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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Hamowanie transkrypcji genu kodujacego E-kadheryne przez czynnik transkrypcyjny SNAIL
jest uznawane za podstawowy etap w procesie przejscia nablonkowo-mezechymalnego - EMT.
Epigenetyczna regulacja ekspresji E-kadheryny polega na wigzaniu sie SNAIL do sekwencji
E-box w promotorze genu CDHI i tworzeniu kompleksu z enzymami wchodzacymi w sktad
komplekséw represorowych, ktére sa bezposrednio odpowiedzialne za modyfikacje histonéw
oraz metylacje DNA prowadzgce do zmian w strukturze chromatyny. Udziat SNAIL w nabywaniu
przez komdrki fenotypu migracyjno-inwazyjnego polega przede wszystkim na bezposrednim
wplywie na spadek poziomu biatek budujacych potaczenia ciste i szczelinowe komérek.

Do utrzymania aktywno$ci SNAIL w komérce niezbedne jest jego jadrowe umiejscowienie,
zabezpieczajace czynnik przed degradacja proteasomalna w cytoplazmie. Gtéwna role w tym
procesie petni kinaza syntazy glikogenu 3 (GSK-3p). Ekspresja i stabilno$¢ SNAIL poza tym jest
regulowana na poziomie transkrypcji oraz na etapach potranskrypcyjnych przez czasteczki
sygnatowe i czynniki biologiczne, np.: TGF-B, TNF-a, ILK czy NF-kB. SNAIL w komdrkach no-
wotworowych jest regulowany réwniez przez mikroRNA, gtéwnie miR-34.

Podwyzszony poziom SNAIL, wystepujacy w wielu nowotworach, jest powigzany ze wzrostem
oporno$ci komérek nowotworowych na chemio-, radio - czy immunoterapie, z nabywaniem
wiasciwo$ci komdrek CSC oraz wladciwosci migracyjnych i inwazyjnych, prowadzacych do
metastazy guzéw. Poznanie mechanizméw dziatania SNAIL umozliwia tworzenie nowych
terapii skierowanych na modulacje konkretnych $ciezek sygnatowych aktywujacych lub ak-
tywowanych przez SNAIL w czasie progresji nowotworowe;.
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Summary

Inhibition of E-cadherin gene expression by transcription factor SNAIL is known to be a crucial
element of Epithelial to Mesenchymal Transition; EMT. Epigenetic regulation of E-cadherin
expression is regulated by SNAIL binding to E-box sequences in the CDHI gene promoter
and recruiting enzymes belonging to repressor complexes that are directly engaged in histone
modifications and DNA methylation leading to the modification of chromatin structure. SNAIL
involvement in cell acquisition of invasive phenotype is based on direct suppression of tight-
-junction and gap junction proteins.

The nuclear localization of SNAIL is required for SNAIL activity and protects this factor from
proteasomal degradation in the cytoplasm. The main factor engaged in that process is GSK-
3P kinase. Expression and stability of SNAIL is regulated on the transctriptional and post-
transcriptional levels by a number of signaling molecules and biological factors, for example:
TGF-B, TNF-a, ILK and NFkB. The expression of SNAIL in cancer cells is also regulated by
micro-RNA, mainly by miR-34.

Increased expression of SNAIL, observed in many human cancers, has been correlated with
increased resistance to chemio-, radio - or immunotherapy, gain of cancer stem cells features
and migrative and invasive characteristics, which leads to tumor metastases. Understanding
of the SNAIL's mechanism of action may lead to new treatment strategies in cancer direc-
ted to interfere with signaling pathways that either activate SNAIL or are activated by SNAIL.
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Wykaz skrotow:  AP4 - czynnik transkrypcyjny AP4 (activator protein 4); CAFs - fibroblasty towarzyszace nowo-

tworom (cancer-associated fibroblasts); CSC - nowotworowe komaérki macierzyste (cancer stem
cells); CDH1 - gen kodujacy E-kadheryne; CRC - rak jelita grubego (colorectal cancer); CK2 - kinaza
kazeinowa 2 (casein kinase-2); DNMT - metylotransferaza DNA (DNA methyltransferase); 4E-BP -
biatko wigzace czynnik inicjacji translacji 4E (4E Binding Protein); EGF - czynnik wzrostu naskérka
(epidermal growth factor); EGFR - receptor czynnika wzrostu naskérka (epidermal growth factor
receptor); EMT - przejscie nabtonkowo-mezenchymalne (epithelial-mesenchymal transition);
FGF - czynnik wzrostu fibroblastow (fibroblast growth factor); FGFR - receptor czynnika wzrostu
fibroblastow (fibroblast growth factor receptor); GSK-3 - kinaza syntazy glikogenu 3 (Glycogen
synthase kinase-3 beta); HDAC - deacetylaza histonowa (histone deacetylase); HIF-1a - czynnik
indukowany przez hipoksje-1a (hypoxia inducible factor-1a); ILK — kinaza zwigzana z integrynami
(integrin-linked kinase); LOX - oksydaza lizylowa (lysyl oxidase); LSD1 - lizynoswoista-specyficzna
demetylaza 1 (Lysine-specific histone demethylase 1); MEK1/2 - aktywator kinazy ERK/kinaza
kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami 1 i 2 (ERK activator kinase); MMP - metaloproteaza
macierzy zewnatrzkomoérkowej (Matrix metalloproteinases); NF-kB - czynnik jagdrowy kB (nuclear
factor kB); NES - sygnat eksportu jadrowego (nuclear export signal); NICD - wewnatrzkomdrkowa
domena Notch (Notch intracellular domain); NLS — sygnat lokalizacji jadrowej (nuclear localization
signal); PI3K - 3 kinaza fosfatydyloinozytolu (phosphatidylinositol 3-kinase); PKA - kinaza biatkowa
A (protein kinase A); PRC - kompleks biatkowy grupy Polycomb (Polycomb Repressive Complex);
PRMT - metylotransferaza argininowa (arginine N-methyltransferase); Ras - blonowa GTP-aza od-
powiedzialna za stymulacje rozlicznych szlakéw transmisji sygnatéw; SCP - mata fosfataza domeny
C-konicowej (small C-terminal domain phosphatase); TGF-3 - transformujacy czynnik wzrostu 3
(transforming growth factor B); TNF-a - czynnik martwicy nowotworu (tumor necrosis factor a).
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Wsrep

Czynniki transkrypcyjne nalezace do rodziny Snail pet-
nia zachowana ewolucyjnie role w procesach zwigzanych
zrozwojem u bezkregowcdw i kregowcdw. Czynnik trans-
krypcyjny SNAIL, opisany po raz pierwszy w 1987 r. u Dro-
sophila melanogaster, uczestniczy w procesie powstawania
mezodermy, reguluje profil genowy komérek nabtonka
(epitelium) [3,10]. U kregowcdw, wplywajac na adhezje
komdrek nabtonka i na ich wlasciwo$ci migracyjne pelni
kluczowa role w procesie przejécia nablonkowo-mezen-
chymalnego (epithelial-mesenchymal transition, EMT).
Proces zachodzi nie tylko w czasie embriogenezy (np.
tworzenie grzebienia nerwowego), ale réwniez jest jed-
nym z gtéwnych mechanizméw odpowiedzialnych za pro-
gresje i przerzutowanie nowotwordw [1]. Zaangazowanie
SNAIL w regulacje tak waznych proceséw biologicznych
spowodowato w ostatnich latach wzrost liczby doniesier
zwigzanych z poznaniem szczegétowych zjawisk odpowie-
dzialnych za regulacje ekspresji oraz funkcji tego czyn-
nika. Podobnie jak inne regulatory transkrypcji, SNAIL
jest trudnym celem terapeutycznym. Dotychczas nie
powiodly sie préby bezposredniej regulacji jego aktywno-
$ci transkrypcyjnej. Obecnie uwaga zostata zwrécona na
modulacje konkretnych $ciezek sygnatowych aktywuja-
cych lub aktywowanych przez SNAIL.

RobpzINA czynNNIKOW SNAIL

Do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych Snail naleza
biatka: SNAIL (inne stosowane nazwy: Snail, Snaill,
Snail), SLUG (inne nazwy: Slug Snail2, Snai2) oraz SMUC
(Smuc, Snail3) [53]. Wszystkie te biatka wykazuja homo-
logie sekwencji aminokwasowej, w domenie kotica C
(ryc. 1) [39].

W warunkach fizjologicznych, w dorostym organizmie
SNAIL nie jest wykrywany w komdrkach nabtonka.
Biatko to jest identyfikowane w komdrkach nowotwo-
rowych pochodzenia nabtonkowego, w fibroblastach

w obrebie uszkodzonych tkanek, w makrofagach w tkan-
kach objetych stanem zapalnym oraz w nowotworach
pochodzenia mezenchymalnego [2,32,42,86].

STRUKTURA BIALEK RODZINY SNAIL

Ludzkie czynniki nalezace do rodziny Snail, o $redniej
masie 30 kDa, sa zbudowane z 264-292 aminokwasdéw.
W strukturze biatek rodziny Snail wyrdznia sie trzy
domeny: rejon kotica N, zachowang ewolucyjnie w obre-
bie rodziny domene kotica C oraz bogaty w seryne
i proline rejon centralny zawierajacy sekwencje charak-
terystyczne dla danego czynnika z rodziny Snail (ryc. 1).

U kregowcdw czynniki transkrypcyjne z rodziny Snail
zawierajg w cze$ci korica N charakterystyczna, krétka
domene SNAG (Snail-Gfi1), zbudowang u SNAIL z 9 aa.

Rejony korica C taticucha biatkowego czynnikéw rodziny
Snail sg zbudowane z 4-6 tandemowo utozonych moty-
wéw palca cynkowego klasy C2H2, przy czym obecno$é
4 motywéw warunkuje ich prawidtowe funkcjonowa-
nie [33,73]. Domena zawiera réwniez sygnat lokalizacji
jadrowej (nuclear localization signal, NLS) [106].

SNAIL w centralnej czeci sekwencji ma dwa motywy
docelowe dla kinazy serynowo-treoninowej GSK-3p:
miejsce I - sekwencja destrukcyjna (aa 96-104) i bogate
w leucyny miejsce 11 - sygnat eksportu jadrowego - NES
(aa 107-119) [116].

SLUG natomiast w centralnej czesci czasteczki ma
domene SLUG, ktéra bierze udzial w represji genu
E-kadheryny przez wiazanie z korepresorem CtBP1
(C-terminal binding protein-1) (ryc. 1) [71].

Represia Genow zaLezna o SNAIL

Przejécie nablonkowo-mezenchymalne jest gtéwnym
procesem zachodzacym podczas morfogenezy zaréwno

domena destruction domena
§NA7 box NES
SNAIL1 l regon e
domena
SLUG

\ |
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Ryc. 1. Poréwnanie sekwencji czynnikéw transkrypcyjnych nalezacych do rodziny Snail (opis w tekscie)
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u kregowcdw, jak i bezkregowcéw. W dorostym organi-
zmie proces, jako fizjologiczny, wystepuje np. podczas
gojenia sie ran. EMT zostal réwniez poznany i doktadnie
opisany w stanach patologicznych, poniewaz stanowi
jeden z podstawowych mechanizméw progresji nowo-
tworowej [84]. Wiele wewnatrzkomdérkowych szlakéw
przekazywania sygnatéw, indukowanych przez czynniki
mikro$rodowiska nowotworu, sktadajacych sie na EMT,
prowadzi do utraty potaczen miedzykomérkowych,
zmiany polarno$ci komérki, zwiekszenia jej mobilnosci
i nabycia zdolno$ci migracji.

MecHaNizm pziatANIA czyNNIKA SNAIL Na PRzyKADZIE
REGULACII GENU CDH T

Przejécie nablonkowo-mezenchymalne podlega ztozonej
regulacji na poziomie transkrypcyjnym. Czynnik trans-
krypcyjny SNAIL bierze udzial w podstawowym dla EMT
etapie, oddzialuje bezposrednio na promotor genu CDH1
kodujacego E-kadheryne, co powoduje obnizenie poziomu
tego biatka w komdrkach epitelialnych [7,13]. E-kadheryna
jest glikozylowanym biatkiem transbtonowym odgrywaja-
cym istotna role w utrzymywaniu polarno$ci komérek, ich
integralno$ci oraz w zaleznym od jonéw wapnia tworzeniu
potaczen adhezyjnych miedzy komérkami. Biatko jest zali-
czane réwniez do supresoréw transformacji nowotworo-
wej, gdyz spadek jego ekspresji jest powigzany ze wzrostem
progresji nowotworowej i przerzutowaniem [100].

Odwrotna korelacja miedzy poziomem SNAIL a E-kadhe-
ryny zostata zaobserwowana w wielu nowotworach,
m.in. w czerniaku, raku watrobowokomérkowym (hepa-
tocellular carcinoma), raku ptaskonabtonkowym ust
(oral squamous cell carcinoma), raku piersi czy w typie
rozlanym raka zotadka [8,48,82,85,111].

Zahamowanie transkrypcji genéw zalezne od SNAIL
polega na zwiazaniu SNAIL do sekwencji E-box (CAGGTG,
CACCTG, GGCCGG) w promotorze genu przez domene
kotica C czynnika oraz zaangazowaniu komplekséw biatek
korepresorowych przez ich wigzanie z sekwencja SNAG.

W obrebie fragmentu od - 178 do +92 promotora ludz-
kiego genu kodujacego E-kadheryne znajduja sie trzy
sekwencje E-box. Wszystkie sa jednocze$nie zaangazo-
wane w proces regulacji transkrypcji genu, przy czym
wigzanie SNAIL do miejsca w pozycji od +22 do +27 powo-
duje najsilniejszy efekt represji [7].

Biatka wchodzace w sktad komplekséw korepresorowych
s enzymami bezpo$rednio odpowiedzialnymi za epige-
netyczng regulacje ekspresji genéw. Regulacja obejmuje
modyfikacje histonéw oraz metylacje DNA doprowadza-
jace do zmian w strukturze chromatyny [5]. Dotad ziden-
tyfikowano wiele komplekséw biatek korepresorowych
mogacych wigzaé sie bezposrednio z represorami trans-
krypgji [101].

Liczne badania wykazaly wspétdziatanie czynnika SNAIL
zaréwno z enzymami modyfikujgcymi chromatyne, jak

i metylujacymi DNA w regionach regulatorowych gendw,
tzw. wyspach CpG. Mechanizmy tworzenia niektérych
ztych komplekséw (np. z LSD1) zostaly szczegétowo opi-
sane, a inne nie zostaly jeszcze tak doktadnie poznane.

Czynnik SNAIL wspdtdziata w kompleksach z nastepujg-
cymi enzymami:

+ z deacetylazami histonowymi 1 i 2 (HDAC1 i HDAC2)
oraz korepresorem Sin3A (wchodzacym w sktad kom-
pleksu SIN3), co prowadzi do deacetylacji histondw 3 i 4
oraz metylacji lizyny w pozycji 9 w histonie 3, a w kon-
sekwencji do modyfikacji organizacji chromatyny [75];

» z deacetylaza histonowa 3 (HDAC3), aktywowang przez
czynnik indukowany przez hipoksje-1a (hypoxia indu-
cible factor-1a - HIF-1a). W warunkach niedotlenienia
komdérek nowotworowych, wigzac sie ze SNAIL prowadzi
do represji CDH1 [102];

» z metylotransferazg argininy 5 (PRMT5) oraz korepre-
sorem AJUBA, powodujac metylacje argininy w pozycji 3
w histonie 4 [43];

¢ z kompleksem biatkowym grupy Polycomb PRC2
(Polycomb Repressive Complex 2), przez bezposred-
nie oddziatywanie z nalezacymi do kompleksu biatkami
SUZ12 i EZH2, co indukuje trimetylacje lizyny w pozycji
27 w histonie 3 (H3K27me3) [40];

+ 7 lizynoswoistg demetylazg 1 (LSD1) oraz kompleksem
COREST [62]. LSD1 powoduje demetylacje lizyny w pozy-
cji 4 oraz 9 w ogonie histonu 3 (H3K4, H3K9). Tworzacy
kompleks z LSD1 korepresor COREST przeciwdziala jej
proteasomalnej degradacji oraz moduluje strukture
domeny katalitycznej (catalytic amino oxidase domain)
w LSD1, wplywajac na jej interakcje z substratem - ogo-
nem histonu 3 [91]. SNAIL, przez domene SNAG, oddzia-
tuje z domeng katalityczng LSD1, dzieki podobiefistwu
sekwencji SNAG do sekwencji wiazacej LSD1 w ogonie
histonu H3. Dla tego oddzialywania sa niezbedne argi-
nina w pozycji 3 i 8 oraz lizyna w pozycji 9 w sekwencji
SNAG czynnika. Utworzenie kompleksu SNAIL-LSD1-
-COREST stabilizuje czasteczke SNAIL; N-koticowa
domena SNAIL staje sie niedostepna dla GSK3p, a w kon-
sekwencji nie dochodzi do degradacji SNAIL w prote-
asomie. COREST wplywa réwniez na stabilno$¢ wigzania
LSD1-SNAIL w kompleksie. Lin i wsp., na przyktadzie
regulacji genu CDH1, zaproponowali nastepujacy model
wyciszania gendéw z udzialem SNAIL: SNAIL, przez
domene SNAG (petnigcg role molekularnego ,haczyka”),
oddziatuje z kompleksem LSD1-CoREST. Powstaly, sta-
bilny kompleks SNAIL-LSD1-CoREST jest przylaczany
do sekwencji promotorowej genu dzieki wigzaniu moty-
woéw palca cynkowego w C-koricowej domenie SNAIL do
sekwencji E-box w promotorze. Nastepnie dochodzi do
demetylacji H3K4me2 w promotorze genu kodujacego
E-kadheryne. Dalszych wyjasniet wymaga sposéb w jaki,
réwnocze$nie do opisanego modelu, zachodzi deacetyla-
cja (H3 i H4) oraz metylacja (H3K27 i H4R3);
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+ z metylotransferaza G9a, odpowiedzialng za mono -
i dimetylacje lizyny w pozycji 9 w histonie 3 (H3K9mel,
H3K9me2) w euchromatynie oraz heterochromatynie
fakultatywnej. Badania in vitro oraz in vivo wykazaty,
ze SNAIL wchodzi w interakcje z metylotransferaza
G9a i jest zaangazowany w demetylacje H3K9me2 [28].
Utworzenie kompleksu G9a ze SNAIL nastepuje dzieki
bezposredniemu oddziatywaniu enzymatycznej domeny
SET i domeny strukturalnej zawierajacej powtdrze-
nia ankiryny (ankyrin-repeat domain) w G9a z C-kon-
cowym regionem palcéw cynkowych w SNAIL. Dong
i wsp. wykazali réwniez wspdlistnienie SNAIL w kom-
pleksach z metylotransferazami DNA; DNMT1, DNMT3a
i DNMT3b. Kompleksy te sa tworzone posrednio przez
metylotransferaze G9a. SNAIL wiec moze by¢ waznym
czynnikiem faczacym modyfikacje histonéw i metylacje
DNA w celu wyciszenia transkrypcji genéw;

« z metylotransferaza Suv39H1, odpowiedzialng za tri-
metylacje lizyny 9 w histonie 3 (H3K9me3), co ma miej-
sce gtéwnie w heterochromatynie konstytutywne;j.
Kompleks SNAIL-Suv39H1 powstaje przez oddzialywanie
domeny SNAG czynnika z domena katalityczng mety-
lotransferazy i wykazano, ze jest niezbedny do zaha-
mowania transkrypcji genu kodujgcego E-kadheryne
w modelowych liniach komérkowych raka piersi HMLE
i MCF10A oraz w liniach komérkowych raka piersi pod-
stawnopodobnego BLBC [27];

« z ligazami Ring1A i Ring1B, ktére nalezgc do kom-
pleksu PRC1 (Polycomb Repressive Complex 1), powo-
dujg monoubikwitynacje histonu H2A w lizynie
w pozycji 119 [17]. Tak jak w przypadku metylotrans-
ferazy G9a, dzieki zaangazowaniu domeny palcédw cyn-
kowych (a nie domeny SNAG) biatka SNAIL oraz domen
RING ligaz dochodzi do powstania kompleksu obu bia-
tek. Wykazano, Ze proces jest odpowiedzialny za zwiek-
szenie migracji komdrek nowotworowych trzustki.
Ponadto zaobserwowano, ze utworzenie kompleksu
SNAIL z biatkiem sktadowym kompleksu PRC2-EZH2
prowadzi do wydajniejszego tworzenia komplekséw
SNAIL z Ring1A/B.

SNAIL, poprzez tworzenie komplekséw z szeregiem
kofaktoréw i enzyméw modulujacych chromatyne, wpi-
suje sie w idee ,,reader-writer”. W modelu tym SNAIL
,czyta” promotor genu docelowego (np. sekwencje
E-box w promotorze CDH1), a wspétdziatajace z czynni-
kiem enzymy ,,redaguja” chromatyne, modulujac infor-
macje epigenetyczna, a powstaty kompleks aktywuje lub
hamuje transkrypcje gendw [61].

Rota SNAIL w EPIGENETYCZNE) REGULACII EKSPRESJI GENOW

SNAIL jest uwazany za jeden z gtéwnych weztéw $ciezek
sygnatowych w EMT. Jest on nie tylko represorem genu
CDH]I, ale réwniez pod jego kontrola znajduje sie wiele
innych genéw kodujgcych biatka komérek nabtonko-
wych.

W tabela 1 zestawiono geny bezpos$rednio regulowane
przez SNAIL, ktérych produkty sa zaangazowane w EMT
oraz utrzymanie polarno$ci komérek. Zmiany zacho-
dzgce pod wptywem czynnika SNAIL potwierdzajg jego
udziat w nabywaniu przez komérki fenotypu migra-
cyjno-inwazyjnego. SNAIL powoduje spadek poziomu
biatek budujacych potaczenia $ciste komdrek (tight junc-
tions), m.in. klaudyny-3, - 4, - 7 oraz okludyny, zmiane
lokalizacji wewnatrzkomdrkowej biatka strefy zamy-
kajacej ZO-1 i spadek poziomu tworzacej potaczenia
szczelinowe typu gap koneksyny 43 [23,45]. SNAIL bie-
rze réwniez udzial w regulacji ekspresji metaloproteaz
(MMP) degradujacych macierz zewnatrzkomérkowa,
takich jak: MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9 i MT1-MMP
[49,69,110].

Mimo, ze SNAIL uwazany jest przede wszystkim za repre-
sora transkrypcji, bierze réwniez udzial w bezposredniej
indukgji transkrypcji niektérych gendw, np. interleukiny
8 czy miozyny Va [44,57].

SNAIL ma zdolno$¢ dziatania plejotropowego; jest zaan-
gazowany nie tylko w represje genéw na poziomie
transkrypcji, ale takze na etapie potranskrypcyjnym,
np. wplywajac na alternatywne sktadanie mRNA biatek
p120 i ZO-1 oraz modulujgc proces inicjacji translacji
klaudyny-1 [74].

Wspotpziakanie SNAIL z INNYMI CZYNNIKAMI TRANSKRYPCYINYMI

W czasie EMT, podczas embriogenezy oraz w warunkach
patologicznych, wiele czynnikéw transkrypcyjnych
wspotdziata synergicznie lub addytywnie.

Wykazano, ze represje genu kodujacego E-kadheryne,
poza rodzina Snail, wywotuja: czynnik TWIST, biatka
z rodziny ZEB: delta-EF1 (ZEB-1) i SIP1 (ZEB-2) oraz
produkty alternatywnego sktadania genu E2A - czyn-
niki E12/E47 [21,37,81,108]. Stopieti udziatu poszczegdl-
nych czynnikéw transkrypcyjnych w obnizeniu poziomu
E-kadheryny jest zalezny od stopnia powinowactwa wig-
zania do badanej sekwencji E-box w danym typie komé-
rek. Moze to wskazywa¢ na istnienie pewnej hierarchii

Tabela 1. Geny bezpo$rednio regulowane przez czynnik Snail, kodujace biatka zaangazowane w EMT oraz utrzymanie polarno$ci komérek

Proces Geny bezposrednio regulowane przez Snail

EMT

Snail1{79], CDH1[7,13], CK17/18 [24], VDR [59], CLDN7 [45], CLDN3 [38], CLDN1 [67], OCLN [45], HNF4a [19], HNF1b [11],

MMP2 [110]

Utrzymanie polarnosci komarki

Crumbs3 [99], Hugl-2 [52]
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Ryc. 2. Mechanizmy komdrkowe regulujace stabilnos¢ i aktywnos¢ Snail (opis w tekscie)

udziatu czynnikédw w represji w konkretnych warunkach
in vivo. Te teorie potwierdza analiza wigzania czynnikéw
transkrypcyjnych do elementu E-pal (E-box2 i E-box1)
w mysim promotorze genu cdhl przez zastosowanie
metod EMSA (electrophoretic mobility shift assay) oraz
CEMSA (capillary electrophoretic mobility shift assays),
wykazaty one dwukrotnie wyzsze powinowactwo SNAIL
niz E47, natomiast powinowactwo wigzania SLUG byto
najnizsze spo$réd tych trzech badanych czynnikéw [9].

Oprécz réznego stopnia zaangazowania w represje genéw,
obserwuje sie réwniez zréznicowany udzial czynnikéw
represorowych w poszczegélnych etapach inwazji nowo-
tworowej. Przej$ciowy wzrost poziomu SNAIL lub ZEB-2
w komérkach, w czasie EMT, jest zwiazany z inicjacja
inwazji, podczas gdy wzrost SLUG, E47 oraz ZEB-1 z utrzy-
maniem fenotypu migracyjno-inwazyjnego komdrek
[77]. Model taki wyja$niatby rozbieznosci w publikowa-
nych wynikach badan, np. obserwowane wystepowanie
réznych represoréw transkrypcyjnych w analizach linii
komdrkowych raka piersi moze by¢ uzaleznione od stop-
nia progresji nowotworowej i inwazyjnosci badanych
komérek. W progresji czerniaka nastepuje zmiana
poziomu ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych obej-
mujaca spadek poziomu SLUG i ZEB2 przy jednoczesnym
wzroscie poziomu TWIST1 i ZEB1 [14].

Czynniki transkrypcyjne biorace udziat w EMT sg powig-
zane szeregiem wzajemnych oddziatywan. Badanie tych
interakcji poprzez analize "interaktomu EMT” pokazato,
ze rodzina czynnikéw ZEB jest zalezna od czynnikéw
SNAIL oraz TWIST [97]. Mianowicie, SNAIL (wspdtdziata-

jac z TWIST) wplywa na wzrost ekspresji ZEB-1 na pozio-
mie transkrypcyjnym oraz potranskrypcyjnym w trakcie
EMT wywolywanego przez TGF-B. SNAIL jest niezbedny
do stabilizacji poziomu biatka TWIST i wzrostu ekspre-
sji mRNA TWIST1 oraz translokacji do jadra czynnika
ETS1. TWIST i ETS1 bezposrednio oddziatuja na promo-
tor genu ZEB-1 [22].

Recuacia exspressi 1 AkTYwNoScl SNAIL

Umiejscowienie SNAIL w komérce jest istotne-dla jego
aktywnosci. Ekspresja i aktywno$¢ czynnikéw nale-
zacych do rodziny Snail jest regulowana na poziomie
transkrypcji oraz na réznych etapach potranskrypcyj-
nych i obejmuje wiele $ciezek przekazywania sygnatéw
wewngtrzkomdrkowych.

Lokavizacsa wewnaTRzKomOrKowa SNAIL

Spoéréd czynnikéw nalezacych do rodziny Snail tylko
SNAIL jest biatkiem zidentyfikowanym zaréwno w cyto-
plazmie, jak i w jadrze komdérkowym. Obecny w cytopla-
zmie SNAIL jest biatkiem niestabilnym (czas potowicznego
zaniku 25 min), bardzo szybko degradowanym przez pro-
teasom w sposéb zalezny od ubikwitynacji. W procesie
tym najistotniejszym enzymem jest kinaza syntazy gli-
kogenu 3 (GSK-3p), ktéra fosforylujac seryny w pozycjach
96 oraz 100 w miejscu I powoduje, ze SNAIL jest rozpo-
znawany przez ligaze B-TrCP (B-transducing repeat-
-containing protein), a nastepnie ubikwitynowany
i degradowany w proteasomie. Fosforylacja seryn w tym
motywie jest poprzedzona fosforylacja seryny w pozycji
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104 przez kinaze CK1¢ [105]. Natomiast w jadrze komérko-
wym, fosforylacja miejsca docelowego NES (seryn w pozy-
cjach 107, 111, 115, 119) przez GSK-3p powoduje eksport
czynnika z jadra do cytoplazmy (ryc. 2) [116].

Translokacje SNAIL do cytoplazmy umozliwia réw-
niez fosforylacja w przylegtej do NES sekwencji boga-
tej w seryne (serine-rich sequence) powodujaca, ze NES
staje sie dostepna dla eksportyny jadrowej Crm1 [26].
Brak sekwencji NES u innych przedstawicieli rodziny
Snail powoduje, ze ich lokalizacja ogranicza sie do jadra
komdérkowego.

Domena C-korica SNAIL jest fosforylowana przez kinaze
PAK-1, ktéra fosforylujac seryne w pozycji 246 powoduje
stabilizacje biatka w jadrze [109].

Ponadto za zwiekszenie stabilno$ci SNAIL w jadrze
jest odpowiedzialna fosfataza SCP (small C-terminal
domain phosphatase), ktéra, wigzac sie z koticem C cza-
steczki SNAIL, indukuje defosforylacje seryn w rejonach
destruction box i NES (ryc. 2) [104].

Wykazano réwniez dodatkowy mechanizm stabilizacji
SNAIL w cytoplazmie. Aktywowana w odpowiedzi na
uszkodzenie DNA kinaza ATM fosforyluje seryne w pozy-
cji 100 w SNAIL, co blokuje powstawanie kompleksu
SNAIL-GSK-3p, a zatem zahamowanie procesu degrada-
cji w proteasomie. Do ufosforylowanej seryny w pozycji
100 przytacza sie biatko HSP90«, dodatkowo stabilizujac
SNAIL [94].

RoLA BIALEK SYGNALOWYCH W REGULACJI EKSPRESJI | AKTYWNOSCI
SNAIL

Ekspresja SNAIL jest regulowana przez wiele czasteczek
sygnatowych i czynnikéw biologicznych. Wigzanie sie
czynnikéw wzrostu do swoistych receptoréw, np. czyn-
nika wzrostu fibroblastéw (FGF) do receptora FGFR1 lub
czynnika wzrostu naskérka (EGF) do EGFR, aktywuje
$ciezki przekazywania sygnatu prowadzace do wzrostu
poziomu SNAIL.

FGFR1 oraz FGF-2 i FGF8 sg niezbedne do indukgcji eks-
presji SNAIL w czasie rozwoju zarodkowego [20,46].

Natomiast EGF w linii komérek ludzkiego raka tuskowa-
tokomdrkowego A431 (epidermoid carcinoma) powoduje
wzrost poziomu SNAIL przez obnizenie ekspresji kawe-
oliny-1, co podwyzsza, niezalezng od GSK-3p, aktywnos¢é
transkrypcyjna kompleksu B-kateniny z czynnikiem
transkrypcyjnym TCF/LEF-1 (biatka szlaku Wnt) [65].

Rola rodziny transformujgcych czynnikéw wzrostu f
(transforming growth factor p - TGF-p) w EMT, w tym
EMT w progresji nowotworowej zostata szczegétowo
poznana i opisana [15,55].

TGF-B1 indukuje ekspresje SNAIL w linii komdérkowej
raka ptuc H441 [88]. Wplyw TGF-B1 na poziom SNAIL jest

podwyzszony w komdrkach nowotworowych z aktywna
onkogenng GTP-aza Ras, co wskazuje na synergizm
wplywu tych dwéch czynnikédw na SNAIL [89].

W komérkach epitelialnych watroby, bedacych w fazie
przejécia w fenotyp ,fibroblastoidalny” pod wptywem
TGF-B1, w indukcje ekspresji Snail zalezna od TGF-P1
i Ras jest zaangazowana kinaza 3-fosfatydyloinozytolu
(PI3K) oraz aktywator kinazy ERK/kinaza kinazy biatko-
wej aktywowanej mitogenami 11 2 (ERK activator kinase,
MEK1/2) [34,78]. W nowotworowych liniach pochodze-
nia nabtonkowego potwierdzono, ze w przekazywanie
sygnatéw wewnatrzkomdrkowych generowanych przez
TGF-f1 na drodze zaleznej od PI3K jest zaangazowana
aktywna Akt [36].

Znany jest wplyw cytokiny prozapalnej - czynnika
martwicy nowotworu (tumor necrosis factor, TNF-a)
na wiele proceséw powigzanych z nowotworzeniem
[58]. TNF-a zwieksza migracje komérek, obniza poziom
E-kadheryny oraz powoduje translokacje SNAIL do jadra
w komérkach raka nabtonka przewoddéw zétciowych
[98]. Wydzielany przez makrofagi obecne w mikro$ro-
dowisku nowotworu (tumor associated macrophages,
TAMs) TNF-a stabilizuje SNAIL w komérkach nowotwo-
rowych przez aktywacje szlaku jadrowego czynnika kB
(nuclear factor-«B, NFkB). NFkB indukuje transkrypcje
sygnalosomu COP9 (podjednostka CSN2), ktéry nastep-
nie hamuje fosforylacje SNAIL przez GSK-3p, a przez to
degradacje SNAIL [103].

Podwyzszony poziom lub aktywno$¢ kinazy ILK sg sko-
relowane ze wzrostem poziomu SNAIL w wielu typach
nowotwordw ztosliwych [6,90,115]. ILK powoduje wzrost
migracji i inwazyjno$ci komérek nowotworowych przez
indukowanie procesu EMT [16]. Obserwacje te potwier-
dzity sie réwniez w badaniach z wykorzystaniem linii
komérkowej raka jelita grubego (colorectal cancer, CRC)
SW480 z nadekspresja ILK. Nadekspresja ILK w badanych
komérkach obniza poziom E-kadheryny przez aktywacje
szlaku NFkB. ILK podwyzsza poziom SNAIL i SLUG, jed-
nak zaangazowanie w ten proces $ciezki NFkB wymaga
dalszych badati [107]. W komdrkach CRC ze zmutowa-
nym genem supresora APC, kinaza ILK powoduje wzrost
ekspresji genu kodujacego SNAIL. W opisanym uktadzie
ani APC ani biatka szlaku Wnt (B-katenina, TCF) nie maja
wplywu na poziom SNAIL [95].

Nalezace do rodziny Ras, onkogenne biatko K-Ras stabi-
lizuje SNAIL na drodze zaleznej od kinazy ATR (ataxia
telangiectasia and Rad3-related protein, FRP1) [60].

Transbtonowe biatko Notch dwojako wplywa na poziom
SNAIL w komdrkach nowotworowych. Wewnatrzko-
mérkowa domena Notch (Notch1 intracellular domain,
NICD), stanowigca aktywna postad tego receptora, wigze
sie do promotora SNAIL, powodujac wzrost transkrypcji.
NICD, w warunkach niedotlenienia, nasila réwniez wig-
zanie si¢ czynnika HIF1a do promotora genu oksydazy
lizylowej (lysyl oxidase, LOX), powodujgc wzrost ekspre-
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sji oksydazy [87]. LOXL2, przez oksydacje lizyny w pozy-
cji 98 lub/i lizyny w pozycji 137 w sekwencji SNAIL,
powoduje konformacyjna zmiane czasteczki SNAIL, co
chroni ja przed degradacja zalezng od GSK-3p (ryc. 2)
[76]. A zatem aktywno$¢ SNAIL jest regulowana poprzez
utrzymanie dynamicznej réwnowagi miedzy dziataniem
GSK-3f i LOXL2 w komérce. Aktywowanie $ciezki sygna-
towej Notch podwyzszajace poziom SNAIL w liniach
komérkowych raka piersi oraz fibroblastach zwigzanych
z nowotworem (cancer-assosiated fibroblasts, CAFs) jest
stymulowane przez 17p-estradiol oraz jego receptor
GPR30/GPER [83].

Na stabilno$¢ SNAIL w komdrce maja wptyw réwniez
kinaza kazeinowa 2 (casein kinase-2, CK2) oraz kinaza
biatkowa A (protein kinase A, PKA), fosforylujac odpo-
wiednio seryny w pozycjach 92 i 11 (ryc. 2). Byé moze
procesy te modulujg interakcje miedzy czynnikiem
SNAIL a jego korepresorem mSin3A, wptywajac na repre-
sorowg aktywno$¢ SNAIL w stosunku do CDHI [66].

Opisano powiazania miedzy czynnikiem SNAIL
a elementami $ciezki sygnatowej Wnt. Biatka klasycz-
nej $ciezki sygnatowej Wnt moga hamowac fosforylacje
SNAIL przez GSK-3p [112]. W do$wiadczeniach z uzyciem
linii gruczolakoraka piersi MCF-7 wykazano, ze aksyna
2 kontroluje poziom GSK-3p w jadrze komérkowym
[113]. W badaniach na liniach komérkowych raka jelita
grubego wykazano, ze SNAIL, przez stymulacje trans-
krypcji zaleznej od kompleksu p-katenina/TCF, wptywa
na wzrost poziomu aksyny 2 oraz innych genéw zalez-
nych od $ciezki Wnt [93]. W warunkach indukowanego
EMT w linii HepG2 raka watrobokomdrkowego potwier-
dzono istnienie wzajemnych oddzialywati miedzy SNAIL
a B-katening, w nastepstwie aktywacji biatek szlaku
MAPK [118].

SNAIL reguluje swoja ekspresje przez ujemne sprzeze-
nie zwrotne. Promotor SNAIL w pozycji - 146 od miejsca
startu transkrypcji zawiera aktywng sekwencje E-box
(5’-CACCTG-3’) [79].

WpLYW CZYNNIKGW REGULUJACYCH TRANSKRYPCJE NA REGULACJE
eksPres)I SNAIL

Poznanie powigzan i wzajemnych zalezno$ci miedzy
biatkami w EMT umozliwilo zidentyfikowanie czynni-
kéw transkrypcyjnych i epigenetycznych, ktére reguluja
poziom SNAIL w komérkach.

Kompleks NF-kB ma wptyw zaréwno na ekspresje Snail,
zwiekszajac poziom transkrypcji SNAIL, jak i na aktyw-
no$¢ biatka przez stabilizacje czasteczki SNAIL w komér-
kach [50,103]. Barbera i wsp. wykazali, ze ludzki NF-xB
stymuluje transkrypcje genu SNAIL, wiazac sie do jego
promotora w miejscu - 195 a - 78 pz [6]. Wplyw NF-xB na
transkrypcje czynnika w komérkach epitelialnych, moze
by¢ znoszony przez dziatanie kinazy GSK-3p [4]. Réwniez
czynnik SNAIL wplywa na poziom NF-«B, w komérkach
raka prostaty podwyzszony pod wptywem dzialania

TGF-B lub EGF poziom SNAIL powodowat obnizenie
transkrypcji NF-kB/p65 [18].

Zaktywowany przez c-MYC czynnik transkrypcyjny AP4
powoduje wzrost ekspresji SNAIL w komdérkach raka
jelita grubego [47].

Niezbedny do proliferacji komérek czynnik transkryp-
cyjny B-Myb jest pozytywnym regulatorem procesu EMT
w liniach komérkowych raka piersi, gdzie odpowiada za
podwyzszenie poziom SNAIL [96].

Czynniki SNAIL i TWIST w réznym stopniu wzajemnie
oddzialuja na siebie w czasie EMT indukowanym przez
TGF-B, Obnizenie poziomu TWIST skutkuje opdznieniem
w indukcji ekspresji SNAIL przez TGF-f [22].

Wykazano réwniez wigzanie regionu korica N sekwen-
cji aminokwasowej metylotransferazy DNA 1 (DNMT1)
do sekwencji SNAG czynnika SNAIL. DNMT1 uniemozli-
wia wigzanie SNAIL do promotora CDH1. Oddziatywanie
to nie wymaga zaangazowania domeny kaktalitycznej
DNMT1 odpowiedzialnej za metylacje DNA [29].

Rota mikroRNA w recuLAch AkTYWNOSCI czyNniKA SNAIL

W ostatnich latach wiele badan skupia sie na niekodu-
jacych RNA, a zwlaszcza mikroRNA (miRNA, miR), jako
czynnikach regulujacych ekspresje genéw, zaréwno
w procesach fizjologicznych, jak i patologicznych.
Niektére z miRNA moga wplywaé na fenotyp komé-
rek przez supresje genédw zaangazowanych w kontro-
lowanie (epitelialnego lub mezenchymalnego) stanu
komérki. Poziom SNAIL w komérkach nowotworowych
jest regulowany przez miR-34a/b/c [54,92]. Aktywne
biatko supresorowe p53 indukuje ekspresje miR-34,
ktére bezpos$rednio wptywa na obnizenie poziomu
mRNA kodujacego SNAIL. W nowotworach ze zmutowa-
nym lub epigenetycznie zinaktywowanym genem TP53
hamowanie ekspresji SNAIL przez miR-34 jest obnizone.
W tym przypadku jest obserwowane sprzezenie zwrotne
- powstajacy SNAIL wigze sie do sekwencji E-box w pro-
motorach miR34a/b/c, hamujac ich aktywno$¢. Nega-
tywne sprzezenie zwrotne miedzy SNAIL a miRNA byto
obserwowane réwniez w przypadku mir-203 w liniach
komérkowych raka piersi [70].

Natomiast w komdrkach czerniaka nadekspresja miR-9
wptywa na obnizenie poziomu SNAIL, bezposrednio
oddziatujac na NF-xB1 [63]. Ponadto w hepatocytarne;j
linii AML12 czy w czasie EMT w niedrobnokomdérkowym
raku ptuc miR-30 wptywa bezposrednio na obnizenie
poziomu SNAIL, hamujac wywotany przez TGF-P proces
EMT [56,114]. SNAIL bezpo$rednio hamuje réwniez miR-
200, ktéry obniza poziom Slug [25].

REGULACJA NA POZIOMIE TRANSLAC)I

Zidentyfikowano réwniez wiele innych proceséw, ktére
regulujg SNAIL na poziomie translacji. Zahamowanie
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funkcji represora translacji 4E-BP1, charakterystycznego
dla epitelium biatka wigzacego elF-4E, uniemozliwia
powstawanie kompleksu elF4F inicjujacego translacje
onkogennych mRNA [12]. W nowotworach szlaki prze-
kazywania sygnaléw PI3K/AKT i Ras-MAPK prowadza
do fosforylacji 4E-BP1, ktéra znosi funkcje inhibitorowa
tego czynnika. Obnizenie poziomu 4E-BP1 w komérkach
linii raka piersi i raka jelita grubego powoduje wzrost
ekspresji SNAIL, a co za tym idzie wzrost wtasciwo$ci
migracyjnych i inwazyjnych badanych linii komérko-
wych oraz zwiekszenie metastazy w modelu myszy bez-
grasiczych. Ponadto w badanych liniach komérkowych
MDA-MB-468 i HCT116 wykazano, ze inhibitor kinazy
mTOR AZD8055 hamuje fosforylacje 4E-BP1, obnizajac
poziom SNAIL. Potwierdza to role 4E-BP1 w regulacji
ekspresji SNAIL na poziomie inicjacji translacji zaleznej
od czapeczki, a w zwigzku z tym w regulacji EMT [12].
Natomiast czynnik YB-1 (Y-box binding protein) indu-
kuje translacje mRNA SNAIL przez proces inicjacji trans-
lacji niezalezny od czapeczki zwigzany z sekwencja IRES
(internal ribosome entry site - wewnetrzne miejsce wig-
zania rybosomu) [30].

Znaczenie SNAIL w NowOTWORZENIU | INWAZYINOSCI
NOWOTWOROWE)

Na podstawie badari przeprowadzonych na mate-
riale uzyskanym od chorych wnioskuje sie, Ze SNAIL
jest potencjalnym czynnikiem prognostycznym, m.in.
w przezywalnosci pacjentéw i nawrocie choroby nowo-
tworowej po nefrektomii w raku jasnokomérkowym
nerki, przezywalnosci chorych na raka pecherza moczo-
wego poddanych chemioterapii czy chorych na raka
piersi [35,64,72].

W raku jelita grubego oraz w liniach komérkowych
wywodzgcych sie z nowotworéw jelita grubego zwiek-
szony poziom czynnika SNAIL powoduje wzrost wtasci-
wosci migracyjnych i inwazyjnych komdrek w wyniku
procesu EMT [44].

Obserwuje sie takze wptyw SNAIL na indukcje swoistego
fenotypu nowotworowych komérek macierzystych (can-
cer stem cells, CSC) [31,44]. W przypadku raka trzustki
SNAIL jest istotnym czynnikiem podtrzymujacym

PismienNICTWO

ekspresje markeréw CSC i ich zdolno$¢ samoodnowy
(wzrost ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych Sox2
i Oct-4) [117]. SNAIL indukuje réwniez fenotyp CSC linii
komérkowych raka ptaskonabtonkowego glowy i szyi
oraz wzmaga ich oporno$¢ na chemioterapie [68].

SNAIL wptywa takze na zahamowanie mechanizmdéw
komérkowych prowadzacych do apoptozy, a wiec na
wzrost opornosci komérek nowotworowych na chemio-,
radio - czy immunoterapie. Wykazano, ze czynnik ten
w warunkach uszkodzenia DNA, obniza poziom i stabil-
no$¢ biatka p53, kontrolujgcego szlaki indukcji apopto-
tycznej $mierci komérkowej [51]. W badaniach in vivo
SNAIL wykazuje wlasciwo$ci ochronne, zmniejszajac
zmiany indukowane uszkodzeniami DNA powstajacymi
w wyniku stosowania radioterapii [80].

SNAIL jest wykrywany w duzej mierze w fibroblastach
zrebu guzdw, a jego ekspresja w zrebie jest zwigzana
z krétsza przezywalno$cig chorych [32]. Poziom mRNA
SNAIL w fibroblastach zwigzanych z nowotworem (CAFs)
koreluje ze wzrostem migracji i proliferacji komérek
raka jelita grubego, co wraz z dostepna, zmieniong pod
wplywem SNAIL, pula cytokin wydzielanych przez CAFs
wskazuje na ich wlasnosci sprzyjajace procesowi nowo-
tworzenia [41].

PopsumowaNie

Patologiczna indukcja procesu EMT w komérkach
nowotworowych jest powigzana miedzy innymi ze
znieksztatconym profilem metylacji DNA, zahamowa-
niem mechanizméw komérkowych prowadzacych do
apoptozy, a wiec wzrostem opornoéci komédrek nowo-
tworowych na chemio-, radio - czy immunoterapie,
z nabywaniem wtasciwosci komérek CSC, wtasciwo$ci
migracyjnych i inwazyjnych, prowadzacych do meta-
stazy guzéw. Czynnik transkrypcyjny SNAIL stanowi
wazny element indukujacy EMT przez opisane powy-
zej mechanizmy epigenetycznej regulacji genéw. Lepsze
zrozumienie proceséw jakim podlega SNAIL w komér-
kach, moze miel istotne znaczenie w projektowaniu
innowacyjnych terapii majacych na celu zahamowanie
metastazy nowotworowej, a takze stuzy¢ do celéw dia-
gnostycznych i prognostycznych.
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