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Активация сигнального каскада AKT и 
субстратов m-TOR ткани опухоли почки про-
исходит за счет повышения уровня AKT, ее 
фосфорилированной формы, серин/треони-
новой протеинкиназы m-TOR, регулятора 
обмена гликогена GSK-3-beta и ингибитора 
транскрипции 4E-BP1. Увеличение размера 
первичной опухоли сопровождается ростом 
в ней содержания c-Raf и снижением содер-
жания phospho-m-TOR. развитие диссемини-
рованной формы заболевания сочеталось со 
снижением в опухоли PTEN и phospho-AKT. 
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развитие и прогрессирование злокачествен-
ных новообразований тесным образом связано 
с активацией сигнальных систем, включающих 
транскрипционные и ростовые факторы, а также 
путей их регуляции [2,3]. В основе неопластиче-
ской трансформации при раке почке лежат ста-
бильные генетические повреждения, связанные 
с мутацией гена VHL (von Hippel-Lindau), кото-
рая приводит к повышенной экспрессии внутри-
клеточного фактора транскрипции HIF (hypoxia 
inducible factor). В ранее проведенных исследо-
ваниях было отмечено, что активация неоанги-
огенеза, связанная с повышением содержания 
фактора роста сосудистого эндотелия (VEGF) 
и транскрипционного фактора HIF-1a, тесным 
образом связана процессом метастазирования 
[1,2,14]. напомним, что активация тирозинкиназ-
ных рецепторов, к которым, прежде всего, отно-
сится собственный рецептор VEGF - VEGFR2, 
приводит к стимуляции AKT-сигнального пути.

PI3K/AKT/mTOR — один из универсаль-
ных сигнальных путей, характерных для боль-
шинства клеток, центральными компонентами 
которого являются ферменты фосфоинозитид-
3-киназа (PI3K), киназы AKT и m-TOR. Этот 
внутриклеточный каскад является ключевым в 
жизнедеятельности клетки, определяет ее рост, 
пролиферацию и апоптоз [6]. активация проте-

инкиназы AKT осуществляется при ее фосфо-
рилировании. Данный процесс находится под 
контролем киназы PDK1 (Pyruvate dehydrogenase 
kinase) и ферментативного комплекса mTORC2, 
в который входят, помимо m-TOR, GβL, rictor 
(rapamycin-insensitive companion of TOR), mSin1 
(mammalian stress-activated protein kinase (SAPK)-
interacting protein 1) и protor (protein observed 
with rictor) [10]. 

Субстратами AKT являются множество бел-
ков, участвующих в процессах роста, пролифе-
рации клеток, а также их апоптозе. Среди них 
выделяют роль c-RAF (serine/threonine-protein 
kinase) и GSK-3-beta (glycogen synthase kinase-
3-beta) [15]. AKT также играет существенную 
роль в активации рацамицин-чувствительного 
комплекса mTORC1, состоящего из m-TOR, rap-
tor (regulatory-associated protein of TOR), mLST8 
(mammalian lethal with Sec13 protein 8), или GβL, 
и PRAS40 (proline-rich PKB/AKT substrate 40 
kDa) [8]. 

Протеинкиназа m-TOR, как было описано 
выше, существует в клетке в качестве субъе-
диницы внутриклеточных мультимолекулярных 
сигнальных комплексов mTORC1 и mTORC2 
[11]. Важнейшими субстратами m-TOR в ком-
плексе mTORC1 являются p70 S6 киназа (киназа 
рибосомального белка S6) и 4E-BP1 (иниции-
рующий фактор, 4E связывающий протеин 1) 
[5,6,12], являющиеся ключевыми регуляторами 
трансляции мрнК и стимуляторами биосинтеза 
белков.

активность AKT сигнального пути нахо-
дится под контролем фосфатазы PTEN [13]. 
она катализирует отщепление фосфатной груп-
пы в положении 3D инозитольного кольца 
фосфатидилинозитол-3-фосфатов, тормозя пере-
дачу сигнала по PI3K/AKT/mTOR-сигнальному 
пути. К белковым субстратам PTEN относится 
также фосфатаза PHLPP (PH domain and Leucine 
rich repeat Protein Phosphatase), которая катали-
зирует отщепление фосфатной группы по поло-
жению Ser-473 в молекуле AKT. Повышение ак-
тивности этого фермента приводит к активации 
апоптоза и замедлению пролиферации клеток 



ВОПРОСЫ ОНКОЛОГИИ. 2016, ТОМ 62, № 3

491

опухолей, что позволяет отнести ее к значимым 
белкам-онкосупрессорам [9].

В литературе имеются единичные, разроз-
ненные данные о связи обсуждающихся моле-
кул с особенностями роста и прогрессирования 
светлоклеточного рака почки [7, 10]. В связи с 
этим, цель исследования заключалась в изуче-
нии экспрессии компонентов AKT сигнального 
пути, субстратов m-TOR в ткани рака почки 
в ассоциации с распространенностью злокаче-
ственного процесса. 

Материалы и методы 

В исследование включено 34 больных светлоклеточ-
ным раком почки T1-4N0-1M0-1 (средний возраст 57,6±2,2 
лет). Больные были разделены на группы в зависимости от 
критерия T. В группу T1 вошли 10 пациентов, T2 – 14 и T3 - 
10 больных. общая группа больных была также разделена 
на подгруппы в зависимости от наличия отдаленных мета-
стазов. Локализованная форма заболевания (T1-3N0M0) вы-
явлена у 24 больных, диссеминированная – у 10. объемы 
диагностики и лечения больных раком почки соответство-
вали рекомендуемым алгоритмам объемов диагностики и 
лечения злокачественных новообразований, утвержденным 
министерством здравоохранения рФ. Проведение работы 
одобрено этическим комитетом томского нии онкологии. 
материалом для исследования служили образцы опухоле-
вой и гистологически неизмененной ткани, находящиеся на 
расстоянии не менее 1 см от границы опухолей, которые 
после взятия замораживались и хранились при -80 оС. 

Получение гомогенатов. Замороженную ткань (100 мг) 
гомогенизировали в жидком азоте, затем ресуспендировали 
в 300 мкл 50 мм трис-HCl буфера (pH=7,5), содержащего 2 
мм атФ, 5 мм хлорид магния, 1 мм дитиотреитол, 1мм 
ЭДта и 100 мм хлорид натрия. Гомогенат центрифугиро-
вали 60 минут при 10000g и 4оС. 

Электрофорез. Электрофорез проводили по Laemmli в 
13% полиакриламидном геле. Вестерн блоттинг. После 
электрофореза осуществляли перенос полипептидов на 
PVDF-мембрану (Immobylon, Millipore, Сша). иммуноде-
текцию проводили с антителами к phospho-PTEN (Ser380), 
AKT (pan), phospho -AKT (T308), phospho-GSK-3-beta 

(Ser9), phospho-PDK1 (Ser241), phospho-c-Raf (Ser259), 
m-TOR, phospho-mTOR (Ser2448), phospho-p70 S6 киназа 
(Ser371), phospho-4E-BP1 (Thr37/46) (Cell Signaling, USA). 
Затем мембрану подвергали обработке системой хемилю-
минесцентной детекции ECL (GE Healthcare, Великобри-
тания). Плотность полос оценивали с помощью компью-
терной программы «ImageJ». Стандартизация проводилась 
относительно β-актина. 

Статистическую обработку результатов проводили с 
применением пакета статистических программ Statistica 
8.0. Достоверность различий между группами определяли с 
помощью непараметрического критерия манна-Уитни для 
независимых выборок. В таблицах все результаты пред-
ставлены как медиана, а разброс значений как 25%-75% 
квартиль. различия считались значимыми при р<0,05. на-
личие связи между изучаемыми показателями исследовали 
с использованием корреляционного анализа, для оценки 
силы связи между переменными рассчитывали коэффици-
ент ранговой корреляции Спирмена (r).

результаты и обсуждение

 В опухолевой ткани выявлено увеличение 
содержания общего AKT (pan), phospho-GSK-
3-beta, phospho-PDK1, phospho-c-Raf на 91,0%; 
67,4%; 46,0% и 69,0%, соответственно, по срав-
нению с неизмененной тканью (рис. 1). При из-
учении уровня серин/треониновой протеинкина-
зы m-TOR и ее субстратов в ткани рака почки 
отмечается увеличение ее общего содержания, 
а также фосфорилированной формы и ее суб-
страта phospho-4E-BP1 на 76,1%; 67,2% и 78,7%, 
соответственно, по сравнению с неизмененной 
тканью (рис.2). Выявленный факт является сви-
детельством активации сигнального каскада 
AKT в опухолевых клетках при участии m-TOR, 
что может сопровождаться изменениями в про-
цессах апоптоза и пролиферации. 

на следующем этапе исследования были изу-
чены ассоциации между компонентами сигналь-
ного пути и субстратами m-TOR. При проведе-

рис. 1. а - Вестерн Блоттинг компонентов AKt-сигнального пути: AKt, phospho-PDK1, phospho-c-Raf, phospho-GsK-3beta и phospho-
Pten в опухолевой и неизмененной ткани больных раком почки. Б – Экспрессия белков в % к ней в неизмененной ткани.

Примечание: 1 – экспрессия белков в опухоли; 2 – экспрессия белков в неизмененной ткани;
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нии корреляционного анализа были обнаружены 
значимые ассоциации между общим количе-
ством AKT, phospho-PTEN (r=0,59; p=0,00058) и 
phospho-4E-BP1 (r=0,7; p=0,00015), а также меж-
ду экспрессией PDK1, phospho-m-TOR (r=0,41; 
p=0,023) и phospho-GSK-3-beta (r=0,45; p=0,013). 
общее количество серин/треониновой проте-
инкиназы m-TOR было связано с количеством 
phospho-AKT (r=0,46; p=0,01). Полученные све-
дения подтверждают зависимость компонентов 
сигнального пути AKT и субстратов m-TOR 
друг от друга. При этом большее значение при-
дается уровню AKT, ее фосфорилированной 
формы, за что отвечает фермент PDK1, а также 
серин/треониновой протеинкиназе m-TOR, регу-
лятору обмена гликогена GSK-3-beta и ингиби-
тору транскрипции 4E-BP1. обращает на себя 
внимание наличие положительной зависимости 
между экспрессией phospho-m-TOR и общим ко-
личеством AKT. Этот факт подтверждается тем, 
что ингибиторное влияние белка онкосупрессо-
ра–PTEN возможно только на активированную 
(фосфорилированную) форму протеинкиназы 
[9]. Вследствие этого, рост активности PTEN 
может приводить к увеличению общего содер-
жания AKT.

В табл. 1 представлены данные об экспрес-
сии компонентов AKT-сигнального пути в ткани 
опухоли больных в зависимости от стадии за-
болевания т и наличия отдаленных метастазов. 

рис. 2. Вестерн Блоттинг m-toR и ее субстратов: phospho-p70 
s6 киназы и phospho-4e-BP1 в опухолевой и неизмененной ткани 

больных раком почки.

Примечание: 1 – экспрессия белков в опухоли; 2 – экспрессия 
белков к ней в неизмененной ткани

Таблица 1. 
Экспрессия компонентов AKT сигнального пути: AKT, phospho-PDK1, phosphor-c-Raf, phosphor-GSK-3beta  

и phospho-PTEN в опухоли больных локализованным и диссеминированным раком почки

показатель
По критерию t По критерию M

t
1
, n=10 t

2
, n=14 t

3
, n=10 Локализованный рак 

почки, n=24
диссеминированный 
рак почки, n=10

phospho -Pten 104,8 (67,9-165,3) 110,3 (67,4-194,4) 83,3 (55,3-105,0) 99,7 (70,4-139,2) 55,3 (55,2-57,0)**

AKt (pan) 170,0 (98,6-142,9) 168,4 (113,7-224,1) 284,5 (79,6-447,8) 139,95 (110,68-
229,4) 160,35 (112,3-175,4)

phospho -AKt 
(t308) 125,3 (73,2-150,4) 134,1 (83,1-210,9) 127,8 (101,0-114,0) 105,1 (76,1-156,58) 73,1 (55,9-84,7)**

phospho -GsK-3-
beta 186,8 (116,7-267,5) 151,5 (100,1-227,0) 107,5 (78,5-107,3) 156,1 (106,85-250,5) 147,5 (97,4-196,9)

phospho -PDK1 177,7 (116,7-167,6) 150,9 (54,2-170,2) 95,6 (76,0-119,2) 132,0 (102,35-168,0) 119,2 (111,7-132,6)

phospho -c-Raf 126,3 (78,0-162,0) 164,0 (18,1-234,5) 286,9 (247,0-311,1)* 157,1 (102,9-240,75) 146,35 (75,8-164,9)

Примечание: * - значимость различий по сравнению с группой больных t
1
, p<0,05;

** - значимость различий по сравнению с группой больных с локализованным раком, p<0,05;

Таблица 2. 
Экспрессия m-TOR и ее субстратов: phospho-p70 S6 киназы и phospho-4E-BP1 в опухоли больных локализованным  

и диссеминированным раком почки

показатель
По критерию t По критерию M

t
1
, n=10 t

2
, n=14 t

3
, n=10 Локализованный 

рак почки, n=24
диссеминированный 
рак почки, n=10

m-toR 179,9 (68,8-193,0) 211,0 (154,5-260,4) 124,2 (50,7-194,1) 158,6 (90,35-218,0) 129,4 (78,8-138,4)

phospho -mtoR 
(ser2448) 257,1 (106,4-318,9)* 123,0 (50,0-164,7) 108,8 (72,6-181,7)* 128,1 (93,0-205,6) 108,1 (81,7-160,4)

phospho-p70 s6 
kinase 106,8 (66,7-95,0) 101,1 (67,5-117,7) 102,6 (31,2-195,5) 93,6 (67,1-117,8) 101,9 (39,0-173,7)

phospho-4e-BP1 107,1 (63,1-136,6) 141,1 (71,8-151,8) 266,7 (105,5-489,9) 131,0 (78,1-188,7) 128,0 (105,4-136,8)

Примечание: * - значимость различий по сравнению с группой больных со стадией t=1, p<0,05;
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В результате проведенного исследования было 
выявлено увеличение уровня c-Raf в 2,2 раза у 
больных со стадией т1 по сравнению с боль-
ными со стадией т3. известно, что активация 
Ras-Raf-ERK сигнального пути связана с разви-
тием анти-апоптотического эффекта [4]. Вероят-
но, с увеличением размера первичной опухоли 
возрастает его выраженность, что в конечном 
итоге способствует опухолевой прогрессии. В 
свою очередь, исследование данных показателей 
у больных в зависимости от наличия метастазов 
заболевания позволило зарегистрировать значи-
мое снижение уровня phospho-PTEN в 1,8 раза у 
пациентов диссеминированной формой опухоли 
по сравнению с больными без метастазов (табл. 
1). PTEN является основным ингибитором AKT-
сигнального пути, его функциональная недоста-
точность связана с активацией процессов роста 
и распространения опухолевых клеток [5,12,13]. 
При этом стоит отметить, что уровень активиро-
ванного AKT - phospho-AKT снижался в 1,4 раза 
у больных с метастазирующими опухолями по 
сравнению с пациентами без метастазов. Вероят-
но, по мере развития заболевания поддержание 
активности сигнального каскада происходит при 
участии меньшего количества фермента AKT.

При изучении экспрессии данной протеинки-
назы и ее субстратов у больных раком почки в 
зависимости от критерия т и наличия метастазов 
выявлена связь активированной m-TOR с разме-
ром опухоли (табл.2). Показано снижение содер-
жания phospho-m-TOR в 2,36 раза у больных в 
группе т1 по сравнению с больными в группе 
т3. При этом значимых изменений в экспрессии 
m-TOR, а также его субстратов – phospho-p70 S6 
киназы, phospho-4E-BP1 в зависимости от разме-
ра опухоли и распространенности процесса не 
было выявлено (табл. 2). Вероятно, полученный 
факт отражает особенности жизнедеятельности 
клетки, когда в процессе онкогенеза активация 
основного сигнального каскада происходит за 
счет ограниченного количества phospho-m-TOR. 
В настоящее время имеются единичные сведения 
о связи экспрессии субстратов m-TOR с процес-
сом метастазирования рака почки и клиническим 
течением заболевания [7,10]. По данным ряда ав-
торов phospho-p70 S6 киназа и phospho-4E-BP1 
могут претендовать на роль маркеров прогрес-
сирования заболевания, а также молекулярных 
факторов, ассоциированных с плохим прогнозом 
заболевания. однако, в проведенном исследова-
нии их связь со стадией заболевания и процессом 
метастазирования выявлена не была.

Заключение

 В опухолях почки зарегистрирована акти-
вация сигнального каскада AKT с участием 

m-TOR, что сопровождается ростом уровня про-
теиназы AKT, ее фосфорилированной формы, 
серин/треониновой протеинкиназы m-TOR, ре-
гулятора обмена гликогена GSK-3-beta и ингиби-
тора транскрипции 4E-BP1. Полученные данные 
подтверждены результатами корреляционного 
анализа. Выявлены маркеры, ассоциированные с 
размером первичной опухоли почки и развитием 
метастазов. К ним относят экспрессию c-Raf и 
phospho-m-TOR, PTEN, phospho-AKT. Получен-
ные данные имеют значение как для понимания 
отдельных этапов онкогенеза при светлоклеточ-
ном раке почки, так и для поиска дополнитель-
ных маркеров прогноза течения заболевания. 

работа выполнена при финансовой поддерж-
ке гранта Президента рФ №Мд-3637.2015.7
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Activation of AKT signaling pathway and mTOR substrates 
of kidney tumor tissue occurs by improving AKT, its phosphor-
ylated form, the serine / threonine proteinkinase m-TOR, the 
exchange regulator glycogen GSK-3-beta and also the inhibitor 
of 4E-BP1transcription. Increasing the size of primary tumor 
is followed by increasing the content of therein c-Raf and 
decreasing the content of phospho-m-TOR. The development 
of disseminated forms of the disease was associated with a 
reduction PTEN and phospho-AKT in tumor.
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