢puje fosforylacja Hsp27 i jego
oddysocjowanie od kompleksu enzymatycznego. Uwolniona kinaza przemieszcza si¢ do
cytoplazmy i jadra, gdzie wiaze si¢ z odpowiednimi substratami, zawierajacymi
specyficzna sekwencje: R-x-R-x-x~(S/T)-Hyd, gdzie R oznacza aminokwas zasadowy,
natomiast Hyd — aminokwas hydrofobowy [2,10,21,40].

Akt/PKB petni w komoérkach funkcje anty-apoptotyczng oraz pro-nowotworowa.
Wzmozong ekspresje¢ Akt/PKB zaobserwowano m.in. w nowotworach jajnikdw, piersi,
prostaty i trzustki. W komorkach glejakéw ze zmutowanym PTEN i/lub PI3K
obserwuje si¢ stala fosforylacje Akt/PKB i tym samym aktywacje enzymu. Towa-
rzyszy temu zwigkszenie opornosci komorek na induktory apoptozy [25]. PKB pobudza
angiogenezg poprzez fosforylacje i aktywacje nablonkowej syntazy NO [21].

Mechanizm hamowania apoptozy przez Akt/PKB jest bardzo zlozony i wiaze si¢
fosforylacja szeregu bialek na réznych poziomach szlaku przekazywania sygnatow
inicjujacych zaprogramowang $Smier¢. Glownym fizjologicznym substratem fosforylacji
Akt/PKB jest pro-apoptotyczne biatko BAD nalezace do rodziny bialek Bcl-2. Biatko
to wiazac si¢ z Bel-xL w zewnetrznej blonie mitochondrialnej, uczestniczy w
uwalnianiu cytochromu ¢ z mitochondrium do cytozolu. Akt/PKB, fosforylujac BAD
w pozycji S136, promuje wigzanie BAD z cytoplazmatycznym biatkiem 14-3-3, co
w konsekwencji prowadzi do zahamowania apoptozy. Akt/PKB moze réwniez wiazaé
si¢ z kaspaza 9 i blokowaé jej aktywnos¢ poprzez fosforylacje w pozycji S196.
Kinaza uczestniczy w inaktywacji genow smierci poprzez fosforylowanie czynnikow
transkrypcyjnych nalezacych do rodziny Forkhead oraz zwigksza ekspresje anty-
apoptotycznych genow, takich jak BCL-2 czy mcl-1, aktywujac biatko CREB (ang.
cyclic AMP-response element binding protein). Akt/PKB promuje destabilizacje
i degradacje¢ p53, zwigkszajac tym samym opornos¢ komorek nowotworowych na
indukcje¢ zaprogramowanej $mierci [21]. Anty-apoptotyczna funkcja Akt/PKB ma
réwniez zwigzek ze wspomniang wczesniej fosforylacja i oddysocjowaniem Hsp27
od kompleksu enzymatycznego. Uwolnione biatko Hsp27 rozpoczyna swoja nieza-
lezna aktywno$¢ anty-apoptotyczna poprzez inaktywacj¢ kaspazy 3 i 9 oraz
hamowanie uwalniania cytochromu C z mitochondriéw. Akt/PKB i Hsp27 tworza
wigc synergistyczny uklad, w ktorym Hsp27 stabilizuje Akt/PKB i ulatwia jej
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aktywacje, natomiast Akt/PKB aktywuje biatko szoku cieplnego [2,40]. Biatkiem
stabilizujacym czasteczke Akt/PKB jest rowniez Hsp90. Zahamowanie aktywnosci
Hsp90 przez specyficzny inhibitor geldanamycyne oraz jej pochodne, powoduje
indukcje¢ apoptozy w komodrkach nowotworowych m.in. przez degradacje Akt/PKB.
Obnizenie poziomu Akt/PKB inicjuje zalezne od Bax uwalnianie cytochromu ¢ z
mitochondrium [2,3,15]. Biatko szoku Hsp70 nie uczestniczy w stabilizowaniu
czasteczki Akt/PKB, jest natomiast substratem dla aktywnego juz enzymu. Nadeks-
presji Akt/PKB w neuronach towarzyszy wzrost ilosci Hsp70, co sugeruje, ze
aktywacja Akt/PKB uruchamia w komoérkach nerwowych odpowiedz stresowa
poprzez podwyzszanie ekspresji biatka szoku cieplnego 70. Komoérki majace wysoki
poziom Hsp70 sa mniej wrazliwe na indukcj¢ apoptozy [32].

mTOR

mTOR (ang. mammalian target of rapamycin), inaczej FRAP (ang. FKBP-12/
rapamycin-associated protein) lub RAFT1 (ang. rapamycin and KKBP-12 target
1) lub RAPT (ang. rapamycin target 1) jest kinaza serynowo-treoninowa o masie
289 kDa. Gen zlokalizowany jest na chromosomie 1p36.2. Nalezy do rodziny kinaz
spokrewnionych z PI3K [4,46,53] (ryc. 5).

mTOR funkcjonuje jako wazny przetacznik migdzy katabolizmem a anabolizmem.
Aktywuje biogeneze rybosomodw, pobudza szlak przekazywania sygnatéw wewnatrz-
komoérkowych z udziatem PKC. mTOR, wigzac sie¢ z biatkiem Raptor tworzy
kompleks mTORCI, ktéry inicjuje translacj¢ poprzez fosforylacje i aktywacje kinazy
S6Kp705% (kinaza serynowo-treoninowa fosforylujaca rybosomowe biatko S6).
Réwnolegle fosforyluje i blokuje biatko inhibitorowe eukariotycznego czynnika
elF-4E (4E-BP1) [4,16,17,19,26,56]. mTOR w polaczeniu z bialkiem Rictor (komp-
leks mTORC?2) uczestniczy w fosforylacji i aktywacji Akt/PKB [39,43,44]. Zahamo-
wanie aktywnosci mTOR przez specyficzny inhibitor — rapamycyng prowadzi do
indukcji autofagii w komorkach glejakow [24]. Zablokowanie mTOR w komdrkach

Domeny HEAT Domena katalityczna

RYCINA 5. Rozmieszczenie domen HEAT, FAT, FRB, FATC oraz domeny katalitycznej w obrgbie
czasteczki mMTOR: motyw HEAT odpowiada za prawidtowe interakcje biatko-biatko w wielobiatkowych
kompleksach, domena FAT (ang. focal adhesion targeting region) odgrywa wazna rol¢ w oddziatywaniach
biatko-biatko lub pelni funkcj¢ biatka szkieletowego (ang. scaffold protein), domena FRB (ang. FKBP-
rapamycin binding) jest miejscem wigzania kompleksu rapamycyny i FKBP (ang. FK506 binding pro-
tein), sekwencja FATC (FRAP, ATM, TRRAP, C-terminal) na koficu C reguluje aktywnosci katalityczna
kinazy [wg 53]
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astrocytoma powoduje apoptoze komodrek nowotworowych oraz przeksztalcenie
pozostatych komérek w komorki oligodendroglioma [22]

POTENCJALNE STRATEGIE W TERAPII GLEJAKOW

Indukcja apotozy przez TRAIL

TRAIL (ang. TNF-related apoptosis inducing ligand) jest 281-aminokwaso-
wym polipeptydem, nalezacym do rodziny TNF, indukujacym apoptoz¢. W komorkach
nowotworowych wiaze si¢ z receptorami $mierci TRAIL R1 i TRAIL R2. Indukcja
apoptozy poprzez receptory TRAIL rozpoczyna si¢ od utworzenia kompleksu z
biatkiem adaptorowym FADD (ang. Fas associated protein with death-domain)
oraz prokaspaza 8. Zapoczatkowuje to kaskade reakcji aktywujacych kaspazy
zaangazowane w indukcje apoptozy niezaleznej od mitochondrium (kaspaza 7) lub
zaleznej od mitochondrium (kaspaza 9) [20]. W glejakach, TRAIL inicjuje apoptoze zalezna
od mitochondrium poprzez aktywacje kaspazy 8 i 9, a nastepnie kaspazy 3, ktora katalizuje
ograniczong proteoliz¢ PKCe z uwolnieniem fragmentu o masie czasteczkowej 43 kDa
[36,42]. Obnizeniu poziomu PKCe towarzyszy obnizenie aktywnosci Akt/PKB. Mechanizm
tej reakcji nie jest do konca poznany. Przypuszcza si¢, ze PKCe obniza poziom Hsp90,
ktdre jest niezbedne do stabilizacji Akt/PKB. PKCe moze réwniez bezposrednio regulowaé
ekspresje Akt/PKB. Kompleksy Akt/PKB-PKCe odnaleziono w wielu systemach
komdrkowych. W glejakach PKC ulega nadekspresji [36].

TRAIL indukuje apoptoz¢ wybiorczo w komodrkach nowotworowych, nie
uszkadzajac przy tym komorek prawidlowych. Ta selektywnos¢ zostata wykorzystana
w badaniach nad leczeniem glejakéw. Wykazano, ze bezposrednie podanie TRAIL
do moézgu myszy z wszczepionymi komorkami ludzkiego glejaka powoduje zahamo-
wanie wzrostu nowotworu bez skutkéw ubocznych. Niestety ponad 50% glejakow
byto opornych na indukcj¢ apoptozy. Poczatkowo przypuszczano, ze przyczyna lezy
w nieprawidlowej budowie lub wyciszeniu aktywnosci receptoréw. Okazato si¢
jednak, ze czynnikiem decydujacym o wrazliwosci komorek glejaka na TRAIL jest
obecno$¢ inhibitora kaspazy 8 — biatka FLIP (¢c-FLICE inhibitory protein), ktorego
poziom jest regulowany przez szlak PTEN-Akt/PKB-mTOR [37]. Wzmozona
aktywnos¢ Akt/PKB, czesto obserwowana w glejakach w konsekwencji utraty
funkcji PTEN, powoduje wzrost aktywnosci mTOR, ktéry to enzym wplywa na
wzrost translacji mRNA kodujacego biatko FLIP. Zahamowaniu ulega dojrzewanie
prokaspazy 8, co prowadzi do zahamowania programowanej $Smierci. Farmakologiczne
lub genetyczne hamowanie aktywnos$ci mTOR ogranicza ekspresje FLIP i obniza
opornos¢ komorek glejaka na TRAIL [37].

INHIBITORY SZLAKU PI3K-Akt/PKB-mTOR

Nieprawidlowe przekazywanie sygnatéw poprzez szlak PI3K-Akt/PKB-mTOR
jest jedna z glownych przyczyn transformacji nowotworowej komadrek mézgowych.



INHIBITORY SZLAKU PI3K-Akt/PKB-mTOR W LECZENIU GLEJAKOW 197

Zablokowanie szlaku na roznym etapie transmisji sygnatow stwarza szerokie mozli-
wosci wykorzystania inhibitorow w walce z nowotworami [37] (ryc. 6).

Inhibitory PI3K
PI3K |—\I:v\;?t?1:12r?ia Dwa gtéwne inhibitory PI3K:
wortmanina i LY294002, s bardzo
@ intensywnie testowane w bada-
L UCN-01 niach przedklinicznych. Wortmanina
SAIDs jest metabolitem grzyba Talaro-

QLTO0267 .. .

myces wortmanii. Przylacza si¢ do
miejsca wigzania ATP kinazy i
CCL779 nieodwracalnie hamuje aktywnos¢
|—RADOO1 enzymatyczng PI3K. Niestety ze
AP23573 wzgledu na slaba rozpuszczalnosé
i utrate stabilnosci w roztworach
wodnych nie jest tatwo przyswa-
4E Bp1 pm 55 jany przez organizm czltowieka.
Wykazano réwniez jej hepatoto-

autofagla e|F4E rse BAD Boz p53  ksyczne dzialanie [34,52].

LY294002 jest pochodng flawo-
noidow. Blokuje cykl komodrkowy,

apoptoza
prowadzac do apoptozy lub auto-

wzrost i prollferaqa

RYCINA 6. Przebieg szlaku PI3K/PKB/mTOR
z uwzglednieniem miejsca dziatania inhibitoréw
poszczegolnych enzymow

fagii. Zwiazek ten jest szeroko
stosowany w badaniach przed-
klinicznych w kombinacjach z

innymi lekami. Jako samodzielny
lek, hamuje wzrost nowotworu przy zastosowaniu wysokich stezen, czego skutkiem
ubocznym sg stany zapalne skory [14,47,51].

Inhibitory Akt/PKB

Do grupy inhibitorow Akt/PKB szeroko testowanych w badaniach klinicznych i
laboratoryjnych nalezy pochodna staurosporyny — 7-hydroksystaurosporyna (UCN-01).
Zwiazek ten inaktywuje Akt/PKB posrednio poprzez hamowanie aktywnosci kinazy
PDK1, co w konsekwencji ogranicza fosforylacje Akt/PKB w pozycji T308 [45]. Bardzo
obiecujaco wygladaja badania nad inhibitorami kinazy IKL (integrin-linked kinase),
takimi jak QLT0267 czy NSAIDs. Zwiazki te posrednio hamuja fosforylacje Akt/PKB
w pozycji S473 w komoérkach ze zmutowanym PTEN [28,33].

Inhibitory mTOR

Zwigzkami hamujacymi aktywno$¢ mTOR, bedacymi w fazie badan klinicznych,
jest rapamycyna (sirolimus) oraz jej pochodne: CCI-779 (Temsirolimus™, Wyeth),
RADO001 (Everolimus™, Novartis), AP23573 (ARIAD Pharmaceuticals) [38].
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CCI-779 jest obecnie w drugiej fazie badan klinicznych w przypadku glioblastoma
multiforme [5].

Rapamycyna jest antybiotykiem makrolidowym wyizolowanym po raz pierwszy
z bakterii glebowej Streptomyces hygroscopicus z wyspy Rapa Nui. Komorki
glejakow z uszkodzonym PTEN wykazuja wieksza wrazliwos¢ na rapamycyng niz
komorki z prawidlowym PTEN [14]. Podawanie rapamycyny przez 7 dni wyselek-
cjonowanej grupie pacjentow z glejakiem z uszkodzonym PTEN spowodowato
zahamowanie proliferacji komoérek nowotworowych, czemu towarzyszylo obnizenie
aktywnosci mTOR. Niestety, u kilku pacjentéw zaobserwowano dodatkowsa
aktywacj¢ Akt/PKB, co znaczaco oslabito antyproliferacyjny efekt antybiotyku [7].
Wydaje si¢ wiec, ze zastosowanie inhibitoréw hamujacych aktywnos¢ Akt/PKB w
polaczeniu z rapamycyng moze stanowi¢ skuteczniejszg forme leczenia niz obnizenie
aktywnosci pojedynczego enzymu. Zaobserwowano, ze jednoczesne podanie kilku
inhibitoréw: LY294002, UCN-01 oraz rapamycyny zahamowalo szlak przekazywania
sygnatu PI3K-Akt/PKB-mTOR oraz synergistycznie indukowato autofagi¢ zaréwno
w rapamycyno-zaleznych, jak i rapamycyno-opornych komorkach glejaka znacznie
efektywniej niz po zastosowaniu wspomnianych inhibitoréw osobno [48]. Przysztoscia
w leczeniu glejakéw moze si¢ rowniez okazaé zastosowanie jednego inhibitora
wybidrezo i specyficznie hamujacego aktywnosc¢ kilku kinaz jednocze$nie. Niedawno
wykryty zwigzek PI-103, w nanomolarnych stezeniach skutecznie hamowat prolife-
racje komorek glejaka in vitro 1 in vivo, selektywnie blokujac podjednostke katali-
tyczna pl10a PI3K oraz mTOR [9]. Warto rowniez zwrdci¢ uwage na
wykorzystanie rapamycyny w terapii wielokomorkowego gwiazdziaka podwysciol-
kowego — SEGA (ang. subependymal giant cell astrocytoma), w ktorym mutacje
genéw TSCI1 i TSC2 prowadza do nadmiernej aktywacji mTOR. Podanie
antybiotyku w tych warunkach prowadzito do blokowania aktywnosci kinazy oraz
powodowato regresje SEGA u wszystkich poddanych leczeniu pacjentow [12].
Potwierdza to tym samym wczesniejsze obserwacje, ze hamowanie aktywnosci kinaz
nalezacych do szlaku PI3K-Akt/PKB-mTOR jest waznym celem w tworzeniu
nowych mozliwosci leczenia glejakow.
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