
ЦИТОЛОГИЯ, 2020, том 62, № 1, с. 3–15

3

ТРАНСКРИПЦИОННЫЙ ФАКТОР Zeb1: ПОСТТРАНСКРИПЦИОННАЯ 
РЕГУЛЯЦИЯ ЕГО АКТИВНОСТИ В КАРЦИНОМАХ 

МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ЧЕЛОВЕКА
© 2020 г.   Д. Ю. Поздняков1, О. Ю. Шувалов1, Н. А. Барлев1, А. Г. Миттенберг1, *

1Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, 194064 Россия
*E-mail: a.mittenberg@gmail.com

Поступила в редакцию 03.07.2019 г.
После доработки 30.09.2019 г.

Принята к публикации 01.10.2019 г.

В настоящем обзоре подробно описана модуляция экспрессии и функций Zeb1 – одного из транскрипци-
онных факторов, регулирующих эпителиально-мезенхимный переход (ЭМП-ТФ), рассмотрены много-
численные и разнообразные посттранскрипционные и посттрансляционные механизмы регуляции актив-
ности Zeb1, а также рассматривается их роль в ангиогенезе, инвазии, метастазировании и формировании
стволовых клеток опухоли. Ферменты, ответственные за посттрансляционные модификации ЭМП-ТФ, мо-
гут выступать в качестве удобных и эффективных терапевтических мишеней, однако подходить к данной
проблеме следует с осторожностью, в силу возможного наличия у этих ферментов двойных функций – в ка-
честве онкогенов или онкосупрессоров, в зависимости от клеточного контекста. Также в обзоре рассмот-
рена регуляция ЭМП-ТФ на уровне молекул РНК, при этом ключевую роль в сложной регуляторной цепи
эпителиально-мезенхимного перехода играют многочисленные микро-РНК и длинные некодирующие
РНК.
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По данным мировой статистики, каждый год зло-
качественные новообразования молочной железы
поражают более миллиона женщин во всем мире, из
них в Российской Федерации регистрируется свыше
50 тыс. случаев. С каждым годом увеличивается и аб-
солютное число заболевших раком молочной желе-
зы (РМЖ) на 0.1–0.2%. РМЖ в России является ве-
дущей онкологической патологией у женского насе-
ления (Гервас и др., 2019). В свою очередь, основной
причиной смертности при злокачественных новооб-
разованиях молочной железы является метастазиро-
вание. Метастазирующий РМЖ является одним из
самых смертоносных видов РМЖ у женщин во всем
мире с уровнем смертности более 2.1 на миллион

случаев в год (Tevaarwerk et al., 2013). Метастазирова-
ние – многоэтапный процесс, в ходе которого рако-
вые клетки распространяются по кровяному руслу и,
в конечном итоге, приводят к образованию вторич-
ных опухолевых узлов в отдаленных органах. Эпите-
лиально-мезенхимальный переход (ЭМП) является
ключевым процессом для перехода неинвазивного
РМЖ в инвазивный и повышения устойчивости к
традиционной химиотерапии, при котором поляри-
зованные эпителиальные клетки теряют свои плот-
ные межклеточные контакты, что приводит к повы-
шению их миграционной способности, усилению
инвазивных свойств и приобретению мезенхимного
фенотипа. ЭМП характеризуется изменениями в
экспрессии генов, в клеточной полярности, наруше-
нием плотных контактов, значительным увеличени-
ем продукции компонентов внеклеточного матрик-
са, продукцией матриксных металлопротеиназ
(MMP) и трансформирующего фактора роста-β
(TGF-β), экспрессией маркеров раковых стволовых
клеток, гипоксией, снижением экспрессии Е-кадге-
рина и другими молекулярно-биологическими со-
бытиями. Понимание функций маркеров ЭМП, свя-
занных с метастазированием, а также путей их регу-
ляции, имеет решающее значение для разработки

Принятые сокращения: 3'-НТР – 3'-нетранслируемая область
мРНК; HDAC – гистондеацетилаза; HDM – деметилаза ги-
стонов; НМТ – гистонметилтрансфераза; MMP – матриксные
металлопротеиназы; TN РМЖ – трижды негативный (харак-
теризующийся отсутствием рецепторов эпидермального фак-
тора роста, эстрогенового и прогестеронового рецепторов)
РМЖ; ВМ – васкулярная мимикрия; днРНК – длинные неко-
дирующие РНК; МЭП – мезенхимно-эпителиальный пере-
ход; РМЖ – рак молочной железы; ЭМП – эпителиально-ме-
зенхимный переход; ЭМП-ТФ – транскрипционные факторы,
регулирующие эпителиально-мезенхимный переход; ЭФР –
эпидермальный фактор роста.
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потенциальных стратегий лечения пациенток с ме-
тастазирующим РМЖ. Недавние исследования по-
казали, что ЭМП характеризуется потерей молекулы
клеточной адгезии E-кадгерина, активацией таких
мезенхимальных белков, как виментин, матриксные
металлопротеиназы и N-кадгерин, и дерегуляцией
сигнального пути Wnt, что приводит к проникнове-
нию эпителиальных клеток через базальную мем-
брану (см. обзор Поздняков и др., 2019).

ЭМП представляет собой сложное, многоступен-
чатое явление, происходящее во время эмбриональ-
ного развития и прогрессирования опухоли, связан-
ное с серьезным перепрограммированием экспрес-
сии генов и приводящее к изменениям в судьбе и
поведении клеток. Представляет значительный ин-
терес обнаруженная в последние годы связь между
ЭМП и раковыми стволовыми клетками, поскольку
лишь незначительная популяция опухолевых клеток
может инициировать и поддерживать развитие опу-
холи, и агрессивные опухолевые клетки обладают
многими характеристиками эмбриональных клеток-
предшественников. Обнаружено, что ЭМП приво-
дит к возникновению у опухолевых клеток призна-
ков стволовости, что обеспечивает молекулярный
механизм опухолевого метастазирования и рециди-
вирования. Тем не менее, остается еще много вопро-
сов, касающихся фундаментальных механизмов и
регуляции ЭМП. Было показано, что многие эмбри-
ональные транскрипционные факторы и пути, регу-
лирующие ЭМП, активируются в моделях опухолей
молочной железы и запускают ЭМП в контексте
прогрессирования опухоли путем формирования
комплексной сигнальной сети, в пределах которой
ЭМП регулируется через интеграцию сигналов и
контроль обратной связи. Несмотря на недавние до-
стижения, многое остается неизвестным о програм-
ме ЭМП при прогрессировании рака и метастазиро-
вании, поскольку развитие злокачественной опухо-
ли является сложным и многоступенчатым
процессом, а ЭМП представляет собой лишь часть
процесса инвазии опухолей и метастазирования. Ча-
сто трудно определить, является ли конкретная мо-
лекула или исследуемый путь специфическим для
программы ЭМП или они работают параллельно с
другими программами, такими как выживание и
пролиферация клеток. В настоящее время ясно, что
ЭМП не только запускается из программы внутри
опухолевой клетки, но также зависит от сигналов
микроокружения опухоли – внеклеточного матрик-
са, сосудистой системы, воспалительных клеток и
фибробластов, так как специфические виды рака,
несомненно, предпочитают конкретные сайты для
метастазирования. В отличие от классического
ЭМП, происходящего в эмбриональном развитии и
представляющего собой относительно постоянное
изменение в идентификации и судьбе клеток, мар-
керы и фенотип ЭМП часто не проявляются в отда-
ленных метастазах. Механизмы, лежащие в основе
экспрессии этих маркеров ЭМП, пока установлены

не до конца. Поэтому представляет значительный
интерес выявление новых маркеров ЭМП и сигналь-
ных путей, контролирующих процесс ЭМП в рако-
вых заболеваниях человека, что приведет к лучшему
пониманию прогрессии рака молочной железы и ме-
тастазирования и позволит разработать более эф-
фективные терапевтические стратегии для профи-
лактики метастазирования.

Ключевым фактором в обеспечении процессов
ЭМП и последующей диссеминации раковых клеток
является снижение уровня экспрессии Е-кадгерина.
К настоящему времени известно значительное чис-
ло транскрипционных репрессоров Е-кадгерина
(TWIST1, SLUG, SNAIL1, ZEB1 (TCF8/dEF1), ZEB2
(SIP1), E2-2 (TCF4), E47 (TCF3), семейство FOX),
которые часто используются в качестве биомаркеров
ЭМП (Imani et al., 2016). Рассматриваемый в настоя-
щем обзоре транскрипционный фактор Zeb1 актив-
но экспрессируется в раковых клетках, расположен-
ных на краю опухоли, – наиболее инвазивной обла-
сти, и эта экспрессия ассоциирована с пониженным
уровнем синтеза Е-кадгерина (Harb et al., 2018). Од-
нако роль Zeb1 в процессах ЭМП не ограничивается
лишь подавлением синтеза Е-кадгерина. Zeb1 спо-
собен также подавлять транскрипцию генов белков-
регуляторов сплайсинга, что способствует, в частно-
сти, экспрессии сплайсированных изоформ рецеп-
тора фактора роста фибробластов (FGF), которые
вызывают ЭМП клеток РМЖ в ответ на TGF-β
(Horiguchi et al., 2012).

В сравнении с другими типами РМЖ, экспрессия
Zeb1 значительно повышена в случае трижды нега-
тивного РМЖ (TN РМЖ) и в опухолях базального
типа (Karihtala et al., 2013). Есть данные, что Zeb1
снижает экспрессию факторов полярности клеток,
подавляет синтез базальной мембраны и активирует
экспрессию матриксных металлопротеаз, таких как
MMP-1, MMP-9 и MMP-14, тем самым способствуя
ремоделированию базальной мембраны и стимуля-
ции инвазии в окружающие ткани (Brabletz, Brabletz,
2010). В клеточных линиях рака толстой кишки, лег-
кого и молочной железы человека принудительная
экспрессия Zeb1 усиливала инвазивные и миграци-
онные способности in vitro и метастазирование
in vivo. Используя модель рака поджелудочной желе-
зы мыши, вызванную опосредованной Pdx1-cre ак-
тивацией мутантного K-ras и мутантным p53, группа
Браблеца недавно продемонстрировала, что Zeb1 яв-
ляется ключевым фактором локальной инвазии,
способности к колонизации и отдаленного метаста-
зирования (Krebs et al., 2017). Следует отметить, что
подавление ЭМП-TФ Snai1 или Twist1 в той же кле-
точной модели не влияло на эти процессы, что ука-
зывает на важную роль Zeb1 (Zheng et al., 2015). На-
конец, вовлечение ЭМП в каскад инвазии–метаста-
зирования подчеркивает динамическую природу
данного процесса, приобретение мезенхимальных
признаков, усиливающих инвазивные и миграцион-
ные способности злокачественных клеток, в то вре-
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мя как для метастатической колонизации требуется
мезенхимально-эпителиальный переход (МЭП)
(Hugo et al., 2007; Nieto et al., 2016). Такая эпители-
ально-мезенхимная пластичность подтверждается
обнаружением у пациентов с прогрессирующими
метастазирующими опухолями циркулирующих
опухолевых клеток с гибридным состоянием. Недав-
но микроскопическими методами была обнаружена
пластичность клеток опухолей молочной железы
мыши, что свидетельствует о важности приобрете-
ния временного мезенхимного состояния для мигра-
ции клеток (Beerling et al., 2016).

Zeb1 контролирует экспрессию многих онкоген-
ных и онкосупрессорных микроРНК, в том числе
miR-34a. Zeb1 подавляет экспрессию miR-34a для за-
пуска ремоделирования актинового цитоскелета и
обеспечения инвазии и метастазирования (Ahn et al.,
2012).

Было обнаружено, что Zeb1 и Zeb2 совместно
обеспечивают инвазию и миграцию клеток опухоли.
В экспериментах in vitro и in vivo показано, что в сни-
жении агрессивности рецидивирующей глиомы бо-
лее эффективен нокдаун и Zeb1, и Zeb2, нежели
только одного из факторов (Suzuki et al., 2018).

Участие Zeb1 в регуляции процессов метастази-
рования зафиксировано и в случае других злокаче-
ственных новообразований. Так, Zeb1 при РМЖ об-
легчал образование метастазов в костях, запуская
экспрессию внеклеточных факторов noggin, follista-
tin и chordin-like 1, которые инактивируют лиганды
активина и костные морфогенетические белки се-
мейства TGF-β (Mock et al., 2015). В свою очередь,
при метастатических поражениях лимфатических
узлов при плоскоклеточной карциноме матки была
отмечена пониженная экспрессия Zeb1, чего не об-
наруживалось в первичных опухолях, а у части опу-
холевых клеток в лимфатических узлах наблюдалось
повышение мембранной экспрессии Е-кадгерина
(Ma et al., 2015).

Центральный механизм регуляции ЭМП-ТФ ос-
нован на петлях отрицательной обратной связи с
участием нескольких видов микроРНК (miR)
(Bracken et al., 2008; Burk et al., 2008; Jang et al., 2014;
Wu et al., 2017; Bryzgunova et al., 2018). Особое значе-
ние имеет регуляторный механизм, основанный на
взаимной репрессии членов семейства miR-200 и
белков Zeb. Zeb1 и Zeb2 регулируют пять членов се-
мейства miR-200, которые образуют два кластера −
miR-200b/miR-200a/miR-429 и miR-200c/miR-141,
экспрессирующиеся в виде двух полицистронных
транскриптов. Экспрессия членов семейства miR-
200 приводит к подавлению их мишеней, Zeb1 и
Zeb2, что является достаточным условием для вос-
становления экспрессии гена E-кадгерина, отвечаю-
щего за межклеточные контакты. При этом, промото-
ры, регулирующие транскрипцию кластеров miR-200,
в свою очередь, непосредственно подавляются Zeb1
и Zeb2, тем самым формируя петлю двойной обрат-

ной связи. Аналогичный механизм работает и для
контроля программы ЭМП, управляемой ЭМП-ТФ
SNAIL1. SNAIL1 непосредственно подавляется еще
одной микроРНК, miR-34, чья собственная тран-
скрипция подавляется SNAIL1 (Siemens et al., 2011).

В предыдущей работе (Поздняков и др., 2019) на-
ми были проанализированы пути регуляции актив-
ности фактора Zeb1 на уровне транскрипции, одна-
ко посттранскрипционная регуляция была незаслу-
женно обойдена вниманием; в настоящем обзоре мы
восстановим полноту картины.

Посттранскрипционные этапы регуляции Zeb1, 
альтернативный сплайсинг, микроРНК и длинные 

некодирующие РНК
Процессы ЭМП регулируются на посттранскрип-

ционном уровне несколькими механизмами, через
контроль над сплайсингом и стабильностью моле-
кул РНК. Например, в первичных опухолях и моде-
ли клеток РМЖ, наблюдали альтернативный сплай-
синг, ассоциированный с ЭМП и опосредованный
действием различных классов факторов сплайсинга
– RBFOX, MBNL, CELF, hnRNP, ESRP (Shapiro et
al., 2011). Изменения экспрессии ЭМП-ТФ, в том
числе Zeb1, оказывали значительное влияние на аль-
тернативный сплайсинг в ходе ЕМТ через регуля-
цию ряда факторов (ESPR, RBM47, QKI) и обеспе-
чение реализации специфической эпителиальной
или мезенхимной программы сплайсинга (Yang et
al., 2016). Недавние исследования (Li et al., 2018b) по-
казали функциональное значение некоторых из та-
ких альтернативно сплайсированных изоформ. Эк-
топическая экспрессия Zeb1 в клетках HLMER ин-
дуцировала экспрессию РНК-связывающих белков
RBFOX1 и QKI, которые способствуют приобрете-
нию мезенхимного фенотипа посредством регуля-
ции актин-связывающего белка филамина B
(FLNB) (Li et al., 2018b). Следует отметить, что такие
изменения в пути альтернативного сплайсинга име-
ют существенное значение для опухолевых клеток,
поскольку альтернативная изоформа филамина B
способна индуцировать ЭМП, высвобождая ТФ
FOXC1 из ингибирующего комплекса (Li et al.,
2018b).

Механизмы создания разнообразия белков могут
также затрагивать регуляцию времени жизни белка
через стабилизацию 3'-нетранслируемой области его
мРНК. В регуляции стабильности мРНК Zeb1 участ-
вуют различные РНК-связывающие белки, в их чис-
ле hnRNP D и PTBP3, которые, как следует из ре-
зультатов недавних исследований, повышают ста-
бильность транскрипта Zeb1 (Al-Khalaf,
Aboussekhra, 2014; Li et al., 2016a; Hou et al., 2018).
Экспрессия и функции РНК-связывающих белков
могут регулироваться несколькими способами, ока-
зывая влияние на экспрессию мРНК фактора Zeb1 и
индукцию ЕМТ. Например, AUF1 (hnRNP D) явля-
ется мишенью beclin1 и двух опухолевых супрессор-
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ных микроРНК, miR-141 и miR-146b-5p (Al-Khalaf,
Aboussekhra, 2014; Li et al., 2016a).

Для процессов ЭМП характерны нарушения экс-
прессии микроРНК (Riaz et al., 2013), а специфиче-
ский набор микроРНК связан с различными эпите-
лиальными и мезенхимными признаками опухоле-
вых клеточных моделей (Zhang, Ma, 2012).
Современные подходы к секвенированию мик-
роРНК привели к открытию новых молекул, регули-
рующих ЭМП как in vitro, так и in vivo. Одной из них
является miR-1199-5p (Diepenbruck et al., 2017), для
которой показана способность к дестабилизации
транскрипта Zeb1 через связывание со специфиче-
скими сайтами на его 3'-НТР, что приводит, тем са-
мым, к снижению экспрессии Zeb1. Еще одним при-
мером микроРНК, участвующей в регуляции экс-
прессии Zeb, является miR-448. Уровень ее
экспрессии в клетках РМЖ снижен, но искусствен-
ное его повышение заметно подавляло пролифера-
цию, миграцию и инвазию раковых клеток. Выясни-
лось, что miR-448 способна снижать уровень Zeb1/2,
напрямую взаимодействуя с 3'-НТР мРНК данных
транскрипционных факторов (Ma et al., 2018).

В последнее время в качестве эпигенетического
репрессора функций Zeb1 используется ингибитор
HDAC1, моцетиностат, запускающий экспрессию
miR-203, что возобновляет чувствительность к хи-
миотерапии и может стать эффективной стратегией
борьбы с раком (Meidhof et al., 2015).

Как уже упоминалось выше, в основе регуляции
ЭМП-ТФ лежат петли отрицательной обратной
связи, в которых задействован ряд микро-РНК
(Bracken et al., 2008; Burk et al., 2008; Jang et al., 2014;
Wu et al., 2017; Bryzgunova et al., 2018), под контролем
сигнального пути TGF-β и ряда других внешних сти-
мулов (Lu et al., 2013; Tian et al., 2013). Были предло-
жены и экспериментально подтверждены две раз-
личные модели взаимного регулирования. Так, было
показано, что молекулы miR-34 и miR-200 функци-
онируют совместно для управления ЭМП (Tian et al.,
2014). Для описываемой петли обратной связи воз-
можны три стабильных состояния с разным соотно-
шением Zeb1/miR-200: с эпителиальным (высокий
miR-200, низкий Zeb), мезенхимным (низкий miR-
200, высокий Zeb) и гибридным (средний miR-200,
средний Zeb) фенотипами (Lu et al., 2013).

В ответ на внешние стимулы, например, TGF-β,
или под воздействием другой микроРНК, может
происходить изменение соотношения miR-200/Zeb1
и статуса ЭМП. Например, в опухолях молочной же-
лезы miR-22 индуцирует ЭМП и способствует при-
обретению черт стволовости, путем подавления экс-
прессии miR-200a и miR-200c, что приводит к повы-
шению уровня Zeb1. Модуляция соотношения miR-
200/Zeb1, miR22, вносит существенный вклад в ме-
тастазирование опухоли, а оверэкспрессия miR22
коррелирует с плохим клиническим исходом у паци-
ентов (Song et al., 2013).

Представители семейства молекул miR-200 спо-
собны связываться с 3'-НТР мРНК Zeb1, образуя
двойную петлю отрицательной обратной связи, ко-
торая регулирует экспрессию miR-200 и Zeb1 (Nishi-
jima et al., 2016).

Еще одним примером регуляции Zeb1 через
miR-200 является редактирование РНК аденозинде-
аминазой ADAR. Так, было обнаружено, что отре-
дактированная микро-РНК miR-200b стимулирует
клеточную инвазию и миграцию, главным образом,
благодаря своей ослабленной способности к подав-
лению Zeb1/Zeb2, вместо этого негативно воздей-
ствуя на другую группу мишеней – рецептор инги-
биторующего фактора лейкемии (LIFR) (Wang et al.,
2017b).

Важнейшая роль Zeb1 в контроле пролиферации
и выживания клеток реализуется путем взаимной
конкуренции между Zeb1 и белками семейства р53.
Zeb1 вовлечен в регуляцию транскрипции изоформ
p63 и p73, в то время как р53 контролирует уровень
данного ЭМП-ТФ путем активации транскрипции
кластеров miR-200c/141 и miR-200a/miR200b/429
(Fontemaggi et al., 2005). Было показано, что уровни
экспрессии таких ЭМП-ТФ, как SNAI1, SNAI2,
TGF-B1, и TGF-B2 не изменялись при нокауте гена
TP53, в отличие от Zeb1/2, уровень экспрессии кото-
рого значительно возрастал при нокдауне или деле-
ции р53. Одновременное подавление и Zeb1, и Zeb2
значительно снижало мезенхимальные черты и спо-
собность к диссеминации раковых клеток, однако
при подавлении только одного из них, серьезных из-
менений не наблюдалось. Таким образом, предпола-
гается, что оба ЭМП-ТФ, и Zeb1, и Zeb2, играют
ключевую роль в р53-зависимой регуляции ЭМП
(Kim et al., 2011).

В то время как p53 дикого типа регулирует ЭМП с
помощью микроРНК, подавляющих экспрессию
Zeb1 и Zeb2 (Kim et al., 2011), на модели клеток рака
эндометрия было показано, что мутантный p53 не-
посредственно связывается с геном miR-130b, кото-
рая является специфичным ингибитором фактора
Zeb1, и предотвращает его активацию, что приводит
к повышению уровня Zeb1 и последующей актива-
ции ингибиторов экспрессии E-кадгерина – Snail и
BMI-1 (Dong et al., 2013).

Еще одним примером негативной регуляции
Zeb1 является miR-33b, однако и тут имеет место
петля обратной связи: было показано, что Zeb1 по-
давляет экспрессию miR-33b для обеспечения про-
цессов инвазии и метастазирования в клетках рака
легкого (Qu et al., 2015). К числу негативных регуля-
торов Zeb1 следует отнести и miR-101, инактивация
транскрипции которой запускала MEK1/2-ERK2-
Zeb1 сигнальный путь, активируемый ЭФР, что спо-
собствовало прохождению ЭМП и миграции клеток
(Chandra Mangalhara et al., 2017).

Также недавно было обнаружено, что лизофос-
фатидная кислота 1 (LPA1) запускает в клетках РМЖ
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базального типа экспрессию онко-miR-21 через ак-
тивацию PI3K/Zeb1 сигнального пути. Высокий
уровень экспрессии miR-21 обеспечивает пролифе-
рацию и инвазию многих типов раковых клеток (Sa-
hay et al., 2015). В Т-клеточной лимфоме кожи Zeb1
не способен взаимодействовать с собственным сай-
том связывания в промоторе гена интерлейкина 15
(IL-15) из-за чрезмерного его метилирования, что
приводило к повышенной транскрипции IL-15, и
избыточная его секреция в Т-клетках подавляла ра-
боту отрицательной ауторегуляторной петли, опо-
средованной HDAC1. Затем происходила активация
HDAC1 и HDAC6 с последующей индукцией тран-
скрипции onco-miR-21 (Mishra et al., 2016).

В другом исследовании было показано, что высо-
кий уровень miR-27a подавляет экспрессию компо-
нента Е3 убиквитин-лигазного комплекса Fbxo45,
путем связывания с 3'-НТР его мРНК, тем самым
нарушая формирование Skp1-Pam-Fbxo45 атипично-
го E3 убиквитин-лигазного комплекса, что в конеч-
ном счете приводило к стабилизации Zeb1 (Xu et al.,
2015).

Как следует из результатов недавних исследова-
ний, в качестве механизма, позволяющего избежать
регуляции Zeb1 c помощью микроРНК, могут вы-
ступать мутации или модификации в 3'-НТР мРНК
Zeb1, затрагивающие сайты связывания микроРНК.
Например, в клетках аденокарциномы протока под-
желудочной железы (PDAC), обработанных гемци-
табином, наблюдалось прогрессирующее укороче-
ние транскрипта Zeb1, таким образом, из-за выбора
альтернативных сигналов полиаденилирования, это
приводило к избирательной делеции сайтов связыва-
ния репрессорных микроРНК (Passacantilli et al., 2017).

Недавно был открыт новый класс молекул, спо-
собных выступать в качестве потенциальных регуля-
торов ЭМП, – длинные некодирующие РНК
(днРНК, lncRNA). Они представляют собой тран-
скрипты длиной свыше 200 нуклеотидов, обычно
транскрибируемые РНК-полимеразой II и не коди-
рующие белковых молекул. Претерпеваемый ими
процессинг с полиаденилированием и сплайсинг
приводит к появлению изоформ данных молекул.
ДнРНК выступают в качестве регуляторов эпигене-
тических модификаций, а также на уровне тран-
скрипции и пост-транскрипционных этапах. На-
копленные к настоящему времени данные говорят о
вовлечении ряда днРНК в канцерогенез, в частно-
сти, было показано, что в опухолях молочной желе-
зы некоторые днРНК играют важную роль в процес-
сах роста опухоли и метастазирования in vivo (Wang
et al., 2018b). В частности, при индукции ЭМП внеш-
ними стимулами, такими как TGF-β, или принуди-
тельной экспрессией ЭМП-ТФ, задействуются раз-
личные днРНК (Yuan et al., 2014; Liao et al., 2017). В
основных механизмах регуляции экспрессии генов
используется взаимодействие с эпигенетическим
комплексом PRC2, а также способность днРНК вы-

ступать в качестве конкурирующих эндогенных-
РНК (ceRNA) для микроРНК, регулирующих ЭМП
(Xu et al., 2016). Исследования последних лет показа-
ли, что некоторые хорошо охарактеризованные
днРНК оказывают влияние на уровень Zeb1, дей-
ствуя как конкурирующие эндогенные РНК и сни-
жая активность молекул микроРНК (Li et al., 2016b;
Chen et al., 2017; Shen et al., 2017; Wang et al., 2018b;
Yang et al., 2018). Например, днРНК XIST и HULC
способны регулировать уровень Zeb1 опосредован-
но, через подавление miR-200b-3p (Li et al., 2016b;
Chen et al., 2017). ДнРНК подавляет экспрессию двух
микроРНК семейства miR200 (miR-200a/b), что
приводит к активации Zeb1 и запуску ЭМП (Chen
et al., 2017). Аналогично, в другой работе описана ре-
гуляция Zeb1 через связывание miR-574-5p длинной
некодирующей РНК linc-ZNF469-3 в клетках TN
РМЖ, где последняя может выступать в качестве
прогностического маркера метастазирования в лег-
кие (Wang et al., 2018b). В клетках гепатоцеллюляр-
ной карциномы показано, что днРНК HOTAIR свя-
зывает miR-23b-3p, предотвращая ее взаимодей-
ствие с Zeb1, тем самым, участвуя в запуске ЭМП
(Yang et al., 2018). Во всех этих случаях рост и мета-
статический потенциал опухоли в значительной
степени связан с экспрессией данных днРНК, по-
средством их участия в регуляции Zeb1.

Длинная некодирующая РНК Zeb1 antisense 1
(ZEB1-AS1), которая образуется из промоторной об-
ласти гена Zeb1, может способствовать запуску
ЭМП, путем регуляции уровня Zeb1 (Su et al., 2017;
Xiong et al., 2018). В клетках колоректального рака,
ZEB1-AS1 связывает miR-101, которая в норме на-
прямую взаимодействует с мРНК Zeb1, и блокирует
ее экспрессию (Xiong et al., 2018). В колоректальных
опухолях, по сравнению с нормальной тканью тол-
стой кишки, наблюдался более высокий уровень
ZEB1-AS1, который также коррелировал с более
поздней стадией развития опухоли. Подавление
ZEB1-AS1 в сочетании с оверэкспрессией miR-101
значительно снижало пролиферацию и миграцию
клеток колоректального рака (Xiong et al., 2018). Было
предложено несколько механизмов регулирования
Zeb1 молекулой ZEB1-AS1. Например, на моделях
рака простаты показано, что ZEB1-AS1 связывалась
с H3K4 метилтрансферазой MLL1 и способствовала
метилированию лизина 4 гистона 3 (H3K4me3) в об-
ласти промотора Zeb1, что приводило к переходу хро-
матина из неактивной формы в активную (Su et al.,
2017). Схема, иллюстрирующая известные к настоя-
щему времени регуляторные взаимодействия тран-
скрипционного фактора Zeb1 с молекулами мик-
роРНК и днРНК, приведена на рис. 1.
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РЕГУЛЯЦИЯ Zeb1 НА УРОВНЕ ТРАНСЛЯЦИИ 
И ПОСТТРАНСЛЯЦИОННЫХ 

МОДИФИКАЦИЙ

Активность и скорость деградации короткоживу-
щих регуляторных белков в клетке контролируется с
помощью ковалентных посттрансляционных моди-
фикаций (ПТМ). Для транскрипционного фактора
Zeb1 экспериментально обнаружены такие модифи-
кации, как фосфорилирование, убиквитилирование
и сумоилирование.

Фосфорилирование может как повышать, так и
подавлять активность Zeb1, оказывая влияние на
стабильность данного белка или его ядерную лока-
лизацию. Например, было показано, что фосфори-
лирование фактора Zeb1 влияет на некоторые его
свойства и локализацию (Costantino et al., 2002), а
именно, при дефосфорилировании нативного Zeb1
наблюдалось повышение его ДНК-связывающей
активности. Обнаружено, что в регуляции фосфори-
лирования Zeb1 участвуют различные сигнальные
пути, а обработка опухолевых клеток специфиче-
скими ингибиторами киназ MEK/ERK, PKC или
PI3K приводила к усилению связывания Zeb1 с ДНК
(Llorens et al., 2016). Фосфорилирование аминокис-
лотной последовательности Zeb1 по различным сай-
там по-разному влияло на активность белка Zeb1.
При воздействии ионизирующего излучения на

клетки РМЖ, в устойчивых к радиации клетках про-
исходила активация серин/треониновой протеин-
киназы ATM, которая стабилизировала Zeb1 по-
средством фосфорилирования по остатку серина
585. Zeb1, в свою очередь, способен к взаимодей-
ствию с убиквитин-специфической протеазой 7
(USP7), которая деубиквитилирует и стабилизирует
серин/треониновую киназу CHK1, способствуя, тем
самым, репарации ДНК и устойчивости к воздей-
ствию ионизирующего излучения (Zhang et al., 2014).

Подавляющее большинство внутриклеточных
белков утилизируется посредством протеасомной
деградации (Konstantinova et al., 2008). Для протео-
лиза в 26S протеасомах требуется предварительная
модификация белка-мишени полиубиквитиновой
меткой по остаткам лизина. Не являются исключе-
нием и ЭМП-ТФ, к коим принадлежит белок Zeb1:
регуляция их стабильности осуществляется посред-
ством убиквитилирования, что вносит вклад в акти-
вацию или подавление ЭМП (Díaz et al., 2014). В ли-
тературных источниках описана регуляция уровня
Zeb1 убиквитилированием (Xu et al., 2015; Chen et al.,
2015; Wang et al., 2017а). Например, атипичная E3
убиквитин-лигаза Skp1-Pam-Fbxo45 (SPFFbxo45)
опосредует деградацию различных ЭМП-ТФ, в чис-
ле которых Zeb1, Zeb2, Snail, Slug и Twist (Xu et al.,
2015). На клеточных моделях рака молочной железы
продемонстрировано, что регуляция ЭМП путем

Рис. 1. Спектр регуляторных взаимодействий транскрипционного фактора Zeb1 с молекулами микроРНК и длинными неко-
дирующими РНК. Многие микроРНК способны регулировать уровень экспрессии фактора Zeb1, напрямую или опосредо-
ванно, в том числе, выступая в качестве конкурирующих эндогенных РНК, взаимодействуя с различными ТФ или днРНК.
Zeb1, в свою очередь, также оказывает влияние на те или иные микроРНК. *Члены семейства miR-200, к которому относятся
кластеры miR-200b/miR-200a/miR-429 и miR-200c/miR-141 и др.; **кластер miR-183/miR-96/miR-182; ***длинные некоди-
рующие молекулы РНК. Фигурами ↑ и Á обозначены, соответственно, позитивная и негативная регуляция активности генов
и микроРНК.
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убиквитилирования Zeb1 осуществляется семей-
ством E3 убиквитин-лигаз Siah. Экспрессия белка
Siah снижалась при обработке клеток TGF-β, в то
время как его нокдаун активировал экспрессию ме-
зенхимальных генов (Chen et al., 2015). Аналогично,
в клетках глиобластомы, убиквитилирование Zeb1
E3 убиквитин-лигазой PARK2 приводило к подавле-
нию его экспрессии, тем самым, препятствуя мета-
стазированию (Wang et al., 2017а). Ожидаемо, обрат-
ный эффект наблюдался при действии деубиквити-
лирующих ферментов: их активность повышала
стабильность Zeb1. Убиквитин-специфическая про-
теаза 51 (USP51), связываясь с Zeb1, стабилизирова-
ла данный белок, удаляя полиубиквитиновую метку.
В опухолях молочной железы человека отмечена по-
вышенная экспрессия USP51, коррелирующая с по-
ниженным уровнем выживаемости пациентов. При
эктопической экспрессии USP51 in vitro наблюдалось
повышение уровня Zeb1 и таких мезенхимных марке-
ров, как N-кадгерин и виментин (Zhou et al., 2017).

Наряду с приведенными выше примерами регу-
ляции экспрессии Zeb1 напрямую, в литературе
описан белок FLASH (он же – каспаза-8-ассоции-
рованный белок 2, CASP8AP2), который защищает
ЭМП-ТФ Zeb1 от убиквитилирования Е3 лигазами
SIAH1 и FBXO45 и последующей неизбежной дегра-
дации по убиквитин-протеасомному пути. В отсут-
ствие FLASH происходит снижение уровня белка
Zeb1 (но не экспрессии мРНК Zeb1), в результате че-
го растет экспрессия Е-кадгерина. В клетках PANC-1,
не экспрессирующих FLASH, после воздействия
TGB-β уровень Zeb1 не повышается, и клетки сохра-
няют эпителиальный фенотип (Abshire et al., 2016).
Это означает, что предотвращение протеасомной де-
градации Zeb1 необходимо для запуска ЭМП после
активации сигнальных путей.

Помимо деградации по убиквитин-зависимому
пути, реализуемой через 26S протеасомы, многие
внутриклеточные белки могут претерпевать и убик-
витин-независимый протеолиз (Erales, Coffino,
2014), осуществляемый без участия 19S регулятор-
ных комплексов протеасом, тем более, что по по-
следним данным, лишь четверть коровых протеа-
сомных комплексов ассоциирована с РА700, в то
время как остальные 20S протеасомы находятся в
клетке либо в свободном виде, либо в ассоциации с
PA28 или РА200 регуляторами (Fabre et al., 2013).
Именно такие протеасомные комплексы и осуществ-
ляют убиквитин-независимый протеолиз. Мишеня-
ми для данного альтернативного способа утилизации
белков могут выступать участки внутренней неупо-
рядоченности в аминокислотной последовательно-
сти (Baugh et al., 2009; Erales, Coffino, 2014; Mitten-
berg et al., 2018). В недавних исследованиях обнару-
жено, что ЭМП-ТФ Zeb1 содержит такие участки в
своей последовательности (Mooney et al., 2016), что,
наряду с обнаружением в интерактоме ЭМП-ТФ
Zeb1 в клетках карциномы молочной железы субъ-
единиц 11S (РА28) регуляторного комплекса протеа-

сом, дает основания рассматривать Zeb1 в качестве
мишени и для убиквитин-независимого протеолиза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Zeb1, микро-РНК, АНГИОГЕНЕЗ 
И СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ ОПУХОЛИ

По мере роста, клетки опухоли исчерпывают за-
пасы кислорода и питательных веществ микроокру-
жения, что вызывает стресс, каноническим ответом
на который является усиление ангиогенеза, обеспе-
чивающего перестройки сосудистой сети (Weis,
Cheresh, 2011). В то время как зарождающиеся опу-
холевые сосуды часто дезорганизованы и малофунк-
циональны, они, тем не менее, позволяют попол-
нять запасы кислорода и питательных веществ, не-
обходимых для обеспечения роста опухоли, а также
являются путем, по которому опухолевые клетки
могут метастазировать и расселяться (Folkman,
2002). Для терапии опухолей были разработаны ин-
гибиторы ангиогенеза, но они лишь незначительно
влияли на уровень выживаемости пациентов со мно-
гими типами злокачественных новообразований,
включая рак молочной железы (Quesada et al., 2010).
Это связано, по крайней мере, отчасти, с дефицитом
питательных веществ и кислорода, возникшим
вследствие такой терапии. Например, повышенная
гипоксия, вызванная антиангиогенными препарата-
ми, может вызывать запуск процессов ЭМП (Yang
et al., 2008; Conley et al., 2012; Zhang et al., 2013). По-
следующие исследования показали, что данный вид
терапии может приводить к усилению альтернатив-
ных путей васкуляризации, включающих приобре-
тение раковыми клетками эндотелиального феноти-
па посредством васкулярной мимикрии (процесса
формирования сосудистоподобных структур без эн-
дотелиальной выстилки) и (или) эндотелиальной
трансдифференцировки (Soda et al., 2011; Xu et al.,
2012). Zeb1 участвует в регуляции процессов васку-
лярной мимикрии (ВМ) через взаимодействия с мо-
лекулами микроРНК. Повышенная экспрессия кла-
стеров miR-200c/miR-141 и miR-183/miR-96/miR-
182 может приводить к снижению синтеза Zeb1, фиб-
ронектина и SEC23A, а также повышению экспрес-
сии Е-кадгерина. Zeb1 участвует в подавлении экс-
прессии данных кластеров микроРНК и обеспечива-
ет компенсацию дефицита кислорода и питательных
веществ через ВМ (Langer et al., 2018). Способность
Zeb1 к формированию ВМ и запуску ЭМП была так-
же продемонстрирована на клетках колоректального
рака (de Barrios et al., 2017), рака мочевого пузыря (Li
et al., 2018a) и рака простаты (Wang et al., 2018a).

Во многих исследованиях отмечено образование
в процессе ЭМП популяции стволовых клеток опу-
холи, для которых характерны два основных свой-
ства: способность к самовоспроизведению и потен-
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циал к восстановлению фенотипической гетероген-
ности родительской опухоли (Badve, Nakshatri,
2012). Данный тип клеток, который, как предполага-
ется, поддерживает рост опухоли и обеспечивает
процессы распространения опухолевых клеток и об-
разования метастазов в новых сайтах, представляет
собой минорную фракцию от всей популяции рако-
вых клеток, однако связь между ЭМП и образовани-
ем стволовых клеток опухоли подразумевает, что
последние могут быть образованы de novo из обыч-
ной опухолевой клетки, что демонстрирует неверо-
ятный уровень пластичности раковых клеток в от-
дельных опухолях. Zeb1 играет важнейшую роль в
процессах динамичного взаимопревращения ство-
ловых и нестволовых клеток опухоли. Как иллю-
страция, на модели базального типа РМЖ было по-
казано, что, в ответ на стимулы микроокружения,
такие как TGF-β, Zeb1 способствует превращению
нестволовых клеток опухоли в стволовые (Chaffer
et al., 2013). На молекулярном уровне это превраще-
ние происходит через опосредованное Zeb1 подав-
ление экспрессии микроРНК (miR-200, а также
miR-183 и miR-203), мишенью которых являются бе-
лок BMI1 и, возможно, другие факторы, ассоцииро-
ванные со “стволовостью”, такие как SOX2 и KLF4
(Wellner et al., 2009). В отсутствие р53 дикого типа
происходит значительное увеличение популяции
CD24–CD44+ стволовых клеток опухоли и повыша-
ется экспрессия BMI1. В свою очередь, экспрессия
р53 блокирует рост популяции стволовых клеток
опухоли, индуцированный TGF-β, т.е. р53 подавля-
ет образование стволовых клеток опухоли, ассоции-
рованных с ЭМП. Если в клетках, в которых по тем
или иным причинам не происходит синтез р53, ин-
дуцировать экспрессию miR-200с, то уровень факто-
ров Zeb1, KLF4 и BMI1 значительно снижается, в то
время как экспрессия Е-кадгерина, синтез которого
был подавлен вследствие нокдауна р53, усиливается.
Реэкспрессия miR-200с также значительно умень-
шает процент CD24–CD44+ стволовых клеток опу-
холи. Это указывает на то, что р53 модулирует ЭМП
и образование стволовых клеток опухоли путем ре-
гуляции miR-200с. Есть данные, что р53 напрямую
активирует экспрессию miR-200с, связываясь с ее
промотором (Chang et al., 2011).

Недавние исследования продемонстрировали,
что экспрессия miR-200с приводит к подавлению
способности нормальных стволовых клеток молоч-
ной железы к формированию протоков, а также спо-
собности к формированию опухоли за счет СКО.
Уровень экспрессии кластеров miR-200c/miR-141,
miR-200b/miR-200a/miR-429 и miR-183/miR-
96/miR-182 снижен в нормальных стволовых клет-
ках молочной железы, в стволовых клетках РМЖ и в
клетках эмбриональной карциномы, поскольку дан-

ные микроРНК предотвращают генерацию стволо-
вых клеток. И, как уже отмечалось ранее, miR-200с
регулирует экспрессию BMI1 (Shimono et al., 2009).
BMI1 в стволовых клетках подавляет сигнальные пу-
ти программированной клеточной гибели, старения
и дифференцировки (Park et al., 2003); так, у мышей
с нокаутом BMI1 нарушены самовоспроизведение и
пролиферация гематопоэтических стволовых кле-
ток, нормальных стволовых клеток молочной желе-
зы, нейронных стволовых клеток (Molofsky et al.,
2003; Park et al., 2003; Pietersen et al., 2008).

Важно подчеркнуть, что хотя экспрессия Zeb1 в
ответ на сигналы микроокружения является инстру-
ментом обеспечения пластичности раковых клеток,
ЭМП также наблюдается и в нормальных стволовых
клетках молочной железы, где Zeb1 обеспечивает за-
пуск антиоксидантных программ через метионин-
сульфоксидредуктазу MSRB3, что защищает клетки от
окислительного стресса, в норме возникающего при
неправильной митогенной активации (Morel et al.,
2017). Как следствие, экспрессия Zeb1 предотвраща-
ет активацию р53-зависимого ответа на поврежде-
ния ДНК и последующую индукцию апоптоза и
преждевременного старения, двух важнейших ба-
рьеров на пути опухолеобразования. Поскольку дву-
нитевые разрывы ДНК, генерируемые после онко-
генной активации, являются основной причиной
нестабильности генома, эндогенная экспрессия
Zeb1 обеспечивает поддержание геномной стабиль-
ности на всем протяжении развития опухоли (Hala-
zonetis et al., 2008).

Таким образом, данные о транскрипционном фак-
торе Zeb1 и различных путях регуляции его активно-
сти, используемых опухолевыми клетками в процес-
сах поддержания эпителиально-мезенхимной пла-
стичности и метастазирования, а также исследование
биологических функций микроРНК, позволят разра-
ботать новые стратегии в диагностике, прогнозиро-
вании и лечении злокачественных новообразований
человека, в том числе и рака молочной железы. В по-
следние несколько лет уже проводятся клинические
испытания возможности использования профили-
рования микроРНК для прогнозирования развития
опухоли и клинического ответа у конкретных пациен-
тов, а первые препараты на основе микроРНК уже при-
меняются в клинической практике для лечения рака.
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TRANSCRIPTION FACTOR ZEB1 AND POST-TRANSCRIPTIONAL REGULATION 
OF ITS ACTIVITY IN HUMAN BREAST CARCINOMAE

D. Y. Pozdnyakova, O. Y. Shuvalova, N. A. Barleva, and A. G. Mittenberga, *
aInstitute of Cytology, Russian Academy of Sciences, 194064, St. Petersburg, Russia

*e-mail: a.mittenberg@gmail.com

The present review describes in detail the modulation of expression and functions of Zeb1, one of the transcription
factors regulating the epithelial-mesenchymal transition (EMF-TF), considers numerous and diverse post-tran-
scriptional and post-translational mechanisms of Zeb1 activity regulation and discusses their role in angiogenesis,
invasion, metastasis and the tumor stem cell formation. The enzymes responsible for post-translational modifica-
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tions of EMF-TFs can act as convenient and effective therapeutic targets, however, this case should be approached
with caution, due to the possible dual functions of such enzymes: as oncogenes or tumor suppressors, depending on
the cellular context. The review also considers the regulation of EMF-TF at the RNA level, via numerous microR-
NAs and long non-coding RNAs shown to play a key role in the complex regulatory network of the epithelial-mes-
enchymal transition.

Keywords: breast carcinoma, epithelial-mesenchymal transition, Zeb1 transcription factor, metastasis, miRNA, ln-
cRNA, regulation of gene expression



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


