Hematologia

2013, tom 4, nr 2, 103-113

m Copyright © 2013 Via Medica
VIA MEDICA PRACA POGLADOWA ISSN 2081-0768

Rola sciezki sygnatowej PI3K-AKT
w ontogenezie limfocytéw B
i patogenezie nowotworéw B-komérkowych. Czesc |

PI3K-AKT axis in normal lymphoid development
and B-cell tumors. Part |

Maciej Szydtowski, Ewa Jabtonska, Przemystaw Juszczynski

Pracownia Hematologii Doswiadczalnej, Zaktad Diagnostyki Hematologicznej,

Instytut Hematologii 1 Transfuzjologii, Warszawa

Streszczenie

Zrozumienie voli, jakq bialka i szlaki sygnatowe z nimi powigzane odgrywajg w patogenezie nowotworow
B-komorkowych, wymaga wyjasnienia ich funkcji w ontogenezie limfocytow. Wyniki dotychczasowych
badan wskazujq, ze sciezka sygnalowa kinazy S-fosfatydyloinozytolu i kinazy biatkowej AKT (PISK-AKT)
1 jej efektory, w szczegolnosci czynniki transkrypcyine FOXO, odgrywajq istotng role w kontroli rozwoju
limfocytow B 1 patogenezie wielu nowotworow B-komorkowych. Os PISK-AKT-FOXO reguluje kluczowe
dla komorek B procesy, takie jak: proliferacja, cykl komorkowy, apoptoza, stres oksydacyjny czy naprawa
uszkodzen DNA. W pracy przedstawiono molekularne mechanizmy przekazywania sygnatu zaleznego od
osi PI3K-AKT i mechanizmy modulujqce jej aktywnosc oraz ich udzial we wczesnym rozwoju limfocytow
B, homeostazie obwodowych komorek B 1 ich kovicowym roznicowaniu. W kolejnej czesci pracy zostang
przedstawione patogenetyczne konsekwencje zaburzen aktywnosci osi PI3K-AKT-FOXO w nowotworach
B-komorkowych oraz potencjalne zastosowania modulatorow aktywnosci tej kaskady w ich leczeniu.
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Abstract

Understanding the role of signalling pathways in the pathogenesis of B-cell malignancies requires
elucidation of their function in the normal B cell ontogeny. Studies performed so far underscore
the role of the PISK-AKT signalling cascade and its downstream effectors, especially FOXO
transcription factors, in control of B cell development and in the pathogenesis of various B-cell
tumors. PI3BK-AKT-FOXO axis is known to regulate key processes in B cells, such as proliferation,
cell cycle, apoptosis, oxidative stress or DNA damage repair. Herein, we review molecular mecha-
nisms of the PI3K-AKT-dependent signal transduction, mechanisms modulating activity of the axis
and their impact on early B cell development, peripherial B cell homeostasis and terminal B-cell
differentiation. In the next part of the review, functional consequences of the PISK-AKT-FOXO
signalling deregulation in B-cell tumors and potential use of molecules modulating activity of the
axis in the treatment of B-cell malignancies will be discussed.
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Uktad sygnatowy kinazy
3-fosfatydyloinozytolu i AKT w limfocytach

Rozwdj 1 roznicowanie komorek B jest ztozo-
nym procesem regulowanym w giéwnej mierze
przez pochodzace z mikroSrodowiska sygnaly
cytokinowe, kontakt z innymi komoérkami oraz
sygnaly receptora B-komorkowego (BCR, B cell
receptor) 1 prekursorowego BCR (pre-BCR). Jed-
nym z glownych wspolnych mechanizmoéow efek-
torowych wyzwalanych przez te receptory jest
Sciezka sygnalowa kinazy 3-fosfatydyloinozytolu
(PI3K, phosphatidyl inositol 3-kinase) i kinazy bial-
kowej AKT (v-akt murine thymoma viral oncogene
homolog 1). Kinazy lipidowe PI3K zawdzieczaja
swa nazwe zdolnoSci do fosforylowania pierscie-
nia inozytolowego fosfatydyloinozytolu w pozycji
3-hydroksylowej [1]. Rodzina kinaz PI3K obejmuje
trzy klasy (I, II, III), z ktorych klasa I odgrywa
najwieksza role w homeostazie uktadu immuno-
logicznego. Kinazy I klasy moga by¢ aktywowane
przez sygnaly receptorow zwigzanych z kinazami
tyrozynowymi (klasa IA) lub sygnaly zalezne od
receptorow zwigzanych z biatkami G (klasa IB).
Kinazy klasy IB odgrywajg istotng role w rozwoju
1roznicowaniu komorek T, ale ich delecja nie wply-
wa istotnie na réznicowanie linii B [2, 3]. Z kolei
klasa IA odgrywa znacznie wiekszg role w rozwoju
komorek B [4, 5]. Kinazy PI3K klasy IA stanowia
kompleks enzymatyczny zlozony z jednej z trzech
podjednostek katalitycznych (p110c¢, p11083, p1106)
oraz jednej z pieciu podjednostek regulatorowych
(p85a;, P854, P55y, pb5a, lub p50«). Kinaza PISK
IA w limfocytach jest aktywowana przez szerokie
spektrum receptoréow cytokinowych (np. receptor
interleukiny 7 [IL-7R]) [6], receptory Toll-podobne
(TLR, Toll-like receptors) [ 7], CD40 [8] czy BCR [9]
(ryc. 1). O ile mechanizm aktywacji PI3K przez
BCR jest dobrze poznany, o tyle mechanizmy
aktywacji tej kinazy przez inne receptory blono-
we na powierzchni komoérki B nie sg do konca
wyja$nione. Receptor B-komorkowy sklada sie
z osadzonego w bionie przeciwciala polaczonego
niekowalencyjnie z dwoma biatkami Srodbtono-
wymi — Iga 1 Igf. W wyniku aktywacji BCR,
domeny ITAM (immunoreceptor tyrosine-based
activation motifs), wchodzace w skiad fancuchow
polipeptydowych Iga oraz IgB, sa fosforylowane
przez kinaze tyrozynowa z rodziny Src, Lyn [10].
Fosforylacja domen I'TAM umozliwia rekrutacje
1 aktywacje kinazy Syk [11], ktéra odpowiada za
dalsza propagacje sygnalu wewnatrzkomorkowego
poprzez fosforylacje tyrozyn na bialkach §rodbiono-
wych BCAP (B-cell adaptor for PI3K) 1 CD19 [12].

Fosforylowane tyrozyny BCAP i CD19 wiazg pod-
jednostke regulatorowa PI3K — p85«a [13, 14],
ktora nastepnie rekrutuje do biony komoérkowe]
podjednostke katalityczna PI3K — p110d. Po
zwiazaniu z BCAP 1 CD19, PI3K uzyskuje dostep
do swojego substratu, 4,5-bisfosforanu fosfatydylo-
inozytolu (PIP,), fosfolipidu wchodzacego w sktad
btony komorkowej. Aktywna PI3K fosforyluje
PIP,, w wyniku czego powstaje (3,4,5)-trifosforan
fosfatydyloinozytolu (PIP;) — czasteczka sygna-
fowa rekrutujaca do blony szeroka grupe bialek
sygnalowych. Bialtka CD19 1 BCAP s3a kluczowe
dla aktywacji PI3K przez BCR, gdyz jednoczesna
delecja obu tych bialek powoduje zahamowanie
aktywacji PI3K w odpowiedzi na agregacje BCR
po stymulacji antygenem lub przeciwcialami anty-
-IgG/IgM [15]. Tlos¢ PIP,; w bionie komorkowe; jest
regulowana przez dwie fosfatazy inozytoli: PTEN
1 SHIP1; PTEN hydrolizuje 3’-fosforan, natomiast
SHIP1 — 5’-fosforan (3,4,5)-trifosforanu fosfaty-
dyloinozytolu (PIP,) [16]. Utrata funkcji PTEN
wynikajaca z delecji genu lub mutacji w jego ob-
rebie prowadzi do nowotworzenia, co wskazuje na
supresorowy charakter PTEN [17]. W konteksScie
nowotworow B-komorkowych ilos¢ PIP; w btonie
komorkowej podlega szczegoblnej kontroli, ponie-
waz dopiero jednoczesna delecja Pten 1 Shipl w ko-
morkach B prowadzi do rozwoju agresywnych chio-
niakow, odpowiadajacych na leczenie inhibitorami
PI3K [18]. Zahamowanie aktywnoS$ci tej Sciezki
poprzez aktywacje fosfatazy SHIP1 w niektorych
nowotworach B-komoérkowych znaczaco zmniejsza
ilos¢ PIP, i prowadzi do zahamowania wzrostu tych
nowotworow [19, 20].

Zwigkszenie iloSci PIP,, wynikajace z aktyw-
noSci kinazy PI3K, prowadzi do rekrutacji i ak-
tywacji wielu biatek sygnalowych zawierajacych
domene PH (pleckstrin homology), odpowiedzialna
za wigzanie blonowego PIP,. Jednym z gtownych
efektorow PI3K jest kinaza AKT, inaczej zwa-
na kinaza bialkowa B (PKB, protein kinase B),
ktora odpowiada za fosforylacje wielu réznych
bialek zaangazowanych w podstawowe procesy
komoérkowe, takie jak proliferacja, wzrost, mi-
gracja czy metabolizm. Po stymulacji receptorow
blonowych i aktywacji PISK zwiekszone wytwa-
rzanie PIP; powoduje rekrutacje AKT do blony
komorkowej 1 jej aktywacje wskutek fosforylacji
treoniny 308 1 seryny 473, odpowiednio, przez
kinaze 1 zalezng od fosfatydyloinozytolu (PDK1)
oraz kinaze mTORC2 [21, 22]. W pelni aktywna
kinaza AKT fosforyluje i reguluje aktywnos$¢ wielu
bialek odpowiedzialnych za funkcje biologiczne
Sciezki sygnatowej PISBK-AKT. Jednym z gtoéwnych
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Rycina 1. Aktywacja $ciezki sygnatowej kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) i kinazy biatkowej AKT w limfocytach B.
Ta $ciezka sygnatowa w komorkach B jest aktywowana sygnatem pochodzacym z réznych receptoréw na powierzchni
komorki B, miedzy innymi receptora IL-7 (IL-7R), receptora 7To//-podobnego (TLR), CD40 i receptora B-komérkowego
(BCR). Aktywnos¢ PI3K powoduje konwersje 4,5-bisfosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP,) do (3,4,5)-trisfosforanu
fosfatydyloinozytolu (PIP;) — czgsteczki sygnatowej posredniczacej w rekrutacji oraz aktywacji wielu waznych biatek
sygnatowych, miedzy innymi kinazy AKT. W btonie komérkowej kinaza AKT ulega fosforylacji i aktywacji przez ki-
naze 1 zalezng od fosfatydyloinozytolu (PDK1) i mTORC2 (mechanistic target of rapamycin complex 2), a nastepnie
translokacji do jadra komorkowego, gdzie reguluje aktywnos$¢ réznorodnych biatek zaangazowanych w podstawowe
procesy komorkowe, takich jak: mTOR, kinaza syntazy glikogenowej 3 (GSK-3) oraz czynniki transkrypcyjne z rodziny
(FOXO); BCAP — B-cell adaptor for PI3K

Figure 1. Activation of phosphatidyl inositol 3-kinase (PI3K) and AKT (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog
1) pathway in B-cells. PI3K is activated by numerous B cell surface receptors such as receptor of IL-7 (IL-7R), CD40,
Toll-like receptor (TLR or B-cell receptor (BCR). PI3K catalases phosphorylation of phosphatidylinositol (3,4)-bisphos-
phate (PIP,) to phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (PIP;), which mediates membrane recruitment of numerous
signalling proteins. One of the most important PI3K effectors is AKT kinase. Upon membrane recruitment and phos-
phorylation by pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 1 (PDK1) and mechanistic target of rapamycin complex 2
(mTORC2), active AKT translocates to the nucleus, where it phosphorylates many proteins implicated in cell growth,
cell division and suppression of apoptosis such as mTOR, glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) or transcription factors
FOXO (Forkhead box transcriptions factor, class O); BCAP — B-cell adaptor for PI3K

substratow AKT jest kinaza treoninowo-serynowa
mTOR. Kinaza ta jest katalityczng podjednost-
ka dwéch funkcjonalnie odrebnych kompleksow
roznigcych sie wrazliwoS$cia na rapamycyne
(mTORC11mTORC2) [23]. Kinaza AKT poS$rednio
kontroluje funkcje wrazliwego na rapamycyne
kompleksu mTORC1 poprzez fosforylacje 1 inak-
tywacje, hamujacego jego aktywnos¢, TSC1/2 [24].
Kompleks mTORCI1 jest efektorem AKT odpo-
wiedzialnym za regulacje syntezy bialek poprzez
fosforylacje dwoch biatek stymulujacych translacje,
kinazy S6 oraz biatka 4E-BP1. Kompleks mTORC1
stymuluje w ten sposob wzrost i1 proliferacje

komorek [25]. Innym waznym substratem kinazy
AKT jest kinaza syntazy glikogenowej 3 (GSK-3,
glycogen synthase kinase 3). Enzym ten bierze udziat
w regulacji syntezy glikogenu i bialek oraz wptywa
na funkcje licznych czynnikéw transkrypcyjnych,
przez co jest zaangazowany we wzrost komorki,
proliferacje, migracje, apoptoze oraz metabolizm
glukozy 1 odpowiedz immunologiczna.

Ponadto PI3K jest kluczowa dla aktywacji
Sciezki sygnalowej czynnika transkrypcyjnego
NF-«B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells), poniewaz w komorkach B
z delecjg genow kodujacych biatka BCAP 1 p85a
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nie wykazano wzrostu ekspresji genow antyapopto-
tycznych indukowanych przez NF-«B [26]. Kinaza
AKT fosforyluje i aktywuje kinaze I«B (IKK, kB
kinase), co prowadzi do fosforylacji i degradacji
inhibitora IkB, translokacji NF-«B do jadra komor-
kowego, a w rezultacie — do transkrypcji genow
regulowanych przez ten czynnik [27-29]. Kinaza
AKT w tym zakresie wspoldziala z kinazg tyrozyno-
wa Brutona (BTK, Burton’s tyrosine kinase) 1 kinaza
biatkowg C (PKC, protein kinase C).

Antyapoptotyczne dzialanie AKT wynika row-
niez z wplywu na regulacje funkcji niektorych
bialek z rodziny BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2).
Kinaza AKT fosforyluje seryne 136 proapoptotycz-
nego biatka BAD (BCLZ2-associated agonist of cell
death), przez co ulatwia wigzanie BAD z biatkiem
opiekunczym 14-3-3, prowadzi do uwolnienia biatek
antyapoptotycznych zwiazanych z BAD i sekwe-
stracji BAD w cytoplazmie [30-32]. Kinaza AKT
moze roOwniez wplywac na ekspresje biatek biorg-
cych udzial w regulacji apoptozy poprzez regulacje
aktywnoSci bialek z rodziny FOXO (Forkhead box
transcription factor, class O). Czynniki tej rodziny
sa jednymi z najistotniejszych efektorow $Sciezki
sygnatowej PI3K-AKT. Obejmujg one grupe czte-
rech pokrewnych biatek (FOXO1, 3, 4, 6), spoSrod
ktorych w komorkach uktadu chionnego najwyzszej
ekspresji ulegaja FOXO01, FOX03 1 FOX04 [33].
Czynniki te kontroluja ekspresje genow reguluja-
cych przebieg apoptozy, cykl komorkowy, naprawe
DNA, odpowiedz na stres oksydacyjny oraz meta-
bolizm glukozy. Aktywna kinaza AKT fosforyluje
jadrowe czynniki transkrypcyjne FOXO, co prowa-
dzi do ich interakgji z biatkiem opiekunczym 14-3-3,
eksportu do cytoplazmy, a w konsekwencji — do
zahamowania ich aktywnos$ci transkrypcyjnej [34].
Kinaza AKT blokuje w ten sposob odbywajaca sie
z udzialem FOXO transkrypcje gendow kodujacych
biatka promujace apoptoze i zatrzymanie cyklu ko-
morkowego, w tym: inhibitory cyklu komorkowego
p21WAFL j p27KIPL 357 hiatka p130 nalezacego
do rodziny biatek retinoblastoma [36], GADD45«a
(growth arrest and DNA-damage-inducible ) [37],
BIM (BCL-2 interacting mediator of cell death) [38]
1 ligandu FAS [39]. Nadekspresja biatka FOXO
z mutacja uniemozliwiajacg jego inaktywacje przez
AKT hamuje proliferacje i indukuje apoptoze ko-
morek B [40].

Powyzsze informacje wskazuja, ze z jednej
strony inaktywacja FOXO przez AKT jest klu-
czowa dla proliferacji komoérek B w odpowiedzi
na aktywacje Sciezki PI3K-AKT. Z drugiej jednak
strony, czynniki transkrypcyjne FOXO zwiekszaja
odporno$¢ komorki na stres oksydacyjny poprzez

indukcje transkrypcji gendow chronigcych przed jego
skutkami, takich jak manganowa dysmutaza ponad-
tlenkowa (MnSOD2, manganase superoxide dismu-
tase 2) oraz katalaza [41, 42]. W ten sposob FOXO
moga sprzyjaé przezyciu komorek w warunkach
stresu i kontrolowa¢ konsekwencje wytwarzania re-
aktywnych form tlenu (ROS, reactive oxygen species)
w warunkach spoczynkowych. Mechanizm ten jest
szczegolnie istotny w krwiotworczych komoérkach
macierzystych, poniewaz delecja FOXO u myszy
prowadzi do wyczerpania rezerw, a nastepnie utraty
tych komorek w wyniku wzrostu stezenia 1 aktyw-
no$ci ROS [43]. Zahamowanie AKT i rownoczesny
wzrost aktywnoSci FOXO s3 rowniez wymagane
na roznych etapach rozwoju limfocytow, w ktorych
indukuja ekspresje gendow kluczowych dla prawid-
fowego roznicowania tych komorek.

Drugim, obok kinazy AKT, istotnym efekto-
rem aktywnos$ci PI3K w limfocytach B jest BTK.
Kinaza ta nalezy do rodziny kinaz Tec zawierajacych
pojedyncza domene PH na N-kofcu. Interakcja
BTK z PIP; w blonie komorkowe;j jest konieczna
do pozniejszej fosforylacji 1 aktywacji tej kinazy
[44]. W odpowiedzi na aktywacje BCR dochodzi do
fosforylacji BTK na reszcie tyrozynowej 551 przez
jedna z kinaz nalezacych do rodziny Src, a nastepnie
do autofosforylacji 1 uzyskania jej pelnej aktywno-
Sci. Potem BTK fosforyluje 1 aktywuje fosfolipaze
Cy2, co skutkuje mobilizacja jonéw wapnia i akty-
wacja PKC, aktywujacej NF-«B. Aktywnos¢ PI3K
jest wymagana do pelnej aktywacji przekaznictwa
sygnalow zaleznych od jonéw wapnia w odpowiedzi
na aktywacje BCR, gdyz w limfocytach B z delecja
genu kodujgcego podjednostke katalityczng PISK
p1106 naptyw jonow wapnia do cytoplazmy jest
znacznie ograniczony [4, 5].

Rozwéj limfocytow B

Celem zlozonego 1 wieloetapowego procesu
rozwoju limfocytow B jest wytworzenie komorek
zdolnych do produkcji przeciwcial charakteryzuja-
cych sie wysokim powinowactwem do antygenu.
Pierwszymi stadiami w rozwoju limfocytow B sg
wczesne limfoidalne komorki progenitorowe (ELP,
early lymphoid progenitors) 1 wspoélne limfoidalne
komorki progenitorowe (CLP, common lymphoid
prognitors) (ryc. 2), w ktorych w szpiku kostnym
rozpoczyna sie proces rearanzacji gendw immuno-
globulinowych. Pierwsza zdeterminowana w kieru-
nku linii limfocytéw B komorka jest limfocyt pro-B.
Proces roznicowania w komoérke pro-B jest ztozony
1regulowany przez wspolpracujace ze sobg cytokiny,
miedzy innymi IL-7, 1 czynniki transkrypcyjne Ikaros,
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E2A, Pax5 i EBF1 i inne [45-47]. W stadium ko-
morki pro-B tancuch ciezki immunoglobulin IGH,
immunoglobulin heavy chain) ulega rearanzacji
w procesie rekombinacji V(D)] (variable, diverse, jo-
ning), w ktorym kluczowa role odgrywaja enzymy
kodowane przez geny Ragl i Rag?2 (recombination
activating gene 1/2). Jezeli proces rekombinacji jest
skuteczny 1 prowadzi do powstania funkcjonalnego
IGH, to komoérka rozpoczyna ekspresje prekur-
sorowego receptora B-komorkowego (pre-BCR),
zbudowanego ze zrekombinowanego taficucha
ciezkiego 1 zastepczego lancucha lekkiego (SLC,
surrogate light chain) oraz dwoch czasteczek syg-
nalowych Iga 1 IgB odpowiedzialnych za przekazy-
wanie sygnalu do wnetrza komorki.

Prawidiowo funkcjonujacy receptor pre-BCR
generuje sygnal, ktory jest warunkiem konty-
nuacji dalszego réznicowania tej linii. Skutkiem
aktywnosci pre-BCR 1 sygnatow cytokinowych
jest wylaczenie ekspresji jednego z dwoch alleli
genu lancucha ciezkiego i SLC oraz wznowienie
ekspresji genéw Rag [48]. Komorki posiadajace
funkcjonalny pre-BCR, zwane na tym etapie roz-
woju duzymi komorkami pre-B (large pre-B), dziela
sie kilkakrotnie, aby da¢ poczatek tak zwanym
malym komoérkom pre-B (small pre-B) (ryc. 2).
W matych niedzielacych sie komorkach pre-B do-
chodzi do wznowienia ekspresji Ragl/2 i rearanzacji
genu lancucha lekkiego immunoglobulin (IGL,
immunoglobulin light chain). Jezeli proces rearan-
zacji jest produktywny, to niedojrzale komorki B
rozpoczynajg ekspresje funkcjonalnego BCR.

U myszy niedojrzale komorki B, ktore nie
wykazuja autoreaktywnosci, tak zwane przej$cio-
we limfocyty B (fransitional B cells), opuszczaja
szpik kostny i migruja do otrzewnej (komorki B1)
badz kraza we krwi i zasiedlajag obwodowe narzady
chtonne (komorki B2) (ryc. 2). WSrod komorek
B2 mozna wyrézni¢ dwie subpopulacje — migru-
jace limfocyty B grudki chtonnej (FO, follicular
B cells) oraz limfocyty B strefy brzeznej (MZ,
marginal zone B cells), zasiedlajace strefe brzezna
Sledziony (ryc. 2). Jesli FO rozpoznaja antygen, to
nastepuje pobudzenie BCR powodujace aktywacje
wewnatrzkomorkowych szlakow sygnatowych
prowadzacych do proliferacji komorki i jej dalszego
roznicowania. Proces ten zachodzi w obwodowych
narzadach chionnych, w wyspecjalizowanych struk-
turach zwanych centrami germinalnymi (ryc. 2).

W strukturach tych zachodza dwa procesy
o kluczowym znaczeniu dla wytworzenia prze-
ciwcial o wysokiej swoisto$ci 1 roznych funk-
cjach efektorowych — hipermutacja somatyczna
(SHM, somatic hypermutation) oraz rekombina-

cja prowadzaca do przelgczania klasy przeciw-
cial (CSR, class switch recombination) (ryc. 2).
Zaréwno SHM, jak i CSR wymagaja aktywnoSci
enzymatycznej biatka AID (activation-induced
deaminase), ktorego ekspresja podlega czasowe]
regulacji podczas reakcji germinalnej. Wskutek wy-
tworzenia receptora powierzchniowego o wysokim
powinowactwie komorka B, uzyskujaca kostymula-
cje limfocytu T, ulega terminalnemu réznicowaniu
do komorki plazmatycznej lub limfocytu B pamieci.

Rola Sciezki sygnatlowej PI3BK-AKT
we wczesnym rozwoju limfocytow B

Wczesny rozwoj limfocytow B wymaga
wspoldzialania wielu czynnikow transkrypcyj-
nych i cytokin. Najistotniejsza cytoking na tym
etapie u zwierzat modelowych jest IL-7 i1 zalezna
od IL-7R aktywacja Sciezki sygnatowej Pi3k-Akt.
U cztowieka rola IL-7 wydaje sie mniejsza lub
przynajmniej kompensowana przez inny czynnik
[49-51]. Zdefiniowang funkcja IL-7 u ludzi jest
wplyw tej cytokiny na zahamowanie przedwczesnej
rearanzacji tancucha lekkiego [52].

U zwierzat delecja podjednostki regulatorowe;j
p85a prowadzi do bloku réznicowania limfocytow
na etapie pro-B/pre-B, natomiast delecja podjed-
nostki katalitycznej p1106 lub jej inaktywujace
mutacje powoduja czeSciowy blok réznicowania na
tym etapie [5, 53]. Niecatkowity blok w przypadku
delecji podjednostek Pi3k wynika najprawdopodob-
niej z mechanizmow kompensacyjnych bedacych
skutkiem obecnoSci pozostalych jednostek tego
enzymu. Aktywacja Pi3k na etapie pro-B wynika
gltownie z aktywnoSci IL-7-IL-7R, gdyz delecja
IL-7R powoduje podobny fenotyp — zatrzymanie
rozwoju komoérek B w stadium komorki pro-B
[54, 55]. Kolejnym ogniwem sygnalu Pi3k jest Akt,
gdyz wylaczenie aktywnoSci izoform 11 2 tej kinazy
w komorkach hematopoetycznych réwniez powo-
duje czeSciowy blok pro-B/pre-B [56]. Efektorem
tej osi warunkujgcym roznicowanie na etapie ko-
morki pro-B jest Foxol. Delecja Foxol indukowana
na wczesnych etapach rozwoju komoérek B powo-
duje zahamowanie réznicowania [57]. Poniewaz
Foxol reguluje ekspresje IL-7R, to zatrzymanie
rozwoju mysich limfocytow B z delecjg Foxol na
etapie komorek pro-B jest najprawdopodobnie]
wynikiem obnizonej ekspresji IL-7R, co w kon-
sekwencji prowadzi do zmniejszeniu proliferacji
1 wzrostu liczby komorek apoptotycznych. Sciezka
sygnalowa zalezna od IL-7R, P13k, Akt 1 Foxol sta-
nowi zatem uklad sprzezenia zwrotnego, w ktorym
ekspresja IL-7R zalezy od aktywnoS$ci czynnika
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Rycina 2. Rozwdj i réznicowanie limfocytow B zdeterminowane przy uzyciu modelu mysiego. Wczesny rozwdj ko-
morek w szpiku kostnym przebiega niezaleznie od antygenu. Wraz z postepem tego procesu zmniejsza sie potencjat
komorek do samoodnowy i nastepuje utrata zdolnosci réznicowania sie do innych typéw komoérek krwi. Poczawszy
od stadium naiwnej dojrzatej komorki B, jej dalszy los zalezy od kontaktu z antygenem. Wynikiem tego procesu jest
koncowe réoznicowanie sie komoérek B w komaorki pamieci lub komorki plazmatyczne wytwarzajgce przeciwciata o wy-
sokim powinowactwie. Szczegoty dotyczace $ciezki sygnatowej kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) i kinazy biatkowe;j
AKT (AKT) w tym procesie omowiono tekscie; HSC — krwiotwdrcza komérka macierzysta; ELP — wczesna limfoi-
dalna komorka progenitorowa; CLP — wspdlna limfoidalna komérka progenitorowa; T — limfocyt T; NK — komérka
naturalnej cytotoksycznosci; D,; — region D genu tancucha ciezkiego immunoglobulin; J,;, — region J genu tancucha
ciezkiego immunoglobulin; V,; — region V genu tancucha cigzkiego immunoglobulin; V| — region V genu taincucha
lekkiego immunoglobulin; J, — region J genu tancucha lekkiego immunoglobulin; BCR — receptor B-komérkowy;
pre-BCR — prekursorowy receptor B-komodrkowy; /arge pre-B — duza dzielagca sie komorka pre-B; small pre-B —
mata niedzielgca sie komorka pre-B; imm. B — niedojrzaty limfocyt B; B1 — subpopulacja komérek B otrzewnej;
B2 — subpopulacja komoérek B obwodowych narzadéw chtonnych; FO — migrujgce limfocyty B grudki chtonnej;
MZ — limfocyty B strefy brzeznej; Ag — antygen; naive B — naiwny limfocyt B; DZ — strefa ,ciemna” o$rodka roz-
mnazania; LZ — strefa ,jasna” osrodka rozmnazania; CB — centroblasty; CC — centrocyty; DC — komérka dendrycz-
na; SHM — hipermutacja somatyczna; CSR — rekombinacja przetgczania klas

Figure 2. Outline of B-cell developmental stages determined using the mouse model. The early B cell development
occurs in the bone marrow through antigen-independent differentiation stages. Subsequent stages are characterized
by decreased self-renewal potential and reduced capability of giving rise to other types of blood cells. Beginning with
the naive B-cell stage, its further fate depends on antigen encounter. The outcome of this process is generation of
the high-affinity antibody producing plasma cells or memory B cells. See text for details; HSC — hematopoietic stem
cell; ELP — early lymphoid progenitor; CLP — common lymphoid progenitor; T— T lymphocyte; NK — natural killer
cell; Dy — diversity segment of the immunoglobulin heavy chain; J; — joining segment of the immunoglobulin heavy
chain; V|, — variable segment of the immunoglobulin heavy chain; V| — variable segment of the immunoglobulin
light chain; J, — joining segment of the immunoglobulin light chain; BCR — B-cell receptor; pre-BCR — precursor
B-cell receptor; large pre-B — proliferating pre-B cell; small pre-B — non-proliferating pre-B cell; imm. B — imma-
ture B lymphocyte; B1 — subpopulation of B cells residing in peritoneum; B2 — subpopulation of B cells residing in
lymphoid organs, such as spleen; FO — follicular B cells; MZ — marginal zone B cells; Ag — antigen; DZ — germinal
centre “dark” zone; LZ — germinal centre “light” zone; CB — centroblasts; CC — centrocytes; DC — dendric cell;
SHM — somatic hypermutation; CSR — class switch recombination
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Foxol. Drugi defekt w komorkach pro-B myszy
z delecja Foxol dotyczy obnizenia transkrypcji
genow Ragl 1 Rag2. Foxol bezposrednio oddziatuje
z sekwencja wzmacniajacg (enhancerem) Erag ak-
tywujacym transkrypcje Ragl/2 i umozliwiajacym
rekombinacje V(D)] [58, 59].

Obserwacje te wskazuja, ze zaro6wno pelna
inaktywacja Foxol, jak i1 jego nadaktywnoS¢ powo-
duja zaburzenia w ekspresji genow wymaganych
do prawidlowego przebiegu roznicowania komorek
pro-B. Inkubacja komorek pro-B z IL-7 wywoluje
aktywacje Sciezki Pi3k-Akt [60, 61], a inhibicja
kinazy Pi3k lub Akt in vitro podwyzsza ekspresje
genow Rag [62], co sugeruje, ze Sciezka ta hamuje
aktywno$¢ transkrypcyjna Foxol 1 ekspresje za-
leznych od niego genow. Podobny efekt wywoluje
delecja genu Sinl, kodujacego biatko wchodzace
w sklad kompleksu mTORC2, ktory odpowiada za
fosforylacje 1 aktywacje kinazy Akt. Delecja tego
genu prowadzi do utraty zdolno$ci Akt do bloko-
wania aktywno$ci transkrypcyjnej Foxol. Myszy
z delecja Sinl wykazuja podwyzszong ekspresje
zaleznych od Foxol genow IL-7R i Ragl/2, promu-
jaca diuzsze przezycie komorek pro-B [63]. Jedno-
cze$nie delecja Foxol calkowicie znosi ekspresje
Ragl/2 [64]. Reasumujac, prawidlowy przebieg
wczesnych etapow roznicowania komorek B wy-
maga Scislej regulacji aktywnoSci osi Pi3k-Akt-
-Foxo, a zaburzenie tej kontroli, zarowno przez
hiperaktywacje osi, jak 1 wylaczenie jej efektorow,
prowadzi do zaburzen w réznicowaniu limfocytow.

Komorki B posiadajace funkcjonalny pre-
-BCR wchodzg w kolejne etapy rozwoju [65].
W odpowiedzi na sygnat z IL-7R, a prawdopodob-
nie rowniez pre-BCR, w proliferujacych duzych
komorkach pre-B wzrasta aktywnos¢ Pi3k-Akt,
co z kolei prowadzi do zahamowania aktywno$ci
Foxol, obnizenia ekspresji Ragl/2 1IL-7R i sprzyja
postepowi cyklu komorkowego [66]. Wyciszenie
sygnatu z IL-7R nastepujgce w matych komorkach
pre-B obniza aktywno$¢ Pi3k-Akt i w rezultacie
wywoluje wzrost ekspresji 1 aktywnosci czynni-
kow transkrypcyjnych Foxol 1 Pax5 aktywujacych
wiele genow kluczowych dla dalszego rozwoju
komorki pre-B, takich jak Ragl/2 czy Bink [66].
Reekspresja genow Ragl/2 umozliwia komorce re-
kombinacje Igl, natomiast biatko adaptorowe Blnk
uczestniczy w przekazywaniu sygnalu z receptora
pre-BCR przez kinaze Syk do wnetrza komorki;
oba te mechanizmy promuja rearanzacje 1 ekspresje
Igl. Delecja Foxol w komorkach pro-B skutkuje
obnizeniem ekspresji obu genow Rag 1 wstrzy-
maniem rozwoju limfocytow B w stadium pre-B,
podkres$lajac decydujaca role Foxol w regulacji

ekspresji genow Rag, rowniez w komorkach pre-
-B [57]. Podsumowujac, Sciezka Pi3k-Akt promuje
proliferacje duzych komorek pre-B i jednoczesnie
wplywa na proces rekombinacji tancuchow lekkich
zalezny od Foxol [67]. Jezeli rekombinacja tancu-
cha lekkiego jest produktywna, to komorka pre-B
kontynuuje swoj rozwoj jako niedojrzatly limfocyt B,
wykazujacy ekspresje BCR klasy IgM/IgD na btonie
komorkowej. Konstytutywny, toniczny i niezalezny
od antygenu sygnatl z BCR jest niezbedny, by lim-
focyt mogt kontynuowac réznicowanie, wyjsc ze
stadium komorki pre-B i wyciszy¢ ekspresje genow
Rag [68]. Genetyczna delecja SYK powoduje, ze
toniczny sygnal nowo powstalego BCR nie jest
w stanie aktywowaé PI3K 1 wylgczyC ekspresji
Ragl 1 Rag2, a komorki z takim defektem wyka-
zujg ciagla aktywno$¢ procesu rekombinacji genu
tancucha lekkiego [69].

Aktywno§¢ PI3K odgrywa rowniez role w pro-
cesie negatywnej selekcji i klonalnej delecji nowo
powstatych, autoreaktywnych, niedojrzatych ko-
morek B [70, 71]. Autoreaktywne BCR zostajg
internalizowane, w wyniku czego nie s w stanie
aktywowac Pi3k, co w konsekwencji prowadzi do
kontynuacji procesu rekombinacji tancucha lek-
kiego. Podwyzszona ekspresja PTEN i obnizony
sygnal z CD19 dodatkowo hamuja aktywnos$¢
Sciezki Pi3k-Akt. Przediuzajacy sie stan obnizo-
nej aktywnosci osi Pi3k-Akt moze powodowac
ekspresje proapoptotycznych genéow zaleznych
od Foxol 1 sprawiaé, ze autoreaktywne komorki
B sa bardziej podatne na apoptoze. Wprowadze-
nie konstytutywnie aktywnej formy kinazy Akt
do niedojrzalych komorek B prowadzi natomiast
do wytaczenia tego mechanizmu kontrolnego,
nieprawidlowo$ci w procesie negatywnej selekcji
1 pozwala autoreaktywnym komorkom B na opusz-
czenie szpiku kostnego [70, 71].

Rola osi PI3K-AKT w homeostazie
obwodowych limfocytow B

Aktywno§¢ Sciezki Pi3k-Akt, zalezna od BCR,
odgrywa rowniez wazng role w réznicowaniu
1 przezyciu obwodowych komorek B. Kluczowym
sygnalem antyapoptotycznym dla naiwnych obwo-
dowych limfocytéw B jest toniczny, niezalezny od
antygenu, sygnat z BCR [72-75]. Indukowalna de-
lecja BCR u myszy powoduje Smier¢ obwodowych
limfocytéw B, co wskazuje, ze ekspresja BCR jest
niezbedna do przezycia tych komorek [73]. Sygnat
ten zalezy od zdolno$ci BCR do inicjacji transduk-
¢ji sygnalu przez Iga 1 aktywacji szlaku Pi3k-Akt.
Utrata domeny ITAM w Iga, a tym samym — za-
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hamowanie rekrutacji kinaz do Iga, spowodowaly
utrate dojrzatych komorek B [76], natomiast delecja
fosfatazy PTEN lub wprowadzenie konstytutywnie
aktywnej PI3Ko do komorek z ekspresja Iga po-
zbawionej domen I'TAM spowodowalo ocalenie
obwodowych, spoczynkowych limfocytow B pozba-
wionych sygnatu BCR [77]. Efektorem osi, rowniez
w tym przypadku, jest Foxol, poniewaz delecja jego
genu miala podobny wplyw na przezycie komorek
pozbawionych sygnalu BCR. Delecja Foxol w ob-
wodowych limfocytach B prowadzi rowniez do
zmniejszenia ich liczby w weztach chlonnych z po-
wodu obnizenia ekspresji L-selektyny — bialka
odgrywajacego kluczowsa role w zasiedlaniu ob-
wodowych narzadéw chtonnych przez limfocyty B
[57]. Delecja Foxol wplywa rowniez na rozklad
subpopulacji komorek B, powodujgc wzrost liczby
komorek MZ w obwodowych narzadach chtonnych
[57, 78]. Podobnie indukowalna delecja PTEN
u myszy wywoluje wzrost liczby komorek MZ
z jednoczesnym zmniejszeniem sie populacji komo-
rek FO w §ledzionie [79]. Przeciwstawny fenotyp,
charakteryzujacy sie obnizong liczba komorek
MZ, obserwuje sie w przypadku delecji Pi3k lub
inaktywacji Aktl/2 [4, 80-82]. Rowniez u myszy
z delecja CD19 obserwuje sie zmniejszenie liczby
komorek MZ [81]. Reasumujac, badania te wskazuja
ze zarowno funkcjonowanie dojrzatych komorek
B, jak 1 rozklad komorek B miedzy specyficzne
subpopulacje sa w znacznym stopniu kontrolowane
przez aktywnos¢ osi Pi3k-Akt-Foxo.

Rola Sciezki PI3BK-AKT w koncowym
roznicowaniu sie limfocytow B

Podczas odpowiedzi immunologicznej zaleznej
od limfocytow T aktywowane limfocyty B podlegajg
reakcji germinalnej, w czasie ktorej proliferuja
1 prowadza edycje genéow immunoglobulinowych
wywolujacg dojrzewanie powinowactwa przeciwcial
1 zmiany ich funkcji efektorowych. Cze$¢ przeciw-
cial po immunizacji antygenem T-zaleznym jest
wydzielana, zanim jeszcze dojdzie do zakonczenia
reakcji germinalne;j. Ich zrodiem sg plazmablasty
pozagrudkowe (extrafollicular plasmablasts) 1 krot-
ko zyjace komorki produkujace przeciwciata (ASC,
antibody-secreting cell), a wiec komorki, ktore nie
weszly w reakcje germinalng [82, 83]. Decyzja
o kierunku rozwoju komorki B po immunizacji
W strone rozpoczecia reakcji germinalnej lub wy-
twarzania przeciwcial zalezy od poziomu aktyw-
nosci Pi3k. Podwyzszenie aktywno$ci Pi3k-Akt
poprzez delecje Pten poteguje roznicowanie sie
komorek B w kierunku ASC, hamuje CSR oraz re-

akcje germinalng [79, 84]. U podstaw tego mecha-
nizmu leza fosforylacja i inaktywacja Foxol przez
Akt, prowadzaca do zahamowania ekspresji genu
kodujacego deaminaze Aid, kluczowa dla CSR.
Wprowadzenie do mysich komorek B z delecja Pten
konstytutywnie aktywnego Foxol przywraca eks-
presje Aid i aktywuje CSR. Badania te wskazujg, ze
los aktywowanych przez antygen komorek zalezy
od poziomu aktywnosci Pi3k-Akt. Pozostaje niejas-
ne, jak jest definiowany prog aktywnosci Pi3k-Akt-
-Foxo, ktory determinuje taki lub inny los komorki.
Co wiecej, caltkowite wylaczenie aktywnosci Pi3k
poprzez delecje p1106 lub CD19 powoduje zupel-
ny brak grudek chionnych po immunizacji [4, 5].
Zahamowanie Sciezki sygnatowej Pi3k-Akt moze
rowniez ograniczaC reakcje germinalng poprzez
negatywne oddzialywanie na réznicowanie sie
1 funkcje pomocniczych grudkowych limfocytow T
(Tth, T follicular helper) [85]. Delecja Foxol w ko-
morkach T wzmaga roéznicowanie sie komorek Tth
1 reakcje germinalng, co sugeruje, ze aktywacja
Pi3k-Akt i1 bedaca jej nastepstwem inaktywacja
Foxo promujg rozwoj komorek Tth [86]. Aktywnos§¢
Pi3k-Akt ma zatem odmienne skutki w komorkach
B 1 T w kontekscie reakcji oSrodka rozmnazania.
W limfocytach T utrata aktywno$ci Foxo wzmaga
reakcje germinalna, natomiast w limfocytach B
wywoluje zahamowanie tej reakcji.

Whioski i perspektywy

Sciezka sygnatowa PI3K-AKT-FOXO odgrywa
kluczowa role w rozwoju 1 roznicowaniu limfocytow
B. Reguluje ona zdolno$¢ komérek do proliferacji,
rekombinacji genéw immunoglobulinowych, doj-
rzewania, sprawno$¢ metaboliczng limfocytéw 1ich
prog apoptotyczny. Jednym z gtownych efektorow
tej Sciezki sa czynniki transkrypcyjne rodziny
FOXO.

Mimo poznania sposobu regulacji aktywnosci
osi PI3K-AKT-FOXO i wplywu jej zaburzen na
rozwoj limfocytow B, wiele pytan nadal pozostaje
bez odpowiedzi. Na przykliad nie jest jasne, dla-
czego rozne receptory aktywujace o$ wywieraja
odmienne skutki metaboliczne. Watpliwos$ci budzi
rowniez sposoOb, w jaki komorka definiuje wyma-
gany poziom aktywnosci FOXO, poniewaz zaro6wno
zwiekszenie aktywnos$ci PI3K, jak 1 catkowita
blokada tego szlaku powoduje zaburzenia roznico-
wania i/lub ma charakter onkogenny. Chociaz niska
aktywno$§¢ AKT 1 jadrowa lokalizacja czynnikow
transkrypcyjnych FOXO indukuje ekspresje genow
proapoptotycznych, to jest ona istotna na roznych
etapach roznicowania komoérek B i odpowiada za
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indukcje ekspresji wielu gendéw niezbednych do
rozwoju limfocytow, nie powodujac zatrzymania
cyklu komorkowego i apoptozy. Mechanizmy wply-
wajace na ostateczny skutek aktywnosci czynnikow
FOXO nie sa dobrze scharakteryzowane i moga wy-
nikac z innych modyfikacji potranslacyjnych FOXO
1 wspélistniejacych sygnatow. Szerokie spektrum
proceso6w komoérkowych regulowanych przez o$
PISK-AKT-FOXO powoduje, ze wiele nowotworow,
w tym B-komorkowych, wykazuje konstytutywna
aktywnosS¢ tej osi, a indukowalna delecja Foxo
prowadzi do rozwoju chloniakow, co wskazuje na
supresorowa role tego czynnika transkrypcyjnego.
W nastepnej czesci tej pracy zostang przedsta-
wione mechanizmy oraz konsekwencje deregulacji
aktywnoSci osi PI3K-AKT-FOXO w nowotworach
B-komorkowych u ludzi oraz potencjalne strategie
terapeutyczne celujace w te Sciezke sygnatows.
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