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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Przejscie nabtonkowo-mezynchymalne (epithelial-mesenchymal transition — EMT) jest biolo-
gicznym procesem, polegajacym na przeksztatceniu si¢ nieruchomych i spolaryzowanych komé-
rek o fenotypie nablonkowym w komorki o fenotypie mezenchymalnym. Charakterystycznymi
cechami EMT sa: apolarnosé, utrata adhezji komoérkowej, zmniejszona ekspresja E-kadheryny
oraz zwigkszona zdolno$¢ do ruchu i inwazji. EMT jest fizjologicznym procesem niezbgdnym
do prawidlowego rozwoju embrionalnego, jego aktywacja wystgpuje takze w niektérych stanach
patologicznych. W przypadku niewtasciwej aktywacji przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego
dochodzi do powstania nieprawidtowosci morfologiczno-funkcjonalnych, jakimi sa wtdknienie
tkanek, inwazja oraz przerzutowanie komorek raka. Zachodzace w obydwu sytuacjach podsta-
wowe mechanizmy molekularne sa do siebie podobne, ale prowadza do réznorodnych efektéw
w zaleznosci od typu komérek i warunkéw Srodowiska biologicznego.

Jedna z najlepiej poznanych Sciezek sygnalizacyjnych w procesie EMT jest ta, w ktérej uczest-
niczy transformujacy czynnik wzrostu beta (TGF-B). TGF-J jest wielofunkcyjna cytokina, kt6-
ra kontroluje proliferacjg, réznicowanie i inne funkcje w wielu typach komérek. Stwierdzono, ze
transformacja nowotworowa modyfikuje funkcje TGF-f z supresora wzrostu guza w onkogenng
cytoking. TGF-B jest jednym z gtéwnych regulatoréw przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego.

przejsScie nabtonkowo-mezenchymalne * TGF-3 « E-kadheryna ° karcynogeneza

Summary

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a biological process that drives polarized, immotile
epithelial cells to undergo multiple biochemical changes to acquire a mesenchymal cell phenotype.

* Praca powstata w ramach grantu Pbmn 108 Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.
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The characteristic features of EMT are cell apolarity, loss of cellular adhesion, reduced expres-
sion of E-cadherin and increased migratory capacity, as well as invasiveness. EMT is a physiolo-
gical process that is essential for normal embryonic development. Additionally, abnormal activa-
tion of EMT contributes to some human pathologies such as tissue fibrosis, cancer cell invasion
and metastasis. In both situations, the basic molecular mechanisms are similar, but lead to diffe-
rent effects depending on cell type and biological conditions of the environment.

TGF-f is a multifunctional cytokine that controls proliferation, differentiation and other func-
tions in many cell types. It has been found that neoplastic development converts TGF-f into an
oncogenic cytokine. It activates various molecular processes, which are engaged in EMT initia-
tion. All that makes TGF-J a key regulator of EMT.
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helix); ECM - macierz zewnatrzkomérkowa (extracellular matrix); EGF - naskorkowy czynnik wzrostu
(epidermal growth factor); EMT - przej$cie nabtonkowo-mezenchymalne (epithelial-mesenchymal
transition); ERK - kinaza regulowana zewnatrzkomérkowym sygnatem (extracellular signal-
regulated kinase); FAK - kinaza ognisk przylegania (focal adhesion kinase); FGF - czynnik wzrostu
fibroblastow (fibroblast growth factor); GSK-3 - kinaza syntazy glikogenu 3 (glycogen synthase
kinase 3); HGF - czynnik wzrostu hepatocytéw (hepatocyte growth factor); ILK - kinazy zwiazane
zintegrynami (integrin-linked kinases); JNK - kinaza N-kofica biatka c-Jun (c-Jun N-terminal kinase);
MAPK - kinazy aktywowane mitogenami (mitogen-activated protein kinases); MDCK - nerka Madin-
Darby (Madin-Darby canine kidney); MET - przej$cie mezenchymalno-nabtonkowe (mesenchymal-
epithelial transition); MMPs - metaloproteinazy (metalloproteinases); mTOR - kinaza serynowo-
treoninowa mTOR (mammalian target of rapamycin); NF-kB - jadrowy czynnik kB (nuclear
factor-xB); PAI - inhibitor aktywatora plazminogenu (plasminogrn activator inhibitor);

PDGF - ptytkowy czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor); PI3K - kinaza
fosfatydyloinozytolowa (phosphoinositide-3-kinase); TGF-[3 - transformujacy czynnik wzrostu beta
(transforming growth factor); TRR-1 - receptor TGF-P typu | (TGF-P type | receptor);

TPRR-1I - receptor TGF-P typu Il (TGF-P3 type Il receptor); TRR-1II - receptor TGF-B typu Il (TGF-P type
Il receptor); uPA - aktywator plazminogenu typu urokinazy (urokinase plasminogen activator); Z0 -
obwddka zamykajaca (zonula occludens).

Wstep

Obecnos¢ komoérek nabtonkowych i mezenchymalnych jest
fundamentalna cecha prawidtowego dalszego rozwoju em-
brionalnego i organogenezy. Zaobserwowano, ze komoérka
nabtonkowa moze w pewnych warunkach ulega¢ konwer-
sji 1 prezentowaé fenotyp komoérki mezenchymalnej na-
bierajac charakterystycznych dla niej cech strukturalnych
i funkcjonalnych, co nazwano epithelial-mesenchymal
transition (EMT), czyli przejSciem nabtonkowo-mezen-
chymalnym [32]. Niedtugo p6zZniej wywotano ten proces
eksperymentalnie, przeksztalcajac komoérki nabtonkowe
linii MDCK (Madin-Darby canine kidney) w zdolne do
migracji fibroblasty poprzez ich inkubacj¢ w obecnosci

czynnika zdefiniowanego nastgpnie jako HGF (hepatocyte
growth factor), czyli czynnik wzrostu hepatocytéw [6,32].
EMT, a takze proces odwrotny czyli konwersja fenotypu
mezenchymalnego w nabtonkowy (mesenchymal-epithelial
transition — MET) zachodza na wielu etapach prawidtowe-
go rozwoju embrionalnego, biorac udziat m.in. w nefro-
genezie, powstawaniu mig$ni, formowaniu podniebienia,
powstawaniu zastawek serca, tworzeniu elementow obwo-
dowego uktadu nerwowego, formowaniu przewodu pokar-
mowego i w rozwoju gruczotu sutkowego [16].

EMT jest dobrze skoordynowanym procesem ztozonym
z ciagu swoistych etapéw i Scisle zdefiniowanych zdarzen
prowadzacych do nabrania przez komorke nabtonkowa cech
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Ryc. 1. Szescienne komdrki o fenotypie nabtonkowym s3 nieruchome, $cisle przylegaja do siebie oraz do btony podstawnej. W wyniku przejscia
nabtonkowo-mezenchymalnego (EMT) komérki stajg sie wrzecionowate, przebudowie ulega cytoszkielet oraz zmienia sie ekspresja biatek
powierzchniowych. Gdy transformowane komérki dotra do docelowej tkanki lub narzadu, przechodza odwrotny do EMT proces — przejscie

mezenchymalno-nabtonkowe (MET)

strukturalnych i wlasciwosci komérki mezenchymalnej [85].
Proces ten zaczyna si¢ od dezintegracji potaczen $cistych
obwodki zamykajacej i wymieszania szczytowych i pod-
stawno-bocznych elementéw btony komdérkowej, co pro-
wadzi do utraty polaryzacji komoérki [92]. Nastgpnie rozia-
czone zostaja potaczenia obwddki zwierajacej i potaczenia
komunikacyjne, blona podstawna ulega stopniowej degra-
dacji, a biatka powierzchniowe, takie jak E-kadheryna i in-
tegryny biorace udziat w wigzaniach komorki odpowied-
nio z sasiednimi komdrkami nabtonka i z blong podstawna,
sq zastgpowane przez charakterystyczne dla komorki me-
zenchymalnej N-kadheryng i integryny o mniej stabilnych
wlasciwosciach [76]. Dodatkowo przebudowie i reorgani-
zacji ulegaja elementy cytoszkieletu, filamenty cytoke-
ratynowe zostaja zastgpione przez wimentyne, a ksztalt
komérki zmienia si¢ na wrzecionowaty. W rezultacie ko-
morka zostaje pozbawiona tacznosci z innymi komoérka-
mi, zwigksza si¢ jej mobilnos¢, nabywa zdolnosci pene-
tracji blony podstawnej i macierzy zewnatrzkomoérkowe;j
oraz uzyskuje zdolno$¢ migracji do miejsca przeznacze-
nia, gdzie moze przejs¢ proces odwrotny, prowadzacy do

zmiany fenotypu mezenchymalnego z powrotem na na-
btonkowy [16] (ryc.1).

EMT uznaje si¢ za jeden z odgrywajacych gtéwna role
w procesie progresji raka i nabywaniu przez jego komor-

ki zdolnosci przerzutowania [32].

Pobziat procesu EMT

Chociaz EMT jest fizjologicznym procesem niezbgdnym
do prawidlowego rozwoju embrionalnego, jego aktywacja
wystepuje takze w niektérych stanach patologicznych, ta-
kich jak proces wtdéknienia czy progresja nowotworu zto-
Sliwego [6,93]. Ze wzgledu na rézne konsekwencje i od-
mienny kontekst biologiczny tych sytuacji wyrdznia sig
trzy podtypy EMT [47].

Podtyp I EMT (rozwojowy) odgrywa zasadnicza rolg w pro-
cesie embriogenezy, organogenezy i morfogenezy tkanek
organizméw wielokomérkowych. Inicjuje przebieg gastrula-
cji prowadzacy do wyodregbnienia si¢ listkéw zarodkowych
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(ektodermy, mezodermy oraz endodermy) z epiblastu (pier-
wotnej ektodermy) znajdujacego si¢ w obrgbie smugi pier-
wotnej [68]. Co wigcej, EMT odbywa si¢ takze w pdZniej-
szych etapach rozwojowych. Ma wptyw na formowanie si¢
zastawek serca, fuzji podniebiennej, regresje przewodéw
Miillera u mg¢zczyzn [14]. Ponadto przemijajace, podobne
reakcje jak w przebiegu EMT typu [ zaobserwowano pod-
czas rozwoju gruczotu sutkowego, a doktadniej podczas
formowania si¢ rozgalezient przewodéw mlecznych [26].

Podtyp II EMT pozwala na utrzymanie homeostazy tka-
nek, dzigki zdolnosci do indukcji regeneracji oraz prze-
budowy struktur po zadziataniu czynnikéw szkodliwych.
Opisywany jest rowniez podczas witdknienia. Przebiega
w Srodowisku zapalnym, gdzie jest regulowany przez
liczne cytokiny prozapalne [47]. To jego charakterystycz-
na cecha i odrézniajaca od podtypu I EMT. Wygasnigcie
zapalenia powoduje zatrzymanie przej$cia nabtonkowo-
-mezenchymalnego i wygojenie rany [47]. Stata aktywa-
cja EMT (przewlekte zapalenie) lezy u podstaw wtdknie-
nia tkanek i organdw, a ostatecznie prowadzi do destrukcji
i dysfunkcji narzadéw [104].

Podtyp IIT EMT jest Scisle zwiazany z progresja oraz po-
wstawaniem przerzutow odlegtych ré6znych nowotworéw
ztosliwych. Jego inicjacja jest niezbg¢dna, aby zaistnialy
wymienione procesy [47,101]. W odréznieniu od podtypu
11 II, ktére przebiegaja w prawidtowej komorce, podtyp 111
EMT naktada si¢ na genetyczne i epigenetyczne nieprawi-
dlowosci stwierdzane w komdérkach nowotworowych [90].

ROLA | ZNACZENIE WEWNATRZKOMORKOWYCH SIECI TRANSDUKCJI
SYGNALOW Z upzIAtEM TGF-[3 w paToGENEZIE Iawiska EMT

Jednym z najlepiej poznanych mechanizméw transduk-
cji sygnatow w EMT jest droga sygnalizacyjna z udzia-
tem transformujacego czynnika wzrostu beta (TGF-J3).
TGF-B jest inhibitorem proliferacji prawidtowych komé-
rek nabtonkowych, zatrzymujac cykl komérkowy w fazie
G1 [51,89]. Obecnie wiadomo jednak, ze w komédrkach
zmienionych nowotworowo, TGF-3 petni role promoto-
ra progresji karcynogenezy oraz powstawania odlegtych
ognisk przerzutowych, a zjawisko to zostato nazwane pa-
radoksem TGF-J3 [10,37,73].

W komérkach nabtonkowych gruczotu piersiowego sygna-
lizacja TGF-B moze przebiegaé¢ dwiema drogami: podsta-
wowa (canonical) oraz alternatywna (noncanonical) [90].

Droga podstawowa jest aktywowana przez przylaczenie
dimeru TGF-$ do receptora TGF-f typu II (TBR-II) lub
TGF-B typu III (TBR-II) i ich aktywacje [90]. Umozliwia
to rekrutacje i fosforylacje receptora TGF-f typu I (TBR-I),
a w efekcie jego aktywacje. Nastgpnie fosforylowane sa li-
gandy receptora TGF-3 — Smad2 i Smad3 (R-Smad) [90].
Aktywacja Smad2/3 powoduje utworzenie heterokompleksu
z biatkiem Smad4 (co-Smad), ktéry przedostajac si¢ do ja-
dra komérkowego reguluje ekspresj¢ TGF--zaleznych ge-
néw. Ta gataZ sygnalizacyjna nazywana jest takze Smad2/3-
zalezna [90]; eskaluje mobilnos¢ komoérek. Wsrdd biatek
Smad znajduja si¢ réwniez inhibitory Smad (I-Smad), na-
lezy do nich Smad 7, ktérego nadekspresja uniemozliwia
indukcje EMT przez TGF-B [96]. Interesujace wydaje sig
odkrycie, ze przewlekta sygnalizacja TGF-3 prowadzi do

powstania komdrek charakteryzujacych si¢ zredukowana
ekspresja Smad2/3 oraz opornoscia na cytostatyczne i pro-
mujace apoptoze dziatanie TGF- [27,96]. Mozna zatem
przypuszczaé, ze gtéwny mechanizm EMT jest Scisle zwia-
zany z konwersja funkcji TGF-f z supresora do promotora
karcynogenezy (paradoksu TGF-f) [27]. Wykazano réw-
niez, ze niedobér Smad4 zapobiega EMT stymulowane-
mu przez TGF-f, a nadmiar indukuje przerzuty raka piersi
do kosci w modelu zwierzgcym [19]. Dodatkowo inakty-
wacja Smad2/3 powoduje utrat¢ zdolnosci TGF-f do in-
dukcji EMT w komérkach gruczotu piersiowego [109].

Amplifikacja sygnalizacji TGF-B w sposéb alternatywny
(Smad?2/3-niezaleznej) odgrywa takze istotng role w in-
dukcji EMT. Jest ona zwiazana z licznymi efektorami,
m.in.: Par6, NF-k3, ILK, FAK, Src, Rho GTP-azami, ki-
nazami MAP (np. ERK1/2, JNK, p38 MAPK) oraz szla-
kiem PI3K-Akt-mTOR [47,90]. GTP-azy rodziny Rho sa
biatkami zwigzanymi z GTP, zakotwiczonymi w blonie
komoérkowej, gdzie reguluja dynamiczne procesy adhezji,
polarnosci i mobilnosci komdrkowej poprzez modulacje
formowania filopodiéw (Cdc42), lamellipodiéw (Racl)
i widkien naprezeniowych (RhoA) [34,35]. Molekularne
sprzezenie TGF-f z RhoA i RhoC koreluje ze zmieniong
ekspresja E-kadheryny oraz a-SMA podczas EMT [43,57].
Wykazano, ze ekspresja i aktywacja RhoC wzmaga aktyw-
nos¢ proceséw EMT oraz inwazje komérek nowotworowych
raka piersi [86], gruczotu krokowego [81] oraz okr¢znicy
[7]. Zdolnosé TGF-P do indukcji EMT wymaga aktywacji
biatka RhoA i jego efektora p1608°K [8]. Ponadto udowod-
niono, ze TRRII-zalezna fosforylacja Par6 lezy u podstaw
ubikwitynacji i degradacji RhoA, prowadzacej do rozpadu
potaczeri zamykajacych migdzy komérkami podczas na-
bywania fenotypu charakterystycznego dla EMT [74,98].
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze rola RhoA w regulacji EMT
pozostaje wciagz niewyjasniona, poniewaz dosSwiadczenia
prowadzone z wykorzystaniem micro-RNA (miR) wyka-
zuja sprzeczne rezultaty. Zwigkszona ekspresja miR-155
w podstawowej drodze TGF-beta promuje EMT przez de-
strukcje mRNA RhoA [49]. Natomiast zredukowana eks-
presja RhoA (kontrolowana przez miR-31) powoduje supre-
sj€, a nie promocj¢ przerzutéw raka piersi [95,96]. Opisane
aktywnosci RhoA wskazuja na jego niezwykle zlozona
i nie do korica jeszcze wyjasniong rolg w procesie EMT.

Szak PI3K/Akt/MTOR 1 JEGO ROLA W PROGRES)I EMT

Stymulacja EMT przez TGF-3 wymaga takze wspétudziatu
kinazy fosfatydyloinozytolowej (PI3K) oraz Akt. Obydwie
przyczyniaja si¢ do zwigkszonej przezywalnosci nowotwo-
row przez hamowanie apoptozy, promuja proliferacje ko-
morek oraz reguluja ich zdolnosci do migracji i inwazji
[25]. Ponadto wykazano, ze PI3K oraz Akt posrednicza
w stymulacji EMT w komoérkach gruczotu piersiowego —
w sposéb bezposredni, po aktywacji przez TGF-3 lub po-
Srednio po aktywacji przez receptor dla EGF lub PDGF
[45]. Co ciekawe, jednoczesne podawanie TGF-f3 i EGF
wywotuje wzmocnienie procesu EMT poprzez jednocze-
sng aktywacje¢ ERK1/2 i PI3K/Akt [94]. Zaskakujace jest
natomiast to, ze farmakologiczne zahamowanie PI3K/Akt
nie miato wplywu na morfologi¢ oraz inicjacj¢ powsta-
nia fenotypu mezenchymalnego, ale zmniejszato zdol-
no$¢ TGF-B i EGF do wywotania migracji i inwazji [94].
Odkrycie to sugeruje, ze morfologia i mobilnos$¢ w trakcie
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EMT moga by¢ kontrolowane odrgbnymi i niezaleznymi
od siebie mechanizmami. Inhibicja mTOR rapamycyna
zapobiega fizycznemu powigkszeniu komorki, ale takze
promocji i inwazji komérek nowotworowych po dziataniu
TGF-B [50]. Podobnie jak w przypadku PI3K i Akt, za-
hamowanie aktywnosci mTOR nie wplywa na morfologie
komorki podczas EMT. Przypuszcza sig, ze mTOR moze
utatwiaé synergistyczne dziatanie TGF-f3 i EGF na EMT.
Badania potwierdzaja podstawowa rolg $ciezki PI3K/Akt/
mTor w promocji EMT i tworzeniu przerzutéw stymulo-
wanych przez TGF-f, ale dalsze eksperymenty sa nie-
zbedne, aby wyjasni¢ hipotetyczny brak zwiazku migdzy
fenotypem mezenchymalnym komdérek nowotworowych
a ich mobilnoscia.

Japrowy czynnik KB (NF-xB) sako promoToR PROCESU EMT

NF-xB to wazny plejotropowy czynnik transkrypcyjny.
Odgrywa istotng role w regulacji inicjacji i zakofczeniu
reakcji zapalnej, a w przypadku nowotworéw w promocji
wzrostu, angiogenezy, inwazji oraz w hamowaniu apop-
tozy [48]. Jego konstytutywna aktywacja jest istotnym
markerem molekularnym réznych typéw nowotworéw,
w tym piersi, jelita grubego, trzustki, jajnika i czernia-
ka [13,21,23,69,88,100]. W tkankach nienowotworowych
TGF-P zazwyczaj hamuje aktywacje NF-kB. Jednak w ko-
morkach raka piersi TGF-B zostaje przeksztatcony z in-
hibitora w aktywatora NF-xB, gdyz indukuje aktywnosc
duzego kompleksu TBR-I: xIAP: TABI: TAKI: IKKf3
[70,71,72]. Aktywacja tego alternatywnego efektorowe-
go systemu jest warunkiem indukcji EMT i rozwoju raka
piersi [70,71,72]. Ciekawe wnioski przyniosty badania nad
sprzezeniami funkcjonalnymi NF-xB i biatka Ras w komor-
kach raka piersi. W komoérkach tych NF-kB jest niezbgdny
do rozpoczegcia i utrzymania EMT. Utrata aktywnosci NF-
kB znosi opornos¢ komérek nowotworowych na apopto-
z¢ indukowana przez TGF-, ale tez blokuje proces EMT
[42]. W komorkach, w ktérych stwierdza si¢ morfologicz-
ne wyktadniki EMT, hamowanie NF-kB powoduje utrate
cech mezenchymalnych przez nie, a przez to utrat¢ zdol-
nosci do tworzenia ognisk metastatycznych. Interesujace
jest to, ze ponowne uaktywnienie NF-kB nadal stymuluje
EMT nawet przy braku TGF- [42]. Inne badanie wykaza-
fo, ze sprzezenie TGF-f z NF-kB lezy u podstaw zdolnosci
komorek raka piersi ze zmodyfikowanym biatkiem Ras do
kolonizacji ptuca [1,42] i utatwia inicjacje kaskady sygna-
lizacyjnej autokrynnego receptora Cox-2: PGE2: EP2, kt6-
ry nie tylko indukuje EMT w komdrkach raka piersi, ale
stymuluje takze tworzenie przerzutéw odlegtych [71,91].

SZLAK KINAZ AKTYWOWANYCH MITOGENAMI (KINAZY MAP,
MAPK)

Patologiczne EMT oraz tworzenie przerzutéw indukowa-
ne przez TGF- jest takze zwiazane ze stymulacja rodzi-
ny kinaz MAP, w tym: ERK, JNK, p38 MAPK [2,3,9,105].
Potwierdzaja to badania, w ktérych wykazano, ze farmako-
logiczna inhibicja MEK1/2 (biatko odpowiadajace za fos-
forylacje i aktywacje MAPK) zapobiega stymulacji EMT
przez TGF-3, a w nastgpstwie tego nie wystepuja swoiste
zmiany, takie jak: formowanie si¢ widkien naprezenio-
wych oraz utrata ekspresji E-kadheryny i ZO-1 w komor-
kach gruczotu piersiowego [105]. Podobne spostrzeze-
nia wynikaja z doswiadczen, w ktorych zakiécono sie¢

transdukcyjna TGF-P z JNK, zapobiegajac w ten sposéb
morfologicznym i transkrypcyjnym zmianom zwigzanym
z EMT [40,78]. Ciekawa jest réwniez dynamiczna zalez-
nos¢ migdzy TGF- a wytwarzaniem réznych komponen-
téw ECM, ktére wzmacniaja dodatkowo aktywacje¢ kinaz
MAP podczas EMT. Na przyktad ekspresja kolagenu typu
I aktywuje PI3K, Akt i JNK, a te indukuja EMT [82,83].
Co wigcej, cytobiochemiczne sprzgzenie TGF-B z witro-
nektyna jest niezbedne w procesie fosforylacji TRRII przez
Scr, ktére z kolei wptywa na aktywacje p38 MAPK w ko-
morkach gruczotu piersiowego [28,30].

Weeyw KINAZY ZWIAZANE) Z INTEGRYNAMI (ILK) NA PROGRESIE
PROCESU EMT

Powiazanie TGF- z jego alternatywnymi efektorami jest
dalej wzmacniane przez aktywacj¢ ILK, ktdra jest biatkowa
kinaza serynowo-treoninowa powiazana z aktywacja matych
GTP-az, PI3K oraz kinazami MAP [20,36,39]. Aktywacja
ILK prowadzi réwniez do inhibicji aktywnosci GSK-3P, co
stabilizuje B-katening i umozliwia jej kumulacje w jadrze
komérkowym podczas EMT [36]. Podwyzszona ekspresja
ILK w komérkach gruczotu piersiowego jest zwiazana ze
zmniejszona ekspresja E-kadheryny oraz ze zwigkszona
inwazja i transformacja nowotworowa wywotywana przez
aktywacje ERK1/2 oraz Akt [87,103]. Natomiast niedobér
ILK zapobiega stymulowaniu przez TGF- migracji oraz
inwazji, czgsciowo przez oddzielenie tej cytokiny od re-
gulacji systemu uPA/PAI-1 [55]. Ostatecznie, pobudzane
przez TGF-B Smad2/3 indukuje ekspresje¢ PINCH-1, ktére
bezposrednio reaguje z ILK podczas inicjacji EMT, a na-
stepstwem tej interakcji jest utrata ekspresji E-kadheryny
i ZO-1 [54]. Przytoczone badania jednoznacznie wskazuja,
ze ILK stanowi cytobiochemiczny tacznik migdzy integry-
nami i TGF-, a rezultatem jego dziatania jest nieprawi-
dtowa aktywnos¢ biatek stymulujaca nabywanie fenotypu
mezenchymalnego przez komérki, ich migracje oraz two-
rzenie przerzutéw [90].

RoLA INTEGRYN ORAZ 0GNISK PRZYLEGANIA PoDczAS EMT
INDuKowANYM PRzEz TGF-[3

Komunikacja migdzy mikrosrodowiskiem komorek jest re-
gulowana przez integryny, ktére kontroluja adhezje, migracje
oraz inwazje, a takze proliferacje i przezywalnos¢ komérek
[41,62]. Komorki przechodzace transformacje nowotworowa
wykazuja zmieniony profil ekspresji integryny oraz ich zmie-
nione powinowactwo do substratéw ECM. Obydwa zjawiska
zwigkszaja potencjat inwazyjny komdrek nowotworowych
i zdolno$¢ do tworzenia przerzutéw [22]. Integryny, jako ro-
dzina receptoréw maja zdolnosci do bezposredniego taczenia
ECM z cytoszkieletem komérek, umozliwiajac w ten sposéb
dwukierunkows transdukcje cytobiochemicznych sygnatéw
[52,53]. Ponadto, kinaza ognisk przylegania (focal adhesion
kinase — FAK) stuzy jako molekularny pomost taczacy inte-
gryny z receptorami dla EGF i PDGEF. Jest to dowdd na to, ze
te czynniki wzrostu biora udziat w migracji komorek [38,85].
Integryny odgrywaja réwniez wazna role w wywotywaniu
EMT i migracji komérek stymulowanym przez TGF-B. Na
przyktad integryny ov6 i aovp8 tacza kompleksy TGF-f3 i uta-
twiaja prezentacje tej cytokiny jej powierzchniowym recep-
torom, prawdopodobnie przez promocje aktywacji MMP-14
[63,66,67]. TGF-f indukuje réwniez ekspresje a3B1 i otvPB3,
ktdre nadaja wlasciwosci migracyjne i inwazyjne komérkom
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gruczotu piersiowego [9,29,30,31]. Inne badanie dowodzi, ze
genetyczna badz farmakologiczna inaktywacja ov[33 integry-
ny w prawidlowych i zmienionych nowotworowo komdrkach
gruczotu piersiowego zapobiega indukcji EMT i tworzeniu sig
przerzutéw w ptucach stymulowanych przez TGF-f3 [29,30].
Co wiecej, podwyzszona ekspresja 33 integryn wywotana
przez TGF-B powoduje formowanie kompleksu zaleznego
od FAK B integryna: TBRIIL, ktéry promuje aktywacje Scr
i fosforylacje Scr receptora TRRII w specyficznym miejscu
(Y284) [30,102]. Po fosforylacji miejsce to koordynuje rekru-
tacje i taczenie domen biatkowych (Grb2 i ShcA), ktére pro-
muja aktywacje p38 MAPK i inicjacje EMT [29,30]. Bardzo
istotne jest to, ze czynniki zaklécajace nowotworowa os sy-
gnalizacyjng TGF-p3, catkowicie znosza zdolnos¢ TGF-3 do
indukcji EMT i promoc;ji przerzutowania komoérek raka pier-
si do phuc i kosci [4,29,102].

CZYNNIKI TRANSKRYPCYINE REGULUJACE PROCES EMT

Ostateczne zmiany fenotypowe zwigzane z aktywacja roz-
nych szlakéw sygnalizacyjnych, w tym drogi podstawo-
wej i alternatywnej TGF-3, powodowane sa zmieniona
ekspresja i represja genéw ujawniajacych si¢ w komor-
ce. Rodzina biatkowych palcéw cynkowych Snail (Snaill
i Snail2/Slug), rodzina ZEB (ZEB1 i ZEB2/SIP1), biatko
bHLH (basic helix-loop-helix) — Twist oraz rodzina czyn-
nikéw transkrypcyjnych kodowanych przez kaset¢ homeo
(homeobox) — Six1 sa uwazane za gtéwne czynniki trans-
krypcyjne regulujace proces EMT [65,75]. Grupa tych
czynnikéw jest koniecznym posrednikiem podtypu I EMT,
ktory zachodzi podczas embriogenezy i morfogenezy tka-
nek, jednak niewtasciwa reaktywacja rozwojowych progra-
moéw EMT podczas nowotworzenia jest uwazana za ce-
che progresji choroby i warunek powstawania przerzutéw
weztowych 1 odlegtych [61,65,75]. Wszystkie wymienio-
ne wyzej czynniki sa odpowiedzialne za obnizong ekspre-
sj¢ E-kadheryny, z wyjatkiem Six1 [5,17,24,33,65,75,106].
Naukowcy zaproponowali model molekularnej supre-
sji E-kadheryny, w ktérym Snail i ZEB 1 inicjuja spadek
ekspresji E-kadheryny, a potem Slug i ZEB 2 utrzymu-
ja zmniejszong jej immunoreaktywnos¢ [76]. Snail, Slug
i Twist sg najbardziej znaczacymi induktorami EMT w ko-
morkach nowotworowych [12,75,84,97]. Molekularny me-
chanizm dziatania wymienionych czynnikéw jest podobny.
Przyktadowo, aktywowane biatka Snail tacza si¢ z Smad3
i Smad4, a nastgpnie razem ukierunkowane sa na konser-
watywne sekwencje E-box w miejscach promotorowych
E-kadheryny, okludyny i klaudyny, czego skutkiem jest
silna represja tych bialek oraz inaktywacja potaczer ad-
hezyjnych (E-kadheryna) i ciasnych potaczent (okludyna
i klaudyna) w trakcie EMT [44,99,110]. Zatem Snail, Slug
i Twist sa nie tylko represorami E-kadheryny, ale regulu-
jaréwniez inne aspekty EMT. Doktadniej, Snail i Slug re-
guluja stabilnos$¢ polaczen zamykajacych [44], ekspresje
biatek potaczen typu gap [18], rozktad desmosoméw [80]
oraz ekspresje proteaz [46]. Wzrost immunoreaktywnosci

PismienNICTWO

Snail i Slug pojawia si¢ w odpowiedzi na liczne stymulato-
ry EMT, m.in. TGF-3, Wnt oraz niedotlenienie [15,77,108].
Twist natomiast indukuje ekspresje genéw mezenchymal-
nych i inicjacjg inwazji przez komérki nowotworowe [106].
Podobnie jak Snail, Twist jest réwniez celem licznych sty-
mulatorow EMT [79,107].

Konwergencja licznych Sciezek sygnalizacyjnych prowadza-
ca do Snail, Slug i Twist sugeruje, ze sa one krytycznymi
weztami w sieci sygnalizacyjnej EMT. Co wazne, potacze-
nie Snail, Slug, Twist z EMT w badaniach in vitro jest zgod-
ne z korelacja ich ekspresji ze zta prognoza w raku piersi.
W naciekajacym raku przewodowym, ekspresja Snail ko-
reluje z przerzutami do weztéw chionnych i ze zmniejszo-
nym czasem wolnym od nawrotu choroby [11,64]. Z kolei
nadekspresja Slug wykazuje Scisty zwiazek z obecnoscia
przerzutéw weztowych i odlegtych [56,106]. Twist réwniez
jest zwiazany z niekorzystnymi wynikami w leczeniu raka
piersi, koreluje z inwazyjnym rakiem zrazikowym i zmniej-
szonym czasem przezycia [56,106].

Mechanizm biatkowej homeodomeny Six1, indukujace;j
proces EMT oraz tworzenie przerzutéw wydaje sig, przy-
najmniej cze¢sciowo, aktywowany przez TGF-3. Six1 pet-
ni analogiczna funkcje do Six2 w trakcie rozwoju, tj. in-
dukuje cechy komérek macierzystych raka piersi [58,59].
Nadekspresja Six1 koreluje réwniez ze ztym rokowaniem
u chorych na raka piersi. Pacjenci ze zwigkszona ekspre-
sja Six1 maja wigcej przerzutéw w weztach chtonnych,
skrécony czas wolny od nawrotu choroby oraz czas prze-
zycia catkowitego [58].

Inny czynnik transkrypcyjny kodowany przez kasetg ho-
meo — LBX1 (ladybird homebox 1) réwniez bierze udziat
w EMT. Jego nadekspresja indukuje proces EMT oraz ufa-
twia ekspansje komodrek macierzystych raka piersi przez
stymulacje ekspresji TGF-f, Snail, ZEB 1 i 2. Dodatkowo
wykazano, ze ekspresja LBX1 koreluje réwniez z podty-
pem podstawnym raka piersi [109].

PobpsumowaNIE

Wigkszos¢ prac nad EMT bazuje na ocenie tego procesu
in vitro na hodowlach linii komoérek raka. Potwierdzono
jednak, ze wiele czynnikéw majacych dziatanie indukuja-
ce EMT w hodowlach komérkowych moze inicjowaé roz-
siew raka u zwierzat i zwigzanych jest ze ztym rokowaniem
w nowotworach cztowieka. Nieprawidtowa ekspresja bio-
markeréw EMT moze mie¢ zatem istotne znaczenie kli-
niczne w chorobie nowotworowej zaréwno w aspekcie pro-
gnostycznym jak i terapeutycznym. EMT moze si¢ okazaé
fundamentem terapii celowanej, ktéra mogtaby hamowac
lub uniemozliwiaé proces przerzutowania z dziataniem
swoiscie ukierunkowanym na komorki raka, bez uszka-
dzania prawidlowego nabtonka niewykazujacego patolo-
gicznej ekspresji biomarkeréw EMT [60].
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