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LUHIKOKKUVOTE

Proteiin kinaas B (PKB) ehk Akt on oluline seriin/treoniin kinaas mitmetes
bioloogilistes protsessides nagu elulemus, kasv, migratsioon ja proliferatsioon. Akt
on kasvufaktoritest ja teistest rakuvilistest stiimulitest ldhtuvas signaaliiilekandes
tiheks kesksel kohal olevaks signaalvalguks. Akt-il on mitmeid elulisi rolle
vahendavaid tsiitosoolseid ja tuumseid substraate ning ebakorrapdrane
signaliseerimine on mitmete haiguste, sealhulgas ka vihkkasvajate, pohjuseks.

Seetdttu on oluline moista Akt-i signaliseerimise mehhanisme.

Peamiste viliskeskkonna signaalide edastamise eest rakku vastutavad rakuviline
maatriks (ECM) ja kasvufaktorid, mis edastavad signaale vastavate
rakupinnaretseptorite, integriinide ja retseptortiirosiinkinaaside (RTK) kaudu, ning
toimivad nii tksteisest sdltumatult voi teineteist mdjutades. Mitmed rakusisesed
adaptorvalgud seonduvad integriinidega, tagades diinaamilise {iihenduse aktiini
tsiitoskeleti ja ECM-i vahel ning signaaliiilekandes oluliste fokaaladhesioonide (FA)
moodustumise. Integriinidega seondub aktiinitsiitoskeletti iihtseks vdrgustikuks
tthendav valkude perekond filamiinid, mille laialdasemalt levinud isovormiks on
Filamiin A (FLNa). Filamiinid toimivad signaaliiilekande platvormvalkudena
interakteerudes olenevalt edastatavast stiimulist erinevate transmembraansete
retseptoritega ja tsiitoplasmaatiliste struktuur- ning signaalmolekulidega. Oluline
signaliseerimise kaskaad, mis aktiveeritakse nii retseptor-tiirosiinkinaaside kui ka
integriinide stimulatsiooni tulemusena, on mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaasi
(MAPK) signaalirada, mille tahtsaks, mitmeid funktsioone vahendavaks liikmeks on

ekstratsellulaarse signaal-reguleeritud kinaas (ERK1/2).

Akt-i paiknemine tuuma on aastaid olnud teadlaste huviorbiidis. Vaatamata sellele
pole Akti-i tdpne tuuma translokatsiooni molekulaarne mehhanism teada, mistottu oli
tiheks kédesoleva t60 peamiseks eesmirgiks selgitada vilja FLNa kui olulise
signaaliiilekande platvormvalgu roll Akt-i aktiveerimises ja lokalisatsioonis. Samuti
oli eesmargiks selgitada vilja FLNa roll EGFR-I ja integriinide- vahendatud ERK1/2
ja fokaaladhesioonide regulatsioonis. FLNa rolli hindamiseks vorreldakse t66s M2
inimese melanoomi rakke, kus puudub endogeenne FLNa, EGFP-ga konjugeeritud

taispikka FLNa-d vai selle erinevaid piirkondi ekspresseerivate M2 rakkudega.



Antud t66s ndidati immunofluorestsents- ning tuuma- ja tsiitoplasmafraktsioonide
analliiisi abil FLNa ekspressiooni vajalikkust Akt-i paiknemiseks tuuma ning
intensiivsemat Akt-i seriini 473 fosforiileerimist EGF-iga stimuleeritud rakkudes.
Samuti ndidati, et tuuma paiknenud Akt on FLNa-d ekspresseerivates rakkudes
seriinil 473 fosforiileeritud ja tuuma paiknemiseks on oluline EGFR-i ja PI3K
aktiivsus. Kinnitamaks Akt-i fosforiileerimise olulisust selle tuumalokalisatsiooniks
on vajalikud edasised katsed. Kinaasi assay’s ndidati, et EGF-iga stimuleeritud
FLNa-d ekspresseerivates rakkudes on Akt-i Kkataliiitiline aktiivsus korgem.
Valgukomplekside immunosadestamisest selgus, et mehhanism, mis tagab Akt-i
paiknemise tuuma FLNa-d ekspresseerivates rakkudes, ei soltu interaktsioonist FLNa
ja Akt-i vahel ning tuuma translokatsiooni méddravad teised FLNa-st sdltuvad
mehhanismid. Kinnitamaks, milline FLNa osa on vajalik Akt-i tuumalokalisatsiooni
vahendamises on vaja teha korduskatsed 1-8+24, 8-15+24 ja 16-24 ekspresseerivate
M2 rakkudega.

Toos leiti, et EGFR-i poolt aktiveeritud ERK1/2 ko-lokaliseerub FLNa-ga M2F
rakkude membraanis ning et selleks on vajalik EGFR-i ja PI3K aktiivsus.
Kollageenil moodustuvad FLNa-d ekspresseerivates rakkudes FA-d, mis EGFR-i
stimulatsiooni jdrel katkevad EGFR-i ja PI3K kataliiiitilisest aktiivsusest soltuvalt,
ning rakkude morfoloogia ja aktiini organiseeritus rakkudes erineb olenevalt
adhesioonisubstraadist ning FLNa ekspressioonist. Tuvastati ka vdimalik integriini

tiilipi kollageeni retseptorite vahendatud FLNa-st sdltuv EGFR-i transaktivatsioon.



