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Abstract. T�� ���������������� 3-�������A�� ������� ������-T�� ���������������� 3-�������A�� ������� ������-
���� ��mm��l� ���ur� �� ��r��u� ����� �f �um�� �����r ��� 
��� �� �m��r���� r�l� �� ���m�r���������. C�mb������� �f 
�r��������l ���m����r��� �rug� ��� m�l��ul�r-��rg���� �g���� 
�� � �r�m����g ��r���g� f�r �����r ���r���, ����� ��� ����� 
�������� ������x����� ��� l���r �rug r���������. T�� �r����� 
��u�� f�u�� ���� ��� A�� ����b���r, MK-2206, ��� ���r���� ��� 
�ff��� �f ����l���� �� ��� g���r�� �����r ��ll l��� AGS, ����� ��� 
��g��r A�� �������r�l�����, bu� �x��b���� � ���r ��mb������� 
�ff��� �� MKN-45 ��� MGC-803 ��ll�, ����� ���� l�m���� 
A�� ����������. T�� MTT ����� ��m����r���� ���� ��qu�����l 
�r���m��� �f ����l����, f�ll���� b� ��� A�� ����b���r, MK-2206, 
��u��� � ����rg����� �ff��� �f �r�l�f�r����� ����b�����, ��� ��� 
apoptosis assay by propidium iodide/fluorescein isothiocya-
���� �������g �l�� ������ ���� ��mb������� �r���m��� ���u��� 
m�r� ��������� ��m��r�� �� ��� m������r��� gr�u��. U���g 
western blot analysis, MK-2206 was shown to significantly 
�u��r��� ��� �������r�l����� �f A�� (S�r473), ������r, ��� 
�x�r������ �f ����l A�� r�m����� ��� ��m�, ��� ��� ��mb���-
���� �r���m��� �l�� ���r����� ��� �x�r������ �f �l����� ��l� 
��������� ����������� r�b��� ��l�m�r���, ����� ����r�bu��� 
�� ���������.

Introduction

G���r�� �����r �� � ���� �f ��mm�� ��� f���l ��g������ 
m�l�g���� �������, ��r���ul�rl� �� �����r� A��� (1), ����� 

��� � �������� �� ���ur �� m��������� �� ��� ��rl� ���g�. 
D������ ��� �r�gr��� �� ��rl��r ���g����� ��� ��� ���r���u��� 
��r���g���, ����� �m�r���� ��� ���r�ll �r�g����� f�r g���r�� 
�����r ��������, �������� g���r�� �����r r�m���� � r�g�r�u� 
���ll��g� f�r �l�����l ���ff, ��� ��� m����� ���r�ll �ur����l 
�� <1-���r, ��� 5-���r �ur����l �� ~7% f�r m��������� g���r�� 
�����r ������� (2). C��m����r��� �� �� �x�r�m�l� �m��r���� 
���r���u��� ��r���g� f�r �������� g���r�� �����r; ������r, 
���m����r��� r��������� �� � ����r� �b����l� (3), ��r���ul�rl� 
f�r �������� ��� m��� �r�gr������ �r r����ur �ub��qu��� �� 
finishing their first-line treatment, and these patients are rarely 
�u���bl� f�r ���������l �r���m��� �� �um�r ��ll� ���� � ���r 
r������� �� ��� ������x�� �rug� �r �rug ��mb�������� (4).

T� ���r��m� ��� ��l�mm� ���u��� b� ���m����r��� r����-
�����, �um�r�u� m�l��ul�r-��rg���� �g���� ���� b��� ����g��� 
��� �������r�� �� ��� ���r���u��� ��r���g��� f�r ����r�l m�l�g-
���� �������� (5,6), �u�� �� �r���uzum�b f�r H�r-2 �������� �� 
br���� �����r ��� g���r�� �����r (7,8), ��� � �umb�r �f ����r 
���r������ m�l��ul�r-��rg���� �g���� ���� �l�� b��� m�rg�� 
��� ���� ����� �r�m����g ���� �� �r��l�����l �r��l� (9-11).

T�� ���������������� 3-������ (PI3K)�A�� ������� 
���r�gul����� ��� b��� ����l� r���r��� �� ��ff�r��� ����� 
�f m�l�g���� �������� (12,13), �u�� �� ��� PIK3CA g��� 
amplification or activation mutation, overactivation of the 
������r��m m�l��ul� A��, ��� l��� �f �um�r �u��r����r 
����������� ��� ������ ��m�l�g (14). I� g���r�� �����r, ��� 
�b��rm�l����� �f ��� PI3K�A�� ������� �r� �������r�� �� 
���� �� �m��r���� r�l� �� ��r����g������, �r�l�f�r����� ��� 
r��������� �� ���m����r��� �rug� (15,16). A��������ll�, �� 
r���r��� �� � �r����u� ��u��, ��� �r���m��� �f �����������l 
���m����r��� �rug� ��� ���u�� fur���r ���������� �f ��� 
PI3K�A�� ������� �� � �umb�r �f ��l�� �����r� (17), ����� 
m�� l��� �� ��� ���urr���� �f ��qu�r�� �rug r���������. 
T��r�f�r�, �� ���������z� ���� A�� ����b����� m�� ���r���� 
��� �ff������� �f ���m����r��� ��� r���r�� ��� �rug 
r���������.

MK-2206 �� � ��g�l� ��l������ �r�l A�� ����b���r, ����� 
��� � ��g��r ����b����� �ff��� �� A��1 ��� A��2, ��m��r�� �� 
A��3. In vitro, MK-2206 �� f�u�� �� ���� � ����rg����� �ff��� 
���� �����������l ���m����r��� �g���� �� ���r��� �����r ��� 
�������r��m� (18,19). H�����r, �� ��� b��� �f �ur ����l��g�, 
���r� �r� �� �r����u� ��u���� ���lu����g ��� ��mb������� �ff��� 
�f ����l���� ��� MK-2206 �� g���r�� �����r.
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Materials and methods

Cell culture. G���r�� �����r ��ll l���� AGS, MGC-803 ��� 
MKN-45 ��r� �ur������ fr�m ��� C�ll B��� �f C���� 
(S���g���, C����), ��� �ll ����� ��r�� ��ll l���� ��r� gr��� 
in RPMI-1640 (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, 
USA) �u��l�m����� ���� 10% f���l b����� ��rum (G�m��� 
Scientific, West Sacramento, CA, USA) at 37˚C in a humidi-
fied atmosphere with 5% CO2, ��� ��� �ul�ur� m���um ��� 
r�u����l� ����g�� ���r� 3 ����.

Drug sensitivity assay. C�ll ��r� ������ �� 96-��ll� �l��� 
���� � ������� �f 5,000 ��ll����ll, �r����� ���� ����l���� 
(S�gm�-Al�r���, I��., S�. L�u��, MO, USA) f�r 24 �, f�ll���� 
b� ��� A�� ����b���r, MK-2206 (S�ll��� C��m���l�, H�u����, 
TX, USA), f�r ������r 48 �. T�� m������r��� ����r�l gr�u�� 
��r� �r����� ���� ����l���� f�r 24 � f�ll���� b� ��m����l 
�ulf�x��� (DMSO) (S�gm�-Al�r���, I��.) f�r ������r 48 �, �r 
��r� �r����� ���� MK-2206 �l��� f�r 72 �, ��� ��� �ul�ur� 
m���um �� ���� ��ll ��� ������rg�� ��� 20 µl 3-(4,5-��m���-
�l����z�l-2-�l)-2,5-�������l���r�z�l�um br�m��� (MTT) 
(S�gm�-Al�r���, I��.) ��� �����. T�� ��ll� ��r� �ul�ur�� 
f�r ������r 4 �, MTT �� ���� ��ll ��� r�m���� ��� 150 µl 
DMSO ��� ����� �� ���� ��ll ��� ��� �ul�ur�� f�r ������r 
5 min to dissolve the crystal at 37˚C. The absorbance was 
m���ur�� b� m��r��l��� r����r �� 490 �m (EXI800; B��T��, 
WI������, VT, USA).

Apoptosis assay by flow cytometry. Sub��qu��� �� ������g 
��� AGS g���r�� �����r ��ll� �� 6-��ll �l���� ���� � ������� �f 
2x105 ��ll����ll, ��� ��ll� ��r� �r����� ���� ����l���� f�r 12 �, 
f�ll���� b� MK-2206 f�r 24 �, ��� ��� m������r��� gr�u�� 
��r� �r����� ���� ����l���� f�r 12 � f�ll���� b� DMSO f�r 
������r 24 � �r MK-2206 �l��� f�r 24 �. T�� ����r�l gr�u� ��� 
�r����� ���� DMSO �l���. F�ll����g ��� ��r������g �f ��ll� �� 
���� ��ll, �������g ��� ��rf�rm�� ���� ��� A���x�� V��r��-
���um ������ (PI) ��� (N��j��g K��g�� B��������l�g�, N��j��g, 
C����) ����r���g �� ��� m��uf���ur�r'� �r�����l, ��� 
PI�flu�r������ �������������� ���-��m�������l fl�� ����-
m��r�� ���l���� ��� ��rf�rm��.

Western blot analysis. T�� g���r�� �����r AGS ��ll� ��r� 
�r����� ���� ����l���� f�r 12 �, f�ll���� b� MK-2206 f�r 24 �, 
��� ��� ��ll� ��r� ������ b� ���������-buff�r�� ��l��� �����, 
��r������ ��� l���� �� r�����mmu���r����������� ����� buff�r 
(S�gm�-Al�r���, I��.) ���� �r������ ����b���r�. C�ll l������ 
���������g 50 µg �f �r����� ��r� r���l��� �� ����um ������l 
�ulf���-��l���r�l�m��� g�l �l���r����r���� (SDS-PAGE), 
transferred onto a polyvinylidene fluoride filter, and probed 
���� ��� ����b����� �f ����l A�� [r�bb�� m����l���l ����b��� 
(mAb); 1:1,000; C�ll S�g��l��g T�����l�g�, D����r�, MA, 
USA), �-A�� (S�r473; r�bb�� mAb; 1:1,000, C�ll S�g��l��g 
T�����l�g�), �l����� ��l���������� ����������� r�b��� 
��l�m�r��� (PARP) (r�bb�� mAb; 1:1,000, C�ll S�g��l��g 
T�����l�g�) ��� gl���r�l������ 3-��������� �����r�g����� 
(GAPDH) (r�bb�� mAb, 1:4,000; S�����g B��������l�g�, 
Wu���, C����). Pr�m�r� ����b����� ��r� �������� ���� ��� 
�������r� ����b����� �f g��� ����-r�bb��, u���g �������� 
���m�lum��������� (1:3,000; B��j��g B�����m� B��l�g�, 
B��j��g, C����).

Statistical analysis. R��ul�� ��r� ��l�ul���� �� m��� ± ����-
��r� ���������. T��-����� �-���� ��� u��� �� ������ ����������l 
significance, and P<0.05 was considered to indicate a statisti-
cally significant difference.

Results

Gastric cancer cell line with the higher Akt phosphorylation is 
more resistant to cisplatin. T� ������ ������r A�� �������r�l�-
���� ��� � r�l� �� �rug r��������� �� ����l���� �� g���r�� �����r, 
�����r� bl�� ���l���� ��� ��rf�rm�� �� ������ ��� l���l �f �-A�� 
(S�r473) �� ��r�� g���r�� �����r ��ll l����, AGS, MGC-803 
��� MKN-45. T�� l���l �f �-A�� �� AGS ��ll� ��� ��g��r 
��m��r�� �� MGC-803 ��� MKN-45 ��ll�, ��� ��� MTT ����� 
��� u��� �� ����rm��� ��� �ff��� �f ����l���� �� ����� ��r�� 
��ll l���� (F�g. 1A). T�� ��lf m�x�m�l ����b���r� �������r�-
���� (IC50) �f ����l���� f�r ���� ��ll l��� ��� ��l�ul����. T�� 
IC50 �f AGS ��� �lm��� ����� �� ��g� �� f�r MGC-803 ��� 
MKN-45 (F�g. 1B), ����� m�� �������� ���� A�� �������r�l�-
���� ��� ���r���� ��� r��������� �� ����l���� �� g���r�� �����r 
��ll�.

Akt inhibitor MK-2206 increases the effect of cisplatin with 
a sequence-dependant manner in gastric cancer cells. A� 
A�� �������r�l����� m�� ���� � r�l� �� ��� r��������� �� 
����l����, �� ���������z�� ���� A�� ����b����� m�� ���r���� 
the effect of cisplatin in gastric cancer cells. To confirm 
���� ����������, ��� A�� ����b���r MK-2206 ��� u���, ��� 
�� � �r����u� ��u��, ��r�� ��qu����� ���� b��� u��� �� 
������ ��� ��mb������� �ff��� �f MK-2206 ��� �r��������l 
���m����r��� �rug� �� �����r: Tr��������l �rug� f�ll���� 
b� MK-2206, MK-2206 �r��r �� �r��������l �rug�, ��� 
MK-2206 ��� �r��������l �rug� ��mul�����u�l�, ��� �� ��� 
b��� r���r��� ���� �r��������l �rug� f�ll���� b� MK-2206 
������ � g��� �ff���, ��� ��� �ff��� �f ����r ��� ��qu����� 
��r� l�m���� (18,19). MK-2206 ��� ���r���� ��� �ff��� �f 
����l���� �� ��g� �-A�� ���������� g���r�� �����r AGS ��ll�, 
bu� ��� ��mb������� �ff��� ��� ���r �� ��� ����r ��� g���r�� 
�����r ��ll� ���� l���r �-A�� (F�g. 2).

MK-2206 can increase the apoptosis induced by cisplatin in 
gastric cancer cell line AGS. T�� ��mb������� �f MK-2206 
��� ����l���� l��� �� � ��������� ������x�� �ff��� �� ��� ��g��r 
A�� �������r�l����� g���r�� �����r ��ll l���, AGS; ������r, 

F�gur� 1. Ex�r������ �f �-A�� (S�r473) ��� ��lf m�x�m�l ����b���r� ���-
����r����� (IC50) �f ����l���� �� g���r�� �����r ��ll l����. (A) T�� r��ul�� 
�f �����r� bl�� ���l���� ������ ���� ��� �x�r������ �f �-A�� (S�r473) ��� 
��g���� �� ��� g���r�� �����r AGS ��ll l���. (B) Fr�m ��� r��ul�� �f ��� MTT 
�����, ��� IC50 �f ����l���� �� ��� AGS ��ll� ��� �l�� ��� ��g���� �� ��� ��r�� 
��ll l����. T�� m��� IC50 f�r AGS, MKN-45 ��� MGC-803 ��ll� ��r� 8.48, 
1.89 ��� 0.89 µM.

  A   B
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��� ��mb������� ������ � �l�g�� �ff��� �� ��� ����r ��� g���r�� 
�����r ��ll l����, ����� ���� � l�� l���l �f A�� �������r�l�-
����. T� �������g��� ������r MK-2206 ��� �l�� ���r���� ��� 
��������� ���u��� b� ����l����, AGS ��ll� ��r� �r����� �� 
�f�r�m��������, ��� ��r� �ubj����� �� A���x�� V�PI �������g. 
S�qu�����l �r���m��� �f AGS ��ll� ���� 10 µM ����l���� f�r 
12 � f�ll���� b� 10 µM MK-2206 f�r � fur���r 24 � ���u��� 
m�r� ��������� ��m��r�� �� ��� m������r��� gr�u�� (16.17% 
�� ��� ��mb������� gr�u�, 3.17% �� ��� MK-2206 gr�u� ��� 
5.33% �� ��� ����l���� gr�u�) (F�g. 3).

MK-2206 inhibits the expression of p-Akt and increases 
the expression of cleaved PARP in the gastric cancer 
AGS cell line. MK-2206, as a potent Akt inhibitor, signifi-
����l� ���r����� ��� A�� �������r�l����� ��� ����������. 
Sub��qu���l�, ��� �ff��� �f ��� ��������l ����b����� �f ��� 
A�� ������� b� ����l���� ��� MK-2206 ��mb������� ��� 
���l�z��. T�� r��ul�� �f �����r� bl�� ���l���� (F�g. 4) ������ 
���� ��� ��mb������� ��� m�r���l� ���r���� ��� �-A�� 

(S�r473) �� AGS ��ll�, ��m��r�� ���� ����r�l ��� ����l���� 
m������r��� gr�u��; ������r, ��� ����l A�� r�m����� ���bl� 
�� �ll gr�u��. PARP �� r���g��z�� �� � m�r��r �f ���������, 
�� ���r�f�r� ��� �ff��� �f ��� ��mb������� �� ��� �x�r������ 
�f �l����� PARP ��� �x�m����. I� ��� u��r����� gr�u�, ��� 

F�gur� 4. Eff��� �f ����l���� ��� MK-2206 ��mb������� �� ��� �x�r������ 
�f ����l A��, �-A�� ��� �l����� ��l� ��������� ����������� r�b��� ��l�-
merase (PARP). MK2206 can significantly inhibit the expression of p-Akt 
(S�r473), ��� ���r� ��� �� ��ff�r���� �� ��� l���l �f ����l A�� �� ����� f�ur 
gr�u��. I� ��� ��mb������� gr�u�, ��� l���l �f �l����� PARP ��� ��g��r 
��m��r�� �� ��� ����r ��r�� gr�u��. DMSO, ��m����l �ulf�x���.

F�gur� 2. Eff��� �f ��� ����l���� ��� MK-2206 ��mb������� �� ��� g���r�� �����r ��ll l����, AGS, MGC-803 ��� MKN-45. F�ll����g �r���m��� ���� ����l���� 
for 24 h, followed with MK-2206 for another 48 h, the results of the MTT assay showed that MK-2206 can significantly increase the effect of cisplatin in AGS 
��ll� (P<0.05), bu� MK-2206 ������ � �l�g�� ��mb������� �ff��� �� ��� ����r ��� ��ll l����.

F�gur� 3. Eff��� �f ��� ����l���� ��� MK-2206 ��mb������� �� ��� ��������� �� AGS ��ll�. T�� m��� ��������� r��� �� ��� ��mb������� gr�u�� ��� 16.17%, 
����� ��� ��g��r ��m��r�� �� ��� MK-2206 ��� ����l���� m������r��� gr�u�� (3.17 ��� 5.33%).
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�x�r������ �f �l����� PARP ��� l�m����, ��� ��� ��mb���-
���� gr�u� ���u��� m�r� �x�r������ �f �l����� PARP �� 
����r��� �� ��� ����l���� �r MK-2206 �l��� gr�u��, ��� ���� 
��� �� ����r����� ���� ��� r��ul�� �f ��� MTT ��� ��������� 
������.

Discussion

T�� l�m���� �ff���������� �f ���m����r��� �rug� ��� b� ���r�b-
u��� �� ����r�l r������, �u�� �� ����������� ���� �rr��� ��� ��ll 
���l� �� �ll�� DNA ��m�g� r����r, �r ���������� �f ��r���� 
��g��l��g �������� �� ��l� ��� �����r ��ll ������ fr�m ��� ����-
��x����� ���u��� b� �um�r�u� �rug� (20,21). T��r�f�r�, ��rg����g 
�ur����l �������� m�� b� l�g���ll� �������r�� �� � g��� ��r���g� 
f�r ���r�����g ��� ���m����r���u��� �ff��� �� �����r ��ll� (22,23).

T�� PI3K�A�� ������� ��� b��� ����l� �������g����, ��� 
��� r���r��� �� ��r�������� �� ����r�l b��l�g���l ��� �����l�g-
���l r�������� �� �um�r�u� ����� �f �����r, ���lu���g g���r�� 
�����r. Num�r�u� m�l��ul�� ��rg����g ��� PI3K�A�� ������� 
���� b��� ����g��� (24), MK-2206 �� ��� �f ����� �g����, 
�l���ug� ��� m������r��� �ff��� �f MK-2206 �� l�m���� �� � 
�umb�r �f �����r�, ��� ��r���� ��u���� ���� r���r��� ���� �� 
������ � g��� ���r���u��� �ff��� ���� ��mb���� ���� ����r 
�r��������l ���m����r��� �rug� (25).

The present study evaluated the benefit of the combination 
�f ����l���� ��� MK-2206 �� g���r�� �����r ��ll l����, ��� 
�������� ��� �ff��� �f ��� A�� ����b���r MK-2206 �� g���r�� 
�����r ��ll l���� �l��� ��� �� ��mb������� �f ����l����. T�� 
monotherapy effect of MK-2206 was not significant in the 
��r�� ��ll g���r�� �����r ��ll l����; ������r, ���� �r�����g ��� 
AGS ��ll� ���� ����l���� f�ll���� b� MK-2206, �� ���r���� 
�� ��������� ��� �r�l�f�r����� ����b����� ��� ���u��� �� 
g���r�� �����r ��ll�. W����r� bl�� ���l���� �l�� ������ ���� 
the expression of p-Akt (Ser473) was significantly blocked 
�� ��� ��mb������� gr�u�, ��� ����������l�, ��� l���l �f ��� 
��������� m�r��r, �l����� PARP, ��� ��g��r ��m��r�� �� ��� 
m������r��� gr�u��.

T�� �r����� ��u�� ��� ��r���� l�m��������. T�� �umb�r �f 
g���r�� �����r ��ll l���� u��� �� ��� �x��r�m���� �� l�m����, 
���r� �� �� in vivo �x��r�m��� ���lu����� ��� ��� m�������m� 
f�r ��� �ff��� r�m��� �� b� �lu�������. H�����r, ��� ���� �����r 
�r�m����g, ��� m�� b� ��l�ful f�r ��g� A�� �������r�l����� 
g���r�� �����r ��������.
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