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Tytul pracy dokiorskicj: Epigenetyczne mechanizmy reguluigce proliferacje | oporno$é
komérek nowotworowyeh na leczenie eviostatykami w badaniach in vifre oraz in sifico

Mimo wielu lat badaf nad biologia komdrki nowotworowsl choroby nowolworowe
weigZ pozesiais naglacym problemem dia wspblozesnej medycyny. Swintowa Organizacia
Zdrowia podaje, zc w 2020 roku na nowotwory zmarlo okelo 10 miliondw pacientéw, co
podiredia jak waine jest opracowanie skuteczne} terapii przecivwnoworworowe]. Inwazvinosé
komérek nowchwvarpwych deferminowans jest zmiianami na poziomie franskrypeil, kidre 2
kolei zaleza od aktywnodel epigenctyveznych enzvméw reguluigeveh dostepnodd chromatyny
dia maszynerii transkrypovive). Do fakich epzymdw zalicza sie miedzy inpymi BRG! i
EP300, Pierwszy z nich jako podjednostka komplelsy SWUSNF, odpowiedzialny jest za
rozpoznawanie modyfikacii reszt histonowvceh takich jak acstylacie. Modyfikacie te z kolei
wprowadzane 53 przez enzymy z grupy acetylotransfersz. Kiorvch przedstawicielem jest
acetyvlotransferaza EP300. BRG! reguluje proliferacie komérek poprzez determinowanie
ekspresp gendw zalednveh od czynnikéw E2F muin. cyklina A oraz cyklina E. Ponadio wraz z
bialkami 7 rodziny retinoblastonma | deacetviaza histenowa warunimje aktywnos¢ cykliny A i
cykliny F przez co determinuje przeideie 7 favy ovklu komdrkowegn G1 do fazy 8 Warmym
aspekiem jest takie wpivw BRG! na proces nsprawy DNA. Wchodzi on w interakcje
migjscami peknied DNA, gdzie rozluinia chromatyne co umozliwia przyisczenie sie hialek
zwigzanvch z napraws wsrkodredn DNA. Ponadio pod wplvwem niekidrvch cyiostatykéw
adnotowano wzmodone oddzialywsanie BRGI z sekwenciami promotorowyvmi niektorveh
gendw koduigeyeh transportery z rodziny ABC, 2 jege inhibicia prowadzile do uwrazlivienia
komédrek nowetworowych na chemioterapic.

Proces nabywania opornodei wislolekowej jest procesem ziozonym. W procesie tym
moze dochodzic do hamowanis tansporiy dokomérkoweze leku, jepe detoksykacii.
siymulowania proceséw naprawy  uszkodzen DNA, kidre indukowane s3 przez
chemicierapeutyki., a fskze promowanie usuwania oyiostatvkéw 2z komdrki, Ostatni
mechanizin jest w znacznym stopniv powigzany z aktyvwnoscig fransporterdw z rodziny ABC,
Ktdre ulegaia nadekspresyi w komdrkach Iekeopomnych. Jednym z powszechnie stosowanych
w frakeie chemioterspii oytostarvkdw jest cisplatyna, kitra indukuje uszkodzenia DNA



mrowadzaze do akivwacy biatka pS3 § ym samym wprowadza komorki nowotworowe na
Sciezke apopiozy. Jednakle w litermturze mofna odnaleid informacie, Ze pS3 moze hyé
zaangazowane w regulowanie ekspresyi niektdryeh transporteréw ABC,

Celem niniejsze] pracy bylo wylonienie enzvmu lub grupy enzymow epizenetycznych
regubiigeych ekspresie kKluezowych din promowania inwazyinego charakters i ochrony przed
uszkodzeniami DNA indukowanvmi chemiolerapia proceséw komérkowych takich jak
proliferacia, naprawa uszkodzed, a takze okreslenic ich roli w nabywaniu przez nowotwor
opornosei wielolekowej.

W pierwszym etapie badasd pordwnyvwano transkrypiom komdrek nowotworowyeh
linii przedinwazyjnego nowotwory piersi MCF7 i MDA-MB-231 z manskryptomem
prawidiowych komodrek piersi, Analiza danych RMA-seq pozwelils wylonid szereg sendw
zwigzanych 2 procesami proliferacii 1 naprawy uszkodzed DNA, kidre ulegaja nadekspresii w
komérkach nowotworowych w odniesieniu do komdrki prawidlowel. Nastepnie analizowano
dane ChIP-seq, pod katem modvfikacji reszi histonowyeh wystepuiacyeh w poblizu regiondw
promatorowyveh geadw wylonionveh w analizie danveh RMA-seg. Analizy wykazaly, Zze w
poblizu promotors badanyeh genéw obecna jest acetylacia histonowych reszt lizyny, a same
promotory zawieraja wyspy (oG, izk i sekwengje rozpoznawane przez czynniki
transkrypeyine E2F. Poniewaz acetylotransforaza EP300 i czlonek kompleksu SWISNF -
BRGI zosialy opisane w liersturze iake enzymy oddzishiigee 2z promoforami gendw
zwigzanych z naprawg DNA, ktdre charakteryzowaly sic obecnodels acetylacii, wysp CpG §
migiscami wigzania czyanikdw E2F w malyofagach Iudziich, postanowiono sprawdzié czy
tozsama zale7nodd ma mieisee taliZe w komdrkach nowotwory piersi. W serii ekspervmentow
wykazano, z¢ BRGI 1 EP300 wehodzg w fizyczna interakeie oraz reguluja ekspresie gendw
zwigzanych 7 profiferacia | naprawg uszkodzern DNA w komdrkach nowolworu piersi
Ponadio wykazano, Ze enzymy nasilaia transkrypeie gendw E3F-zalednych za pofrednichwem
CDK4, a lwak ich skiywsodoi byi zwigzany 7 zalrzymaniem komdrki w fazie G cvkln
komdrkowese | formacia komplcksu ropresora na promotorach trzech zalegnveh od BRGI-
EP300 gendw zwigzanyeh funkcionalaie 7 naprawg DNA.

W drogigi czesci pracy weryhikowano hipoteze o vdziale bialka PARPI w regulacy
alitywnodcl BRGI-EPIOC w komdrkach nowotworn piersi. Analizy wykazaly, 7e PARPI
wystepuje w ezedei promotordw charakieryzujgeych sie obecnodcia BRGL, wchodzi w
fizyezng interakcie z BRGI-EP300, & inhibicia enzymatyvezaej akbywnosci PARPI prowadzi

do zzhamowania ekspresii gendw BRGI-EP300-zaleznych. Ponadic wykazano, 7e ADP-



rybozylacia katalizowana przer biatko PARPI determinuie akfywnodé enzyvmatyeang EP300 1
transkrypeje czedel gendw, dla kidrych EP300 dzials jako aktywator,

Biorae pod vwage obecnosé BRGI 1 acetylacii w regionach gendw takich jak 4BCCY i
ABCCIE, ostatnia czgsd pracy podSwigoona zostala okeedleniu transkrypevine] kontroli gendw
z rodzimy ABC. kiére predysponuja koméGrke nowobworowz do przezycia w obecnodci
chemioterapeutykow. Jako model do badad wybrano lini¢ niedrobnokomérkowege raka pluca
oporng na cisplatyng, kibra jest czgsto stosowanym lekiem w przvpadku tege rodzaju
nowotwory, Wedle prezenfowanego mechanizmu, pod wplvwem  uszkodzet DNA
indukowanych cisplatyng wzmaga si¢ mterakeja p53 z DNA, kidra podrednicry w rekrutacy
EP300 do regionéw promotorowyeh genu koduigeege migdzy innymi transporter ABCC10,
¢o powoduie wzrost jego ekspresii. Promolory fransporierdw ABCCSY | ABCC4, kidrych
nadekspresit nie obserwowans w linii opomej na cisplatyne, charakieryzuis sie checnodcig
kompleksu CoREST co zapobiega wzrostowi transkrypoji gendw ABCC3 1 ABCCY w
odpowiedzi na ciasplatyne 2 jego represyiny wphyw moze byd zahamowany przy pomocy
inhibitordw LSD i HDAC.

W pracy opisano dwa nowe mechanizmy epigenetvezne. kidre regulujg procesy
proliferacii, naprawy nszkodzet DNA | rozwoln opornodel wielolekowej na cisplatvne w
komdirkach nowetworowych., Plerwszy mechanizm  zaklada  Kluczowoedd  kompleksu
skiadajacegoe sig z BRI, EP300 oraz bialka PARP] dia kontrolowania transkrypeji gendw
zaangazowanych w proliferacig 1| naprawe uszkodzen DNA w komdrkach nowotwory piersi.
Wykazano funkcjonalng zalesnoedd pomigdzy wymienionymi trzema enzymami, gdzie
zahamowanie aktywnodel ktdregokolwiek z nich prowadyile do znacencpo spadku ekspresii
kontrolowanysh przez fen kompleks gendw. £ kolei drugi mechanizm vaklada 2e p53 omaz
CoREST s3 berposrednic zaangasowane & regulacie Tanskoypoll gendw zwigzanych z
procesem nsuwasnia 7 komdrel nowotworowyeh chemioterapeuntvidw. Na powviszyeh
przyvkiadach zaprezentowano, Ze opisywane mechanizmy stanowig nie tylko cenne odkrygie
naukowe, ale talde mogs znale?d zastesowanie w projektowaniu przyszlych ferapii

PrZeCiwnewWolworowych,



Streszezenie pracy dokforskiej w jezyku angielskim

Title of the thesis: Epigenetic mechanisms regulating the proliferation and
resistance of cancer cells fo freatment with cylostatic drugs in in vitro and in silico
stidies

Despite the many years of research on the topic of cancer cell biology. the cancer
remains an issue for modern medicing. The World Health Organization claims that in 2020
approximately 10 millions of patients died dus o cancer what highlishis that successfl anti-
cancer therapy is urgently needed. Invasive character of cancer cells is determined by
alterations on the franscription fevel, which in tum. depend on the activity of particular
epigenetic enzymes that sre Wmvolved in chromatin gvailability repulation. Such enzymes
mclude BRGI and EP300. The first one. as a member of the SWI/SNF complex, is
responsible for recognition of histone lysine residues modifications such as acetylations.
These in tum, are introduced by enzymes belonging to the acetvitransferases family. that
includes EP300. BRG1 determines proliferation of cells by regulating expression of E2F-
dependent genes such as cyclin A or ¢yelin B, Moreover, in cooperation with RB-family
proteins and histone deacetylase affects the G1/S cell cycle transition, through the impact on
cyelin A and ¢yclin E activity, Of note, BRG! is involved in DNA damage repair process. It
interacts with DNA damage sites. where i unwinds the chromatin and allows for DNA
damage repair machinesy 1o bind, Notably, BRG1 was found to accumulate on the promoters
of genes encoding ABC-family transporfers. and ifs inhibition led to chemosensitization of
cancer cells.

The phenomenon of cisplatin-resistance acguisition is & complex matier, During the
process cancer cells adapt fo either restrict cellular influx of a drug, its detoxication,
chemotherapy-induced DNA damage repair mechanisms stimulation, as well as drug efflux
enhancement. The latter mechanism is mainly connected to the activity of ABC-family
transporters, expression of which is preferentially enhanced in chemo-resistant cancer cells.
One of the most commonly prescribed cytostatic drugs is cisplatin, which acts as a DNA-
damage inducer. The damage leads to activation of the p53 protein, that in turn predisposes
cancer cells to the apoptotic pathway. Although literature states thar p353 may be involved in
regulation of expression of particular ABC transporters,



The aum of this thesis was fo identify an enzyme or group of epigenstic enzymes
determining expression of genes invelvad in crucial for invasive phenotype of cancer cell as
well as protection from chemotherapyv-induced DNA damage processes such as cancer cell
proliferation, DNA damage repair and multidrug-resistance acquisition.

In the first stage of siudies, the transcriptomss of ductal carcinoma in sity, MCF7,
MDA-MB-231 were compared 1o the transcriptome of non-cancerogenic breast cells, RNA-
seq data analysis resulted iIn identification of subset of genes overexpressed in cancer cells
that are related to proliferation and DNA damage repair pathways. Next, the analysis of
promoter sequences of genes discovered in the RNA-seq data analysis, bassd on ChiP-seq
data shown presence of acetviated histones as well as prevalence of CpG islands and E2F
transcription binding sites. Considering that the EP300 and 3 member SWI/SNF complex —
BRGT were previously described a5 enzymes interacting with promoters of genes involved in
DNA damage repair that were characterized by histone acetylation, presence of E2F binding
motives and CpG islands in human macrophages, we decided fo check whether similar
dependence occurs in breast cancer cells. In the series of experiments the phvsical intergction
between BRG1 and EP300, as well as their involvement in regulation of genes related to cell
proliferation and DNA damage repair pathwavs in breast cancer had been confirmed.
Morepver, i was proposad that both enzymes enhance transcription of E2F-related genes
through CDK4. On the other hand lack of their activity resulted in G1 amest and repressor
complex formation at promoters of involved in DNA damage repair BRGI-EP300-dependent
genes,

In the second siage of analyses the hypothesis of PAHEPI involvement in BRGI-EP300
regulation i breast cancer was challenged. Analyses showed that PARP1 inferacts with
portion of promoters recognized by BRGI. Importantly, as it engages in physical interaction
with BRGI1-EP390, inhibitioe of PARPI anzymatic activity lad repression of BRG1-EP200-
dependent gene expression. Moreover, PARP! dependent ADP-rvbosylation determined
enzymatic activity of EP300 as well as transcription activated by EP300,

Considering presence of BRG1 and histone acetylation at A8CCS and 4BCCIO gene
promoters, the last part of the thesis have been dedicated io evaluate the matter of
transcriptional control of genes enceding transporters ABC, that predispose cancer cell for
survivgl while challenged to chemotherapy. As a cellnlar model the cisplatin-resistant variant
of non-small cell hung cancer ¢ell ling was chosen, as cisplatin is commonly prescribed in case
of aforementioned cancer fype. According to proposed mechanism, under influence of
cisplatin-induced DNA damage the pS53 accumulates on the DNA. P33 mediates EP300



recruitment o the promoter site of ABCCIQ seme. which upregulates ifts expression.
Promoters of ABCC3 and ABCC4 transporfers are characterized by presence of CoREST
complex, which restricts expression of ABCCI and ABCCY genes in response fo cisplatin,
The transcriptional repression may be reversed by HDAC and LSD1 inhibitors.

In the thesis, two new epigenstic mechanisms, which oversee cellular processes such
as proliferation, DNA damage repair, and cisplatin resistance acquisition in cancer cells have
been described. The first mechanism describes importance of a complex composed of BRGL.
EP300 and PARP! for transcriptional control of genes invelved in cell proliferation and
DNA damage response in breast cancer cells. The functional interdependence bebween ali-
three ahovementioned enzymes was shown, while inhibition of either of them considerably
1epressed expression of genes remaining nnder BRGI-EP300-PARPI control. The latter
mechanism presents involvement of p33 and CoREST in franscriptional control of expression
of genes fimctionally related o chemotherapeutic cellular efflux. The sxamples above
demonsirate that the mechanisms described not only represent a valughle scientific discovery.

but may also find spplication in the design of fufure anti-cancer therapiss.
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