Streszczenie pracy doktorskiej w jezyku polskim

Tytul pracy doktorskiej: ,Rola kompleksu SWI/SNF-EP300 w powstawaniu opornosci

komérek nowotworowych na chemioterapig”

Nowotwory stanowig powazny problem zdrowia publicznego na catym $wiecie.
Zgodnie z najnowszymi danymi projektu GLOBOCAN, zachorowalno$¢ na raka wyniosta
okoto 20 milionéw w 2022 r., a $miertelno$¢ z powodu raka 9,7 miliona, klasyfikujac
nowotwory jako druga najczestszg przyczyng zgondw na $wiecie. Ponadto, statystyki
przewidujg wzrost zachorowalnosci na raka w nadchodzacych dziesiecioleciach. Szacuje sie,
ze w 2045 r. zdiagnozowanych zostanie 32,6 miliona nowych przypadkow.

Znaczna cze$¢ nowotworow charakteryzuje sie wysokg $miertelnoscig pomimo
dostepnosci réznorodnych metod leczenia, takich jak chirurgia, radioterapia, chemioterapia i
terapie  celowane. Terapie kombinowane stanowig standard obecnych terapii
przeciwnowotworowych i dotycza wszystkich schematéw leczenia. Polaczenie terapii jest
atrakcyjne z klinicznego punktu widzenia z kilku powod6éw: terapia skojarzona poprawia
wyniki leczenia i zapewnia lepsze efekty terapeutyczne, zwlaszcza gdy osiaga si¢ synergiczne
dziatanie przeciwnowotworowe; podejscie skojarzone pozwala przezwycigzy¢ heterogennosé
klonalna, co dodatkowo wigze si¢ z poprawg wskaznikéw odpowiedzi; skojarzone schematy
leczenia zmniejszaja toksyczno$é terapii, poniewaz umozliwiaja stosowanie poszczegdlnych
lekéw w zmniejszonych dawkach przy zachowaniu skutecznosci terapeutycznej; terapie
skojarzone ograniczajg wystepowanie opornosci na leki poprzez eliminacj¢ mechanizmow
komoérkowych zwigzanych z opornoscig adaptacyjng. Poniewaz opornosci na terapie
towarzysza genetyczne i epigenetyczne zmiany w komorkach rakowych, zastosowanie terapii
kombinowanych z udzialem regulatorow epigenetycznych wydaje si¢ obiecujgcym
rozwigzaniem. Modyfikacje epigenetyczne sa elastyczne i dynamiczne, co czyni je
atrakcyjnymi celami terapeutycznymi, ktére moga pomdc uzyskal preferowany profil
transkryptomu w komoérkach rakowych.

Acetylotransferaza histonowa p300 (kodowana przez gen EP300) jest jedng z
najczesciej zaburzonych acetylotransferaz w nowotworach. Aktywno$¢ tego biatka jest scisle
zwiazana z acetylacjg H3K27 w miejscach wzmacniaczy. Wykazano zwigzek pogorszenia
ogblnego wskaznika przezycia u pacjentéw z wysokg ekspresja EP300, co moze mie¢ zwigzek
z obnizeniem skutecznosci terapii u tych pacjentdéw. Coraz wigcej dowoddow
eksperymentalnych wskazuje, ze lekooporno$¢ nowotworéw moze by¢ warunkowana
aktywnoscig p300. Sekwencje promotorowe transporterow ABC, ktore ulegajg nadekspresji w
liniach komérkowych raka piersi i pluc opornych na cisplatyng i odpowiadajg za usuwanie
lekéw z tych komorek, charakteryzujg si¢ wyzszym poziomem acetylacji nukleosomdw,
katalizowanej przez p300. p300 odgrywa tez wazng rol¢ w naprawie DNA, poniewaz jest
rekrutowane do miejsc peknigé DNA, gdzie ulatwia naprawg uszkodzen poprzez dziatanie jako
kofaktor i modut wigzacy dla wielu bialek bioragcych udzial w szlakach naprawy DNA.

Acetylacja ogonow histonu H3, regulowana miedzy innymi przez p300 zwigksza
powinowactwo kompleksu SWI/SNI do nukleosoméw. Kompleks SWI/SNE uczestniczy w
mobilizacji nukleosomow, przez co promuje lub hamuje ckspresj¢ okreslonych gendw. Jako



giowne sktadniki kompleksu mozna wyr6zni¢ ATPazy, BRG1 i BRM. Domeny ATPazy BRG1
i BRM posredniczg W wiazaniu nukleosoméw i umozliwiaja ich przesuwanie, usuwanie i
wstawianie poprzez hydrolize ATP. Strukturalnie BRG1 i BRM sq bardzo podobne, ale moga
wykazywa¢ funkcje tkankowo-specyficzne. Zmiany w ekspresji okreslonych podjednostek
SWI/SNF moga by¢ uznawane za markery prognostyczne przezycia. Ponadto, zwigzek
niektorych elementéw kompleksu SWI/SNF z opornoscig na chemioterapie i terapie celowane
zostat wykazany.

Celem badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej byto poznanie roli kompleksu
SWI/SNF- p300 w powstawaniu zjawiska opornosci nowotworéw zwigzanego:

1) z nadekspresja frakcji transporteréw ABC, ktéra wzrasta w lizosomach, powodujac
zwigkszong akumulacje lekéw w tych organellach

2) ze wzrostem ekspresji genéw funkcjonalnie powiazanych z odpowiedzia na uszkodzenia
DNA, wywotanym aktywacja sciezki ATM/ATR-Chk1/Chk2-p53

W pierwszej czesci pracy skupitam sie na problemie zwigkszonej ekspresji
transporterow ABC, ktére usuwajac lub sekwestrujac leki w organellach przyczyniaja sie do
niepowodzenia terapii. Przedstawilam dowody eksperymentalne na udziat BRG1 i p300 w
kontroli transkrypcyjnej genéw ABCC, ktére ulegaja nadekspresji w liniach komérkowych
opornych na paklitaksel. W szczeg6lnosci skupilam sie na wplywie enzyméw remodelujacych
chromatyng¢ na transkrypcje genéw ABCC3, ABCC5 i ABCCI0, gdyz ich produkty sa
wzbogacane w lizosomach komérek opornych na paklitaksel. Analiza funkcjonalna tych trzech
bialek wystepujacych w lizosomach ujawnila ich role w sekwestracji doksorubicyny i
paklitakselu (OregonGreen), a zatem te transportery btonowe sa zdolne do ograniczania
cytotoksycznosci przynajmniej niektérych lekéw stosowanych w chemioterapii. Aktywne
promotory tych genéw charakteryzuja sie trimetylacjg H3K4 i wystepowaniem BRG1, p300 i
ich koregulatora HIF1A. Wykazatam réwniez, ze hamowanie SWI/SNF za pomocg PFI3 lub
degradacja ATPaz SWI/SNF za pomocg PROTAC, inhibicja p300 za pomocg C646 oraz
wyciszenie HIF1A istotnie zwigksza toksycznos¢ lekéw poprzez jednoczesng redukcje kilku
transporterow ABC w fenotypach opornych na paklitaksel. Na podstawie danych
zdeponowanych w bazach TCGA/GTEx dostarczylam dowodéw na to, ze wysoka ekspresja
EP300, SMARCA4 i HIF1A4 moze stuzy¢ jako marker prognostyczny odpowiedzi pacjentek z
rakiem piersi na chemioterapi¢ z udzialem taksanéw. Jednoczesnie wysoka transkrypcja
HIFIA, EP300 i SMARCA4 moze mie¢ znaczenie kliniczne i wplywa¢ na wyniki leczenia.
Dlatego ilosciowa ocena profilu ich ekspresji moze poméc w podjgciu decyzji o schemacie
leczenia, zastgpieniu chemioterapii lub skojarzeniu lekéw chemioterapeutycznych z
inhibitorami ABCC lub inhibitorami BRG1, p300 czy HIF1A.

W kolejnej czgsci pracy, skupifam si¢ na mechanizmie zwigzanym z opornoscia na lek
wywolujacy uszkodzenia DNA - cisplatyng. Wykazalam, ze aktywacja szlaku ATM/ATR-
Chk1/Chk2-p53 przez cisplatyng nie wplywa znaczaco na poziom p300 wewnatrz komorki, ale
nasila interakcj¢ p300 z chromatyng, szczegolnie z promotorami gendw kontrolowanych przez
E2F1, w ktérych p53 pelni funkcjg represora transkrypcji. Promotory wyciszane przez pS3w



komoérkach proliferujacych charakteryzowaly sig stosunkowo wysokg gestoscia nukleosomow,
niska acetylacja H3K27 i trimetylacjg H3K4. Indukcja szlaku ATM/ATR-Chek1/2-p53 przez
subletalne dawki cisplatyny powodowata uwolnienie p53 z promotoréw opisywanych genow,
ktéremu towarzyszyty réwniez uwolnienie KDM5B, i wzrost acetylacji reszt histonowych
umozliwiajacy transkrypcje¢ zalezng od aktywnosci p300 i SWI/SNFE. W naszych
eksperymentach zar6wno, inhibicja p300 za pomocg C646 oraz ATPaz kompleksu SWI/SNF
za pomocg PFI3 obnizata ekspresj¢ genow aktywowanych cisplatyng oraz uwrazliwiala
komérki nowotworowe na dziatanie niskich stezen cisplatyny. Odtaczeniu p53 pod wplywem
cisplatyny towarzyszylo réwniez uwolnienie KDM5B i aktywacja ekspresji genow. KDMS5B i
p53 petnity zatem funkcje represoréw tych genow. Warto rozwazy¢é réwniez obnizenie ekspresji
i inaktywujace mutacje 7P53 oraz KDM5B jako biomarkery zwigkszonej ekspresji tych genow,
ktére moga predysponowaé do wystepowania opornosci na leki wywotujace uszkodzenia DNA.
Inaktywacja lub niska ekspresja tych biatek moze by¢ przestanka sugerujaca wykorzystanie
innego podejscia terapeutycznego niz zastosowanie terapii wywotujacej uszkodzenia DNA lub
wykorzystanie inhibitoréw SWI/SNF lub p300 jako uwrazliwiaczy na chemioterapig.

Wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy sugeruja, ze zastosowanie inhibitorow
SWI/SNF moze uwrazliwiaé komérki na dziatanie chemioterapii jak rowniez odwraca¢
istniejacy juz fenotyp oporny poprzez regulowanie transkrypcji niektérych genéw z rodziny
ABC i genéw zwigzanych z odpowiedzig na uszkodzenia DNA. Stosowanie kombinacji
inhibitor + lek zwigksza cytotoksycznos¢ leku umozliwiajgc stosowanie nizszych dawek co
potencjalnie moze si¢ wigza¢ ze zwigkszeniem efektywnosci terapii i zmniejszeniem skutkow
ubocznych. Wymagane sg jednak dalsze badania, ktore zweryfikuja mozliwosci zastosowania

takich terapii kombinowanych in vivo.
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