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3. Wstęp 

3.1 Epidemiologia nowotworów 

Zgodnie z najnowszymi danymi Międzynarodowej Agencji Badań nad Rakiem 

(projekt GLOBOSCAN), zachorowalność na raka wyniosła około 20 milionów w 2022r., 

a śmiertelność z powodu raka 9,7 miliona [1]. Nowotwory zostały zakwalifikowane jako 

druga najczęstsza przyczyna zgonów na świecie [2]. Rak płuc był najczęściej 

diagnozowanym nowotworem w 2022 r. Odpowiadał on za prawie 2,5 miliona nowych 

przypadków (12,4% wszystkich nowotworów na świecie). Następnymi w kolejności były 

nowotwory piersi u kobiet (11,6%), jelita grubego (9,6%) i prostaty (7,3%). Rak płuc 

charakteryzował się również najwyższą śmiertelnością, z szacowaną liczbą 1,8 miliona 

zgonów (18,7%), a za nim wyróżnić można raka jelita grubego (9,3%), wątroby (7,8%) i 

piersi u kobiet (6,9%). Ponadto, statystyki przewidują wzrost zachorowalności na raka w 

nadchodzących dziesięcioleciach. Szacuje się, że w 2045 r. zdiagnozowanych zostanie 

32,6 miliona nowych przypadków [1]. 

Znaczna część nowotworów charakteryzuje się wysoką śmiertelnością pomimo 

dostępności różnorodnych metod leczenia. Wysoka śmiertelność związana jest z 

ograniczeniami diagnostycznymi i zbyt późnym rozpoznawaniem chorób 

nowotworowych, brakiem dostępności do zaawansowanych metod leczenia dla osób o 

niskim statusie ekonomicznym oraz niską efektywnością terapii, która związana jest z 

powstawaniem oporności na leczenie [2,3].  

3.2 Terapie onkologiczne 

Chirurgia jest podstawą metodą leczenia pacjentów z guzami litymi. Pomimo resekcji 

chirurgicznej, wznowy oraz przerzuty pozostają powszechne i wiążą się z wysokim 

ryzykiem śmiertelności. Czynniki neuroendokrynne, immunologiczne i metaboliczne 

aktywowane w odpowiedzi na operację i/lub znieczulenie mogą promować przeżycie i 

proliferację komórek nowotworowych utrzymujących się po operacji, zarówno 

miejscowo, jak i w niezdiagnozowanych odległych lokalizacjach [4]. U pacjentów z 

pierwotnym nowotworem rutynowo występują krążące komórki nowotworowe, jednakże 

większość z nich docierając do układu krążenia jest szybko degradowana przez układ 

odpornościowy. Chirurgia indukuje zwiększone wydalanie komórek nowotworowych do 

krążenia, tłumi odporność przeciwnowotworową, umożliwiając przeżycie krążącym 

komórkom, i rekrutuje komórki odpornościowe zdolne do pułapkowania komórek 
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nowotworowych (pozakomórkowe pułapki neutrofilowe), indukuje zmiany w tkance 

docelowej, zwiększając ekspresję cząsteczek adhezyjnych, i w samych komórkach 

nowotworowych zwiększając ich migrację i inwazję. Wiele badań potwierdza hipotezę, 

że ostra odpowiedź zapalna na zabieg chirurgiczny sprzyja wychwytywaniu komórek 

nowotworowych w nowych lokalizacjach. Na przykład cytokiny prozapalne, takie jak IL-

1 i TNF-α, mogą stymulować adhezję krążących komórek nowotworowych. Ponadto 

uwalniane katecholaminy, glikokortykosteroidy i prostaglandyny powstałe w odpowiedzi 

na uraz chirurgiczny mogą promować potencjał przerzutowy krążących komórek 

nowotworowych poprzez obniżenie odpowiedzi immunologicznej [5,6]. Katecholaminy 

i prostaglandyny dodatkowo zwiększają uwalnianie VEGF, MMP2, MMP9, IL-6 i IL-8, 

czynników, które nasilają neoangiogenezę, niezbędną do wzrostu guza [7]. Mitogeny, 

takie jak naskórkowy czynnik wzrostu wiążący heparynę, płytkowy czynnik wzrostu, 

TGF-β, podstawowy czynnik wzrostu fibroblastów obecne w płynie z rany wspomagają 

proliferację przetrwałych komórek nowotworowych [8]. 

Dane eksperymentalne wykazały również, że środki znieczulające mogą 

bezpośrednio wpływać na mikrośrodowisko guza i jego wzrost. Wziewne środki 

znieczulające, w szczególności propofol, hamują funkcje komórek NK, rekrutację i 

polaryzację makrofagów oraz aktywację komórek dendrytycznych. Dodatkowo, niektóre 

związki znieczulające takie jak izofluran podnoszą poziom czynnika indukowanego 

hipoksją – HIF w komórkach nowotworowych, przyczyniając się do ich cytoprotekcji 

oraz promując angiogenezę poprzez sygnalizację VEGF [9,10]. Podobnie, wykazano, że 

stosowanie opioidów w celu kontrolowania bólu aktywuje reakcje na stres, tłumi 

odporność komórkową i humoralną, promuje angiogenezę przyczyniając się do 

powstania choroby przerzutowej [5,9]. Ponadto, często towarzysząca operacji transfuzja 

produktów krwiopochodnych może powodować immunosupresję poprzez wzrost 

produkcji prostaglandyn i tłumienie aktywności komórek NK [5]. 

Radioterapia jest metodą, w której wysokie dawki promieniowania 

elektromagnetycznego są stosowane w celu zniszczenia komórek nowotworowych [11]. 

Uszkodzenia komórek mogą powstać w wyniku bezpośredniej jonizacji DNA, 

powodującej pęknięcia pojedynczych lub podwójnych nici. Pęknięcia te mogą 

powodować mutacje, niestabilność genomową lub śmierć komórek, jeśli nie zostaną 

odpowiednio naprawione. Chociaż DNA jest głównym celem, inne biomolekuły, w tym 

białka i lipidy, są również bezpośrednio jonizowane, co prowadzi do szeregu uszkodzeń 
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molekularnych i komórkowych. Z kolei skutki pośrednie powstają, gdy promieniowanie 

wchodzi w interakcję z cząsteczkami wody w komórkach, wytwarzając reaktywne formy 

tlenu (ROS). ROS mogą uszkadzać składniki komórkowe, w tym lipidy, białka i kwasy 

nukleinowe, dodatkowo nasilając szkodliwe skutki ekspozycji na promieniowanie [12]. 

Ograniczeniem zastosowania radioterapii jest toksyczność wobec pobliskich zdrowych 

tkanek, która znacząco utrudnia możliwość zastosowania dawek terapeutycznych. 

Ponadto obserwuje się problem oporności na radioterapię, której kluczowym elementem 

jest obecność nowotworowych komórek macierzystych, charakteryzujących się wysoką 

zdolnością do naprawy uszkodzeń DNA, niskim poziomem reaktywnych form tlenu i 

wolnym tempem proliferacji [13]. Dodatkowo zmiany metaboliczne w komórkach 

nowotworowych prowadzą do oporności. Zmiany metaboliczne w kierunku glikolizy 

tlenowej przyczyniają się do produkcji antyoksydantu NADPH oraz aktywują szlaki 

naprawy DNA, chroniąc w ten sposób komórki nowotworowe przed uszkodzeniami 

wywołanymi promieniowaniem jonizującym [11,14]. 

Chemioterapia, metoda leczenia nowotworów za pomocą określonych związków 

chemicznych wykazujących działanie toksyczne w stosunku do komórek 

nowotworowych, jest jedną z najczęściej stosowanych metod leczenia nowotworów. 

Wśród powszechnie wykorzystywanych leków przeciwnowotworowych wyróżnić 

można: inhibitory mitotyczne (zatrzymujące podziały komórek poprzez wpływ na 

wrzeciono kariokinetyczne), związki alkilujące (uszkadzające DNA), antymetabolity 

(zastępujące lub hamujące określone metabolity wewnątrz komórek, a tym samym 

zakłócające metabolizm komórkowy np. antagoniści pirymidyny zastępujący typowe 

struktury obecne w RNA i DNA blokując syntezę kwasów nukleinowych) oraz inhibitory 

topoizomerazy I i II (blokujące aktywność topoizomeraz, zaburzając replikację DNA) 

[15,16]. Substancje chemiczne wykorzystywane w chemioterapii wykazują tendencję do 

działania na komórki nowotworowe charakteryzujące się szybkim tempem podziałów, ale 

wpływają również na prawidłowe szybko proliferujące komórki, takie jak komórki krwi, 

przewodu pokarmowego i mieszki włosowe [17]. Wybór leków stosowanych w terapii 

opiera się na wielu aspektach, takich jak typ i stadium nowotworu, ogólny stan zdrowia i 

wiek pacjenta oraz historia wcześniej stosowanych terapii. Opracowanie odpowiedniego 

schematu leczenia ma na uzyskanie maksymalnej skuteczności leczenia oraz 

minimalizacji działań niepożądanych [15]. Jednakże, występujące znaczące skutki 
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uboczne związane z chemioterapią oraz rozwój oporności stanowią główne wyzwania w 

leczeniu nowotworów. 

Oporność komórek na chemioterapię dzieli się na wewnętrzną, występującą przed 

rozpoczęciem leczenia, oraz nabytą, rozwijającą się w trakcie terapii [18]. Wśród 

kluczowych mechanizmów odpowiedzialnych za rozwój oporności można wyróżnić: 

zwiększoną zdolność do naprawy uszkodzeń DNA wywoływanych przez leki, obniżoną 

biodostępność leku (np. inaktywacja leku lub jego aktywne usuwanie z komórki) oraz 

aktywację szlaków przeciwdziałających apoptozie [18,19]. Dane pochodzące z badań in 

vitro, in vivo oraz badań klinicznych wskazują, że nabyta oporność na chemioterapię ma 

charakter progresywny, wieloczynnikowy i wiąże się z zaburzeniami genetycznymi i 

epigenetycznymi [20]. 

 Rewolucyjne badania w dziedzinie biotechnologii umożliwiły identyfikację 

charakterystycznych cech komórek nowotworowych i przejście od badań klinicznych 

skoncentrowanych na dany typ nowotworu do badań ukierunkowanych na poszczególne 

cele molekularne [21]. Wśród głównych nurtów terapii celowanych wyróżnić można 

inhibitory lub przeciwciała, które specyficznie hamują szlaki przekazywania sygnałów 

zaangażowane we wzrost, proliferację i przeżycie komórek nowotworowych. Terapie 

hormonalne, takie jak antagoniści receptora estrogenowego (ER) i inhibitory aromatazy 

są stosowane w leczeniu hormonozależnych nowotworów. Inhibitory punktów 

kontrolnych układu odpornościowego (np. przeciwciała przeciwko białku 

programowanej śmierci komórkowej 1 (PD-1), ligandowi programowanej śmierci 1 (PD-

L1) lub białku 4 związanemu z cytotoksycznymi limfocytami T (CTLA-4) aktywują 

odporność przeciwnowotworową gospodarza w sposób bezpośredni lub pośredni. 

Popularne stają się również terapie genowe (np. zastępowanie genów, wyciszanie genów, 

wirusy onkolityczne) i komórkowe (CAR-T, TCR-T, TIL, CAR-NK, TCR-T i CAR-M) 

[22–25]. Jednakże terapie celowane mają istotne ograniczenia. Pacjenci z ograniczonymi 

zasobami finansowymi mają utrudniony dostęp nie tylko do zaawansowanej diagnostyki, 

ale także do nowoczesnego leczenia. Dodatkowo, z powodu znacznej różnorodności 

między guzem pierwotnym a miejscami przerzutów, molekularne profilowanie tkanki 

nowotworowej pobranej z jednej zmiany nie zawsze odzwierciedla chorobę systemową 

[21]. Ponadto, podobnie jak w przypadku klasycznej chemioterapii, powstawanie 

oporności poprzez zmiany genetyczne (jak mutacje w cząsteczkach docelowych) oraz 

czynniki epigenetyczne (np. aktywacja kompensacyjnych szlaków sygnałowych czy 
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przeprogramowanie metaboliczne poprzez zmianę ekspresji genów) stanowią wyzwanie 

na drodze do skutecznego wyleczenia nowotworów [23]. 

Terapie kombinowane (lub multimodalne) stanowią standard obecnych terapii 

przeciwnowotworowych i dotyczą wszystkich schematów leczenia, w tym terapii 

celowanej, chemioterapii, radioterapii oraz chirurgii. Połączenie terapii 

przeciwnowotworowych jest atrakcyjne z klinicznego punktu widzenia z kilku powodów: 

terapia skojarzona poprawia wyniki leczenia i zapewnia lepsze efekty terapeutyczne, 

zwłaszcza gdy osiąga się synergiczne działanie przeciwnowotworowe; podejście 

skojarzone pozwala przezwyciężyć heterogenność klonalną, co dodatkowo wiąże się z 

poprawą wskaźników odpowiedzi; skojarzone schematy leczenia zmniejszają 

toksyczność terapii, ponieważ umożliwiają stosowanie poszczególnych leków w 

zmniejszonych dawkach przy zachowaniu skuteczności terapeutycznej; terapie 

skojarzone ograniczają występowanie oporności na leki poprzez eliminację 

mechanizmów komórkowych związanych z opornością adaptacyjną [26]. Kombinacje 

synergiczne mogą opierać się na kilku zasadach, w tym na wielokrotnym celowaniu w 

szlak sygnałowy, hamowaniu kompensacyjnej regulacji sprzężenia zwrotnego, 

syntetycznej letalności, blokowaniu procesów komplementarnych oraz blokowaniu 

mechanizmów oporności [27]. 

Ponieważ oporności na terapie towarzyszą genetyczne i epigenetyczne zmiany w 

komórkach rakowych, zastosowanie klasycznych podejść czy nowoczesnych terapii 

celowanych w połączeniu z terapiami epigenetycznymi wydaje się obiecującym 

rozwiązaniem. Modyfikacje epigenetyczne są elastyczne i dynamiczne, co czyni je 

atrakcyjnymi celami terapeutycznymi, które mogą pomóc uzyskać preferowany profil 

transkryptomu w komórkach rakowych.  

3.3 Epigenetyka nowotworów i terapie epigenetyczne  

Nowotwory uważane są za złożoną grupę chorób, będących procesem 

wieloetapowym związanym z akumulacją zmian genetycznych. Powszechnie przyjęto, że 

mechanizmy epigenetyczne, które zmieniają wzorce ekspresji genów, nie zmieniając 

sekwencji DNA, również przyczyniają się do rozwoju i postępu nowotworów [28]. 

Podstawową jednostkę chromatyny tworzą nukleosomy, zbudowane z oktameru białek 

histonowych otoczonego 146 parami zasad DNA, które następnie ulegają dalszemu 

zwinięciu, tworząc struktury chromatyny wyższego rzędu. Dynamiczna organizacja 
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przestrzenna chromatyny ma kluczowe znaczenie dla regulacji ekspresji genów. Zwarty 

układ przestrzenny nukleosomów wywiera uniwersalny efekt hamujący na transkrypcję, 

podczas gdy otwarta struktura umożliwia kofaktorom i polimerazie RNA II dostęp do 

DNA i aktywację lub wzmocnienie transkrypcji genów [29]. 

Zmiany epigenetyczne można podzielić na trzy główne kategorie: modyfikacje 

kwasów nukleinowych (takich jak metylacja DNA), modyfikacje potranslacyjne (PTMs) 

ogonów histonów oraz modyfikacje ekspresji genów przez niekodujące RNA (np. 

miRNA i lncRNA).  Pierwsze dwie grupy reprezentują kowalencyjne modyfikacje 

odpowiednio nukleotydów i reszt aminokwasowych, które zwykle współpracują, aby 

zintegrować regulacyjne sygnały i prowadzić do skoordynowanej zmiany struktury i 

funkcji chromatyny [30].  

Modyfikacje ogonów histonowych obejmują acetylację, metylację, fosforylację, 

ADP-rybozylację, ubikwitynację, cytrulinację i sumoylację, które regulują strukturę i 

dynamikę nukleosomu poprzez bezpośrednią zmianę oddziaływań histon-histon lub 

DNA-histon oraz poprzez rekrutację enzymów remodelujących chromatynę [31–33]. 

Acetylacja jest najczęściej związana z aktywną transkrypcją, ponieważ neutralizuje 

dodatni ładunek reszt lizyny histonów, rozluźniając strukturę chromatyny i zwiększając 

jej dostępność dla polimerazy RNA i czynników transkrypcyjnych, inicjując lub 

wzmacniając trwającą transkrypcję [32,34]. Poziom acetylacji ogonów histonowych jest 

regulowany przez działanie dwóch rodzin enzymów: acetylotransferaz histonowych 

(HAT) i deacetylaz histonowych (HDAC). HAT katalizują przeniesienie grupy acetylowej 

z cząsteczek acetylo-CoA do grup ε-aminowych lizyny w N-końcowych ogonach 

histonów. HDAC usuwają grupy acetylowe, działając w większości przypadków jako 

represory ekspresji genów [35]. Metylacja ogonów histonowych, która polega na dodaniu 

jednej, dwóch lub trzech grup metylowych przez histonowe metylotransferazy lizyny 

(KMT) lub metylotransferazy argininy (PRMT), może zarówno promować, jak i 

hamować transkrypcję. KMT wykorzystują S-5′-adenozylo-L-metioninę (SAM) jako 

donor reszty metylowej do przeniesienia grup metylowych na reszty lizyny na ogonach 

histonów H3 i H4, podczas gdy demetylazy lizyny histonów (KDM) usuwają znaki 

metylacji [36,37]. H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3, H3K36me2 i H3K36me3 są 

związane z aktywacją transkrypcyjną, podczas gdy H3K9me3, H3K27me3 i H4K20me3 

są uważane za markery represyjne [38]. Metylacja DNA zapobiega aktywacji 

transkrypcyjnej regionów genowych, które mają zostać wyciszone w sposób specyficzny 
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dla danego typu komórki. Reakcja ta jest katalizowana przez rodzinę metylotransferaz 

DNA (DNMT), które wykorzystują SAM jako donor metylu do tworzenia 5-

metylocytozyny (5mC). Z kolei enzymy z rodziny translokacji 10-11 (TET) uczestniczą 

w demetylacji DNA w sposób pośredni, poprzez utlenianie 5-metylocytozyny [39]. 

Oprócz bezpośredniego wpływu na strukturę nukleosomów, acetylacja działa jako 

marker epigenetyczny, specyficznie rozpoznawany przez białka zawierające 

bromodomeny (m. in. BET). Identyfikują one acetylowane reszty histonów H3 i H4 i 

wykazują silniejsze do nich powinowactwo, gdy w peptydzie występują liczne 

acetylowane fragmenty o długości 1–5 aminokwasów. Spośród białek BET najlepiej 

zbadanym białkiem jest BRD4, które specyficznie wiążąc się z acetylowanymi ogonami 

histonów rekrutuje kompleksy SWI/SNF i CHD zaangażowane w zależny od ATP 

remodeling chromatyny [40]. Kompleksy remodelujące chromatynę, w tym rodziny 

SWI/SNF, CHD, ISWI i INO80, regulują dostępność DNA poprzez przesuwanie, 

wstawianie i usuwanie nukleosomów oraz zmianę wariantów histonów. Kompleks 

SWI/SNF reguluje usuwanie nukleosomów w celu aktywacji transkrypcyjnej, kompleks 

ISWI utrzymuje upakowanie chromosomów i reguluje wierność replikacji DNA, rodzina 

CHD kontroluje dostępność chromatyny w sekwencjach promotorowych oraz 

wzmacniaczy, z kolei kompleks INO80 reguluje naprawę DNA i zapewnia stabilność 

genomu [41]. Mechanizmy regulujące strukturę chromatyny zostały podsumowane na 

Rycinie 1 (Ryc.1). 

Ryc.1 Skoordynowane wprowadzanie i usuwanie modyfikacji potranslacyjnych kształtuje strukturę 

chromatyny, umożliwiając regulację ekspresji genów. Na podstawie pracy przeglądowej: 

Gronkowska K. Robaszkiewicz A. Genetic dysregulation of EP300 in cancers in light of cancer 

epigenome control – targeting of p300-proficient and -deficient cancers. Molecular Therapy 

Oncology, Volume 32, Issue 4, 200871 [42]. 
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Badania transkryptomiczne i genetyczne jednoznacznie wskazują na zmiany 

poziomu ekspresji epigenetycznych regulatorów oraz mutacje występujące w genach tych 

enzymów w wielu typach nowotworów. Co ciekawe, aktywność niektórych 

modyfikatorów chromatyny była podwyższona w niektórych typach nowotworów, a 

obniżona w innych, co sugeruje ich dwojaką rolę w nowotworach [43]. Zaburzenie 

równowagi pomiędzy enzymami wprowadzającymi modyfikację DNA i białek 

histonowych oraz enzymami usuwającymi te zmiany może przyczyniać się do aktywacji 

onkogenów, wyciszenia genów supresorowych nowotworów, promowania 

nieograniczonej proliferacji komórek, oporności na apoptozę, zmiany metabolizmu 

komórkowego oraz unikania rozpoznawania komórek nowotworowych przez komórki 

układu odpornościowego [44,45]. Ponadto, może aktywować czynniki oporności na 

chemioterapię, takie jak nadekspresję genów odpowiedzi na uszkodzenia DNA lub 

kodujących białka oporności wielolekowej [45]. 

Kilka inhibitorów enzymów epigenetycznych zostało zatwierdzonych przez 

Amerykańską Agencję ds. Żywności i Leków (FDA) do leczenia raków. Wśród nich 

wyróżnić można inhibitory DNMT: azacytydynę i decytabinę; inhibitory HDAC: 

worinostat, romidepsynę, belinostat i panobinostat i inhibitor EZH2 – tazemetostat 

[29,46]. Dodatkowo, na etapie badań klinicznych znajdują się liczne inhibitory białek 

regulujących metylację reszt histonowych: EZH2, DOT1L, PRMT5 i LSD1; 

regulujących poziom acetylacji: p300/CBP, KAT6A, HDAC; oraz białek uczestniczących 

w regulowaniu dostępności chromatyny: BET, BRG1, BRM[46,47]. 

Jednakże, regulacja epigenetyczna nie dotyczy wyłącznie komórek rakowych. 

Jest ona niezbędna do utrzymania prawidłowego funkcjonowania komórek 

niezmienionych. Terapia ukierunkowana na regulatory ekspresji rodzi zatem istotne 

pytania dotyczące selektywności i skutków ubocznych niezamierzonego wyciszania 

genów oraz toksyczności ogólnoustrojowej w zdrowych tkankach. Chociaż te same 

mechanizmy epigenetyczne występują zarówno w komórkach prawidłowych jak i 

nowotworowych, niektóre typy raka są uzależnione od określonych zmian 

epigenetycznych i są wrażliwe na ich regulację. W tych komórkach niewielkie odchylenia 

w równowadze epigenetycznej prowadzą do katastrofy komórkowej, która nie występuje 

w komórkach prawidłowych wyposażonych w alternatywne szlaki kompensacyjne. 

Dlatego też identyfikacja najbardziej krytycznych zmian epigenetycznych w różnych 

nowotworach jest ważnym aspektem przy wyborze terapii [46]. Chociaż monoterapia 
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lekami epigenetycznymi wykazała wysoką skuteczność w leczeniu różnych rodzajów 

raka, związana była też z występowaniem skutków ubocznych. Coraz więcej badań 

wskazuje na potencjalne korzyści płynące z terapii skojarzonych, które obejmować 

miałyby leki epigenetyczne z innymi metodami terapeutycznymi, w tym z chemioterapią, 

radioterapią, terapią celowaną i immunoterapią [46]. Wykazano, że terapia skojarzona 

obejmująca inhibitory DNMT i HDAC jednocześnie indukuje ekspresję głównych genów 

supresorowych nowotworów i hamuje ekspresję kluczowych onkogenów, takich jak 

MYC i IRF4, wykazując większą skuteczność przeciwnowotworową niż zastosowanie 

monotrapii [29]. Niskie dawki inhibitorów DNMT oraz HDAC przeprogramowują 

komórki nowotworowe, aby reagowały na środki cytotoksyczne i przezwyciężyły 

oporność na chemioterapię [46,48]. Badania przedkliniczne wykazały, że celowanie w 

DNMT, HDAC, EZH2 lub BET może zwiększyć skuteczność radioterapii w hamowaniu 

wzrostu guza poprzez zakłócanie odpowiedzi na uszkodzenia DNA i cyklu 

komórkowego, a także poprzez zwiększenie stresu oksydacyjnego [46]. Inhibitory HDAC 

zwiększają skuteczność terapii inhibitorami kinaz w terapiach anty-EGFR i anty-mTOR 

[48]. Z kolei, inhibitory EZH2 oraz KAT6A są obiecującymi czynnikami 

uwrażliwiającymi w terapiach hormonozależnych raków [47]. Ponadto, hamowanie 

regulatorów epigenetycznych, takich jak DNMT, HDAC, LSD1, EZH2, SETDB1 i BET, 

może wywoływać różne efekty immunomodulacyjne, w tym zwiększoną ekspresję 

cząsteczek MHC klasy I, antygenów nowotworowych i ligandów PD-1 w komórkach 

nowotworowych oraz aktywację komórek odpornościowych, w tym komórek 

dendrytycznych i NK, poprawiając skuteczność immunoterapii [46,47]. 

Zmiany epigenetyczne zmieniają w wielu przypadkach wrażliwość komórek 

rakowych na terapie celowane, chemioterapię i radioterapię. Podkreśla to znaczenie 

terapii ukierunkowanej na epigenetykę jako skutecznej terapii uzupełniającej. Terapia 

skojarzona wykorzystująca różne mechanizmy epigenetyczne uwrażliwiające komórki 

rakowe jest bardziej atrakcyjna w porównaniu ze standardową monoterapią, ponieważ 

może zwiększyć skuteczność leczenia, zmniejszyć dawki czynników uszkadzających 

stosowanych w standardowych terapiach, co przełożyć się może na ograniczenie skutków 

ubocznych i minimalizować ryzyko nabywania oporności przez komórki rakowe [46]. 
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3.4 Rola p300 w nowotworach 

Białko wiążące acetylotransferazę E1A P300 (znane również jako p300 lub 

KAT2B) jest jednym z najczęściej zaburzonych HAT w nowotworach, a kodowane jest 

przez gen EP300. Aktywność tego białka jest ściśle związana z acetylacją H3K27 w 

miejscach wzmacniaczy. Mimo że p300 należy do rodziny acetylotransferaz 

histonowych, jego aktywność enzymatyczna nie ogranicza się wyłącznie do histonów. 

Reguluje również transkrypcję poprzez interakcję i acetylację innych bialek związanych 

z chromatyną oraz elementów szlaków przekaźnictwa sygnałów, odgrywając tym samym 

ważną rolę w proliferacji i różnicowaniu komórek. p300 oddziałuje z szerokim zakresem 

czynników transkrypcyjnych, w tym protoonkogenami (np. MYC [49], MYB [50] i 

GATA-3 [51]), supresorami nowotworów (takimi jak p53 [52,53], HIPK2 [54], i FOXO3 

[55,56]) i innymi czynnikami transkrypcyjnymi, które mogą wpływać na kancerogenezę 

i progresję raka (między innymi E2F1 [57,58], PARP1 [59] oraz HIF1A [60]). Ponadto, 

p300 działa jako koaktywator receptorów jądrowych, takich jak receptor androgenowy i 

receptor estrogenowy, promując wzrost nowotworów zależnych od hormonów [61,62]  

Wykonana przeze mnie analiza 32 zbiorów danych TGCA Pan-Cancer Atlas (10 

967 próbek) z wykorzystaniem platformy cBioPortal for Cancer Genomics ujawniła 

mutacje EP300 występujące z częstością około 10% w przebadanych próbkach rakowych 

(1083 próbki). Mutacje punktowe (37% próbek) oraz zmiany w ekspresji genów bez 

zmian genetycznych (wysoka ekspresja 31% i niska ekspresja 22%) stanowiły najczęściej 

występujące przypadki (Ryc. 2).  
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Ryc.2 Podsumowanie ilościowe zaburzeń EP300 na podstawie zbioru danych TCGA Pan-Cancer 

dostępnego na platformie cBioPortal. Na podstawie pracy przeglądowej: Gronkowska K. 

Robaszkiewicz A. Genetic dysregulation of EP300 in cancers in light of cancer epigenome control – 

targeting of p300-proficient and -deficient cancers. Molecular Therapy Oncology, Volume 32, Issue 

4, 200871 [42]. 

Analiza potencjalnej zależności pomiędzy ekspresją EP300 a stopniem 

złośliwości histologicznej pokazuje, że poziom mRNA genu jest wyższy w komórkach 

guza, które nie są w pełni zróżnicowane, ale maleje w guzach niezróżnicowanych (Ryc. 

3A). Ponieważ p300 reguluje różne kluczowe funkcje fizjologiczne, w tym proliferację 

komórek, różnicowanie i przeprogramowanie komórek somatycznych, wyższa 

transkrypcja EP300 i ogólna aktywność wewnątrzkomórkowa mogą ułatwiać inicjację i 

progresję guza na wczesnym etapie. P300 acetyluje czynniki transkrypcyjne związane z 

pluripotencją i zwiększa ich aktywność transkrypcyjną, promując w ten sposób 

nabywanie cech macierzystych. Poziom mRNA EP300 nie koreluje z wielkością guza 

(Ryc. 3B), ale dodatnio koreluje z liczbą przerzutów do węzłów chłonnych (Ryc. 3C). 

Chociaż wysoka ekspresja EP300 wydaje się sprzyjać zmianie fenotypu guza i zwiększać 

inwazyjność guza w węzłach chłonnych, odwrotną zależność zaobserwowano w 
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przypadku tworzenia przerzutów odległych, ponieważ guzy przerzutowe 

charakteryzowały się niższą ekspresją tego genu (Ryc. 3D).  

Ryc. 3 Związek między ekspresją EP300 a wybranymi parametrami klinicznymi. Na podstawie pracy 

przeglądowej: Gronkowska K. Robaszkiewicz A. Genetic dysregulation of EP300 in cancers in light 

of cancer epigenome control – targeting of p300-proficient and -deficient cancers. Molecular Therapy 

Oncology, Volume 32, Issue 4, 200871 [42].  

Ekspresję EP300 porównano w guzach pacjentów różniących się stopniem złośliwości histologicznej (A), 

wielkością guza (B), występowaniem przerzutów do węzłów chłonnych (C), przerzutami odległymi (D) na 

podstawie zestawów danych TCGA-Pan Cancer dostępnych w cBioPortal. Przeżycie wolne od wznowy (E) 

i całkowite przeżycie (F) pacjentów w zależności od ekspresji EP300 wygenerowano za pomocą 

oprogramowania GEPIA 2. 

 

Jednakże przerzuty do węzłów chłonnych i przerzuty odległe mogą powstawać z 

niezależnych subklonów guza pierwotnego i wykazywać odmienne profile genetyczne w 

porównaniu z pierwotnym rakiem. Sugeruje to, że subklony guza charakteryzujące się 

niskim poziomem p300, są bardziej podatne na tworzenie przerzutów odległych, podczas 
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gdy komórki nowotworowe o wysokim statusie p300 atakują lokalne węzły chłonne. 

Zgadza się to również z obserwowaną współzależnością między ekspresją EP300 a 

stopniem zaawansowania nowotworu, ponieważ komórki o wysokim stopniu 

zaawansowania, niezróżnicowane i o niższym poziomie p300, prawdopodobnie będą 

rozprzestrzeniać się dalej do odległych części ciała. Pomimo faktu, że niska ekspresja 

acetylotransferazy wydaje się sprzyjać powstawaniu przerzutów odległych, to wyższa 

ekspresja tego białka prowadziła do powstawania wznów (Ryc. 3E) i pogorszenia 

ogólnego wskaźnika przeżycia u pacjentów z chorobą nowotworową (Ryc. 3F). 

Pogorszenia ogólnego wskaźnika przeżycia u pacjentów z wysoką ekspresją 

EP300 może mieć związek z obniżeniem skuteczności terapii u tych pacjentów. Coraz 

więcej dowodów eksperymentalnych wskazuje, że lekooporność nowotworów może być 

warunkowana aktywnością p300. Sekwencje promotorowe transporterów ABC, które 

ulegają nadekspresji w liniach komórkowych raka piersi i płuc opornych na cisplatynę i 

odpowiadają za usuwanie leków z tych komórek, charakteryzują się wyższym poziomem 

acetylacji nukleosomów, co katalizowane jest przez p300. Uszkodzenie DNA wywołane 

przez cisplatynę aktywuje rekrutację p300 za pośrednictwem p53 do promotorów genu 

ABC, które nie są wyciszane przez kompleks CoREST [63]. p300 odgrywa też ważną 

rolę w naprawie DNA, ponieważ jest rekrutowane do miejsc pęknięć DNA, gdzie ułatwia 

naprawę uszkodzeń. Chociaż p300 nie przyczynia się bezpośrednio do naprawy 

uszkodzeń DNA, to działa jako kofaktor i moduł wiążący dla wielu białek biorących 

udział w szlakach naprawy DNA, takich jak PCNA, KU70 i KU80 [64].  

3.5 Rola kompleksu SWI/SNF jako koregulatora p300 w nowotworach 

Acetylacja ogonów histonu H3 regulowana między innymi przez p300 zwiększa 

powinowactwo kompleksu SWI/SNF do nukleosomów, zmieniając jednocześnie 

podjednostki SWI/SNF, które oddziałują z ogonem H3 [65]. Kompleks SWI/SNF 

wykorzystuje energię generowaną przez hydrolizę ATP do mobilizacji nukleosomów 

uczestnicząc w modyfikacji struktury chromatyny, przez co promuje lub hamuje 

ekspresję określonych genów. Bierze on między innymi udział w replikacji, utrzymaniu 

pluripotencji komórek macierzystych, odgrywa również kluczową rolę w szlakach 

naprawy DNA poprzez nasilenie rozluźnienie chromatyny w miejscach uszkodzeń [66]. 
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Ryc. 4 Schematyczne przedstawienie różnych kompleksów SWI/SNF. Kolorem różowym zaznaczone 

elementy wspólne kompleksów. 

Rodzina SWI/SNF dzieli się u ssaków na trzy podrodziny: kanoniczną BAF 

(cBAF), niekanoniczną BAF (ncBAF) i polibromo-związaną BAF (PBAF) (Ryc.4). 

Mimo, że SMARCC1, SMARCC2, SMARCD1/2/3 oraz ATPazy BRG1 (kodowana przez 

SMARCA4) lub BRM (kodowana przez SMARCA2) są wspólnymi podjednostkami 

rdzeniowymi, każdy kompleks posiada dodatkowe podjednostki, które nadają mu 

specyficzną tożsamość funkcjonalną [67]. cBAF obejmuje ARID1A lub ARID1B oraz 

DPF1, DPF2 lub DPF3, które są kluczowe dla sekwencji wzmacniaczy i 

superwzmacniaczy. ncBAF nie obejmuje białek SMARCB1 ani ARID, zamiast tego 

BRD9 służy jako jego specyficzny czynnik tego kompleksu. PBAF jest zlokalizowany w 

aktywnych promotorach i charakteryzuje się obecnością: PHF10, PBRM1, ARID2 i 

BRD7 [66].  

Jako główne składniki kompleksu można wyróżnić ATPazy, BRG1 i BRM. 

Domeny ATPazy BRG1 i BRM pośredniczą w wiązaniu nukleosomów i umożliwiają ich 

przesuwanie, usuwanie i wstawianie poprzez hydrolizę ATP. Strukturalnie BRG1 i BRM 

są bardzo podobne, ale mogą wykazywać funkcje tkankowo-specyficzne. Białko 

kodowane przez SMARCA4 ma kluczowe znaczenie dla rozwoju organizmu i jest 

powszechnie spotykane w większości wariantów kompleksów SWI/SNF, szczególnie w 

kompleksach BAF i PBAF. Białko kodowane przez SMARCA2 ulega ekspresji głównie 

w sposób tkankowo-specyficzny, na przykład w mózgu i wątrobie, gdzie występuje w 

kompleksach odmiennych od tych zawierających BRG1[66].  

Sekwencjonowanie rakowych genomów wykazało niezwykle wysoką częstość 

występowania mutacji w genach kodujących podjednostki kompleksów remodelujących 

chromatynę SWI/SNF, przy czym prawie 25% wszystkich nowotworów wykazuje 

aberracje w jednym lub większej liczbie tych genów [67]. Liczne badania pokazują, że 

mutacje powodujące utratę funkcji SWI/SNF są czynnikami wywołującymi wiele 
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nowotworów u ludzi. Dodatkowo, utrata podjednostek SWI/SNF często koreluje z 

bardziej agresywnymi nowotworami [68]. Wykazano, że inaktywujące mutacje w genach 

ARID1A, ARID1B, PBRM1 promują postęp nowotworu głównie poprzez deregulację 

kontroli cyklu komórkowego. Mutacje w ARID2, SMARCB1 i SMARCA4 nasilają 

proliferację komórek nowotworowych i sprzyjają ich inwazyjności [66,69]. Co ciekawe, 

białka powstające z ARID1A i ARID1B tworzą parę syntetycznie letalną, w której utrata 

ARID1A sprawia, że komórki nowotworowe są zależne od ARID1B. Celowanie w 

ARID1B w rakach z mutacją w ARID1A indukuje śmierć komórek i hamuje wzrost guza. 

Podobnie, zablokowanie BRM w komórkach nowotworowych z niedoborem BRG1 

powoduje zatrzymanie cyklu komórkowego i śmierć komórek nowotworowych [66]. 

Ponadto, wykazano, że p300 może tworzyć pary syntetycznie letalne z ARID1A, 

ARID1B, ARID2, PB1, BRG1 i SNF5 [70]. 

Nie tylko mutacje, ale także zmiany w ekspresji określonych podjednostek 

SWI/SNF mogą być uznawane za markery prognostyczne przeżycia. Na przykład u 

pacjentów z rakiem wątrobowokomórkowym lub rakiem szyjki macicy obniżenie 

ekspresji SMARCA2 i ARID1A wiąże się z niekorzystnym całkowitym przeżyciem [71]. 

Obniżenie ekspresji SMARCA2 hamuje jego funkcję supresora nowotworu, upośledza 

naprawę DNA i wpływa na różnicowanie i adhezję komórek [69]. Utrata funkcji ARID1A 

przyczynia się do charakterystycznych cech raka, takich jak niestabilność genomowa, 

przejście epitelialno-mezenchymalne, unikanie odpowiedzi immunologicznej i unikanie 

mechanizmów śmierci komórkowej [72]. Jednak związek między obniżoną ekspresją 

oraz inaktywacją poprzez mutacje a złym rokowaniem nie jest uniwersalny. Ostatnie 

doniesienia wskazują, że nadmierna ekspresja podjednostek kompleksu SWI/SNF, może 

sprzyjać rozwojowi guza, tj. mogą one również działać jako onkogeny [68]. Zwiększony 

poziom SMARCC1 [69], SNF5  [73], ARID1A [74] BRM [75] i BRG1[76] promują 

progresję niektórych typów nowotworów.  

Ponadto, kompleks SWI/SNF uczestniczy w warunkowaniu oporności raków na 

terapię. Aktywność ATPaz BRM i BRG1 odgrywa kluczową rolę w oporności na inhibitor 

EGFR osimertynib [77]. SMARCC2 i BRG1 są zaangażowane w regulowanie genów 

związanych z opornością na lek przeciwandrogenowy enzalutamid [78]. BRG1 i BRM 

regulują odpowiedź na powszechnie wykorzystywane chemioterapeutyki. Aktywność 

BRM została powiązana z opornością na cisplatynę [79] i gemcytabinę [75]. Natomiast 

BRG1 – z opornością na doksorubicynę [80].  
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3.6 Związek między ekspresją EP300 a innymi regulatorami epigenetycznymi w 

nowotworach 

W celu porównania ekspresji EP300 oraz innych regulatorów epigenetycznych 

przygotowałam mapy cieplne wykorzystując dane TGCA Pan-Cancer Atlas 

(ICGC/TCGA, Nature 2020), zdeponowane w cBioPortal. Dane wskazują, że wysokiemu 

poziomowi mRNA EP300 towarzyszy wysoki poziom ekspresji innych acetylotransferaz 

histonowych, metylotransferaz lizyny histonowej, demetylaz histonowych, 

metylotransferaz RNA i podjednostek SWI/SNF, a także represja HDAC-ów, 

metylotransferaz argininowych histonów i metylotransferaz DNA (Ryc.5). Wysokiemu 

poziomowi mRNA EP300 towarzyszy wysoka ekspresja innych acetylotransferaz 

histonowych, takich jak KAT2B, KAT5, KAT6A, KAT6B i KAT7, a także represja 

antagonistycznych HDAC-ów: HDAC2, HDAC4, HDAC8 i HDAC11 (Ryc. 5A). Sugeruje 

to, że komórki nowotworowe z dużą ilością p300 mogą być podatne na podwyższony 

poziom acetylacji histonów, jednocześnie wykazując osłabione mechanizmy 

zapobiegania nadmiernej ekspresji genów wywołanej acetylacją.  Co ciekawe, zarówno 

metylazy histonowe, takie jak KMT2A, KMT2D i KMT2E, jak i demetylazy, takie jak 

KDM2A, KDM3B, KDM5A i KDM6A, wykazują dodatnią korelację z wysoką ekspresją 

EP300 w badaniu TGCA Pan-Cancer Atlas (Ryc. 5B). Enzymy te, odpowiednio 

wprowadzają znaczniki promujące transkrypcję i usuwają modyfikacje represyjne. Choć 

to enzymy o przeciwstawnych funkcjach, tworzą pętlę regulacyjną, która kontroluje 

ekspresję genów. Acetylacja histonów H3 i H4 często współwystępuje z aktywującymi 

znacznikami metylacji. Odmienną zależność zaobserwowano w przypadku 

metylotransferaz arginiowych PRMT1 i PRMT4, które są uważane za enzymy promujące 

transkrypcję, ale ich aktywność wobec substratów niehistonowych musi być również 

brana pod uwagę przy przewidywaniu ich funkcjonalnej interakcji z p300. Nowotwory z 

wysoką ekspresją EP300 charakteryzują się profilem promującym ekspresję genów, który 

zaczyna się od obniżonego poziomu DNMT3B i zwiększonego poziomu TET2, co może 

powodować hipometylację podzbioru promotorów genów, promując w ten sposób 

środowisko sprzyjające transkrypcji. Ponadto, receptory m6A, takie jak METTL3, 

METTL14 i WTAP, wpływają na wydajność składania mRNA i dojrzewania RNA 

(Ryc.5C). Ekspresja EP300 dodatnio koreluje z podjednostkami kompleksu 

remodelującego chromatynę SWI/SNF, takimi jak ARID1A, ARID2, PBRM1 i SMARCB1 

i potencjalnie ułatwia transkrypcję genów zależną od p300. Remodelowanie chromatyny 
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przeprowadzane przez SWI/SNF najprawdopodobniej wiąże się z BRM w nowotworach 

z nadmierną ekspresją EP300, ponieważ ekspresja innej ATPazy tego kompleksu — 

BRG1 jest stosunkowo niska (Ryc. 5D). 

Ryc. 5 Ekspresja EP300 koreluje z innymi regulatorami epigenetycznymi. Na podstawie pracy 

przeglądowej Gronkowska K. Robaszkiewicz A. Genetic dysregulation of EP300 in cancers in light 

of cancer epigenome control – targeting of p300-proficient and -deficient cancers. Molecular Therapy 

Oncology, Volume 32, Issue 4, 200871 [42].  

Mapa cieplna przedstawiająca współekspresję  KAT3B (EP300) z (A) innymi acetylotransferazami (KAT) 

i deacetylazami (HDAC), (B) metylotransferazami histonowymi (KMT, PRMT) i demetylazami (KDM), 

(C) metylotransferazami i demetylazami DNA i RNA oraz (D) niektórymi podjednostkami SWI/SNF w 

różnych nowotworach zdeponowanych w zbiorze TGCA Pan-Cancer Atlas (Pan-cancer analysis of whole-

genome (ICGC/TCGA, Nature 2020) w cBioPortal. 
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4. Cel pracy i hipotezy badawcze  

Celem badań realizowanych w ramach pracy doktorskiej jest poznanie roli 

kompleksu SWI/SNF- p300 w powstawaniu zjawiska oporności nowotworów 

związanego:  

 1) z nadekspresją frakcji transporterów ABC, która wzrasta w lizosomach, powodując 

zwiększoną akumulację leków w tych organellach (część 1 pracy) 

2) ze wzrostem ekspresji genów funkcjonalnie powiązanych z odpowiedzią na 

uszkodzenia DNA, wywołanym aktywacją ścieżki ATM/ATR-Chk1/Chk2-p53 (część 2 

pracy)  

 

Pracy przyświecały następujące hipotezy badawcze: 

1) Oporność komórek nowotworowych na paklitaksel jest warunkowana 

aktywnością kompleksu SWI/SNF-p300, który odpowiada za nadekspresję 

transporterów ABC, w szczególności ich frakcji ulegającej wzrostowi w 

lizosomach 

2) Kompleks SWI/SNF-EP300 uczestniczy w transkrypcyjnej aktywacji niektórych 

genów związanych z naprawą DNA w odpowiedzi na indukowaną cisplatyną 

aktywację szlaku ATM/ATR-CHK1/2-p53  

3) Aktywacja ATM/ATR-CHK1/2-p53 przez cisplatynę powoduje zmiany w profilu 

modyfikacji potranslacyjnych E2F1 

 

Niniejsza praca ma na celu odpowiedź na niektóre otwarte pytania, jakie 

występowały we współczesnych badaniach nad epigenetycznymi mechanizmami 

oporności komórek nowotworowych na terapię, w szczególności pod kątem możliwego, 

późniejszego wykorzystania wyników w nowych strategiach terapeutycznych. 
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5.  Rola kompleksu SWI/SNF-EP300 w nadekspresji frakcji lizosomalnej 

transporterów ABC i zwiększonej akumulacji leków w lizosomach (część 1) 

Paklitaksel (PTX) jest ważnym lekiem pierwszego rzutu w leczeniu 

zaawansowanego niedrobnokomórkowego raka płuca (NSCLC) i niektórych postaci raka 

piersi takich jak przerzutującego raka piersi i potrójnie ujemnego raka piersi (TNBC) ze 

względu na brak specyficznych markerów dla terapii celowanej. W przypadku TNBC 

predysponujący do terapii paklitakselem jest brak receptorów estrogenowych, 

progesteronowych i HER2. U ponad 85% pacjentów z rakiem płuca rozpoznaje się 

niedrobnokomórkowego raka płuca (NSCLC), a u 60% z nich stosuje się standardowy 

schemat chemioterapii oparty często na wykorzystaniu paklitakselu ze względu na 

zaawansowane stadium choroby [81–84].  

PTX należy do grupy inhibitorów mitotycznych. Związek ten, wiążąc tubulinę, 

promuje akumulację dimerów tubuliny i stabilizuje włókna mikrotubul, co zapobiega 

prawidłowemu tworzeniu wrzeciona kariokinetycznego, zatrzymując cykl komórkowy w 

mitozie i indukując apoptozę [85]. Jednakże oporność indukowana paklitakselem 

prowadzi do niepowodzenia leczenia i nawrotu nowotworów. Do najczęściej 

wymienianych mechanizmów oporności na paklitaksel należą: zmienione szlaki 

apoptozy, zwiększony metabolizm leków, mutacje i zmiany w składzie tubuliny, 

zmniejszone wchłanianie leku oraz nadmierna ekspresja transporterów ABC, mogących 

usuwać lek poza komórkę [85,86]. Nowe badania wykazały także, że wzmożona 

aktywność lizosomów ma kluczowe znaczenie dla oporności komórek nowotworowych 

na paklitaksel [87]. Mechanizmy prowadzące do zwiększonej aktywności lizosomalnej 

względem leków przeciwnowotworowych nie zostały w pełni poznane. W przypadku 

leków słabo zasadowych przyjęto, że za ich akumulację w lizosomach odpowiada pH ich 

wnętrza, które jest znacząco niższe w komórkach charakteryzujących się opornością, co 

skutkuje zwiększoną różnicą pH między lizosomem a cytoplazmą. Do lekko zasadowych 

leków przeciwnowotworowych mogących akumulować się wewnątrz lizosomów należą 

między innymi doksorubicyna, daunorubicyna lub mitoksantron [88]. Wykazano, że w 

odpowiedzi na powtarzającą się ekspozycję komórek na paklitaksel, komórki nowotworu 

płuca gromadziły więcej paklitakselu Oregon Green® 488 w lizosomach i cytoplazmie 

w porównaniu z komórkami wrażliwymi [89]. Jednakże ładunek i struktura tego związku 

wskazuje, że nie może on wnikać do lizosomów w wyniku biernej dyfuzji. Wcześniejsze 

doniesienia literaturowe wskazywały na obecność ABCB1 w lizosomach, co 
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odpowiadało za oporność komórek na Brentuksymab vedotin. Ponadto, inne transportery 

takie jak ABCC2, ABCC3 i ABCC4, zaobserwowano w lizosomach niektórych linii 

komórkowych, jednakże ich rola w oporności wynikającej z akumulowania leków w 

lizosomach nie została poparta dowodami eksperymentalnymi [90].  

Wiele z mechanizmów oporności na leki zachodzi na poziomie epigenetycznym i 

wiąże się z modyfikacją szlaków sygnałowych, które następnie modulują aktywność 

czynników transkrypcyjnych i enzymów remodelujących chromatynę. Nabyta oporność 

na paklitaksel poprzez modyfikację transkryptomu komórkowego może obejmować 

nadmierną ekspresję transporterów kasety wiążącej ATP (ABC), które wykorzystują 

energię z hydrolizy ATP do translokacji substancji przez błony komórkowe. Transportery 

ABC mogą być zlokalizowane w błonie plazmatycznej i eksportować leki z cytoplazmy, 

jak również występować w wyspecjalizowanych podstrukturach, w tym peroksysomach, 

lizosomach czy mitochondriach [91]. Nabycie oporności na paklitaksel powiązano z 

nadmierną ekspresją genu ABCB1 w komórkach raka płuc [92–94], komórkach raka 

piersi [95,96] i komórkach raka jajnika [97], ABCC1 w komórkach czerniaka [98], 

ABCC3 w komórkach nowotworu piersi [96], ABCC5 w komórkach raka nosogardła [99] 

i genu ABCC10 w komórkach raka płuc [93]. Wcześniejsze badania nad regulacją 

transkrypcji genów ABC opisują rolę czynników transkrypcyjnych FOXM1, HOXB4 

oraz SOX2 [98–103]) i acetylotransferazy GCN5 [104] w adaptacji komórek do 

paklitakselu. 

Nasze wcześniejsze badania na komórkach potrójnie negatywnego nowotworu 

piersi (MDA-MB-231), niedrobnokomórkowego raka płuc (A549) i raka wątroby 

(HepG2), nie wykazujących nabytej oporności na chemioterapeutyki wykazały, że 

acetylotransferaza p300 reguluje ekspresję części transporterów ABC w tych komórkach 

[105]. Aktywacja transkrypcyjna p300 jest wspierana przez kompleks BRG1-SWI/SNF 

na promotorach genów zależnych od E2F w komórkach proliferujących [106,107]. 

Wykazano, że ekspresja kilku transporterów ABC, takich jak ABCB1, ABCC2, ABCC11, 

ABCG1 i ABCG2 w komórkach raka piersi MDA-MB-231 zależy od aktywności BRG1 

[108]. 

Mając na uwadze nasze wcześniejsze wyniki wskazujące na udział p300 w 

ekspresji transporterów ABC oraz doniesienia literowe wskazujące na udział BRG1, 

celem tej części badań było określenie związku kompleksu SWI/SNF-p300 z 
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nadekspresją lizosomalnej frakcji transporterów ABC i zwiększoną akumulacją leków w 

lizosomach w komórkach opornych na paklitaksel. 

5.1 Materiały i metody  

Materiał badawczy: 

Materiał badawczy stanowiły linie komórkowe reprezentujące dwa odmienne typy 

nowotworów, w terapii których wykorzystywany jest paklitaksel: 

• Linia niedrobnokomórkowego raka płuc (A549) (ATCC) oraz wyindukowane 

komórki oporne na paklitaksel (A549-PTX) 

• Linia potrójnie ujemnego raka piersi (MDA-MB-231) (Sigma-Aldrich) oraz 

wyindukowane komórki oporne na paklitaksel (MDA-MB-231-PTX) 

Komórki A549 hodowano w podłożu DMEM uzupełnionym 10% FBS i 

penicyliną/streptomycyną (odpowiednio 50 U/ml i 50 µg/ml) w 5% CO₂. Początkowo 

komórki MDA-MB-231 hodowano w podłożu F15 uzupełnionym 15% FBS i 

penicyliną/streptomycyną (odpowiednio 50 U/mK i 50 µg/ml) bez równoważenia CO₂. 

Po 5 pasażach komórki zaadaptowano do wzrostu w podłożu DMEM uzupełnionym 10% 

FBS i penicyliną/streptomycyną (odpowiednio 50 U/ml i 50 µg/ml) w 5% CO₂. 

Paklitaksel w stężeniu 0,05 µM dodawano do komórek na 48 godzin co 3 tygodnie, 

łącznie przez 6 cykli. Schemat leczenia dobrano tak, aby odpowiadał aktualnym 

schematom terapeutycznym, a stężenie leku odpowiadało minimalnemu stężeniu 

paklitakselu we krwi pacjentów [109]. Po 6 cyklach leczenia komórki zamrożono i 

przechowywano w ciekłym azocie. Po rozmrożeniu do komórek dodano jedną dawkę 

paklitakselu i przeprowadzono wszystkie eksperymenty w okresie do sześciu kolejnych 

pasaży komórek. Linie komórkowe oporne i nieoporne na leki hodowano w tych samych 

warunkach. 

Metody: 

1) Western Blot – analiza poziomu białek w lizatach komórkowych lub wyizolowanych 

lizosomach 

2) Real-time PCR – analiza poziomu mRNA określonych genów 

3) Mikroskopia konfokalna: 
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- w preparatach 2D – analiza poziomu białek, akumulacji leków, kolokalizacja białek, 

kolokalizacja leków i białek z lizosomami 

- w strukturach 3D – poziom akumulacji leków wewnątrz sferoidów, analiza 

mechanizmów śmierci komórkowej za pomocą pomiaru intensywności fluorescencji 

aneksyny V i jodku propidyny 

4) Cytometria przepływowa – analiza akumulacji leków  

5) Sekwencjonowanie RNA – analiza transkryptomu komórki 

6) Sekwencjonowanie Sangera – detekcja mutacji 

7) Immunoprecypitacja chromatyny – analiza oddziaływania białek z sekwencjami 

regulatorowymi DNA określonych genów (ChIP-qPCR) lub genomowo (ChIP-seq) 

8) Analiza bioinformatyczna danych ChIP-seq i RNA-seq 

9) Koimmunoprecypitacja białek – analiza bezpośredniego oddziaływania pomiędzy 

białkami 

10) Testy cytotoksyczności - analiza aktywności metabolicznej komórek z 

wykorzystaniem resazuryny oraz analiza aktywacji kaspaz z wykorzystaniem Caspase 

Glo, celem porównania cytotoksyczności badanych związków 

11) Analiza danych klinicznych – porównanie wyników badań in vitro z danymi 

klinicznymi pacjentów onkologicznych zdeponowanymi w bazach danych  

Lista odczynników, dokładna metodyka oraz opis analizy statystycznej zostały opisane w 

załączonych manuskryptach: 

1) Karolina Gronkowska, Sylwia Michlewska, Agnieszka Robaszkiewicz: „Activity of 

lysosomal ABCC3, ABCC5 and ABCC10 is responsible for lysosomal sequestration of 

doxorubicin and paclitaxel-OregonGreen488 in paclitaxel-resistant cancer cell lines” 

2) Karolina Gronkowska, Sylwia Michlewska, Tomasz Płoszaj, Magdalena 

Strachowska, Adrianna Stępień, Maciej Borowiec, Andrzej Bednarek, Agnieszka 

Robaszkiewicz, „BRG1 targeting overcomes ABCC-based multidrug resistance induced 

by paclitaxel”  

3) Karolina Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia Michlewska, Tomasz 

Płoszaj, Maciej Borowiec, Agnieszka Robaszkiewicz, „HIF1A, BRG1, and p300 
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interaction confers paclitaxel-induced drug resistance by enabling the overexpression 

of ABCC genes” 

W pracy doktorskiej umieściłam dodatkowo wyniki z porównania 

transkryptomów komórek MDA-MB-231-PTX oraz A549-PTX bez i z wyciszonym 

BRM za pomocą sekwencjonowania nowej generacji RNA-Seq. Próbki te 

przygotowywałam wraz z próbkami z wyciszonym BRG1 i były przygotowywane i 

analizowane w ten sam sposób, który został omówiony w manuskrypcie „BRG1 targeting 

overcomes ABCC-based multidrug resistance induced by paclitaxel”. Ponadto 

zastosowałam inhibitor p300 (C646; 2.5uM) do oceny roli p300 w wyindukowanej 

oporności na paklitaksel. Jednakże sposób zastosowania inhibitora, nie różnił się od 

sposobu zastosowania inhibitorów ACBI i PFI-3 opisanych w manuskrypcie „BRG1 

targeting overcomes ABCC-based multidrug resistance induced by paclitaxel”. 

5.2 Omówienie najważniejszych wyników  

Wiedząc, że silnie kwaśne środowisko lizosomów determinuje bierną akumulację 

związków zależną od ich kwasowości, wykorzystałam neutralny paklitaksel 

skoniugowany z Oregon Green 488 (o negatywnym ładunku [110]), który może wnikać 

do lizosomów wyłącznie za pośrednictwem aktywnych transporterów błonowych. 

Prześledziłam jego wewnątrzkomórkową lokalizację za pomocą mikroskopii 

konfokalnej. Równolegle zbadałam wewnątrzkomórkową dystrybucję doksorubicyny, 

która może wnikać biernie do lizosomów. Jak pokazano na ryc. 6 uzyskanie oporności na 

paklitaksel znacząco zmieniło wewnątrzkomórkową lokalizację obu leków. W 

komórkach nieopornych Paclitaxel Oregon Green 488 gromadził się w cytoplazmie 

(wiązanie z cytoszkieletem), natomiast w liniach opornych silnie kolokalizował z 

lizosomami (Ryc.6A-B). Doksorubicyna była wykrywana w cytoplazmie, lizosomach i 

w mniejszym stopniu także w jądrze komórek wrażliwych, ale jej kolokalizacja z 

lizosomami uległa znaczącemu zwiększeniu w wariantach opornych (Ryc.6C-D). 
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Ryc. 6. Rozwojowi oporności komórek nowotworowych na paklitaksel towarzyszy 

wewnątrzkomórkowa redystrybucja leków do lizosomów. Na podstawie K. Gronkowska, S. 

Michlewska, A. Robaszkiewicz, Activity of Lysosomal ABCC3, ABCC5 and ABCC10 is Responsible 

for Lysosomal Sequestration of Doxorubicin and Paclitaxel-Oregongreen488 in Paclitaxel-Resistant 

Cancer Cell Lines., Cell Physiol Biochem 57 (2023) 360–378.  [111] 

(A) Porównanie wewnątrzkomórkowej lokalizacji paklitakselu między liniami komórek nowotworowych 

nieopornych i opornych na paklitaksel (A549 i MDA-MB-231) po 24-godzinnej ekspozycji na paklitaksel 

za pomocą obrazowania konfokalnego (TCS SP8, Leica Microsystems, Niemcy). Paklitaksel Oregon 

GreenTM 488 jest wybarwiony na zielono (0,1 µM), DNA (DAPI) na niebiesko, a lizosomy 

(LysoTrackerTM Deep Red) na czerwono. (C) Porównanie lokalizacji wewnątrzkomórkowej 

doksorubicyny w liniach komórek nowotworowych nieopornych i opornych na paklitaksel (A549 i MDA-

MB-231) po ekspozycji na doksorubicynę (0,05 μM; 24 h; kolor czerwony). Lizosomy barwiono 

LysoTrackerTM Deep Red (kolor zielony). DNA barwiono DAPI. Komórki obserwowano pod 

mikroskopem konfokalnym TCS SP8 (Leica Microsystems, Niemcy). (B, D) Kolokalizację pomiędzy 

fluorescencją Paklitakselu Oregon GreenTM 488 (B), autofluorescencją doksorubicyny (D) i 

LysoTrackerTM Deep Red określono w jednostkach arbitralnych (a.u.) za pomocą oprogramowania Leica 

Application Suite X. Różnicę pomiędzy dwoma średnimi sprawdzono za pomocą testu t-Studenta lub testu 

Manna-Whitneya, a statystycznie istotne różnice oznaczono *, gdy p < 0,05 *, **, gdy p < 0,01, ***, gdy 

p < 0,001. 
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W poszukiwaniu mechanizmów mogących promować transport leków do 

lizosomów, zbadałam poziom ekspresji i wewnątrzkomórkową lokalizację transporterów 

ABC, które zostały wcześniej opisane w literaturze, jako wykazujące nadekspresję w 

liniach opornych na paklitaksel (Ryc 7-8). Spośród testowanych transporterów, poziom 

tylko ABCB1 i ABCC5 zwiększał się w obu badanych liniach komórkowych po 

ekspozycji na paklitaksel, co zostało zwizualizowane za pomocą mikroskopii konfokalnej 

i analizą Western Blot lizatów całych komórek (ryc. 7A-B,D, ryc. 8A-B, D). 

Podwyższony poziom ABCC1 stwierdzono w komórkach A549 opornych na paklitaksel 

(ryc. 7 A-B, D), a ABCC10 w MDA-PTX (ryc. 8A-B,D). Jednakże rozwojowi 

lekooporności towarzyszył przyrost ABCB1, ABCC3, ABCC5 i ABCC10 w lizosomach 

(ryc. 7C, ryc. 8C), nawet jeśli nie wykazywały one zwiększonej ekspresji w liniach 

opornych.  
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Ryc. 7 Wpływ oporności na paklitaksel na ekspresję i dystrybucję ABCB1, ABCC1, ABCC3, ABCC5 

i ABCC10 w komórkach A549 Na podstawie K. Gronkowska, S. Michlewska, A. Robaszkiewicz, 

Activity of Lysosomal ABCC3, ABCC5 and ABCC10 is Responsible for Lysosomal  Sequestration of 

Doxorubicin and Paclitaxel-Oregongreen488 in Paclitaxel-Resistant Cancer Cell Lines., Cell Physiol 

Biochem 57 (2023) 360–378.  [111] 

(A)Transportery ABC uwidoczniono w komórkach A549 nieopornych i opornych na paklitaksel metodą 

immunocytobarwienia, a następnie mikroskopii konfokalnej. Zielona fluorescencja transporterów ABC 

pochodzi z przeciwciała drugorzędowego sprzężonego z Alexafluorem 488, niebieskie DNA barwiono 

DAPI, natomiast lizosomy wybarwiono na czerwono wykorzystując LysoTrackerTM Deep Red. (B i C) 

Intensywność fluorescencji, która odpowiada poziomowi białka ABC w komórkach (B) oraz kolokalizację 

między rozpatrywanymi białkami a lizosomami (C), określono w jednostkach arbitralnych (a.u.) za pomocą 

oprogramowania Leica Application Suite X. Różnicę między dwiema średnimi sprawdzono za pomocą 

testu t-Studenta lub testu Manna-Whitneya, a różnice istotne statystycznie oznaczono * dla p < 0,05 *, ** 

dla p < 0,01, *** dla p < 0,001. (D) Obrazy Western blot białek rozdzielonych SDS-PAGE z lizatów całych 

komórek uzyskano za pomocą ChemiDoc-IT2 (UVP, Meranco, Poznań, Polska). ACTB (aktyna) poslużyło 

jako wewnętrzna kontrola. 
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Ryc. 8 Wpływ oporności na paklitaksel na ekspresję i dystrybucję ABCB1, ABCC1, ABCC3, ABCC5 

i ABCC10 w komórkach MDA-MB-231. Na podstawie K. Gronkowska, S. Michlewska, A. 

Robaszkiewicz, Activity of Lysosomal ABCC3, ABCC5 and ABCC10 is Responsible for 

Lysosomal  Sequestration of Doxorubicin and Paclitaxel-Oregongreen488 in Paclitaxel-Resistant 

Cancer Cell Lines., Cell Physiol Biochem 57 (2023) 360–378.  [111] 

(A)Transportery ABC uwidoczniono w komórkach MDA-MB-231 nieopornych i opornych na paklitaksel 

metodą immunocytobarwienia, a następnie mikroskopii konfokalnej. Zielona fluorescencja transporterów 

ABC pochodzi z przeciwciała drugorzędowego sprzężonego z Alexafluorem 488, niebieskie DNA 

barwiono DAPI, natomiast lizosomy wybarwiono na czerwono wykorzystując LysoTrackerTM Deep Red. 

(B i C) Intensywność fluorescencji, która odpowiada poziomowi białka ABC w komórkach (B) oraz 

kolokalizacji między rozpatrywanymi białkami a lizosomami (C), określono w jednostkach arbitralnych 

(a.u.) za pomocą oprogramowania Leica Application Suite X. Różnicę między dwiema średnimi 

sprawdzono za pomocą testu t-Studenta lub testu Manna-Whitneya, a różnice istotne statystycznie 

oznaczono * dla p < 0,05 *, ** dla p < 0,01, *** dla p < 0,001. (D) Obrazy Western blot białek rozdzielonych 

SDS-PAGE z lizatów całych komórek uzyskano za pomocą ChemiDoc-IT2 (UVP, Meranco, Poznań, 

Polska). ACTB wykorzystano jako wewnętrzną kontrolę. 
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Aby potwierdzić zwiększoną akumulację badanych leków w lizosomach, 

porównano intensywność fluorescencji w lizosomach izolowanych z komórek A549 

nieopornych i opornych na paklitaksel, inkubowanych z paklitakselem OregonGreen 488 

(Ryc. 9A) i doksorubicyną (Ryc. 9 B). Mediana wartości rozkładu fluorescencji wskazuje 

na wzrost akumulacji leków w lizosomach. Dodatkowo, potwierdzono wzrost poziomu 

białek ABCB1, ABCC3, ABCC5 i ABCC10 w lizosomach wyizolowanych z komórek i 

opornych na paklitaksel względem komórek wrażliwych (Ryc. 9C). 

Ryc.9 Porównanie akumulacji leków oraz obecności transporterów ABC w lizosomach 

wyizolowanych z linii A549 wrażliwych i opornych na paklitaksel Na podstawie K. Gronkowska, S. 

Michlewska, A. Robaszkiewicz, Activity of Lysosomal ABCC3, ABCC5 and ABCC10 is Responsible 

for Lysosomal  Sequestration of Doxorubicin and Paclitaxel-Oregongreen488 in Paclitaxel-Resistant 

Cancer Cell Lines., Cell Physiol Biochem 57 (2023) 360–378.  [111] 

(A-B) Porównanie wychwytu lizosomalnego paklitakselu (A) i doksorubicyny (B) pomiędzy nieoporną i 

oporną na paklitaksel linią komórkową A549 po 24-godzinnej ekspozycji na leki, w oparciu o cytometrię 

przepływową. Intensywność fluorescencji mierzono cytometrem przepływowym LSR® II (Becton 

Dickinson) przy długości fali em: 595 nm/ex: 470 nm dla antracykliny i em: 524 nm/ex: 496 nm dla 

paklitakselu-Oregon Green. Intensywność fluorescencji komórek wizualizowano na histogramie w 

progranie Flowing Stofware 2, a przesunięcie w dystrybucji fluorescencji wskazywało na zmianę 

dystrybucji leku. (C) Porównanie profilu transporterów ABC w błonach lizosomów wyizolowanych z 

komórek linii A549 oraz MDA-MB-231 i ich odpowiednikach opornych na paklitaksel metodą Western 

Blot. LAMP zastosowano jako kontrolę pozytywną; ACTB stanowił kontrolę zanieczyszczenia lizosomów 

frakcjami cytoplazmatycznymi i błonowymi; SOD2 stanowił kontrolę zanieczyszczenia mitochondriami; a 

histon H3 stanowił kontrolę zanieczyszczenia lizatu frakcją jądrową. 
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Biorąc pod uwagę brak informacji o potencjalnej roli białek z rodziny ABCC w 

lizosomach i zaobserwowany wzrost ich poziomu w komórkach opornych na paklitaksel, 

postawiliśmy hipotezę o ich możliwym udziale w sekwestracji leków, co nie zostało 

dotychczas zbadane mechanistycznie. Aby zweryfikować możliwą rolę transporterów 

ABCC3, ABCC5 i ABCC10 w lizosomalnym akumulowaniu leków, przeanalizowaliśmy 

lizosomalny wychwyt chemioterapeutyków w obecności dwóch inhibitorów: MK-571 i 

chlorku amonu (AC). MK-571 jest inhibitorem kilku transporterów ABCC, w tym 

ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC5 i ABCC10, ale nie ABCB1. Ze względu na 

nieselektywne działanie na kilka transporterów, MK-571 stanowi potencjalny inhibitor 

pan-ABCC [112]. AC to alkalizator lizosomów, który poprzez zwiększenie pH 

lizosomów zapobiega pułapkowaniu słabych zasad w tych organellach. Chlorek amonu 

zmniejszał akumulację doksorubicyny  (Ryc.10 B-C) wewnątrz lizosomów w linii 

komórkowej opornego raka płuca hodowanej w monowarstwie, ale nie miał wpływu na 

lokalizację wewnątrzkomórkową paklitakselu (Ryc.10 A,C). Co ciekawe, iABCC 

skuteczniej zmniejszał kolokalizację lizosomów i obydwu leków, prawie całkowicie 

zapobiegając sekwestracji doksorubicyny wewnątrz lizosomów. Wskazuje to, że 

podrodzina białek ABCC bierze udział w sekwestracji lizosomalnej nie tylko 

paklitakselu, ale również doksorubicyny. Rola transporterów ABCCC w akumulacji leku 

została również potwierdzona w hodowli 3D, gdzie komórki nowotworowe  poddano 

działaniu MK-571 (Ryc. 10D) i AC (Ryc. 10E). Spowodowało to głębszą penetrację 

leków. W sferoidach opornych na paklitaksel, leki zostawały uwięzione w obwodowych 

warstwach struktury. Zastosowanie inhibitorów umożliwiło dotarcie leków do komórek 

zlokalizowanych w wewnętrznych warstwach sferoidów.  
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Ryc.10 Rozwój oporności komórek nowotworowych na paklitaksel powoduje zależną od 

transporterów ABCC redystrybucję leków do lizosomów. Na podstawie K. Gronkowska, S. 

Michlewska, A. Robaszkiewicz, Activity of Lysosomal ABCC3, ABCC5 and ABCC10 is Responsible 

for Lysosomal  Sequestration of Doxorubicin and Paclitaxel-Oregongreen488 in Paclitaxel-Resistant 

Cancer Cell Lines., Cell Physiol Biochem 57 (2023) 360–378.  [111] 
(A-B) Porównanie kolokalizacji lizosomów z paklitakselem (A) i doksorubicyną (B) w linii komórkowej 

A549-PTX po leczeniu komórek lekiem w monoterapii lub w skojarzeniu z neutralizatorem 

lizosomotropowym (chlorek amonu – AC; 25 mM) i inhibitorem ABCC (MK-571 – iABCC; 100 µM), 

które dodano na 2 godziny przed podaniem Paclitaxel Oregon Green™ 488 (0,1 µM) lub autofluorescentnej 

doksorubicyny ( 0.05 µM). Zdjęcia wykonano za pomocą mikroskopu konfokalnego (TCS SP8, Leica 

Microsystems, Niemcy). DNA barwiono barwnikiem DAPI, a lizosomy zostały wybarwione znacznikiem 

LysoTracker™ Deep Red (C) Wpływ AC i MK-571 na kolokalizację doksorubicyny i paklitakselu z 

lizosomami określono w jednostkach arbitralnych (a.u.) za pomocą pakietu Leica Application Suite X. 

Różnicę między dwiema średnimi sprawdzono za pomocą testu t-Studenta lub testu Manna-Whitneya, a 

statystycznie istotne różnice oznaczono *, gdy p < 0,05 *, **, gdy p < 0,01, ***, gdy p < 0,001. (D) 4-

tygodniowe 3D PTX-oporne komórki A549 traktowano Paklitakselem Oregon GreenTM 488 (zielony) w 

monoterapii przez 48 godzin lub w skojarzeniu z MK-571 (100 µM; 2 godziny przed paklitakselem) i 

wybarwiono DAPI (niebieski). (E) 4-tygodniowe 3D PTX-oporne komórki A549 traktowano 

autofluorescentną doksorubicyną (czerwony) w monoterapii przez 48 godzin lub w skojarzeniu z chlorkiem 

amonu (25 mM; 2 godziny przed lekiem), następnie wybarwiono LysoTrackerTM Deep Red (zielony) i 

DAPI (niebieski). (D-E) Fluorescencję leków zarejestrowano za pomocą mikroskopu konfokalnego (TCS 

SP8, Leica Microsystems, Niemcy). Wykres intensywności fluorescencji na przekroju sferoidów 

wyznaczono w jednostkach arbitralnych (a.u.) za pomocą oprogramowania Leica Application Suite X. 
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Następnie sprawdziłam, czy wyciszenie nowo zidentyfikowanych w lizosomach 

transporterów ABCC3, ABCC5 i ABCC10, może zapobiec sekwestracji leków i 

uwrażliwiać komórki nowotworowe na działanie chemioterapeutyków. Celowanie z 

wykorzystaniem siRNA w mRNA trzech transporterów ABCC obniżyło sekwestrację 

lizosomalną znakowanego fluorescencyjnie paklitakselu (ryc. 11A). Co istotne, obniżenie 

ekspresji ABCC3/ABCC5/ABCC10 zwiększyło cytotoksyczność paklitakselu, 

doksorubicyny, cisplatyny i etopozydu, które różnią się kwasowością. Podobny efekt 

zaobserwowano również w przypadku inhibitora pan-ABCC (ryc. 11B). W hodowli 3D 

tych komórek, wyciszenie wszystkich trzech transporterów ABCC znacząco zwiększyło 

penetrację sferoidów przez paclitaxel Oregon Green 488, który był rozłożony względnie 

równomiernie w całym sferoidzie, niezależnie od analizowanej głębokości. W komórkach 

kontrolnych natomiast zielona fluorescencja leku była obserwowana głównie w 

zewnętrznych warstwach sferoidu (ryc. 11C). Aby sprawdzić, czy retencja leku w 

obwodowej części sferoidów przez ABCC3, ABCC5 i ABCC10 zmniejsza 

cytotoksyczność doksorubicyny i paklitakselu, porównaliśmy frakcję komórek 

apoptotycznych i nekrotycznych między grupą kontrolą a komórkami z wyciszonymi 

białkami ABCC3/5/10. Analiza markera apoptozy – intensywności aneksyny V w 

hodowli 3D sferoidów A549-PTX i MDA-MB-231 – potwierdziła silniejszą indukcję 

apoptozy przez lek w komórkach z wyciszonymi genami ABCC niż transfekcja 

kontrolnym siRNA. Większy zakres martwicy obserwowano w komórkach po 

wyciszeniu ABCC i leczeniu doksorubicyną, ale nie obserwowano jej po wyciszeniu 

ABCC i ekspozycji na paklitaksel, w porównaniu z kontrolnym siRNA (Fig 11 D-E).  
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Ryc.11 Przejściowe wyciszanie ABCC zwiększa cytotoksyczne działanie leków 

przeciwnowotworowych. Na podstawie K. Gronkowska, S. Michlewska, A. Robaszkiewicz, Activity 

of Lysosomal ABCC3, ABCC5 and ABCC10 is Responsible for Lysosomal  Sequestration of 

Doxorubicin and Paclitaxel-Oregongreen488 in Paclitaxel-Resistant Cancer Cell Lines., Cell Physiol 

Biochem 57 (2023) 360–378.  [111] 
(A)Wpływ jednoczesnego wyciszania siABCC3, siABCC5 i siABCC10 na wewnątrzkomórkową 

dystrybucję paklitakselu Oregon Green 488 zbadano w komórkach A549 opornych na paklitaksel. 

Znakowany fluorescencyjnie paklitaksel (zielony) dodano do komórek 72 godziny po ich transfekcji 

mieszaniną siRNA (Mix siABCC) lub siRNA kontrolnym, na kolejne 24 godziny. Lizosomy barwiono 

LysoTrackerTM Deep Red (kolor czerwony) i DAPI (kolor niebieski). (B) Aktywność metaboliczną 

komórek, służącą jako miara żywotności, badano za pomocą resazuryny. iABCC (MK-571; 25 μM) 

podawano do hodowli na 2 godziny przed podaniem leków, natomiast transfekcję komórek mieszaniną 

siABCC3, siABCC5 i siABCC10 przeprowadzono 72 godziny przed traktowaniem lekami. Dla każdego 

testowanego chemioterapeutyku żywotność komórek nieleczonych siCTRL lub iABCC przyjęto jako 

100%. (C) 4-tygodniową hodowlę 3D komórek A549 opornych na PTX transfekowano mieszaniną 

siABCC3, siABCC5 i siABCC10 lub kontrolnym siRNA 78 godzin przed leczeniem paklitakselem (0,1 

µM). DNA barwiono DAPI (na niebiesko). Fluorescencję paklitakselu Oregon Green 488 zarejestrowano 

za pomocą mikroskopu konfokalnego (TCS SP8, Leica Microsystems, Niemcy). Wykres intensywności 

fluorescencji w przekroju sferoidu wyznaczono w jednostkach arbitralnych (j.u.) za pomocą 

oprogramowania Leica Application Suite X. (D, E). Rolę ABCC3, ABCC5 i ABCC10 w ochronie komórek 

przed cytotoksycznością indukowaną doksorubicyną (0,05 μM; 48 h) i paklitakselem (0,1 μM; 48 h) w 

hodowli 3D 4-tygodniowych sferoidów A549-PTX (D) i MDA-MB-231-PTX (E) badano poprzez pomiar 

związanej aneksyny V i jodku propidyny. Leki dodano do komórek 72 godziny po ich transfekcji 

mieszaniną siRNA (mix siABCC) lub siRNA niespecyficznym. Intensywność fluorescencji określono 

ilościowo przy użyciu oprogramowania Leica Application Suite X. Różnice między wariantami 

weryfikowano za pomocą jednokierunkowej analizy wariancji lub testu Kruskala-Wallisa, a różnice 

statystycznie istotne oznaczono *, gdy p < 0,05. 
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W kolejnym etapie przystąpiliśmy do poszukiwania białek remodelujących 

chromatynę, które mogą warunkować zwiększoną ekspresję transporterów ABC, których  

poziom w lizosomach jest wyższy po wielokrotnej ekspozycji komórek na działanie 

paklitakselu. W tym celu wyciszyliśmy dwie kluczowe ATPazy kompleksu SWI/SNF – 

BRG1 i BRM przy użyciu specyficznego siRNA (Ryc.12 A, C) oraz wyłoniliśmy geny, 

które ulegają represji po wyciszeniu ATPaz w obu liniach opornych na paklitaksel, a 

zatem są regulowane przez te białka. Po wyciszeniu BRG1 zaobserwowaliśmy spadek 

ekspresij genów, których produkty mogą mieć znaczący udział w powstawaniu oporności 

na paklitaksel (Ryc. 12A).  

Ryc.12. BRG1 i BRM regulują ekspresję genów mogących sprzyjać powstawaniu oporności na 

paklitaksel, przy czym to BRG1 reguluje ekspresję transporterów ABC, w tym ABCC3, ABCC5 i 

ABCC10 uczestniczących w sekwestracji leków w liniach opornych na paklitaksel. Na podstawie K. 

Gronkowska, S. Michlewska, T. Płoszaj, M. Strachowska, A. Stępień, M. Borowiec, A. Bednarek, A. 

Robaszkiewicz, BRG1 targeting overcomes ABCC-based multidrug resistance induced by paclitaxel, 

BioRxiv (2025) [113]+ dane dodatkowe. 

(A, C) Przejściowe wyciszenie BRG1 (A) i BRM (C) obniża transkrypcję wspólnego podzbioru genów w 

MDA-PTX i A549-PTX. Listę genów charakteryzujących się spadkiem transkrypcji w odpowiedzi na 

wyciszenie ATPaz (Log2FC < -0,5) wygenerowano poprzez różnicową ekspresję w programie CuffDiff 

przy użyciu zestawów danych RNA-Seq z linii komórkowych transfekowanych siRNA kontrolnym oraz 

specyficznym dla badanych ATPaz. Diagram Venna wygenerowano przy użyciu 

https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. Ontologię genów przypisano wspólnym zestawom 

genów dla MDA-PTX i A549-PTX w Panther przy użyciu statystycznego testu nadreprezentacji. (B) 

Wyciszenie genu BRG1 zmienia transkrypcję genów ABC, co może przyczyniać się do oporności 

wielolekowej w komórkach poddanych kilku cyklom leczenia paklitakselem. Mapa cieplna różnicowej 

ekspresji genów przedstawia Log2FC wygenerowany w CuffDiff na podstawie danych RNA-Seq z 

komórek kontrolnych i z wyciszonym BRG1 przy użyciu specyficznego siRNA. Pogrubione geny 

charakteryzują się stosunkowo wysoką, niezmienioną ekspresją lub znacznym wzrostem transkrypcji 

spowodowanym paklitakselem. 

 

Do tej grupy zakwalifikowano białka wiążących czynniki wzrostu, mogące 

promować nadmierną proliferację komórek, białka wiążąc filamenty aktynowe, mogące 
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mieć wpływ na dynamikę mikrotubul, kinazy białkowe zaangażowane w przekaźnictwo 

sygnałów oraz transportery transmembranowe mogące uczestniczyć w usuwaniu i 

sekwestracji leków. Wyłoniliśmy transportery ABC, które należą do tej grupy i 

zaobserwowaliśmy spadek ekspresji licznych transporterów ABC po wyciszeniu BRG1, 

w tym ABCC3, ABCC5 i ABCC10 (Ryc. 12B). Wyciszeniu BRM towarzyszyła represja 

genów związanych z otoczonymi błoną organellami komórkowymi, w tym kodujących 

białka strukturalne lizosomów (Ryc. 12C).  

 

Wynik ten, był zaskakujący, gdyż w poszukiwaniu potencjalnego udziału BRG1 i 

BRM w transkrypcji genów ABC w komórkach opornych na paklitaksel wykorzystano 

MDA-MB-231 z dzikim typem SMARCA4 oraz A549 z mutacją SMARCA4 powodującą 

brak funkcjonalnego białka BRG1. Adaptacja MDA-MB-231 do paklitakselu nie 

zmieniła ekspresji BRG1 na poziomie mRNA i białka. Co zaskakujące, stwierdzono 

obecność mRNA genu SMARCA4 i białka BRG1 w komórkach A549 opornych na 

paklitaksel (Ryc.13A). W celu potwierdzenia, że w komórkach A549 opornych na 

paklitaksel występuje funkcjonalny BRG1, posiadający zdolność do wiązania 

chromatyny przeprowadziliśmy eksperyment ChIP-qPCR (Ryc. 13B), w którym 

zaobserwowaliśmy wiązanie enzymu w regionach promotorowych ABCB1, ABCC3 i 

ABCC10 w fenotypie lekoopornym linii komórkowej A549. Sekwencjonowanie metodą 

Sangera fragmentu SMARCA4 obejmującego delecję c.2184_2206del23 (Ryc.13C), 

powodującą zmianę ramki odczytu i przedwczesne pojawienie się kodonu STOP, 

wskazało na dodatkową delecję 7 nukleotydów i insercję 2 nukleotydów w sekwencji 

SMARCA4 przed miejscem delecji. Zmiany sekwencji nukleotydowej wywołane 

paklitakselem doprowadziły do mutacji odwracającej kodon STOP, przywracając 

ekspresję BRG1 w komórkach A549 opornych na paklitaksel. Co ważne, rozważana 

mutacja nie wystąpiła w żadnej z funkcjonalnych domen BRG1 (Ryc.13D) umożliwiając 

zachowanie pierwotnej funkcji BRG1 

Po rozwianiu wątpliwości dotyczących linii A549-PTX, potwierdziliśmy na 

poziomie mRNA (Ryc.13 E,G) oraz białka (Ryc.13 F,H) zależność ekspresji ABCC3, 

ABCC5 i ABCC10 od poziomu BRG1, stosując wyciszenie BRG1 przy użyciu 

specyficznego siRNA. 
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Ryc 13. Zmiany w sekwencji nukleotydowej SMARCA4 wywołane paklitakselem doprowadziły do 

mutacji odwracającej kodon STOP, która przywróciła ekspresję funkcjonalnego BRG1 w 

komórkach A549 opornych na paklitaksel. BRG1 nasila transkrypcję ABCC3, ABCC5 i ABCC10, 

które są istotne dla oporności wielolekowej w liniach komórek opornych na paklitaksel. Na podstawie 

K. Gronkowska, S. Michlewska, T. Płoszaj, M. Strachowska, A. Stępień, M. Borowiec, A. Bednarek, 

A. Robaszkiewicz, BRG1 targeting overcomes ABCC-based multidrug resistance induced by 

paclitaxel, BioRxiv (2025)  [113] 
(A). Poziom mRNA SMARCA4 porównano w liniach komórkowych MDA-MB-231 i A549 nieopornych i 

opornych na PTX metodą PCR w czasie rzeczywistym. Poziom transkrypcji znormalizowano najpierw do 

genów metabolizmu podstawowego (ACTB, GAPDH i HPRT1), a następnie poziom mRNA w liniach 

komórek wrażliwych przyjęto jako 1. Różnicę między dwiema średnimi sprawdzono za pomocą testu t-

Studenta, a różnice statystycznie istotne oznaczono * dla p < 0,05 *, ** dla p < 0,01, *** dla p < 0,001. 

Poziom białka BRG1 porównano w lizatach komórek MDA-MB-231 i A549 oraz ich PTX-opornych 

odpowiedników metodą Western Blot. Histon H3 użyto jako kontrolę. (B) Rekrutacja BRG1 do 

promotorów ABCB1, ABCC2, ABCC5 i ABCC10 w dwóch fenotypach A549 monitorowano metodą ChIP-

qPCR. Surowe wartości ChIP znormalizowano do odpowiadających im kontroli IgG. Różnicę między 

dwiema średnimi sprawdzono testem t-Studenta, a różnice statystycznie istotne oznaczono * dla p < 0,05 

*, ** dla p < 0,01, *** dla p < 0,001 (C) Wyniki sekwencjonowania Sangera przedstawione w Finch TV  

(D) Zestawienie sekwencji SMARCA4 w oprogramowaniu MEGA11. (E,G) Poziom mRNA transporterów 

ABC porównano między próbkami kontrolnymi i z wyciszonym BRG1 w A549-PTX (E) oraz MDA-MB-

231-PTX (G) metodą PCR w czasie rzeczywistym. Poziom transkrypcji znormalizowano najpierw do 

genów metabolizmu podstawowego (ACTB, GAPDH i HPRT1), a następnie poziom mRNA kontroli 

przyjęto jako 1. Różnicę między dwiema średnimi sprawdzono za pomocą testu t-Studenta, a różnice istotne 

statystycznie oznaczono *, gdy p < 0,05 * i **, gdy p < 0,01. (F,H) Wpływ przejściowego wyciszenia BRG1 

w komórkach A549-PTX (F) oraz MDA-MB-231-PTX (H) na poziom białek ABCC3, ABCC5 i ABCC10 

badano metodą Western Blot. BRG1 zastosowano jako kontrolę skuteczności wyciszania. Histon H3 

zastosowano jako kontrolę ładowania. 
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 Mając na uwadze, że BRG1 kontroluje transkrypcję genów ABC, których 

obecność wykazaliśmy w znacznym stężeniu w lizosomach komórek opornych na 

paklitaksel, sprawdziliśmy czy niedobór BRG1 przyczyni się do spadku poziomu 

ABCC3, ABCC5 i ABCC10 w tych organellach. Wyciszenie BRG1 spowodowało 

widoczną i istotną redukcję poziomów ABCC3 i ABCC10 wewnątrz komórek (Ryc. 14A, 

14B) oraz zmniejszenie ich lokalizacji lizosomalnej, co określono ilościowo poprzez 

pomiar kolokalizacji białek i lizosomów (Ryc. 14C). Mikroskopia konfokalna z 

algorytmem dekonwolucji umożliwiła wizualizację spadku poziomu ABCC5 w błonie 

lizosomu, który był spowodowany wyciszeniem BRG1 w obu liniach komórkowych 

opornych na paklitaksel (Ryc. 14D). 

Ryc.14 BRG1 nasila ekspresję transporterów ABC zlokalizowanych w lizosomach linii komórkowych 

opornych na PTX. Na podstawie K. Gronkowska, S. Michlewska, T. Płoszaj, M. Strachowska, A. 

Stępień, M. Borowiec, A. Bednarek, A. Robaszkiewicz, BRG1 targeting overcomes ABCC-based 

multidrug resistance induced by paclitaxel, BioRxiv (2025)  [113] 

(A) Ekspresję i lokalizację transporterów ABC po 72 godzinach od transfekcji komórek siCTRL i siBRG1 

uwidoczniono za pomocą następnie mikroskopii konfokalnej. Zielona fluorescencja pochodząca z 

przeciwciała drugorzędowego sprzężonego z Alexafluorem 488 odpowiada transporterom ABC. DNA 

barwiono DAPI (kolor niebieski). Lizosomy barwiono LysoTrackerem (kolor czerwony). Intensywność 

fluorescencji (B) i kolokalizacja (C) zostały określone w jednostkach arbitralnych (a.u.) za pomocą 

oprogramowania Leica Application Suite X. Różnicę między dwiema średnimi sprawdzono za pomocą 

testu t-Studenta, a statystycznie istotne różnice oznaczono *, gdy p < 0,05 *, **, gdy p < 0,01, ***, gdy p 

< 0,001 (D) Czerwona fluorescencja ABCC5 pochodzi z drugorzędowego przeciwciała znakowanego R-

fikoerytryną, a zielona fluorescencja LAMP1 z przeciwciała sprzężonego z Alexafluor488. Skany 

lizosomów zostały zdekonwoluowane za pomocą 3D-Deconwolution dostępnego w oprogramowaniu Leica 

Application Suite X (LAS X, Leica Microsystems, Niemcy).  

 

Aby sprawdzić funkcjonalny wpływ zależnej od BRG1 ekspresji transporterów 

ABC, których produkty są obecne w lizosomach komórek opornych na paklitaksel, na 

wewnątrzkomórkową dystrybucję leku, porównałam kolokalizację paklitakselu Oregon 

Green z lizosomami w komórkach z prawidłową i wyciszoną ekspresją BRG1 za pomocą 
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mikroskopii konfokalnej (Ryc. 15A). Wyciszenie enzymu widocznie zmniejszyło 

akumulację leku w lizosomach, co określiłam ilościowo jako kolokalizację fluorescencji 

leku i lizosomu (Ryc. 15B).   

Ryc.15 BRG1 jest zaangażowany w proces sekwestracji leków i zmniejszenia ich cytotoksyczności. 

Na podstawie K. Gronkowska, S. Michlewska, T. Płoszaj, M. Strachowska, A. Stępień, M. Borowiec, 

A. Bednarek, A. Robaszkiewicz, BRG1 targeting overcomes ABCC-based multidrug resistance 

induced by paclitaxel, BioRxiv (2025)  [113] 
(A)Kolokalizację znakowanego fluorescencyjnie paklitakselu i lizosomów porównano między komórkami 

traktowanymi siRNA kontrolnym i siBRG1. Paklitaksel oznaczono na zielono (Oregon Green 488), 

lizosomy na czerwono (LysoTracker Deep Red), a DNA na niebiesko (DAPI). Kolokalizację (B) określono 

w jednostkach arbitralnych (a.u.) za pomocą oprogramowania Leica Application Suite X. Różnicę między 

dwiema średnimi sprawdzono testem t-Studenta, a różnice statystycznie istotne oznaczono *, gdy p < 0,05 

*, **, gdy p < 0,01, ***, gdy p < 0,001 (C). Wrażliwość na doksorubicynę, daunorubicynę, paklitaksel, 

cisplatynę i etopozyd porównano między liniami komórkowymi kontrolnymi i z wyciszoną ekspresją 

BRG1. Żywotność mierzono za pomocą resazuryny. Aktywność metaboliczną komórek kontrolnych 

przyjęto jako 100%. (D) Akumulacja paklitakselu Oregon Green w lizosomach komórek opornych na 

paklitaksel hodowanych w hodowlach trójwymiarowych wymaga obecności białka BRG1. Sferoidy linii 

komórkowej A549 kontrolnej i opornej na paklitaksel z wyciszonym białkiem BRG1 przeskanowano pod 

kątem wewnątrzkomórkowej dystrybucji białka Oregon Green w komórkach kontrolnych. Lek oznaczono 

na zielono, DNA na niebiesko, a lizosomy na czerwono (barwienie zgodnie z opisem w punkcie A). Wykres 

intensywności fluorescencji na przekroju sferoidu wyznaczono w jednostkach arbitralnych (a.u.) za pomocą 

oprogramowania Leica Application Suite X. 

 

Następnie sprawdziłam czy BRG1 może wpływać na odpowiedź komórkową na 

chemioterapeutyki i powodować chemiooporność na związki inne niż paklitaksel. Zostało 

              

            

         

               

                   

 

               

                   

           

        

 
            

 
 
 
 
  
 
 

 
 
 
  
 
  
 
 
  
 
 

 

                    

                    

                    

                    

                  

               

                

              

             

             

                                  

 

     

              

        

        

 

 
 
 
  
 
  
 
 
  
 
 

 
 
 
 
  
 
 

     

    

     

 
  
  
 
 
 
  
 
  
 
 

 
  
  
 
 
 
  
 
  
 
 

                    

  
  
 
  
 
 
 
  
  
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  

                                        

  
  
 
  
 
 
 
  
  
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  



52 

 

to sprawdzone poprzez porównanie żywotności komórek różniących się poziomem 

BRG1 i eksponowanych na chemioterapeutyki o różnej kwasowości. Ta cecha badanych 

leków definiuje sposób ich biernego lub zależnego od ABC napływu do lizosomów. 

Wyciszenie BRG1 w obu liniach uwrażliwiło komórki na wszystkie testowane 

chemioterapeutyki (ryc. 15C), przy czym cytotoksyczność znacznie wzrosła w przypadku 

kwaśnych leków (cisplatyna, etopozyd), które nie wnikają do lizosomów na drodze 

dyfuzji biernej. 

 

Wpływ BRG1 na penetrację leków zbadałam również w sferoidach. Kultury 3D 

komórek MDA-PTX i A549-PTX charakteryzują się akumulacją leku w warstwie 

obwodowej, podczas gdy wyciszenie BRG1 powodowało dotarcie leku do wewnętrznych 

warstw sferoidów (ryc. 15D). Sugeruje to, że zależne od BRG1 uwięzienie leków w 

lizosomach chroni głębsze części sferoidów przed cytotoksycznością leków.  

Ponieważ BRG1 odpowiada za ekspresję transporterów ABC i zwiększoną 

chemiooporność komórek opornych na paklitaksel, inhibitor BRG1/BRM – PFI3 i 

degrader SMARCA2/4 PROTAC – ACBI1 zostały przetestowane pod kątem ich 

potencjalnego zastosowania do uwrażliwiania komórek opornych na leki stosowane w 

chemiotrapii. Wykazałam, że inhibitor SWI/SNF skutecznie obniża zarówno poziom 

mRNA, jak i białka trzech rozważanych transporterów (Ryc. 16A-D). Degradacja 

BRG1/BRM przez ACBI1 zmniejszyła ekspresję wszystkich trzech transporterów w linii 

MDA-MB-231-PTX oraz ABCC3 i ABCC5, nie mając znaczącego wpływu na ekspresję 

ABCC10 w linii A549-PTX (Ryc.16 H-K). Zmniejszona ekspresja transporterów ABCC3 

i ABCC10 oraz ich zmniejszone współwystępowanie z markerem lizosomalnym (Ryc. 16 

E-G, 16 L-N) po PFI3 i ABI1, zostało uwidocznione i skwantyfikowane za pomocą 

mikroskopii konfokalnej w liniach komórkowych opornych na paklitaksel. 

 

PFI3 i ABCI1 zmieniały wewnątrzkomórkową dystrybucję leków, utrzymując 

znaczne stężenie leku poza lizosomami. Potwierdzono to mierząc akumulację i 

kolokalizację leku w lizosomach (ryc. 17A-F). Ponadto, wykazałam na przykładzie PFI-

3, że zablokowanie kompleksu umożliwia również głębszą penetrację leku w sferoidach, 

podczas gdy nienaruszone hodowle 3D charakteryzowały się akumulacją leku wyłącznie 

w zewnętrznych warstwach komórek (ryc.17G). 
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Ryc.16 Celowanie w kompleks SWI/SNF z wykorzystaniem PFI-3 i ACBI1 zmniejsza ekspresję 

transporterów ABCC występujących w lizosomach komórek opornych na paklitaksel. Na podstawie 

K. Gronkowska, S. Michlewska, T. Płoszaj, M. Strachowska, A. Stępień, M. Borowiec, A. Bednarek, 

A. Robaszkiewicz, BRG1 targeting overcomes ABCC-based multidrug resistance induced by 

paclitaxel, BioRxiv (2025)  [113] 
(A, C, H, J) Poziom mRNA ABCC3, ABCC5 i ABCC10 porównano metodą PCR w czasie rzeczywistym w 

komórkach MDA-MB-231 (A) i A549 (C) opornych na paklitaksel, eksponowanych na PFI3 (2,5 µM, 72 

godz.) oraz komórkach MDA-MB-231 (H) i A549 (J) opornych na paklitaksel, eksponowanych na ACBI1 

(0,5 µM, 72 godz.). Poziom transkrypcji znormalizowano do ACTB, GAPDH i HPRT1, a dla próbki 

kontrolnej przyjęto wartość 1. Różnicę między dwiema średnimi sprawdzono za pomocą testu t-Studenta, 

a różnice statystycznie istotne oznaczono *, gdy p < 0,05 *, **, gdy p < 0,01, ***, gdy p < 0,001. (B, D) 

Wpływ PFI3 na poziom białka ABCC10 w lizatach komórek MDA-MB-231 (B) i A549 (D) opornych na 

paklitaksel zbadano metodą Western Blot. (I,K) Wpływ degradacji podjednostek SWI/SNF 

ukierunkowanych na ACBI1 na poziom białka ABCC3 w lizatach komórek MDA-MB-231 (I) i A549 (K) 

opornych na paklitaksel zbadano metodą Western Blot. Histon H3 zastosowano jako kontrolę ładowania. 

(E, L) Ekspresję i lokalizację transporterów ABC uwidoczniono za pomocą mikroskopii konfokalnej w 

komórkach nieleczonych w porównaniu z komórkami traktowanymi PFI3 (E) i ACBI1 (L). Zielona 

fluorescencja transporterów ABC pochodzi od drugorzędowego przeciwciała sprzężonego z Alexafluor488, 

niebieska fluorescencja DNA z DAPI, natomiast lizosomalna czerwona fluorescencja z LysoTracker Deep 

Red. Intensywność fluorescencji (F, M) i kolokalizację (G, N) określono w jednostkach arbitralnych (a.u.) 

za pomocą oprogramowania Leica Application Suite X. Różnicę między dwiema średnimi sprawdzono za 

pomocą testu t-Studenta, a statystycznie istotne różnice oznaczono *, gdy p < 0,05 *, **, gdy p < 0,01, ***, 

gdy p < 0,001.  
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Ryc.17 Celowanie w SWI/SNF za pomocą PFI-3 i ACBI1 zmniejsza akumulację leku w lizosomach 

komórek nowotworowych opornych na paklitaksel. Na podstawie K. Gronkowska, S. Michlewska, T. 

Płoszaj, M. Strachowska, A. Stępień, M. Borowiec, A. Bednarek, A. Robaszkiewicz, BRG1 targeting 

overcomes ABCC-based multidrug resistance induced by paclitaxel, BioRxiv (2025)  [113] 
(A, D) Celowanie w SWI/SNF powoduje istotny spadek akumulacji paklitakselu w Oregon Green w 

lizosomach komórek opornych na paklitaksel. Do zbadania wpływu inhibitora SWI/SNF – PFI3 (2,5 µM, 

24 h) (A) i ABCI1 (D) na lokalizację wewnątrzkomórkową znakowanego fluorescencyjnie paklitakselu 

wykorzystano obrazowanie konfokalne. Lek oznaczono na zielono (Oregon Green 488), DNA na niebiesko 

(DAPI), a lizosomy na czerwono (LysoTracker Deep Red). Intensywność fluorescencji paklitakselu Oregon 

Green (B, E) i kolokalizację między lekiem a lizosomami (C, F) określono w jednostkach arbitralnych (a.u.) 

za pomocą pakietu Leica Application Suite X. Różnicę między dwiema średnimi sprawdzono za pomocą 

testu t-Studenta, a statystycznie istotne różnice oznaczono *, gdy p < 0,05 *, **, gdy p < 0,01, ***, gdy p 

< 0,001 (G) Sferoidy linii komórkowej MDA-MB-231-PTX kontrolnej i leczonej inhibitorem PFI3 (2,5 

µM, 48 h) zostały zobrazowane pod kątem wewnątrzkomórkowej dystrybucji doksorubicyny. Lek 

autofluorescencyjny oznaczono na czerwono, DNA na niebiesko, a lizosomy na zielono. Wykres 

intensywności fluorescencji na przekroju sferoidu wyznaczono w dowolnych jednostkach (a.u.) przy użyciu 

oprogramowania Leica Application Suite X. 
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W kolejnym kroku sprawdziłam czy celowanie w kompleks SWI/SNF może 

uwrażliwiać komórki na działanie chemioterapeutyków. W sferoidach połączenie 

doksorubicyny lub paklitakselu z PFI3 lub ABCI1 okazało się skuteczniejsze w indukcji 

apoptozy w porównaniu z samymi lekami, co pokazano na obrazach konfokalnych z 

ilościowego oznaczenia zielonej fluorescencji aneksyny V (Ryc. 18A-C). Co istotne, 

komórki wyznakowane aneksyną V były równomiernie rozmieszczone na wszystkich 

głębokościach sferoidów poddanych działaniu PFI3 lub ABI1 i leków, w przeciwieństwie 

do komórek traktowanych samym lekiem, gdzie komórki apoptotyczne były 

zlokalizowane w warstwach zewnętrznych sferoidów. Istotną indukcję nekrozy 

obserwowano jedynie w sferoidach eksponowanych na doksorubicynę, a dalsze nasilenie 

obumierania komórek na drodze nekrozy i apoptozy było spowodowane przez ABI1. Z 

kolei PFI3 znacząco nasilił apoptozę w sferoidach, jak również w hodowli 2D komórek 

traktowanych paklitakselem (ryc. 18D). Degrader PROTAC uwrażliwił komórki 

nowotworowe oporne na paklitaksel w modelu 2D, w szczególności na doksorubicynę, 

ale również na niższe dawki cisplatyny i etopozydu (Ryc18E). Inhibitor SWI/SNF 

umiarkowanie zwiększał toksyczność wszystkich badanych leków, szczególnie przy ich 

niższych dawkach (ryc. 18F). 
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Ryc.18 PFI3 i ACBI1 zwiększają toksyczność leków przeciwnowotworowych w liniach komórek 

nowotworowych opornych na PTX. Na podstawie K. Gronkowska, S. Michlewska, T. Płoszaj, M. 

Strachowska, A. Stępień, M. Borowiec, A. Bednarek, A. Robaszkiewicz, BRG1 targeting overcomes 

ABCC-based multidrug resistance induced by paclitaxel, BioRxiv (2025)  [113] 
(A) Celowanie w SWI/SNF zwiększa śmiertelność komórek opornych na paklitaksel w sferoidalnym 

modelu leczenia przeciwnowotworowego. 3-tygodniowe sferoidy inkubowano najpierw z PFI3 lub ABCI1 

przez 72 godziny, a następnie dodawano paklitaksel i doksorubicynę przez 48 godzin. Eksternalizację 

fosfatydyloseryny, która jest markerem komórek apoptotycznych, monitorowano za pomocą mikroskopii 

konfokalnej po barwieniu komórek aneksyną V sprzężoną z FITC (kolor zielony). DNA komórek 

martwiczych (z zaburzoną integralnością błony komórkowej) barwiono jodkiem propidyny (kolor 

czerwony). DNA barwiono DAPI (kolor niebieski). (B, C) Intensywność fluorescencji określono w 

jednostkach arbitralnych (a.u.) za pomocą oprogramowania Leica Application Suite X. Różnicę między 

dwiema średnimi sprawdzono za pomocą testu t-Studenta, a statystycznie istotne różnice oznaczono *, gdy 

p < 0,05 *, **, gdy p < 0,01, ***, gdy p < 0,001. (D) PFI3 (2,5 uM, 72 godz.) wzmacnia indukcję apoptozy 

przez doksorubicynę i paklitaksel w komórkach A549-PTX. Do porównania intensywności fluorescencji 

kaspazy 3 między komórkami leczonymi i nieleczonymi PFI3 zastosowano obrazowanie konfokalne z 

użyciem Leica TCS SP8 (Leica Microsystems, Niemcy). Wpływ ACBI1 (0,5 µM, 48 godz.) (E) i PFI3 (2,5 

µM, 48 godz.) na toksyczność niektórych leków przeciwnowotworowych. Żywotność komórek określono 

ilościowo za pomocą testu opartego na resazurynie 24 po podaniu leków. Żywotność komórek z samym 

lekiem przyjęto jako 100%. 
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Mając na uwadze funkcjonalną zależność między BRG1 i p300, sprawdziłam czy 

p300 również uczestniczy w ekspresji ABCC3, ABCC5 i ABCC10. Wykazałam, że 

inhibitor p300 (C646) skutecznie obniża zarówno poziom mRNA, jak i białka trzech 

rozważanych transporterów (Ryc. 19A-B). Zmniejszona ekspresja transportera ABCC3 

po zastosowaniu C646 została zwizualizowana za pomocą mikroskopii konfokalnej (Ryc. 

19C) oraz skwantyfikowana (Ryc. 19D). Podobnie jak inhibicja SWI/SNF, inhibicja p300 

znacząco zmniejszyła kolokalizację transportera z lizosomami (Ryc.19E).  

Ryc.19 p300 uczestniczy w aktywacji transkrypcji ABCC3, ABCC5 i ABCC10, istotnych dla 

sekwestracji lizosomalnej leków w komórkach opornych na paklitaksel. p300 podobnie jak SWI/SNF 

zmniejsza  wrażliwość komórek na działanie chemioterapii w modelu komórek opornych na 

paklitaksel. Dane dodatkowe 
(A)Poziom mRNA transporterów ABC porównano między próbkami kontrolnymi oraz inhibicją p300 

(C646; 2,5 uM) metodą PCR w czasie rzeczywistym. Poziom transkrypcji znormalizowano najpierw do 

genów metabolizmu podstawowego (ACTB, GAPDH i HPRT1), a następnie poziom mRNA kontroli 

przyjęto jako 1. Różnicę między dwiema średnimi sprawdzono za pomocą testu t-Studenta, a różnice istotne 

statystycznie oznaczono *, gdy p < 0,05 * i **, gdy p < 0,01. (B) Wpływ inhibicji EP300 (C646; 2,5 uM) 

na poziomy białka ABCC3, ABCC5 i ABCC10. Lizaty komórek analizowano metodą Western Blot. Histon 

H3 zastosowano jako kontrolę na równą ilość nakładanego lizatu. (C) Ekspresję i lokalizację transportera 

ABCC3 uwidoczniono za pomocą mikroskopii konfokalnej w komórkach nieleczonych w porównaniu z 

komórkami traktowanymi C646. Zielona fluorescencja transporterów ABCC3 pochodzi z drugorzędowego 

przeciwciała sprzężonego z Alexafluor488, niebieska fluorescencja DNA z DAPI, natomiast lizosomalna 

czerwona fluorescencja z LysoTracker Deep Red. Intensywność fluorescencji zielonego sygnału (D) i 

kolokalizację sygnałów (E) określono w jednostkach arbitralnych (a.u.) za pomocą oprogramowania Leica 

Application Suite X. Różnicę między dwiema średnimi sprawdzono za pomocą testu t-Studenta, a 

statystycznie istotne różnice oznaczono *, gdy p < 0,05 *, **, gdy p < 0,01, ***, gdy p < 0,001. 

 

Biorąc pod uwagę znaczącą redukcję transporterów ABC poprzez inhibicję p300, 

sprawdziłam czy inhibicja acetylotransferazy będzie uwrażliwiała komórki 
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nowotworowe na działanie chemioterapii. Zastosowanie C646 uwrażliwiło komórki na 

działanie wszystkich testowanych chemioterapeutyków, przy czym najsilniejsze działanie 

zaobserwowano przy połączeniu inhibitora z doksorubicyną i paklitakselem (Ryc.19F). 

 

Wiedząc już, że p300 oraz BRG1 uczestniczą w aktywacji ekspresji transporterów 

zaangażowanych w oporność na paklitaksel oraz mając na uwadze opisywane w 

literaturze współwystępowanie BRG1 z p300 w promotorach niektórych genów 

transkrypcyjnie aktywnych, charakteryzujących się trójmetylacją H3K4, zbadałam 

współwystępowanie p300, BRG1 i H3K4me3 na promotorach genów ABC. Co ciekawe, 

promotor ABCC5, który jest kontrolowany transkrypcyjnie przez BRG1 tylko w 

fenotypie opornym na leki, był podobnie wzbogacony w BRG1 i p300 i charakteryzował 

się podobnym profilem trójmetylacji H3K4 w obu fenotypach komórek (Ryc. 20A). 

Sugeruje to, że zależność transkrypcji od BRG1 może być determinowana przez inny, 

wciąż nieznany czynnik. Może być to powiązane z reorganizacją proksymalnych 

promotorów podczas aktywacji genu i uwzględniania dodatkowych czynników inicjacji 

transkrypcji. Współczynnik korelacji Spearmana dla współdystrybucji BRG1 z 

H3K4me3 spadł z 0,7 do 0,61 podczas nabywania lekooporności, co sugeruje ekstruzję 

BRG1 z chromatyny, translokację do bardziej odległych regionów genomu lub spadek 

liczby regionów aktywnych transkrypcyjnie. Jednakże współwystępowanie p300 z BRG1 

wzrosło z 0,59 do 0,64. Może to wskazywać na występowanie mechanizmu mającego na 

celu ułatwienie transkrypcji genów nasilanej przez p300 w komórkach opornych (Ryc. 

20B). 

Biorąc pod uwagę powyższe ustalenia, zdecydowałam się zidentyfikować 

potencjalne koregulatory p300-BRG1. W tym celu wykorzystałam analizę różnicowej 

ekspresji genów na podstawie danych z RNA-Seq, w której porównano profile mRNA 

komórek traktowanych siRNA kontrolnym oraz komórek z wyciszonym BRG1. Geny 

ulegające zmianie zestawione zostały z promotorami, na których występował BRG1, 

które wyłonione zostały w oparciu o analizę danych z eksperymentu ChIP-seq. Z tych 

dwóch zestawów danych wybraliśmy sekwencje, na których zidentyfikowano BRG1 w 

promotorach genów ulegających istotnej represji po wyciszeniu BRG1. Stanowiły one 

matryce do wyszukiwania motywów, natomiast sekwencje pików BRG1 w promotorach 

genów, których ekspresja została zwiększona po wyciszeniu enzymu, posłużyły jako 

kontrola (Ryc. 20C).  
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Ryc.20 MAF, ZNF76, HIF1A i ISL1 okazują się możliwymi koaktywatorami transkrypcji genów ABC 

zależnej od BRG1. Na podstawie: Karolina Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia 

Michlewska, Tomasz Płoszaj, Maciej Borowiec, Agnieszka Robaszkiewicz, „HIF1A, BRG1, and p300 

interaction confers paclitaxel-induced drug resistance by enabling the overexpression of ABCC 

genes” [114] 

(A)BRG1, p300 i H3K4me3 są wzbogacone w promotorze genu ABCC5, niezależnie od oporności komórek 

MDA-MB-231 na paklitaksel. Pokrycie genomu (w bamCoverage) dwoma białkami i modyfikacją 

histonów wokół TSS genu ABCC5 zostało zwizualizowane w przeglądarce genomu USCS. (B) 

Współwystępowanie BRG1 i p300 jest słabsze w promotorach komórek opornych na paklitaksel. 

Kodystrybucję tych dwóch enzymów i H3K4me3 w komórkach MDA-MB-231 nieopornych i opornych 

obliczono za pomocą (computeMatrix) i zwizualizowano (plotHeatmap) dla regionów promotorowych 

przyjętych jako TSS ± 2,5 kbp. (C) Schemat uzasadniający wybór konkretnej grupy promotorów brane pod 

uwagę w poszukiwaniu motywów specyficznych dla BRG1. Wzbogacone w BRG1 promotory genu (TSS 

± 2 kbp) zostały naniesione na wykres względem genów znacząco aktywowanych i represjonowanych 

przez BRG1 (1<Log2FC<1; CuffDiff na danych RNA-Seq). Piki BRG1 w promotorach genów 

transkrypcyjnie aktywowanych przez ten enzym posłużyły jako dane wejściowe, podczas gdy piki BRG1 

w promotorach genów tłumionych przez BRG1 posłużyły jako kontrola negatywna. (B) Dwa motywy dla 

BRG1 występują w promotorach transkrypcyjnie aktywnych genów ABC w komórkach MDA-MB-231 

opornych na paklitaksel. Wzbogacone motywy BRG1 przeszukano z wykorzystaniem XSTREME. 

Występowanie zidentyfikowanych motywów STREME w promotorach rozważanych genów ABC 

sprawdzono w FIMO, ale wymieniono tylko promotory genów z q < 0,01. Listę drugorzędnych znanych 

motywów HOCOMOCO Human (rdzeń v11) dla czynników transkrypcyjnych ze znacząco wzbogaconymi 

odstępami (Significant Secondaries), które mogą wskazywać na tworzenie kompleksów białkowych z 

BRG1, wygenerowano w SpaMo.  
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Analiza wzbogacenia motywów za pomocą narzędzia XSTREME dostarczyła 3 

motywy o długości od 10 do 15 nukleotydów. Pierwszy motyw, 1-

AGGCGTGAGCCACC, pojawiał się w 11 promotorach, a drugi motyw, 2-

CCTCAGGTGATCCGC w 7 promotorach genów ABC, ulegających ekspresji w 

nieopornych i opornych na paklitaksel komórkach MDA-MB-231 oraz znacznie 

nadekspresjonowanych w wyniku adaptacji komórek do paklitakselu. Te 2 motywy 

znaleziono również w promotorach ABCC3, ABCC5 i ABCC10, których produkty były 

funkcjonalnie powiązane z lizosomalną sekwestracją leków. Trzeciego motywu, 3-

CADCCTGAMA, w żadnym z promotorów genów ABC z FDR (q) < 0,01. W związku z 

tym pierwsze 2 motywy okazały się odpowiednimi kandydatami do wykorzystania w 

dalszych poszukiwaniach kofaktorów BRG1. Poszukiwanie podobieństw w 2 

rozważanych motywach i znanych motywach wiążących czynniki transkrypcyjne 

doprowadziło do identyfikacji specyficznych dla motywu i wspólnych dla 3 genów ABCC 

czynników transkrypcyjnych. Należały do nich HIF1A, ISL1, MAF i ZNF76 (Ryc.20D).  

Następnie przeanalizowaliśmy potencjalne koregulatory BRG1 pod kątem 

regulacji ekspresji ABCC3, ABCC5 i ABCC10 z wykorzystaniem siRNA.  

Ryc 21. HIF1A definiuje transkrypcję transporterów ABCC w komórkach raka piersi i płuc 

opornych na paklitaksel. Na podstawie: Karolina Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia 

Michlewska, Tomasz Płoszaj, Maciej Borowiec, Agnieszka Robaszkiewicz, „HIF1A, BRG1, and p300 

interaction confers paclitaxel-induced drug resistance by enabling the overexpression of ABCC 

genes”[114] 

 (A-B) Poziom mRNA ABCC3, ABCC5 i ABCC10 porównano w komórkach 72 godziny po ich transfekcji 

siCTRL lub siHIF1A, siMAF, siISL1 metodą PCR w czasie rzeczywistym w komórkach MDA-MB-231 

(A) i A549 (B) opornych na paklitaksel. Wartości surowe znormalizowano najpierw do ACTB, GAPDH i 

HPRT1, a następnie przyjęto stosunek 1 w próbce kontrolnej. Różnicę między dwiema średnimi 

sprawdzono za pomocą testu t-Studenta. (C-D) Wpływ przejściowego wyciszenia HIF1A, MAF i ISL1 na 

poziom białka ABCC3 i ABCC10 badano metodą Western Blot w komórkach MDA-MB-231 (C) i A549 

(D) opornych na paklitaksel. Histon H3 zastosowano jako kontrolę ładowania.  
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Spośród wyłonionych koregulatorów, jedynie HIF1A regulował ekspresję 

wszystkich trzech białek ABC, co potwierdziliśmy na poziomie mRNA za pomocą Real-

time PCR (Ryc. 21A, B) oraz na poziomie białka wykorzystując technikę Western Blot 

(Ryc.21 C, D).  

Następnie za pomocą mikroskopii konfokalnej (Ryc. 22 A) wykazałam, że 

wyciszenie tego czynnika obniża poziom białek (Ryc. 22B) ABCC5 i ABCC10 oraz 

obniża ich kolokalizację z lizosomami (Ryc.22 C). Aby sprawdzić funkcjonalny wpływ 

zależnej od HIF1A ekspresji transporterów ABC, które są wzbogacone w lizosomach 

komórek opornych na paklitaksel, porównałam kolokalizację paklitakselu OregonGreen 

(Rys. 21C) z lizosomami w komórkach z prawidłową i obniżoną ekspresją HIF1A przy 

użyciu mikroskopii konfokalnej. Niedobór HIF1A uzyskany za pomocą siHIF1A 

znacząco zmniejszył akumulację leku w lizosomach w porównaniu z komórkami 

transfekowanymi siCTRL, co wykazano za pomocą ilościowego określenia kolokalizacji 

leków (Ryc 22E). Doprowadziło nas to do hipotezy, że HIF1A może wpływać na 

odpowiedź komórek na chemioterapeutyki i powodować chemiooporność związaną z 

lizosomalnym wychwytem leków. Aby przetestować taką opcję, porównałam żywotność 

komórek różniących się poziomem HIF1A i poddanych działaniu chemioterapeutyków. 

Wyciszenie HIF1A uwrażliwiło komórki obu linii opornych na doksorubicynę, 

paklitaksel i etopozyd (Ryc. 22F). Odkrycie to sugeruje, że celowanie w HIF1A 

uwrażliwia komórki nowotworowe oporne na paklitaksel na niektóre chemioterapeutyki.  

Aby potwierdzić, że zwiększona toksyczność paklitakselu w komórkach z 

wyciszonym HIF1A jest spowodowana głównie obniżeniem ekspresji transporterów 

ABC, porównałam aktywność kaspazy 3/7 w następujących próbkach: sictrl, sictrl + 

iABC, siHIF1A, siHIF1A + iABC leczonych i nieleczonych lekiem (Ryc. 22G). W 

komórkach MDA-MB-231-PTX opornych na paklitaksel, wyciszenie HIF1A, 

traktowanie komórek iABC oraz połączenie siHIF1A/iABC przed podaniem paklitakselu 

spowodowało podobny stopień uwrażliwienia komórek na lek. Sugeruje to, że HIF1A i 

cele zastosowanego inhibitora, którymi były białka ABCC, działają w tym samym szlaku 

regulatorowym.  
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Ryc 22. Wyciszenie HIF1A uwrażliwia komórki raka płuc i piersi na działanie chemioterapii poprzez 

obniżenie ekspresji lizosomalnie zlokalizowanych transporterów ABCC. Na podstawie: Karolina 

Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia Michlewska, Tomasz Płoszaj, Maciej Borowiec, 

Agnieszka Robaszkiewicz, „HIF1A, BRG1, and p300 interaction confers paclitaxel-induced drug 

resistance by enabling the overexpression of ABCC genes”[114] 

(A)Ekspresję i wewnątrzkomórkową lokalizację ABCC5 i ABCC10 w komórkach MDA-MB-231-PTX z 

prawidłową i wyciszoną ekspresją HIF1A analizowano metodą mikroskopii konfokalnej. Zielona 

fluorescencja odpowiada ABCC5 i ABCC10, DNA barwiono za pomocą DAPI (niebieski), natomiast 

lizosomy za pomocą LysoTracker (czerwony). Intensywność zielonej fluorescencji, która odpowiada ilości 

białek (B), oraz kolokalizację między białkami a lizosomami (C) określono w arbitralnych jednostkach 

(a.u.) za pomocą oprogramowania Leica Application Suite X. (D) HIF1A powoduje lizosomalną 

sekwestrację paklitakselu Oregon Green w lizosomach linii komórek nowotworowych opornych na 

paklitaksel. Porównano kolokalizację znakowanego fluorescencyjnie paklitakselu i lizosomów między 

komórkami z prawidłową i wyciszoną ekspresją HIF1A. Paklitaksel oznaczono na zielono (Oregon Green 

488), lizosomy na czerwono (LysoTracker Deep Red), a DNA na niebiesko (DAPI). Kolokalizację (E) 

określono w jednostkach arbitralnych (a.u.) za pomocą pakietu Leica Application Suite X. (F) Toksyczność 

leków przeciwnowotworowych porównano w komórkach z prawidłowym (siCTRL) i z niedoborem 

(siHIF1A) HIF1. Komórki transfekowano 24 godziny przed podaniem leków przez kolejne 48 godzin. 

Żywotność komórek określono ilościowo za pomocą testu opartego na resazurynie. Żywotność komórek z 

lekiem samym/w kontroli, komórki nieleczone lekiem przyjęto jako 100%. (G) Wpływ wyciszania HIF1A 

(siHIF1A), iABC (MK571, 25uM) i ich kombinacji na apoptozę indukowaną paklitakselem (0,1 µM) 

porównano, mierząc aktywność kaspazy 3/7 za pomocą odczynnika Caspase-Glo® 3/7. Aktywność 

kaspazy 3/7 znormalizowano do względnej frakcji żywych komórek, którą oznaczono ilościowo za pomocą 

testu z resazuryną. 

                     

           

              
           

              
 
 
 
 
 

                                       

 
 
 
 
 
 

              

        

        

     

 
              

        

                    

 

 

                                  

             

 
 
 
  

 
  
 
 
  
 
 

 
 
 
 
  
 
 

        

    
    

              

        

               

        

 
  
  
 
 
 
  
 
  
 
 

 
  
  
 
 
 
  
 
  
 
 

 
 
 
 
  
 
 
 
  
 
 

 
 
 
 
  
 
 
 
  
 
 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
  
  
 
 
 
  
 
  
 
 

 
  
  
 
 
 
  
 
  
 
 



63 

 

W przypadku A549-PTX, wyciszanie HIF1A okazało się silniejsze niż iABC w 

uwrażliwianiu komórek na lek, stąd możliwy jest dodatkowy mechanizm 

antyapoptotyczny warunkowany przez HIF1A w tych komórkach, jednak nie 

zaobserwowano synergistycznego efektu połączenia siHIF1A z iABC w porównaniu z 

samym siHIF1A. Pozwala to wnioskować, że w obserwowanej oporności zależnej od 

HIF1A w znacznym stopniu pośredniczą białka ABCC. 

Co ciekawe, linie oporne na paklitaksel charakteryzowały się zwiększoną 

ekspresją HIF1A na poziomie mRNA (Ryc. 23A). Mając na uwadze, że poziom HIF1A 

jest również kontrolowany przez proteasom, wykorzystałam jego inhibitor - związek 

MG132, aby sprawdzić, czy powtarzająca się ekspozycja komórek na paklitaksel zmienia 

zależną od proteasomu degradację rozważanego czynnika transkrypcyjnego (Ryc. 23 B). 

W liniach komórek wrażliwych na leki potwierdziłam udział proteasomu w degradacji 

HIF1A, podczas gdy komórki oporne wykazywały porównywalny poziom HIF1A 

niezależnie od ekspozycji na MG132. Sugeruje to, że podwyższony poziom HIF1A w 

komórkach opornych jest spowodowany wzmożoną transkrypcją genu HIF1A i 

ograniczoną degradacją proteasomalną białka HIF1A (Ryc. 23B). 

Ryc. 23 HIF1A ulega zwiększonej ekspresji i zmniejszonej degradacji proteasomalnej w komórkach 

opornych na paklitaksel. Na podstawie: Karolina Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia 

Michlewska, Tomasz Płoszaj, Maciej Borowiec, Agnieszka Robaszkiewicz, „HIF1A, BRG1, and p300 

interaction confers paclitaxel-induced drug resistance by enabling the overexpression of ABCC 

genes”[114] 

(A) Porównanie poziomu mRNA HIF1A w nieopornych i opornych na paklitaksel komórkach A549 i 

MDA-MB-231 metodą PCR w czasie rzeczywistym. Surowe wartości znormalizowano najpierw do genów 

metabolizmu komórkowego (ACTB, GAPDH i HPRT1), a następnie w próbce kontrolnej przyjęto stosunek 

1. Różnicę między dwiema średnimi sprawdzono za pomocą testu t-Studenta, a różnice statystycznie istotne 

oznaczono *, gdy p < 0,05 *, **, gdy p < 0,01, ***, gdy p < 0,001. (B) Porównanie poziomu białka HIF1A 

i p300 w nieopornych i opornych na paklitaksel komórkach A549 i MDA-MB-231 badano metodą Western 

Blot. Histon H3 zastosowano jako kontrolę ładowania. (H) Porównano stabilność HIF1A w komórkach 

kontrolnych bazowych i opornych na paklitaksel oraz w komórkach traktowanych inhibitorem proteasomu 

(MG132; 1 µM). Poziom białka HIF1a badano metodą Western Blot. Histon H3 użyto jako kontroli 

ładowania.  
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Porównaliśmy rozkład p300, BRG1 oraz modyfikacji H3K4me3 na motywach 

HIF1A w komórkach MDA-MB-231 nieopornych i opornych na paklitaksel. W tym celu 

najpierw zidentyfikowaliśmy potencjalne motywy dla wiązania HIF1A według danych z 

bazy JASPAR dla całego genomu. Następnie zbiór uzyskanych współrzędnych został 

zawężony do promotorów genów, które przyjęto jako TSS ± 2 kbp. BRG1, p300 i 

H3K4me3 były znacznie wzbogacone w regionach genomowych obejmujących 

sekwencje wiążące HIF1A ± 2,5 kbp w fenotypie opornym (Ryc.24A). Spośród trzech 

testowanych białek to BRG1 było najbardziej skupione na miejscach wiązania HIF1A, 

podczas gdy p300 i H3K4me3 były rozproszone wokół motywów dla HIF1A. 

Aby określić, czy nabyciu lekooporności towarzyszy wzrost liczby motywów 

HIF1A charakteryzujących się występowaniem BRG1, p300 i H3K4me3, określiliśmy 

liczbę nakładających się interwałów dla: motywów HIF1A ± 1 kbp w promotorach 

genów, pików BRG1, p300 i H3K4me3 wyłonionych za pomocą narzędzia MACS2 (Ryc. 

24B). Spośród 4617 promotorów z motywem HIF1A, około 800 pokrywało się z 

miejscami występowania H3K4me3, co potwierdza aktywność transkrypcyjną 

promotorów z motywami dla HIF1A. Ich liczba wzrosła do ~1200 po wielokrotnym 

wystawieniu komórek na działanie paklitakselu. Podobne zmiany zaobserwowano dla 

BRG1 i p300, ale odsetek promotorów z BRG1 i p300 pozostał stosunkowo niski nawet 

w komórkach opornych (<5%). Taka ocena motywów HIF1A opierała się na metodzie 

binarnej i silnie zależała od statystyki związanej z MACS2, czyli od statystycznej analizy 

występowania białek w genomie w oparciu o ich immunoprecypitację. Dlatego 

wygenerowano stopień pokrycia miejsc wiązania HIF1A ± 1 kbp przez mapowane 

odczyty dla 3 zestawów danych pochodzących z ChIP-Seq, czyli dla p300, BRG1 i 

H3K4me3. Zostało to porównane ze średnim pokryciem wszystkich pików 

wygenerowanych dla danego białka za pomocą MACS2 (rys. 24C). Również za pomocą 

tej metody wykazano istotne wzbogacenie H3K4me3, BRG1 i p300 na motywach HIF1A 

w komórkach opornych na paklitaksel. Sugeruje to, że lekooporność indukowana 

paklitakselem jest związana z bardziej transkrypcyjnie permisywną strukturą chromatyny 

w podzbiorze promotorów genów charakteryzujących się występowaniem motywu 

HIF1A, czemu towarzysz istotne wzbogacenie p300 i BRG1. 

Koimmunoprecypitacja dostarczyła dowodów na fizyczną interakcję między 

HIF1A, BRG1 i p300 w liniach komórkowych opornych na paklitaksel A549 i MDA-

MB-231 (Ryc. 24D). W komórkach nieopornych ze stosunkowo niskim poziomem 

HIF1A, precypitacja tego białka wykazała niewielką interakcję z p300 w obu liniach 
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komórkowych oraz BRG1 w komórkach MDA-MB-231, co sugeruje, że niektóre 

kompleksy HIF1A-p300-BRG1 mogły istnieć również w komórkach wrażliwych, a 

interakcja między tymi 3 białkami była znacznie wzmocniona w odpowiedzi na stres 

wywołany paklitakselem. Mogło to wynikać ze wzrostu poziomu między innymi HIF1A 

w wyniku ekspozycji komórek obu linii na działanie paklitakselu oraz jego silniejszej 

interakcji z DNA i elementami chromatyny. 

Mając na uwadze zależność transkrypcyjną ABCC3, ABCC5 i ABCC10 od 

poziomu HIF1A w fenotypach opornych na paklitaksel, zidentyfikowaliśmy motyw 

wiążący „KACGTGS” dla tego czynnika transkrypcyjnego w promotorach 3 genów 

ABCC i wykonaliśmy dla nich podobną analizę (Ryc. 24E). Trimetylacja H3K4 oraz 

poziom białek p300 i BRG1 był wyższy w promotorach ABCC3, ABCC5 i ABCC10 w 

komórkach opornych na paklitaksel w porównaniu z nieopornymi (Ryc. 24F). Aby 

potwierdzić możliwość tworzenia kompleksu HIF1A-p300-BRG1 w promotorach 

ABCC3, ABCC5 i ABCC10, wykonałam immunoprecypitację HIF1A związanego z 

chromatyną, a następnie kwantyfikację DNA metodą PCR w czasie rzeczywistym (ChIP-

qPCR) (Ryc. 24G). Technika to pokazała wyższy poziom HIF1A na promotorach genów 

ABCC3, ABCC5 i ABCC10 w komórkach opornych na paklitaksel.  Sugeruje to, że 

HIF1A, BRG1 i p300 tworzą jednostkę regulatorową, która umożliwia silniejszą 

ekspresję genów ABCC3, ABCC5 i ABCC10, warunkujących oporność komórek 

leczonych paklitakselem. 
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Ryc. 24 BRG1 i p300 wiążą się z motywami dla HIF1A na promotorach transkrypcyjnie aktywnych 

genów ABCC. Na podstawie: Karolina Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia Michlewska, 

Tomasz Płoszaj, Maciej Borowiec, Agnieszka Robaszkiewicz, „HIF1A, BRG1, and p300 interaction 

confers paclitaxel-induced drug resistance by enabling the overexpression of ABCC genes”[114] 

(A)Porównanie rozkładu H3K4me3, p300 i BRG1 wokół motywu dla HIF1A (HRE±2,5 kbp) na 

promotorach genów w fenotypie wrażliwym i opornym komórek MDA-MB-231. (B) Liczba promotorów 

z  motywami dla HIF1A, na których zaobserwowano statystycznie istotne występowanie H3K4me3, p300 

i BRG1. Kwantyfikację przeprowadzono obliczając nakładające się interwały regionów wzbogaconych w 

H3K4me3, p300 i BRG1 i promotorów HRE-pozytywnych. (C) Pokrycie  zmapowanych odczytów 

H3K4me3, p300 i BRG1 wokół motywu wiążącego HIF1A (±1 kbp) w komórkach nieopornych i opornych 

na paklitaksel. (D) HIF1A fizycznie oddziałuje z p300 i BRG1 w komórkach A549 i MDA-MB-231 

opornych na paklitaksel. HIF1A, p300 i BRG1 wykryto metodą Western blot w immunoprecypitatach 

HIF1A. IgG stanowiło kontrolę. (E) Diagramy przedstawiające motyw wiążący dla HIF1A („KACGTGS”) 

w promotorach ABCC10, ABCC5 i ABCC3 w odniesieniu do miejsca inicjacji transkrypcji (TSS) tych 

genów. (F) Wykres kolumnowy przedstawia zmapowane odczyty H3K4me3, p300 i BRG1 zliczone na 

motywie HRE (±1 kbp) w promotorach wybranych ABCC (G) HIF1A jest wzbogacony w promotorach 

ABCC3, ABCC5 i ABCC10 w fenotypach opornych na paklitaksel linii A549 i MDA-MB-231. Poziom 

HIF1A związanego z promotorami genów został porównany i określona ilościowo metodą ChIP-qPCR w 

liniach komórkowych wrażliwych i opornych na paklitaksel. Wartości znormalizowano do IgG. Różnicę 

między dwiema średnimi sprawdzono za pomocą testu t-Studenta. 
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Aby dodatkowo potwierdzić i zobrazować zakres interakcji HIF1A-BRG1 i HIF1A-

p300 w całym genomie, zbadałam współwystępowanie tych białek w chromatynie za 

pomocą mikroskopii konfokalnej. HIF1A kolokalizuje z BRG1 (Ryc. 25A-C) i z p300 

(Ryc. 25D-F) w fenotypach opornych na paklitaksel. Wizualne współwystępowanie 

wymienionych par białek zostało potwierdzone kwantyfikacją nakładania się 

fluorescencji między dwoma rozważanymi barwnikami fluorescencyjnymi w obszarze 

jądra komórkowego i porównane z wynikiem dla komórek nieopornych (Ryc. 25B-C, 

25E-F). W komórkach A549 opornych HIF1A silnie kolokalizował z p300 i BRG1, 

natomiast w modelu raka piersi fenotyp lekooporności wykazywał zwiększoną 

kolokalizację HIF1A tylko z BRG1. Brak istotnie nasilonej interakcji HIF1-p300, 

ilościowo określanej na podstawie kolokalizacji tych dwóch białek w komórkach 

opornych na paklitaksel w porównaniu z komórkami nieopornymi, może wynikać z 

redystrybucji jądrowej p300 i HIF1A. Podobnie, stosunkowo silną ko-dystrybucję BRG1 

i HIF1A zaobserwowano w skrawkach tkanek pobranych z guzów opornych na 

paklitaksel, które wyhodowano z komórek MDA-MB-231-PTX wstrzykniętych pod 

skórę myszy bezgrasiczych (Ryc. 25G). 

Biorąc pod uwagę wyższą ekspresję HIF1A w liniach komórkowych opornych na 

paklitaksel, a także zwiększone współwystępowanie BRG1 i p300 z HIF1A na 

chromatynie, postawiliśmy hipotezę, że HIF1A może mieć kluczowe znaczenie dla 

rekrutacji kompleksu BRG1/p300. Aby zweryfikować tę hipotezę, przetestowałam 

wpływ wyciszenia HIF1A na występowanie p300 i BRG1 związanych z chromatyną 

(Ryc. 25H). Niski poziom HIF1A znacząco zmniejszył kolokalizację pozostałych dwóch 

białek (Ryc. 25I-J). Ponadto, zmniejszeniu uległy frakcje p300 i BRG1 w obszarze jądra 

komórkowego (Ryc. 25K-L). Wyniki te potwierdzają rolę HIF1A w rekrutacji p300 i 

BRG1 do chromatyny w komórkach opornych na paklitaksel. 
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Ryc. 25 Współwystępowanie HIF1A-p300-BRG1 na chromatynie w raku piersi i płuc opornych na 

paklitaksel oraz ich wpływ na wnikanie leku do wnętrza sferoidu. Na podstawie: Karolina 

Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia Michlewska, Tomasz Płoszaj, Maciej Borowiec, 

Agnieszka Robaszkiewicz, „HIF1A, BRG1, and p300 interaction confers paclitaxel-induced drug 

resistance by enabling the overexpression of ABCC genes”[114] 

(A, D) BRG1-HIF1A i p300-HIF1A kolokalizują na chromatynie w liniach komórkowych A549 i MDA-

MB-231 opornych na paklitaksel, co potwierdza immunobarwienie i mikroskopia konfokalna. (A) HIF1A 

znakowany Alexa Fluor® 488 jest oznaczony na zielono, BRG1 znakowany Alexa Fluor® 594 jest 

oznaczony na czerwono, natomiast DNA barwione DAPI jest oznaczone na niebiesko. (D) p300 znakowany 

Alexa Fluor® 488 jest oznaczony na zielono, BRG1 znakowany Alexa Fluor® 594 jest oznaczony na 

czerwono, natomiast DNA barwione DAPI jest oznaczone na niebiesko. (B-C, E-F) Kolokalizację HIF1A 

i BRG1 (B-C) oraz HIF1A i p300 (E-F) określono w jednostkach arbitralnych (a.u.) za pomocą 

oprogramowania Leica Application Suite X. Różnicę między dwiema średnimi sprawdzono za pomocą 

testu t-Studenta, a statystycznie istotne różnice oznaczono *, gdy p < 0,05 *, **, gdy p < 0,01, ***, gdy p 

< 0,001. (G) Kolokalizację HIF1A i BRG1 w przeszczepie ksenogenicznym guza myszy (MDA-MB-231-

PTX) potwierdzono za pomocą immunobarwienia i mikroskopii konfokalnej. HIF1A znakowany Alexa 

Fluor® 488 oznaczono na zielono, a BRG1 znakowany Alexa Fluor® 594 oznaczono na czerwono. (H) 

Wyciszenie HIF1A zmniejsza interakcję pomiędzy p300 i BRG1, co zostało przedstawione za pomocą 

immunobarwienia i mikroskopii konfokalnej w adherentnej hodowli komórkowej. P300 znakowane Alexa 

Fluor® 488 oznaczono na zielono, BRG1 znakowane Alexa Fluor® 594 oznaczono na czerwono, natomiast 

DNA barwione DAPI oznaczono na niebiesko. Kolokalizację (I-J) między BRG1 a p300 oraz ilość p300 

(K-L) określono w jednostkach arbitralnych (a.u.) za pomocą oprogramowania Leica Application Suite X. 

Różnicę między dwiema średnimi sprawdzono testem t-Studenta, a różnice statystycznie istotne oznaczono 

* dla p < 0,05 *, ** dla p < 0,01, *** dla p < 0,001. 
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Wiedząc, że HIF1A, p300 i BRG1 regulują ekspresję transporterów ABCC, które 

są wzbogacone w lizosomach linii komórek nowotworowych opornych na paklitaksel, 

sprawdziłam, czy białka te działają w ramach jednej jednostki regulatorowej, czy też ich 

działanie jest niezależne od siebie i synergistyczne. Podwójne wyciszanie par HIF1A i 

BRG1 lub HIF1A i p300 zmniejsza transkrypcję ABCC3 podobnie jak wyciszanie samego 

HIF1A (Ryc. 26A).  

Ryc. 26 Wpływ HIF1A-p300-BRG1 na wnikanie leku do wnętrza sferoidu. Na podstawie: Karolina 

Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia Michlewska, Tomasz Płoszaj, Maciej Borowiec, 

Agnieszka Robaszkiewicz, „HIF1A, BRG1, and p300 interaction confers paclitaxel-induced drug 

resistance by enabling the overexpression of ABCC genes”[114] 

(A)Wyciszenie HIF1A i BRG1 oraz HIF1A i p300 nie wykazuje efektu synergistycznego i nie zmienia 

stopnia wyciszenia transkrypcji ABCC3 wywołanego wyciszeniem samego HIF1A. Eksperyment 

przeprowadzono w komórkach MDA-MB-231 i A549 opornych na paklitaksel. Poziom mRNA porównano 

w komórkach 72 godziny po ich transfekcji siCTRL, siHIF1A samodzielnie lub w połączeniu z 

siSMARACA4 i siEP300 metodą PCR w czasie rzeczywistym w komórkach MDA-MB-231 i A549 

opornych na paklitaksel. Surowe wartości znormalizowano najpierw do genów metabolizmu 

podstawowego (ACTB, GAPDH i HPRT1), a następnie przyjęto stosunek jako 1 w próbce kontrolnej. 

Różnicę między średnimi sprawdzono za pomocą jednokierunkowej analizy wariancji. (B-D) HIF1A 

zapobiega akumulacji paklitakselu w głębszych warstwach sferoidów MDA-MB-231 opornych na 

paklitaksel. 21-dniowe sferoidy transfekowano siHIF1A (C) lub siCTRL (B) albo kombinacją siHIF1A i 

siBRG1 (D), a 72 godziny później poddano działaniu paklitakselu Oregon Green na 48 godzin. Zdjęcia 

wykonano za pomocą mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP8 (Leica Microsystems, Niemcy). Zielona 

fluorescencja odpowiada paklitakselowi, niebieska DNA barwionemu DAPI. Wykres intensywności 

fluorescencji w przekroju sferoidu wyznaczono w jednostkach arbitralnych (a.u) za pomocą 

oprogramowania Leica Application Suite X. 

 

Ponadto, przenalizowałam funkcjonalny wpływ pojedynczego wyciszania HIF1A 

i podwójnego wyciszania HIF1A/BRG1 na penetrację leku w hodowlach 3D komórek 

MDA-PTX traktowanych paklitakselem OregonGreen. W komórkach z wysoką ekspresją 
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HIF1A lek gromadził się w warstwie zewnętrznej sferoidu (Ryc. 26B), podczas gdy 

wyciszanie HIF1A pozwalało paklitakselowi dotrzeć do wewnętrznych warstw kultury 

3D (Ryc. 26C). Co istotne, efekt podwójnego wyciszenia HIF1A i BRG1 nie różnił się 

od efektu pojedynczego wyciszenia HIF1A (Ryc.26C). Nie zaobserwowałam także efektu 

synergistycznego, co potwierdza, że HIF1A/BRG1/p300 działają w tym samym szlaku, 

który warunkuje oporność komórek nowotworowych poprzez lizosomalną sekwestrację 

leków.  

Korzystając z dostępnych danych klinicznych zdeponowanych w cBioportal (Pan-

Cancer Atlas TGCA) wykazałam korelację w poziomie mRNA HIF1A i SMARCA4, a 

także HIF1A i EP300 w nowotworach (Ryc. 27A-B), sugerując tym samym ich możliwą 

wspólną rolę w progresji nowotworu i odpowiedzi na leczenie. 

Aby poprzeć tę hipotezę, porównałam ekspresję SMARCA4 i HIF1A z kilkoma 

cechami kliniczno-patologicznymi, w tym wielkością nowotworu oraz powstawaniem 

przerzutów do węzłów chłonnych i przerzutów odległych (Ryc. 27 C-E). Według danych, 

wyższy poziom transkrypcji HIF1A jest związany z wyższym stadium zaawansowania 

nowotworu, które opisuje wielkość guza pierwotnego (Ryc. 27 C). Ponadto, 

podwyższonej ekspresji HIF1A towarzyszy wyższy poziom przerzutów do węzłów 

chłonnych i przerzutów odległych oraz znacznie krótsze całkowite przeżycie pacjentów 

(Ryc. 27 D-E). W przypadku SMARCA4 wykazano związek pomiędzy wyższą ekspresją 

genu, a większym stopniem zaawansowania guza (Ryc. 27 C), oraz powstawaniem 

przerzutów do lokalnych oraz nieco oddalonych węzłów chłonnych (Ryc. 27 E-F). 

Obecności przerzutów w licznych węzłach chłonnych, które dodatkowo mogą naciekać 

sąsiednie struktury nie towarzyszył wzrost ekspresji SMARCA4. Podobnie, przerzuty 

odległe, charakteryzują się niższą ekspresją BRG1, co może wynikać z faktu, że subklony 

guza charakteryzujące się odmienną ekspresją BRG1 mogą mieć większą tendencję do 

przerzutowania do lokalnych węzłów chłonnych (wysoki BRG1) lub innych tkanek i 

narządów (niski BRG1). 
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Ryc. 27 Związek między ekspresją EP300 a wybranymi parametrami klinicznymi. Na podstawie: 

Karolina Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia Michlewska, Tomasz Płoszaj, Maciej 

Borowiec, Agnieszka Robaszkiewicz, „HIF1A, BRG1, and p300 interaction confers paclitaxel-

induced drug resistance by enabling the overexpression of ABCC genes”[114] 

(A,B) Wykres korelacji transkrypcji HIF1A i SMARCA4 (A) oraz HIF1A i EP300 (B). Dane bazowe 

uzyskano ze wszystkich próbek TGCA Pan-Cancer Atlas (Pan-cancer analysis of whole-genome 

(ICGC/TCGA, Nature 2020)) przy użyciu cBioPortal. (C-E) Korelacja poziomu ekspresji HIF1A oraz 

SMARCA4 z parametrami klinicznymi: wielkością guza (C), przerzutami w węzłach chłonnych (D) i 

przerzutami odległymi (E). Analizę statystyczną przeprowadzono w programie GraphPad Prism 8, a istotne 

różnice oznaczono * dla p < 0,05*, ** dla p < 0,01, *** dla p < 0,001. (F) Całkowite przeżycie pacjentów 

w zależności od ekspresji HIF1A i SMARCA4 wygenerowano w programie GEPIA 2. 

 

 Biorąc pod uwagę wielogenową analizę całkowitego przeżycia, jednoczesna 

niska ekspresja SMARCA4 i HIF1A (Ryc. 28A) lub HIF1A i EP300 (Ryc. 28B) wiąże się 

ze stosunkowo lepszym rokowaniem, podczas gdy wyższy poziom któregokolwiek z 

dwóch sprzężonych czynników negatywnie wpływa na całkowite przeżycie pacjentów. 

Wskazuje to na możliwe pronowotworowe i promujące chorobę działanie HIF1A, p300 i 

BRG1. Korzystając z dostępnego online narzędzia ROCplot.org, przeanalizowałam 

związek między poziomem mRNA HIF1A, EP300 i SMARCA4 a 5-letnim przeżyciem 
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bez nawrotu u pacjentek z rakiem piersi leczonych taksanami (Ryc. 28C). Pozytywną 

odpowiedź na terapię i dłuższe przeżycie bez nawrotu zaobserwowano w kohorcie 

charakteryzującej się niższą ekspresją 3 analizowanych genów. Ponadto analiza ROC u 

pacjentów leczonych taksanami sugeruje, że współekspresję tych genów można uznać za 

biomarker odpowiedzi na chemioterapię opartą na taksanach (Ryc. 28D).  

Ryc. 28. Związek pomiędzy współekspresją HIF1A, EP300 i SMARCA4 a odpowiedzią na terapię i 

rokowaniem pacjentów. Na podstawie: Karolina Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia 

Michlewska, Tomasz Płoszaj, Maciej Borowiec, Agnieszka Robaszkiewicz, „HIF1A, BRG1, and p300 

interaction confers paclitaxel-induced drug resistance by enabling the overexpression of ABCC 

genes”[114] 

 (A-B) Całkowite przeżycie pacjentów w odniesieniu do niskiej ekspresji HIF1A i SMARCA4 (A), a także 

HIF1A i EP300 (B) wygenerowano przy użyciu Xena Functional Genomics Explorer. (C) Zależność 

odpowiedzi pacjentów klinicznych na terapię taksanami od transkrypcji HIF1A, EP300 i SMARCA4 

oszacowano przy użyciu ROC Plotter. (D) Krzywa ROC opisująca odpowiedź na chemioterapię taksanami 

w grupie pacjentów charakteryzujących się jednocześnie wysoką transkrypcją HIF1A, EP300 i SMARCA4 

(E) Analiza związku ekspresji HIF1A, EP300 i SMARCA4, a cechami charakterystycznymi nowotworów 

warunkującymi progresję nowotworów. Kolorami oznaczono cechy charakterystyczne nowotworów 

charakteryzujących się wysoką ekspresją EP300 i HIF1A. 

 

Zatem jednoczesna podwyższona transkrypcja SMARCA4, HIF1 i EP300 może 

mieć niekorzystny wpływ na wynik leczenia pacjentów paklitakselem i innymi lekami z 

grupy taksanów. Analizy cech charakterystycznych raka identyfikują współekspresję 

HIF1A i EP300 jako markery komórek nowotworowych mogące sprzyjać sygnalizacji 

pro-mitotycznej, opierających się mechanizmom śmierci komórkowej, podtrzymującym 

angiogenezę i unikającym destrukcji immunologicznej (Ryc. 28E). Odkrycie to wskazuje 
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również na możliwość występowania innych mechanizmów oporności i progresji 

napędzanych przez HIF1A, które prawdopodobnie ograniczają przeżycie pacjentów i 

odpowiedź na chemioterapię. 

 

5.3 Podsumowanie i wnioski: 

Podsumowanie: 

1) Rozwój oporności komórek nowotworowych na paklitaksel powoduje 

wewnątrzkomórkową, zależną od transporterów ABCC redystrybucję leków do 

lizosomów 

2) Inhibicja transporterów z grupy ABCC oraz wyciszenie ABCC3, ABCC5 i ABCC10 

zapobiega lizosomalnej sekwestracji leków i uwrażliwia komórki oporne na paklitaksel 

na działanie chemioterapeutyków 

3) BRG1 i EP300 uczestniczą w aktywacji transkrypcji niektórych transporterów ABC 

istotnych dla oporności wielolekowej w liniach komórek opornych na paklitaksel 

4) Celowanie w SWI/SNF wykorzystując PFI-3 i ACBI1 oraz w p300 wykorzystując 

C646 zmniejsza ekspresję transporterów ABCC występujących w lizosomach komórek 

opornych na paklitaksel i uwrażliwia komórki nowotworowe na działanie chemioterapii 

5) Funkcjonalna interakcja HIF1A-p300-BRG1 definiuje transkrypcję transporterów 

ABCC3, ABCC5 i ABCC10 w komórkach raka piersi i płuc opornych na paklitaksel 

Wnioski: 

Przy wykorzystaniu chemioterapii warto zwrócić uwagę na ekspresję 

transporterów ABC, które jak opisano w literaturze mogą usuwać leki z komórki lub jak 

wykazałam w pracy sekwestrować leki w lizosomach. Ponadto, poziom ekspresji 

SMARCA4, EP300 i HIF1A, zarówno przed terapią jak i w trakcie leczenia, może być 

istotnym markerem wskazującym rokowania chemioterapii. Jak wykazałam w pracy 

zwiększona ekspresja już jednego z tych białek, wiązała się z gorszym rokowaniem u 

pacjentów onkologicznych, a wysoka ekspresja wszystkich trzech genów wykazywała 

związek z chemioopornością pacjentów. Wysoki poziom białek BRG1, p300 i HIF1A 

może regulować ekspresję transporterów ABC u pacjentów, co w efekcie może prowadzić 

do powstania lekooporności. Ze względu, że białka te współdziałają na jednym szlaku 

zahamowanie aktywności jednego z nich mogłoby uwrażliwić pacjentów na działanie 
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chemioterapii i przywrócić działanie leków u pacjentów, u których występuje oporność 

związana z transporterami ABC. Jednakże, aby móc zastosować takie podejście 

terapeutyczne wymagane są dalsze badania nad inhibitorami tych białek, gdyż do chwili 

obecnej żaden inhibitor p300, HIF1A i BRG1 nie został zatwierdzony do zastosowania u 

ludzi. 

6.  Rola kompleksu SWI/SNF-p300 w zdolności komórek nowotworowych do 

regulowania odpowiedzi transkrypcyjnej w wyniku aktywacji ścieżki ATM/ATR-

Chk1/Chk2-p53 przez cisplatynę 

Cisplatyna jest często stosowanym lekiem chemioterapeutycznym należącym do 

grupy związków alkilujących, które zaburzają procesy replikacji oraz powodują 

uszkodzenia DNA. Działanie cytotoksyczne cisplatyny powstaje poprzez tworzenie 

wiązań poprzecznych wewnątrz- i międzyniciowych DNA oraz wiązań DNA-białko. 

Interakcja cisplatyny z DNA blokuje postęp replikacyjnych polimeraz DNA w fazie S, co 

może prowadzić do powstawania pęknięć dwuniciowych (DSB), które są wysoce 

toksyczną formą uszkodzenia DNA ze względu na ich skłonność do powodowania 

insercji, delecji, a nawet translokacji [115,116].  

Kinaza białkowa z mutacją ataksji-teleangiektazji (ATM) i kinaza białkowa 

związana z ATM (ATR) są aktywowane w komórkach we wczesnej odpowiedzi na 

uszkodzenie DNA. Podczas gdy ATM jest aktywowana przez DSB, ATR jest aktywowana 

przez zablokowane widełki replikacyjne DNA między innymi po leczeniu cisplatyną. Te 

kinazy białkowe prowadzą do zatrzymania cyklu w fazie G1 za pośrednictwem 

fosforylacji p53 [117]. ATM i ATR fosforylują p53 na Ser15 i stabilizują go, ponadto 

aktywują dodatkowo kinazy punktów kontrolnych Chk1 i Chk2, które fosforylują p53 na 

Ser20 [118]. Fosforylacja Ser15 i Ser20 promuje wiązanie acetylotransferaz lizyny: 

PCAF, p300 i/lub białka wiążącego CREB (CBP) oraz acetylację karboksylowego końca 

p53 [119], co zwiększa specyficzne wiązanie p53 do DNA i może aktywować 

transkrypcję poprzez rekrutację koaktywatorów lub ułatwianie acetylacji histonów [118]. 

Aktywowany p53 prowadzi do transaktywacji p21, kodowanego przez CDKN1A. Białko 

tohamuje kinazy zależne od cyklin (CDK) i zatrzymuje podziały mitotyczne poprzez 

rekrutację represora transkrypcyjnego Rb do promotorów kontrolowanych przez czynnik 

transkrypcyjny E2F1. Umożliwia to naprawę uszkodzeń DNA [120,121]. Fosforylowanie 

H2AX w miejscach uszkodzeń DNA powoduje rekrutację białek naprawczych DNA 
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[117]. Białka MGMT i ALKBH uczestniczą w bezpośrednim odwróceniu alkilacji zasad 

[122]. Wewnątrzniciowe wiązania poprzeczne są zwykle naprawiane przez naprawę 

przez wycinanie nukleotydów (NER), podczas gdy ścieżka naprawy niedopasowań 

(MMR) może rozpoznawać addukty, ale ich nie naprawia. Pęknięcia dwuniciowe są 

naprawiane poprzez rekombinację homologiczną (HR), łączenie końców 

niehomologicznych (NHEJ), syntezę ponad miejscem uszkodzenia (TLS) i przez szlak 

niedokrwistości Fanconiego (FA) [116,123]. W przypadku upośledzonej naprawy lub 

nadmiernych uszkodzeń komórki ulegają apoptozie. Chociaż cisplatyna jest wysoce 

skuteczna, oporność wewnętrzna i nabyta podczas cykli leczenia są stosunkowo 

powszechne i pozostają głównym wyzwaniem dla terapii przeciwnowotworowej opartej 

na cisplatynie. Wśród mechanizmów oporności na cisplatynę wyróżnić można 

zmniejszone wchłanianie leku do komórek, jego usuwanie i detoksykacja oraz 

zwiększenie zdolności do naprawy uszkodzeń DNA powodowanych cisplatyną [117]. 

Oporność na leki uszkadzające DNA powiązano z nadekspresją genów zaangażowanych 

w naprawę uszkodzeń DNA takich jak: FEN1, FANCG, RAD23B, ERCC1[124], FANCI 

[125], XRCC2 [126] XRCC1 [127] RAD51 [128] oraz białek zapobiegających 

indukowanej uszkodzeniami apoptozie np. DUSP12 [129], RECQL4 [130] czy HSP70 

[131]. 

p53 jest kluczowym elementem szlaku ATM/ATR aktywowanego przez 

uszkodzenia DNA. Jest to czynnik transkrypcyjny wiążący się z DNA za pomocą motywu 

rozpoznającego DNA - elementu odpowiedzi p53 (p53RE). Sprzyja to lub zapobiega 

tworzeniu aktywnych kompleksów transkrypcyjnych [120,132]. Pomimo długotrwałych 

badań nad tym białkiem, nie ma udokumentowanego, uniwersalnego modelu aktywacji 

lub supresji genów zależnych od p53. Warto podkreślić, że te dwa przeciwstawne 

oddziaływania wydają się być specyficzne dla konkretnych ścieżek sygnałowych. 

Przypuszczano, że różnice w sekwencjach regionów wiążących p53 (p53 responsive 

element; p53RE) determinują indukcję lub represję genów przez to białko, ale późniejsze 

badania obejmujące cały genom sugerowały, że p53 jest funkcjonalnie związany 

wyłącznie z aktywacją transkrypcyjną w miejscach wiązania [132]. Oprócz CDKN1A, 

p53 bezpośrednio transaktywuje również E2F7, który koduje represyjnego członka 

rodziny E2F. p53 aktywuje ponadto ekspresję miRNA i długich niekodujących RNA, co 

również może pośrednio wpływać na transkrypcję genów [120,121]. Analiza 

bezpośredniego programu transkrypcyjnego zależnego od p53 z wykorzystaniem 
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sekwencjonowania Global Run-On (GRO-seq) wykazała jednak, że p53 represjonuje 

podzbiór genów (np. PTP4A1, HES2, GJB5) w proliferujących komórkach przed jego 

aktywacją [133]. Jednakże mechanizm, który odpowiada na występowanie p53 w 

represjonowanych promotorach, a także sposób, który przełącza transkrypcyjny kierunek 

zmian w zależności od miejsca związania p53 lub warunków nie został dotychczas 

opisany. Dane literaturowe wskazują, że p53 może aktywować ekspresję genów 

zaangażowanych w naprawę DNA takich jak: DDB2 [134], XPC, XRCC5 i TP53I3 [135], 

ale także represjonować niektóre z nich np. RAD51 [128] czy BRCA2 [136]. 

Według doniesień to BRG1, a nie BRM, jest niezbędne do aktywacji ekspresji  

CDKN1A przez p53 w komórkach MCF7. Jednak w komórkach H1299 z niedoborem 

BRG1, BRM również indukuje ekspresję CDKN1A. Podobnie, BRM uaktywnia ekspresję 

p21 w komórkach MCF7, w których BRG1 jest trwale wyciszony. [137]. Z kolei w innej 

pracy eksperymentalnej BRG1 miał hamujący wpływ na aktywność p53 w kilku liniach 

komórkowych.  Wyciszenie BRG1 ale nie BRM za pomocą RNAi, powodowało 

aktywację p53 i wzrost poziomu p21. Wykazano, że region bogaty w prolinę (PRR), 

unikalny dla BRG1, był niezbędny do wiązania się BRG1 z acetylotransferazą CBP, jak 

również z p53. Delecja PRR prowadząca do powstania BRG1 defektywnego w wiązaniu 

CBP hamowała destabilizację p53. Co ważne, obniżenie ekspresji BRG1 i CBP za 

pomocą RNAi zmniejszyło poliubikwitynację p53 in vivo. Sugerowano więc, że sygnały 

mitogenne promują destabilizację p53 w proliferujących komórkach za pośrednictwem 

CBP-BRG1. Natomiast w odpowiedzi na uszkodzenia genotoksyczne, CBP i p300 

zmieniają się w aktywatory, indukując acetylację p53 i aktywując jego funkcje pro-

transkrypcyjne. W odpowiedzi na uszkodzenie DNA, zdecydowanie mniejsza frakcja 

CBP tworzyła kompleks z BRG1, co korelowało ze stabilizacją p53. Co więcej, 

zaobserwowano zmniejszenie poziomu BRG1 i CBP w miejscu wiązania p53 do 

promotora CDKN1A, podczas gdy dla porównania, poziomy p53 i p300 na promotorach 

były podwyższone. Zaproponowano model, w którym p53 jest stale rekrutowane do 

promotorów docelowych, gdzie jest inaktywowane przez kompleks BRG1 zawierający 

CBP, a proliferujące komórki nowotworowe z ekspresją dzikiego typu p53 zachowują 

funkcję BRG1-CBP, aby uniknąć zahamowania wzrostu [138]. Ponadto, w komórkach 

poddanych działaniu cisplatyny zaobserwowano funkcjonalne interakcje p53 z p300. p53 

rekrutował CITED2/p300 do promotora genu ERCC1 promując naprawę DNA [116] oraz 
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p300 do promotora ABCC10, którego białko przyczynia się do usuwania leku z komórek 

lub zamyka go w wewnątrzkomórkowych organellach [63].  

Mając na uwadze sprzeczne doniesienia dotyczące roli kompleksu SWI/SNF w 

transaktywacji CDKN1A przez p53 oraz dane wskazujące na współudział p300 i p53 w 

kontrolowaniu transkrypcji CDKN1A, ERCC1 i ABCC10 celem ostatniej części rozprawy 

doktorskiej stało się określenie roli kompleksu SWI/SNF-p300 w zależnej od p53 

ekspresji genów aktywowanych przez cisplatynę. 

6.1 Materiały i metody  

Materiał badawczy: 

Materiał badawczy stanowiła linia komórkowa MCF7 (ATCC), którą wybraliśmy 

ze względu na dziki typ p53 oraz fakt, że komórki te charakteryzują się zależną od p53 

opornością na cisplatynę, co zostało potwierdzone uwrażliwieniem komórek na leki po 

zaburzeniu p53 [139]. Komórki hodowano w podłożu DMEM uzupełnionym 10% FBS i 

penicyliną/streptomycyną (odpowiednio 50 U/ml i 50 µg/ml) w 5% CO₂.  

Metody: 

1)Western Blot – analiza poziomu białek w lizatach komórkowych  

2) Real-time PCR – analiza poziomu mRNA określonych genów 

3) Mikroskopia konfokalna – analiza poziomu białek, kolokalizacja białek 

4) Cytometria przepływowa – analiza cyklu komórkowego  

5) Sekwencjonowanie RNA – analiza transkryptomu komórki 

7) Immunoprecypitacja chromatyny – analiza oddziaływania białek z sekwencjami 

regulatorowymi DNA określonych genów (ChIP-qPCR) lub genomowo (ChIP-seq) 

8) Analiza bioinformatyczna danych ChIP-seq i RNA-seq 

9) Koimmunoprecypitacja białek – analiza bezpośredniego oddziaływania pomiędzy 

białkami 

10) Testy cytotoksyczności - analiza aktywności metabolicznej komórek z 

wykorzystaniem resazuryny celem porównania cytotoksyczności badanych związków 
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Lista odczynników, dokładna metodyka oraz opis statystyki figurują w załączonym 

manuskrypcie: 

1) Karolina Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia Michlewska, Agnieszka 

Robaszkiewicz „P53 supresses transcription of the p300-E2F1-dependent gene subset by 

maintaining KDM5B associated with gene promoters” 

Ponadto, w niniejszej pracy umieszczono wyniki z różnicowej ekspresji za 

pomocą metody RNA-Seq komórek MCF po zastosowaniu cisplatyny (5 µM), 

iATM/ATR (KU-60019, 5 µM) + cisplatyny oraz ip300 (C646, 5 µM) + cisplatyny. 

Sposób przygotowania próbek oraz ich analizy był analogiczny do tego opisanego w 

manuskrypcie „BRG1 targeting overcomes ABCC-based multidrug resistance induced by 

paclitaxel”. Dołączono również eksperymenty koimmunoprecypitacji E2F1 w 

komórkach nietraktowanych oraz poddanych działaniu cisplatyny z detekcją p300, BRM 

i BRG1, oraz koimmunoprecypitację E2F1 w komórkach traktowanych cisplatyną oraz 

kombinacją iATM/ATR (KU-60019, 5 µM) i cisplatyny z detekcją acetylacji. Ponadto, 

scharakteryzowano wpływ wyciszenia BRG1, BRM oraz HIF1A na ekspresję genów 

metodą qPCR oraz zbadano występowanie BRM na promotorach genów za pomocą 

ChIP-qPCR. Eksperymenty te przeprowadzono w sposób analogiczny jak opisano w 

manuskrypcie „P53 supresses transcription of the p300-E2F1-dependent gene subset by 

maintaining KDM5B associated with gene promoters”. Zbadano także możliwość 

wykorzystania inhibitora p300 (C646; 5 µM) i SWI/SNF (PFI3; 5 µM) jako związków 

uwrażliwiających komórki na cisplatynę. Związki podano 2 godziny przed 

zastosowaniem cisplatyny, a stężenia cisplatyny oraz opis metody są zostały szczegółowo 

opisane w mauskrypcie „P53 supresses transcription of the p300-E2F1-dependent gene 

subset by maintaining KDM5B associated with gene promoters”. Dodatkowo, 

przeprowadziłam analizę ROC u pacjentów leczonych związkami platyny, w sposób 

opisany w manuskrypcie „Interaction of HIF1A with BRG1 and p300 confers paclitaxel-

induced drug resistance by enabling the overexpression of ABCC genes” 

6.2 Omówienie najważniejszych wyników  

W pierwszej kolejności szukałam odpowiedniego stężenia cisplatyny, które 

aktywuje szlak ATM/ATR-Chek1/2-p53 nie wywołując istotnych zmian w przebiegu 

cyklu komórkowego.  
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Ryc 29. 5 µM cisplatyna aktywuje szlak ATM/ATR i powoduje uszkodzenia DNA nie mając wpływu 

na przebieg cyklu komórkowego. Na podstawie: Karolina Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, 

Sylwia Michlewska, Agnieszka Robaszkiewicz „P53 supresses transcription of the p300-E2F1-

dependent gene subset by maintaining KDM5B associated with gene promoters” [140] + dane 

dodatkowe 
(A)Wpływ 24-godzinnej inkubacji z cisplatyną na cykl komórkowy określono za pomocą cytometrii 

przepływowej. Uzyskane wyniki przeanalizowano za pomocą oprogramowania Flowing Software, bazując 

na zależności fluorescencji markera DAPI od zawartości wewnątrzkomórkowego DNA, który ulega 

zmianie w kolejnych fazach cyklu mitotycznego. (B) Aktywność metaboliczną komórek, służącą do 

określenia żywotności komórek, oznaczono testem z resazuryną. Stosunkowo szeroki zakres stężeń 

cisplatyny dodano do hodowli na 24 godziny. Fluorescencję dla komórek nieleczone przyjęto jako 100% 

żywotności. (C) Aktywacja p-H2ax po leczeniu cisplatyną (5 µM cisplatyny; 6h) uwidoczniona za pomocą 

mikroskopii konfokalnej. pH2aX barwiono za pomocą swoistego przeciwciała pierwotnego i przeciwciała 

drugorzędowego znakowanego Alexafluor 488, jądro wybarwiono DAPI. (D) Cisplatyna (5 µM; 6h) 

powoduje uszkodzenia DNA i aktywuje kaskadę odpowiedzi na uszkodzenia DNA, co potwierdzono 

metodą Western Blot z detekcją fosforylowanego p-H2AX i składników szlaku ATM/ATR-Chk1/2-p53. 

Histon H3 służył jako kontrola. (E) Zastosowanie inhibitorów iEP300 (C646,5 µM) oraz iATM/ATR (KU-

60019, 5 µM) na 2 godziny przed traktowaniem komórek cisplatyną zapobiega zwiększonej ekspresji 

genów zaangażowanych w odpowiedź na uszkodzenia DNA, naprawę DNA czy przebieg mitozy. Listę 

genów charakteryzujących się  zróżnicowaną ekspresję wykonano w Cuffdiff . Za wzrost ekspresji po 

zastosowaniu cisplatyny uznano wartości Log2FC > 0,5, a za spadek transkrypcji w odpowiedzi na 

zastosowanie inhibitorów wartości Log2FC < -0,5. Diagram Venna wygenerowano przy użyciu 

https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. Ontologię genów przypisano wspólnym zestawom 

genów w Panther przy użyciu statystycznego testu nadreprezentacji. 
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Nie stwierdzono zatrzymania cyklu komórkowego przy stężeniach cisplatyny do 

5 µM, co wykazała analiza cyklu komórkowego (Ryc.29A) i test żywotności (Ryc. 29B). 

Przy stężeniu 5 µM rozważany lek wywoływał łagodny stres genotoksyczny, co 

potwierdził wyższy poziom pęknięć dwuniciowych DNA (pH2Ax) (Ryc.29C) i 

fosforylacja składników kaskady ATM/ATR-Chek1/2-p53, podczas gdy poziom p53 

pozostał niezmieniony (Ryc. 29D). Aktywacja szlaku ATM/ATR przez cisplatynę 

powoduje aktywację genów m.in. uczestniczących w odpowiedzi na uszkodzenia DNA, 

naprawie DNA, regulacji podziałów mitotycznych czy replikacji DNA przy udziale p300 

(Ryc.29E). 

Biorąc pod uwagę, że p53 jest kluczowym białkiem regulującym ekspresję genów 

po aktywacji szlaku ATM/ATR w pierwszym etapie wykorzystałam technikę ChIP-Seq w 

celu zidentyfikowania miejsc wiązania p53 w genomie komórek proliferujących jak i 

poddanych działaniu cisplatyny przez 6 godzin. Miejsca występowania p53 zostały 

podzielone na 3 główne grupy: występujące wyłącznie w komórkach nietraktowanych, 

pojawiające się wyłącznie po cisplatynie i wspólne dla obydwu warunków hodowli 

(pozostające w genomie po cisplatynie) (ryc. 30A). Dla każdej z tych grup wyznaczono 

listę 20 najczęściej pojawiających się czynników transkrypcyjnych, których motywy 

pokrywały się z pikami p53. Porównano je za pomocą diagamu Venn. Piki p53 usuwane 

w wyniku działania cisplatyny często pokrywały się z miejscami wiązania E2F4 i EGR1, 

podczas gdy niezmienione i de novo zdeponowane piki znajdowały się w motywach p300 

i RCOR1. Poparta wcześniejszymi badaniami obserwacja ta może sugerować, że 

rekrutacja p53 do chromatyny w odpowiedzi na cisplatynę może aktywować transkrypcję 

poprzez interakcję z p300. Chociaż motywy dla p300 nie występowały w TOP20 

najczęściej pokrywających się z pikami p53 w komórkach nietraktowanych, to ilościowa 

ocena liczby takich miejsc pokazała, że piki p53 występujące wyłącznie w komórkach 

nietraktowanych pojawiają się częściej na motywach dla p300, niż w pozostałych dwóch 

grupach (ryc. 30B). W komórkach nieleczonych, piki p53 na motywach p300 

charakteryzowały się również częstszym występowaniem miejsc wiązania dla członków 

rodziny E2F, a konkretnie E2F1, E2F4 i E2F7, a także dla enzymów remodelujących 

chromatynę, takich jak KDM5B i HDAC1 (Ryc.30C). Obrazowanie p53 i p300 w jądrach 

komórkowych za pomocą mikroskopii konfokalnej potwierdziło kolokalizację p53 i p300 

na chromatynie komórek nieleczonych, a ich kodystrybucja zmniejszyła się po podaniu 

cisplatyny (ryc. 30D-E). Chociaż poziom p53 malał w jądrach komórek poddanych 
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działaniu leku przeciwnowotworowego, występowanie p300 na chromatynie znacznie 

wzrosło (ryc. 30E).  

Ryc 30. Interakcja p300 z p53 jest znacznie niższa w komórkach leczonych cisplatyną. Na podstawie: 

Karolina Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia Michlewska, Agnieszka Robaszkiewicz „P53 

supresses transcription of the p300-E2F1-dependent gene subset by maintaining KDM5B associated 

with gene promoters”[140] 
(A) 3 typy pików p53: usunięte z chromatyny (występujące wyłącznie w komórkach nietraktowanych), 

pozostające bez względu na działanie leku i p53 wiązane de novo po cisplatynie. Dla tych 3 grup 

wyznaczono listę motywów dla potencjalnych czynników transkrypcyjnych (według tabeli UCSC 

wgEncodeRegTfbsClusteredV3), które następnie zliczono i TOP20 najczęściej  pojawiających się 

czynników transkrypcyjnych porównano dla 3 typów pików p53 za pomocą diagramu Venna. (B) Frakcja 

p53 usuwana z chromatyny pod wpływem cisplatyny występuje częściej na motywach dla p300. (C) 

Analiza miejsc wiązania TF wskazuje, że motywy p300 częściej współwystępują z E2F i enzymami 

modyfikującymi, takimi jak HDAC1 i KDM5B, na pikach p53, które są usuwane po cisplatynie. Różnicę 

w częstości występowania motywów na motywach p300 porównano między pikami p53, które są: usunięte 

z chromatyny, pozostają na chromatynie i są de novo związane z chromatyną po cisplatynie. (D-E) 

Kolokalizacja jądrowa białek oraz intensywność fluorescencji została p300 i p53 spada po leczeniu 

komórek cisplatyną. (D) Obrazy konfokalne pokazują rozkład jądrowy p300 (zielony – AlexaFluor488) i 

p53 (czerwony – PE). DNA (niebieski) jest barwione DAPI. (E) Intensywność fluorescencji oraz 

kolokalizacja między rozpatrywanymi białkami, została zmierzona w jednostkach arbitralnych (a.u.) za 

pomocą oprogramowania Leica Application Suite X. Różnicę między dwiema średnimi sprawdzono za 

pomocą testu t-Studenta lub testu Manna-Whitneya, a różnice istotne statystycznie oznaczono * dla p < 

0,05 *, ** dla p < 0,01, *** dla p < 0,001. 

 

Biorąc pod uwagę opisaną wcześniej interakcję p300 z p53 oraz częstość 

występowania p53 na motywach dla E2F w komórkach proliferujących, analiza wiązania 

p300 przed i po cisplatynie została wykonana właśnie dla regionów rozciągających się 

wokół motywów dla czynnika E2F1 (ryc. 31A). Stwierdzono wyższy poziom p300 

związanego z chromatyną już po 6 godzinach działania cisplatyny. Aczkolwiek dłuższa 

inkubacja z komórek z cisplatyną powodowała usunięcie znacznej części p300 z 
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chromatyny.  Bezpośrednią interakcję białek E2F1 i p300 potwierdziłam następnie za 

pomocą mikroskopii konfokalnej (Ryc 31B-C), oraz koimmunoprecypitacji białek (ryc. 

31 D).  

Ryc 31. Cisplatyna powoduje tymczasową rekrutacje p300 do chromatyny, gdzie p300 wchodzi w 

interakcje z E2F1. Na podstawie: Karolina Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia 

Michlewska, Agnieszka Robaszkiewicz „P53 supresses transcription of the p300-E2F1-dependent 

gene subset by maintaining KDM5B associated with gene promoters”[140] + dane dodatkowe 
(A) Ilość p300 związanego z chromatyną wokół motywów dla E2F1 rośnie 6 h po zastosowaniu cisplatyny, 

ale ulega znacznemu zmniejszeniu po kolejnych 18 h. Mapę cieplną rozkładu p300 sporządzono z macierzy 

motywów E2F1 (odfiltrowanej z tabeli UCSC wgEncodeRegTfbsClusteredV3 ± 2,5 kbp) i wartości bigwig 

pików p300 po analizie w MACS2. ChIP-Seq dla p300 wykonano po 0, 6 i 24 godzinach leczenia komórek 

cisplatyną. (B-C) Asocjacja p300 i E2F1 z chromatyną po leczeniu cisplatyną (5 µM). Immunobarwienie 

białek związanych z chromatyną uwidoczniono za pomocą mikroskopii konfokalnej (B). (C) Kolokalizację 

i intensywność fluorescencji określono ilościowo w jednostkach arbitralnych (a.u.) za pomocą 

oprogramowania Leica Application Suite X. (D) Analiza interakcji E2F1 z p300, BRM i BRG1 bez i po 

traktowaniu komórek cisplatyną za pomocą immuoprecypitacji E2F1 i detekcji metodą Western Blot. (E) 

Wykrywanie modyfikacji E2F1 metodą immunoprecypitacji z detekcją za pomocą Western Blot. (F) 

Wpływ inhibicji szlaku ATM/ATR na poziom acetylacji E2F1 pod wpływem cisplatyny. Wpływ wstępnego 

leczenia iATM/ATR (KU-60019, 5 µM, 2 godz. przed cisplatyną) na stopień acetylacji E2F1 analizowano 

za pomocą koimmunoprecypitacji białek z detekcją Western Blot. (G) Wpływ p300 na stopień acetylacji 

E2F1. Wpływ wstępnego leczenia iEP300 (C646, 5 µM, 2 godz. przed cisplatyną) na stopień acetylacji 

E2F1 pod wpływem cisplatyny analizowano za pomocą koimmunoprecypitacji białek z detekcją Western 

Blot. 
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Cisplatyna zwiększała interakcję E2F1 z p300, ale zmniejszała z ATPazami 

kompleksu SWI/SNF – BRG1 i BRM. Następnie, za pomocą koimmunoprecypitacji 

białek wykazałam, że aktywowanie cisplatyną ścieżki ATM/ATR-Chek1/2-p53 powoduje 

acetylację E2F1 przez p300 (ryc. 31 E-G). 

Jednakże, cisplatyna spowodowała znaczny spadek odsetka motywów dla p300-

E2F1, na których występowało białko p53 w komórkach proliferujących (Ryc.32 A). Jest 

to zgodnie w wynikami kolokalizacji p53 i p300 (Ryc. 30 D-E) oraz rozkładu p53 na 

motywach p300 (Ryc. 30 B) i sugeruje, że badany lek powoduje usuwanie znaczniej 

frakcji p53 z promotorów charakteryzujących się jednocześnie motywami dla p300 i 

E2F1. Co więcej, rekrutacja p53 de novo do chromatyny w odpowiedzi na cisplatynę 

może nie być związana z korekrutacją p300 lub zachodzić na innych miejscach w 

genomie, które nie charakteryzują się motywami dla p300 i E2F1. Współczynnik 

korelacji Pearsona między p53 i p300 w promotorach genów w genomie był podobny, 

niezależnie od leczenia cisplatyną (ryc. 32 B). Co istotne, współczynnik ten spadał 

istotnie dla promotorów z motywami dla E2F. Koimmunoprecypitacja p53 wskazywała 

na obecność kompleksu p53, p300 i E2F1 w komórkach nietraktowanych cisplatyną, 

który ulegał rozpadowi pod wpływem leku. Potwierdza to zaobserwowany wcześniej 

spadek współwystępowania p53-p300 w promotorach genów z motywami E2F1 po 

cisplatynie. Hamowanie ATM/ATR nasiliło interakcję p53-p300-E2F1 i zapobiegło 

rozpadowi kompleksu sugerując, że to odpowiedź na uszkodzenia DNA powoduje 

usuwanie p53 z chromatyny i spadek jego interakcji z p300 i E2F1 (Ryc. 32 C). Liczba 

promotorów charakteryzujących się jednocześnie motywami dla E2F1 i obecnością p53-

p300 była zdecydowanie wyższa w komórkach nietraktowanych (Ryc. 32 D), a de novo 

powstałe miejsca formowania p53-p300 na motywach E2F1 stanowiły <50% liczby 

kompleksów w komórkach nietraktowanych. Co istotne, po odłączeniu p53 od 

promotorów p53-p300-E2F1, p300 pozostało związane z DNA. Kwantyfikacja p300 w 

promotorach z usuniętym i de novo przyłączonym p53 wykazała wzrost ilości p300 na 

chromatynie po 6 godzinach inkubacji komórek z cisplatyną. Ponadto, wzrost ten był 

istotnie wyższy na promotorach, z których usunięte zostało białko p53 (Ryc. 32 E). Zatem 

usunięciu p53 z wcześniej istniejących kompleksów p53-p300-E2F1 towarzyszy 

rekrutacja p300 do przynajmniej części promotorów. 
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Ryc 32. Cisplatyna powoduje oddzielenie p53 z wcześniej istniejących kompleksów p53-p300-E2F1 

oraz promuje większą asocjację p300 z chromatyną w obrębie badanych promotorów. Na podstawie: 

Karolina Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia Michlewska, Agnieszka Robaszkiewicz „P53 

supresses transcription of the p300-E2F1-dependent gene subset by maintaining KDM5B associated 

with gene promoters”[140] 
(A) Białko p53 jest usuwane z motywów p300/E2F1 po 6 godzinach traktowania komórek cisplatyną. (B) 

Wykres korelacji przedstawia spadek jednoczesnego występowania p53 i p300 na promotorach z motywami 

E2F1 po cisplatynie. Metodycznie, motywy E2F1 i promotory genów (± 2 kbp wokół TSS z tabeli 

gtexGene) posłużyły jako regiony genomowe, natomiast pliki bigwig p53 i p300 zostały użyte do oceny 

poziomu tych białek w badanych miejscach genomu. (C) P53 tworzy kompleksy z p300 i E2F1, które 

rozpadają się po cisplatynie. Inhibitor ATM/ATR (KU-60019,5 µM) zapobiega indukowanemu cisplatyną 

rozkładowi p53-p300-E2F1. P53 poddano koimmunoprecypitacji z przeciwciałem pierwotnym i kulkami 

magnetycznymi, natomiast białka wykryto metodą Western Blot. (D) p300 pozostaje związane z 

promotorami p53-p300-E2F1 po indukowanym cisplatyną odłączeniu p53. Dystrybucję genomową p53-

p300 w motywach E2F1 porównano na diagramie Venna między komórkami nieleczonymi a komórkami 

leczonymi cisplatyną. Tabela przedstawia liczbę pików p300 nakładających się na miejsca p53-E2F1 w 3 

typach promotorów (z usuwanym, niezmiennym i de nowo rekrutowanym p53). (E) Poziom p300 rośnie 

na promotorach p53-p300-E2F1 już po 6 godzinach leczenia komórek cisplatyną. Profil zmian poziomu 

p300 w czasie obserwowano dla dwóch typów promotorów: z usuwanym i recrutowanym de novo p53.  

 

Analiza funkcjonalna genów charakteryzujących się promotorami z p53-p300-

E2F1 i odłączeniem p53 w odpowiedzi na cisplatynę wykazała ich udział w kluczowych 

procesach wewnątrzkomórkowych, związanych z odpowiedzią komórkową na czynniki 

genotoksyczne (Ryc. 33A). Co więcej, były one zbliżone do procesów regulowanych 

przez p300 i związane z aktywacją szlaku ATM/ATR przez cisplatynę (Ryc.29 E). 

Obejmowały one między innymi odpowiedź na uszkodzenia DNA, naprawę DNA oraz 
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regulację mitotycznego podziału komórek. Sugeruje to, że ekstruzja p53 może 

przyczyniać się do ochrony komórek przed stresem genotoksycznym. Próbując określić 

podstawowy poziom transkrypcji i transkrypcyjną odpowiedź genu na ekstruzję p53, 

porównano transkryptomy (RNA-Seq) komórek nieleczonych i leczonych cisplatyną 

(Ryc. 33 B-D). Znormalizowany poziom mRNA genów charakteryzujących się 

usuwaniem i rekrutacją p53 nie różnił się istotnie (Ryc. 33 B), ale transkrypcja genów 

tracących p53 znacznie wzrosła po leczeniu komórek cisplatyną (Ryc. 33C). Co istotne, 

różnicowa ekspresja genów wskazywała na niemal całkowite nakładanie się, zarówno 

pod względem kierunku, jak i intensywności, obserwowanych zmian w profilu 

transkrypcji genów po cisplatynie i po wyciszeniu p53 (Ryc. 33D). Porównywalna liczba 

genów ulegała wzmocnieniu lub wyciszeniu w próbach uzyskanych z komórek 

traktowanych cisplatyną lub z wyciszonym p53 (sip53) (Log2FC>2, skorygowane p < 

0,05). Po porównaniu danych z różnicowej ekspresji genów i danych z ChIP-Seq 

dotyczących redystrybucji p53 na promorotorach p53-p300-E2F1, zidentyfikowano 

podzbiór genów odpowiadających na cisplatynę utratą p53 z promotora i 

charakteryzujących się zwiększoną (146) i zmniejszoną (45) transkrypcją (Ryc. 33 E). Do 

dalszych badań mechanistycznych z puli genów ulegających istotnemu wzmocnieniu po 

indukowanym cisplatyną odłączeniu p53 wybrałam 2 geny jako przykładowe: DUSP12 i 

FANCI. Geny te są funkcjonalnie powiązane odpowiednio z sygnalizacją i naprawą DNA, 

a ich udział w oporności na chemioterapię został wcześniej opisany w literaturze  

[129,141]. Mając na uwadze, że po usunięciu p53 nastąpiło wzbogacenie p300, 

przetestowałam wpływ farmakologicznego hamowania p300/CBP na transkrypcję genów 

aktywowanych przez cisplatynę i przejściowe wyciszanie p53. W obu przypadkach 

ip300/CBP (5 µM C464) całkowicie zahamowało wzrost transkrypcji genu, wskazując 

tym samym na rolę p300/CBP w obserwowanej aktywacji genu (Ryc. 33F). Sugeruje to, 

że wzbogacenie p300 w promotorach p53-p300-E2F1 po ekstruzji p53 odwróciło supresję 

genu powodowaną obecnością p53. Chociaż p300 występowało na promotorach przed 

odłączeniem p53 to jego obecność była niewystarczająca do uzyskania wysokiej 

wydajności transkrypcji. 
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Ryc 33. Odłączenie p53 z podzbioru promotorów związanych z p300 zwiększa zależną od p300 

transkrypcję genów. Na podstawie: Karolina Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia 

Michlewska, Agnieszka Robaszkiewicz „P53 supresses transcription of the p300-E2F1-dependent 

gene subset by maintaining KDM5B associated with gene promoters”[140] 
(A) P53 jest pod wpływem cisplatyny usuwany z promotorów p53-p300-E2F1, które kontrolują 

transkrypcję genów funkcjonalnie powiązanych z odpowiedzią na uszkodzenia DNA i naprawą, podziałami 

mitotycznymi i transkrypcją genów. (B) Transkrypcja genów podległych promotorom z usuwanym lub 

rekrutowanym p53 jest porównywalna w komórkach proliferujących. Do wykreślenia i analizy 

statystycznej wykorzystano znormalizowane wartości log10 (liczba zliczeń na milion) (test t, ns dla 

p>0,05). (C) Średnia wartość transkrypcji genów kontrolowanych przez promotory p300-E2F1, z których 

p53 jest usuwany, wzrasta w odpowiedzi na cisplatynę. Różnicową ekspresję genów między komórkami 

nieleczonymi i leczonymi cisplatyną (24 h) analizowano za  pomocą Limma-Voom. Geny podzielono na 3 

grupy według schematu odpowiedzi p53 w ich promotorach na działanie cisplatyny. Analizę statystyczną 

wykonano testem Kruskala-Wallisa (D) Cisplatyna i przejściowe wyciszanie p53 w podobny sposób 

wpływają na ekspresję genów. Różnicową ekspresję genów przeprowadzono za pomocą Limma-Voom. 

Porównano komórki transfekowane siCTRL, siCTRL leczone cisplatyną przez 24 h oraz komórki 

transfekowane sip53 przez 48 h. Mapa cieplna przedstawia geny, dla których Log2FC ≥1 i wartość p < 

0,05. (E) 146 genów o podwyższonej ekspresji i 45 genów wyciszonych charakteryzuje się usuwaniem p53 

z promotorów p53-p300-E2F1 po cisplatynie. Promotory p53-p300-E2F1, które reagują na cisplatynę utratą 

p53, porównano z genami regulowanymi w górę i w dół na diagramie Venna. (F) p300 odpowiada za wzrost 

transkrypcji DUSP i FANCI wywołany przez cisplatynę i sip53. Inhibitor p300 (C646, 5 µM) dodano na 2 

godziny przed cisplatyną lub 24 godziny po transfekcji komórek sip53, natomiast transkrypcję genu 

określono ilościowo za pomocą PCR w czasie rzeczywistym. Poziom transkrypcji znormalizowano do 

genów referencyjnych, a dla próbki kontrolnej przyjęto wartość 1. Różnice między grupami sprawdzono 

za pomocą testu ANOVA, a różnice statystycznie istotne oznaczono *, gdy p < 0,05. 
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Aby zidentyfikować specyficzne cechy promotorów, w których p53 jest 

represorem transkrypcji, wykorzystaliśmy publicznie dostępne zbiory danych z 

wynikami ChIP-Seq dla różnych modyfikacji potranslacyjnych histonów lub białek. W 

pierwszym etapie porównaliśmy liczbę nakładających się pików wybranych modyfikacji 

histonowych i białek z promotorami genów, w których p53 pełni funkcję represora lub 

aktywatora (ryc. 34A). Największą różnicę zaobserwowaliśmy we wzorze metylacji 

H3K4, szczególnie w stosunku H3K4me2 do H3K4me3. Około 90% promotorów, w 

których p53 pełniło funkcję represora, charakteryzowało się jednocześnie obecnością 

H3K4me2 i nieznacznie wyższym poziomem POL2R, co sugerowało zatrzymanie tego 

enzymu na promotorach, szczególnie gdy marker elongacji transkrypcji reprezentowany 

przez fosforylowaną serynę 2 POLR2A pozostawał stosunkowo niski i porównywalny 

między dwoma podzbiorami promotorów. Natomiast promotory, na których p53 pełnił 

rolę aktywatora transkrypcji, charakteryzowały się wyższą częstością występowania 

H3K4me3. Ponadto, enzymy remodelujące chromatynę takie jak KDM5B i HDAC1 

występowały nieznacznie częściej w promotorach ulegających aktywacji po odłączeniu 

się od nich p53. Chociaż acetylację H3K27 zaobserwowano we wszystkich 

rozpatrywanych typach promotorów, jej stopień był znacząco niższy w promotorach 

wyciszanych przez p53 (Ryc.34 B). Podobną sytuację zaobserwowano w przypadku di- i 

trójmetylowanego H3K4. Co ciekawe, stopień H3K4me2 był stosunkowo wysoki na 

promotorach, dla których p53 pełnił rolę aktywatora lub wzmacniacza transkrypcji, 

sugerując, że ten typ modyfikacji może pełnić funkcję markera dla promotorów 

aktywowanych przez p53. Ta hipoteza wymaga jednak dalszej weryfikacji i nie była 

przedmiotem moich dotychczasowych badań.  

Potranslacyjne modyfikacje histonów, takie jak H3K27ac i H3K4me3, które 

charakteryzują promotory aktywne transkrypcyjnie znacząco wzrosły w promotorach 

DUSP12 i FANCI po traktowaniu komórek cisplatyną (Ryc. 34 C-D). Wyniki te sugerują, 

że odłączeniu p53 w wyniku działania cisplatyny towarzyszy wzbogacenie nukleosomów 

w znaczniki histonowe promujące transkrypcję. 
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Ryc. 34 Podzbiór promotorów, w których p53 pełni funkcję represora charakteryzuje się stosunkowo 

niskim poziomem acetylacji H3K27 i trimetylacji H3K4. Na podstawie: Karolina Gronkowska, 

Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia Michlewska, Agnieszka Robaszkiewicz „P53 supresses transcription 

of the p300-E2F1-dependent gene subset by maintaining KDM5B associated with gene 

promoters”[140] 
(A)Geny kontrolowane przez promotory p53-p300-E2F1, które ulegają aktywacji lub represjonowane po 

odłączeniu p53, charakteryzują się wyraźnie odmiennym profilem znaczników histonowych i białek 

związanych z promotorami. Na wykresie wyniki z interwałów uzyskanych z MACS2 dla rozważanych 

znaczników histonowych i białek (dane ChIP-Seq pobrane z SRA), nałożone na promotory p53-p300-E2F1 

z p53 usuwanym w odpowiedzi na cisplatynę. Czerwone ramki wskazują znaczniki metylacji różnicujące 

promotory aktywowane i wyciszane przez p53 w komórkach proliferujących. (B) Promotory genów 

represjonowanych przez p53 w nietraktowanych komórkach wykazują stosunkowo niski poziom 

znaczników histonowych promujących transkrypcję. Pokrycie podzbiorów pików p53 przez zmapowane 

odczyty H3K27ac, H3K4me2 i H3K4me3 zostało obliczone za pomocą narzędzia Bedtools MultiCovBed 

i porównane ze średnim pokryciem wszystkich pików znaczników histonowych. * oznacza różnicę 

statystyczną dla p < 0,05 (Kruskal-Wallis). (C-D) Cisplatyna powoduje zwiększoną acetylację H3K27 (C) 

i trimetylację H3K4 (D) w miejscach wiązania p53 w promotorach DUSP i FANCI, co zostało zmierzone 

metodą ChIP-qPCR. Surowe wartości ChIP znormalizowano do odpowiadających im kontroli IgG oraz 

histonu H3. Różnicę między dwiema średnimi sprawdzono testem t-Studenta, a różnice statystycznie 

istotne oznaczono * dla p < 0,05. 

 

Mając na uwadze, że status metylacji i acetylacji H3 promotorów zmienia się po 

usunięciu p53, a enzymy remodelujące chromatynę, takie jak HDAC1, LSD1 i KDM5B, 

występują częściej na promotorach, w których p53 pełni funkcję represora, zbadałam 

wpływ tych białek na transkrypcję DUSP12 i FANCI. Wykorzystałam do tego celu 

specyficzne inhibitory wymienionych wyżej enzymów (Ryc. 35A-B). Spośród 
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testowanych inhibitorów jedynie iKDM5B wywoływał efekt identyczny do cisplatyny i 

wyciszenia p53, powodując wzrost transkrypcji dwóch badanych genów.  Dodanie 

cisplatyny nie powodowało dalszego wzrostu transkrypcji co sugerowało, że KDM5B 

może być mediatorem działania p53. W nietraktowanych komórkach, obecność KDM5B 

nakładała się na obecność p53 w promotorach DUSP12 i FANCI (Ryc. 35C). Cisplatyna 

powodowała usunięcie znacznej puli KDM5B z promotorów dwóch badanych genów, co 

potwierdziłam za pomocą ChIP-qPCR (Ryc. 35 D). Podobny wpływ miało wyciszenie 

p53, które spowodowało silny spadek poziomu KDM5B na promotorach DUSP12 i 

FANCI (Ryc. 35 E).  

Ryc. 35 Cisplatyna indukuje odłączenie KDM5B od promotorów charakteryzujących się 

represyjnym działaniem p53, co umożliwia nadekspresję DUSP i FANCI. Na podstawie: Karolina 

Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia Michlewska, Agnieszka Robaszkiewicz „P53 supresses 

transcription of the p300-E2F1-dependent gene subset by maintaining KDM5B associated with gene 

promoters”[140] 

(A-B) Hamowanie KDM5B odpowiada ilościowo zwiększeniu ekspresji DUSP i FANCI wywołanej przez 

cisplatynę (A) i sip53 (B). iLSD1 (GSK-LSD1, 0,1 µM), iKDM5B (PBIT, 5 µM), iHDAC (maślan sodu, 

100 µM) dodano na 2 godziny przed cisplatyną i 24 godziny po transfeccji komórek za pomocą siCTRL. 

Transkrypcję genu mierzono metodą PCR w czasie rzeczywistym. Poziom transkrypcji znormalizowano 

do genów referencyjnych, a dla próbki kontrolnej przyjęto wartość 1. Różnice między grupami sprawdzono 

za pomocą testu ANOVA, a różnice statystycznie istotne oznaczono *, gdy p < 0,05. (C) Występowanie 

pików KDM5B i p53 (bigwig) uwidoczniono na promotorach DUSP12 i FANCI. (D) Cisplatyna istotnie 

zmniejsza poziom KDM5B w miejscu wiązania p53 w promotorach DUSP i FANCI. Obecność KDM5B 

badano metodą ChIP-qPCR. * oznacza istotne zmiany dla p < 0,05 (test t). (E) Wyciszenie p53 powoduje 

oddysocjowanie KDM5B z promotorów badanych genów. Poziom KDM5B w miejscach wiązania p53 w 

promotorach DUSP i FANCI został porównany metodą ChIP-qPCR po 48h transfekcji komórek siCTRL i 

sip53. * oznacza istotne zmiany dla p < 0,05 (test t). 
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Aby potwierdzić molekularny związek między wywołanym cisplatyną spadkiem 

poziomu p53 i KDM5B na promotorach badanych genów, rekrutacją p300 i transkrypcją 

genu, wykonałam koimmunoprecypitację p300. Potwierdziła ona istnienie kompleksu 

p53-p300-KDM5B w komórkach nietraktowanych, który rozpadał się po podaniu 

cisplatyny.  

Ryc. 36 Indukowane cisplatyną odłączenie KDM5B z promotorów charakteryzujących się 

represyjnym działaniem p53 umożliwia nadekspresję DUSP i FANCI poprzez zwiększanie poziomu 

p300. Na podstawie: Karolina Gronkowska, Kinga Kołacz-Milewska, Sylwia Michlewska, Agnieszka 

Robaszkiewicz „P53 supresses transcription of the p300-E2F1-dependent gene subset by maintaining 

KDM5B associated with gene promoters”[140] 

(A) Cisplatyna powoduje rozpad kompleksu p300-KDM5B i zwiększa występowanie p300 w towarzystwie 

modyfikacji H3K27ac oraz H3K4me3, co wykazano metodą immunoprecypitacji p300 z detekcją KDM5B, 

H3K4me1, H3K4me2 i H3K4me3 techniką Western Blot. (B-C) Hamowanie KDM5B znacząco zwiększa 

poziom markerów histonowych promujących transkrypcję w promotorach DUSP i FANCI. Acetylacja 

H3K27 (B) i trimetylacja H3K4 (C) zostały porównane metodą ChIP-qPCR w komórkach nietraktowanych 

i traktowanych iKDM5B (PBIT, 5 µM) przez 6 godzin. * oznacza istotne zmiany dla p < 0,05 (test t). (D) 

Pokrycie H3K4me3 na promotorach p53-p300-E2F1, w których p53 ma charakter represora, zostało 

skwantyfikowane przy użyciu narzędzia Bedtools MultiCovBed dla MCF7 z dzikim typem (SRR7686907) 

i wyciszonym KDM5B (KO; SRR7686919). (E) Hamowanie p300 zapobiega wzrostowi transkrypcji 

DUSP i FANCI wywołanym przez iKDM5B. Kombinację inhibitorów p300 i KDM5B (odpowiednio C646, 

5 µM; PBIT, 5 µM) dodano do komórek na 24 godziny, a transkrypcję genu określono ilościowo metodą 

PCR w czasie rzeczywistym. Poziom transkrypcji znormalizowano do genów referencyjnych, a dla próbki 

kontrolnej przyjęto wartość 1. Różnice między grupami sprawdzono za pomocą testu t, a różnice 

statystycznie istotne oznaczono * dla p < 0,05 *, ** dla p < 0,01, *** dla p < 0,001. (F) Hamowanie KDM5B 

nasila wiązanie p300 z promotorami DUSP i FANCI. Poziom p300 związanego z chromatyną porównano 

między komórkami nietraktowanymi i traktowanymi iKDM5B (PBIT 5 µM; 6-godzinna inkubacja) metodą 

ChIP-qPCR. * oznacza istotne zmiany dla p < 0,05 (test t). 

 

Co istotne, cisplatyna spowodowała widoczny spadek poziomu H3K4me1 i 

H3K4me2 przy jednoczesnym wzroście ekspresji H3K4me3 w immunoprecypitatach 

                       

     

 

   

   

    

 
 
 
 
 
 
 
  

 

      

 

                         

      

 

 

 

  

  

 
 
 
 
 
 
 
  

 

     

 

 
      

   

   

   

   

   

        
 
  
  

 
 
 
  
 
  

  
  
 
 
 

 

      

   

   

   

   

   

   

       

 
 
  
  

 
 
 
  
 
  

  
  
 
 
 

 

      

  

     

                  

             

     

    

       

       

       

       

 

   

   

   

   

        
      

     

   

 
 
  

 
 
 
 
 
 

   

   

   

   

        
      

      

  

 
 
  

 
 
 
 
 
 

 

 

   

    

    

    

 
 
 
  
 
  

       



91 

 

p300 (Ryc. 36A). Hamowanie KDM5B zwiększało poziom H3K4me3 i H3K27ac na 

promotorach DUSP12 i FANCI podobnie jak cisplatyna (Ryc. 36 B-C). Sugeruje to, że 

działanie demetylazy jest nadrzędne w stosunku do p300. Analiza danych 

zdeponowanych w Sequence Read Archive (SRA) zyskanych przez Hinoharę K. i in. 

[142], wykazała, że wyciszenie KDM5B prowadzi do zwiększenia znacznika aktywnej 

transkrypcji H3K4me3 w promotorach genów wyciszanych przez p53 w badanych przez 

nas komórkach (Ryc. 36D). Hamowanie p300 odwróciło indukowany przez iKDM5B 

wzrost transkrypcji genów (Ryc. 36 E), co wskazało na funkcjonalne połączenie między 

tymi dwoma enzymami. Co więcej, inhibicja KDM5B znacząco zwiększyła poziom p300 

na promotorach genów DUSP12 i FANCI (Ryc. 36 F). 

Opierając się na uzyskanych wynikach można przedstawić badane zależności jako 

następujący ciąg funkcjonalny: cisplatyna – uszkodzenie DNA – ATM/ATR – Chk1/2 – 

p53 – KDM5B – p300 – DUSP12/FANCI. 

Ostatni etap miał na celu sprawdzenie czy ATPazy kompleksu SWI/SNF oraz 

koregulator p300 i BRG1 – HIF1A są zaangażowane w regulowanie ekspresji genów 

represjonowanych przez p53 (Ryc. 37 A). Jedynie BRM okazał się zaangażowany w 

regulację transkrypcji obu rozważanych genów. Wyciszenie BRM odwracało 

nadekspresję DUSP12 i FANCI indukowaną cisplatyną. Aczkolwiek, w przypadku genu 

FANCI zaobserwowaliśmy również spadek transkrypcji genu po wyciszeniu BRG1. 

Niedobór HIF1A z kolei nasilał transkrypcję wyłącznie FANCI. Następnie za pomocą 

koimmunoprecypitacji chromatyny potwierdziłam, że BRM reguluje ekspresję wyżej 

wymienionych genów (Ryc. 37 B). Korzystając z dostępnego online narzędzia 

ROCplot.org, przeanalizowałam związek między poziomem mRNA EP300 i SMARCA2 

a 6-miesięcznym przeżyciem bez nawrotu u pacjentek z rakiem jajnika leczonych 

związkami platyny (Ryc. 37C). Pozytywną odpowiedź na terapię i dłuższe przeżycie bez 

nawrotu zaobserwowano w kohorcie charakteryzującej się niższą ekspresją EP300 i 

SMARCA2. Przeprowadzona analiza ROC sugeruje, że współekspresję tych genów 

można uznać za biomarker odpowiedzi na chemioterapię opartą na związkach platyny 

(Ryc. 37D). Wiedząc już, że kompleks SWI/SNF i EP300 reguluje ekspresję genów 

aktywowanych cisplatyną, zbadałam czy zastosowanie inhibitora ATPaz SWI/SNF – 

PFI3 oraz inhibitora p300 - C646 będzie uwrażliwiać komórki nowotworowe na działanie 

cisplatyny. Oba inhibitory uwrażliwiały komórki na niskie stężenia cisplatyny do 5 uM, 

które to stężenie nie wpływało na żywotność i przebieg cyklu komórkowego, ale 
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wzmocnieniu ulegała transkrypcja genów represjonowane przez p53 jak DUSP12 i 

FANCI (Ryc. 37 E).  

Ryc. 37 SWI/SNF aktywuje eskpresję DUSP12 i FANCI w odpowiedzi na cisplatynę, co może 

przyczyniać się do powstawania oporności na cisplatynę. Celowanie w SWI/SNF oraz p300 

uwrażliwia komórki nowotworowe na działanie niskich stężeń cisplatyny. Dane dodatkowe 
(A) Wyciszenie BRM zapobiega wzrostowi transkrypcji DUSP i FANCI wywołanemu przez cisplatynę. 

Cisplatynę dodano do komórek na 24 godziny po 48 godzinach transfekcji komórek siRNA kontrolnym, 

siBRG1, siBRM i siHIF1A. Poziom mRNA  genów określono ilościowo metodą PCR w czasie 

rzeczywistym. Poziom transkrypcji znormalizowano do genów referencyjnych, a dla próbki kontrolnej 

przyjęto wartość 1. Różnice między grupami sprawdzono za pomocą testu t, a różnice statystycznie istotne 

oznaczono * dla p < 0,05 *, ** dla p < 0,01, *** dla p < 0,001. (B) Cisplatyna powoduje zwiększoną 

rekrutację BRM w miejscach wiązania p53 w promotorach DUSP i FANCI, co zostało zmierzone metodą 

ChIP-qPCR. Surowe wartości ChIP znormalizowano do odpowiadających im kontroli IgG. Różnicę między 

dwiema średnimi sprawdzono testem t-Studenta, a różnice statystycznie istotne oznaczono * dla p < 0,05.  

(C) Zależność odpowiedzi pacjentów klinicznych na terapię związkami platyny od transkrypcji EP300 i 

SMARCA2 oszacowano przy użyciu ROC Plotter. (D) Krzywa ROC opisująca odpowiedź na chemioterapię 

związkami platyny w grupie pacjentów charakteryzujących się jednocześnie wysoką transkrypcją EP300 i 

SMARCA2 (E) Aktywność metaboliczną komórek, służącą do określenia żywotności komórek, mierzono 

za pomocą testu z resazuryną. Inhibitor p300 (C646; 5 µM) i SWI/SNF (PFI3; 5 µM) podano 2 godziny 

przed zastosowaniem cisplatyny, a cisplatynę podano do hodowli na 24 godziny. Żywotność komórek 

nietraktowanych cisplatyną przyjęto jako 100%. 

 

6.3 Podsumowanie i wnioski 

Podsumowanie: 

1) Cisplatyna powoduje oddzielenie p53 z kompleksów p53-p300-E2F1 obecnych w 

komórkach proliferujących. 
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2) Odłączenie p53 z części promotorów charakteryzujących się obecnością p53-p300-

E2F1 indukuje rekrutację p300 i zwiększa zależną od p300 transkrypcję genów 

 

3) Odłączeniu p53 towarzyszy spadek KDM5B na promotorach dwóch badanych genów, 

który umożliwia rekrutację p300, uzyskanie struktury chromatyny umożliwiającej 

inicjację transkrypcji oraz podwyższenie transkrypcji genów wyciszanych przez p53 

 

4) Inhibicja p300 oraz ATPaz kompleksu SWI/SNF obniża ekspresję badanych genów 

p53-zależnych aktywowanych cisplatyną oraz uwrażliwia komórki nowotworowe na 

działanie niskich stężeń cisplatyny 

 

Wnioski: 

Przy wykorzystaniu chemioterapii bazującej na lekach uszkadzających DNA 

takich jak cisplatyna warto zwrócić uwagę na ekspresję genów zaangażowanych w 

naprawę DNA oraz odpowiedź na uszkodzenia DNA. Aktywacja ekspresji tych genów 

następowała poprzez traktowanie komórek cisplatyną jak również po wyciszeniu p53 i 

inhibicji KDM5B. Warto rozważyć również obniżenie ekspresji oraz inaktywujące 

mutacje TP53 oraz KDM5B jako biomarkery zwiększonej ekspresji tych genów, które 

mogą predysponować do występowania oporności na leki wywołujące uszkodzenia 

DNA. Jednakże wymaga to dalszych badań. Co ciekawe, zahamowanie szlaku ATM/ATR 

zapobiegało indukowanemu cisplatyną odłączeniu p53. Może to sugerować, że inhibitory 

ATM/ATR mogłyby posłużyć jako związki zapobiegające zwiększonej ekspresji genów 

w odpowiedzi na cisplatynę, o czym mogą zadecydować kolejne eksperymenty mające 

na celu potwierdzenie opisywanej interakcji ATM/ATR-p53/KDM5B/p300-

DUSP12/FANCI. Wykazałam, że p300 oraz BRM uczestniczą w regulacji DUSP12 i 

FANCI pod wpływem cisplatyny. Wysoka ekspresja tych białek związana jest z gorszą 

odpowiedzią na terapię związkami platyny u pacjentek, oraz może stanowić biomarker 

oporności na związki platyny. Zahamowanie aktywności jednego z nich mogłoby 

uwrażliwić pacjentów na działanie chemioterapii powodującej uszkodzenia DNA. 

Jednakże, aby móc zastosować takie podejście terapeutyczne konieczne są badania 

funkcjonalne, mające na celu dokładne sprawdzenie, w których mechanizmach 

uszkodzeń DNA oraz w odpowiedzi na które leki komórki rakowe mogą wykorzystywać 

aktywność DUSP12 i FANCI. 
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7. Dyskusja  

W niniejszej pracy przedstawiłam dwa mechanizmy uruchamiane w odpowiedzi 

komórek rakowych na działanie leków przeciwnowotworowych. Pierwszy z nich 

promuje oporność komórek rakowych na chemioterapię opartą na wykorzystaniu 

paklitakselu: SWI/SNF-p300-HIF1A, a celując w kompleks SWI/SNF można uwrażliwić 

komórki nowotworowe na działanie chemioterapii. Zastosowałam w tym celu, 

komercyjnie dostępny inhibitor ATPaz kompleksu SWI/SNF BRG1 i BRM – PFI3, oraz 

PROTAC degrader wymienionych ATPaz. Celowanie w SWI/SNF obniżało proliferację 

i promowało śmierć raków hematologicznych  [143,144], piersi  [108,145], płuca 

[143,145,146], jajnika [147], prostaty [145,148,149] czerniaka [150] oraz wątroby i 

szyjki macicy [145]. Jednakże do tej pory żaden z inhibitorów nie został dopuszczony do 

leczenia. Drugi mechanizm aktywowany przez subletalne dawki cisplatyny wykorzystuje 

ścieżkę ATM/ATR-p53/p300/KDM5B do nasilenia transkrypcji genów funkcjonalnie 

powiązanych z odpowiedzią na uszkodzenia DNA. W tej części wykazałam, że zarówno 

celowanie w aktywność katalityczną p300 (C646) i kompleks SWI/SNF (PFI3) zapobiega 

indukowanej cisplatyną transkrypcji DUSP12 i FANCI. Według wcześniejszych 

doniesień literaturowych inhibitory p300, w tym C646, hamują proliferację komórek 

nowotworowych w tym raka płuc [151], trzustki [152], żołądka [153], prostaty [154], 

przysadki mózgowej [155] i nowotworów hematologicznych [154,156–160]. Dwa 

inhibitory p300/CBP znajdują się na etapie badań klinicznych [161–164]. 

W pierwszej części pracy skupiłam się na problemie zwiększonej ekspresji 

transporterów ABC, które usuwając lub sekwestrując leki w organellach przyczyniają się 

do niepowodzenia terapii. Przedstawiłam dowody eksperymentalne na udział BRG1 i 

p300 w kontroli transkrypcyjnej genów ABCC, które ulegają nadekspresji w liniach 

komórkowych opornych na paklitaksel. W szczególności skupiłam się na wpływie 

enzymów remodelujących chromatynę na transkrypcję genów ABCC3, ABCC5 i 

ABCC10, gdyż ich produkty są wzbogacane w lizosomach komórek opornych na 

paklitaksel. Analiza funkcjonalna tych trzech białek występujących w lizosomach 

ujawniła ich rolę w sekwestracji doksorubicyny i paklitakselu (OregonGreen), a zatem te 

transportery błonowe są zdolne do ograniczania cytotoksyczności przynajmniej 

niektórych leków stosowanych w chemioterapii. Aktywne promotory tych genów 

charakteryzują się trimetylacją H3K4 i występowaniem BRG1, p300 i ich koregulatora 

HIF1A. Wykazałam również, że hamowanie SWI/SNF za pomocą PFI3 lub degradacja 
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ATPaz SWI/SNF za pomocą PROTAC oraz inhibicja p300 za pomocą C646 istotnie 

zwiększa toksyczność leków poprzez jednoczesną redukcję kilku transporterów ABC w 

fenotypach opornych na paklitaksel. Transportery te w badanych, opornych komórkach 

raka płuc i piersi, przyczyniały się do sekwestracji leków w lizosomach i niewrażliwości 

na chemioterapię. Wcześniejsze badania wykazały, że zahamowanie aktywności BRG1 

przy użyciu ADAADi (inhibitora domeny ATPazy A zależnej od DNA) zwiększa 

chemiowrażliwość komórek MDA-MB-231 na 5-fluorouracyl, cisplatynę, 

cyklofosfamid, doksorubicynę, gemtabicynę i paklitaksel poprzez zmniejszenie ekspresji 

transporterów ABC i zapobieganie ich nadmiernej ekspresji indukowanej pojedynczą 

dawką leków przeciwnowotworowych [108]. Podobnie w naszych wcześniejszych 

badaniach wykazaliśmy, że zahamowanie aktywności p300 przy wykorzystaniu 

inhibitora I-CBP112, zmniejszało ekspresję transporterów ABC w komórkach MDA-

MB-231 oraz A549 i uwrażliwiało komórki nowotworowe na działanie doksorubicyny, 

daunorubicyny, bleomycyny, cisplatyny, metotreksatu i paklitakselu [105]. Co więcej, w 

mojej pracy wykorzystałam linie wykazujące oporność na paklitaksel, a zastosowanie 

wyżej wymienionych inhibitorów przywracało komórkom fenotyp wrażliwy.  

W celu zwiększenia skuteczności chemioterapii podjęto dotychczas próby 

łączenia leków przeciwnowotworowych w terapie skojarzone z inhibitorami 

transporterów ABC. Opracowano 3 generacje inhibitorów: inhibitory pierwszej generacji 

reprezentowane przez werapamil, cyklosporynę i chininę; leki drugiej generacji- 

valspodar, biricodar i pochodną werapamilu; związki trzeciej generacji o wysokim 

powinowactwie do specyficznych transporterów obejmujące inhibitory ABCB1, takie jak 

tariquidar, zosuquidar i elacridar, 2 względnie specyficzne inhibitory ABCC1: fumaran 

dofequidaru i sulindak oraz 2 inhibitory ABCG2: fumitremorgin C i K0143. Na etapie 

badań klinicznych większość wymienionych związków nie wykazywała skuteczności, 

występowały natomiast działania niepożądane takie jak wysoka toksyczność wynikająca 

w konieczności stosowania tych związków w wysokich stężeniach i/lub z niekorzystnych 

interakcji z lekami przeciwnowotworowymi [165]. Alternatywą dla obniżania aktywności 

enzymatycznej transporterów jest hamowanie ich ekspresji za pomocą interferującego 

RNA wyciszającego bezpośrednio mRNA genów kodujących białka ABC lub inne białka 

odpowiedzialne za wysoki poziom transporterów w komórkach nowotworowych (m.in. 

β-katenina, FZD1, DVL1) [166]. Nowym podejściem może być także unieczynnienie 
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genów dla transporterów ABC przy wykorzystaniu techniki CRISPR [167]. Rozwiązania 

te jak dotąd nie wyszły poza fazy badań przedklinicznych. 

Większość z obecnie proponowanych rozwiązań ukierunkowanych na 

transportery ABC wykazywała niską skuteczność i wysoką toksyczność w badaniach 

klinicznych. Brak klinicznego sukcesu zahamowania aktywności pojedynczego 

transportera może być spowodowany nadmierną ekspresją wielu różnych transporterów 

ABC w komórkach nowotworowych [168]. Ponadto, celowanie w poszczególne 

transportery utrudnia heterogenność guza oraz zmiany w profilu ekspresji białek ABC 

związane z progresją choroby i pod presją leczenia. Opracowanie terapii wykazującej 

szerokie spektrum działania hamującego transportery ABC może stanowić potencjalny 

środek odwracający lub obniżający oporność na chemioterapię. Rozwiązanie polegające 

na celowaniu w SWI/SNF może być przykładem takiego rozwiązania. 

Moje badania wskazują ponadto na występowanie dodatkowego czynnika 

transkrypcyjnego – HIF1A, który wraz z p300 i BRG1 tworzy kompleks na chromatynie 

i uczestniczy w ekspresji transporterów ABC powodując występowanie oporności na 

paklitaksel w komórkach niedrobnokomórkowego raka płuc i raka piersi. Wcześniejsze 

dane literaturowe wskazywały również na udział HIF1a w ekspresji ABCB6 [169] oraz 

ABCB1[170–173]. HIF1 jest kluczowym czynnikiem w regulacji transkrypcji różnych 

genów docelowych w odpowiedzi na niedotlenienie (hipoksję). Hipoksja jest ważną 

cechą ludzkich guzów litych ze względu na połączenie niekontrolowanego, szybkiego 

wzrostu komórek nowotworowych i niezdolności lokalnego układu naczyniowego do 

zasilania szybko proliferujących guzów. Takie warunki prowadzą do akumulacji HIF1, 

któremu w komórkach nowotworowych przypisuje się rolę promującą proliferację, 

przeżycie, angiogenezę i metastazę [174]. Nadekspresja i zwiększoną aktywność HIF1 

występuje również w komórkach reagujących na ekspozycję na leki. W naszych 

badaniach terapia paklitakselem aktywowała HIF-zależną ekspresję transporterów z 

grupy ABC i zwiększoną akumulację leków w lizosomach komórek opornych. W 

opornych na doksorubicynę komórkach kostniakomięsaka, ten czynnik transkrypcyjny 

promował transport leku na zewnątrz komórekpoprzez aktywację transkrypcji ABCB1. 

Jednak komórki oporne na doksorubicynę, które były utrzymywane przez 2 miesiące w 

ciągłej hodowli w pożywce wolnej od leku, utraciły swoją lekooporność, a efekt ten był 

związany ze zmniejszeniem ekspresji HIF1A [175]. Ponieważ HIF1A jest klasyfikowany 

jako czynnik transkrypcyjny, logiczny ciąg zdarzeń obejmowałby jego wiązanie do DNA, 
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a następnie rekrutację p300 i BRG1. Jednakże, jak pokazują dane z eksperymentu ChIP-

Seq dla p300 i BRG1 w linii MDA-MB-231 te dwa enzymy występują w promotorach 

genów ABCC3 i ABCC5 przez traktowaniem komórek paklitakselem, natomiast poziom 

HIF1A jest znacznie zwiększony w komórkach opornych na paklitaksel w pobliżu pików 

BRG1 na promotorach rozważanych genów. Przetestowałam wpływ wyciszenia HIF1A 

na występowanie p300 i BRG1 związanych z chromatyną. Niski poziom HIF1A znacząco 

zmniejszył kolokalizację pozostałych dwóch białek. Ponadto, zmniejszeniu uległy frakcje 

p300 i BRG1 w obszarze jądra komórkowego, co wskazuje, że HIF1A zwiększa 

rekrutację p300 i BRG1 do chromatyny w komórkach opornych na paklitaksel. Ponadto, 

współwystępowanie HIF1A i BRG1 na chromatynie w guzach utworzonych z opornych 

na paklitaksel komórek MDA-MB-231 jest znacznie wyższe w głębszych warstwach 

guza. Wskazuje to, że obecność i prawdopodobnie również aktywność p300 i BRG1 staje 

się zależna od HIF1A w trakcie nabywania przez komórki oporności na paklitaksel.  

Ponadto, stan niedotlenienia wewnątrz guza może sprzyjać stabilizowaniu HIF1A, 

jego wiązaniu DNA i nadekspresji transporterów ABC wspieranej przez BRG1.  W 

związku z tym liczba genów aktywowanych lub wzmacnianych transkrypcyjnie przez 

interakcję HIF1A-BRG1 może być różna w różnych częściach guza, a transkryptomy 

zależne od HIF1A mogą różnić się między wewnętrznymi i zewnętrznymi regionami 

guza. Nie zmienia to jednak faktu, że w komórkach poddanych leczeniu 

chemioterapeutykami w modlu naszym i innych modelach komórkowych HIF1A ulega 

nadekspresji, co zostało powiązane z opornością na chemioterapię u pacjentów [176]. 

Wskazuje to, że kompleks BRG1-p300-HIF1A może uczestniczyć także w oporności na 

inne powszechnie stosowane chemioterapeutyki. Ponadto przeprowadziłam eksperyment 

z inhibitorem proteasomu MG132, aby sprawdzić, czy podwyższony poziom HIF1A w 

komórkach opornych na paklitaksel może wynikać z zahamowania degradacji HIF1A 

przez proteasom. Zaobserwowałam, że inhibitor znacząco zwiększył poziom białka 

HIF1A tylko w liniach bazowych, ale nie w komórkach opornych na paklitaksel co 

wskazuje na zwiększoną ochronę przed degradacją HIF1A przez proteasom w fenotypie 

lekoopornym.  

 

Od początku lat 90-tych XX wieku HIF jest wykorzystywany jako cel do 

tworzenia nowych terapii przeciwnowotworowych. Niektóre rodzaje inhibitorów 

bezpośrednio wpływają na poziom mRNA lub białka HIF-1 lub HIF-2, dimeryzację 

podjednostek α i β lub interakcję HIF i koaktywatorów. Jednak żaden z nich nie został 
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wprowadzony na rynek ze względu na obawy dotyczące bezpieczeństwa lub słabą 

skuteczność terapeutyczną [177]. Przykładowo, Ganetespib, został poddany licznym 

badaniom klinicznym w kombinacji z różnymi chemioterapeutykami pod kątem leczenia 

różnych typów nowotworów, a w przypadku kombinacji z docetakselem w leczeniu 

niedrobnokomórkowego raka płuca osiągnął aż III fazę badań klinicznych, która została 

przerwana ze względu na brak skuteczności [178]. Niska skuteczność terapeutyczna 

inhibitorów HIF może być związana z nieodpowiednim schematem leczenia. W 

przypadku badań klinicznych nad terapiami kombinowanymi z inhibitorami HIF, związki 

te stosowane były od 0.5 do 1 godziny przed podaniem leku. Biorąc pod uwagę, że HIF1A 

jest czynnikiem transkrypcyjnym uczestniczącym w ekspresji transporterów ABC, ten 

czas mógł być zbyt krótki by wywołać zmiany na poziomie białka uwrażliwiające 

komórki na działanie chemioterapii. Warto przeprowadzić badania in vivo nad 

zastosowaniem inhibitora HIF1A, w których inhibitor ten podawany byłby 48 i 72 

godziny przed zastosowaniem chemioterapii. 

Na podstawie danych zdeponowanych w bazach TCGA/GTEx dostarczyłam 

dowodów na to, że wysoka ekspresja EP300, SMARCA4 i HIF1A może służyć jako 

marker prognostyczny odpowiedzi pacjentek z rakiem piersi na chemioterapię z udziałem 

taksanów. Jednocześnie wysoka transkrypcja HIF1A, EP300 i SMARCA4 może mieć 

znaczenie kliniczne i wpływać na wyniki leczenia. Dlatego ilościowa ocena profilu ich 

ekspresji może pomóc w podjęciu decyzji o schemacie leczenia, zastąpieniu 

chemioterapii lub skojarzeniu leków chemioterapeutycznych z inhibitorami ABCC lub 

inhibitorami BRG1, p300 czy HIF1A. 

 W kolejnej części pracy, skupiłam się na mechanizmie związanym z opornością 

na lek wywołujący uszkodzenia DNA - cisplatynę. Wykazałam, że aktywacja szlaku 

ATM/ATR-Chk1/Chk2-p53 przez cisplatynę nie wpływa znacząco na poziom p300 

wewnątrz komórki, ale nasila interakcję p300 z chromatyną, szczególnie z promotorami 

genów kontrolowanych przez E2F1, w których p53 pełni funkcję represora transkrypcji. 

Promotory wyciszane przez p53 w komórkach proliferujących charakteryzowały się 

stosunkowo wysoką gęstością nukleosomów, niską acetylacją H3K27 i trimetylacją 

H3K4. Indukcja szlaku ATM/ATR-Chek1/2-p53 przez subletalne dawki cisplatyny 

powodowała uwolnienie p53 z promotorów opisywanych genów, któremu towarzyszyły 

również uwolnienie KDM5B, i wzrost acetylacji reszt histonowych umożliwiający 

transkrypcję zależną od aktywności p300 i SWI/SNF. Do tych genów zaliczyć można 
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geny związane z odpowiedzią na uszkodzenia i naprawą DNA. Wcześniejsze dane 

wykazywały niezgodność odnośnie tego czy ATPazy SWI/SNF pełnią funkcję aktywatora 

[137] czy represora [138] p53-zależnych genów. W naszym eksperymencie ATPaza 

kompleksu SWI/SNF -BRM aktywowała ekspresję genów indukowanych cisplatyną. 

Wcześniejsze dane wykazują związek między ekspresją BRM, a opornością na cisplatynę 

w komórkach raka jajnika [179]. W naszych eksperymentach zarówno, inhibicja p300 za 

pomocą C646 oraz ATPaz kompleksu SWI/SNF za pomocą PFI3 obniżała ekspresję 

genów aktywowanych cisplatyną oraz uwrażliwiała komórki nowotworowe na działanie 

niskich stężeń cisplatyny. Dane literaturowe potwierdzają rolę tych enzymów w 

uwrażliwianiu komórek nowotworowych na chemioterapię lekami powodującymi 

uszkodzenia DNA. Wykazano, że zastosowanie C646 w komórkach raka trzustki 

zwiększało poziom uszkodzeń indukowanych gemcytabiną i tym samym wzmacniało 

toksyczność tego leku [180]. Co ciekawe, w innym badaniu C646 uwrażliwiał komórki 

nowotworowe raka jelita grubego na działanie doksorubicyny przy czym chronił komórki 

nienowotworowe przed zależną od p53- apoptozą [181]. Zastosowanie PFI3 oraz jego 

pochodnej uwrażliwiało komórki glejaka na uszkadzający DNA temozolomid [182], a 

pochodna PFI3 uwrażliwiała komórki glejaka na temozolomid i bleomycynę [183]. 

Inhibitor ten, uwrażliwiał również komórki raka płuc i jelita grubego na doksorubicynę i 

etopozyd [184]. Jednakże dane te wskazywały wyłącznie na zwiększony poziom 

uszkodzeń DNA oraz proapoptotyczne działanie kombinacji inhibitor-lek, które 

przypisywano aktywności p300 i BRG1 w rozluźnianiu struktury chromatyny w miejscu 

uszkodzeń. W niniejszej pracy wykazano po raz pierwszy mechanizm regulacji ekspresji 

genów zaangażowanych w odpowiedź na cisplatynę zależny od kompleksu SWI/SNF-

p300.  

W pracy doktorskiej przedstawiłam dowody molekularne i mechanistyczne na 

obecność kompleksu p300-p53 w podzbiorze promotorów genów w komórkach 

niepoddanych stresowi oraz na to, że występowanie p300 w obecności p53 było 

niewystarczające do aktywnej transkrypcji genów. Jednym z wyjaśnień mogłoby być 

współwystępowanie p300 i deacetylaz histonowych w tych regionach. Wykazano, że 

HDAC1 i p300 konkurują o wiązanie histonów, ponieważ te dwa przeciwstawnie 

działające enzymy mogą bezpośrednio oddziaływać z nakładającymi się regionami ogona 

histonu H3. Co więcej, wykazano, że p300 może acetylować HDAC1 i osłabiać jego 

aktywność deacetylazy [185]. Aczkolwiek nasz eksperyment mający na celu sprawdzenie 
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wypływu inhibitorów wybranych enzymów remodelujących chromatynę nie potwierdził 

udziału HDAC1 w zależnej od p53 represji FANCI, podczas gdy efekt ten zaobserwowano 

po zastosowaniu inhibitora KDM5B, zwracając uwagę na możliwą funkcjonalną 

interakcję pomiędzy p300 i KDM5B. Wcześniejsze doniesienia pokazały zależność 

pomiędzy aceytylacją H3K27 w regionie promotorowym genów IL1RN i GRM2 a 

H3K4me3 w okolicach TSS i aktywacją transkrypcji. Zablokowanie odczytu H3K27ac 

przez białka BRD zniosło indukowaną przez H3K27ac aktywację H3K4me3 i ekspresję 

genów. Z drugiej strony wykazano również, że H3K4me3 może występować w 

promotorze przed rozpoczęciem transkrypcji i rekrutować p300/CBP w celu acetylacji 

histonów [33]. Wykazałam, że promotory wyciszane przez p53 w komórkach 

proliferujących charakteryzowały się stosunkowo wysoką gęstością nukleosomów, niską 

acetylacją H3K27 i trimetylacją H3K4. Indukcja szlaku ATM/ATR-Chek1/2-p53 przez 

subletalne dawki cisplatyny powodowała uwolnienie p53 z promotorów opisywanych 

genów, któremu towarzyszyły również uwolnienie KDM5B i wzrost H3K4me3. Zatem 

odłączenie KDM5B może skutkować akumulacją znacznika H3K4me3, która może 

zwiększać rekrutacje p300 do promotora i nasilać acetylację nukleosomów. Podczas gdy 

niskie dawki cisplatyny aktywowały transkrypcję genów poprzez odłączenie KDM5B i 

p53, wyższe dawki mogłyby hamować te geny poprzez transaktywację p21 przez p53, a 

następnie rekrutację represora transkrypcyjnego Rb do promotorów kontrolowanych 

przez E2F1. Hipoteza ta wymaga dalszej weryfikacji eksperymentalnej, jednak 

przesłanką mogą być tutaj wyniki moich badań które wykazały, że wyższe dawki 

cisplatyny prowadzą do zahamowania podziałów mitotycznych głównie w fazie G1. 

Jednakże biorąc pod uwagę, że średnie stężenie cisplatyny we krwi pacjentów wynosi 

5,37 µg/ml [186], czyli ok. 18 µM, oraz fakt, że komórki nowotworowe mogą usuwać 

lub deaktywować cisplatynę przez mechanizmy oporności wewnętrznej wysoce 

prawdopodobna jest aktywacja DUSP12 i FANCI u pacjentów onkologicznych i rolę 

opisanej przeze mnie interkacji ATM/ATR-p53/p300/KDM5B.  

Indukcja szlaku ATM/ATR-Chek1/2-p53 przez subletalne dawki cisplatyny 

powodowała uwolnienie p53 z promotorów DUSP12 i FANCI.  Ciekawym był fakt, że 

inhibicja szlaku ATM/ATR zapobiegała rozpadowi kompleksu E2F1-p300-p53 po 

zastosowaniu cisplatyny. Sugeruje to, że inhibicja szlaku ATM/ATR może zapobiegać 

ekspresji genów zaangażowanych w odpowiedź na cisplatynę i uwrażliwiać komórki na 

leki powodujące uszkodzenia DNA. Jednakże wymaga to weryfikacji eksperymentalnej. 
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Odłączeniu p53 pod wpływem cisplatyny towarzyszyło również uwolnienie KDM5B i 

aktywacja ekspresji genów. KDM5B i p53 pełniły zatem funkcję represorów tych genów. 

KDM5B wykazuje nadekspresję w wielu typach nowotworów i jest rozważany jako 

onkogen, gdyż odgrywa kluczową rolę w rozwoju raka poprzez promowanie proliferacji, 

naprawy DNA, przejścia nabłonkowo-mezenchymalnego i nabywania fenotypu komórek 

macierzystych raka, a podwyższony poziom tego białka wiąże się ze skróconym 

przeżyciem  [187,188]. Jednakże utrata KDM5B także prowadzi do zwiększonej 

proliferacji i podwyższonej ekspresji markerów komórek macierzystych raka [188]. 

KDM5B często ulega amplifikacji oraz zwiększonej ekspresji w komórkach raka piersi 

ER+, co wiąże się ze złym rokowaniem u pacjentów z tym typem raka piersi i zwiększa 

ryzyko wystąpienia oporności na terapię. W przeciwieństwie do hormonozależnego 

nowotworu piersi, ekspresja KDM5B jest stosunkowo niska w TNBC. Co ważne, 

zwiększenie ekspresji KDM5B zmniejsza aktywność migracyjną i inwazyjną linii 

komórkowych TNBC, podczas gdy wyciszenie KDM5B zwiększa te aktywności [187]. 

Supresyjne działanie KDM5B zaobserwowano również w przypadku czerniaka i ostrej 

białaczki szpikowej [187]. p53 jest jednym z najważniejszych supresorów 

nowotworowych zaangażowanych w różnorodne nowotwory u ludzi. TP53, ulega mutacji 

lub zostaje utracony w ponad 50% nowotworów przyczyniając się do rozwoju 

nowotworów [189]. W mojej pracy doktorskiej wykazałam, że wyciszenie p53 zwiększa 

ekspresję genów zaangażowanych w odpowiedź na chemioterapię. Nowe badania 

wykazały, że komórki nowotworowe z niedoborem p53 hiperaktywują szlaki naprawy 

pęknięć dwuniciowych DNA, aby przezwyciężyć uszkodzenia chemioterapeutyczne 

[189]. Zatem, warto rozważyć również obniżenie ekspresji i inaktywujące mutacje TP53 

oraz KDM5B jako biomarkery zwiększonej ekspresji tych genów, które mogą 

predysponować do występowania oporności na leki wywołujące uszkodzenia DNA. 

Inaktywacja lub niska ekspresja tych białek może być przesłanką sugerującą 

wykorzystanie innego podejścia terapeutycznego niż zastosowanie terapii wywołującej 

uszkodzenia DNA lub wykorzystanie inhibitorów SWI/SNF lub p300 jako uwrażliwiaczy 

na chemioterapię.  

 Wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy sugerują, że zastosowanie inhibitorów 

SWI/SNF może uwrażliwiać komórki na działanie chemioterapii jak również odwracać 

istniejący już fenotyp oporny poprzez regulowanie transkrypcji niektórych genów z 

rodziny ABC i genów związanych z odpowiedzią na uszkodzenia DNA. Stosowanie 



102 

 

kombinacji inhibitor + lek zwiększa cytotoksyczność leku umożliwiając stosowanie 

niższych dawek co potencjalnie może się wiązać ze zwiększeniem efektywności terapii i 

zmniejszeniem skutków ubocznych. Wymagane są jednak dalsze badania, które 

zweryfikują możliwości zastosowania takich terapii kombinowanych in vivo. 
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Streszczenie pracy doktorskiej w języku polskim 

Tytuł pracy: „Rola kompleksu SWI/SNF-EP300 w powstawaniu oporności komórek 

nowotworowych na chemioterapię” 

Nowotwory stanowią poważny problem zdrowia publicznego na całym świecie. 

Zgodnie z najnowszymi danymi projektu GLOBOCAN, zachorowalność na raka 

wyniosła około 20 milionów w 2022 r., a śmiertelność z powodu raka 9,7 miliona, 

klasyfikując nowotwory jako drugą najczęstszą przyczyną zgonów na świecie. Ponadto, 

statystyki przewidują wzrost zachorowalności na raka w nadchodzących 

dziesięcioleciach. Szacuje się, że w 2045 r. zdiagnozowanych zostanie 32,6 miliona 

nowych przypadków. 

Znaczna część nowotworów charakteryzuje się wysoką śmiertelnością pomimo 

dostępności różnorodnych metod leczenia, takich jak chirurgia, radioterapia, 

chemioterapia i terapie celowane. Terapie kombinowane stanowią standard obecnych 

terapii przeciwnowotworowych i dotyczą wszystkich schematów leczenia. Połączenie 

terapii jest atrakcyjne z klinicznego punktu widzenia z kilku powodów: terapia 

skojarzona poprawia wyniki leczenia i zapewnia lepsze efekty terapeutyczne, zwłaszcza 

gdy osiąga się synergiczne działanie przeciwnowotworowe; podejście skojarzone 

pozwala przezwyciężyć heterogenność klonalną, co dodatkowo wiąże się z poprawą 

wskaźników odpowiedzi; skojarzone schematy leczenia zmniejszają toksyczność terapii, 

ponieważ umożliwiają stosowanie poszczególnych leków w zmniejszonych dawkach 

przy zachowaniu skuteczności terapeutycznej; terapie skojarzone ograniczają 

występowanie oporności na leki poprzez eliminację mechanizmów komórkowych 

związanych z opornością adaptacyjną. Ponieważ oporności na terapie towarzyszą 

genetyczne i epigenetyczne zmiany w komórkach rakowych, zastosowanie terapii 

kombinowanych z udziałem regulatorów epigenetycznych wydaje się obiecującym 

rozwiązaniem. Modyfikacje epigenetyczne są elastyczne i dynamiczne, co czyni je 

atrakcyjnymi celami terapeutycznymi, które mogą pomóc uzyskać preferowany profil 

transkryptomu w komórkach rakowych.  

Acetylotransferaza histonowa p300 (kodowana przez gen EP300) jest jedną z 

najczęściej zaburzonych acetylotransferaz w nowotworach. Aktywność tego białka jest 

ściśle związana z acetylacją H3K27 w miejscach wzmacniaczy.  Wykazano związek 

pogorszenia ogólnego wskaźnika przeżycia u pacjentów z wysoką ekspresją EP300, co 

może mieć związek z obniżeniem skuteczności terapii u tych pacjentów. Coraz więcej 

dowodów eksperymentalnych wskazuje, że lekooporność nowotworów może być 

warunkowana aktywnością p300. Sekwencje promotorowe transporterów ABC, które 

ulegają nadekspresji w liniach komórkowych raka piersi i płuc opornych na cisplatynę i 

odpowiadają za usuwanie leków z tych komórek, charakteryzują się wyższym poziomem 

acetylacji nukleosomów, katalizowanej przez p300. p300 odgrywa też ważną rolę w 

naprawie DNA, ponieważ jest rekrutowane do miejsc pęknięć DNA, gdzie ułatwia 

naprawę uszkodzeń poprzez działanie jako kofaktor i moduł wiążący dla wielu białek 

biorących udział w szlakach naprawy DNA.  
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Acetylacja ogonów histonu H3, regulowana miedzy innymi przez p300 zwiększa 

powinowactwo kompleksu SWI/SNF do nukleosomów. Kompleks SWI/SNF uczestniczy 

w mobilizacji nukleosomów, przez co promuje lub hamuje ekspresję określonych genów. 

Jako główne składniki kompleksu można wyróżnić ATPazy, BRG1 i BRM. Domeny 

ATPazy BRG1 i BRM pośredniczą w wiązaniu nukleosomów i umożliwiają ich 

przesuwanie, usuwanie i wstawianie poprzez hydrolizę ATP. Strukturalnie BRG1 i BRM 

są bardzo podobne, ale mogą wykazywać funkcje tkankowo-specyficzne. Zmiany w 

ekspresji określonych podjednostek SWI/SNF mogą być uznawane za markery 

prognostyczne przeżycia. Ponadto, związek niektórych elementów kompleksu SWI/SNF 

z opornością na chemioterapię i terapie celowane został wykazany.  

Celem badań realizowanych w ramach pracy doktorskiej było poznanie roli 

kompleksu SWI/SNF- p300 w powstawaniu zjawiska oporności nowotworów 

związanego:  

 

1) z nadekspresją frakcji transporterów ABC, która wzrasta w lizosomach, powodując 

zwiększoną akumulację leków w tych organellach 

 

2) ze wzrostem ekspresji genów funkcjonalnie powiązanych z odpowiedzią na 

uszkodzenia DNA, wywołanym aktywacją ścieżki ATM/ATR-Chk1/Chk2-p53 

 

W pierwszej części pracy skupiłam się na problemie zwiększonej ekspresji 

transporterów ABC, które usuwając lub sekwestrując leki w organellach przyczyniają się 

do niepowodzenia terapii. Przedstawiłam dowody eksperymentalne na udział BRG1 i 

p300 w kontroli transkrypcyjnej genów ABCC, które ulegają nadekspresji w liniach 

komórkowych opornych na paklitaksel. W szczególności skupiłam się na wpływie 

enzymów remodelujących chromatynę na transkrypcję genów ABCC3, ABCC5 i 

ABCC10, gdyż ich produkty są wzbogacane w lizosomach komórek opornych na 

paklitaksel. Analiza funkcjonalna tych trzech białek występujących w lizosomach 

ujawniła ich rolę w sekwestracji doksorubicyny i paklitakselu (OregonGreen), a zatem te 

transportery błonowe są zdolne do ograniczania cytotoksyczności przynajmniej 

niektórych leków stosowanych w chemioterapii. Aktywne promotory tych genów 

charakteryzują się trimetylacją H3K4 i występowaniem BRG1, p300 i ich koregulatora 

HIF1A. Wykazałam również, że hamowanie SWI/SNF za pomocą PFI3 lub degradacja 

ATPaz SWI/SNF za pomocą PROTAC, inhibicja p300 za pomocą C646 oraz wyciszenie 

HIF1A istotnie zwiększa toksyczność leków poprzez jednoczesną redukcję kilku 

transporterów ABC w fenotypach opornych na paklitaksel. Na podstawie danych 

zdeponowanych w bazach TCGA/GTEx dostarczyłam dowodów na to, że wysoka 

ekspresja EP300, SMARCA4 i HIF1A może służyć jako marker prognostyczny 

odpowiedzi pacjentek z rakiem piersi na chemioterapię z udziałem taksanów. 

Jednocześnie wysoka transkrypcja HIF1A, EP300 i SMARCA4 może mieć znaczenie 

kliniczne i wpływać na wyniki leczenia. Dlatego ilościowa ocena profilu ich ekspresji 

może pomóc w podjęciu decyzji o schemacie leczenia, zastąpieniu chemioterapii lub 
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skojarzeniu leków chemioterapeutycznych z inhibitorami ABCC lub inhibitorami BRG1, 

p300 czy HIF1A. 

W kolejnej części pracy, skupiłam się na mechanizmie związanym z opornością 

na lek wywołujący uszkodzenia DNA - cisplatynę. Wykazałam, że aktywacja szlaku 

ATM/ATR-Chk1/Chk2-p53 przez cisplatynę nie wpływa znacząco na poziom p300 

wewnątrz komórki, ale nasila interakcję p300 z chromatyną, szczególnie z promotorami 

genów kontrolowanych przez E2F1, w których p53 pełni funkcję represora transkrypcji. 

Promotory wyciszane przez p53 w komórkach proliferujących charakteryzowały się 

stosunkowo wysoką gęstością nukleosomów, niską acetylacją H3K27 i trimetylacją 

H3K4. Indukcja szlaku ATM/ATR-Chek1/2-p53 przez subletalne dawki cisplatyny 

powodowała uwolnienie p53 z promotorów opisywanych genów, któremu towarzyszyły 

również uwolnienie KDM5B, i wzrost acetylacji reszt histonowych umożliwiający 

transkrypcję zależną od aktywności p300 i SWI/SNF. W naszych eksperymentach 

zarówno, inhibicja p300 za pomocą C646 oraz ATPaz kompleksu SWI/SNF za pomocą 

PFI3 obniżała ekspresję genów aktywowanych cisplatyną oraz uwrażliwiała komórki 

nowotworowe na działanie niskich stężeń cisplatyny. Odłączeniu p53 pod wpływem 

cisplatyny towarzyszyło również uwolnienie KDM5B i aktywacja ekspresji genów. 

KDM5B i p53 pełniły zatem funkcję represorów tych genów. Warto rozważyć również 

obniżenie ekspresji i inaktywujące mutacje TP53 oraz KDM5B jako biomarkery 

zwiększonej ekspresji tych genów, które mogą predysponować do występowania 

oporności na leki wywołujące uszkodzenia DNA. Inaktywacja lub niska ekspresja tych 

białek może być przesłanką sugerującą wykorzystanie innego podejścia terapeutycznego 

niż zastosowanie terapii wywołującej uszkodzenia DNA lub wykorzystanie inhibitorów 

SWI/SNF lub p300 jako uwrażliwiaczy na chemioterapię.  

Wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy sugerują, że zastosowanie inhibitorów 

SWI/SNF może uwrażliwiać komórki na działanie chemioterapii jak również odwracać 

istniejący już fenotyp oporny poprzez regulowanie transkrypcji niektórych genów z 

rodziny ABC i genów związanych z odpowiedzią na uszkodzenia DNA. Stosowanie 

kombinacji inhibitor + lek zwiększa cytotoksyczność leku umożliwiając stosowanie 

niższych dawek co potencjalnie może się wiązać ze zwiększeniem efektywności terapii i 

zmniejszeniem skutków ubocznych. Wymagane są jednak dalsze badania, które 

zweryfikują możliwości zastosowania takich terapii kombinowanych in vivo. 
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Streszczenie pracy doktorskiej w języku angielskim 

Title of the thesis: The role of SWI/SNF-EP300 complex in the development of cancer 

cell resistance to chemotherapy 

Cancer is a significant public health issue worldwide. According to the most recent 

data from the GLOBOCAN project, cancer incidence was approximately 20 million in 

2022, with cancer mortality at 9.7 million, ranking cancer as the second leading cause of 

death globally. Furthermore, statistics predict an increase in cancer incidence in the 

coming decades. It is estimated that 32.6 million new cases will be diagnosed in 2045. 

A significant proportion of cancers are characterised by high mortality rates 

despite the availability of various treatment methods, such as surgery, radiotherapy, 

chemotherapy and targeted therapies. Combination therapies are the standard of current 

cancer treatments and apply to all treatment regimens. The combination of therapies is 

attractive from a clinical point of view for several reasons: combination therapy improves 

treatment outcomes and provides better therapeutic effects, especially when synergistic 

anticancer effects are achieved; the combination approach overcomes clonal 

heterogeneity, which is further associated with improved response rates; combination 

treatment regimens reduce the toxicity of therapy, as they allow individual drugs to be 

used in reduced doses while maintaining therapeutic efficacy; combination therapies 

reduce the incidence of drug resistance by eliminating cellular mechanisms associated 

with adaptive resistance. Since resistance to therapies is accompanied by genetic and 

epigenetic changes in cancer cells, the use of combination therapies involving epigenetic 

regulators appears to be a promising solution. Epigenetic modifications are flexible and 

dynamic, making them attractive therapeutic targets that can help achieve the desired 

transcriptome profile in cancer cells.  

Histone acetyltransferase p300 (encoded by the EP300 gene) is one of the most 

frequently dysregulated acetyltransferases in cancer. The activity of this protein is closely 

related to H3K27 acetylation at enhancer sites. A correlation has been demonstrated 

between a decreased overall survival rate in patients with high EP300 expression, which 

may be related to reduced treatment efficacy in these patients. Increasing experimental 

evidence indicates that drug resistance in tumours may be determined by p300 activity. 

The promoter sequences of ABC transporters, which are overexpressed in cisplatin-

resistant breast and lung cancer cell lines and are responsible for the removal of drugs 

from these cells, are characterised by higher levels of nucleosome acetylation catalysed 

by p300. p300 also plays an important role in DNA repair, as it is recruited to DNA break 

sites, where it facilitates damage repair by acting as a cofactor and binding module for 

many proteins involved in DNA repair pathways.  

Acetylation of histone H3 tails, regulated among others by p300, increases the 

affinity of the SWI/SNF complex to nucleosomes. The SWI/SNF complex participates in 

the mobilisation of nucleosomes, thereby promoting or inhibiting the expression of 

specific genes. The main components of the complex include ATPases, BRG1 and BRM. 

The ATPase domains of BRG1 and BRM mediate the binding of nucleosomes and enable 
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their movement, removal and insertion through ATP hydrolysis. Structurally, BRG1 and 

BRM are very similar, but may exhibit tissue-specific functions. Changes in the 

expression of specific SWI/SNF subunits may be considered prognostic markers of 

survival. In addition, a link between certain components of the SWI/SNF complex and 

resistance to chemotherapy and targeted therapies has been demonstrated.  

The aim of the research carried out as thesis project was to investigate the role of 

the SWI/SNF-p300 complex in the development of cancer resistance associated with:  

1) overexpression of ABC transporter fractions, which increases in lysosomes, causing 

increased accumulation of drugs in these organelles 

2) an increase in the expression of genes functionally related to the response to DNA 

damage, caused by the activation of the ATM/ATR-Chk1/Chk2-p53 pathway 

In the first part of my thesis, I focused on the problem of increased expression of 

ABC transporters, which contribute to treatment failure by removing or sequestering 

drugs in organelles. I presented experimental evidence for the involvement of BRG1 and 

p300 in the transcriptional control of ABCC genes, which are overexpressed in paclitaxel-

resistant cell lines. In particular, I focused on the influence of chromatin remodelling 

enzymes on the transcription of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 genes, as their products 

are enriched in the lysosomes of paclitaxel-resistant cells. Functional analysis of these 

three lysosomal proteins revealed their role in the sequestration of doxorubicin and 

paclitaxel (OregonGreen), and thus these membrane transporters are capable of reducing 

the cytotoxicity of at least some drugs used in chemotherapy. The active promoters of 

these genes are characterised by H3K4 trimethylation and the presence of BRG1, p300 

and their co-regulator HIF1A. I also demonstrated that inhibition of SWI/SNF using PFI3 

or degradation of SWI/SNF ATPases using PROTAC, inhibition of p300 using C646, and 

silencing of HIF1A significantly increase drug toxicity through the simultaneous 

reduction of several ABC transporters in paclitaxel-resistant phenotypes. Based on data 

deposited in the TCGA/GTEx databases, I provided evidence that high expression of 

EP300, SMARCA4, and HIF1A may serve as a prognostic marker of response to taxane-

based chemotherapy in breast cancer patients. At the same time, high transcription of 

HIF1A, EP300 and SMARCA4 may be clinically relevant and affect treatment outcomes. 

Therefore, quantitative assessment of their expression profile may help in deciding on a 

treatment regimen, replacing chemotherapy or combining chemotherapeutic drugs with 

ABCC inhibitors or BRG1, p300 or HIF1A inhibitors. 

In the second part of my work, I focused on the mechanism related to resistance 

to cisplatin, a drug that causes DNA damage. I demonstrated that the activation of the 

ATM/ATR-Chk1/Chk2-p53 pathway by cisplatin does not significantly affect the level of 

p300 inside the cell, but intensifies the interaction of p300 with chromatin, especially with 

the promoters of genes controlled by E2F1, in which p53 acts as a transcription repressor. 

Promoters silenced by p53 in proliferating cells were characterised by relatively high 

nucleosome density, low H3K27 acetylation and H3K4 trimethylation. Induction of the 

ATM/ATR-Chek1/2-p53 pathway by sublethal doses of cisplatin caused the release of 
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p53 from the promoters of the described genes, which was also accompanied by the 

release of KDM5B and an increase in histone acetylation, enabling p300- and SWI/SNF-

dependent transcription. In our experiments, both inhibition of p300 with C646 and 

inhibition of SWI/SNF complex ATPase with PFI3 reduced the expression of cisplatin-

activated genes and sensitised cancer cells to low concentrations of cisplatin. The 

disassociation of p53 under the influence of cisplatin was also accompanied by the release 

of KDM5B and the activation of gene expression. KDM5B and p53 therefore acted as 

repressors of these genes. It is worth considering the reduction in expression and 

inactivating mutations of TP53 and KDM5B as biomarkers of increased expression of 

these genes, which may predispose to resistance to DNA-damaging drugs. Inactivation or 

low expression of these proteins may be an indication for a therapeutic approach other 

than DNA-damaging therapy or the use of SWI/SNF or p300 inhibitors as 

chemotherapeutic sensitizers. 

The results presented in this study suggest that the use of SWI/SNF inhibitors may 

sensitise cells to chemotherapy and reverse an existing resistant phenotype by regulating 

the transcription of certain ABC family genes and genes associated with the response to 

DNA damage. The use of an inhibitor + drug combination increases the cytotoxicity of 

the drug, allowing lower doses to be used, which could potentially increase the 

effectiveness of the therapy and reduce side effects. However, further studies are needed 

to verify the potential of such combination therapies in vivo. 
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Some cancer types including bladder, cervical, and uterine can-
cers are characterized by frequent mutations in EP300 that
encode histone acetyltransferase p300. This enzyme can act
both as a tumor suppressor and oncogene. In this review, we
describe the role of p300 in cancer initiation and progression
regarding EP300 aberrations that have been identified in
TGCA Pan-Cancer Atlas studies and we also discuss possible
anticancer strategies that target EP300 mutated cancers.
Copy number alterations, truncating mutations, and abnormal
EP300 transcriptions that affect p300 abundance and activity
are associated with several pathological features such as tumor
grading, metastases, and patient survival. Elevated EP300 cor-
relates with a higher mRNA level of other epigenetic factors
and chromatin remodeling enzymes that co-operate with
p300 in creating permissive conditions for malignant transfor-
mation, tumor growth and metastases. The status of EP300
expression can be considered as a prognostic marker for anti-
cancer immunotherapy efficacy, as EP300 mutations are fol-
lowed by an increased expression of PDL-1.HAT activators
such as CTB or YF2 can be applied for p300-deficient patients,
whereas the natural and synthetic inhibitors of p300 activity, as
well as dual HAT/bromodomain inhibitors and the PROTAC
degradation of p300, may serve as strategies in the fight against
p300-fueled cancers.

INTRODUCTION
Cancer is considered a complex disease, being a multistep process
associated with the accumulation of genetic alterations. However, it
is now widely accepted that non-genetic factors also contribute to
cancer development and progression,1 represented by inter alia epige-
netic mechanisms that alter gene expression patterns without
changing the DNA sequence. Epigenetic changes can be divided
into three main categories: the modification of nucleic acids (such
as DNA methylation), post-translational modifications (PTMs) of
histone tails, and the alteration of gene expression by non-coding
RNAs (e.g., microRNAs [miRNAs] and long non-coding RNAs
[lncRNAs]).2 The first two groups represent the covalent modifica-
tions of nucleotides and amino acid residues, usually working
together to integrate regulatory inputs and leading to coordinated
alteration in chromatin structure and function. This defines the cell

transcriptomes at the earliest step of RNA synthesis. The existence
of many combinations of modifications that are either more likely
to occur together, or mutually exclusive, suggest a functional crosstalk
between some epigenetic marks. This can occur between modified
DNA and histones, distinct modifications on the same histone tail,
on neighboring histones within the same nucleosome, or on neigh-
boring nucleosomes in a chromatin domain. Well-described modifi-
cations include acetylation, methylation, phosphorylation, ADP ribo-
sylation, ubiquitination, citrullination, and SUMOylation,3 which
regulate the nucleosome structure and dynamics by directly altering
histone-histone or DNA-histone interactions and by recruiting chro-
matin remodeling enzymes resulting in positive and negative feed-
back loops.4,5 Various histone modifications that are altered by aber-
rantly expressed modifier enzymes contribute to tumor development,
progression, and metastasis. Among them, altered histone acetylation
is most frequently referred to.6 This modification usually marks active
transcription, as it neutralizes the positive charge on the histone lysine
residues, thereby facilitating nucleosome disassembly and increases
the chromatin accessibility for RNA polymerase and transcription
factors, initiating or enhancing ongoing transcription.4,7 Histone
tail acetylation level is dynamically adjusted in different physiological
conditions, with the required balance being controlled by the action of
two enzyme families: histone acetyl transferases (HATs) and histone
deacetylases (HDACs). HATs catalyze the transfer of an acetyl group
from acetyl-CoAmolecules to the lysine ε-amino groups in the N-ter-
minal tails of histones, whereas the HDACs remove the acetyl groups,
thus working as repressors of gene expression.8 H3/H4 acetylation is
mediated by other PTMs, such as active chromatin methylation
marks—H3K4me3 and H3K4me1—which do not alter the histone
charge but recruit HATs and other chromatin modifiers to specific
chromatin sites5,9,10; and, vice versa, H3K27ac in the promoter region
may lead to H3K4me3 enrichment and transcriptional activation.11

Active and repressive chromatin marks are summarized in Figure 1.
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Mammalian HATs, which are also named lysine acetyltransferases
(KATs) because of their capacity to acetylate non-histone proteins,
are grouped into three main families based on their structural homol-
ogy and substrate binding: Gcn5-related N-acetyltransferases
(GNAT), p300 and CREB-binding proteins (p300/CBP), and the
MYST-family histone acetyltransferases.20,21 These families share a
conserved central core region that contributes to the acetyl-CoA
binding (KAT) domain but differ in the N- and C-terminal region
flanking the core, which is responsible for substrate specificity.
HDACs are often components of large protein complexes and are re-
cruited to DNA methylation by methyl DNA-binding proteins.8

In addition to the direct effects on nucleosome structures, lysine acet-
ylation has been reported to act as an epigenetic mark specifically
recognized by bromodomain-containing transcription factors. These
proteins recruit chromatin remodelers that change the nucleosome

structure.4 These essential epigenetic regulators utilize ATP hydroly-
sis to mobilize nucleosomes, thereby linking the chromatin structure
with gene transcription. According to the homology in the catalytic
ATPases and associated subunits, ATP-dependent chromatin-re-
modeling complexes can be divided into four subfamilies: switch/
sucrose non-fermentable (SWI/SNF), imitation switch (ISWI), chro-
modomain helicase DNA-binding (CHD), and inositol 80 (INO80).17

Genomic studies have clearly implicated the dysregulation of
chromatin modifiers for numerous cancer types and the recurrent
mutations that occur in these enzyme genes. Intriguingly, the func-
tionality of certain chromatin modifiers was elevated in some and
declined in other cancers, therefore suggesting a dual role in malig-
nancies.22 HATs may function as tumor suppressors, helping cells
to control cellular proliferation and cell cycles, or act as oncogenes,
activating malignant proteins via an abnormal acetylation.23 The

Figure 1. Coordinated insertion and deletion of post-translational modifications shape chromatin structure to allow transcription of cancer-promoting

genes or to repress tumor suppressors

Histone acetylation by histone acetyltransferases (p300/CBP, GNAT, MYST) and deacetylation by the HDAC family of deacetylases cooperates with other histone and DNA-

modifying enzymes. Histonemethylation, which refers to the addition of either one, two, or threemethyl groups by histone lysinemethyltransferases (KMTs) or protein arginine

N-methyltransferases (PRMTs), can both facilitate and repress transcription.12,13 KMTmake use of S-50-adenosyl-L-methionine (SAM) as amethyl donor to transfer of methyl

groups to lysine’s residues on histone H3 and H4 tails, whereas histone lysine demethylases (KDMs) remove the methylation marks.13 H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3,

H3K36me2, and H3K36me3 are associated with a transcription-permissive environment, whereas H3K9me3, H3K27me3, and H4K20me3 are considered as repressive

marks.14 As well as histone tail deacetylation, DNAmethylation, which is strictly connected with HDAC activity, is mostly referred as a repressive mark present predominantly

on CpG dinucleotides that prevents transcriptional activation of genic regions, which are meant to be silenced in a cell-type specific manner.15 DNA methylation is catalyzed

by the DNA methyltransferase (DNMT) family, including DNMT1, DNMT3A, and DNMT3B, which utilize SAM as a methyl donor to form 5-methycytosine (5mC). Conversely,

the 10-11 translocation (TET) family enzymes mediate DNA demethylation in an indirect manner through the oxidization of 5-methylcytosine.16 Histone lysine acetylation has

been reported to recruit SWI/SNF chromatin remodelers that change the nucleosome structure.4,17 Several chromatin remodelers belonging to CHD and ISWI are known to

read methylation marks and participate in the regulation of gene expression via PHD fingers.18,19
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acetyltransferase E1A-binding protein P300 (EP300; also known as
P300 or KAT2B) is one of the most frequently altered HATs in can-
cers, with altered expression in some tumors,24–27 but somatic muta-
tions in EP300 have been also identified in multiple cancers,28,29 This
enzyme modifies histones within proximal and distal gene regulatory
elements and its activity is closely linked to excessive H3K27 acetyla-
tion at the enhancer loci, which is massively deregulated in various
cancer types.29 P300 is closely related to CREB-binding protein
(CREBBP, also known as CBP or KAT2A),30 and increased acetyla-
tion levels caused specifically by CBP/p300 promotes cancer metas-
tasis, immune evasion, and drug resistance.31

In this review, we present a comprehensive analysis of p300 dysregu-
lation in cancer but focus in detail on the expression changes of this
gene. Publicly available datasets allowed us to describe an abundance
of EP300 alterations (mutations, copy number alterations, and
expression changes) in various types of cancer and correlate the
expression of EP300 with survival rate and clinicopathological fea-
tures such as histological subtypes, tumor stages, and metastases.
The relationship between p300 and the expression of other genes
involved in gene expression regulation is reviewed and the expression
status of p300 as prognostic mark and therapeutic target for anti-
cancer approaches is discussed.

p300 structure and function

Transcriptional co-activator protein p300 is ubiquitously expressed in
all mammals and other multicellular organisms. In humans, the
EP300 gene is located in chromosome 22 at the 22q13 locus. The
gene is comprised of 31 coding exons, which span approximately
90 kb giving the product of the 300 kDa protein.32 Several protein-in-
teracting domains of this large multidomain protein flank the central
chromatin association and modification region. These consist of the
KAT acetyltransferase activity domain and the bromodomain, as
well as the RING and PHD, which regulate KAT domain activity in
an acetylation-dependent manner. Due to the presence of both the
KAT and bromodomain, this protein can act as both a "writer" and
a "reader" of lysine acetylation.33 Additional fragments, include the
cysteine-histidine-rich region 1 (CH1), encompassing the transcrip-
tional adapter zinc finger 1 (TAZ1) domain, the KIX domain, another
cysteine-histidine-rich region (CH3) containing the transcriptional
adapter zinc finger 2 (TAZ2) domain, a ZZ-type zinc finger domain,
and the nuclear receptor co-activator binding domain, also known as

the interferon-binding domain (Figure 2). These TADs mediate the
interactions with other DNA-binding transcription factors including
other coactivators.34 A new line of evidence suggests that TAZ2 in-
hibits the HAT activity by modulating p300 autoacetylation and
that this autoinhibition is alleviated when TAZ2 binds to transcrip-
tion factors, leading to an active acetylation of p300 substrates.35

P300 and its homolog CBP share high sequence identity in several
structured regions. Sequence alignments of these two enzymes re-
vealed an�90% homology in the KAT domain, and an�93% homol-
ogy in the bromodomain. However, the homology is substantially
lower outside of these highly conserved domains. Accumulating evi-
dence suggests that the two acetyltransferases have unique roles in
cells. CBP and p300 acetylate multiple lysines on histone H3 and his-
tone H4, but the functional difference between the two enzymes lies in
their specificity and selectivity for the acetylated residues, and is
dependent on whether histone or acetyl-CoA is limiting.36 In mice,
heterozygous inactivation of p300 leads to more severe abnormalities
in heart, lung, and small intestine formation than inactivation of CBP.

Although P300/CBP belongs to the family of histone acetyltrans-
ferases, its enzymatic activity is not just limited to histones, but also
regulates transcription through remodeling other chromatin-associ-
ated proteins and upstream signaling mediators, thereby playing an
important role in cell proliferation and differentiation. P300 has
been shown to acetylate all the acetylation sites of histones H2A and
H2B, and K14, K18, K27, and K56 from H3, and K5 and K8 from
H4 in vitro.34 In addition, this KAT interacts with a wide spectrum
of transcription factors including protooncogenes (MYC,37 MYB,38

and GATA-339), tumor suppressors (p53,40,41 HBP1,42 HIPK2,43

and FOXO344,45 and other transcription factors, whichmay affect can-
cerogenesis and cancer progression (E2F1,46,47 PARP1,48 HIF1,49

STAT-3,50 andHSPA5).51 p300 acts as a coactivator for nuclear recep-
tors such as the androgen receptor (AR)52 and estrogen receptor, facil-
itating the growth of hormone-dependent cancers.53

EP300 mutations in cancers

Analysis of 32 TGCA Pan-Cancer Atlas studies (10,967 samples) us-
ing the cBioPortal for Cancer Genomics54,55 revealed EP300 muta-
tions with the approximate ratio of 10% in all cancer samples tested
(1,083 samples). It increased to 23.2% in melanomas and genitouri-
nary cancers (Figure 3A). Point mutations (37% of altered samples)

Figure 2. Schematic structure of p300 protein including its functional and structural domains and their localization
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and changes in gene expression without genetic alterations (high
expression 31% and low expression 22%) represented the most
frequently occurring cases (Figure 3B).

Missense and truncating mutations occur most often among the so-
matic mutations and account for approximately 93% of all detected

changes (Figure 4A). The majority of observed missense alterations
that are spread along EP300 gene are assigned to passenger-type mu-
tations (Figure 4B). These changes in cancer genomes are not consid-
ered significant in the initiation or progression of cancer since the se-
lective growth advantage has not been observed.56 On the contrary,
the driver mutations that provide a cancer cell with beneficial

Figure 3. EP300 alterations in cancers

(A) EP300 changes across cancer types and (B) quantitative summary of EP300 changes in cancers was generated in cBioPortal based on the TCGA Pan-Cancer dataset.
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adaptative features, were mainly identified in the catalytic domain
and bromodomain/PHD region (Figure 4C). Among them, the
most frequent substitution D1399N/Y changed the conformation of
histone acetyltransferase KAT domain in the p300 protein, thereby
abolishing its autoacetylation activity that is essential for proper pro-
tein functioning.57 Other mutations in the KAT domain (Y1414C/D,
H1451L, and P1502L) similarly disrupted the acetyltransferase func-
tion.58,59 Deletions within the PHD finger that regulates p300 cata-

lytic activity, reduced the p300 efficacy in acetylating histones, but
surprisingly retained the capability of the enzyme to acetylate non-
histone proteins such as p53.33 Protein-truncating variants led to a
shortening or complete protein loss of p300.60 However, truncated
variants with an intact catalytic domain can still maintain their func-
tion. It has been shown that the TAZ2 domain cooperates with other
HAT neighboring domains to maintain the HAT active site in a
closed state. Truncating TAZ2 induces a conformational change

Figure 4. EP300 somatic mutations in cancers

(A) Frequency of EP300 somatic mutations in cancers, (B) localization of all somatic mutations in EP300 gene, and (C) localization of driver mutations in EP300 structure;

(B) and (C) were generated in cBioPortal based on the TCGA Pan-Cancer dataset.

Molecular Therapy: Oncology Vol. 32 December 2024 5

www.moleculartherapy.org

Review

http://www.moleculartherapy.org


Figure 5. EP300 expression in cancers

(A) Comparison of EP300 expression in cancers and normal tissues. ACC, adrenocortical cancer; BLCA, bladder urothelial carcinoma; BRCA, breast invasive carcinoma;

CESC, cervical squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma; CHOL, cholangiocarcinoma; COAD, colon adenocarcinoma; DLBC, lymphoid neoplasm

diffuse large B cell lymphoma; ESCA, esophageal carcinoma; GBM, glioblastomamultiforme; HNSC, head and neck squamous cell carcinoma; KICH, kidney chromophobe;

KIRC, kidney renal clear cell carcinoma; KIRP, kidney renal papillary cell carcinoma; LAML, acutemyeloid leukemia; LGG, brain lower-grade glioma; LIHC, liver hepatocellular

carcinoma; LUAD, lung adenocarcinoma; LUSC, lung squamous cell carcinoma; MESO, mesothelioma; OV, ovarian serous cystadenocarcinoma; PAAD, pancreatic

adenocarcinoma; PCPG, pheochromocytoma and paraganglioma; PRAD, prostate adenocarcinoma; READ, rectum adenocarcinoma; SARC, sarcoma; SKCM, skin

(legend continued on next page)
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that opens the active site for substrate acetylation and confers an over-
activation of p300.35 Interestingly, EP300 mutations may co-exist
with mutations in CBP. In the 32 studies analyzed, 329 cancer patients
were characterized by simultaneous alteration in these two genes.
Similarly to EP300, the mutations in CBP occurred most frequently
in the KAT domain.

COPY NUMBER ALTERATION AND EXPRESSION
CHANGES OF EP300 IN CANCERS CLINICAL
OUTCOMES, PROGNOSES, AND FEATURES
To compare the transcription status of EP300 and to identify the
possible expression changes of EP300 in cancer, we compared selected
features between the tumor and normal samples from the TCGA and
GTEx databases using GEPIA 2.61 As shown in Figure 5A, the mRNA
level of EP300 varied in numerous normal and cancerous tissues.
Among all the cancers that were considered, thymoma, stomach
adenocarcinoma, and acute myeloid leukemia were characterized by
a substantial increase in expression of EP300, whereas a decline was
found in uterine carcinosarcoma and adenoid cystic carcinoma.
The yield of the EP300 transcript can be determined by the rate of
RNA synthesis, but also by the alteration of gene copy numbers
that were shown to affect the expression level of some specific genes
in cancers, hence promoting the development and progression of the
disease. The results of pan-cancer studies provided evidence for
strong correlation and a positive linear influence of the copy number
on the expression of the majority of genes considered.62 However, it
was also noted that, due to transcriptional adaptive mechanisms,
changes in the gene copy number at the genome level did not always
translate proportionally into altered gene expression levels.63 The
causative interdependence between mRNA (mRNA expression Z
scores relative to normal samples) and the copy number of EP300
was also found in TGCA Pan-Cancer Atlas studies (10,967 samples)
(Figures 5B and 5C), and suggest that genetic variation generated a
direct effect on the gene transcriptional level.

The increase in the expression and copy number of EP300 is associ-
ated with several clinicopathological features that specify tumor
stages and prognosis such as grading, metastases, and patient survival
in some cancer types. Cancer grading is used to predict the clinical
behavior of malignancies and establish appropriate therapies.64 The
grade score (numerical: G1–G4) increases with decreasing cellular
differentiation: G1, well differentiated; G2, moderately differentiated;
G3, poorly differentiated; and G4, undifferentiated/anaplastic.65 The
degree of resemblance between the tumor and its tissue of origin is
assessed based on morphological criteria. A high degree of differenti-
ation meaning that the neoplasia is morphologically similar to the
native organ and forms neoplastic organoid structures, whereas tu-
mors in low stages of differentiation gradually lose the capacity for
structural organization and start to display reduced cohesiveness.

The term anaplasia signifies tumor morphology where all similarity
with the origin has been lost.66 Malignant neoplasms range from
well differentiated to undifferentiated. In general, increasingly undif-
ferentiated tumors are usually more aggressive.67 Evaluation of the
EP300 expression at different stages of tumor dedifferentiation shows
that expression increases in the tumor cells that are not fully differen-
tiated but decreases in undifferentiated tumors (Figure 6A). Since
EP300 regulates various key physiological functions, including cell
proliferation, differentiation, and somatic cell reprogramming, higher
EP300 abundance and intracellular overall activity may facilitate tu-
mor initiation and progression at an early stage.30 P300 acetylates plu-
ripotency-related transcription factors and enhances their transcrip-
tion activity, thus promoting stemness acquisition. In cancer, EP300
was considered as an oncogene capable of supporting tumor growth
and metastatic potential and facilitating cancer stemness.68 Defi-
ciency of EP300 abolished the cancer stem cell phenotype by reducing
tumor sphere formation in vitro and in a xenograft mouse model
in vivo,69 meaning a higher activity of p300 may promote the initial
malignant transformation. However, in line with the observed rein-
statement of p300 levels in high-grade tumors, the decline of EP300
directly suppresses GATA6 expression, which interferes with the
GATA6-regulated differentiation program and leads to a phenotypic
transition from the classical subtype to the dedifferentiated basal-like/
squamous subtype of pancreatic cancer.70 Although a late decrease in
p300 expression may look surprising, accumulating mutations and
chromosome aberrations are likely to lead to the inactivation of
numerous genes, including EP300 and p300-fueled epigenetic reprog-
ramming and the adaptation of cancer cells may be dispensable in
advanced, high-grade tumors. One line of evidence suggests that
strongly elevated miRNA targets mRNA of EP300 in advanced
cancers.71

Another internationally accepted criterion for cancer staging, the tu-
mor-node-metastasis (TNM) system, includes tumor size and local
growth (T), the extent of lymph node metastases (N), and the occur-
rence of distant metastases (M).64 T is used to describe the size of the
primary tumor and invasion into adjacent tissues. The higher the num-
ber after theT, the larger the tumor or themore it has grown intonearby
tissues. N describes the regional lymph node involvement of the tumor.
Lymph nodes function as biological filters with fluid from body tissues
being absorbed into lymphatic capillaries and flowing to the lymph no-
des. N0 indicates zero regional nodal spread, while N1–N3 indicates
some degree of nodal spread, with a progressively distal spread from
N1 toN3.M identifies the presence of distantmetastases of the primary
tumor. Metastasis is when the tumor spreads beyond the regional
lymph nodes. A tumor is classified as M0 if there are no distant metas-
tases present, whereas M1 is assigned to distant metastases.72 The in-
crease in tumor size did not result in any considerable change in
EP300 expression (Figure 6B). This is in line with previously published

cutaneous melanoma; STAD, stomach adenocarcinoma; TGCT, testicular germ cell tumors; THYM, thymoma; THCA, thyroid carcinoma; UCS, uterine carcinosarcoma;

UCEC, uterine corpus endometrial carcinoma; UVM, uveal melanoma. (B) Association of EP300 expression with copy number alterations in cancers. (C) Expression of EP300

across cancer types, generated in cBioPortal based on TCGA Pan-Cancer datasets. The comparison in (A) was generated using GEPIA 2. (B) TCGA-Pan Cancer datasets

available in cBioPortal was analyzed using GraphPad Prism 8.
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observations where no significant correlation was detected between
p300 expression and age, sex, tumor location, or depth of invasion.73

However, the mRNA level of EP300 does correlate with the number
of lymph node metastases (Figure 6C). In colorectal cancer, the
p300 abundance in tumorswas significantly associatedwithhistological
grade and lymph node involvement.73 The enhanced migration
potential was previously reported in the breast cancer cell line
HS578T-overexpressing EP300, where extensive protein acetylation
led to upregulation of mesenchymal markers and increased invasion,
anchorage-independent growth, and drug resistance.71 In an esopha-
geal cancer study, increased p300 expression correlated to a higher his-
tologic grade, T category, andN category.26 Although a high expression
ofEP300appears topromote a change in tumorphenotype and increase
tumor invasiveness into lymph nodes, the opposite relationship has
been observed for the formation of distant metastases, as metastatic tu-
mors were characterized by lower p300 expression (Figure 6D). Lymph
nodes and distant metastases can arise from independent subclones of

Figure 6. Association of EP300 expression with clinical

parameters and outcomes

The link between EP300 expression and tumor histologic

grade is shown in (A), with tumor stage in (B), lymphnode stage

in (C), and metastasis stage in (D). The disease-free survival

and overall patient survival in relation to EP300 expression is

shown in (E) and (F), respectively. TCGA-PanCancer datasets

available in cBioPortal were analyzed using GraphPad Prism 8

(A–D), and generated using GEPIA 2 (E and F).

the primary tumor, with lymph node metastases
exhibiting different genetic profiles compared with
primary colorectal cancer and distant metasta-
ses.74,75 This suggests that tumor subclones, charac-
terized by low p300 status, are more prone to form
distant metastases, whereas high p300 cancer cells
invade local lymph nodes. This also agrees with the
observed interdependence between p300 expression
and tumor grades, since high-grade, undifferentiated
cells with lower p300 levels are likely to spread
further to distal parts of the body. Moreover, the
study comparing highlymetastatic pancreatic ductal
adenocarcinomas with liver metastases, nonmeta-
static, or marginally metastatic cells, provided evi-
dence for the elevated expression of miRNA target-
ing mRNA of EP300 in a highly metastatic group
that was also associated with substantial decline of
p300.71

Despite the fact that low expression of acetyltrans-
ferase appears to promote the formation of distant
metastases, higher expression of this protein also
led to a poorer disease-free survival (Figure 6E)
and overall survival rate of cancer patients (Fig-
ure 6F). Some studies documented the beneficial ef-
fect of high p300 expression, and were limited to

non-small cell lung cancer, melanoma,76 and glioblastoma.77 More
literature data showed that high expression of p300 is associated
with poor overall survival in hepatocellular carcinoma, esophageal
squamous cell carcinoma, nasopharyngeal cancer, breast cancer, cuta-
neous squamous cell carcinoma, and small cell lung cancer,76 as well as
non-small cell lung cancer.78 A similar result was observed in disease-
free survival. High expression of the considered gene correlates with
poor prognosis in breast cancer, cutaneous squamous cell carcinoma,76

esophageal squamous cell carcinoma,26 and non-small cell lung can-
cer.78 The missing piece of information in the diagnosis stage, treat-
ment scheme, or its lack in each of the above studies can be crucial
when linking EP300 expression with patient outcomes and survival.

EP300 IRREGULARITIES IN CANCER
Pro-oncogenic role of EP300 overexpression

Despite the well-described examples of the tumor-suppressive role of
p300, the histone acetyltransferase can also foster cancer progression,
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as suggested by the enhanced EP300 expression in early, low-differen-
tiated tumors and in lymph node metastases.

p300 may function as a coactivator of the Myc oncogene and facilitate
the initiation of cancerogenesis. Myc-dependent transcription is stim-
ulated in a HAT domain-dependent manner at the Myc target gene
promoters.37 p300 was shown to be an essential coactivator and
context-dependent corepressor in the intrinsic transforming ability
of c-Myb. The interaction between c-Myb and p300 is essential
for the transforming and leukemogenic capabilities of AML1-ETO
and MLL fusion oncoproteins, which are products of two of the
most frequently occurring chromosomal translocations in human
acute myeloid leukemia.38 Furthermore, p300 binds and acetylates
GATA-3, a master regulator of the growth and proliferation of
T cells, with possibly GATA-3 acetylation being required for optimal
transcriptional regulation of the target genes in T cell neoplasms.39

In addition to oncogenes, p300 regulates the activity of nuclear recep-
tors that are involved in cancer cell proliferation. P300 acts as a
component of the estrogen receptor (ER) transcriptional complex
with its acetyltransferase activity being crucial for ER signaling.
Within the complex, HAT directly acetylates ER to enhance the re-
ceptor binding to DNA and its transactivation, thereby stimulating
mitotic divisions of ER+ breast cancer cells.53 Interestingly, the his-
tone acetyltransferase activity of p300 supports the expansion of
ER-independent triple-negative breast cancer via a functional interac-
tion with the AR. Treatment of triple-negative breast cancer cells79,80

as well as prostate cancer cells80,81 with CBP/EP300 inhibitors, down-
regulates the expression of an AR-dependent genes so these com-
pounds can be considered as drugs to treat ER–/AR+ cancers.

The overexpression of EP300 leads to upregulation of mesenchymal
markers and increases the migration, invasion, anchorage-indepen-
dent growth, and drug resistance in breast cancer cells.71 Cell prolif-
eration, colony formation, migration, and invasion depend on p300
activity in esophageal squamous carcinoma and the transcription of
genes associated with angiogenesis, hypoxia, and epithelial-to-mesen-
chymal transition substantially decreases upon EP300 knockdown in
these cells.25 In addition, p300 promotes the acetylation of pluripo-
tency-related transcription factors such as OCT4, SOX2, and KLF4
and changes their transcription activity, thus regulating the acquisi-
tion of stemness markers and features in induced pluripotent stem
cells.68

A growing body of experimental evidence indicates that cancer drug
resistance can be conditioned by p300 activity. For example, the clo-
nogenic potential of docetaxel-resistant prostate cancer cells, their
migration, and invasion are fueled by p300, the abundance of which
is substantially elevated in the drug-resistant phenotype.82 The pro-
moter sequences of ATP binding cassette (ABC) transporters, which
are overexpressed in cisplatin-resistant breast and lung cancer cell
lines, are characterized by a considerable enrichment of p300-cata-
lyzed acetylation of nucleosomes conferring an augmented efflux of
anticancer drugs.83 Cisplatin-induced DNA damage activates the

p53-mediated recruitment of p300 to ABC gene promoters that are
not repressed by the CoREST complex.84 p300 plays an important
role in DNA repair since it is recruited to the sites of DNA breaks,
where it facilitates DNA repair and enhances transcription of some
DNA repair proteins. Although p300 does not contribute to DNA
repair itself, it serves as a cofactor and binding module for multiple
proteins that are involved in DNA repair pathways such as PCNA,
KU70, and KU80.85 In triple-negative breast cancer cells, it serves
as transcription cofactor ofNEIL3 and LIG1, which play an indispens-
able role in base excision repair.86 In pancreatic cancer cells it was re-
ported as an anti-apoptotic agent upon gemcitabine-induced DNA
damage. p300 targeting by either siRNA or a small-molecule p300 in-
hibitor enhanced the cytotoxicity of gemcitabine.85

Low expression and inactivating mutations in cancer initiation

and progression

Deficiency of p300 activity has been weakly linked to genomic insta-
bility, the fundamental basis for the initiation and progression of
almost all human cancers. Instability usually arises when DNA repair
genes and mitotic checkpoint genes, as well as non-classic-caretaker
genes such as TP53 and ATM, which are crucial in the DNA damage
response, undergo inactivation. Some oncogenes can induce DNA
replication fork collapse with an accompanying catastrophe for
DNA replication, DNA double-strand breaks, accelerated mutations,
and chromosome aberration.87 Inactivating the mutations in EP300
causes chronic DNA replication stress, resulting in persistent
genomic instability. Aberrant DNA replication in EP300-mutated
cells is characterized by increased replisome pausing and nucleolytic
degradation of nascently synthesized DNA at stalled forks due to a
prominent defect in fork stabilization and protection. This in turn
results in the accumulation of single-stranded DNA gaps at the
collapsed replication forks.88 EP300-mutated cancers had signifi-
cantly higher microsatellite instability and tumor mutational burden
(TMB), representing the number of mutations per megabase
harbored by tumor cells in each neoplasm. High TMB values in
EP300-mutant-type cancers indicate a potential response to immuno-
therapy caused by significantly higher programmed death-ligand 1
(PD-L1) expression.28,89 Moreover, EP300 was co-mutated with
DNA mismatch repair genes.28

p300 is considered as a tumor-suppressive gene that acts through the
promotion of the functions of tumor suppressors such as p53, HBP1,
FOXO, and HIPK2. The first of these proteins, transcription factor
p53, becomes phosphorylated, released from Mdm2 inhibitory pro-
tein, and interacts with p300 in response to DNA damage.41 p300 is
required for full p53 transactivation as well as the downstream p53
effects of growth arrest and/or apoptosis.90 As with other transcrip-
tion factors involved in controlling pro-apoptotic genes, p53 is phos-
phorylated by nuclear serine/threonine kinase HIPK2 upon DNA
damage. p300-mediated acetylation of HIPK2 increases the enzyme
stability and enhances its tumor-suppressor function.43 HBP1 acti-
vates or represses the expression of some specific genes during cell
growth and differentiation. p300-mediated acetylation of HBP1is
essential for its transactivation on the p16 promoter and activation
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of the cyclin-dependent kinase inhibitor.42 Decreased acetylation of
tumor-suppressor FOXO upon p300 deficiency promotes cell growth
and increases the cancer cell resistance to cisplatin.44 In addition,
p300 deletion activates prooncogenic signals such as mitogen-acti-
vated protein (MAP) kinase, Janus kinase/signal transducer, and
the activator of transcription (STAT) pathways. In chimeric mice,
loss of p300 leads to upregulation of NOTCH1, BMI1, MYC,
CCNE, and SKP2 oncogenes, as well as the development of thymic
lymphoma and histiocytic sarcomas.31

p300-depleted cells have aggressive cancer phenotypes that are char-
acterized by loss of cell-cell adhesion, defects in cell-matrix adhesion
and increased migration.91 The deficiency of p300 upregulates the
expression of genes associated with adhesion, cytoskeletal remodel-
ing, stemness, apoptosis, and metastasis.92 The cell responds to
EP300 downregulation by acquiring a phenotype that is characteristic
of it undergoing epithelial-to-mesenchymal transition (EMT),
including enhanced cell motility and invasion, ability to proliferate af-
ter anticancer treatment as a consequence of drug resistance, and acti-
vation of the EMT regulatory pathway.93

Some cancer types lacking p300 became more resistant to anticancer
drugs such as paclitaxel,92 doxorubicin93,94 and cisplatin.44 One study
documented the development of multidrug resistance (MDR) as a
consequence of p300 downregulation.95 Overexpression of some
ABC proteins contributes to MDR considerably, since these mem-
brane transporters are responsible for the efflux of diverse drugs
from cancer cells and therefore decreasing intracellular drug concen-
tration and drug toxicity.96 However, the abovementioned p300-
deficient MDR phenotype was drug-transporter independent as
P-glycoprotein remained low and cells ineffectively effused a fluores-
cent derivative of paclitaxel. In this case, lesser activation of apoptosis,
caspase-9, and caspase-3/-7 activities were observed, leading to
apoptosis evasion.95

Relationship of EP300 and other epigenetic regulators in cancer

The expression of EP300 crosstalk with other epigenetics factors
has been studied according to data deposited in TGCA Pan-
Cancer Atlas (pan-cancer analysis of whole genomes (ICGC/
TCGA, Nature 2020). As shown in Figure 7, a high mRNA level
of EP300 is accompanied by high transcript level of other histone
acetyltransferases, histone lysine methyltransferases, histone deme-
thylases, RNA methyltransferases, and SWI/SNF subunits, and by
repression of HDACs, histone arginine methyltransferases, and
DNA methyltransferases.

Interplay between expression of EP300, histone acetylases, and

deacetylases

High mRNA level of EP300 is accompanied by a high expression of
other histone acetyltransferases such as KAT2B, KAT5, KAT6A,
KAT6B, and KAT7, and by the repression of opposing acting HDACs:
HDAC2, HDAC4, HDAC8, and HDAC11 (Figure 7A). This suggests
that cancer cells with a high abundance of p300, CBP, and other ace-
tyltransferases are generally susceptible to an elevated status of his-

tone acetylation, while simultaneously having reduced mechanisms
to prevent acetylation-driven gene overexpression.

The studies documented co-operation between various acetyltrans-
ferases that may act together. For example, NuA4 synergizes locally
with the SAGA complex, and is capable of histone acetylation due to
the occurrence of aGCN5 subunitwith acetyltransferase activity during
DSB repair.97 In contrast, HDAC1 and p300 compete for histone bind-
ing since these two opposing acting enzymes can directly interact with
the overlapping regions of the histoneH3 tail.Moreover, p300 can acet-
ylate HDAC1 and attenuate its deacetylase activity.98 Therefore, a hy-
peractive EP300 likely reduces nuclear HDAC activity in cancer cells.99

In human gastric cancer cell lines, crosstalk of 4 epigenetic modifica-
tion types including H3K4me1, H3K4me3, H3K27ac, and m6A were
observed, with co-regulation of about 360 protein-coding genes.
Nearly 50% of dysregulated genes in tested cancer cell lines were
simultaneously regulated by more than one modification type and
characterized by a high expression of multiple histone modification
writers (SETD1B, KMT2A, and CREBBP) and the low expression
of histone modification erasers (KDM1A, KDM1B, HDAC1, and
HDAC2). This epigenetic-modification-dysregulated cluster had
poor survival, stromal activation, and immune suppression.100

Importantly, the low expression of EP300 is followed by low expres-
sion of its homolog:CBP. Therefore, the compensationmechanism by
CBP seems unlikely in the majority of the considered p300-deficient
cancers.

In summary, the positive correlation between transcription of EP300
and other acetyltransferases with simultaneous opposite interconnec-
tion with some HDACs indicates the existence of two cancer types in
terms of their favored protein acetylation status.

Relationship between expression of EP300 and histone

methylation status

Interestingly, both histone methylases, such as KMT2A, KMT2D, and
KMT2E, and demethylases, such as KDM2A, KDM3B, KDM5A, and
KDM6A, show a positive correlation with a high EP300 expression in
TGCAPan-Cancer Atlas study (Figure 7B). These enzymes of opposite
functions form a regulatory loop that controls gene expression. Acety-
lation of histones H3 andH4 coexists frequently with trimethylation of
H3K4 at the promoter and TSS of transcriptionally active genes, as
H3K4me3 promotes downstream H3/H4 acetylation by the recruit-
ment of HATs. H3K4me3 readers have been identified in many HAT
complexes. For example, SGF29, a component of the SAGAHAT com-
plex, contains a Tudor domain that binds H3K4me3. SGF29 deletion
causes the loss of H3K9ac and disassembly of the SAGA complex at
target sites.5 In contrast, acetylation of H3K27 at the promoter region
of IL1RN and GRM2 genes leads to H3K4me3 enrichment around
TSS and transcriptional activation. Blocking the reading of
H3K27ac by BRD proteins abolished H3K27ac-induced H3K4me3
and downstream gene activation.11 H3K4me1, another mark of active
transcription, also demonstrated the relationship with acetylation
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Figure 7. Co-expression of EP300 with other epigenetic factors

Heatmap presents overexpressed and downregulated KAT3B (EP300) samples and co-expression of EP300 with (A) other acetyltransferases (KATs) and (B) deacetylases

(HDACs), histone methyltransferases (KMTs, PRMTs) (C), and demethylases (KDMs) (D), DNA and RNA methyltransferases and demethylases (E), and some SWI/SNF

subunits in various tumor samples. (B) Exemplary dot-plot correlation graph with expression of EP300 and KAT6A, and between EP300 and HDAC8. The underlying

data were derived from all TGCA Pan-Cancer Atlas (Pan-cancer analysis of whole-genome (ICGC/TCGA, Nature 2020) samples.
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marks. However, the relationship between these two modifications is
unequal. The loss of H3K4me1 reducedH3K27ac, but H3K27ac reduc-
tion did not affect H3K4me1.10 UTX (KDM6A) and MLL4 (KMT2B)
form a feedforward regulatory loop that drives simultaneous H3K4
mono-methylation and H3K27ac on enhancers and super-enhancers
to generate an active enhancer landscape. p300 forms an epigenetic pro-
tein complex with the H3K27 demethylase UTX and the H3K4 meth-
yltransferase MLL4. MLL4-dependent H3K4 mono-methylation
further augments the CBP/p300-dependent H3K27ac and transcrip-
tional activation.31 LikeH3K4me3 andH3K4me1,H3K36me3 is linked
to regulation of histone acetylation. H3K36me3 recruits HDACs to the
sites of active transcription. Moreover, H3K4me3 has been found to be
promoter associated before transcription initiation and H3K4me3-
dependent co-targeting of p300/CBP andHDACsmay facilitate the dy-
namic turnover of histone acetylation. It is suggested that H3K4me3
andhistonehyperacetylation at genepromotersmay regulate transcrip-
tional initiation from the TSS, whereas H3K36me2/3-mediated deace-
tylation is required to prevent initiation from aberrant sites within the
gene body.5 Histone lysine acetylation and arginine methylation can
also act cooperatively to localize and activate other methyltransferases.
Pre-acetylation of H3K18 and H3K23 by CBP/EP300 triggers recruit-
ment of arginine methyltransferase PRMT4 (CARM1), which methyl-
ates H3R17, thereby activating estrogen-responsive genes.22,101

The cooperation between modifications may increase the effective-
ness of the recruitment of specific factors. For example, PHF8 specif-
ically binds to H3K4me3 via its PHD finger, and this interaction is
stronger when H3K9 and H3K14 are also acetylated on the same
tail of H3.102 Several reports have demonstrated that H3K9me3 and
H3K27me3 modifications are mutually exclusive. H3K27me3 in-
serted by the KMT6A-containing PRC2 complex is associated with
gene repression, while H3K27ac is associated with gene activation
and active enhancers. The removal of H3K27ac by the HDAC1/
2-containing NURD complex, facilitates the recruitment of the
PRC2 complex and accumulation of H3K27me3 at promoters leading
to gene repression. Methylation of H3K27me3 by KMT6A causes
extrusion of p300 and CBP from chromatin, thereby preventing the
accumulation of H3K27ac at enhancers and gene activation.5

Histone acetyltransferase EP300 and the histone demethylases
KDM5A, KDM6A, and KDM6B, which can be jointly elevated in
some cancer types, cooperate with KLF4 in transcriptional activation
of POU5F1.103 POU5F1 has been identified as one of the most impor-
tant cancer stem cells markers and participates in stemness mainte-
nance in cancer cells as well as correlating with clinicopathological
features and poor prognosis for various tumors.104

Concluding, the high EP300 transcription in the subset of cancer pa-
tients is mostly associated with high transcription of methyltrans-
ferases (KMTs) and demethylases (KDMs) listed in Figure 7C, which
insert transcription promoting marks and remove repressive modifi-
cations, respectively. The discrepancy in this very general statement is
evident for PRMT1 and PRMT4, which are considered as transcrip-
tion-promoting enzymes, but their activity toward non-histone sub-

strates must be also taken into account while predicting their func-
tional interaction with p300.

The relationship between expression of EP300 and enzymes,

which covalently modify DNA and RNA

The alteration in the mRNA level of EP300 in cancers are associated
with up- and downregulation of enzymes that are involved in covalent
modifications of DNA and RNA (Figure 7D). Cancers that overex-
press EP300 are characterized by a low level of DNA (cytosine-5)-
methyltransferase 3b (DNMT3), which is considered as de novo
methyltransferase, as well as by overexpression of TET2, which cata-
lyzes the conversion of the modified DNA base methylcytosine to
5-hydroxymethylcytosine, methyltransferase-like 3 and 14 (MTTL3,
MTTL14), and pre-MRNA-splicing regulatorWTAP. Although inac-
tivating CREBBP/EP300mutations were associated with hypermethy-
lation in the literature,105 transcription of DNMT1 DNMT3A/B re-
mains mostly low in the studied group. It has been documented that
overexpression of DNMTs in cancers, which cause hypermethylation
of numerous genes such as hMLH1, p16, p53, CDH1, CEACAM6,
CST6, ESR1, LCN2, and SCNN1A, also cause the activation of onco-
geneOCT4 through the IL-6/STAT3 pathway.106 However, DNMT3B
can act as a tumor suppressor in lymphomas, so a relatively low
expression of DNMT3B and other DNAmethyl transferases can sup-
port p300-dependent gene transcription in EP300-overexpressing tu-
mors since many gene promoters are potential targets for DNMT3B
activity. CpG methylation prevents the transcription-promoting
methylations of H3K4, usually followed by nucleosome acetylation,
because of the physical interference between DNMT3L, DNMT3A/
B, and KDM1A/B, which compete for the N-terminal tail of histone
H3.107 Furthermore, methyl CpG binding protein 2 (MECP2)
binds methylated DNA, recruits the H3K9me3 methyltransferase
SUV3-9,5 and interactswith Sin3A,which bringsHDAC to the histone
of methylated DNA, thereby repressing gene transcription and antag-
onizing the transcription activating role of p300.108

DNA demethylases TET1 and TET2 have different functions and are
characterized by a distinct expression pattern in relation to EP300.
TET1 regulates the 5mC levels at the promoters and transcription
start sites, whereas TET2 demethylates CpG islands, gene bodies
and cell-type-specific enhancers, particularly for highly expressed
genes.109 The similar expression pattern of TET2 and EP300 can be
related to their functional relationship. p300 is involved in recruiting
TET2 to chromatin through direct protein-protein interactions.110 In
breast cancer cells, TET2 facilitated the proper recruitment of ERa to
active enhancers,111 which are then dynamically activated through a
p300/CBP-catalyzed acetylation that promotes the recruitment of
TFIID and RNAPII at enhancers and enhancer-regulated genes.112

The observed positive correlation between the mRNA level of RNA
methyltransferases and EP300 can be explained by the fact that the
H3K27 acetylation of METTL3 promoter regulates transcription of
this methyltransferase.113 Such an interdependence in transcription
control by p300 may also apply to other N6-adenosine-methyltrans-
ferases. However, in normal cells m6A destabilizes the EP300/CBP

12 Molecular Therapy: Oncology Vol. 32 December 2024

www.moleculartherapy.org

Review

http://www.moleculartherapy.org


transcript, thereby suggesting that METLL activity may protect cells
from p300/CBP overexpression.114 The loss of the m6A reader
protein YTHDF2 leads to the stabilization of the histone demethylase
KDM6B transcript, increasing KDM6B abundance and declining the
transcription repressive mark H3K27me3. Similarly, the methyltrans-
ferases METTL3 and METTL14 reduce the repressive histone mark
H3K9me2 by a recruitment of KDM3B, which is mediated by the
m6a reader protein YTHDC1. In various normal and cancer cell lines,
the mRNA expression of SETD2, the histone methyltransferase of
H3K36, positively correlated with the expression of the m6A writers
METTL3, METTL14, and WTAP. Knockdown of SETD2 or overex-
pression of the histone demethylase KDM4A drastically decreased
global m6A levels, as well as genes such as MYC. METTL14 acts as a
key player that recognizes and binds H3K36me3, linking m6A deposi-
tion with H3K36me3, which marks transcriptionally active regions.114

METTL3was remarkably elevated ingastric cancer tissues,where it pro-
moted cell proliferation via the SNHG3/miR-186-5p/cyclinD2 axis.115

Similarly, p300- and WDR5-dependent transcription of MLL3 facili-
tated the malignant progression of cervical cancer by the regulation of
TXNDC5 expression.116

In summary, EP300-overexpressing cancers are characterized by
gene expression-promoting profile, which starts with lowered level
of DNMT3B and increased TET2, which likely cause hypomethyla-
tion of the subset of gene promoters, thereby promoting transcription
permissive environment. Furthermore, m6A writers such as
METTL3, METTL14, and WTAP play a role in the efficiency of
mRNA splicing and RNA processing.

Co-expression of EP300 and genes encoding subunits of SWI/

SNF complex

Histone acetylation by p300 and its consequent impact on the gene
transcription is mediated by the above-described histone, DNAmodi-
fying enzymes, and transcription factors, and by the bromodomain
proteins, which adapt the chromatin structure to make DNA more
or less accessible to transcription machinery. H3K27ac depletion by
p300/cbp inhibition at both enhancers and promoters causes a
clear reciprocal loss of multiple bromodomain-containing proteins
including BRD2, BRD4, BRG1, and BRM from chromatin and tran-
scriptional suppression of dependent genes.117 The expression of
EP300 positively correlates with SWI/SNF chromatin remodeling
complex subunits such as ARID1A, ARID2, PBRM1, SMARCA2
(BRM), and SMARCB1, but is associated with a low SMARCA4 tran-
scription (Figure 7D). The SWI/SNF complex subunits recruits p300
to distal enhancers, rather than promoters, inducing H3K27 acetyla-
tion and enhancer-associated gene transcription.31 In co-operation
with BRD4 and BRG1, CBP/p300 plays an important role in inducing
H3K27ac and the transcription of pluripotency genes, such as OCT4
and NANOG.31 In addition, BRG1-dependent SWI/SNF was shown
to enable the EP300-dependent transcription of proliferation and
DNA repair genes from their E2F/CpG-driven promoters in breast
cancer cells. BRG1/SWI/SNF-EP300 complexes, accompanied by
poly-ADP-ribose polymerase 1 (PARP1), was present at highly acet-
ylated promoters of genes such as CDK4, LIG1, or NEIL3, which are

responsible for cancer cell growth and the removal of DNA damage.86

Therefore, the lack of direct correlation between the transcription of
EP300 and SMARCA4 in EP300-overexpressing cells may look sur-
prising, but the high degree of overlap between BRG1 and BRM,
which are mostly associated with active regulatory regions of the
genome, may suggest that the two siblings replace each other at
certain conditions.118 However, there is no direct evidence to support
this hypothesis. SMARCA4 is frequently mutated, truncated, and
epigenetically silenced in various cancers, which become transcrip-
tionally dependent on BRM, and BRG1 loss or decline is associated
with a poor prognosis.119 Hence, the advantage of BRG1 silencing,
which can act as tumor suppressor in EP300-overexpressing cells,
can surpass the benefits of BRG1-p300 cooperation on chromatin
that can be compensated by BRM.86,120 Suppression of SWI/SNF sub-
units in EP300 repressed cancers may further limit unwanted gene
transcription when the role of p300 is taken over by other acetyltrans-
ferases.121 The suppression of SMARCA4 in EP300-overexpressing
cancers is even more surprising in light of the weak but positive cor-
relation between EP300 and PBRM1 expression. Product of the latter
gene contains six tandem bromodomains, which are specialized in
recognizing acetyl-lysine residues, thereby making PBRM1 product
an important reader of H3K14ac and a universal epigenetic marker
of actively transcribing genes.122 Importantly, PBRM1 marks only
BRG1-dependent PBAF sub-complexes of SWI/SNF, so the func-
tional impact of simultaneous p300 and PBRM1 elevation with the
likely deficiency of crucial PBAF subunit—BRG1 remains unknown.

The colorectal cancer study suggests that inhibition of histone deace-
tylation leads to increased ARID1A expression in LS180, HT29, and
SW742 cells,123 thereby linking elevated co-occurrence of ARID1A
and EP300. ARID1A may function as a tumor suppressor through
transcriptional downregulation of cancer stemness gene ALDH1A1,
which is associated with reduced histone H3K27 acetylation in chol-
angiocarcinoma cells.124 Another SWI/SNF gene—ARID2—that is
co-expressed with EP300 is known to inhibit metastasis of hepatocel-
lular carcinoma cells by recruiting DNMT1 to the promoter of genes,
which belong to the Snail family. Elevated DNA methylation leads to
suppression of Snail transcription.125 Therefore, low ARID2 mRNA
level may link p300 declined cancers with their predisposition to
metastasis as demonstrated in Figure 6D.

Concluding, expression of ARID domain-containing proteins such as
ARID1A/B and ARID2 positively correlates with expression of EP300
in the subset of analyzed cancer samples, and to possibly facilitate
P300-dependent gene transcription. SWI/SNF-driven chromatin re-
modeling most likely involves BRM in EP300-overexpressing cancers
since expression of another ATPase of this complex—BRG1 is rela-
tively low.

EP300 changes as a prognostic mark and therapeutic target

Pan-cancer studies demonstrate the link between the expression of
EP300 and improved cancer patient survival. However, the data indi-
cate that both high and low expression of EP300 may be associated
with poor prognosis. High expression of p300 was followed by poor
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overall survival in hepatocellular carcinoma, esophageal squamous
cell carcinoma, nasopharyngeal cancer, breast cancer, cutaneous
squamous cell carcinoma, and small cell lung cancer,76 as well as
non-small cell lung cancer.78 Overexpression of EP300 was associated
with improved survival in non-small cell lung cancer, melanoma,76

and glioblastoma.77 In addition, it is indicated that both low and
high expressions contribute to tumor invasiveness and resistance to
chemotherapy. Therefore, personalized therapy seems to be a reason-
able therapeutic approach in patients with dysregulated EP300. P300
status can be considered as an indicator for the use of EP300 inhibi-
tors, HAT activators, or immunotherapy in anticancer therapy.

p300 declined cancers

The development of immune checkpoint inhibitor (ICI) therapy has
opened a new era of anticancer therapy, with durable responses and
significant survival benefits observed in many cancers.126 The FDA
has successfully approved three different categories of ICIs: PD-1 in-
hibitors (Nivolumab, Pembrolizumab, and Cemiplimab), PDL-1
inhibitors (Atezolimumab, Durvalumab, and Avelumab), and a
CTLA-4 inhibitor (Ipilimumab).127 However, a big group of patients
do benefit from this approach to combat cancer. Consequently,
increasing attention is being paid to the identification and develop-
ment of predictive biomarkers of response to immune therapy. Tu-
mor mutational burden, variations in DNA damage response path-
ways, neoantigen load (the number of mutations actually targeted
by T cells), and PD-L1 expression126 are listed among the most char-
acteristic and promising features to discriminate patients for immune
therapies. The ability of cytotoxic T cells and natural killer cells in the
elimination of tumor cells and the tumor mutation burden as well as
PD-L1 expression, was significantly higher in EP300-mutated than in
EP300-wild-type cancers. These features indicated a favorable
response to ICIs. Thus, the lack of EP300 could be a predictive
biomarker for a patient’s response to immunotherapy.28 Recent
studies suggest that inactivating mutations in SWI/SNF, particularly
subunits of in PBAF complex (PBRM1, ARID2, and BRD7) increase
patient sensitivity to ICIs. Loss of function of SWI/SNF increased
chromatin accessibility to transcription activators in IFN-g-inducible
genes in tumor cells, and subsequently increased production of che-
mokines, thereby leading to more effective recruitment of effector
T cells to tumors.126

In cancers characterized by the low expression of EP300, where activ-
ity of the enzyme is detrimental for cancer cell survival or prolifera-
tion, HAT activators and immunotherapy can be applied as a mono-
therapy or in combination with other drugs to improve the treatment
outcome. To date, several p300 activators have been developed. These
can be represented by CTB (cholera toxin B subunit) that induces
acetylation of p53 by increasing the expression of p300 and conse-
quently triggers cell death in a culture of breast cancer MCF-7 cells,
while being well tolerated by normal lung MRC-5 fibroblasts.128

YF2, a P300 and CBP HAT activator, has selective cytotoxicity in
the EP300-mutated, diffuse large B cell lymphoma cell lines and in-
duces acetylation of H3K14 and H3K27 as well as p53 in vitro and
in vivo.129 Moreover, YF2 upregulated the expression of several

MHC class I-II genes resulting in the activation of numerous immune
regulatory signaling pathways, allowing for the synergic effect of YF2
and PD-L1 inhibitors.130 The question whether p300 activators can be
more potent in cancers characterized by the loss or decline of two and
more acetyltransferases remains open, but the simultaneously low
expression of p300 and other KAT family members provides a solid
ground for such a hypothesis. Alike HAT activators, HDAC inhibi-
tors are documented to attenuate tumor progression and improve
immunotherapy. Inhibition of HDACs increases the immunogenicity
of cancer cells by upregulating the expression of numerous com-
pounds including components of the antigen-processing and presen-
tation machinery, co-stimulatory molecules, stress-induced ligands,
and death-inducing receptors, while simultaneously downregulating
the expression of checkpoint ligands by tumor cells. The immune
response is further enhanced by activation of the adaptive and innate
host immune cells, which recognize and eliminate cancer cells.131

Some treatment schemes involving HDAC inhibitors combined
with immune therapy have already demonstrated promising efficacy
in various phases of pre-clinical and clinical trials.

EP300 overexpressed cancers

Patients diagnosed with cancers fueled by elevated p300 activity can
possibly benefit from p300/CBP inhibitors. Several natural com-
pounds block acetyltransferase activity of p300. These include garci-
nol, anacardic acidcurcumin,132 curcumin,133 and carnosol.134 Garci-
nol and anacardic acidcurcumin significantly reduce the invasive
phenotype of rhabdomyosarcoma cells by inhibiting their growth
rate, viability, and clonogenic ability. These compounds cause cell-cy-
cle arrest in the G2/M phase and induce apoptosis.132 Garcinol pre-
vents esophageal cancer metastasis in vitro and in vivo, suggesting
its therapeutic potential for metastatic tumors.135 Carnosol sup-
pressed tumor growth and metastasis of breast cancer xenografts as
well as strongly induced apoptosis in melanoma cells.136,137 A-485,
C646, B026, L002, DCH36_06, CPI-1612, and PU141 represent
small-molecule, synthetic inhibitors of CBP/p300 catalytic activity.
These agents reduce the growth of cancers, including hormonal-
responsive cancers, by inducing cell death, disturbing metabolic re-
programming of cancer cells and sensitizing cells to chemotherapy
and immunotherapy.53,85,138–148 P300 inhibitor A-485 was suggested
as possible effective anticancer treatment in ARID1A-mutated endo-
metrial epithelium, where p300-dependent acetylation of super-en-
hancers promoted endometrial invasion in the absence of functional
ARID1A. However, in ARID1A-proficient cancers inhibition of p300
may support ARID1A-based repression of genes responsible for
migration such as SERPINE1.121 Identification of the bromodomain
in the structure of p300 and CBP led to development of another group
of inhibitors that interfere with acetyltransferase interaction
with chromatin. Cell membrane-permeable compounds such as
I-CBP112, SGC-CBP30, CPI-637, PF-CBP1, Y08197, GNE-781, and
CCS1477 induce apoptosis, reduce growth and metastatic potential
of cancers,149,150 growth of hormone-responsive cancers,79–81,147,151

sensitize cancer cells to immunotherapy,152 chemotherapy,149,150,153

and reverse drug-resistant phenotypes.83 From the last synthetic
group of CBP/p300 inhibitors, which simultaneously target the
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bromodomain and the catalytic activity of acetyltransferases,
NEO2734, NEO1132, and XP-524, there emerges promising anti-
cancer approaches. NEO2734 substantially limits the proliferation
of multiple cell lines. Although the cellular response and transcrip-
tional changes in various lymphomas treated with NEO2734 were
similar to either bromodomain and extra-terminal domain (BET)
or CBP/EP300 inhibitors, the magnitude of NEO2734 was substan-
tially higher.154 NEO2734 and NEO1132 eliminated leukemic stem/
progenitor cells in patient samples.155 The dual BET/EP300 inhibitor
XP-524 has a pronounced single-agent efficacy in vitro, ex vivo,
in vivo, and in human pancreatic cancers. XP-524 in vivo led to exten-
sive reprogramming of the pancreatic tumor microenvironment,
sensitized murine carcinoma to ICIs and further extended survival,
and in so doing provided evidence that the combined therapy
XP-524 and immune checkpoint can be beneficial for at least some
cancer patients.156

Although the lack of specificity of p300 inhibitors is often considered
as weak point, the simultaneous targeting of two or more acetyl-
transferases, which are overexpressed together with p300, may
potentiate the effect of single p300 inhibition. The pan-inhibitor
PU139, which blocks acetyltransferase activity of Gcn5, p300/
CBP-associated factor (PCAF), CREB (cAMP response element-
binding) protein (CBP), and p300, triggers caspase-independent
cell death in cell culture, blocks growth of SK-N-SH neuroblastoma
xenografts in mice and synergizes the cytotoxic effects with doxoru-
bicin in vivo.138 L002 reduces activity of p300, GCN5 (KAT2A), and
PCAF (KAT2B), but their IC50 varies from 1.98 to 34 mMand 35 mM,
respectively.157 Similarly, CBP/p300 bromodomain inhibitors inter-
fere with the functioning of some BET family members, particularly
with BRD4, which often associates with p300-containg and tran-
scription-promoting complexes at the gene promoters and en-
hancers.158 Therefore, an attempt to make use of p300 inhibitors
for multi-KAT targeting likely requires far higher doses of these
compounds, hence their adverse effects or toxicity may act as
limiting factors.

Another approach with the target of declining p300 activity in cancer
cells is the degradation of p300. The proteolysis-targeting chimera
(PROTAC) compound termed “JQAD1” selectively targets EP300
for degradation. Cell treatment with JQAD1 causes loss of H3K27
acetylation and rapid neuroblastoma apoptosis, while showing
a very limited toxicity to untransformed cells.159 Another p300
degrader—dCBP-1—is exceptionally potent in killing multiple
myeloma cells and can abolish the activity of the enhancer that drives
MYC oncogene expression.160 The genetic background as well as co-
existed alteration in the expression and activity of other chromatin re-
modeling enzymes were not taken into consideration while testing
anticancer efficacy of p300 degraders.

The new mode of synthetic lethality, which involves targeting p300
activity, can be taken into consideration in cancers that are fueled
by p300 in the SMARCA4-mutated genotypes. The beneficial impact
of BRG1 deficiency, widely described in primary tumors, for malig-

nant transition, cancer growth, and metastases may result from
BRG1-mediated silencing of genes by the REST complex, which inter-
acts with acetylated chromatin at the BRG1 binding sites in a fashion
dependent on BRG1 bromodomain.161 If BRG1-REST-repressed
genes emerge crucial for cancer well-being, then inhibition of histone
acetylation by p300 or pan-acetyltransferase inhibitors may mirror
the activity of mutated SMARCA4. Furthermore, simultaneous inhi-
bition of p300/CBP and KDM6Awas proposed as effective anticancer
strategy since these two enzymes co-operate in activating oncogenic
transcription.117 KDM6A, which is frequently overexpressed in par-
allel to p300, prevents suppression of oncogenes by antagonizing
PRC2-mediated methylation of H3K27me1/2/3 in the absence of
p300 activity. Interestingly, overexpression of p300 and KDM6A cor-
relates negatively with the mRNA level of various HDAC family
members, and this observation seems to be of crucial importance
for the success of the suggested anticancer strategy involving pro-
longed inhibition of p300 and KDM6A. The loss of NCoR/SMRT
complexes, which comprise HDAC3 as a catalytically active subunit,
overcomes p300/CBP inhibition, and can possibly substantially limit
beneficial effects of ip300- or ip300/iKDM6A-based anticancer
therapies.117

SUMMARY
EP300 is frequently dysregulated in cancers. Some cancers are char-
acterized by high expression and activity of EP300, which can serve
as an indicator for the implementation of antagonizing or activating
drugs in anticancer therapies. Despite extensive efforts and the
development of many structurally different compounds capable of
modulating p300 activity and expression, none have been accepted
by the FDA for the treatment of malignancies. Immunotherapy
and HAT activators seem promising for the treatment of cancers
with EP300 deleterious mutation and downregulation, but also
require further investigation and testing in clinical trials. The
observed interdependence between the expression of EP300 and
other chromatin remodeling enzymes and their documented func-
tional crosstalk should be a prompt for considering the use of
pan-acetyltransferase inhibitors and pan-bromodomain inhibitors
in EP300-overexpressing cancers. Some of the above referred exam-
ples indicate likely limitation in the beneficial outcomes of p300 tar-
geting in anticancer strategies, which result from mutations in other
epigenetic factors. Although numerous options for up- and downre-
gulation of p300 activity is currently available, the proper choice
must be imposed by careful analysis of patient-specific genotype
and co-existed mutations, which define the repertoire of chromatin
and DNA remodeling enzymes capable of fine-tuning p300 role in
cancer progression.
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Abstract
Background/Aims: Cancer cell multidrug resistance induced by paclitaxel contributes to 
the high failure rates of chemotherapy and relapse of the disease. Several mechanisms have 
been described that underlie the observed resistance, including the overexpression of ABCB1 
(P-glycoprotein), which represents an ATP-binding cassette (ABC) transmembrane protein, 
and its functional occurrence in lysosomal membranes is linked to drug accumulation in 
these organelles. Methods: Using clinically-relevant models of paclitaxel-resistant triple-
negative breast cancer and non-small cell lung cancer cell lines, we provide evidence for 
the role of ABCC subfamily members in the lysosomal sequestration of drugs in multidrug 
resistant phenotypes. Proteins expression level and its cellular localisation was measured 
using Western Blot and confocal microscopy. Drug accumulation was analysed by confocal 
microscopy and flow cytometry. Drug cytotoxicity was tested using resasurin assay and anexin 
V propidium iodide staining. Results: Regardless of the alteration in gene expression, paclitaxel 
induced the intracellular redistribution of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 and their enrichment 
in lysosomes. The use of ABCC inhibitors and transient silencing of these three genes limited 
the accumulation of doxorubicin and paclitaxel-OregonGreen488 in lysosomes, while having 
little impact on the total drug level inside cells. The cancer cells were also sensitized to various 
structurally unrelated chemotherapeutics of differing acidity. Conclusion: The results suggest 
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that lysosome membranes anchored ABCC proteins which remained functionally active and 
were capable to load chemotherapeutics into lysosomes in paclitaxel-resistant cancer cells. 
Therefore, targeting of lysosomal ABCC transporters may help to overcome paclitaxel-induced 
resistance by reducing the accumulation of drugs in lysosomes.

Introduction

Paclitaxel (PTX) is an important first-line drug for the treatment of certain breast 
and advanced non-small cell lung cancers (NSCLC) due to the lack of specific markers for 
targeted or personalized medicine. Over 85% of lung cancer patients are diagnosed with 
non-small cell lung cancer (NSCLC), 60% of whom a standard chemotherapy regime is 
administered due to the advanced stage of disease [1–3]. Similarly, adjuvant and neoadjuvant 
chemo drugs are given particularly for metastatic breast cancer and triple-negative breast 
cancer patients (TNBC), where the cells lack estrogen, progesterone and HER2 receptors 
[4]. Paclitaxel is a tubulin-binding compound promoting accumulation of tubulin dimers and 
stabilizing microtubule fibers, which prevent proper spindle formation, arresting the cell 
cycle in mitosis and inducing apoptosis [5]. However, paclitaxel-induced resistance leads 
to treatment failure and tumor recurrence. The most frequently referred mechanisms of 
resistance include altered apoptotic pathways, increased drug metabolism, mutations and 
changes in tubulin composition, reduced drug uptake and overexpression of the pumps that 
actively transport the drug out of the cells [5, 6]. The latter group is represented by the ATP-
binding cassette (ABC) proteins, using energy from ATP hydrolysis to translocate substances 
across the cell membrane. They are characterized by relatively low substrate specificity 
and remove a wide range of structurally unrelated compounds from cells, contributing 
to increased multidrug resistance (MDR) [7]. These transporters are classified into seven 
subfamilies (ABCA–ABCG) by the Human Genome Organization. MDR in paclitaxel-resistant 
human breast, lung and ovary cancers was associated with the overexpression of ABCB1 
(P-glycoprotein), whereas ABCG2 (BCRP, Breast Cancer Resistance Protein) was reported 
in the last two tumor types [8]. Clinical trials that combined paclitaxel with P-glycoprotein 
inhibitors such as CBT-1 to treat solid tumors and with PSC 833 in breast, renal, lymphoma 
and ovarian cancer therapy were completed but not continued [9, 10]. Other ABCC subfamily 
members, such as ABCC1/MRP1, ABCC2/MRP2, ABCC3/MRP3, ABCB4/MDR3 were found 
up-regulated to various extents in paclitaxel-resistant breast cancer sublines [11], whereas 
the FOXM1-ABCC5 axis was shown to contribute to paclitaxel resistance in nasopharyngeal 
carcinoma cells [12]. Inhibitors of ABCC1 (PAK-104P), ABCB1 (LY329146) and Biricodar, 
which inhibits ABCC1, ABCB1 and other transporters of ABC group, have been shown to 
reverse paclitaxel resistance [13].

In the case of weakly basic drugs, their accumulation in sequestering organelles can 
be explained by changes in the intracellular pH gradient. The pH of the lumen of lysosomes 
is significantly lower in MDR cells, resulting in an increased pH difference between the 
lysosome and the cytosol. This may be a driving force for the accumulation of slightly basic 
anticancer agents such as doxorubicin, daunorubicin or mitoxantron (pKa = 8.3) into acidic 
organelles [14]. In response to repeated exposure to paclitaxel, lung cancer RERF-LC-KJ 
accumulated more of Oregon Green® 488 conjugated paclitaxel in the lysosomal and extra-
lysosomal compartments of cytoplasm than in other cell lines [15]. This study suggested 
that the changes in the subcellular localization of drugs may contribute to the development 
of multidrug resistance. A new line of research confirms the role of lysosomes in subcellular 
drug sequestration and hence, limitation of the anticancer agents in reaching intracellular 
targets [16, 17]. It has been demonstrated that certain ABC transporters, including ABCA2-
3, ABCB1, ABCC1-2, or ABCG2, sequester anti-cancer drugs into (early/late) endo- or 
lysosomes [16]. In the multidrug resistant human leukemic cell line HL-60 the interplay 
between passive daunorubicin influx into lysosomes, as well as active ABCC1-dependent 
sequestration of a zwitterionic molecule, sulforhodamine 101, in the Golgi apparatus was 
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reported [18]. Furthermore, lysosomotropic weak bases such as ammonium chloride or 
chloroquine, as well as P-glycoprotein inhibitors (valspodar or elacridar) and silencing, 
markedly increased the toxicity of P-glycoprotein substrates in cervical and ovary cancers, 
that were characterized by overexpression of LAMP2-colocalized ABC transporters [19]. 
In addition to the plasma membrane, ABCC1 was seen in endocytic vesicles, perinuclearly 
located lysosomes and trans-Golgi vesicles [20], where its activity on intracellular vesicles 
was sufficient to confer a drug resistance phenotype of HeLa cells, however ABCG2 was also 
found in lysosomal membranes of these cells [21]. Other ABCC proteins such as ABCC2, 
ABCC3 and ABCC4 were also detected in crude lysosomes of some non-resistant cell lines 
[22], but their role in lysosome-based multidrug resistance has not been supported by 
experimental evidence. Although recent proteomic datasets have classified some ABC 
proteins as lysosomal proteins, some controversy remains as to whether their endolysosomal 
localization is regular or only intermediate along the trafficking pathway (with synthesis in 
ER/Golgi, trafficking/recycling in endosomes and degradation in lysosomes) [23].

In this study we aimed to identify the ABCC subfamily members present in the lysosomal 
membrane and test their possible contribution to the sequestration of chemotherapy drugs 
in organelles. Use was made of clinically-relevant models of paclitaxel resistant phenotypes 
of non-small lung cancer (A549) and triple-negative breast cancer (MDA-MB-231), searching 
for subcellular localization of particular ABCC proteins. To give a readout of their activity 
in the lysosomal membrane we traced their impact on paclitaxel accumulation conjugated 
with OregonGreen488, which exists as a highly polar dianion at physiological pH. The probe 
increases paclitaxel polarity by almost 1000-fold, thereby substantially limiting its passive 
diffusion across membranes and making the lysosome loading entirely dependent on 
membrane transporters such as ABC proteins [24]. We also used the weak base doxorubicin, 
which is a known substrate of ABC membrane transporters and whose passive diffusion into 
lysosomes raises concerns about ABCB1-dependent lysosomal sequestration [21].

Materials and Methods

Materials
Non-small-cell lung cancer cell line A549 was purchased from ATCC. Breast cancer cell line MDA-

MB-231 was purchased from Sigma Aldrich. DMEM High Glucose w/ L-Glutamine w/ Sodium Pyruvate, fetal 
bovine serum and antibiotics (penicillin and streptomycin) were from Biowest (CytoGen, Zgierz, Poland). 
Resazurin sodium salt, doxorubicin hydrochloride, cisplatin, paclitaxel, etoposide, ammonium chloride 
(A4514), MK-571 (M7571), Lysosome Isolation Kit (LYSISO1), Anti-LAMP1 antibody (SAB3500285) were 
from Sigma Aldrich (Poznan, Poland). Nunc™ Lab-Tek™ Chamber Slide were ordered in Biokom (Janki/
Warsaw, Poland). Anti-ABCC5 antibody (sc-376965) and siRNA Control (sc-37007) were purchased from 
Santa Cruz Biotechnology (AMX, Lodz, Poland). Silencer Select Pre-designated siRNA: siABCC3 (#16602), 
siABCC5 (#19553) and siABCC10 (#40144), Lipofectamine RNAiMAX, OptiMem, SuperSignal™ West Pico 
Chemiluminescent Substrate, PageRuler™ Prestained Protein Ladder (#01154870), Pierce™ Protease 
Inhibitor Tablets (EDTA-free; PIC), Paclitaxel Oregon Green™ 488 conjugate (Flutax-2), Lysotracker™ Deep 
Red, BODIPY™ TR Ceramide, MitoTracker™ Red FM, SlowFade™ Glass Soft-set Antifade Mountant (with 
DAPI), anti-MRP3 (ABCC3) Polyclonal Antibody (PA5101482), anti-MRP5 (ABCC5) Polyclonal Antibody 
(PA5102678), anti-MRP10 (ABCC10) Polyclonal Antibody (PA5101678), SOD2 Antibody (1H6) (#MA1-106) 
were from Thermofisher Scientific (Thermofisher Scientific, Warsaw, Poland). Anti-ABCB1 (E1Y7B) Rabbit 
mAb (#13342), anti-ABCC1 (D7O8N) rabbit mAb (#14685), anti-ABCC3 (D8V8J) Rabbit mAb (#39909), 
ABCG2 (D5V2K) XP® Rabbit mAb (#42078), anti-ACTB (E4D9Z) Mouse mAb (#58169), Histone H3 Rabbit 
Ab (#9715), anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody (#7074), Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody (#7076), 
Anti-rabbit IgG (H+L), F(ab’)2 Fragment (Alexa Fluor® 488 Conjugate) (#4412), Anti-rabbit IgG Fab2 (Alexa 
Fluor® 594 Conjugate) (#8889), Anti-mouse IgG (H+L), F(ab’)2 fragment (PE Conjugate) (#59997) were 
from Cell Signaling Technologies (LabJOT, Warsaw, Poland).  An Annexin V Apoptosis Detection Kit with 
Propidium iodide was purchased from BioLegend (BioCourse.pl, Katowice, Poland).
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Cell culture and treatment with inhibitors
A549 cells were cultured in DMEM supplemented with 10% FBS and penicillin/streptomycin (50 

U/ml and 50 µg/ml, respectively) in 5% CO2. Initially, MDA-MB-231 cells were cultured in F15 medium 
supplemented with 15% FBS and penicillin/streptomycin (50 U/mK and 50 µg/ml, respectively) without 
CO2 equilibration. After 5 passages, the cells were adapted to grow in DMEM supplemented with 10% FBS 
and penicillin/streptomycin (50 U/ml and 50 µg/ml, respectively) in 5% CO2.

Paclitaxel at the concentration of 0.05 µM was added to cells for 48 h every 3 weeks for a total 
number of 6 cycles. The treatment scheme was chosen to fit the current therapeutic approaches, and drug 
concentration to fit the minimal paclitaxel concentration in the blood of patients [25]. The drug was washed 
out after 48 h and cells were cultured in the full growth medium till another dose of paclitaxel. After 6 cycles 
of treatment cells were froze and kept in liquid nitrogen. After thawing, one dose of paclitaxel was added 
to cells and all experiments were performed up to six consecutive cell passages. Drug-resistant and non-
resistant cell lines were cultured under the same condition.

Ammonium chloride (25 mM) and ABCC transporter inhibitor MK-571 (25 µM) were added to cells for 
2 h prior to analysis or treatment with anticancer drugs. Depending on the tested parameters, anticancer 
drugs were added to cells for 24 or 48 h.

Lysosome isolation
For the isolation of lysosomes destined for cytometer analysis, 2 million cells per sample were used; 

for Western Blot samples, 200 million cells per sample were used. The lysosome isolation was prepared 
according to the Lysosome Isolation Kit manufacturers protocol. Cells were trypsinized and washed two 
times with PBS. The cells were then resuspended in Extraction Buffer and sonicated (Bandelin Sonopuls 
HD2070). After every five strokes, cells were checked under a microscope to ascertain the degree of the 
breakage. The sonication was stopped at 80-85% of breakage. The samples were then centrifuged at 1000 
x g for 10 min. The supernatant containing cells content was transferred to the new tubes and centrifuged 
at 20000 x g for 20 min. The pellet containing the Crude Lysosomal Fraction (mixture of mitochondria, 
lysosomes, peroxisomes and endoplasmic reticulum) was suspended in Extraction Buffer. Next, the samples 
were diluted to a solution containing 19% Optiprep Density Gradient Medium (0.505 ml Optiprep, 0.65ml 
Optiprep Dilution Buffer, 0.03 ml 2, 3 M Sucrose to 0.4 ml of Crude Lysosomal Fraction). To the diluted 
Optiprep fraction 250mM Calcium chloride was added to a final concentration of 8 mM. Next the samples 
were incubated on ice for 15 min and centrifuged for 5000 x g for 15 min to allow the precipitation of 
mitochondria, endoplasmic reticulum and peroxisomes. Finally, the supernatant containing lysosomes 
was transferred into fresh tubes. Lysosome purity and lysosomal membrane integrity were tested by 
flow cytometry after lysosome staining with Neutral Red dye, provided in the Lysosome isolation Kit. 
Fluorescence was read at 606 nm, the fluorescence of the lysosomotropic dye in the hydrated and acidic 
interior of lysosomes [26].

Formation of cell spheroids
Nunc™Lab-Tek™chamber slides were coated with faCellitate BIOFLOAT FLEX coating solution according 

to the manufacturer protocol. After 30 min of air-drying of the chambers within the laminar flow hood, the 
cells were seeded per well at a density of 20, 000 cells. Cells were grown in DMEM supplemented with 
10% FBS and penicillin/streptomycin (50 U/ml and 50 µg/ml, respectively) in 5% CO2 to allow spheroids 
formation for 21 days.

Transient gene silencing
The cells were seeded per well at a density of 100, 000 cells on the 24-well plate, 10, 000 cells on Nunc™ 

Lab-Tek™ Chamber Slide or 3-week spheroids were transfected using siRNA-RNAiMAX complexes according 
to the previously described protocol [27]. After 6 h incubation with the complexes, DMEM supplemented 
with 10% FBS and antibiotics was added to the desired volume and cells were grown for another 48 h to 
obtain transient gene silencing.

Flow cytometry
Cells were seeded into a 6-well plate at a density of 1 million cells per well. After 48 h of cell transfection, 

doxorubicin and paclitaxel-Oregon Green were added to the culture for another 24 h. Then lysosomes 
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were isolated or cells were trypsynized and washed with PBS, fixed in 0.5% formaldehyde in PBS at room 
temperature for 15 min and transferred to fresh PBS. The lysosomes were taken directly after isolation to 
analysis. The fluorescence intensity was measured by a flow cytometer LSR® II (Becton Dickinson) at ex: 
470/em: 595 nm/nm for anthracyclines and ex: 496 nm/em: 524 nm for paclitaxel. The cell or lysosome 
population was discriminated based on FSC-A and SSC-A parameters in Flowing Software 2. Intensity of 
the cell fluorescence was visualized on a histogram and the shift in fluorescence distribution indicated the 
alteration in drug distribution.

Whole-cell protein expression evaluation
For protein expression evaluation cells were lysed in RIPA buffer (supplemented with 1 mM PMSF and 

PIC) and sonicated (Bandelin Sonopuls HD2070); Proteins were then separated by SDS–PAGE, transferred 
into a nitrocellulose membrane and stained with primary antibodies (1:5000) at 4°C overnight. After 
subsequent staining with HRP-conjugated secondary antibodies (1:5000 for antirabbit and 1:2500 for 
anti-mouse antibodies; room temperature; 2 h), the signal was developed with the SuperSignal™ West Pico 
Chemiluminescent Substrate and pictures were acquired using ProXima 2750 (Isogen Life Science). ACTB 
was used as the control.

Lysosomal protein expression evaluation
Lysosomes were suspended in 5x RIPA buffer (supplemented with 1 mM PMSF and PIC) and 

sonicated (Bandelin Sonopuls HD2070). Lysosome lysates were then separated by SDS–PAGE, transferred 
into a nitrocellulose membrane and stained with primary antibodies (1:5000) at 4°C overnight. After 
subsequent staining with HRP-conjugated secondary antibodies (1:10, 000 for antirabbit and 1:5000 for 
anti-mouse antibodies; room temperature; 2 h), the signal was analyzed using the SuperSignal™ West Pico 
Chemiluminescent Substrate in ChemiDoc-IT2 (UVP, Meranco, Poznan, Poland). ACTB, H3 and SOD2 was 
used as the control.

Confocal microscopy evaluation of ABC proteins
For the confocal imaging of ABC proteins, cells were seeded on a Nunc™ Lab-Tek™ chamber slide. 

2 h before cell fixation, Lysotracker™ Deep Red was added to the final volume of 75 nM and cells were 
incubated 1 h at 37°C. Cells were fixed with a 1% formaldehyde solution in PBS at room temperature for 15 
min, permeabilized and blocked with 1% FBS solution in PBS with 0.1% TritonX-100 at room temperature 
for 1 h. Primary antibodies (1:400) were added in 1% BSA solution in PBS with 0.1% TritonX-100 and 
incubated at 4 °C overnight. A secondary antibody (1:400) was then added in 1% BSA solution in PBS with 
0.1% TritonX-100 at room temperature for 2 h. After washing, the slides were mounted with SlowFade™ 
glass soft-set antifade mountant (with DAPI). The TCS SP8 (Leica Microsystems, Germany) with a 63x/1.40 
objective (HC PL APO CS2, Leica Microsystems, Germany) was used for sample visualization. The samples 
were imaged with the following wavelength values for excitation and emission: 485 and 500-550 nm for 
Alexa Fluor® 488, 647 and 660-670 for Lysotracker Deep Red and 405 and 430-480 nm for DAPI. The 
fluorescence intensity and colocalization was determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application 
Suite X (LAS X, Leica Microsystems, Germany).

Confocal microscopy imaging of lysosomal proteins
For the confocal imaging of ABC proteins, cells were seeded on a Nunc™ Lab-Tek™ chamber slide. 

Cells were fixed with a 1% formaldehyde solution in PBS at room temperature for 15 min, permeabilized 
and blocked with 1% FBS solution in PBS with 0.1% TritonX-100 at room temperature for 1 h. Anti-LAMP 
primary antibody (1:400) was added in 1% BSA solution in PBS with 0.1% TritonX-100 and incubated at 
4 °C overnight. A secondary antibody labelled with Alexa Fluor® 488 (1:400) was then added in 1% BSA 
solution in PBS with 0.1% TritonX-100 at room temperature for 2 h. Next anti-ABC primary antibodies 
(1:400) were added in 1% BSA solution in PBS with 0.1% TritonX-100 and incubated at 4 °C overnight. A 
secondary antibody labelled with Alexa Fluor® 546 or R-phycoerythrin (PE) (1:400) was then added in 
1% BSA solution in PBS with 0.1% TritonX-100 at room temperature for 2 h. After washing, the slides were 
mounted with SlowFade™ glass soft-set antifade mountant (with DAPI). The TCS SP8 (Leica Microsystems, 
Germany) with a 100x/1.40 objective (HC PL APO CS2, Leica Microsystems, Germany) was used for sample 
visualization. The samples were imaged with the following wavelength values for excitation and emission: 
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485 and 500-550 nm for Alexa Fluor® 488, 550 and 570-580 nm for Alexa Fluor® 546, 480 and 570-580 
nm for R-phycoerythrin (PE). The scans of cells were deconvolved using 3D-Deconwolution accessible in 
Leica Application Suite X software (LAS X, Leica Microsystems, Germany).

Confocal microscopy analysis of drug accumulation in cells
Cells seeded on Nunc™Lab-Tek™chamber slides were treated with anticancer drugs and inhibitors. Next, 

Lysotracker™ Deep Red (75 nM for 2 h), BODIPY™ TR Ceramide (5 µM for 30 min), or MitoTracker™ Red FM 
(100 nM for 30 min), was added to the culture media. After incubation and cell washing with PBS, cells were 
mounted with SlowFade™ glass soft-set antifade mountant (with DAPI). The TCS SP8 (Leica Microsystems, 
Germany) with a 63x/1.40 and 10x 0.40 DRY objectives (HC PL APO CS2, Leica Microsystems, Germany) was 
used for sample visualization. The samples were imaged with the following wavelength values for excitation 
and emission: 485 and 500-550 nm for Alexa Fluor® 488 conjugated Paclitaxel, 470 and 580-600 nm for 
Doxorubicin and 405 and 430-480 nm for DAPI. The fluorescence intensity was determined in arbitrary 
units (a.u.) with Leica Application Suite X (LAS X, Leica Microsystems, Germany).

Confocal microscopy evaluation of drug accumulation in spheroids
3-week-old 3D cell cultures were stained with Lysotracker™ Deep Red (75 nM) for 2 h. Next, spheroids 

were fixed with a 4% formaldehyde solution in PBS, at room temperature for 30 min. After fixation the 
spheroids were washed with PBS and incubated with 1 µg/ml DAPI for 30 min at room temperature. 
Spheroids were analyzed immediately. The TCS SP8 (Leica Microsystems, Germany) with a 63x/1.40 and 
10x 0.40 DRY objectives (HC PL APO CS2, Leica Microsystems, Germany) was used for sample visualization. 
The samples were imaged with the following wavelength values for excitation and emission: 485 and 500-
550 nm for Alexa Fluor® 488 conjugated Paclitaxel, 470 and 580-600 for Doxorubicin and 405 and 430-480 
nm for DAPI. The fluorescence intensity was determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application 
Suite X (LAS X, Leica Microsystems, Germany).

Resazurin toxicity assay
The day prior to transfection/treatment, cells were seeded at a density of 2, 500 cells per well on Nunc® 

MicroWell™ 384-well optical bottom plates. After transfection/incubation with drugs and inhibitors, cells 
were incubated with the resazurin solution (5 µM) in the growth medium at 37 °C for 3 h. The fluorescence 
that corresponds to the metabolic activity of living cells was measured with a fluorescence microplate 
reader (BioTek Synergy HTX, Biokom, Poland) at excitation 530 and emission 590 nm. The fluorescence 
value for control cells was assumed to be 100%.

Annexin V and propidium iodide staining
For the visualization of apoptosis/necrosis induction by the combination of drugs and inhibitors, 

Nunc™Lab-Tek™chamber slides were coated with faCellitate BIOFLOAT FLEX coating solution according 
to manufacturer protocol. Cells seeded on coated chamber slides were harvested for 3-weeks to obtain 
spheroid formation. Cells were treated with inhibitor/ siRNA-RNAiMAx complexes and anticancer 
drugs. After washing with PBS, according to the manufacturer protocols, Annexin V-FITC and Propidium 
iodide were added to the cells in a binding buffer [28] and incubated for 30 min at room temperature. 
After incubation, spheroids were washed with PBS and incubated with 1µg/ml DAPI for 30 min at room 
temperature. Spheroids were stored in PBS. The confocal laser scanning microscopy platform TCS SP8 (Leica 
Microsystems, Germany) with a 10x objective (HC PL APO CS2, Leica Microsystems, Germany) was used 
for the imaging of samples at the following wavelength values for excitation and emission:  485 and 500-
550 nm for AnnexinV-FITC, 450 and 610-620 for Propidium iodide, 405 and 430-480 nm for DAPI, using 
Leica Application Suite X (LAS X, Leica Microsystems). The level of baseline fluorescence was established 
individually for each experiment. Fluorescence intensity was determined as arbitrary units (a.u.) with the 
Leica Application Suite X (LAS X, Leica Microsystems, Germany).

Statistical analysis
Data are shown as mean ± standard deviation (SD). Parametric or non-parametric tests were conducted 

after testing the Gaussian distribution of data with the Shapiro–Wilk test. Student’s t-test or the Mann–
Whitney test was used to calculate statistically significant differences between two samples, while one-
way analysis of variance (ANOVA) or the Kruskal-Wallis test followed by corresponding post hoc test was 
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carried out to compare multiple samples. Statistics were calculated using GraphPad Prism 8.01 software. 
Statistically significant differences were marked with * when p < 0.05, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001.

Results

Paclitaxel resistance is associated with enrichment of some ABCC transporters in lysosomal 
membranes
Knowing that paclitaxel-resistant cancer cells are characterized by overexpression of 

the three most frequently referred ABC proteins such as ABCB1, ABCC1 and ABCG2 and 
that ABCB1 is localized in some intracellular organelles [7, 8,15, 16, 29–31], we tested for 
expression and particularly searched for intracellular redistribution of ABCC subfamily 
members caused by a high cell exposure to paclitaxel. Among the tested and multidrug 
resistance-relevant transporters, only ABCB1 and ABCC5 increased in both studied cell lines 
as imaged by confocal microscopy and Western Blot analysis of whole cell lysates (Fig. 1A-B, 
1F-G, S1A-B, S1D, S2A-B, S2D). An elevated level of ABCC1 was found in A549 cells resistant 
to paclitaxel (Fig. S1A, S1D), ABCC10 in MDA-PTX (Fig. S2A, S2D), whereas ABCC3 declined 
in both paclitaxel-resistant cell lines (Fig. S1A, S1D, Fig. S2A, S2D). The development of 
drug resistance was associated with the enrichment of ABCB1, ABCC3, ABCC5 and ABCC10 
in lysosomes, stained with Lysotracker™ Deep Red, as shown in confocal images and by 
colocalization of these proteins with lysosomes (Fig. 1A, 1C, 1D, 1F, 1H, 1I, S1A, S1C, S2A, S2C, 
S3), regardless of their paclitaxel-induced alteration in cellular abundance. ABCB1, ABCC3, 
ABCC5 and ABCC10 were further confirmed by observing the increased level of all these four 
proteins in the membranes of lysosomes isolated from paclitaxel-resistant phenotypes (Fig. 
1E, 1J). ABCC1, which reportedly occurred in the Golgi apparatus and an intracellular vehicle 
in multidrug resistant cells, remained anchored in the plasma membrane.

Fig. 1. Paclitaxel resistance is associated with enrichment of ABC transporters in lysosomes. A, F) Comparison 
of selected ABC transporter abundance and intracellular localization in non- and paclitaxel-resistant cancer 
cell lines A549 (A) and MDA-MB-231 (F). ABC transporters were visualized by immunocytostaining followed 
by confocal microscopy. Green fluorescence of ABC transporters is derived from Alexafluor488-conjugated 
secondary antibody, blue DNA was stained with DAPI, whereas red lysosomes with LysoTrackerTM Deep 
Red. (B-C, F-G) The fluorescence intensity, which corresponds to ABC protein level inside cells (B; G) and 
colocalization between considered proteins and lysosomes (C, H) were determined in arbitrary units (a.u.) 
with Leica Application Suite X. The difference between two means was tested with Student’s t-test or Mann 
Whitney test, and statistically significant differences are marked with * when p<0.05 *, ** when p<0.01, *** 
when p<0.001. (D,I) Confocal microscopy imaging of lysosomal proteins in non- and paclitaxel-resistant 
cancer cell lines A549 (D) and MDA-MB-231 (I). ABC transporters were visualized by immunocytostaining 
followed by confocal microscopy. Red fluorescence of ABC transporters is derived from R-phycoerythrin- 
labelled secondary antibody and LAMP1- green fluorescence is derived from Alexafluor488-conjugated 
secondary antibody. The scans of lysosomes were deconvolved using 3D-Deconwolution accessible in 
Leica Application Suite X software (LAS X, Leica Microsystems, Germany). (E, J) ABC transporters were 
detected and compared in isolated lysosomes of cancer cell lines and their paclitaxel-resistant counterparts 
by western blot. LAMP was used as an internal and positive control, whereas ACTB served as a control 
for lysosome contamination with cytoplasmic and plasma membrane fractions; SOD2 was a control for 
contamination with mitochondria and histone H3 served as control for lysate contamination with nuclear 
fraction.
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Paclitaxel resistance enhances the sequestration of acidity-different compounds in 
lysosomes
Knowing that a highly acidic environment of lysosomes determines the passive 

accumulation of compounds depending on their acidity, we made use of neutral Paclitaxel 
Oregon Green 488 that can only enter lysosomes by active membrane transporters, and 
we traced its intracellular localization by confocal microscopy and co-staining of selected 
organelles. In parallel, intracellular distribution of doxorubicin was tested. Doxorubicin 
enters acidic organelles due to weak base chemical features, but it is also transported across 
cellular membranes by the ABC proteins, making it possible to estimate the contribution 
of ABC proteins in doxorubicin loading to lysosomes. As shown in Fig. 2A-D and Fig. S4A-B, 
gaining resistance to paclitaxel considerably changed intracellular localization of both drugs. 
In non-resistant cells, neutral Paclitaxel Oregon Green 488 accumulated in the cytoplasm 
(cytoskeleton binding), whereas doxorubicin was found in cytoplasm and to a lower extent 
also in the nucleus. Repeated exposure to paclitaxel enhanced the drug sequestration in 
lysosomes, as indicated by substantial increase in the drug-lysosome co-localization rate 
(Fig. 2C, 2D).

To confirm enhanced accumulation of the considered drugs in lysosomes enriched 
in ABCB1, ABCC3, ABCC5 and ABCC10, the fluorescence intensity in lysosomes isolated 
from non-resistant and paclitaxel-resistant cells exposed to Paclitaxel OregonGreen 488 
and doxorubicin was compared. The median value of fluorescence distribution indicates 
3- and 7-fold increase in lysosomal trapping of paclitaxel and anthracycline respectively in 
paclitaxel-resistant phenotypes (Fig. 2E-F).

Fig. 2. Development of cancer cell resistance to paclitaxel is followed by intracellular drug redistribution to 
lysosomes. (A-B) Comparison of paclitaxel intracellular localization between non-resistant and paclitaxel-
resistant cancer cell lines (A549 – A and MDA-MB-231 – B) after their exposure to paclitaxel for 24 h based 
on confocal imaging (TCS SP8, Leica Microsystems, Germany). Paclitaxel Oregon GreenTM 488 is visualized 
in green (0,1 µM), DNA (DAPI) in blue and lysosomes (LysoTrackerTM Deep Red) in red. (C,D) The 
colocalization between fluorescence of Paclitaxel Oregon GreenTM 488 (C),autofluorescence of doxorubicin 
(D) and LysoTrackerTM Deep Red was determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. 
The difference between two means was tested with Student’s t-test or Mann Whitney test, and statistically 
significant differences are marked with * when p<0.05 *, ** when p<0.01, *** when p<0.001 (G-H) Comparison 
of doxorubicin (G) and paclitaxel (H) lysosomal uptake between non-resistant and paclitaxel-resistant A549 
cancer cell line after their exposure to drugs for 24 h based on Flow Cytometry. The fluorescence intensity 
was measured by flow cytometer LSR® II (Becton Dickinson) at em: 595 nm/ex: 470 nm for anthracyclines 
and em: 524 nm/ex: 496 nm for paclitaxel. Distribution of cell/lysosomes intensity was analysed in Flowing 
Software 2. The analyzed cell population was discriminated based on FSC-A and SSC-A parameters. Intensity 
of cell fluorescence was visualized on a histogram and the shift in fluorescence distribution indicated the 
alteration in drug distribution.
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Taking into account literature reports on the possible non-specific binding of Oregon 
Green 488-labeled paclitaxel to the Golgi apparatus [32] and enrichment of ABCB1 in the 
mitochondria membrane [29], the impact of development of paclitaxel resistance on the 
possible accumulation of fluorescently labeled paclitaxel in these two cellular compartments 
was checked (Fig. S4C-F). As shown in Fig. S4C-D, colocalization of the drug, endoplasmic 
reticulum and Golgi apparatus was substantially lower in the resistant phenotype of A549 
cells. Based on the confocal images in Fig. S4E-F, mitochondria of resistant cells accumulated 
a lower amount of Paclitaxel Oregon Green 488 indicating that intracellular redistribution 
of ABCB1, ABCC3, ABCC5 and ABCC10 to lysosomes co-occurs with considerably enhanced 
Paclitaxel Oregon Green 488 and doxorubicin accumulation in these organelles.

Development of cancer cell resistance to paclitaxel is followed by ABCC transporter- 
dependent drug redistribution to lysosomes
Taking into account previous reports on the lysosomal function of ABCB1 [19, 33], we 

focused mostly on ABCC3, ABCC5 and ABCC10. Their lysosomal localization and possible 
impact on drug sequestration in these organelles has not been mechanistically described.

To confirm the role of lysosomal ABC transporters in lysosomal drug sequestration, the 
uptake of chemotherapeutics was analyzed in the presence of two inhibitors MK-571 and 
ammonium chloride (AC). MK-571 is a non-selective inhibitor of several ABCC-transporters, 
including ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC5 and ABCC10 [34–40]. Due to its non-selective 
action against several transporters, it serves as a potential pan-ABCC inhibitor [41]. AC is a 
lysosomal lumen alkalizer, which increases the acidic pH of the lysosomes, thereby leading 
to the passage of neutral cytotoxic drugs across the lysosomal membrane and considerable 
release of weak bases entrapped in these organelles [33]. Ammonium chloride declined 
accumulation of the doxorubicin inside lysosomes in a resistant lung cancer cell line grown in 
a monolayer, but had weaker impact on Paclitaxel Oregon Green 488 intracellular localization 
(Fig. 3A-B, Fig. S5A). Interestingly, iABCC was more potent in reducing colocalization between 
lysosomes and both drugs, and almost completely prevented doxorubicin sequestration 
inside lysosomes. This indicates that the ABCC subfamily of proteins is involved in lysosomal 
sequestration of the studied drugs.

The role of lysosomes in drug accumulation was also confirmed in a 3D cancer cell culture 
treated with ammonium chloride, causing deeper penetration of Paclitaxel Oregon Green 
488 and doxorubicin (Fig. 3C, Fig. S5B-D). In paclitaxel-resistant spheroids fluorescently 
labeled paclitaxel was entrapped in peripheral cell layers and visualized on fluorescence 
plots across the 3D culture. Ammonium chloride also increased the signal of both drugs in 
the central part of the culture, thereby allowing them to target the cells located in the inner 
spheroid layers. The ABCC pan-inhibitor MK-571 phenocopied the effect of ammonium 
chloride, thereby suggesting that ABCC subfamily of proteins entrap these two drugs in the 
outer layer of spheroid and likely in the lysosomes.

The functional impact of drug sequestration in the lysosomes by ABCC transporters 
and drug toxicity was studied by evaluating apoptotic and necrotic markers (Fig. 3D, 3E). 
Analysis of Annexin V intensity in 3D culture of A549-PTX spheroids confirmed a stronger 
apoptotic induction with the combination of drug and iABCC than with drugs alone, whereas 
not observing a substantial extent of necrosis. Accordingly, confocal imaging of Annexin V 
and propidium iodide-stained spheroids showed a similar distribution of apoptotic cells in 
all spheroid layers after spheroid exposure to the combination of drug and iABCC (Fig. 3F, 
Fig. S5E).  A strong Annexin V signal in 3D cultures treated with the drug alone was observed 
in the outer parts of spheroid. All these results suggest that drug entrapment by lysosomal 
ABCC transporters prevents the drug reaching a pharmacological target and hence, reduces 
drug cytotoxicity.
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Deficiency of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 prevents drug sequestration in lysosomes of 
paclitaxel-resistant cancer cells
To identify the possible role of particular ABCC family members in lysosomal drug 

sequestration, we made use of transient gene silencing and targeted mRNA of ABCC3, ABCC5 
and ABCC10 with siRNA to substantially reduce their abundance in paclitaxel-resistant 
cells (Fig. S6). We considered whether these proteins contributed to regulation of the drug 
level inside cells. Either flow cytometry measurement of Paclitaxel Oregon Green 488 and 
doxorubicin fluorescence intensity inside whole cells (Fig. 4A) or confocal microcopy-based 
quantification of cell fluorescence (Fig. 4B, 4C) indicated that there was no sign of substantial 
alteration in cell fluorescence, with only one exception. The deficiency of ABCC3 in A549-
PTX was followed by a statistically significant increase of the doxorubicin level inside cells 
when analyzed by flow cytometry. However, the silencing of ABCC3, ABCC5 or ABCC10 
increased the drug level outside lysosomes (Fig. 4B), hence reducing drug colocalization 
with lysosomes (Fig. 4D). The most prominent reduction in doxorubicin-lysosome and 

Fig. 3. Lysosomotrophic neutralizing agent prevents ABCC-dependent drug sequestration in lysosomes of 
paclitaxel-resistant cancer phenotypes. A) Comparison of lysosome and paclitaxel colocalization in paclitaxel-
resistant A549 cell line after cell treatment with drug alone or in combination with lysosomotrophic 
neutralizing agent (ammonium chloride - AC; 25 mM) and ABCC inhibitor (MK-571 – iABCC; 100 µM), which 
were added for 2 h prior to Paclitaxel Oregon GreenTM 488 treatment (0.1 µM). Pictures were acquired with 
confocal microscope (TCS SP8, Leica Microsystems, Germany). Paclitaxel Oregon GreenTM 488 is marked 
red, DNA was stained with DAPI (blue) and lysosomes with LysoTrackerTM Deep Red (green). (B) The 
impact of ammonium chloride (AC) and MK571 (iABCC) on doxorubicin (0,05 µM) and paclitaxel (0.1 µM) 
colocalization with lysosomes was determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. The 
difference between two means was tested with Student’s t-test or Mann Whitney test, and statistically 
significant differences are marked with * when p<0.05 *, ** when p<0.01, *** when p<0.001.  (C) 4 week-
old 3D PTX-resistant A549 were treated with Paclitaxel Oregon GreenTM 488 (green) alone for 48 h or 
in combination with ammonium chloride (25 mM; 2 h prior to paclitaxel), stained with LysoTrackerTM 
Deep Red (red) and DAPI (blue). Spheroid fluorescence was captured with confocal microscope (TCS SP8, 
Leica Microsystems, Germany). The fluorescence intensity plot at spheroid cross section was determined 
in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. (D,E) The role of ABCC in cell protection against 
doxorubicin (0.05 μM; 48 h) and paclitaxel (0.1 μM; 48 h)   -induced cytotoxicity in 3D culture of 3 week old 
A549-PTX spheroids was assayed by measurement the Annexin V (D) and  propidium iodide. (E) iABCC was 
added as in (A). The fluorescence intensity was determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application 
Suite X. The difference between the variants was tested with one-way ANOVA and Tukey post-hoc test, and 
statistically significant differences are marked with * when p<0.05 *, ** when p<0.01, *** when p<0.001. (F) 
The role of ABCC in cell protection against paclitaxel-induced cytotoxicity (0.01 μM; 48 h) in 3D culture of 3 
week old A549-PTX spheroids was assayed by spheroid triple staining with Annexin V (green), propidium 
iodide (red) and DAPI (blue) for 1 h. iABCC was added as in A. Images were acquired as in C. The green 
fluorescence intensity of entire spheroid corresponds to the extent of apoptosis in the culture, whereas 
intensity of red fluorescence to necrosis.
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Paclitaxel Oregon Green 488-lysosome co-occurrence was observed in ABCC3-deficient cells. 
This protein therefore seems to be largely responsible for the accumulation of fluorescently-
labeled paclitaxel and anthracycline inside lysosomes.

To confirm the role of particular ABCC transporters in lysosomal drug sequestration, 
these organelles were isolated from paclitaxel-resistant ABCC3-, ABCC5- and ABCC10-
deficient and proficient cells treated with Paclitaxel Oregon Green 488 and compared using 
lysosome fluorescence by flow cytometry. As shown in Fig. 4E and Fig. S7 and according to 
data from confocal imaging (Fig. 4B, 4C, Fig S8), the most striking reduction of fluorescently 
labeled paclitaxel accumulation was observed in ABCC3-deficient cells, where it dropped 
below 50%. The knock down of the other two proteins caused slight, mostly statistically 
insignificant changes with the exception of ABCC10 knock down in paclitaxel-resistant A549 
cells, where the accumulation of Paclitaxel Oregon Green 488 was considerably reduced.

These results suggests that all three studied proteins may be important for lysosome-
based drug accumulation and resistance, with ABCC3 emerging as a key protein involved in 
the active trapping of chemotherapeutics inside acidic organelles.

Fig. 4. Transient ABCC silencing prevents drug sequestration in lysosomes of paclitaxel-resistant cancer 
phenotypes. (A)Comparison of cell lysosomal uptake in paclitaxel-resistant A549 cell line and MDA-MB-231 
after transfection with control siRNA and siRNA for ABCC3, ABCC5 and ABCC10. Paclitaxel (0.1 µM) and 
Doxorubicin (0.05 µM) was added 48h after transfection for 24h. The fluorescence intensity was measured 
by a flow cytometer LSR® II (Becton Dickinson) at ex: 470/em: 595 nm/nm for anthracyclines and ex: 
496 nm/em: 524 nm for paclitaxel. Distribution of cells intensity was analysed in Flowing Software 2. 
(B,C,D) Comparison of paclitaxel distribution in paclitaxel-resistant A549 cell line (A) and MDA-MB-231 
after transfection with control siRNA and siRNA for ABCC3, ABCC5 and ABCC10. Paclitaxel (0,1 µM) was 
added 48h after transfection for 24h. (B) Pictures were acquired with confocal microscope (TCS SP8, Leica 
Microsystems, Germany). Paclitaxel Oregon GreenTM 488 is marked green, DNA was stained with DAPI (blue) 
and lysosomes with LysoTrackerTM Deep Red (red). The fluorescence intensity, which corresponds to drug 
level inside cells (C) and colocalization between considered proteins and lysosomes (D) were determined 
in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. The difference between the variants was tested with 
one-way ANOVA or Kruskal Wallis Test, and statistically significant differences are marked with * when 
p<0.05 *, ** when p<0.01, *** when p<0.001. (E,F) Comparison of paclitaxel lysosomal uptake in paclitaxel-
resistant A549 cell line and MDA-MB-231 after transfection with control siRNA and siRNA for ABCC3, ABCC5 
and ABCC10. Paclitaxel (0,01 µM) was added 48h after transfection for 24h. The fluorescence intensity 
was measured by flow cytometer LSR® II (Becton Dickinson) at em: 524 nm/ex: 496 nm. Distribution of 
lysosomes intensity was analysed in Flowing Software 2.
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Lysosome-enriched ABCC transporters protect paclitaxel-resistant cancer cells from 
anticancer drugs
Since the impact of single ABCC silencing on doxorubicin and Paclitaxel Oregon Green 

488 accumulation in lysosomes was incomplete, all three proteins were knocked down 
simultaneously and the drug accumulation and toxicity was compared for ABCC3/5/10-
deficient and proficient cells. As expected, targeting mRNA of three ABCC transporters with 
siRNA lowered lysosomal sequestration of doxorubicin and fluorescently-labeled paclitaxel 
(Fig. 5A, 5B, Fig. S9A), and led to dramatic decrease in drug-lysosome colocalization, up to 
~4% for doxorubicin in the paclitaxel-resistant A549 cells (Fig. 5C, Fig. S9B). Importantly, the 
knock down of ABCC3/ABCC5/ABCC10 increased the cytotoxicity of paclitaxel, doxorubicin, 
cisplatin and etoposide that vary in their acidity. A similar effect was also observed for the 
pan-ABCC inhibitor (Fig. 5D).

In a 3D culture of these cells, the knock down of all three ABCC transporters substantially 
enhanced the spheroid penetration by Paclitaxel Oregon Green 488, which was distributed 
approximately equally across the entire spheroid regardless of its depth, whereas in control 
cells the green fluorescence of the drug was prevalently observed in the outer spheroid 
layers (Fig. 5E). A similar profile of the difference between siCTRL and siABCC was also found 

Fig. 5. Transient ABCC silencing increase cytotoxic effect of anticancer drugs. (A-C) The impact of 
simultaneous silencing with siABCC3, siABCC5 and siABCC10 on Paclitaxel Oregon Green 488 intracellular 
distribution was tested in paclitaxel-resistant A549 (A) and MDA-MB-231 (B) cells. Fluorescently labeled 
paclitaxel (green) was added to cells 72 h after their transfection with siRNA mixture (Mix siABCC) or with 
non-template control for another 24 h. Lysosomes were stained with LysoTrackerTM Deep Red (red) and 
DAPI (blue). (C) Colocalization of Paclitaxel Oregon Green 488-derived green and LysoTrackerTM-derived 
red fluorescence was quantified with Leica Application Suite X. Bars in Fig. show mean ± SD. The difference 
between two means was tested with Student’s t-test (Gaussian distribution values) or Mann Whitney test 
(non-Gaussian distribution values), and statistically significant differences are marked with * when p<0.05 
*, ** when p<0.01, *** when p<0.001. (D) Cell metabolic activity that serves as a readout of cell viability 
was assayed with resazurin red. iABCC (MK-571; 25 μM) was administrated to the culture for 2 h prior 
to drugs, whereas cell transfection with the mixture of siABCC3, siABCC5 and siABCC10 was carried out 
72 h prior to induction of cytotoxicity. For each tested chemotherapeutic, the viability of siCTRL or iABCC 
untreated cells was assumed as 100%. (E) 4 week-old 3D PTX-resistant A549 were transfected with mix of 
ABCC3, ABCC5 and ABCC10 or siRNA control 78h prior to treatment with paclitaxel (0.1 µM), stained with 
DAPI (blue). Paclitaxel Oregon Green 488 fluorescence was captured with confocal microscope (TCS SP8, 
Leica Microsystems, Germany). The fluorescence intensity plot at spheroid cross section was determined 
in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. (F,G) The role of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 in 
cell protection against doxorubicin (0.05 μM; 48 h) and paclitaxel (0.1 μM; 48 h) -induced cytotoxicity in 
3D culture of 3 week old A549-PTX and MDA-MB-231-PTX spheroids was assayed by measurement the 
Annexin V (D) and  propidium iodide (E). The drugs was added to cells 72 h after their transfection with 
siRNA mixture (Mix siABCC) or with non-template control. The fluorescence intensity was quantified with 
Leica Application Suite X. The difference between the variants was tested with one-way ANOVA or Kruskal 
Wallis Test, and statistically significant differences are marked with * when p<0.05 *, ** when p<0.01, *** 
when p<0.001.
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in doxorubicin-treated 3D cell cultures (Fig. S9C). Furthermore, silencing of ABCC3/5/10 
phenocopied the impact of iABCC and ammonium chloride regarding drug distribution to 
spheroids. This suggests that ABCC, enriched in lysosomes of paclitaxel-resistant cancer 
cells, is involved in the doxorubicin and Paclitaxel Oregon Green 488 trapping in the outer 
cell layers of the 3D culture and protects deeper spheroid layers from drug penetration. 
To test if drug retention in the peripheral part of spheroids by ABCC3, ABCC5 and ABCC10 
reduces the cytotoxicity of doxorubicin and paclitaxel similarly to the pan-ABCC inhibitor, we 
compared the extent of apoptotic and necrotic cells between the control and ABCC3/5/10 
knockdowns (Fig. 5F, 5G). Analysis of apoptotic marker - Annexin V intensity in a 3D culture 
of A549-PTX and MDA-MB-231 spheroids confirmed a more potent apoptotic induction by 
the drug in ABCC knockdown cells than transfection with control siRNA. A greater extent of 
necrosis was observed in cells after ABCC silencing and doxorubicin treatment (Fig. S10C-D), 
but it was not observed after ABCC silencing and paclitaxel exposure, in comparison with 
control siRNA (Fig. S10A-B). Interestingly, Annexin V and propidium iodide-stained 
spheroids showed a similar distribution of apoptotic cells in all spheroid layers after ABCC 
silencing in comparison with control siRNA in which apoptotic marker was located mainly 
in the outer parts of the spheroid (Fig. S10 A-D). These results suggest that drug entrapment 
by lysosomal ABCC3, ABCC5 and ABCC10 reduces drug cytotoxicity.

In summary, our results suggest that the lysosomal fractions of ABCC3, ABCC5 and 
ABCC10 may protect cells growing in 3D structures from doxorubicin and paclitaxel. Their 
impact on the anticancer efficacy of other chemotherapeutics that are actively transported 
across membranes by ABCC3, ABCC5 and ABCC10, is also likely, but requires further 
verification.

Discussion

One of the most frequently referred mechanism of multidrug resistance is conferred by 
the overexpression of ABC transporters that actively transport chemotherapeutic drugs 
across intracellular and plasma membranes, thereby removing them out of the cells or 
sequestering them inside some cellular organelles and limiting their toxicity. A substantial 
body of evidence links declined cancer cell responsiveness to chemotherapeutics being 
accumulated in lysosomes, which increase in number due to the G2 arrest-dependent 
activation of TFEB transcription factor following the exposure of cancer cells to hydrophobic 
weak-base drugs such as doxorubicin, daunorubicin, mitoxantrone and symadex [42]. Some 
data including our results, also indicated enhanced lysosomal biogenesis in paclitaxel-
treated cancer cells [15], which may be assigned to at least two mechanisms. Similarly, to the 
drugs listed above, paclitaxel triggered G2/M arrest regardless of the p53 mutation status in 
glioma cells [43]. Furthermore, lysosomal drug sequestration induced lysosomal stress and 
TFEB-mediated lysosomal biogenesis [44]. Additionally, it has been shown that stress factors 
in the tumor microenvironment induced drug resistance via ABCB1. This occurred through 
two mechanisms: rapid P-glycoprotein internalization via endocytosis of plasma membrane 
and redistribution via intracellular trafficking and hypoxia-inducible factor-1α expression 
which up-regulated ABCB1 expression and was accompanied by lysosomal biogenesis. As 
part of endocytosis, the ABCB1-containing plasma membrane buds inward to form an early 
endosome, which next forms a lysosome. During endocytosis, the catalytic active-site and 
ATP-binding domain of P-glycoprotein are still exposed to the cytosol and are enabled to 
pump substrates from the cytosol into lysosomes [45]. Lysosomal drug accumulation results 
in the translocation of lysosomes from the perinuclear zone towards the plasma membrane 
via movement on microtubule tracks. Following translocation to the plasma membrane, 
drug-loaded lysosomes fuse with the plasma membrane and release the drugs from the cell, 
evidenced by the increasing levels of the lysosomal enzyme cathepsin D in the extracellular 
environment [46]. Other transporters, such as ABCA2-3, ABCC1-2 and ABCG2 were shown to 
be recruited from the cell membrane surface via internalization into (early/late) endo- or 
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lysosomes, which was demonstrated in colocalization studies with these ABC transporters 
and endo- or lysosomal markers. However, some ABC transporters (e.g., ABCA4, ABCA5, 
ABCB1, ABCB6, ABCB9, ABCC4–5, ABCD4, ABCG1 and ABCG4) have, in addition to their 
cellular membrane localization, a real subcellular destination rather than an intermediate 
[16]. Nothing is known at present about the molecular mechanism that sorts the ABCC family 
members such as ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC5 and ABCC10 to lysosomes and the lysosomal 
membrane [22]. Although some differences in amino acid sequence and protein structure 
between ABCB1 and these ABCC transporters exist, they share similarity in functional 
domains allowing them to bind to ATP and substrates, and so be shuttled across membranes 
[23]. Liu-Kreyche and co-authors provided evidence for the presence of ABCC2, ABCC3 and 
ABCC4 in similar or even higher levels than ABCB1 in lysosomes of non-resistant HepG2, 
Hep3B2, H226, OVCAR3 and N87 cell lines, and ABCC3 was detected in all of them [22]. In 
our model of A549 and MDA-MB-231 cells the development of drug resistance was followed 
by the enrichment of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 in lysosomes, but only ABCC5 transcription 
was considerably enhanced. This suggests that the redistribution of ABC transporters from 
plasma or from other intracellular compartment membranes to lysosomes rather than 
protein overexpression, plays a key role in lysosomal sequestration of at least doxorubicin 
and Paclitaxel Oregon Green 488. This conclusion can be possibly extended to other 
anticancer therapeutics, which are listed as substrates of ABC transporters, however the 
trapping of these therapeutics inside acidic organelles in multidrug resistant cells must be 
first experimentally confirmed. The origin of ABCC proteins that are enriched in lysosomal 
membrane of paclitaxel-resistant cell lines remains unknown. None of the three proteins 
were visibly present in the plasma membrane of resistant cells, in contrast to ABCC1. Hence, 
the indirect pathway of their lysosomal targeting seems unlikely, where after synthesis in the 
endoplasmic reticulum and passing through the Golgi apparatus, they are first sorted to the 
cell surface and from there, enter the endocytic pathway in response to cell treatment with 
doxorubicin or Paclitaxel Oregon Green 488. The plasma membrane localized ABCC1 did not 
move to the lysosomes during development of paclitaxel resistance, thereby further 
supporting the hypothesis based on the alternative route of subcellular trafficking of 
lysosomal transmembrane ABCC proteins. The variety of options include: classical and direct 
sorting of endoplasmic reticulum-derived proteins from the trans-Golgi network (TGN) to 
the endosomes and lysosomes that are  mediated by adaptor protein complexes (AP1, AP2, 
AP3), or Golgi-localized, gamma-ear containing ADP-ribosylation factor binding (GGA) 
proteins, or non-classical pathways such as post-translational modifications (N-glycosylation 
and covalent lipid attachment), several amino acid motifs that do not conform to the canonical 
tyrosine and dileucine signals and association with other proteins [47].  Other ABCA, ABCB 
and ABCD subfamily members are considered to be lysosomal proteins. ABCB6 and ABCB9 
are internalized to endolysosomes in clathrin-dependent fashion by an extended N-terminal 
domain (TMD0), which does not contain classical sorting determinants. ABCD4 traffics to 
the lysosomes only in association with LMBD1 (LMBR1 domain-containing protein 1), a 
lysosomal protein with nine putative transmembrane domains and classical tyrosine-based 
motif located in a cytosolic loop. ABCA2, ABCA3 and ABCA4 possess the trafficking signal 
motive xLxxKN (proximal post-Golgi compartment) that drives them to lysosomes [23]. This 
suggests that cell exposure to paclitaxel and other drugs which induce lysosome-mediated 
multidrug resistance [15, 17, 21], may alter the ABCC intracellular trafficking pathways 
without apparent increase in their expression. This aspect requires further investigation 
since the ability to retain multidrug resistance-associated ABC transporters outside 
lysosomes could improve the efficacy of chemotherapy. Another important issue refers to 
the functional impact of ABC transporters on drug sequestration in lysosomes and limiting 
their toxicity. Previous reports have focused mostly on P-glycoprotein with its involvement 
in multidrug resistance and colocalization with lysosomal LAMP2 protein in vinblastine- and 
paclitaxel-resistant (but not in non-resistant) cervical and ovary cancer cells, respectively 
[33]. Despite experimental evidence indicating P-glycoprotein incorporation into the 
membrane of cytoplasmic vesicles, the contribution of this enzyme in drug sequestration 
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remains controversial. The enzyme remains active in intracellular compartments but its ER 
and Golgi localization is transient and lysosomal localization is less common, even while the 
lysosomal pathway plays a major role in the degradation of P-gp in cancer cells [23]. The 
silencing of ABCB1, with pharmacological inhibition of the enzyme with valspodar or 
elacridar and treatment with lysosomotropic weak bases (NH4Cl, chloroquine, or 
methylamine), caused relocalization of DOX from the lysosomes to DNA in the nucleus and 
sensitized only the Pgp-expressing cell to cytotoxic drugs. Accordingly, the paclitaxel-
resistant breast and lung cancer cell lines were characterized by a striking enrichment of 
ABCC3, ABCC5 and ABCC10 in lysosomes, which was followed by the enhanced accumulation 
of doxorubicin and paclitaxel-OregonGreen in lysosomes of paclitaxel-resistant phenotypes. 
Though direct evidence is lacking regarding the functional expression of P-glycoprotein in 
the membrane of lysosomes. Regardless whether P-glycoprotein activity in lysosomes has 
been corroborated or not, there was no correlation shown between the patterns of the 
expression level of ABCB1 and the resistance to paclitaxel in human lung cancer cell lines. 
The colocalization between Oregon Green® 488 conjugated paclitaxel with LysoTracker® 
Red was more frequent in the RERF-LC-KJ cells, characterized by relatively low expression of 
ABCB1 when compared to other cell lines [15]. This leaves a gap and suggests the likely 
contribution of other anticancer drug transporters such as ABCC accumulating Oregon 
Green® 488 conjugated paclitaxel in the lysosomes of cells that are low in ABCB1. In our 
study ABCC3 emerged the most potent for trapping Paclitaxel Oregon Green 488 and 
doxorubicin in lysosomes, although confocal microscopy images and quantification of ABCC5 
and ABCC10 colocalization with lysosomes confirmed their role in the lysosomal trapping of 
both studied compounds. The advantage of one transporter over the other in the sequestration 
of particular chemotherapeutics may be determined by their abundance in the lysosomal 
membrane as well as their substrate specificity. ABCC3 transports a variety of antineoplastic 
drugs such as etoposide, vincristine, methotrexate and sorafenib, whereas its overexpression 
has correlated to the sensitivity reduction of drugs, namely paclitaxel, docetaxel, gemcitabine, 
vinorelbine, cisplatin, doxorubicin and VP-16 [48]. The substrates of ABCC5 comprise 
nucleoside analogs, cyclic nucleosides, 6-mercaptopurine and thioguanine, 5-fluorouracil, 
cisplatin, methotrexate, PMEA, AZT, but also a wide range of fluorochromes [49]. Therefore, 
limited activity of ABCC5 in Paclitaxel Oregon Green 488 and the doxorubicin loading to 
lysosomes may result from a limited specificity towards the studied compounds. However, 
the impact of ABCC10 on sequestration of our drugs was lower than that of ABCC3 even 
though paclitaxel and doxorubicin are listed among ABCC10 substrates [50]. Our unpublished 
RNA-Seq data confirms the highest mRNA level of ABCC3 in paclitaxel-resistant A549 cells, 
and a 10-fold lower level of ABCC5 and ABCC10. Interestingly, the enrichment of ABCB1 in 
the lysosomes of paclitaxel-resistant cells did not have any substantial impact on ABCC3, 
ABCC5 and ABCC10-dependent drug trapping in lysosomes. As mentioned above, the 
abundance of particular proteins in the lysosomal membrane ensures their bona fide 
contribution to drug transport into the lysosome lumen. From our unpublished data, the 
mRNA level of ABCB1 was more than 10-fold lower than that of ABCC5 and ABCC10, and 
more than 50-fold lower than ABCC3 in both paclitaxel-resistant cell lines. Therefore, the 
role of ABCB1 in our cellular model may be of minor importance.

Cancer cells are characterized by a large heterogeneity in the expression of ABC 
transporters. mRNA profiling of all known human ABC genes and subsequent Western Blot 
analysis of their protein expression showed an overlap in the overexpression of ABCB1 and 
ABCC3 proteins only in the tested paclitaxel-resistant breast cancer sublines. Up-regulation 
of ABCG2 and ABCC4 proteins was observed only in paclitaxel-resistant SK-BR-3 cells 
and ABCB4 and ABCC2 in paclitaxel- resistant MCF-7 cells [11]. Due to the variability in 
transporter overexpression among tumors escalating during therapy, specific inhibition of 
particular transporters or their silencing, leads to the expected benefit in an unlikely way. In 
our study, pan-ABCC inhibitor – MK-571 with documented activity against ABCC1, ABCC2, 
ABCC3, ABCC5 and ABCC10 prevented doxorubicin and Paclitaxel Oregon Green 488 loading 
to lysosomes and enabled the toxicity of at least some chemotherapeutic drugs. Therefore, 
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Pan-ABCC inhibitors emerge as encouraging candidates for pharmacological strategies to 
overcome multidrug resistance by exploiting lysosomes as subcellular targets in reversing 
drug sequestration resistance [44]. Many efforts have been made to interfere with the activity 
of ABC transporters and to reverse multidrug resistance. For example, P-glycoprotein, 
ABCC1 and BRCP inhibitors have been tested as chemo-sensitizers in clinical trials such as 
cyclosporine A and tariquidar. However, no useful therapeutic effects were shown due to high 
toxicity, drug-drug interaction and clinical trial design problems of this method [51]. New 
and safe ABCC transporter inhibitors capable of blocking multiple ABCC proteins for single 
or combinatorial patient treatment must be developed. Regardless of the overexpression 
profile or subcellular localization of particular ABCC proteins in a given tumor, pan-ABCC 
inhibitors could reduce drug efflux outside cells and limit drug sequestration in lysosomes. 
As mentioned previously, the relative level of ABCB1 expression and lysosome abundance, 
which is often elevated in drug-resistant cells, could predict the possible therapeutic success 
of pan-ABCC inhibitors. In particular, identification of lysosomes as essential players in drug 
resistance can lead to innovation of therapeutic approaches where targeting lysosomal 
function might improve response to chemotherapy [17].

In summary, the members of the ABCC subfamily of transmembrane transporters play 
a crucial role in lysosomal sequestration and hence the reduced toxicity of some anticancer 
drugs. The lysosomal trafficking of ABC proteins does not require their gene overexpression 
nor plasma membrane localization, typical for indirect protein sorting to the cell surface, to 
the endocytic pathway and hence, the lysosomal membrane. We provided further evidence 
that a passive influx of doxorubicin to lysosomes is facilitated by ABCC proteins, particularly 
ABCC3. Still, numerous questions remain open, including: why are these three proteins 
enriched in lysosomes? Why does ABCC1 remain in the plasma membrane upon ABC protein 
mobilization to lysosomes? Is the profile of the ABCC proteins sorted to lysosomes similar in 
other multidrug resistant cells?

Conclusion

In conclusion, our study shows that the lysosomal membrane of paclitaxel-resistant 
non-small cell lung cancer and triple-negative breast cancer is enriched in ABCC3, ABCC5 
and ABCC1, contributing to doxorubicin and Paclitaxel Oregon Green 488 sequestration in 
lysosomes. Further studies are needed to confirm the role of the ABCC subfamily members 
in lysosome-mediated multidrug resistance, and their functional impact on other anticancer 
drug trapping. The identification of the mechanisms that cause a higher abundance of these 
particular ABCC proteins in lysosomes, other organelles and the plasma membrane, may 
provide new molecular targets for anticancer interventions.
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Supplementary figure legends: 

Fig S1. The impact of paclitaxel resistance on ABCB1, ABCC1 and ABCC3 expression and distribution 

inside A549 cells 

(A) ABCB1, ABCC1, ABCC3 and ABCC10 were visualized in non-resistant and paclitaxel-resistant A549 

cells by immunocytostaining followed by confocal microscopy. Green fluorescence of ABC 

transporters is derived from Alexafluor488-conjugated secondary antibody, blue DNA was stained 

with DAPI, whereas lysosomes in red were stained with LysoTrackerTM Deep Red. (B and C) The 

fluorescence intensity, which corresponds to ABC protein level inside cells (B) and colocalization 

between considered proteins and lysosomes (C) were determined in arbitrary units (a.u.) with Leica 

Application Suite X. The difference between two means was tested with Student’s t-test or Mann 

Whitney test, and statistically significant differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 

0.01, *** when p < 0.001.  

(D) Western blot images of SDS-PAGE separated proteins from whole cell lysates were acquired with 

ChemiDoc-IT2 (UVP, Meranco, Poznan, Poland). ACTB served as a loading control. 

Fig S2. The impact of paclitaxel resistance on ABCB1, ABCC1 and ABCC3 expression and distribution 

inside MDA-MB-231 cells 

(A) ABCB1, ABCC1, ABCC3 and ABCC10 were visualized in non-resistant and paclitaxel-resistant A549 

cells by immunocytostaining followed by confocal microscopy. Green fluorescence of ABC 

transporters is derived from Alexafluor488-conjugated secondary antibody, blue DNA was stained 

with DAPI, whereas lysosomes in red were stained with LysoTrackerTM Deep Red. (B and C) The 

fluorescence intensity, which corresponds to ABC protein level inside cells (B) and colocalization 

between considered proteins and lysosomes (C) were determined in arbitrary units (a.u.) with Leica 

Application Suite X. The difference between two means was tested with Student’s t-test or Mann 

Whitney test, and statistically significant differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 

0.01, *** when p < 0.001.  

(D) Western blot images of SDS-PAGE separated proteins from whole cell lysates were acquired with 

ChemiDoc-IT2 (UVP, Meranco, Poznan, Poland). ACTB served as a loading control. 

Fig S3. Confocal microscopy imaging of lysosomal proteins 

Confocal microscopy imaging of lysosomal proteins in non- and paclitaxel-resistant cancer cell lines 

A549 (A) and MDA-MB-231 (B). ABC transporters were visualized by immunocytostaining followed by 

confocal microscopy. Red fluorescence of ABC transporters is derived from Alexa Fluor®546 R- 

labelled secondary antibody and LAMP1- green fluorescence is derived from Alexafluor488-

conjugated secondary antibody. The scans of lysosomes were deconvolved using 3D-Deconwolution 

accessible in Leica Application Suite X software (LAS X, Leica Microsystems, Germany) 

Fig S4. The development of paclitaxel resistance is followed by the intracellular redistribution of 

Paclitaxel Oregon Green 488 and doxorubicin 

(A-B) Comparison of doxorubicin intracellular localization between non-resistant and paclitaxel-

resistant cancer cell lines (A549 – A and MDA-MB-231 – B) after their exposure to doxorubicin (0.05 

μM; 24 h; red). The lysosomes was stained with LysoTrackerTM Deep Red (green). DNA was stained 

with DAPI. Cells was observed using TCS SP8 (Leica Microsystems, Germany) confocal microscope (C) 

The colocalization of Paclitaxel Oregon Green 488 (0.1 μM), endoplasmic reticulum and Golgi 

apparatus in non-resistant and paclitaxel-resistant A549 cells was monitored by staining of the latter 

organelles with BODIPY™ TR Ceramide (red) and pictures were acquired using TCS SP8 (Leica 

Microsystems, Germany) confocal microscope. DNA was counterstained with DAPI. (E) The 

colocalization of Paclitaxel Oregon Green 488 (0.1 μM), and mitochondria in non-resistant and 

paclitaxel-resistant A549 cells was monitored by staining of the mitochondria with MitoTracker™ Red 

FM (red) and pictures were acquired using TCS SP8 (Leica Microsystems, Germany) confocal 

microscope. DNA was counterstained with DAPI.  Correlation of Paclitaxel Oregon Green 488 and 



endoplasmic reticulum/ Golgi apparatus (D) and Lysotracker (F) occurrence was quantified with Leica 

Application Suite X. The difference between two means was tested with Student’s t-test and 

statistically significant differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p 

< 0.001. 

Fig S5. Lysosomotrophic neutralizing agent prevents ABCC-dependent drug sequestration in 

lysosomes of paclitaxel-resistant cancer phenotypes 

A) The impact of lysosomotrophic neutralizing agent (ammonium chloride - AC; 25 mM, 2 h prior to 

anthracyclin) and pan-ABCC inhibitor (MK-571; 25 μM; 2 h prior to anthracyclin) on the intracellular 

codistrubition of doxorubicin (red) and lysosomes (LysoTrackerTM Deep Red - green) in cells cultured 

in monolayer was observed using TCS SP8 (Leica Microsystems, Germany) confocal microscope. DNA 

was stained with DAPI (blue). (B) The depth of penetration of 3 week old A549-PTX spheroid culture 

by doxorubicin (0.05 μM; 24 h; red), co-stained with LysoTrackerTM Deep Red (75 nM; 2 h; green) 

and DAPI (1 µg/ml; 30 min; blue), with and without Ammonium chloride – AC (25 mM; 2 h prior to 

doxorubicin).  The spheroids was analyzed with Leica Application Suite X on pictures captured with 

confocal microscope (TCS SP8, Leica Microsystems, Germany). Red fluorescence intensity (ex: 470 

and em: 580-600 nm) that corresponds to drug concentration was monitored across spheroid 

section. (C,D) The depth of penetration of 3 week old A549-PTX spheroid culture by doxorubicin (C) 

(0.05 μM; 24 h; red) and (D) Paclitaxel Oregon GreenTM 488 (0,1 µM), co-stained with DAPI (1 µg/ml; 

30 min; blue), with and without MK-571 – iABCC (25 μM). The spheroids was analyzed with Leica 

Application Suite X on pictures captured with confocal microscope (TCS SP8, Leica Microsystems, 

Germany). Paclitaxel Oregon GreenTM fluorescence that corresponds to drug concentration was 

monitored across spheroid section. (E) The role of ABCC in cell protection against doxorubicin-

induced cytotoxicity (0.05 μM; 48 h) in 3D culture of 3 week old A549-PTX spheroids was assayed by 

spheroid triple staining with Annexin V (green), propidium iodide (red) and DAPI (blue) for 1 h. iABCC 

was added as in (C,D). Images were acquired as in B, C and D. The green fluorescence intensity of 

entire spheroid corresponds to the extent of apoptosis in the culture, whereas intensity of red 

fluorescence to necrosis.  

Fig S6. The efficacy of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 targeting with siRNA and lack of siRNA cross-

reactivity  

(A) Whole cell lysates derived from 2D cell cultures transfected with siRNA against mRNA of ABCC3, 

ABCC5, ABCC10 and equal molar mixture of all for 72 h were separated using SDS-PAGE. Membranes 

were stained with anty-ABCC3, anty-ABCC5 and anty-ABCC10 antibodies to confirm selectivity and 

efficacy of particular siRNAs. Cells transfected with non-template siRNA (siCTRL) served as a control 

for normal protein level. ACTB was used as a loading control.  

Fig S7. The deficiency of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 favors extra-lysosomal localization of 

doxorubicin  

(A) Intracellular localization of doxorubicin (0.05 μM; 24 h; red) was monitored in cells proficient and 

deficient in particular ABCC transporters, which were treated with anthracyclin 72 h after 

transfection with corresponding siRNA. Lysosomes were stained with LysoTrackerTM Deep Red 

(green) and DNA with DAPI.  

Fig S8. The silencing of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 declines accumulation of Paclitaxel Oregon 

Green 488 in lysosomes 

(A) Accumulation of Paclitaxel Oregon Green 488 in lysosomes of paclitaxel-resistant A549 cells 

proficient and deficient in ABCC3, ABCC5 and ABCC10 was evaluated by measuring fluorescence 

intensity of isolated lysosomes by LSR® II (Becton Dickinson) flow cytometer at ex: 496 nm/em: 524 

nm. First, cells were transfected with siRNA for 72 h and then exposed to the fluorescently-labeled 

paclitaxel (0.1 μM) for another 24 h.  Lysosomes were isolated and fluorescence was read 

immediately. Lysosomes of siCTRL untreated cells served as background control for lysosome 

autofluorescence. Numerical values for each cell phenotype in legend (blue and pink boxes) 



represent median value of fluorescence distribution.  

Fig S9. Simultaneous deficiency of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 sensitizes paclitaxel-resistant cells to 

doxorubicin  

(A and B) Intracellular distribution of doxorubicin (0.05 μM; 24 h; red) was tested 72 h after 

paclitaxel-resistant transfection of A549 (A) and MDA-MB-231 (B) with the equal molar mixture of 

siABCC3, siABCC5 and siABCC10 or non-template control. Lysosomes were stained with 

LysoTrackerTM Deep Red (green), whereas DNA with DAPI (blue). (C) Colocalization of green and red 

fluorescence was analyzed and quantified in Leica Application Suite X. (D) 4 week-old 3D PTX-

resistant A549 were transfected with mix of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 or siRNA control 72 h prior 

to treatment with doxorubicin (0,05 µM; 24 h; red), stained with LysoTrackerTM Deep Red (green) 

and DAPI (blue). Spheroid fluorescence was captured with confocal microscope (TCS SP8, Leica 

Microsystems, Germany). The fluorescence intensity plot at spheroid cross section was determined 

in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X.  

 

Fig S10. ABCC3, ABCC5 and ABCC10 silencing increase proapoptotic effect of doxorubicin and 

paclitaxel  in 3D cancer cell models 

(A,B) The role of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 in cell protection against paclitaxel-induced cytotoxicity 

(0.1 μM; 48 h) in 3D culture of 4 week old A549-PTX (A) and MDA-MB-231 (B) spheroids was assayed 

by spheroid triple staining with Annexin V (green), propidium iodide (red) and DAPI (blue) for 1 h. The 

spheroids was transfected with siRNA against mRNA of ABCC3, ABCC5, ABCC10 and equal molar 

mixture of all for 72 h. (C,D) The role of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 in cell protection against 

doxorubicin -induced cytotoxicity (0.05 μM; 48 h) in 3D culture of 4 week old A549-PTX (C) and MDA-

MB-231 (D) spheroids was assayed by spheroid triple staining with Annexin V (green), propidium 

iodide (red) and DAPI (blue) for 1 h. The spheroids was transfected with siRNA against mRNA of 

ABCC3, ABCC5, ABCC10 and equal molar mixture of all for 72 h. 
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Abstract: 

Multidrug resistance of cancer cells is attributed to drug-induced alteration of numerous 

intracellular processes. Using clinically relevant models of triple-negative breast and non-small 

lung cancer cells we previously showed that these cells respond to repeated paclitaxel 

exposure by inter alia lysosome enrichment in ABCC3, ABCC5 and ABCC10, which contribute 

to drug sequestration in these organelles and reduced drug cytotoxicity. In this study we 

provide experimental evidence that transcription of above mentioned ABCC genes is enabled 

by BRG1-based SWI/SNF chromatin remodeling complex. Pharmacological inhibition of 

SWI/SNF with PFI3 or ACBI1, the PROTAC degrader of SMARCA2/4, substantially decline 

transcription of ABCC3, ABCC5 and ABCC10. Similar effect is caused by transient silencing 

of SMARCA4 (BRG1), but not SMARCA2 (BRM). The deficiency of BRG1 led to 

extralysosomal distribution of anticancer drugs, their deeper penetration of spheroids and 

substantial increase in drug cytotoxicity. Interestingly, in BRG1 deficient cell line paclitaxel 

triggered mutations, which reverted BRG1 truncating deletion in SMARCA4, thereby restoring 

SWI/SNF ATPase expression in paclitaxel-resistant cells and increasing transcription of 

ABCC. Acquisition of drug resistance was associated with BRG1 redistribution in the genome, 

de novo occurrence at the promoters of genes functionally linked to endo-lysosomal system 

and stronger co-occurrence with EP300. Our study indicates possible target - SWI/SNF 

complex for anticancer combinatorial interventions in paclitaxel-induced multidrug resistant 

phenotypes. 

 

Significance Statement: 

We provide evidence that BRG1 inhibition with PFI3 and degradation of SMARCA4 mRNA 

substantially declines lysosomal drug sequestration and potentiate drug toxicity. Therefore, 

BRG1 targeting can be considered as candidate for combinatorial anticancer therapy with 

some standard chemotherapy drugs. 

 

Keywords:  BRG1, multidrug resistance, ATP-binding cassette (ABC) transporters, lysosomal 

trapping, paclitaxel 
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1. Introduction: 

Taxanes are successful in treating a variety of cancers due to a combination of 

peculiarities, in particular their unique ability to modulate various cellular processes associated 

with tumor growth and metabolism (apoptosis, angiogenesis, oxidative stress, etc.). This 

efficacy has been confirmed in the treatment of both solid and disseminated tumors. Three 

different taxanes are available on the market: paclitaxel (PTX), marketed under the 

tradenames Taxol®, Anzatax® or Paxene®, the synthetic derivative of PTX - docetaxel (DTX) 

(Taxotere®) and a recently synthesized cabazitaxel (CTX) (Jevtana®) [1].  PTX is a major first-

line drug for the treatment of advanced non-small cell lung, breast and ovarian cancers [2–4]. 

At high concentrations, PTX prevents cell division by promoting an assembly of stable 

microtubules especially from β-tubulin heterodimers, and inhibits their depolymerization. The 

exposed cells are arrested in the G2/M-phase of the cell cycle and undergo apoptosis. At low 

concentrations, apoptosis is induced at G0 and G1/S phase either via Raf-1 kinase activation 

or p53/p21 depending on the administered dose [2]. However, the development of resistance 

to paclitaxel leads to treatment failure, tumor recurrence and limits the use of this drug. Major 

mechanisms of resistance include altered apoptotic pathways, overexpression of pumps that 

actively transport the drug out of the cells, reduced drug uptake, increased drug metabolism, 

alteration in the tubulin dynamic, mutations in the β-tubulin gene or expression of β-tubulin 

isotypes [2,5,6]. Many of these mechanisms occur at the genomic level and involve 

modification in the signaling routes, which then modulate activity of the subset of transcription 

factors and the epigenetic transformation of chromatin. Several reports have suggested that 

DNA methylation and epigenetic silencing of inter alia pro-apoptotic genes and tumor 

suppressors result in resistance acquisition [7].  

Acquired paclitaxel resistance via the alteration of the cell transcriptome can involve 

the overexpression of ATP-binding cassette (ABC) transporters that use energy from ATP 

hydrolysis to translocate substances across the cell membranes. Acquisition of paclitaxel 

resistance has been linked to the overexpression of ABCB1 in lung cancer cells [8–10], triple 

negative breast cancer cells [11], ovarian cancer cells [12], ABCC5 in nasopharyngeal 

carcinoma cells [13] and ABCC10 in lung cancer cells [9]. In our previous study, it was shown 

that regardless of the alteration in gene expression, paclitaxel induced intracellular 

redistribution of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 and their enrichment in lysosomes. The use of 

ABCC inhibitors and the transient silencing of these 3 genes considerably limited the 

accumulation of doxorubicin and Paclitaxel OregonGreen488 in lysosomes and sensitized 

cancer cells to various structurally unrelated chemotherapeutics [14]. Since these 3 

transporters are mostly located in lysosomes in the tested paclitaxel-resistant cell lines, their 

transcriptional repression could overcome lysosome-mediated drug resistance.  
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Previous studies on the regulation of ABC gene transcription describe the role of 

transcription factors, epigenetic enzymes and chromatin remodeling in cell adaptations to 

paclitaxel [13,15–19]. GCN5 acetylatransferase increased the transcription of ABCB1 and 

ABCG2 PTX-resistant ovarian cancer cells [20], whereas EP300 was responsible for the 

overexpression of several ABC transporters in PTX- doxorubicin- and cisplatin-resistant breast 

and lung cancers [21]. The transcription activating role of the latter enzyme was found  to be 

supported by the BRG1-SWI/SNF complex at the subset of E2F-dependent gene promoters in 

proliferating cells [22,23]. Expression of several ABC transporters such as ABCB1, ABCC2, 

ABCC11, ABCG1 and ABCG2 in breast cancer cells has been attributed to the activity of BRG1 

that was also found at gene promoters of some ABC genes in MDA-MB-231 cells [24]. BRG1 

and BRM are the crucial ATP-dependent and enzymatically active components of the 

chromatin remodeling complex SWI/SNF, they are mutually exclusive with additional subunits 

combinatorically incorporated to the complex in a context-dependent manner. The diversity of 

the composition of the remaining subunits enables highly specific interactions of the complexes 

with activators and repressors of transcription and the recognition of histone modifications, 

which in turn determine the location of the complexes within the genome and the direction of 

local chromatin remodeling -i.e. its tightening or loosening. Recent reports indicate that 

approximately 20% of human cancers contain mutations in the subunits of the SWI/SNF 

complex [25]. BRG1, encoded by the SMARCA4 gene, is one of the most frequently altered 

elements of the complex in cancer cells. Elevated expression of BRG1 occurred in 35% - 

almost 100% of analyzed primary tumors and was linked with a high proliferation rate. A BRG1-

dependent increase in cancer cell division was assigned to the upregulation of the expression 

of enzymes responsible for fatty acid and lipid biosynthesis, induction of ABC transporter 

expression and high transcription rate of genes encoding direct drivers of cell proliferation 

(signaling cascades, checkpoints and DNA replication genes) [23].  

Knowing that BRG1 augments transcription of some ABC proteins in response to single doses 

of various drugs and that this transcription co-regulator occurs at the gene promoters of some 

ABC genes in non-resistant cancer cells, we tested the possible contribution of this ATPase to 

ABC-driven paclitaxel resistance in clinically-relevant models of paclitaxel-resistant triple-

negative breast cancer (MDA-MB-231) and non-small cell lung cancer (A549). Particular 

attention was paid to the role of BRG1 in the regulation of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 gene 

transcription due to the involvement in lysosomal drug sequestration and hence, cell protection 

from some anticancer drugs as was previously described in Gronkowska et al [14]. Finally, we 

tested the selective BRG1/BRM inhibitor PFI3 as well as novel SMARCA2/4 PROTAC 

degrader - ACBI1 as a potential sensitizer of multidrug resistant cells to standard 

chemotherapy drugs. 
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2.Materials and Methods 

2.1 Materials: 

Non-small-cell lung cancer cell line A549 and breast cancer cell line MCF7 were purchased 

from ATCC. Breast cancer cell line MDA-MB-231 was purchased from Sigma Aldrich. DMEM 

High Glucose w/ L-Glutamine w/ Sodium Pyruvate, fetal bovine serum and antibiotics (penicillin 

and streptomycin) were from Biowest (CytoGen, Zgierz, Poland). KAPA SYBR® FAST 

Universal (2x), KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2x), oligonucleotides for Real-time PCR, 

resazurin sodium salt, doxorubicin hydrochloride, daunorubicin hydrochloride, cisplatin, 

paclitaxel, etoposide, were from Sigma Aldrich (Poznan, Poland). PFI-3 (Cayman Chemical), 

ACBI1 (Cayman Chemical) and Nunc™ Lab-Tek™ Chamber Slide were ordered in Biokom 

(Janki/Warsaw, Poland). siRNA Control (sc-37007) and anti-MRP5 (E-10) (sc-376965) 

antibodies was purchased from Santa Cruz Biotechnology (AMX, Lodz, Poland). SMARCA4 

Silencer Select siRNA (s13141), SMARCA2 Silencer Select siRNA (s536647), Lipofectamine 

RNAiMAX, OptiMem, Dynabeads™ Protein G, UltraPure™ Phenol:Chloroform:Isoamyl 

Alcohol (25:24:1, v/v) (#15593031), TRI Reagent™, High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit, BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Hi-Di formamide, 

SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate, PageRuler™ Prestained Protein 

Ladder (#01154870), Pierce™ Protease Inhibitor Tablets (EDTA-free; PIC), Paclitaxel Oregon 

Green™ 488 conjugate (Flutax-2), Lysotracker™ Deep Red, SlowFade™ Glass Soft-set 

Antifade Mountant (with DAPI), anti-MRP3 (ABCC3) Polyclonal Antibody (PA5101482), anti-

MRP10 (ABCC10) Polyclonal Antibody (PA5101678), Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Cross-

Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ 546 (#A-11010), PowerUp™ SYBR® Green 

Master Mix, TaqMan™ Universal Master Mix II, TaqMan™ Gene Expression Assays (FAM-

MGB/20X) for ACTB (Hs01064292_g1), GAPDH (Hs02786624_g1), HPRT1 

(Hs03929096_g1), ABCB1 (Hs00184500_m1), ABCC1 (Hs01561483_m1), ABCC2 

(Hs00960489_m1), ABCC3 (Hs00978452_m1), ABCC4 (Hs00988721_m1), ABCC5 

(Hs00981089_m1), ABCC10 (Hs01056200_m1), ABCG2 (Hs01053790_m1) were from 

Thermofisher Scientific (Thermofisher Scientific, Warsaw, Poland). Anti - Cleaved Caspase-3 

(Asp175) (5A1E) Rabbit mAb (# 9664), anti-BRG1 (D1Q7F) Rabbit mAb (#49360), anti-

Histone H3 (1B1B2) Mouse mAb (#14269), anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody (#7074), Anti-

mouse IgG, HRP-linked Antibody (#7076), Anti-rabbit IgG (H+L), F(ab')2 Fragment (Alexa 

Fluor® 488 Conjugate) (#4412), Anti-mouse IgG (H+L), F(ab')2 Fragment (PE Conjugate) 

(#59997S), Anti-rabbit IgG Fab2 Fragment Alexa Fluor® 594 Probes (#8889S) were from Cell 

Signaling Technologies (LabJOT, Warsaw, Poland). NEBNext® Ultra™ II DNA Library Prep 

with Sample Purification Beads (#E7104), NEBNext® Poly(A) mRNA Magnetic Isolation 

Module (#E7490), NEBNext® Ultra™ II RNA Library Prep Kit for Illumina® (#E7770), 
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NEBNext® Ultra™ II DNA Library Prep with Sample Purification Beads (#E7103) and 

NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina® (Index Primers Set 3) (#E7710) were from New 

England Biolabs (LabJOT, Warsaw, Poland). BIOFLOAT FLEX coating solution was 

purchased from FaCellitate (faCellitate.com). Annexin V Apoptosis Detection Kit with 

Propidium iodide was purchased from BioLegend (BioCourse.pl, Katowice, Poland). MGIEasy 

PCR-Free DNA Library Prep Set and DNBSEQ-G400RS High-throughput Sequencing Kit 

(FCL SE100) were from Perlan Technologies (Perlan Technologies Poland, Warsaw, Poland) 

2.2 Cell Culture and Treatment  

A549 cells were cultured in DMEM supplemented with 10% FBS and penicillin/streptomycin 

(50 U/ml and 50 µg/ml, respectively) in 5% CO2. Initially, MDA-MB-231 cells were cultured in 

F15 medium supplemented with 15% FBS and penicillin/streptomycin (50 U/mK and 50 µg/ml, 

respectively) without CO2 equilibration. After 5 passages, the cells were adapted to grow in 

DMEM supplemented with 10% FBS and penicillin/streptomycin (50 U/ml and 50 µg/ml, 

respectively) in 5% CO2. Paclitaxel resistance induction and characteristics of resistant cell 

lines was described previously [14,21]. 

PFI-3 (2.5 µM) and ACBI1 (0.5 µM) were added to cells 72 h before analysis or treatment with 

anticancer drugs. Depending on the tested parameters anticancer drugs were administrated 

to cells for 24 or 48h. 

2.3 Formation of cell spheroids 

Nunc™Lab-Tek™chamber slides were coated with faCellitate BIOFLOAT FLEX coating 

solution according to the manufacturer protocol. After 30 minutes of air-drying of the chambers, 

within the laminar flow hood, the cells were seeded per well at a density of 20,000 cells. Cells 

grow in DMEM supplemented with 10% FBS and penicillin/streptomycin (50 U/ml and 50 µg/ml, 

respectively) in 5% CO2 to allow spheroids formation for 21 days. 

2.4 Transient Gene Silencing 

Cells seeded per well at a density of 100,000 cells on the 24-well plate, 10,000 cells on Nunc™ 

Lab-Tek™ Chamber Slide or three-week spheroids were transfected using siRNA-RNAiMAX 

complexes according to the previously described protocol [26]. After 6 h incubation with the 

complexes, DMEM supplemented with 10% FBS and antibiotics was added to the desired 

volume and cells were grown for another 48 h to obtain transient gene silencing.  

2.5 Real-Time PCR 

For mRNA expression evaluation, total RNA was extracted from cells using TRI Reagent™. 

Afterwards, mRNA was reverse transcribed with the High-Capacity cDNA Reverse 
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Transcription Kit. The expression of selected genes was measured in Bio-Rad CFX96 C1000 

Touch Real-Time system, using: 

1) TaqMan™gene expression assays and the TaqMan™ universal master mix II, 

according to the protocol provided by the manufacturer; 

2) PowerTrack™ SYBR™ Green Master Mix and the manually designed primer pairs: 

(GAPDH Forward: 5’ TTCTTTTGCGTCGCCAGCCGA 3’, Reverse 5’ 

GTGACCAGGCGCCCAATACGA 3’, ACTB Forward: 5’ TGGCACCCAGCACAATGAA 3’, 

Reverse 5’ CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA 3’, HPRT1 Forward: 5’ 

TGACACTGGCAAAACAATGCA 3’, Reverse: 5’: GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 3’ BRG1 

Forward: 5’ AAGAAGACTGAGCCCCGACATTC 3’, Reverse 5’ 

CCGTTACTGCTAAGGCCTATGC 3’, ABCC3 Forward: 5’ 

TCCTTTGCCAACTTTCTCTGCAACTAT 3’, Reverse: 5’: 

CTGGATCATTGTCTGTCAGATCCGT 3’, ABCC5 Forward: 5’ 

AGAGGTGACCTTTGAGAACGCA 3’, Reverse: 5’: CTCCAGATAACTCCACCAGACGG 3’, 

ABCC10 Forward: 5’ CGGGTTAAGCTTGTGACAGAGC 3’, Reverse: 5’: 

AACACCTTGGTGGCAGTGAGCT 3’) according to the protocol provided by the manufacturer. 

mRNA level of particular genes was first normalized to housekeeping genes. The ratio between 

the studied and housekeeping genes was assumed to be 1 for control cells. 

2.6 Sanger Sequencing 

Total RNA was extracted from cells using TRI Reagent™. Afterwards, mRNA was reverse 

transcribed with the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. The fragment of BRG1 

exon 15 was amplified in gradient thermocycler LifeECO (BIOER) using KAPA HiFi HotStart 

ReadyMix (2x) and the manually designed primer pair (Forward: 5’ 

CCGGGGTATGAAGTAGCTCC 3’, Reverse 5’ GTCCACCTCAGAGACGTCAT 3’). 

Subsequently, cDNA sequencing was performed using the BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit according to the previously described procedure [27]. Sequences were 

analyzed using FinchTV and MEGA11 software. 

2.7 RNA sequencing and analysis 

Total RNA was isolated using TRI Reagent™. Next, 10 ng of DNA-free total RNA was used to 

isolate mRNA using NEBNext® Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module. The purified mRNA 

was used for RNAseq library preparation using NEBNext® Ultra™ II RNA Library Prep Kit for 

Illumina® (#E7770). Sample indexing was prepared using NEBNext® Multiplex Oligos for 

Illumina® (Index Primers Set 3) (#E7710). All of the steps were prepared according to the 

protocols provided by New England Biolabs. Sequencing was performed using the Illumina 
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NextSeq 550 System. Bioinformatical analysis of the obtained data was conducted using 

UseGalaxy.org (Galaxy version 24.0.rc1), an open platform as previously described [28,29]. 

Venn diagram was created in https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/ from gene 

lists. Annotation of downregulated genes to gene ontology was carried out in PANTHER 

version 17.0.  

2.8 Chromatin immunoprecipitation, library preparation and sequencing 

Chromatin immunoprecipitation was carried out according to the protocol previously described 

[27]. DNA was extracted using phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1). BRG1 was 

immunoprecipitated with anti-BRG1 (D1Q7F) Rabbit mAb (#49360) and EP300 with p300 

(D2X6N) Rabbit mAb in non-resistant and paclitaxel-resistant MDA-MB-231 cells, whereas 

H3K4me3 with Tri-Methyl-Histone H3 (Lys4) (C42D8) Rabbit mAb in  paclitaxel-resistant MDA-

MB-231 cells only.  Data for tri-methylation of H3 in MDA-MB-231 were taken from Short Reads 

Achieve (SRA, NCBI) and the following datasets were taken for analysis: SRR4346773 and 

SRR4346774 (GSM2337951) [30].  

BRG1 binding motifs at the selected gene promoters were amplified using KAPA SYBR® 

FAST Universal Master Mix, 0.1% DMSO and the following primer pairs: ABCB1 Forward 5’ 

CCAATCAGCCTCACCACAGA 3’, Reverse 5’ GATTCAGCTGATGCGCGTTT  3’; ABCC5 

Forward: 5’ CTTCCGGGTTCAAGCAGTTC 3’, Reverse: 5’ AAAATACGGCGGGGTGAGG 3’, 

ABCC10 Forward: 5’ TACCCTTGGTACCGCGAGA 3’, Reverse: 5’ 

GTAACAGGCACTGAGCACGG 3’. As a control manually designed fragments of promoters 

do not containing BRG1 binding motifs was used: ABCC2 Forward 5’ 

AGGTCAAGGCTGCAATGAAT 3’, Reverse: 5’ CTGTCATCGACCCAACCTTT 3’. Data were 

normalized to samples containing non-specific IgG. 

1μg of immunoprecipitated DNA fragments was converted into library for sequencing using 

NEBNext® Ultra™ DNA Library Prep Kit with Sample Purification Beads for Illumina® and 

NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina® (Index Primers Set 3) for BRG1 and MGIEasy PCR-

Free DNA Library Prep Set for EP300 and H3K4me3 according to instruction provided by 

manufacturers. DNA library was sequenced on NextSeq 550 or DNBSEQ-G400 in the 

Department of Clinical Genetics, Medical University of Lodz, and data were released as fastq 

files.  

2.9 Bioinformatic analysis of ChIP-Seq data 

Adapters were trimmed during FASTQ generation as an option of Illumina pipeline in 

BaseSpace. All other analyses were performed in Galaxy.org (Galaxy version 24.0.rc1) [29]. 

The read quality was checked with FastQC and reads with Qphred <30 were removed with 

Trimmomatic (AVGQUAL:30). Reads were mapped with BWA against human genome (hg19). 
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Mapped reads were normalized to counts per million (-bamCoverage). Peaks were called with 

MACS2 at p < 0.001. BRG1 and EP300 distribution at H3K4me3 positive TSS (bedtools 

Intersect intervals; entry: H3K4me3 peaks and TSS 1 bp; required overlap: 1 bp) were 

generated by -computeMatrix (Score files: -bigwigfiles; output options: reference point, center 

of regions, --sortUsing mean, --averageTypeBins mean, --missingDataAsZero, --skipZeros), 

then plotHeatmap with hierarchical clustering. The same method was used for analyzing 

distribution of EP300 at the BRG1 peak summits. Spearman correlation plot was called –

multiBamSummary (by default) and –plotCorrelation (--removeOutliers).  

Blacklist regions for hg19 were downloaded from ENCODE (ENCSR636HFF) [31].  

2.10 Western Blot 

For protein expression evaluation cells were lysed in RIPA buffer (supplemented with 1 mM 

PMSF and PIC) and sonicated (Bandelin Sonopuls HD2070); Next, proteins were separated 

by SDS–PAGE, transferred into a nitrocellulose membrane, and stained with primary 

antibodies (1:5000) at 4°C overnight. After subsequent staining with HRP-conjugated 

secondary antibodies (1:5000 for antirabbit and 1:2500 for anti-mouse antibodies; room 

temperature; 2 h), the signal was developed with the SuperSignal™ West Pico 

Chemiluminescent Substrate and pictures were acquired using ChemiDoc-IT2 (UVP, Meranco, 

Poznan, Poland). H3 was used as the control. 

2.11 Confocal Microscopy 

For the confocal imaging of proteins, cells were seeded on a Nunc™ Lab-Tek™ chamber slide. 

2 h before cells fixation Lysotracker™ Deep Red was added to the final volume of 75 nM, and 

cells were incubated 1 h at 37°C. Cells were fixed with a 1% formaldehyde solution in PBS at 

room temperature for 15 min, permeabilized and blocked with 1% FBS solution in PBS with 

0.1% TritonX-100 at room temperature for 1h. Primary antibodies (1:400) were added in 1% 

BSA solution in PBS with 0.1% TritonX-100 and incubated at 4 °C overnight. Next, a secondary 

antibody (1:400) was added in 1% BSA solution in PBS with 0.1% TritonX-100 at room 

temperature for 2h. After washing, the slides were mounted with SlowFade™ glass soft-set 

antifade mountant (with DAPI). TCS SP8 (Leica Microsystems, Germany) with a 63x/1.40 

objective (HC PL APO CS2, Leica Microsystems, Germany) was used for sample visualization. 

The samples were imaged with the following wavelength values for excitation and emission: 

485 and 500-550 nm for Alexa Fluor® 488, 550 and 570-580 nm for Alexa Fluor® 546, 480 

and 570-580 nm for R-phycoerythrin (PE), 660-670 for Lysotracker Deep Red and 405 and 

430-480 nm for DAPI. The fluorescence intensity and colocalization was determined in 

arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X (LAS X, Leica Microsystems, Germany). 
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The scans of cells were deconvolved using 3D-Deconwolution accessible in Leica Application 

Suite X software (LAS X, Leica Microsystems, Germany). 

For the visualization of drug accumulation: 

1. cells seeded on Nunc™Lab-Tek™chamber slides were treated with anticancer drugs 

and inhibitors. Next, Lysotracker™ Deep Red (75 nM for 2h), was added to the culture media. 

After incubation and cell washing with PBS, cells were mounted with SlowFade™ glass soft-

set antifade mountant (with DAPI); 

2. 3-week old 3D cell cultures were stained with Lysotracker™ Deep Red (75 nM) for 2 h. 

Next, spheroids was fixed with a 4% formaldehyde solution in PBS, at room temperature for 

30 min. After fixation the spheroids were washed with PBS and incubated with 1 µg/ml DAPI 

for 30 min, at room temperature. Spheroids were analysed immediately.   

TCS SP8 (Leica Microsystems, Germany) with a 63x/1.40 and 10x 0.40 DRY objectives (HC 

PL APO CS2, Leica Microsystems, Germany) was used for sample visualization. The samples 

were imaged with the following wavelength values for excitation and emission: 485 and 500-

550 nm for Alexa Fluor® 488 conjugated Paclitaxel, 470 and 580-600 for Doxorubicin and 405 

and 430-480 nm for DAPI. The fluorescence intensity was determined in arbitrary units (a.u.) 

with Leica Application Suite X (LAS X, Leica Microsystems, Germany).  

2.12 Resazurin Toxicity Assay 

The day prior to transfection/treatment, cells were seeded at a density of 2,500 cells per well 

on Nunc® MicroWell™ 384-well optical bottom plates or 5,000 cells per well on 96-well plates. 

After transfection/incubation with drugs and inhibitors, cells were incubated with resazurin 

solution (5 µM) in the growth medium at 37 °C for 3h. The fluorescence that corresponds to 

the metabolic activity of living cells was measured with a fluorescence microplate reader 

(BioTek Synergy HTX, Biokom, Poland) at excitation 530 and emission 590 nm. The 

fluorescence value for control cells was assumed to be 100%. 

2.13 Annexin V and propidium iodide staining 

For the visualization of apoptosis/necrosis induction by the combination of drugs and inhibitors, 

Nunc™Lab-Tek™chamber slides were coated with faCellitate BIOFLOAT FLEX coating 

solution according to the manufacturer protocol. Cells seeded on coated chamber slides were 

harvested for a 3-weeks to obtain spheroids formation. Next, cells were treated with anticancer 

drugs and inhibitor. After washing with PBS, according to the manufacturer protocol Annexin 

V-FITC and Propidium iodide were added to the cells in binding buffer and incubated for 30 

min at room temperature. After incubation, spheroids were washed with PBS and incubated 

with 1µg/ml DAPI for 30 min at room temperature. Spheroids were stored in PBS. 
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Subsequently, for the imaging of the samples, the confocal laser scanning microscopy platform 

TCS SP8 (Leica Microsystems, Germany) with a 10x objective (HC PL APO CS2, Leica 

Microsystems, Germany) was used. The samples were imaged with the following wavelength 

values for excitation and emission 485 and 500-550 nm for AnnexinV-FITC, 450 and 610-620 

for Propidium iodide and 405 and 430-480 nm for DAPI, using Leica Application Suite X (LAS 

X, Leica Microsystems). The level of baseline fluorescence was established individually for 

each experiment. Fluorescence intensity was determined as the arbitrary units (a.u.) with Leica 

Application Suite X (LAS X, Leica Microsystems, Germany). 

2.14 Clinical data analysis 

The correlations between SMARCA4 and some ABC gene expression in TCGA Pan-Cancer 

(PANCAN) dataset of 12 839 samples was explored in UCSC Xena Functional Genomics 

Explorer. Samples with nulls were removed and data for SMARCA4 expression, which 

comprised log2(norm_value+1) between 9.6 and 14, were sub-grupped into SMARCA4 low 

(log2(norm_value+1) < 10.7) and SMARCA4 medium and high (log2(norm_value+1) > 10.7). 

The threshold was set to include most of deleterious somatic mutation (SNP and INDEL; MC3 

public version) in SMARCA4 low subgroup. 

2.15 Statistical Analysis 

Data are shown as mean ± standard deviation (SD). Parametric or non-parametric test was 

conducted after testing Gaussian distribution of data with the Shapiro–Wilk test. Student’s t 

test or the Mann–Whitney test was used to calculate statistically significant differences 

between two samples, while one-way analysis of variance (ANOVA) or Kruskal-Wallis test 

followed by corresponding post hoc test was carried out to compare multiple samples. 

Statistics were calculated using GraphPad Prism 8.01 software. Statistically significant 

differences were marked with * when p < 0.05, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001. 

3. Results 

3.1 BRG1 is enriched at the promoters of genes functionally linked to endo-lysosomal 

system and some ABC transporters 

Bearing in mind the documented involvement of BRG1 in the transcription of some ABC 

proteins in 3 triple-negative breast cancer cell lines and ADAADiN prevention of single dose, 

drug-induced ABC overexpression [24], use was made of the TCGA Pan-Cancer (PANCAN) 

dataset of RNA and was compared to the mRNA level of SMARCA4 with several ABC genes 

associated with drug resistance (Fig. 1A). We divided data according to SMARCA4 expression 

into 2 subgroups, which corresponded to low and moderate/high expression. As expected, the 

low mRNA level of SMARCA4 was associated with deleterious mutations in some cancer 
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samples. Additionally, it also correlated with low mRNA levels of ABCC1, ABCC5 and 

ABCC10, but inversely with ABCB1, ABCC2, ABCC3 and ABCG2. This suggests that BRG1 

contributes to the transcriptional regulation of some ABC genes in various cancers.  

To confirm the role of BRG1 in the transcription control of the ABC gene subset, the impact of 

BRG1 transient silencing on the mRNA level in 3 cell lines was tested, this differed in the status 

of SMARCA4 (Fig.1B). According to the TCGA database of cancer cell lines, MDA-MB-231 

cells carry the wild-type and hence, the fully functional SMARCA4 transcript. In contrast, the 

A549 cell line harbors homozygous truncating nonsense mutations leading to BRG1 protein 

loss [32]. The breast cancer MCF7 line is characterized by the fusion of the SMARCA4 gene 

with CARM1, making this transcript non-functional [33]. siBRG1 significantly decreased the 

expression of ABCC3 in cells with the wild-type SMARCA4 but did not cause any substantial 

difference in cells with SMARCA4 mutations. 

In search for the molecular and functional link between BRG1 and the ABC gene transcription 

in MDA-MB-231, BRG1 ChIP-Seq was performed (Fig. 1C). The MACS2 peak calling revealed 

BRG1 enrichment at the promoter of ABCC3 and ABCC5, but not ABCC2, which remained 

unchanged in the cells transiently transfected with siBRG1. The occurrence of BRG1 at the 

promoter of ABCC5 did not render gene transcription dependency on BRG1-SWI/SNF activity 

as shown in Fig. 1B. BRG1 was found at the promoters of genes annotated to key cellular 

processes such as replication, transcription, mitotic division, DNA repair, signal transduction, 

regulation of apoptosis, histone modifications and many others (Fig. 1D) but also for intra-Golgi 

vesicle mediated transport and protein targeting to lysosomes, which could impact ABC 

distribution and partitioning within the endolysosomal system and plasma membrane.  

3.2 BRG1 defines the profile of ABC gene expression in paclitaxel-resistant A549 and 

MDA-MB-231 cell lines 

To identify the ABC genes that can be bona fide players in the multidrug resistance of 

paclitaxel-resistant phenotypes, gene transcription was measured in non-resistant and drug-

resistant phenotypes by RNA-Seq, initially assuming A549-PTX as BRG1 deficient and as a 

control for BRG1-independent gene transcription. For this purpose, normalized (FPKM) counts 

were juxtaposed for particular mRNAs. To have considerable gene numbers and BRG1-

enriched sequences, the list of ABC genes taken into account was extended, all of which have 

been linked to drug resistance in the literature. As shown in Fig. 1E, both cell lines were 

characterized by relatively high abundance of ABCA2, ABCA7, ABCB6, ABCB9, ABCC3 

mRNA, which responded to cell treatment with paclitaxel with their levels remaining unchanged 

even when comparing with non- versus paclitaxel-resistant cell lines.  
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In search for the possible BRG1 contribution to the transcription of ABC genes in paclitaxel-

resistant cells, MDA-MB-231 with the wild-type SMARCA4 and A549 with SMARCA4 

deleterious mutation were used. The induction of cell resistance to paclitaxel and the 

characteristics of the acquired phenotype was described in Strachowska et al  [21] and 

Gronkowska et al [14]. Adaptation of the MDA-MB-231 to paclitaxel did not change the 

expression of BRG1 (Figure S1A-B). Surprisingly, BRG1 mRNA and protein in paclitaxel-

resistant A549 cells was found (Figure S1C-D). Sanger sequencing of the SMARCA4 fragment 

that spans the c.2184_2206del23 deletion, causing a change in the reading frame, the 

premature appearance of the STOP codon and lack of protein, indicated the additional deletion 

of 7 nucleotides and the insertion of 2 nucleotides in the SMARCA4 sequence before the 

deletion site (Fig. S1F). The changes of the nucleotide sequence induced by paclitaxel led to 

reversal mutation that restored the BRG1 expression in paclitaxel-resistant A549 cells. Since 

the considered mutation did not occur in any of the BRG1 functional domains, the shortened 

protein bound to chromatin as confirmed by ChIP-qPCR (Fig. S1E). The enzyme was 

considerably enriched at the promoters of ABCB1, ABCC3 and ABCC10 in the drug-resistant 

phenotype of A549 cell line.  

To select genes controlled by BRG1, the transcriptomes of BRG1 proficient (siCTRL) and 

deficient (siBRG1) paclitaxel-resistant phenotypes by RNA-Seq were compared. Differential 

gene expression showed that ATP-ase regulated the expression of 7,945 genes in A549-PTX, 

19,858 genes in MDA-MB-231-PTX, and shared 4,109 genes of BRG1-dependent genes (Fig. 

1F). The annotated ontology of the BRG1-controlled genes, common for both resistant cell 

lines, also indicated a significant portion of genes that encoded proteins involved in active 

transmembrane transport (Fig. 1G). This group included several ABC family transporters with 

known roles in resistance to chemotherapeutics such as doxorubicin, paclitaxel, cisplatin, 

etoposide and methotrexate (Fig. 1H). The number of ABC genes that were highly transcribed 

in MDA-MB-231-PTX declined in response to BRG1 silencing, whereas the opposite effect 

was observed for weakly expressed genes. The impact of ATP-ase on ABC expression in 

A549-PTX was more diverse, but the deficiency of BRG1 was followed by declining 

transcription of ABCB1, ABCC5, ABCC1 and ABCC10 which are important for drug efflux or 

sequestration in intracellular organelles. Significantly, BRG1 emerged as transcription co-

activator of the 3 genes involved in lysosomal drug trapping, ABCC3, ABCC5 and ABCC10, in 

both paclitaxel-resistant cell lines. This was further confirmed by real-time PCR and western 

blot (Fig. 1I-J). In addition, the transcription of ABCB1 that contributed to lysosomal drug 

sequestration and increased in response to paclitaxel was also controlled by BRG1 in A549-

PTX. Interestingly, silencing of BRM does not reduce the expression of ABC5 and ABCC10 
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transporters (Fig. S1G). This is all evidence that BRG1 may be crucial for the expression of 

the ABC genes which protect cells against some anticancer drugs.  

3.3 BRG1 redistribution in the genome and de novo recruitment to gene promoters in 

the paclitaxel-resistant cell links this enzyme with endolysosomal organization and 

transport 

Cellular adaptation to paclitaxel was followed by BRG1 redistribution in the genome (Fig. 2A-

C). Analysis of ChIP-Seq data from non-resistant and resistant MDA-MB-231 cells indicated 

the recruitment of BRG1 to chromatin since the number of MACS2 computed peaks increased 

from 15202 to 47231 respectively, with a minimum FDR cutoff for peak detection < 0.001 (Sup. 

Table 2). However, the proportion of BRG1 enriched gene promoters declined from ~21% to 

~11%, whereas its binding to enhancers listed in the Vista database increased to ~0.7%. The 

observed changes in gene regulatory regions were associated with the shift of 7% ATPase 

peaks from intergenic to intragenic genome fragments (Fig. 2A and 2B). Gene promoters of 

paclitaxel-resistant MDA-MB-231 cells were characterized by the altered profile of BRG1 

distribution (Fig. 2C and 2D). The considerable extrusion of the enzyme from TSS was followed 

by peak enrichment in regions between 5 – 20 kbp from the nearest TSS. It may suggest BRG1 

enhanced interaction with distal regulatory elements, whereas the depression in BRG1 

occurrence at TSS may be linked to the formation of a transcription initiation complex as a 

consequence of paclitaxel-triggered transcription activation of numerous genes.  

BRG1 co-occurred with EP300 at the promoters of some transcriptionally active genes, as 

described in previous papers [22,23] (Fig. 2D-4E). These were assigned as genomic fragments 

spanning TSS ± 2 kbp and were hallmarked by the trimethylation of H3K4. Interestingly, the 

promoter of ABCC5, which is transcriptionally controlled by BRG1 only in the drug-resistant 

phenotype, was similarly enriched in BRG1 and EP300 and characterized by a similar profile 

of H3K4 trimethylation in both cell conditions (Fig. 2D). This suggests that transcription 

dependence on BRG1 may be determined by another, still unknown factor. As mentioned 

previously, this can be linked to the reorganization of proximal promoters during gene 

activation and loading of transcription initiation factors. The Spearman correlation coefficient 

for BRG1 co-distribution with H3K4me3 declined from 0.7 to 0.61 during the acquisition of drug 

resistance, suggesting chromatin extrusion or translocation to more distal genomic regions as 

shown in Fig. 2C. However, the co-occurrence with EP300 increased from 0.59 to 0.64, 

possibly to facilitate EP300-driven gene transcription (Fig. 2F).  

Although the relative BRG1 occurrence declined at the gene promoters that were normalized 

to total peak number, the number of BRG1-enriched promoters was higher in the paclitaxel-

resistant phenotype (Fig. 2G). Annotation of ontology to the genes controlled by promoters 
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(that were characterized by de novo BRG1 enrichment after numerous cell exposures to 

paclitaxel), disclosed processes that were involved in cell response to genotoxic stress, 

endosome to lysosome transport, lysosome organization and ER to Golgi vesicle-mediated 

transport (Fig. 2H-2I). The latter processes can contribute to the observed trafficking of 

ABCC3, ABCC5 and ABCC10 to lysosomes in paclitaxel-resistant phenotypes. Differential 

expression of genes transcribed in BRG1 proficient and deficient paclitaxel-resistant MDA-MB-

231 cells confirmed the role of ATP-ase in the transcription enhancement of numerous genes 

assigned to endolysosomal GO terms (Fig. 2I). 

3.4 BRG1 guides drug distribution to lysosomes and declines paclitaxel-resistant cell 

sensitivity to drugs 

Bearing in mind that BRG1 controls the transcription of ABC genes which were found to be 

substantially enriched in the lysosomes of paclitaxel-resistant cells, BRG1 deficiency in the 

decline of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 abundance in these organelles was tested by using 

the immune staining of ABCCs and their confocal imaging against lysosomes and DNA in cells 

with normal (siCTRL) and knockdown BRG1 (siBRG1). The silencing of BRG1 caused visible 

and significant reduction of ABCC3 and ABCC10 levels inside cells (Fig. 3A, 3B), and reduced 

their lysosomal localization, quantified by measuring protein colocalization with lysosomes 

(Fig. 3C). No changes in the expression or intracellular localization of these proteins were 

observed after BRM silencing (Fig S2A). It was significant that the BRG1 level had no impact 

on lysosome content in the paclitaxel-resistant cells (Fig. S2B). Confocal microscopy with a 

deconvolution algorithm allowed the visualization of the decline in ABCC5 level in the lysosome 

membrane that was caused by BRG1 silencing in both paclitaxel-resistant cell lines (Fig. 3D).  

To check the functional impact of BRG1-dependent expression of the ABC transporters which 

are enriched in lysosomes of paclitaxel-resistant cells on intracellular drug distribution, we 

compared the colocalization of doxorubicin and paclitaxel OregonGreen with lysosomes in 

BRG1 proficient and deficient cells using confocal microscopy (Fig. 3E, Fig. S2C). Silencing of 

the enzyme visibly declined the drug accumulation in lysosomes, quantified as colocalization 

of drug and lysosome fluorescence (Fig. 3F, Fig. S2D). Previously documented roles of 

ABCC3, ABCC5 and ABCC10 in lysosome drug accumulation [14] led to the conclusion that 

the BRG1-dependent transcription of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 was responsible for the 

distribution of their substrates into lysosomes in both paclitaxel resistant breast and lung 

cancer cells. This also led to the hypothesis that BRG1 may affect the cell response to 

chemotherapeutics and cause lysosome associated chemoresistance. This was tested by 

comparing the viability of cells which differed in BRG1 abundance and were exposed to 

chemotherapeutics of various acidity. This feature of the tested drugs defined the mode of their 
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passive or ABC-dependent influx to lysosomes. The silencing of BRG1 sensitized cells of both 

lines to all chemotherapeutics tested (Fig. 3G), increased considerably with these acidic drugs 

that do not enter lysosomes by passive diffusion.  

The impact of BRG1 on drug penetration was also tested in cell spheroids. 3D cultures of MDA-

PTX and A549-PTX cells were characterized by the accumulation of doxorubicin and paclitaxel 

OregonGreen in the peripheral layer, whereas BRG1 silencing resulted in drugs reaching the 

inner spheroid layers (Fig. 3H, S2E). This suggests that BRG1-dependent drug trapping in 

lysosomes protects the deeper parts of the spheroids from drug cytotoxicity. This conclusion 

is supported by a previous finding, where lysosome neutralization or inhibition of ABCC 

reduced spheroid penetration by doxorubicin and paclitaxel OregonGreen as well as 

increasing the overall number of apoptotic cells inside these spheroids [14].  

3.5 SWI/SNF targeting with PFI3 and ACBI1 decreases lysosome-associated ABCC in 

PTX-resistant cancer cell lines 

Since BRG1 is responsible for the overexpression of lysosomal pool of ABC transporters and 

increased chemoresistance of paclitaxel-resistant cells, the BRG1/BRM inhibitor - PFI3 and 

SMARCA2/4 PROTAC degrader - ACBI1 were tested for their likely potential to sensitize 

paclitaxel-resistant cell to chemotherapy. The ability of ACBI1 to induce degradation of BRG1 

was confirmed by Western Blot (Fig S3A). SWI/SNF inhibitor was found potent to decline both 

the mRNA and protein level of the three considered multidrug resistance (MDR) transporters 

(Fig. 4A-D). However, BRG1/BRM degradation with ACBI1 reduced expression of ABCC3 and 

ABCC5 (Fig. 4H-K), but increased ABCC10. The reduced co-occurrence of ABCC10 and 

ABCC3 with lysosomal marker (Fig 4 E-G, 4L-N, Fig. S4 A-B Fig. S4 D-E) after PFI3 and ABI1, 

as well as ABCC5 with LAMP1 (Fig 4O) after PFI3 was visualized and quantified by confocal 

microscopy in paclitaxel-resistant lines (Fig. 4E-F).  

In non-resistant MDA-MB-231 and A549 only highly expressed ABCC3 was declined after cell 

treatment with PFI3 and ABI1, respectively (Fig. S3 B-E).  

PFI3 and ABCI1 altered the intracellular distribution of doxorubicin and paclitaxel 

OregonGreen by retaining a substantial drug concentration outside lysosomes. This was  

confirmed by measuring the drug accumulation and drug-lysosome colocalization (Fig. 5A-F, 

S5A-C). The SWI/SNF targeting molecules also slightly elevated the total drug accumulation 

inside paclitaxel-resistant cells. Particularly, PFI3 phenocopied the effect of BRG1 silencing on 

lysosomal delocalization of paclitaxel OregonGreen and doxorubicin (Fig. 3E-F Fig. S2B-C). 

PFI3 and ABI1 allowed also deeper drug penetration in spheroids, whereas intact 3D cultures 

were characterized by drug accumulation inside outer cell layers (Fig 5G).  
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3.6 PFI3 and ACBI1 augments the toxicity of anticancer drugs in PTX-resistant cancer 

cell lines 

The observed increase in the drug concentration inside cells and the impairment of drug 

sequestration in lysosomes could be responsible for the altered cytotoxicity of anticancer drugs 

in SWI/SNF-treated cancer cells in 3D (Fig.6A) and 2D cultures (Fig 6D). In spheroids, the 

combination of doxorubicin or paclitaxel with PFI3 and ABCI1 was more potent in apoptosis 

induction than drugs alone as shown in the confocal images and quantification of Annexin V 

green fluorescence (Fig. 6A-C). Importantly, Annexin V-positive cells were equally distributed 

across all depths of the spheroids that were exposed to the combination of PFI3 or ABI1 and 

drugs, whereas apoptotic cells were localized in the peripheral layers similarly to drugs in cells 

proficient in SWI/SNF activity. The significant induction of cell necrosis was only observed in 

spheroids exposed to doxorubicin, and further intensification of necrotic cell death as well as 

apoptotic commitment was caused by ABI1. On the contrary, PFI3 substantially enhanced 

apoptosis in spheroids as well as in 2D culture treated with paclitaxel (Fig. 6D). PROTAC 

degrader sensitized 2D model of paclitaxel-resistant cancer cells especially to doxorubicin but 

also to lower doses of cisplatin and etoposide when added  48 h prior to chemotherapeutics 

(Fig.6E). SWI/SNF inhibitor moderately increased drug toxicity in the culture of adherent cells 

(Fig.6F).  

All these results indicate that SWI/SNF targeting is effective for sensitizing paclitaxel-resistant 

cancer cells to chemotherapeutic agents for the 2 studied cells lines. This may be attributed to 

the reduced expression of ABC transporters and prevention of the lysosomal trapping of the 

drugs. From clinical perspective the combination of ABI1 with doxorubicin seems worth of 

further investigation for the treatment of paclitaxel-resistant triple-negative breast cancers.  

4. Discussion 

The expression profile of resistance proteins, which are responsible for the failure of 

chemotherapy in cancer treatment, can change with disease progression [34]. The epithelial-

mesenchymal transition associated with tumor progression has been shown to increase the 

expression of ABC transporters [35]. Due to the important role of ABC transporters in the 

occurrence of this phenomenon, they are a target for the development of combined therapies 

aimed at sensitizing cancer cells to standard chemotherapeutics. Overcoming multidrug 

resistance, which is associated with the expression of ABC transporter family proteins, is a 

challenge and none of the 3 generations of ABC inhibitors, (particularly in the case of ABCB1), 

have provided satisfying results in clinical trials and all have failed to become FDA approved 

drugs. Our current study indicates that inhibition of SWI/SNF with PFI3 or degradation of 

SWI/SNF ATPases with PROTAC allows to substantially increase drug toxicity due to 
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simultaneous reduction of several ABC transporters in paclitaxel-resistant phenotypes of the 

chosen lung and breast cancers. SWI/SNF targeting increased overall drug accumulation may 

be due to reduced drug uptake by lysosomes associated with a decrease in lysosomal ABC 

transporters and thus reduced exocytosis of chemotherapeutic drug-loaded lysosomes [36]. 

Another explanation is the inhibition of the expression or activity of drug transporters located 

in the plasma membrane of paclitaxel-resistant phenotypes, such as ABCC1 in A549-PTX. 

Since these compounds target both ATPases, some genes related to drug transport may be 

upregulated by BRM and thus downregulated in response to SWI/SNF targeting. These finding 

are particularly important in light of studies, which document the scarce sensitizing impact of 

single inhibition of ABCB1, ABCG2 or some of the ABCC subfamily to chemotherapeutics and 

poor drug accumulation inside drug-resistant cells [21].  

The identification of an upstream mechanism responsible for transcription of several ABC 

genes under chemotoxic stress could provide new targets to limit the drug efflux from resistant 

cancer cells and, hence, a new approach for combined and improved chemotherapy. 

Experimental evidence is provided here that considers the role of BRG1 in transcriptional 

control of ABC genes that are overexpressed in paclitaxel-resistant cell lines. Specifically, the 

focus was on the impact of BRG1 on ABCC3, ABCC5 and ABCC10, which are enriched to 

lysosomes in paclitaxel-resistant cells, and the last 2 genes that are overexpressed once the 

cell is exposed to several doses of paclitaxel. The functional analysis of these 3 proteins that 

occur in lysosomes, disclosed their role in the sequestration of doxorubicin and paclitaxel 

OregonGreen, hence these membrane transporters are capable of limiting drug cytotoxicity. 

The active promoters of these genes are characterized by H3K4 trimethylation and occurrence 

of BRG1 and EP300. Such a complex previously described by us and others is capable of 

chromatin decondensation and defines transcription permissive environment because of  

extrusion of acetylated nucleosomes [22]. The functional interaction between BRG1 and 

EP300 can be also confirmed by the fact that EP300 bromodomain inhibitor I-CBP112 

substantially decline transcription of ABC genes in drug-resistant cell lines. Furthermore, 

development of resistance to paclitaxel increased the number of BRG1-bound promoters of 

genes linked to endolysosomal and ER-Golgi protein transport, which may also define the 

profile of ABC proteins in lysosomes and their enrichment in these organelles. Although BRG1 

was de novo recruited to the promoter of TFEB gene, which encodes the master regulator of 

lysosome biogenesis during MDA-MB-231 cell adaptation to paclitaxel and the BRG1 silencing 

in resistant cells that caused substantial decline in TFEB gene transcription, the number of 

lysosomes estimated in confocal images remained unchanged [37]. This can be explained by 

the fact that regulation of TFEB occurs predominantly by post-translational modifications such 

as phosphorylation, acetylation, SUMOylating, PARylation, and glycosylation, which allowed 
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the cell to respond quickly to nutrient fluctuations but also to stress [38]. And the adaptation-

induced increase in TFEB abundance may not determine further enhance in lysosome 

biogenesis. Moreover, other BRG1-dependent genes that regulate endolysosomal pathways 

need to be taken into consideration while explaining this drug trapping in lysosomes. In 

particular, the mechanism that drives ABCC5 and ABCC10 trafficking to lysosomes and 

ABCC3 redistribution to these organelles in paclitaxel-resistant cells remains unknown. This 

was discussed in a previous paper [14], where the topological inversion of the plasma 

membrane ABCB1 via endocytosis resulting in the transporter actively pumping agents into 

lysosomes was proposed. This may also be true for ABCC3, but neither ABCC5 nor ABCC10 

was detected in the plasma membrane of the non-resistant or paclitaxel-resistant cells. Hence, 

the protein sorting from Golgi to the endolysosomal system could be taken into consideration. 

Although N-acetylglucosamine-1-phosphodiester α-N-acetyl-glucosaminidase declined in 

response to BRG1 silencing, the other 2 crucial elements of the mannose-6-phosphate (M6P) 

pathway that is responsible for the transport of hydrolytic enzymes to lysosomes: the Mannose-

6 phosphate receptor and GlcNAc-1-phosphotransferase (GNPTAB and GNPTG), were 

differently regulated by BRG1 in paclitaxel-resistant cell lines.  Furthermore, all 3 GGAs (Golgi-

localized, γ-ear-containing, Arf (ADP-ribosylation factor)-binding proteins), which are a family 

of ubiquitously expressed, Arf-dependent, clathrin adaptors responsible for the sorting of 

mannose-6-phosphate receptors (MPRs) between the trans-Golgi network (TGN) and 

endosomes, declined considerably in BRG1-deficient cells. The mechanism of lysosome 

enrichment in ABCC3, ABCC5 and ABCC10 remains unsolved and needs further experimental 

verification.  

In line with our study, some attempts have already been made to use BRG1-targeted therapies 

to sensitize cancer cells to chemotherapy. PFI-3 exerted a DNA damage–sensitizing effect by 

directly blocking SWI/SNF's chromatin binding, leading to defects in DSB repair and 

aberrations in the damage checkpoints in A549 and HT29 cells. This resulted in the increase 

of cell death primarily via necrosis and senescence after doxorubicin treatment [39]. 

Furthermore, PFI-3 and Structurally Related Analogs of PFI-3 (SRAPs) sensitized LN229 

glioblastoma cells and patient- derived glioblastoma cells: GBM6, GBMX10, and GBMX16, to 

chemotherapeutic drugs such as temozolomide and carmustine via changes in the expression 

of genes implicated in the glucose metabolism [40,41]. It was also showed that the reduction 

of BRG1 activity by using ADAADi (Active DNA-dependent ATPase A Domain inhibitor) 

increased the chemosensitivity of MDA-MB-231 cells to 5-fluorouracil, cisplatin, 

cyclophosphamide, doxorubicin, gemtabicine and paclitaxel by reducing the expression of 

ABC transporters and preventing their overexpression induced by a single dose of anticancer 

drugs [24]. Not much is known about the pharmacokinetics of PFI-3 and ADAADi in vivo, so 
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their possible application in anticancer therapies will require further investigation. Importantly, 

these 2 compounds are not selective for BRG1, hence their use should be considered in a 

context-specific manner. PFI-3 targets the bromodomains of BRG1 and BRM, whereas 

ADAADi interacts with ATP-dependent chromatin remodeling proteins through a motif that is 

present in the conserved helicase domain. However variable responses were observed in 

different cell lines [42]. BRG1-specific effects of PFI-3 on lysosomal drug sequestration and 

ABCC enrichment in these organelles in paclitaxel-resistant cells was confirmed by BRG1 

silencing, as well as by very low or no-impact of these compounds on the studied parameters 

in non-resistant cells. Hence, PFI-3 and other possible BRG1/BRM inhibitors emerged as 

candidates for anticancer approaches combined with chemotherapy drugs in the subset of 

BRG1-proficient cancers that developed multidrug resistance by BRG1-dependent drug 

trapping in lysosomes. Even less is known about pharmacokinetics and possible side effects 

of SMARCA2, SMARCA4 and PBRM1 degrader – ACBI1, which emerged here as potent 

interrupter of multidrug resistance in the studied cell lines. Former papers described anti-

proliferative and pro-apoptotic activity of this compound in the culture of SK-MEL-5  melanoma 

cells [43]. In light of our findings this compound can be considered for an anticancer treatment 

modality that combines two or more therapeutic agents. Lysosome targeted drug combinations 

have been tested recently in vitro due to the role that these organelles have shown in passive 

and active trapping of chemotherapeutics [44]. Numerous chemical agents and natural 

compounds increase lysosomal enzyme activity (including cathepsins) and lysosomal 

membrane permeability (LMP) thereby leading to lysosome damage, release of lysosomal 

proteases and the so-called “lysosomal pathway of apoptosis” [45,46]. 

The importance of SMARCA4 loss or overexpression during cancer initiation and progression 

has been debated, and the meaning for both modalities can be found in the literature [25,47]. 

The truncating mutations, fusions and homozygous deletion of SMARCA4 co-occurred more 

frequently with KRAS, STK11, and KEAP1 mutations and are associated with shortest survival 

times of patients with non-small lung cancers (P < 0.001) [48]. On the contrary, analysis of the 

genomic data from the TCGA database of breast cancer patients showed <2% mutation 

frequency in invasive breast carcinomas, whereas the elevated expression of BRG1 occurred 

in 35-100% of analyzed primary tumors and was responsible for the high proliferation rate and 

was also a predictive biomarker for metastases risk [23]. However, the reversal of missense or 

truncating mutations has not been documented in the literature. The repeated exposure of a 

non-small lung cancer cell line with the SMARCA4 truncating mutation caused a gain of 

missense mutation, which resulted in the inversion of the stop codon, restoration of mRNA 

translation and re-occurrence of BRG1. Since the initially truncating mutation occurred 

outside/beyond the enzyme functional domains, the short deletion in protein structure did not 
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affect BRG1 activity or structure and the enzyme emerged functional, capable of controlling 

some ABC gene transcription and facilitating cell adaptation to paclitaxel in the environment. 

The transient deficiency of BRG1 in paclitaxel-resistant A549 cells sensitized these cells to a 

wide range of anticancer drugs. This implies the need to carefully testing SMARCA4 status, 

particularly when considering synthetic lethal therapy in SMARCA4 mutated cancers. 

Alteration in the BRG1 levels in cancer cells may drive their adaptation to particular conditions 

and promote transformation and progression of specific cancer types [49]. Furthermore, 

development of drug resistance is associated with considerable BRG1 redistribution in the 

genome of MDA-MB-231, which may support the gain of preferable transcriptome profile and 

desired phenotype. Although BRG1 was found at some ABCC promoters in non-resistant and 

resistant phenotypes, the activity of this enzyme varied. This implies the need for better 

understanding of the molecular mechanisms that determine gene transcription-dependence 

on BRG1, already difficult due to the multivalent DNA and chromatin-defined binding of BRG1 

to histones as well as a relatively long list of SWI/SNF subunits and transcription co-factors 

that define BRG1 activity and interaction with particular gene promoters or enhancers [50].  

In summary, pharmacological inhibition or degradation of SWI/SNF as well as BRG1 silencing 

leads to extralysosomal distribution of anticancer drugs, their deeper penetration of spheroids 

and substantial increase in drug cytotoxicity. Our study provides new target - SWI/SNF 

complex, and particularly SMARCA4 that encodes BRG1, for anticancer combinatorial 

interventions in paclitaxel-induced multidrug resistant phenotypes. 

Glossary: ABC - ATP-binding cassette, ADAADi - Active DNA-dependent ATPase A Domain 

inhibitor, CTX - cabazitaxel, DTX - docetaxel, LMP - lysosomal membrane permeability, MDR 

- multidrug resistance, PTX - paclitaxel. SRAP - Structurally Related Analog of PFI-3 

Acknowledgments 

Graphical abstract was created with BioRender.com, agreement number: OF275Q4A5Q. 

Author contributions  

Karolina Gronkowska: Investigation, Validation, Formal analysis, Writing – original draft. Sylwia 

Michlewska: Investigation, Visualization, Tomasz Płoszaj: Investigation, Data curation.  

Magdalena Strachowska: Investigation. Adrianna Stępień: Investigation. Maciej Borowiec: 

Resources, Writing – review & editing. Andrzej Bednarek: Resources, Writing – review & 

editing. Agnieszka Robaszkiewicz: Conceptualization, Validation, Investigation, Data curation, 

Resources, Funding acquisition, Project administration, Writing – original draft, Writing – 

review & editing. 

Declaration of competing interest 

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 



The authors declare no conflict of interest. 

Data availability 

Data underlying the results presented in this manuscript are provided within the Supplementary 

Data. Original raw data files containing sequence reads and quality scores were submitted to 

the NCBI Sequence Read Archive (SRA) database under the BioProject accession numbers: 

PRJNA1095909 and PRJNA1096152. 

Funding 

This research was funded by National Centre for Research and Development, grant number: 

LIDER/22/0122/L-10/18/NCBR/2019. 

References: 

[1] L. Mosca, A. Ilari, F. Fazi, Y.G. Assaraf, G. Colotti, Taxanes in cancer treatment: Activity, 

chemoresistance and its overcoming., Drug Resist Updat 54 (2021) 100742. 

https://doi.org/10.1016/j.drup.2020.100742. 

[2] N.C. Kampan, M.T. Madondo, O.M. McNally, M. Quinn, M. Plebanski, Paclitaxel and Its 

Evolving Role in the Management of Ovarian Cancer, Biomed Res Int 2015 (2015) 413076. 

https://doi.org/10.1155/2015/413076. 

[3] F. Zang, Y. Rao, X. Zhu, Z. Wu, H. Jiang, Shikonin suppresses NEAT1 and Akt signaling in 

treating paclitaxel-resistant  non-small cell of lung cancer., Mol Med 26 (2020) 28. 

https://doi.org/10.1186/s10020-020-00152-8. 

[4] J. Pu, J. Shen, Z. Zhong, M. Yanling, J. Gao, KANK1 regulates paclitaxel resistance in lung 

adenocarcinoma A549 cells., Artif Cells Nanomed Biotechnol 48 (2020) 639–647. 

https://doi.org/10.1080/21691401.2020.1728287. 

[5] S.M. Maloney, C.A. Hoover, L. V Morejon-Lasso, J.R. Prosperi, Mechanisms of Taxane 

Resistance., Cancers (Basel) 12 (2020). https://doi.org/10.3390/cancers12113323. 

[6] J. Škubník, V. Pavlíčková, T. Ruml, S. Rimpelová, Current Perspectives on Taxanes: Focus on 

Their Bioactivity, Delivery and  Combination Therapy., Plants (Basel) 10 (2021). 

https://doi.org/10.3390/plants10030569. 

[7] F.U. Vaidya, A. Sufiyan Chhipa, V. Mishra, V.K. Gupta, S.G. Rawat, A. Kumar, C. Pathak, 

Molecular and cellular paradigms of multidrug resistance in cancer, Cancer Rep 5 (2022) 

e1291. https://doi.org/https://doi.org/10.1002/cnr2.1291. 

[8] Q. ZHANG, Y. SONG, X. CHENG, Z. XU, O.A. MATTHEW, J.I.A. WANG, Z. SUN, X. ZHANG, 

Apatinib Reverses Paclitaxel-resistant Lung Cancer Cells (A549) Through Blocking the Function 

of ABCB1 Transporter, Anticancer Res 39 (2019) 5461 LP – 5471. 

https://doi.org/10.21873/anticanres.13739. 

[9] T. Oguri, H. Ozasa, T. Uemura, Y. Bessho, M. Miyazaki, K. Maeno, H. Maeda, S. Sato, R. Ueda, 

MRP7/ABCC10 expression is a predictive biomarker for the resistance to paclitaxel  in non-

small cell lung cancer., Mol Cancer Ther 7 (2008) 1150–1155. https://doi.org/10.1158/1535-

7163.MCT-07-2088. 

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 



[10] C. Melguizo, J. Prados, R. Luque, R. Ortiz, O. Caba, P.J. Alvarez, B. Gonzalez, A. Aranega, 

Modulation of MDR1 and MRP3 gene expression in lung cancer cells after paclitaxel and 

carboplatin exposure., International Journal of Molecular 

Sciencesfile:///C:/Users/Karolina/Downloads/34347777.Nbib 13 (2012) 16624–16635. 

https://doi.org/10.3390/ijms131216624. 

[11] A.A. SPROUSE, B.-S. HERBERT, Resveratrol Augments Paclitaxel Treatment in MDA-MB-231 

and Paclitaxel-resistant MDA-MB-231 Breast Cancer Cells, Anticancer Res 34 (2014) 5363 LP – 

5374. 

[12] J.R. McCorkle, J.W. Gorski, J. Liu, M.B. Riggs, A.B. McDowell, N. Lin, C. Wang, F.R. Ueland, J.M. 

Kolesar, Lapatinib and poziotinib overcome ABCB1-mediated paclitaxel resistance in 

ovarian  cancer., PLoS One 16 (2021) e0254205. 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0254205. 

[13] Y. Hou, Q. Zhu, Z. Li, Y. Peng, X. Yu, B. Yuan, Y. Liu, Y. Liu, L. Yin, Y. Peng, Z. Jiang, J. Li, B. Xie, Y. 

Duan, G. Tan, K. Gulina, Z. Gong, L. Sun, X. Fan, X. Li, The FOXM1–ABCC5 axis contributes to 

paclitaxel resistance in nasopharyngeal carcinoma cells, Cell Death Dis 8 (2017) e2659–e2659. 

https://doi.org/10.1038/cddis.2017.53. 

[14] K. Gronkowska, S. Michlewska, A. Robaszkiewicz, Activity of Lysosomal ABCC3, ABCC5 and 

ABCC10 is Responsible for Lysosomal  Sequestration of Doxorubicin and Paclitaxel-

Oregongreen488 in Paclitaxel-Resistant Cancer Cell Lines., Cell Physiol Biochem 57 (2023) 

360–378. https://doi.org/10.33594/000000663. 

[15] Y. Hou, Z. Dong, W. Zhong, L. Yin, X. Li, G. Kuerban, H. Huang, FOXM1 Promotes Drug 

Resistance in Cervical Cancer Cells by Regulating ABCC5 Gene  Transcription., Biomed Res Int 

2022 (2022) 3032590. https://doi.org/10.1155/2022/3032590. 

[16] C. Huang, X. Zhang, L. Jiang, L. Zhang, M. Xiang, H. Ren, FoxM1 Induced Paclitaxel Resistance 

via Activation of the FoxM1/PHB1/RAF-MEK-ERK Pathway and Enhancement of the ABCA2 

Transporter, Mol Ther Oncolytics 14 (2019) 196–212. 

https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.omto.2019.05.005. 

[17] Y. Li, J. Sun, S. Gao, H. Hu, P. Xie, HOXB4 knockdown enhances the cytotoxic effect of 

paclitaxel and cisplatin by downregulating ABC transporters in ovarian cancer cells, Gene 663 

(2018) 9–16. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.gene.2018.04.033. 

[18] X. Si, Z. Gao, F. Xu, Y. Zheng, SOX2 upregulates side population cells and enhances their 

chemoresistant ability  by transactivating ABCC1 expression contributing to intrinsic 

resistance to paclitaxel in melanoma., Mol Carcinog 59 (2020) 257–264. 

https://doi.org/10.1002/mc.23148. 

[19] P. Mukherjee, A. Gupta, D. Chattopadhyay, U. Chatterji, Modulation of SOX2 expression 

delineates an end-point for paclitaxel-effectiveness in breast cancer stem cells, Sci Rep 7 

(2017) 9170. https://doi.org/10.1038/s41598-017-08971-2. 

[20] A. Kohli, S.-L. Huang, T.-C. Chang, C.C.-K. Chao, N.-K. Sun, H1.0 induces paclitaxel-resistance 

genes expression in ovarian cancer cells by recruiting GCN5 and androgen receptor, Cancer Sci 

113 (2022) 2616–2626. https://doi.org/https://doi.org/10.1111/cas.15448. 

[21] M. Strachowska, K. Gronkowska, M. Sobczak, M. Grodzicka, S. Michlewska, K. Kołacz, T. 

Sarkar, J. Korszun, M. Ionov, A. Robaszkiewicz, I-CBP112 declines overexpression of ATP-

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 



binding cassette transporters and sensitized drug-resistant MDA-MB-231 and A549 cell lines 

to chemotherapy drugs, Biomedicine & Pharmacotherapy 168 (2023) 115798. 

https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.biopha.2023.115798. 

[22] J. Pietrzak, T. Płoszaj, Ł. Pułaski, A. Robaszkiewicz, EP300-HDAC1-SWI/SNF functional unit 

defines transcription of some DNA repair enzymes during differentiation of human 

macrophages, Biochim Biophys Acta Gene Regul Mech 1862 (2019) 198–208. 

https://doi.org/10.1016/j.bbagrm.2018.10.019. 

[23] M. Sobczak, J. Pietrzak, P. Tomasz, A. Robaszkiewicz, BRG1 Activates Proliferation and 

Transcription of Cell Cycle-Dependent Genes in Breast Cancer Cells, Cancers (Basel) 12 (2020) 

1–18. https://doi.org/10.3390/cancers12020349. 

[24] Q. Wu, S. Sharma, H. Cui, S.E. LeBlanc, H. Zhang, R. Muthuswami, J.A. Nickerson, A.N. 

Imbalzano, Targeting the chromatin remodeling enzyme BRG1 increases the efficacy of 

chemotherapy drugs in breast cancer cells, Oncotarget 7 (2016) 27158–27175. 

https://doi.org/10.18632/oncotarget.8384. 

[25] Q. Wu, J.B. Lian, J.L. Stein, G.S. Stein, J.A. Nickerson, A.N. Imbalzano, The BRG1 ATPase of 

human SWI/SNF chromatin remodeling enzymes as a driver of cancer., Epigenomics 9 (2017) 

919–931. https://doi.org/10.2217/epi-2017-0034. 

[26] M. Sobczak, M. Strachowska, K. Gronkowska, A. Robaszkiewicz, Activation of ABCC Genes by 

Cisplatin Depends on the CoREST Occurrence at Their Promoters in A549 and MDA-MB-231 

Cell Lines, Cancers (Basel) 14 (2022) 894. https://doi.org/10.3390/CANCERS14040894/S1. 

[27] E. Wiśnik, T. Płoszaj, A. Robaszkiewicz, Downregulation of PARP1 transcription by promoter-

associated E2F4-RBL2-HDAC1-BRM complex contributes to repression of pluripotency stem 

cell factors in human monocytes, Sci Rep 7 (2017) 1–14. https://doi.org/10.1038/s41598-017-

10307-z. 

[28] M. Strachowska, K. Gronkowska, S. Michlewska, A. Robaszkiewicz, CBP/p300 Bromodomain 

Inhibitor-I-CBP112 Declines Transcription of the Key ABC Transporters and Sensitizes Cancer 

Cells to Chemotherapy Drugs, Cancers (Basel) 13 (2021). 

https://doi.org/10.3390/CANCERS13184614. 

[29] The Galaxy platform for accessible, reproducible and collaborative biomedical analyses: 2022 

update, Nucleic Acids Res 50 (2022) W345–W351. https://doi.org/10.1093/nar/gkac247. 

[30] J.R. Dobson, D. Hong, A.R. Barutcu, H. Wu, A.N. Imbalzano, J.B. Lian, J.L. Stein, A.J. van Wijnen, 

J.A. Nickerson, G.S. Stein, Identifying Nuclear Matrix-Attached DNA Across the Genome, J Cell 

Physiol 232 (2017) 1295–1305. https://doi.org/https://doi.org/10.1002/jcp.25596. 

[31] H.M. Amemiya, A. Kundaje, A.P. Boyle, The ENCODE Blacklist: Identification of Problematic 

Regions of the Genome, Sci Rep 9 (2019) 9354. https://doi.org/10.1038/s41598-019-45839-z. 

[32] E. Errichiello, N. Mustafa, A. Vetro, L.D. Notarangelo, H. de Jonge, B. Rinaldi, D. Vergani, S.R. 

Giglio, P. Morbini, O. Zuffardi, SMARCA4 inactivating mutations cause concomitant Coffin–

Siris syndrome, microphthalmia and small-cell carcinoma of the ovary hypercalcaemic type, J 

Pathol 243 (2017) 9–15. https://doi.org/10.1002/PATH.4926. 

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 



[33] S. Kangaspeska, S. Hultsch, H. Edgren, D. Nicorici, A. Murumägi, O. Kallioniemi, Reanalysis of 

RNA-Sequencing Data Reveals Several Additional Fusion Genes with Multiple Isoforms, PLoS 

One 7 (2012). https://doi.org/10.1371/JOURNAL.PONE.0048745. 

[34] W. Muriithi, L.W. Macharia, C.P. Heming, J.L. Echevarria, A. Nyachieo, P.N. Filho, V.M. Neto, 

ABC transporters and the hallmarks of cancer: roles in cancer aggressiveness beyond 

multidrug resistance, Cancer Biol Med 17 (2020) 253–269. 

https://doi.org/10.20892/j.issn.2095-3941.2019.0284. 

[35] M. Saxena, M.A. Stephens, H. Pathak, A. Rangarajan, Transcription factors that mediate 

epithelial-mesenchymal transition lead to multidrug resistance by upregulating ABC 

transporters, Cell Death Dis 2 (2011) e179–e179. https://doi.org/10.1038/cddis.2011.61. 

[36] B. Zhitomirsky, Y.G. Assaraf, Lysosomal accumulation of anticancer drugs triggers lysosomal 

exocytosis, Oncotarget 8 (2017) 45117. https://doi.org/10.18632/ONCOTARGET.15155. 

[37] S. Bala, G. Szabo, TFEB, a master regulator of lysosome biogenesis and autophagy, is a new 

player in  alcoholic liver disease., Dig Med Res 1 (2018). 

https://doi.org/10.21037/dmr.2018.09.03. 

[38] B. Franco-Juárez, C. Coronel-Cruz, B. Hernández-Ochoa, S. Gómez-Manzo, N. Cárdenas-

Rodríguez, R. Arreguin-Espinosa, C. Bandala, L.M. Canseco-Ávila, D. Ortega-Cuellar, TFEB; 

Beyond Its Role as an Autophagy and Lysosomes Regulator, Cells 11 (2022). 

https://doi.org/10.3390/cells11193153. 

[39] D. Lee, D.-Y. Lee, Y.-S. Hwang, H.-R. Seo, S.-A. Lee, J. Kwon, The Bromodomain Inhibitor PFI-3 

Sensitizes Cancer Cells to DNA Damage by Targeting SWI/SNF, Molecular Cancer Research 19 

(2021) 900–912. https://doi.org/10.1158/1541-7786.MCR-20-0289. 

[40] D. Ganguly, M. Sims, C. Cai, M. Fan, L.M. Pfeffer, Chromatin Remodeling Factor BRG1 

Regulates Stemness and Chemosensitivity of Glioma Initiating Cells, Stem Cells 36 (2018) 

1804–1815. https://doi.org/https://doi.org/10.1002/stem.2909. 

[41] Y. He, C. Yang, Y. Wang, J.R. Sacher, M.M. Sims, L.M. Pfeffer, D.D. Miller, Novel structural-

related analogs of PFI-3 (SRAPs) that target the BRG1 catalytic subunit of the SWI/SNF 

complex increase the activity of temozolomide in glioblastoma cells, Bioorg Med Chem 53 

(2022) 116533. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.bmc.2021.116533. 

[42] R. Rakesh, U.B. Chanana, S. Hussain, S. Sharma, K. Goel, D. Bisht, K. Patne, P.B. Swer, J.W. 

Hockensmith, R. Muthuswami, Altering mammalian transcription networking with ADAADi: An 

inhibitor of  ATP-dependent chromatin remodeling., PLoS One 16 (2021) e0251354. 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0251354. 

[43] W. Farnaby, M. Koegl, M.J. Roy, C. Whitworth, E. Diers, N. Trainor, D. Zollman, S. Steurer, J. 

Karolyi-Oezguer, C. Riedmueller, T. Gmaschitz, J. Wachter, C. Dank, M. Galant, B. Sharps, K. 

Rumpel, E. Traxler, T. Gerstberger, R. Schnitzer, O. Petermann, P. Greb, H. Weinstabl, G. 

Bader, A. Zoephel, A. Weiss-Puxbaum, K. Ehrenhöfer-Wölfer, S. Wöhrle, G. Boehmelt, J. 

Rinnenthal, H. Arnhof, N. Wiechens, M.-Y. Wu, T. Owen-Hughes, P. Ettmayer, M. Pearson, D.B. 

McConnell, A. Ciulli, BAF complex vulnerabilities in cancer demonstrated via structure-based 

PROTAC  design., Nat Chem Biol 15 (2019) 672–680. https://doi.org/10.1038/s41589-019-

0294-6. 

 1 
 2 
 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 



[44] S. Suzuki, M. Ogawa, M. Miyazaki, K. Ota, H. Kazama, A. Hirota, N. Takano, M. Hiramoto, K. 

Miyazawa, Lysosome-targeted drug combination induces multiple organelle dysfunctions and 

non-canonical death in pancreatic cancer cells, Oncol Rep 47 (2022) 40. 

https://doi.org/10.3892/or.2021.8251. 

[45] W. Trybus, E. Trybus, T. Król, Lysosomes as a Target of Anticancer Therapy, Int J Mol Sci 24 

(2023). https://doi.org/10.3390/ijms24032176. 

[46] K.S. Allemailem, A. Almatroudi, F. Alrumaihi, S.A. Almatroodi, M.O. Alkurbi, G.T. Basfar, A.H. 

Rahmani, A.A. Khan, Novel Approaches of Dysregulating Lysosome Functions in Cancer Cells 

by Specific  Drugs and Its Nanoformulations: A Smart Approach of Modern Therapeutics., Int J 

Nanomedicine 16 (2021) 5065–5098. https://doi.org/10.2147/IJN.S321343. 

[47] M. Wanior, A. Krämer, S. Knapp, A.C. Joerger, Exploiting vulnerabilities of SWI/SNF chromatin 

remodelling complexes for cancer  therapy., Oncogene 40 (2021) 3637–3654. 

https://doi.org/10.1038/s41388-021-01781-x. 

[48] A.J. Schoenfeld, C. Bandlamudi, J.A. Lavery, J. Montecalvo, A. Namakydoust, H. Rizvi, J. Egger, 

C.P. Concepcion, S. Paul, M.E. Arcila, Y. Daneshbod, J. Chang, J.L. Sauter, A. Beras, M. Ladanyi, 

T. Jacks, C.M. Rudin, B.S. Taylor, M.T.A. Donoghue, G. Heller, M.D. Hellmann, N. Rekhtman, 

G.J. Riely, The Genomic Landscape of SMARCA4 Alterations and Associations with Outcomes 

in  Patients with Lung Cancer., Clin Cancer Res 26 (2020) 5701–5708. 

https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-20-1825. 

[49] Z. Li, J. Xia, M. Fang, Y. Xu, Epigenetic regulation of lung cancer cell proliferation and migration 

by the  chromatin remodeling protein BRG1., Oncogenesis 8 (2019) 66. 

https://doi.org/10.1038/s41389-019-0174-7. 

[50] T. Bieluszewski, S. Prakash, T. Roulé, D. Wagner, The Role and Activity of SWI/SNF Chromatin 

Remodelers., Annu Rev Plant Biol 74 (2023) 139–163. https://doi.org/10.1146/annurev-

arplant-102820-093218. 

  

Figure captions 

Figure 1 BRG1 co-activates transcription of some multidrug resistance-relevant ABC 

transporters in paclitaxel-resistant cell lines 

(A) mRNA level of SMARCA4 and its truncating deletions correlate with transcription yield of 

some transmembrane drug carriers in cancer cells according to clinical data. Visual 

Spreadsheet of UCSC Xena Functional Genomics Explorer compares co-expression of 

SMARCA4 and some multidrug resistance-relevant ABC genes based on TCGA Pan-Cancer 

(PANCAN). Samples with log2(norm_value+1) < 10.7 were assigned as SMARCA4 low. (B) 

Deficiency of BRG1 declines transcription of some ABC genes only in SMARCA4 wild-type cell 

lines.  The impact of siBRG1 72 h after cell transfection on the studied ABC gene transcription 

in various SMARCA4 genotypes was analysed by real-time PCR. Normalized mRNA level of 

each gene was assumed as 1 in siCTRL. MDA-MB-231 served as SMARCA4 proficient (BRG1 

functional), A549 as SMARCA4 deficient (BRG1 truncated, non-functional) and MCF7 as 

SMARCA4 fusion (BRG1-CARM1 fusion, non-functional). The difference between siCTRL and 
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siBRG1 was analyzed by Student’s t-test with Welsch correction, and “*” when p<0.05, 

whereas “ns” when p>0.05. (C) BRG1 is enriched at the promoters of ABCC genes, regardless 

of their transcriptional dependence on BRG1. BRG1 occurrence at the genomic locations 

spanning TSS of ABCC3, ABCC5 and ABCC2 in MDA-MB-231 cells was visualized in USCS 

Genome Browser and BigWig file was derived from MACS2 peak calling. P indicates cutoff for 

peak detection, when BRG1 was statistically overrepresented at the considered gene 

promoters. ABCC2 served as a negative control. (D) BRG1-enriched promoters (± 2 kbp from 

TSS) represent genes functionally linked to various intracellular processes including protein 

trafficking to endomembrane system. Ontology of genes characterized by BRG1 occurrence 

at their promoters (minimum FDR (q-value) cutoff for peak detection set at 0.05) in MDA-MB-

231 cells was annotated to biological processes in Panther using statistical overrepresentation 

test. Genes listed in boxes represent two GO terms (GO:0006891 and GO: 0006622) 

associated with intracellular vesicle-mediated exchange system of membrane components 

comprising Golgi apparatus and endolysosomal system. (E) Acquired resistance to paclitaxel 

changes transcription profile of ABC genes that are functionally linked to multidrug resistance. 

Normalized gene expression between mapped reads of RNA-Seq datasets from basal (non-

resistant; marked as “-“) and paclitaxel-resistant (“Ptx”) cells was generated in CuffLinks using 

GTEx Gene as a template. Results are shown as a heatmap of normalized gene transcription 

(FPKM). (F-G) Transient silencing of BRG1 downregulates transcription of a common gene 

subset, which represent molecular function of transmembrane transporter activity 

(GO:0022857) in paclitaxel-resistant MDA-MB-251 (MDA-PTX) and A549 (A549-PTX) cell 

lines. (F) Venn diagram of genes characterized by transcription decline in response to BRG1 

silencing (Log2FC < -0.5  ; differential gene expression was generated in CuffDiff using RNA-

Seq datasets from BRG1 proficient – siCTRL and deficient – siBRG1 paclitaxel-resistant cell 

lines) were created using https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/ (G) GO terms 

(molecular function) were assigned to the common gene sets of MDA-PTX and A549-PTX in 

Panther using statistical overrepresentation test.  (H) BRG1 silencing alters transcription of 

ABC genes, which can contribute to multidrug resistance in cells exposed to several cycles of 

paclitaxel treatment. Heatmap of differential gene expression presents Log2FC generated in 

CuffDiff based on RNA-Seq data from BRG1 proficient – siCTRL and deficient – siBRG1 

paclitaxel-resistant cells. Bolded genes are characterized by relatively high, unchanged 

expression or substantial transcription increase caused by paclitaxel. (I) mRNA level of ABC 

transporters was compared between control and BRG1-deficient samples by real-time PCR. 

Transcription level was normalized first to housekeeping genes (ACTB, GAPDH and HPRT1) 

and, then, mRNA level of control was assumed as 1. The difference between two means was 

tested with Student’s t-test, and statistically significant differences are marked with * when p < 

0.05 * and ** when p < 0.01. (J) Effect of transient BRG1 silencing on ABCC3, ABCC5 and 
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ABCC10 protein levels. The lysates of paclitaxel-resistant cells transiently silenced siCTRL 

and siBRG1 were analyzed by Western Blot. BRG1 was used as a control for silencing efficacy. 

Histone H3 was used as a loading control. 

Figure 2 BRG1 redistribution in the genome and de novo recruitment to gene promoters 

in the paclitaxel-resistant cell links this enzyme with endolysosomal organization and 

transport 

(A-B) Resistance to paclitaxel changes proportion of BRG1 occurrence at the gene promoters. 

BRG1 peaks were quantified in the following genomic regions: (A) promoters – regions ± 2 kbp 

from transcription start site (TSS) and enhancers – derived from UCSC table vistaEnhancers, 

(B) genes (intergenic regions) – derived from UCSC table gtexGene V8. (C) BRG1 shifts from 

TSS proximal to distal regions in response to repeated MDA-MB-231 cell exposure to 

paclitaxel. BRG1 peaks were quantified with respect to the TSS by bedtools ClosestBed, while 

taking MACS2 peak summits of BRG1 and TSS derived from UCSC table gtexGene V8. 

Counts were normalized to peak number at – 1 kbp. (D) Gained resistance to paclitaxel is 

associated with BRG1 spreading at the gene transcription start site. BRG1 occurrence in the 

region spanning TSS (± 0.5 kbp) was monitored by plotting a profile and heatmap of BRG1 

peaks against TSS as a reference point (computeMatrix: plotHeatmap; regions sorted in 

descending order by mean without clustering). (E) BRG1, EP300 and H3K4me3 are enriched 

at the promoter of ABCC5 gene regardless of MDA-MB-231 cell resistance to paclitaxel. 

Genome coverage (as BigWig derived from -bamCoverage) with the two proteins and histone 

modification around TSS of ABCC5 was visualized in USCS Genome Browser. (F) BRG1 and 

EP300 are less centered at the transcriptionally active TSS in paclitaxel-resistant cells. The 

distribution of these two enzymes at H3K4m3 positive TSS in MDA-MB-231 non- versus 

paclitaxel-resistant was counted (-computeMatrix) and visualized (-plotHeatmap) in the region 

spanning TSS ± 2.5 kbp. Regions were clustered with respect to H3K4me3 intensity. (G) 

resistance to paclitaxel declines BRG1 corelation with H3K4me3, but enhances co-occurrence 

with EP300. BRG1, EP300 and H3K4me3 genomic co-distribution was calculated as 

Spearman correlation coefficient (-multiBigWigSummary and -plotCorrelation; genomic 

regions were taken as H3K4me3 peaks that overlap TSS). (H) Paclitaxel resistance of MDA-

MB-231 is associated with substantial recruitment of BRG1 to new subset of gene promoters. 

Gene promoters (TSS ± 2 kbp) characterized by BRG1 peaks in non-resistant and paclitaxel-

resistant phenotypes were plotted in venn diagram. Extruded,  de novo and remained 

promoters refer to promoters enriched BRG1  in non-resistant cells only, in paclitaxel-resistant 

cells, and in both cell phenotypes, respectively.  The possible enzyme shift in the considered 

regions were not taken into consideration. (I) BRG1 is recruited de novo to promoters of genes, 

which are functionally linked to numerous processes including ER-Golgi-endosome-lysome 
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transport. Gene ontology (GO: biological process complete) of BRG1 de novo enriched 

promoters in paclitaxel-resistant MDA-MB-231 cells was assigned in Panther using statistical 

overrepresentation test 

Figure 3 BRG1 drives overexpression of lysosomaly localized ABC-transporters in PTX- 

resistant cell lines, which are crucial for drug sequestration and reduced drug 

cytotoxicity 

 (A-D) BRG1 confers overrepresentation of some ABCC proteins in lysosomes of paclitaxel-

resistant cancer cells. (A) ABC transporter expression and localization 72 h after cell 

transfection with siCTRL and siBRG1 were visualized by immunocytostaining followed by 

confocal microscopy. Green fluorescence derived from Alexafluor488-conjugated secondary 

antibody corresponds to ABC transporters appearance in cells. DNA was stained with DAPI 

(blue). Lysosomes was stained with LysoTracker (red). The fluorescence intensity (B) and 

colocalization (C) was determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. The 

difference between two means was tested with Student’s t-test, and statistically significant 

differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001 (D) Red 

fluorescence of ABC transporters is derived from R-phycoerythrin- labelled secondary antibody 

and LAMP1- green fluorescence is derived from Alexafluor488-conjugated secondary 

antibody. The scans of lysosomes were deconvolved using 3D-Deconwolution accessible in 

Leica Application Suite X software (LAS X, Leica Microsystems, Germany). (E) BRG1 causes 

lysosomal sequestration of paclitaxel Oregon Green in lysosomes of paclitaxel-resistant 

cancer cell lines. Colocalization of fluorescently labelled paclitaxel and lysosomes was 

compared between BRG1 proficient and deficient cells. Paclitaxel is marked in green (Oregon 

Green 488), lysosomes in red (LysoTracker Deep Red), DNA in blue (DAPI). The colocalization 

(F) was determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. The difference 

between two means was tested with Student’s t-test, and statistically significant differences 

are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001 (G) BRG1 confers 

multidrug resistance in cells exposed to several doses of paclitaxel. Sensitivity to doxorubicin, 

daunorubicin, paclitaxel, cisplatin and etoposide was compared between control and BRG1 

silenced ptx-resistant cell lines. Viability was measured with resazurin-based assay. Metabolic 

activity of control cells was assumed as 100%. (H) Paclitaxel Oregon Green accumulation in 

lysosomes of paclitaxel-resistant cells grown in 3D cultures requires BRG1. Control and BRG1 

silenced paclitaxel-resistant A549 cell line spheroids were scanned for intracellular paclitaxel 

Oregon Green distribution. The drug is marked in green, DNA in blue, lysosomes in red 

(staining as described in E). The fluorescence intensity plot at spheroid cross section was 

determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. 
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Figure 4 SWI/SNF targeting with PFI-3 and ACBI1 reduces expression on ABCC 

transporters overrepresented in lysosomes of paclitaxel-resistant cells  

(A-D, H-K) The lack of SWI/SNF activity declines transcription and intracellular abundance of 

ABCC3, ABCC5 and ABCC10 in paclitaxel-resistant phenotypes. mRNA level of ABCC3, 

ABCC5 and ABCC10 was compared by real-time PCR in paclitaxel-resistant MDA-MB-231 (A) 

and A549 (C) cells exposed and not to PFI3 (2.5 uM, 72h) and paclitaxel-resistant MDA-MB-

231 (H) and A549 (J) cells exposed and not to ACBI1 (0.5 uM, 72h). Transcription level was 

normalized first to housekeeping genes (ACTB, GAPDH and HPRT1) and for control sample 

was assumed as 1. The difference between two means was tested with Student’s t-test, and 

statistically significant differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** 

when p < 0.001. (B,D) Impact of PFI3 on ABCC10 protein level in paclitaxel-resistant MDA-

MB-231 (B) and A549 (D) cell lysates was tested by Western Blot. (I,K) Effect on ACBI1-

targeted SWI/SNF subunits degradation on ABCC3 protein level in paclitaxel-resistant MDA-

MB-231 (I) and A549 (K) cell lysates was tested by Western Blot.  Histone H3 was used as a 

loading control. (E, L) Expression and localization of ABC transporters was visualized by 

immunocytostaining followed by confocal microscopy in non-treated vs PFI3 (E) and ACBI1 

(L) -targeted cells.  Green fluorescence of ABC transporters derived from Alexafluor488-

conjugated secondary antibody, blue fluorescence of DNA from DAPI, whereas lysosomal red 

fluorescence from LysoTracker Deep Red. The fluorescence intensity (F,M) and colocalization 

(G,N) was determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. The difference 

between two means was tested with Student’s t-test, and statistically significant differences 

are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001. (O) Confocal 

microscopy imaging of lysosomal membrane proteins in control and PFI3-treated MDA-MB-

231-PTX cells. ABC transporters were visualized by immunocytostaining followed by confocal 

microscopy. Red fluorescence of ABC transporters is derived from R-phycoerythrin- labelled 

secondary antibody and green fluorescence of LAMP1 is derived from Alexafluor488-

conjugated secondary antibody. The scans of lysosomes were deconvolved using 3D-

Deconwolution accessible in Leica Application Suite X software (LAS X, Leica Microsystems, 

Germany).  

Figure 5 SWI/SNF targeting with PFI-3 and ACBI1decreases drug accumulation in 

lysosomes of paclitaxel-resistant cancer cells 

(A,D) SWI/SNF-targeting uncouples paclitaxel Oregon Green accumulation in lysosomes of 

paclitaxel-resistant cells. Confocal imaging was used to study the impact of SWI/SNF inhibitor 

– PFI3 (2.5 uM, 24h) (A) and ABCI1 (D) on intracellular localization of fluorescently labelled 

paclitaxel. The drug is marked green (Oregon Green 488), DNA in blue (DAPI) and lysosomes 

in red (LysoTracker Deep Red). The fluorescence intensity of paclitaxel Oregon Green (B, E) 
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and colocalization between the drug and lysosomes (C,F) was determined in arbitrary units 

(a.u.) with Leica Application Suite X. The difference between two means was tested with 

Student’s t-test, and statistically significant differences are marked with * when p < 0.05 *, ** 

when p < 0.01, *** when p < 0.001 (G) Doxorubicin accumulation in lysosomes of paclitaxel-

resistant cells grown in 3D cultures after PFI3-treatment. Control and inhibitor-treated 

paclitaxel-resistant MDA-MB-231 cell line spheroids were scanned for intracellular Doxorubicin 

distribution. The autofluorescent drug is marked in red, DNA in blue, lysosomes in green. The 

fluorescence intensity plot at spheroid cross section was determined in arbitrary units (a.u.) 

with Leica Application Suite X. 

Figure 6 PFI3 and ACBI1 augments the toxicity of anticancer drugs in PTX-resistant 

cancer cell lines 

(A) SWI/SNF-targeting increases paclitaxel-resistant cell death in a spheroid model of 

anticancer treatment. 3-week spheroids were firstly incubated with PFI3 or ABCI1 for 72 h and 

then paclitaxel and doxorubicin were added for 48 h.  Externalization of phosphatidylserine, 

which marks apoptotic cells, was monitored by confocal microscopy after cell staining with 

FITC‐conjugated annexin V (green). DNA of necrotic cells (with disrupted membrane integrity) 

was stained with Propidium Iodide (red). DNA was stained with DAPI (blue). (B, C) The 

fluorescence intensity was determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. 

The difference between two means was tested with Student’s t-test, and statistically significant 

differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001. (D) PFI3 

(2.5 uM, 72h) enhances apoptosis induced doxorubicin and paclitaxel in A549-PTX cells. 

Confocal imaging using Leica TCS SP8 (Leica Microsystems, Germany) was used to compare 

the intensity of caspase 3 fluorescence between PFI3-treated and non-treated cells. The 

impact of ACBI1 (0.5 µM, 48 h) (E) and PFI3 (2.5 µM, 48 h) on the toxicity of some anticancer 

therapeutics. Cell viability was quantified with resazurin-based assay 24 after cell treatment 

with drugs. Cell viability with drug alone was assumed as 100%.  
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Figure S1 Paclitaxel-induced changes in the nucleotide sequence of SMARCA4 led to reversal mutation that restored expression of functional BRG1 in paclitaxel-resistant A549

cells (A, C) mRNA level of BRG1 was compared in non-resistant and ptx-resistant MDA-MB-231 (A) and A549 (C) cell lines by real-time PCR. Transcription level was normalized first to

housekeeping genes (ACTB, GAPDH and HPRT1) and, then, mRNA level in basal cell lines was assumed as 1. The difference between two means was tested with Student’s t-test, and

statistically significant differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001. (B, D) Protein level of BRG1 was compared in lysates of non-resistant and ptx-

resistant MDA-MB-231 (B) and A549 (D) cells by western blot. Histone H3 was used as a loading control. (E) Recruitment of BRG1 to the promoters of ABCB1, ABCC2, ABCC5 and

ABCC10 in two A549 phenotypes was monitored by ChIP-qPCR. Raw IP values were normalized first to input, then to the corresponding IgG controls. The difference between two means

was tested with Student’s t-test, and statistically significant differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001 (F) Sanger sequencing results presented in

Finch TV and aligned in MEGA11. (G) mRNA level of ABC transporters was compared between control and BRM-deficient samples by real-time PCR. Transcription level was normalized first

to housekeeping genes (ACTB, GAPDH and HPRT1) and, then, mRNA level of control was assumed as 1. The difference between two means was tested with Student’s t-test, and

statistically significant differences are marked with * when p < 0.05 * and ** when p < 0.01.



Figure S2 BRG1 drives overexpression of ABC-transporters, which are enriched in lysosomes of PTX-resistant cell lines and crucial for reduced drug cytotoxicity due to drug

sequestration in these organelles (A) ABC transporter expression and localization 72 h after cell transfection with siCTRL and siBRG1 were visualized by immunocytostaining followed by

confocal microscopy. Green fluorescence derived from Alexafluor488-conjugated secondary antibody corresponds to ABC transporters appearance in cells. DNA was stained with DAPI

(blue). Lysosomes was stained with LysoTracker (red). (B) Lysosome count was compared between control cells and transiently silenced BRG1. The fluorescence intensity of lysosomal

marker LysoTracker Deep Red was determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. The difference between two means was tested with Student’s t-test, and statistically

significant differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001 (C) BRG1 causes lysosomal sequestration of doxorubicin in paclitaxel-resistant cancer cell

lines. Colocalization of doxorubicin and lysosomes was compared between BRG1 proficient and deficient cells. Autofluorescent doxorubicin is marked in red, lysosomes in green (LysoTracker

Deep Red), DNA in blue (DAPI). The fluorescence intensity and colocalization of doxorubicin (D) and Paclitaxel Oregon Green (D) was determined in arbitrary units (a.u.) with Leica

Application Suite X. The difference between two means was tested with Student’s t-test, and statistically significant differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p

< 0.001. (E) Doxorubicin accumulation in lysosomes of paclitaxel-resistant cells requires BRG1. Cells were grown for 3-weeks in 3D cultures. Control and BRG1 silenced paclitaxel-resistant

A549 cell line spheroids were scanned for intracellular doxorubicin distribution. The autofluorescent drug is marked in red, DNA stained DAPI is blue, LysoTracker Deep Red stained

lysosomes are green. The fluorescence intensity plot at spheroid cross section was created in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X.



Figure S3 SWI/SNF-targeting with PFI-3 and ACBI1 does not substantially reduces expression of ABCC5 and ABCC10 in A549 and MDA-MB-231 cells (A)Western Blot representation

of BRG1 degradation after ACBI1 treatment. H3 was used as a loading control. (B-E) The impact of SWI/SNF inhibitor – PFI3 (B,C) and SWI/SNF subunits degrader-ACBI1(D,E) on mRNA level

of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 was studied by real-time PCR. Cells were exposed to PFI3 at the concentration of 2.5 uM for 72h. Transcription level was normalized first to housekeeping

genes (ACTB, GAPDH and HPRT1) and for control sample was assumed as 1. The difference between two means was tested with Student’s t-test, and statistically significant differences are

marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001.



Figure S4 SWI/SNF-targeting with PFI-3 and ACBI1 reduces expression of ABCC transporters overrepresented in lysosomes of paclitaxel-resistant cells (A, D) ABC transporters

expression and localization was visualized by immunocytostaining followed by confocal microscopy in non-treated vs PFI3 (A) and ACBI1 (D)-treated cells. Green fluorescence of

Alexafluor488-conjugated secondary antibody represents ABCC transporters, blue fluorescence of DAPI - DNA, whereas lysosomal red fluorescence is from LysoTracker Deep Red. The

fluorescence intensity (B, E) and colocalization (C,F) was determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. The difference between two means was tested with Student’s t-test,

and statistically significant differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001.



Figure S5 Inhibition of SWI/SNF with PFI-3 decreases doxorubicin lysosomal uptake (A-C) PFI3 uncouples doxorubicin accumulation in lysosomes of paclitaxel-resistant cells. (A)

Intracellular localization of doxorubicin was analysed by confocal imaging in PFI3 treated (2.5 uM, 72h) and untreated cells. The autofluorescent drug is marked in red, DNA in blue (DAPI)

and lysosomes in green (LysoTracker Deep Red). The fluorescence intensity of paclitaxel Oregon Green (B) and colocalization between the drug and lysosomes (C) was determined in

arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. The difference between two means was tested with Student’s t-test, and statistically significant differences are marked with * when p < 0.05

*, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001
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The development of resistance to paclitaxel (PTX), which is a 
vital anticancer drug treating breast and lung cancers, can 
cause treatment failure and limit further use of taxanes and 
similar drugs. As previously documented, PTX-induced irre
sponsiveness to chemotherapy involves the overexpression of 
ABCC3, ABCC5, and ABCC10 members of the ATP-binding 
cassette (ABC) transmembrane proteins, which are enriched 
in the lysosomes of drug-resistant cells where anticancer 
drugs are actively trapped. In this paper, the role of HIF1A 
in a BRG1-p300-dependent overexpression of 3 ABCC genes 
in drug resistant cells was examined. Although motive 
spacing analysis of BRG1 enriched regions indicated that 
HIF1A, ISL1, MAF, and ZNF76 could be possible BRG1 co- 
regulators, bona fide co-operation with BRG1 and the contri
bution to drug resistance was only confirmed for HIF1A. 
HIF1A deficiency abolished the transcription promoting ef
fect of BRG1 and p300, thereby suggesting that this protein 
acts as the master regulator of ABCC transcription. Analysis 
of The Cancer Genome Atlas (TCGA) and The Genotype-Tis
sue Expression (GTEx) databases confirmed a likely role of 
HIF1A-BRG1-p300 overexpression in the taxanes resistance 
of cancer patients and the possible biomarker function of 
this protein in cancer responses to chemotherapy. Therefore, 
the complex comprising BRG1-EP300-HIF1A can be consid
ered for further clinical investigation and planning for pa
tient therapy.

INTRODUCTION

Paclitaxel (PTX) is a vital anticancer medication to treat breast and 
lung cancers, which are of high incidence, with as many as 2.48 
million and 2.29 million new cases, respectively. It is also used for 
treatment of ovarian and pancreatic cancers.1 The mechanisms of 
the anticancer action of PTX include the stabilization of microtu
bules and subsequent cell arrest, inhibition of the TLR4 signaling 
pathway followed by an upregulation of pro-apoptotic BAX/BAK 
and the downregulation of anti-apoptotic Bcl-2 proteins and activa

tion of endoplasmic reticulum stress leading to apoptotic cell death.2

Even though PTX is one of the most effective and frequently used 
drugs for the treatment of different tumors, its efficiency is limited 
due to the development of cancer cell resistance. The major mecha
nisms that mediate PTX resistance include altered apoptotic path
ways, changes in drug transporter expression, increased drug meta
bolism, alteration in the tubulin dynamics, mutations in the 
β-tubulin gene, as well as cell cycle changes (particularly in the late 
G2/M phase).3–5

PTX-induced alteration in the profile of drug transporter expression 
comprises inter alia the overexpression and intracellular redistribu
tion of the ATP-binding cassette (ABC) proteins that use energy 
from the hydrolysis of ATP to actively translocate substances across 
cell membranes. The surface of resistant cancer cells is characterized 
by a high abundance of ABC transporters pumping PTX out of 
the cell to develop chemotherapeutic resistance6 which is linked 
to the overexpression of ABCB1,7–12 ABCC3,12,13 ABCC5,14 and 
ABCC10.8 In our recent paper, we documented the enrichment of 
ABCC3, ABCC5, and ABCC10 in the lysosomes of PTX-resistant 
cells, complementing the overexpression of these proteins and facil
itating drug sequestration inside the organelles, thereby limiting can
cer cell vulnerability to chemotherapeutics.15 Increased transcription 
of these 3 transporters results from the BRG1 redistribution in the 
genome (a de novo occurrence at the promoters of genes functionally 
linked to the endo-lysosomal system and ABCC transporters) and its 
stronger co-occurrence with p30016 acetyltransferase. This enzyme 
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promotes transcriptional activity by acting as a “bridge” linking the 
DNA-bound transcription factors to basal transcription machinery 
through direct interactions with the general transcription factors 
TFIID, TFIIB, and RNA polymerase II, thus promoting pre-initia
tion complex (PIC) assembly. This enzyme also acetylates histones 
through the histone acetyltransferase domain leading to chromatin 
remodeling and the relaxation of the chromatin structure to enable 
transcription.17 BRG1, an active subunit of the SWI/SNF chro
matin-remodeling complex, enables the p300-dependent transcrip
tion of genes from their E2F/CpG-driven promoters. In dividing 
cells, BRG1 directly activates gene transcription by evicting p300- 
modified nucleosomes from the promoters.18 The direct role of 
BRG1 in the transcriptional co-activation of some ABC transporters 
in breast cancer cells,19 hepatocellular carcinoma,20 as well as in 
PTX-resistant breast and lung cancer cells16 were reported. Pharma
cological inhibition or the transient silencing of this enzyme 
increased the cytoplasmic and nuclear concentrations of drugs, 
thereby restoring the chemosensitivity of drug-resistant cells. Simi
larly, p300 targeting with small molecular inhibitors phenocopied 
BRG1 deficiency and repressed the ABCC genes that confer multi
drug resistance in breast, lung, and liver cancer cells21 and also in 
PTX-resistant phenotypes. However, the mechanistic aspects of 
BRG1 and p300-driven overexpression of ABCC genes have not 
been explained and there has been no identification of the molecular 
factor responsible for their recruitment to the gene promoters in the 
PTX-resistant cell. Although co-activators mediate transcription fac
tor function, they lack the DNA-binding capacity to a specific motif. 
How they engage target loci remains a question.22 Both enzymes are 
characterized by the bromodomain in their structure that allows to 
read nucleosome acetylation, thereby enabling their interaction 
with transcriptionally permissive chromatin regions. However, 
recent reports document that p300-chromatin binding requires mul
tiple transcription factor (TF)-interaction domains that would need 
cooperation with specific transcription factors to target gene pro
moters. These transcription factors remain unknown for the 3 
ABCC genes. A recent study utilizing systematic evolution of ligands 
by exponential enrichment sequencing (SELEX-seq), nuclear mag
netic resonance (NMR) spectroscopy, and molecular modeling, dis
closed the role of the AT-hook, linker, and bromodomain of BRG1 in 
selective binding to DNA. The arginines (Arg1443 and Arg1445) of 
the AT-hook interacted with an AT-rich minor groove, whereas the 
tyrosines (Thr1459, Tyr1498, and Tyr1519) of the bromodomain 
bound to a major groove of the SELEX-DNA consensus sequence: 
5′-CCTCAATTAAATCTC-3′.23 However, in cells, BRG1 was found 
at the GC-rich motifs for E2F transcription factors together with 
p300; therefore, as previously postulated, context-dependent associ
ation of BRG1 with gene promoters override the preference of the 
enzyme to AT-rich DNA fragments.

Previous studies on the regulation of ABC gene transcription 
described some transcription factors and linked their role in 
ABC transcription control to PTX-induced drug resistance. For 
example, FOXM1 was shown to regulate transcription of 
ABCC5 in PTX-resistant nasopharyngeal carcinoma cells14 and 

PTX-resistant cervical cancer cells24 as well as ABCA2 in PTX- 
treated pancreatic cancer cell lines.25 Homeobox B4 (HOXB4) 
was involved in the regulation of ABCB1, ABCC1, and ABCG2 
expression in PTX- and cisplatin-resistant ovarian cancer cells26; 
SOX2 in the activation of ABCC1 transcription in melanoma 
cells27; and ABCG2 in breast cancer stem cells (CSCs),28 with 
none of these transcription factors mechanistically associated 
with BRG1- or p300-dependent chromatin remodeling at the pro
moters of key ABC genes.

To gain more complete insight to the transcription control of 
ABCC3, ABCC5, and ABCC10, which share their overexpression 
dependence on BRG1 and p300, previously published NGS data 
from BRG1 chromatin immunoprecipitation sequencing (ChIP- 
seq) experiments and bioinformatic analysis was used to identify 
the possible co-regulators of BRG1 and p300 at the well-defined 
gene promoters described in Gronkowska et al.15 Emerging candi
dates were validated firstly for their co-activatory role in BRG1- 
p300-dependent transcription of the 3 ABCC genes, then by the 
confirmed contribution of the identified transcription co-activator 
in lysosomal drug sequestration and cell resistance to standard 
chemotherapy drugs in PTX-resistant phenotypes. Moreover, based 
on the data deposited in TCGA and GTEx databases, the predictive 
aspects of the identified regulatory unit for cancer patient survival 
and treatment outcomes were concluded.

RESULTS

Two motifs emerge at the promoters of genes transcriptionally 

co-activated by BRG1

Motifs were identified in the search for the possible co-factors of BRG1 
that direct the enzyme to certain promoters and enabled or enhanced 
the BRG1-dependent gene transcription in PTX-resistant MDA-MB- 
231. These were enriched among BRG1 peaks occurring at the gene 
promoters that were positively controlled by this enzyme. For this pur
pose, the use of the differential gene expression analysis of RNA 
sequencing (RNA-seq) data was made, where mRNA profiles of cells 
proficient (siCTRL) and deficient (siBRG1) in BRG1 were compared 
and the ChIP-seq data indicated the BRG1 enrichment at the gene 
promoters (Figure 1A). From these 2 datasets we chose sequences of 
BRG1 peaks at the promoters of genes that were downregulated after 
silencing of the enzyme as templates for motif search, whereas the se
quences of BRG1 peaks at the promoters of genes upregulated after 
silencing of the enzyme served as a control. Analysis of motif enrich
ment in XSTREME provided 3 motifs, sequenced between 10 and 15 
nucleotides in length (Figure 1B). The first motif 5′-AGGCGTGAGC 
CACC-3′ matched 11 promoters and the second motif 5′-AGGCG 
TGAGCCACC-3′, matched 7 promoters of ABC genes, highly ex
pressed in non-resistant and PTX-resistant MDA-MB-231 or consid
erably overexpressed as a consequence of cell adaptation to PTX. 
These 2 motifs were also found at the promoters of ABCC3, ABCC5, 
and ABCC10, and were functionally linked to lysosomal drug seques
tration. The third motif 5′-CADCCTGAMA-3′ did not match any of 
ABC promoters with false discovery rate(q) < 0.01. Therefore, the first 
2 motifs emerged as adequate candidates for use for a further search 
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for BRG1 co-factors or proteins forming gene regulatory complexes 
with BRG1. The search of similarities in the 2 considered motifs and 
the known transcription factor binding motifs, resulted in a relatively 
short list of transcription factors without any proteins in common, but 
included inter alia T-cell transcription factor EB (TFEB) acting as 
master regulator of lysosome biogenesis. A more comprehensive list 
of possible BRG1 co-regulators was generated during motif spacing 
analysis. Some of the emerged transcription factors have been reported 
as physically and functionally interacting partners of BRG1 at the gene 
promoters. To tighten the list of significant secondaries, motif spacing 
analysis was limited to promoters of ABC genes which were upregu
lated in PTX-resistant MDA-MB-231 (Figure 1C). This approach 
led to the identification of motif specific and shared transcription fac
tors that were represented by HIF1A, ISL1, MAF, and ZNF76. Accord
ing to recent literature,29–37 these proteins play a role in the drug resis
tance of various cancer types. In the search for any preliminary 
evidence on the functional impact of these 4 factors on ABC gene tran
scription we made use of TCGA Pan-Cancer (PANCAN) dataset and 
searched for correlation between the mRNA level of HIF1A, ISL1, 
MAF or ZNF76, and ABC genes (Figures 1D, S1A, and S1B). A low 
level of MAF transcription correlated strongly with the low transcrip
tion of ABCB1, ABCC2, and ABCG2 but with high levels of ABCC1 
and ACC10 mRNA (Figure S1A). A similar profile of interdependence 
was observed for ZNF76, the low transcription of which was associated 
with low mRNA levels of ABCB1, ABCC4, ABCG2, and ABCC10, but 
increased transcription of ABCC1 and ABCC5 (Figure S1A). These 2 
transcription factors correlated with ABC transcription inversely to 
BRG1. In contrast, low HIF1A or ISL1 alone, was followed by high 
expression of ABCB1, ABCC2, ABCC4, and ABCG2 and low expres
sion of ABCC1, ABCC5, and ABCC10 (Figures 1D and S2).

To determine the mutual interdependence between the transcription 
of the 4 transcription factors and SMARC4 and ABC genes, the 
mRNA level was further subdivided into 4 groups according to the 
transcription factor and BRG1 expression (Figures 1E, 1F, S3, and 
S4). As a readout, downregulated genes in the SMARCA4 low sam
ples (ABCC1, ABCC5, and ABCC10) and upregulated (ABCC2) in 
the SMARCA4 low samples were taken. A possible impact of 

BRG1 on their expression was named as transcription co-activation 
and transcription co-repression respectively, while it was assumed 
that BRG1 directly controlled their transcription, based on results 
from the cell lines (Figures 1E, 1F, S3, and S4). In most cases, 
SMARCA4 low/TF low samples were characterized by a low 
mRNA level of genes where BRG1 likely acted as co-activator of their 
transcription. A higher abundance of BRG1 or transcription factor 
was usually followed by a higher mRNA level of ABCC1, ABCC5, 
and ABCC10 (with single exceptions) and their joint impact on 
gene transcription was additive (Figure 1E). However, at the 
BRG1-repressed genes the transcription of HIF1A, MAF, and ISL1, 
(but not ZNF96), was associated with strongly enhanced ABCC2 
expression in the absence of BRG1 (Figure 1F). Based on a very nar
row window of SMARCA4 low versus moderate and high transcrip
tion, it can be concluded that all 4 considered transcription factors 
could contribute to the regulation of BRG1-dependent gene tran
scription, but the molecular mechanism requires further investiga
tion. Since the mRNA level similarly correlates with the mRNA of 
the exemplary ABC genes depending on SMARCA4 expression, it 
seems unlikely that these 4 proteins simultaneously and directly 
bound promoters and regulated ABC gene transcription, so another 
factor that links all 4 proteins should be considered as the BRG1 part
ner. The expression of HIF1A, MAF, ISL1, and ZNF96 is linked to 
the expression of ABC transporters; therefore, these transcription 
factors should be taken into consideration as possible modulators 
of multidrug resistance.

In summary, motif spacing analysis of the 2 identified BRG1-en
riched sequences provided us with 4 transcription factors, which 
may serve as a starting point for the molecular explanation of 
BRG1-dependent overexpression of ABC genes in PTX-resistant 
cells. The subgrouping transcription factor expression (with respect 
to the SMARCA4 level), had an apparent possible interconnection 
that emerged in the transcription co-activation of ABCC5 and 
ABCC10. This was even more evident for genes that were likely 
co-repressed by BRG1 and transcription factors where the low 
expression of SMARCA4 and TFs was associated with an elevated 
expression of the exemplary ABCC2.

Figure 1. MAF, ZNF76, HIF1A, and ISL1 emerge as possible transcription co-activators of BRG1-dependent ABC genes in human cancers 

(A) Venn diagram schematic representation of BRG1 peaks at the gene promoters, which were taken for the search of BRG1-specific motifs. BRG1-enriched gene promoters 

(TSS ±2 kbp) were plotted against genes considerably activated and downregulated by BRG1 (1<log2FC < 1; CuffDiff on RNA-seq data derived from BRG1 proficient – 

siCTRL and deficient – siBRG1 MDA-MB-231-PTX; as in Figure 2F and Table S2). BRG1 peaks at the promoters of genes transcriptionally co-activated by this enzyme served 

as input, whereas BRG1 peaks at the promoters of genes suppressed by BRG1 served as negative control. (B) Two BRG1-bound motifs occur at the promoters of tran

scriptionally active ABC genes in PTX-resistant MDA-MB-231 cells. BRG1-enriched motifs were searched in XSTREME for the subset of BRG1 peaks described in (A) as 

input and control sequences, which were extracted from hg19 using bedtools getfasta. HOCOMOCO Human (v11 core) was selected as input motifs. The three STREME 

motifs (1–3) were taken for further analysis. The occurrence of identified STREME motifs at the promoters of considered ABC genes was checked in FIMO, but only gene 

promoters with q < 0.01 are listed. Third STREME motif did not match to any ABC gene promoter at q < 0.01. The list of secondary known HOCOMOCO Human (v11 core) 

motifs for transcription factors with significantly enriched spacings (Significant Secondaries), which may indicate formation of protein complexes with BRG1, were generated 

in SpaMo. (C) Motif spacing analysis described in (B) limited to promoters of ABC genes, which respond to BRG1 silencing. Bolded gene IDs indicate transcription factors that 

are common for both STREME motifs. (D) Exemplary correlation between mRNA level of HIF1A and some ABC genes in human cancers. Pan-Cancer (PANCAN) dataset was 

used to compute the mRNA level of selected ABC genes with respect to HIF1A transcription yield in Xena Functional Genomics Explorer. (E and F) ISL1, MAF, ZNF76, and 

HIF1 may co-regulate transcription of exemplary ABCC genes with BRG1. (E) Low mRNA levels of SMARCA4 and considered transcription factors (X) correlate with low 

transcription of ABCC5 and ABCC10 genes, thereby suggesting the co-activating role of BRG1 and Xs. On the contrary, in (F), low mRNA levels of SMARCA4 and Xs 

correlate with high transcription of ABCC2, thereby indicating co-repressing mode of functional interdependence between BRG1 and Xs.
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HIF1A co-regulates BRG1-dependent overexpression of ABC 

genes, which contribute to lysosomal drug sequestration in 

PTX-resistant cell lines

To identify a bona fide BRG1 co-regulator responsible for the over
expression of the BRG1-dependent ABCC transporters that were 
associated with the occurrence of PTX resistance, shared transcrip
tion factors from Figure 1C were transiently silenced. The measure
ment of mRNA and protein levels were set by real-time PCR and 
western blot, respectively, as an initial readout of the transcriptional 
activity of the transcription factors. Only the silencing of HIF1A sub
stantially downregulated the transcription of ABCC3, ABCC5, and 
ABCC10 (Figures 2A and 2B) in PTX-resistant cells, while showing 
a lack of action on basal cells (Figures S5A and S5B). These data 
are consistent with the TCGA PANCAN dataset analysis where 
low HIF1 transcription was accompanied by low expression of inter 
alia ABCC5 and ABCC10 (Figure 1D). The impact of HIF1A on the 
protein level was also confirmed by western blot, where the decline in 
ABCC3 and ABCC10 proteins were observed in HIF1A-deficient 
cells to the highest extent (Figures 2C and 2D). The immune staining 
of ABCC5 and ABCC10 and their confocal imaging allowed the visu
alization of their substantial loss in HIF1A-silenced cells and their 
withdrawal from lysosomes where their co-localization with lyso
some markers significantly decreased (Figures 2E–2G and S6A– 
S6C). To check the functional impact of HIF1A-dependent expres
sion of the ABC transporters that are enriched in lysosomes of 
PTX-resistant cells, we compared the colocalization of PTX Oregon 
Green (Figure 2H) and doxorubicin (Figure S6D) with lysosomes in 
HIF1A-proficient and -deficient cells using confocal microscopy. 
HIF1A deficiency substantially declined the drug’s accumulation in 
lysosomes, as shown by quantification of drug colocalization with 
lysosomal probe, Lysotracker (Figures 2I and S6E). This led us to 
the hypothesis that HIF1A may affect the cell response to chemother
apeutics and cause chemoresistance mediated by lysosomes. To test 
such an option, we compared the viability of cells that differed in 
HIF1A level and were exposed to chemotherapeutics. HIF1A deple
tion sensitized cells of both lines to doxorubicin, PTX, and etoposide 

(Figure 2J). This finding suggests that targeting of HIF1A sensitizes 
PTX-resistant cancer cells to some chemotherapeutics. Bearing in 
mind that lysosomes protected resistant phenotypes from doxoru
bicin and PTX as shown in our previous study15 and that ABCC3, 
ABCC5, and ABCC10 contributed to their sequestration inside lyso
somes, we can conclude that HIF1A-dependent overexpression of 
the three transporters are crucial for lysosome-mediated resistance 
of cells to drugs, which are actively transported to these organelles 
by ABCC proteins.

To confirm that increased toxicity of PTX in HIF1A-silenced cells is 
caused mostly by downregulation of ABC transporter expression, 
we compared caspase 3/7 activity among the following samples: sictrl, 
sictrl + iABC, siHIF1A, and siHIF1A + iABC treated and untreated 
with the drug (Figure 2K). In A549 cells resistant to PTX, the silencing 
of HIF1A, their pretreatment with iABC, and combination of si
HIF1A/iABC before PTX resulted in similar cell sensitization to the 
drug. This suggests that HIF1A and targets of applied ABCC inhibitor 
act in the same regulatory circuit. In MDA-MB-231, HIF1A silencing 
emerged more potent than iABC in cell sensitization to the drug; 
hence, some additional, anti-apoptotic mechanism driven by HIF1A 
in these cells is possible, but the synergistic effect of siHIF1A combi
nation with iABC was not observed when compared to siHIF1A alone. 
This allows to conclude that considerable extent of the observed, 
HIF1A-dependent resistance is mediated by ABCC proteins.

Interestingly, PTX-resistant lines were characterized by increased 
HIF1A expression at the mRNA level (Figure S6F) as well as 
increased HIF1A protein levels (Figure S6G). Bearing in mind that 
HIF1A abundance is also controlled by proteasome, we made use 
of MG132, a proteasome inhibitor, to test if repeated cell exposure 
to PTX alters the proteasome-dependent degradation of the consid
ered transcription factor (Figure S6H). In basal cell line, we 
confirmed the contribution of proteasome to HIF1A degradation, 
whereas resistant cells showed comparable HIF1A level regardless 
of their exposure to MG132. This suggests that elevated HIF1A in 

Figure 2. HIF1A-EP300-BRG1 functional crosstalk on the chromatin defines transcription of ABCC transporters in PTX-resistant breast and lung cancer 

cells 

(A–D) HIF1A is responsible for overexpression of ABCC3, ABCC5 and ABCC10 in PTX-resistant MDA-MB-231 and A549 cells. (A and B) mRNA level of ABCC3, ABCC5, and 

ABCC10 was compared in cells 72 h after their transfection with siCTRL or siHIF1A, siMAF, and siISL1 by real-time PCR in PTX-resistant MDA-MB-231 (A) and A549 (B) cells. 

Raw values were normalized first to housekeeping genes (ACTB, GAPDH, and HPRT1), and then the ratio was assumed as 1 in control sample. The difference between two 

means was tested with Student’s t test, and statistically significant differences are marked as follows: *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. (C and D) Effect of HIF1A, MAF, 

and ISL1 transient silencing on ABCC3 and ABCC10 protein level was studied by western blot in PTX-resistant MDA-MB-231 (C) and A549 (D) cells. Histone H3 was used as 

a loading control. (E) The expression and intracellular localization of ABCC5 and ABCC10 in HIF1A proficient and deficient MDA-MB-231-PTX cells were analyzed by im

munocytostaining followed by confocal microscopy. Green fluorescence corresponds to ABCC5 and ABCC10, DNA was stained with DAPI (blue), whereas lysosomes with 

LysoTracker (red). (F and G) The green fluorescence intensity, which corresponds to intracellular ABCC5 and ABCC10 protein abundance (F), and colocalization between 

ABCC5 or ABCC10 and lysosomes (G) were determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. The difference between two means was tested with Student’s t 

test, and statistically significant differences are marked as follow: *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. (H) HIF1A causes lysosomal sequestration of PTX Oregon Green in 

lysosomes of PTX-resistant cancer cell lines. Colocalization of fluorescently labeled PTX and lysosomes was compared between HIF1A proficient and deficient cells. PTX is 

marked in green (Oregon Green 488), lysosomes in red (LysoTracker Deep Red), DNA in blue (DAPI). (I) The colocalization was determined in a.u. with Leica Application Suite 

X. The difference between two means was tested with Student’s t test, and statistically significant differences are marked as follows: *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. (J) 

The toxicity of anticancer therapeutics was compared in HIF1 proficient (siCTRL) and deficient (siHIF1A) cells. Cells were transfected 24 h before administration of drugs for 

the following 48 h. Cell viability was quantified with resazurin-based assay. Cell viability with drug alone/in control, drug untreated cells was assumed as 100%. (K) The impact 

of HIF1A silencing (siHIF1A), iABC (MK571, 25 μM) and their combination on PTX- or doxorubicin-induced apoptosis (0.25 μM for each drug) was compared by measuring 

caspase 3/7 activity with Caspase-Glo 3/7 Reagent. Caspase 3/7 activity was normalized to the relative fraction of living cells, which were quantified with resazurin assay.
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resistant cells is caused by enhanced gene transcription and restricted 
proteasomal degradation. In the case of the PTX-resistant A549 line, 
an additional increase in the expression of EP300, which is a known 
coregulator of HIF1A that is required for its trans-activation, was 
observed38(Figure S6G).

BRG1 and p300 associate with HIF1A and are enriched at HRE 

motifs in promoters of transcriptionally active ABCC genes, 

crucial for PTX-induced cancer drug resistance

The distribution of the 2 epigenetic enzymes at the HIF1A motifs 
in non-resistant and PTX-resistant MDA-MB-231 cells were 
compared. For this purpose, we first identified the HIF1A binding 
profile across all the genome based on the TF-binding matrix depos
ited in JASPAR database and then limited the set of derived coordi
nates to gene promoters assumed to be TSS ±2 kbp. As shown in 
Figure 3A, BRG1, p300, and H3K4me3 were considerably enriched 
in the genomic regions spanning HIF1A binding sequences 
±2.5 kbp in the resistant phenotype. Among them, BRG1 emerged 
the most sharply centered on the sites for HIF1A, whereas another 
2 chromatin components were diffused in the proximity of HIF1A 
motifs.

To determine whether the acquisition of drug resistance is accom
panied by an increased number of HIF1A motifs characterized by 
the occurrence of BRG1, p300, and H3K4me3, we counted overlap
ping intervals of HIF1A ± 1 kbp at the gene promoters and MACS2- 
derived peaks of the 3 considered chromatin proteins16 (Figure 3B). 
Among 4,617 promoters featured with the motif for HIF1A, 
approximately 800 were found positive for H3K4me3 that marks 
promoters of transcriptionally active genes and their number 
increased up to ∼1,200 after repeated cell challenging with PTX. 
Similar changes were observed for BRG1 and p300, but the percent
age of BRG1- and p300-promoters remained relatively low in resis
tant cells (<5%). Because such an evaluation of HIF1A motifs was 
based on the binary method and strongly depended on MACS2- 
associated statistics during peak calling, coverage of HIF1A binding 
sites ±1 kbp with the mapped reads of 3 ChIP-seq-derived datasets 
of considered chromatin features were generated. It was aligned 
with the coverage of MACS2 peaks in corresponding samples 
(Figure 3C). H3K4me3, BRG1, and p300 were significantly en
riched at the HIF1A motifs in PTX-resistant cells when compared 
to the non-resistant phenotype. The latter 2 proteins were even 

more abundant around HIF1A binding sites than at identified 
peaks in PTX-resistant cells. This suggests that PTX-induced 
drug resistance is associated with a more transcriptionally permis
sive chromatin structure at the subset of gene promoters character
ized by the occurrence of the HIF1A motif, which is followed by sig
nificant enrichment of p300 and BRG1.

By co-immunoprecipitation, evidence was provided for the physical 
interaction between HIF1A, BRG1, and p300 in A549 and MDA- 
MB-231 PTX-resistant cell lines (Figure 3D). In non-resistant cells 
with relatively low HIF1A, precipitation of this protein detected 
small amounts of p300 in both cell lines and BRG1 in MDA-MB- 
231 cells, thereby suggesting that some HIF1A-p300-BRG1 com
plexes might pre-exist with the interaction between these 3 proteins 
substantially enhanced in response to taxane-induced stress and 
likely due to increase in the complex components. HIF1A is substan
tially elevated in resistant phenotypes of both cell lines, with p300 in 
MDA-MB-231 and BRG1 in A549 cells.

Bearing in mind the transcriptional dependence of ABCC3, ABCC5, 
and ABCC10 on HIF1A presence in PTX-resistant phenotypes, the 
binding motif “KACGTGS” for transcription factors at the pro
moters of these genes was identified (Figure 3E). Although the pro
moter of ABCC2 is characterized by the occurrence of the considered 
motif, this gene remains HIF1A-independent and its transcription 
declines during the development of drug resistance. Therefore, 
ABCC2 served as a control (Figure S7A). In contrast to ABCC2, tri
methylation of H3K4 increased at the promoters of the 3 exemplary 
HIF1A-dependent genes: ABCC3, ABCC5, and ABCC10 (Figures 3F 
and S7B), and was followed by a considerable higher abundance of 
p300 and BRG1 in PTX-resistant MDA-MB-231 cells. To verify 
the possible formation of the HIF1A-p300-BRG1 complex at the 
HIF1A-dependent promoters of ABCC3, ABCC5, and ABCC10, 
chromatin immunoprecipitation (ChIP) followed by a DNA 
quantification with real-time PCR (ChIP-qPCR) was performed 
(Figures 3G and S7C). It was confirmed that the development of 
cell resistance to PTX is associated with recruitment of HIF1A to 
binding motifs in the proximity to transcription start site (TSS) of 
ABCC3, ABCC5, and ABCC10, but not of ABCC2. This indicates 
that HIF1A, BRG1, and p300 create a regulatory entity to facilitate 
overexpression of some of the ABCC genes which are responsible 
for the resistance of PTX-treated cells.

Figure 3. BRG1 and p300 associate with HIF1A and are enriched at HRE motifs in promoters of transcriptionally active ABCC genes 

(A) The heatmap distribution of H3K4me3, p300, and BRG1 in the window of 2.5 kbp around HIF1A binding motif (HRE) at the gene promoters in non-resistant and PTX- 

resistant MDA-MB-231. (B) The occurrence of H3K4me3, p300, and BRG1 at the promoters characterized by HIF1A bingeing motif with respect to PTX resistance. Histone 

modification and proteins were counted by computing overlapping intervals of their enriched regions in the genome and HRE-positive promoters. (C) The abundance of the 

mapped reads of the three considered chromatin features around HIF1A binding motif (±1 kbp) and at the MACS2-derived peaks of H3K4me3, p300, and BRG1 in non- 

resistant and PTX-resistant cells. (D) HIF1A physically interacts with EP300 and BRG1 in PTX-resistant A549 and MDA-MB-231 cells. HIF1A, EP300 and BRG1 were 

detected by western blot in HIF1A co-immunoprecipitates. IgG served as an isotypic control. (E) Diagrams presenting HIF1A binding motif (“KACGTGS”) at the promoters of 

ABCC10, ABCC5, and ABCC3 with respect to their transcription start site (TSS). (F) Column chart presents mapped reads of H3K4me3, p300, and BRG1 counted on HRE 

motif (±1 kbp) the promoters of ABCC10, ABCC5, and ABCC3 in resistant and non-resistant cells. (G) HIF1A is enriched at the promoters of ABCC3, ABCC5, and ABCC10 in 

PTX-resistant A549 and MDA-MB-231 phenotypes. The abundance of HIF1A at the gene promoters was compared and quantified by ChIP-qPCR in basal and PTX-resistant 

cell lines. Raw values were normalized to IgG. The difference between two means was tested with Student’s t test, and statistically significant differences are marked as 

follows: *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001.
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HIF1A-p300-BRG1 co-occur on the chromatin genome-wide in 

PTX-resistant breast and lung cancers

To further confirm and visualize the extent of the HIF1A-BRG1 and 
HIF1A-p300 interaction genome-wide, the co-distribution of these 
proteins on the chromatin by confocal microscopy was tested. As 
shown in Figures 4A–4E, HIF1A co-localized with BRG1 
(Figures 4A–4C) and with p300 (Figures 4D–4F) in PTX-resistant 
phenotypes of both considered cell lines in 2D cell cultures. The vi
sual co-occurrence of the protein couples was underpinned by the 
quantification of the fluorescence overlap between the 2 considered 
fluorescent dyes in the area of the nucleus and compared to the result 
for non-resistant cells (Figures 4B, 4C, 4E, and 4F). In PTX-resistant 
A549 cells, HIF1A strongly colocalized with p300 and BRG1, but in 
breast cancer model, the drug-resistant phenotype showed enhanced 
colocalization of HIF1A with only BRG1. However, the increased 
recruitment of HIF1A to DNA (HIF1A-DAPI colocalization) was 
followed by also higher abundance of p300 on the chromatin 
(p300-DAPI colocalization) (Figure S7D). The lack of substantially 
intensified HIF1-p300 interaction quantified by colocalization of 
these two proteins in PTX-resistant versus non-resistant cells may 
result from nuclear redistribution of p300 and HIF1A between nuclei 
and nuclear chromatin. A considerable amount of these two proteins 
was found in the nuclei in basal cells, but translocated to nuclear 
DNA during acquiring the drug resistance.

Similarly, the relatively strong co-distribution of BRG1 and HIF1A 
was observed in tissue sections prepared from the PTX-resistant tu
mors that were grown from the MDA-MB-231-PTX cells injected 
under the skin of athymic mice (Figure 4G).

Given the occurrence of increased HIF1A expression in PTX- 
resistant lines as well as the increased co-occurence of BRG1 
and EP300 with HIF1A on chromatin, we hypothesized that 
HIF1A may be crucial for recruiting BRG1/EP300 complex. To 
verify this idea, we tested the impact of HIF1A silencing on the 
occurrence of chromatin-bound EP300 and BRG1 (Figure 4H). 

Indeed, the deficiency of HIF1A significantly decreased co-locali
zation of these two proteins (Figures 4I and 4J) as well as consid
erably declined the fraction of EP300 and BRG1 in the nuclear 
area (Figures 4K, 4L, and S7E). These results confirm the role 
of HIF1A in the recruitment of EP300 and BRG1 to chromatin 
in PTX-resistant cells.

HIF1A co-operates with BRG1 and p300 to drive drug 

sequestration in lysosomes and multidrug resistance in PTX- 

treated cells

Knowing that HIF1A, EP300, and BRG1 regulate expression of the 
ABCC transporters that are enriched in lysosomes of PTX-resistant 
cancer cell lines, we checked if these proteins work cooperatively or 
if their effect is independent of each other and synergistic. The double 
silencing of HIF1A and BRG1 or EP300 decline transcription of the 
three genes similarly to single silencing of HIF1A. (Figures 4M and 
S7E). Moreover, we analyze the functional impact of single HIF1A 
and double HIF1A/BRG1 silencing on drug penetration was also tested 
in 3D cultures of MDA-PTX cells exposed to PTX Oregon Green. In 
HIF1A proficient cells, the drug accumulated in the peripheral layer, 
whereas HIF1A silencing allowed the drugs to reach the inner spheroid 
layers (Figure 4N). As described in the previous paper by Gronkowska 
et al., the inhibition of ABCC or neutralization of lysosome activity, as 
well as the deficiency of BRG1 activity, enables drug accumulation in
side spheroids.15,16 In line with these findings, HIF1A limits drug pene
tration by upregulating the expression of factors that are responsible for 
drug transport across membranes. Importantly, the effect of double 
silencing of HIF1A and BRG1 does not differ from single HIF1A 
silencing, and a synergistic effect was not observed, thereby confirming 
that HIF1A/BRG1/p300 act in the same pathway that drives cancer cell 
resistance via lysosomal drug sequestration (Figure 4O).

Elevated expression of HIF1A, p300, and BRG1 in cancers define 

clinical outcomes and prognosis

To test the possible expression interdependence between HIF1A, 
SMARCA4, and EP300 as well as their link with cancer 

Figure 4. HIF1A-p300-BRG1 co-occur on the chromatin in PTX-resistant breast and lung cancers 

(A and D) BRG1-HIF1A and EP300-HIF1A colocalize on the chromatin in PTX-resistant A549 and MDA-MB-231 cell lines as evidenced by immunostaining and confocal 

microscopy. (A) Alexa Fluor 488-labeled HIF1A is marked in green, Alexa Fluor 594-labeled BRG1 is marked in red, whereas DAPI-stained DNA is marked in blue. (D) Alexa 

Fluor 488-labeled p300 is marked green, Alexa Fluor 594-labeled BRG1 is marked in red, whereas DAPI-stained DNA is marked in blue. (B, C, E, and F) The colocalization 

between HIF1A and BRG1 (B and C) as well as HIF1A and p300 (E and F) were determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. The difference between two 

means was tested with Student’s t test, and statistically significant differences are marked as follows: *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. (G) HIF1A and BRG1 co

localization in tumor xenograft (MDA-MB-231-PTX) slides was evidenced by immunostaining and confocal microscopy. Alexa Fluor 488-labeled HIF1A is marked in green 

and Alexa Fluor 594-labeled BRG1 is marked in red. (H) HIF1A silencing uncouples chromatin co-distribution of p300 and BRG1, which was analyzed using immunostaining 

and confocal microscopy in 2D cell culture. Alexa Fluor 488-labeled p300 is marked in green, Alexa Fluor 594-labeled BRG1 is marked in red, whereas DAPI-stained DNA is 

marked in blue. (I–L) The colocalization (I and J) between BRG1 and p300 and p300 abundance (K and L) were determined in a.u. with Leica Application Suite X. The 

difference between two means was tested with Student’s t test, and statistically significant differences are marked as follows: * p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001. (M) 

HIF1A and BRG1 as well as HIF1A and p300 co-silencing do not act synergistically and phenocopy the effect of single HIF1A silencing on transcription of ABCC3 in PTX- 

resistant MDA-MB-231 and A549 cells. mRNA level was compared in cells 72 h after their transfection with siCTRL, siHIF1A alone, or in combination with siSMARACA4 and 

siEP300 by real-time PCR in PTX-resistant MDA-MB-231 and A549 cells. Raw values were normalized first to housekeeping genes (ACTB, GAPDH, and HPRT1), and then 

the ratio was assumed as 1 in control sample. The difference between means was tested using one-way ANOVA or Kruskal-Wallis test, and statistically significant differences 

are marked as follows: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (N and O) HIF1A prevents PTX accumulation in deeper layers of PTX-resistant MDA-MB-231 spheroids. Spheroids 

(21 days old) were transfected with siHIF1A or siCTRL or a combination with siHIF1A and siBRG1, and 72 h later, treated with PTX Oregon Green for 48 h. Pictures were taken 

with confocal microscope Leica TCS SP8 (Leica Microsystems, Germany). Green fluorescence corresponds to PTX, blue to DNA stained with DAPI, whereas red to ly

sosomes stained with LysoTracker Deep Red. The fluorescence intensity plot at spheroid cross section was determined in a.u. with Leica Application Suite X.
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progression, transcription of these 3 proteins versus some cancer 
features was compared between the tumor and normal samples 
based on TCGA and GTEx databases using GEPIA 2.39 The cor
relation between EP300 overexpression and several pathological 
signatures such as tumor grading, metastases and patient survival 
has been described in Gronkowska K. and Robaszkiewicz A.40

Our research suggested that the elevated activity of p300 may 
drive carcinogenesis and contribute to the progressive cancer of 
some cancer types, thereby emerging as a therapeutic target in 
p300 proficient or overexpressing cancers. As shown in 
Figure 5A, both SMARCA4 and HIF1A are also frequently overex
pressed in cancerous tissues. Lymphoma, liver cancer, thymoma, 
and uterine cancer are characterized by a substantially increased 
transcription of SMARCA4, whereas HIF1A overexpression was 
found in esophageal carcinomas, glioblastomas, head and neck 
squamous cell carcinomas, acute myeloid leukemias, brain 

lower-grade gliomas, and stomach adenocarcinomas. Pancreatic 
adenocarcinomas are associated with the overexpression of both 
SMARCA4 and HIF1A. Relatively high transcription of EP300 
and HIF1A was observed in acute myeloid leukemias and stomach 
adenocarcinomas, whereas mRNA of EP300 and SMARCA4 was 
elevated in thymoma.40 TGCA PANCAN Atlas samples indicated 
a correlation in the expression between HIF1A and SMARCA4 as 
well as HIF1A and EP300 in cancers (Figures 5B and 5C), thereby 
suggesting their possible joint role in cancer progression and 
response to treatment.

To support this hypothesis, it was found that the expression of 
SMARCA4 and HIF1A is associated with several clinicopathological 
features that specify tumor stages and metastases, as well as patient 
survival in some cancer types (Figures 5D–5G). According to 
PANCAN data, higher HIF1A transcription is associated with the 
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Figure 5. The link of HIF1A, BRG1, and p300 

expression in cancers with clinical outcomes and 

prognosis 

(A) Comparison of SMARCA4 and HIF1A mRNA level 

between the tumor and normal samples based on 

TCGA and GTEx databases using GEPIA 2. ACC, 

adrenocortical cancer; BLCA, bladder urothelial 

carcinoma; BRCA, breast invasive carcinoma; CESC, 

cervical squamous cell carcinoma and endocervical 

adenocarcinoma; CHOL, cholangiocarcinoma; COAD, 

colon adenocarcinoma; DLBC, lymphoid neoplasm 

diffuse large B cell lymphoma; ESCA, esophageal 

carcinoma; GBM, glioblastoma multiforme; HNSC, head 

and neck squamous cell carcinoma; KICH, kidney 

chromophobe; KIRC, kidney renal clear cell carcinoma; 

KIRP, kidney renal papillary cell carcinoma; LAML, 

acute myeloid leukemia; LGG, brain lower grade 

glioma; LIHC, liver hepatocellular carcinoma; LUAD, 

lung adenocarcinoma; LUSC, lung squamous cell 

carcinoma; MESO, mesothelioma; OV, ovarian 

serous cystadenocarcinoma; PAAD, pancreatic 

adenocarcinoma; PCPG, pheochromocytoma and 

paraganglioma; PRAD, prostate adenocarcinoma; 

READ, rectum adenocarcinoma; SARC, sarcoma; 

SKCM, skin cutaneous melanoma; STAD, stomach 

adenocarcinoma; TGCT, testicular germ cell tumors; 

THYM, thymoma; THCA, thyroid carcinoma; UCS, 

uterine carcinosarcoma; UCEC, uterine corpus 

endometrial carcinoma; UVM, uveal melanoma. (B and 

C) Correlation plot with HIF1A and SMARCA4 (B) as 

well as HIF1A and EP300 transcription (C). The 

underlying data were derived from all TGCA Pan- 

Cancer Atlas (Pan-cancer analysis of whole-genome 

(ICGC/TCGA, Nature 2020) samples using cBioPortal. 

(D–F) The level of HIF1A in 4 tumor stages (D), lymph 

node stages (E), and metastasis stages (F). Statistical 

analysis was performed in GraphPad Prism 8, and 

significant differences are marked as follows: *p < 0.05, 

**p < 0.01, and ***p < 0.001. (G) Overall patient survival 

in relation to HIF1A expression was generated in GEPIA 2.
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higher tumor stage, which describes the size of the primary tumor 
and invasion into adjacent tissues (Figure 5D). Furthermore, 
elevated HIF1A expression is followed by higher lymph node and 
distant metastases and by considerably shorter overall patient sur
vival (Figures 5E–5G). Taking into consideration the multi-gene 
overall survival analysis, simultaneous low expression of 
SMARCA4 and HIF1A (Figure 6A) or HIF1A and EP300 
(Figure 6B) is linked to a relatively better prognosis, whereas a 
higher level of any of the 2 coupled factors negatively impacts over
all patient survival. This points at the pro-cancerogenous and dis
ease-promoting features of HIF1A, p300, and BRG1. Using the on
line available tool ROCplot.org41 we analyzed the link between 
mRNA level of HIF1A, EP300, and SMARCA4, and a 5-year 
relapse-free survival of breast cancer patients treated with taxanes 
(Figure 6C). Positive responses to therapy and higher relapse-free 
survival were observed in the cohort characterized by the lower 
expression of the 3 analyzed genes. Additionally, the receiver oper
ating characteristics (ROC) analysis of taxane-treated patients sug

gests that co-expression of these genes can be considered as a tax
ane-based chemotherapy response biomarker (Figure 6D). 
Therefore, simultaneously elevated transcription of SMARCA4, 
HIF1, and EP300 may have an unfavorable impact on patients un
der treatment with PTX and other taxen drugs. This can be partially 
explained at least by HIF1A-BRG1-p300-dependent and PTX- 
induced overexpression of ABCC transporters. Cancer hallmark 
analyses identify HIF1A and EP300 co-expression as markers of 
cancer cells sustaining proliferative signaling, resisting cell death 
mechanisms, sustaining angiogenesis, and evading immune 
destruction (Figure 6E). This finding also points to other mecha
nisms driven by HIF1A, which likely limit patient survival and 
response to chemotherapy.

DISCUSSION

The development of multidrug resistance is a major factor respon
sible for the failure of chemotherapy in cancer treatment. Many 
drug resistance mechanisms occur at the genomic level and start 

A B C

D E

Figure 6. The impact of HIF1A, EP300, and BRG1 co-expression on the therapy response and prognosis 

(A and B) Overall patient survival in relation to HIF1A and SMARCA4 (A) as well as HIF1A and EP300 (B) low transcription yield was generated using Xena Functional Genomics 

Explorer. (C) The dependence of clinical patients’ response to taxen therapy on HIF1A, EP300, and SMARCA4 transcription was estimated using ROC Plotter. (D) ROC curve 

describing the response to chemotherapy with taxane in the group of patience characterized by simultaneously high transcription of HIF1A, EP300, and SMARCA4. (E) 

Cancer hallmark enrichment analysis of tumors high in HIF1A, EP300, and SMARCA4 shows unfavorable prognosis for this group in pan-cancer datasets. The red line 

corresponds to adjusted p < 0.05. Only the cancer hallmarks that are significantly enriched are colored.
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with modification of the signaling routes, which then modulate the 
activity of the subset of transcription factors and the epigenetic trans
formation of chromatin. Research has shown that some transcription 
factors and chromatin remodeling enzymes play a significant role in 
PTX resistance. Interestingly, some redox sensitive transcription fac
tors have been shown to play a role in cancer drug resistance. In an 
example of this, nuclear factor erythroid 2-related factor 2-mediated 
antioxidant signaling molecules contributed to PTX resistance in 
breast cancer-derived CSCs.42 The transcription factors HIF-1 and 
AP-1 take part in the hypoxia-induced anti-apoptotic pathway asso
ciated with PTX resistance. Suppression of these 2 transcription fac
tors increased the apoptosis induced by PTX in MDA-MB-231 breast 
cancer cells,30 enhanced anticancer activity of the PTX on ovarian 
cancer cells A2780,31 hepatocellular carcinoma cells HepG2, and tu
mor-bearing mouse models.43 Therefore, this shows that the activity 
of HIF1A goes beyond cell adaptation to hypoxia. In doxorubicin- 
resistant osteosarcoma cells, maintained in normoxic conditions, 
the transcription factor promoted the outward transport of intracel
lular doxorubicin by activating ABCB1 expression. However, the 
doxorubicin-resistant cells, which were maintained for 2 months 
of continuous culture in a drug-free medium, lost their drug-resis
tance, this effect being associated with the absence of HIF1A expres
sion.34 Similarly, repeated cell exposure to stress triggered by PTX in 
normoxic conditions led to a substantial increase in HIF1A abun
dance in cells and recruitment of the transcription factor to chro
matin. In this study, we provided mechanical evidence on the phys
ical interaction of HIF1A with BRG1 and p300 in PTX-resistant cells. 
The latter 2 enzymes regulate expression of ABC transporters in 
PTX-resistant breast and lung cancer cells where inhibition/silencing 
of the enzymes increased the intracellular concentrations of the 
drugs. This is a likely mechanism for increased chemosensitivity.16

According to our results, HIF1A is crucial for the transcription 
dependence of ABCC3, ABCC5, and ABCC10 on BRG1 and p300 ac
tivity; hence, HIF1A plays a primary role over the 2 chromatin re
modeling enzymes. Since HIF1A is classified as a transcription fac
tor, logically, events would follow the pathway of its binding and 
then its recruitment of EP300 and BRG1. However, as shown by 
p300 and BRG1 ChIP-seq data, these 2 enzymes pre-exist at the 
ABCC3 and ABCC5 gene promoters in basal, non-resistant cell lines, 
but the level of HIF1A is substantially enriched in PTX-resistant cells 
in the proximity of BRG1 peaks at the 3 considered gene promoters. 
The route by which HIF1A becomes an ABCC5 and ABCC10 co-acti
vator of BRG1-p300-dependent transcription remains unknown. 
Interestingly, ABCC3 that is strongly transcribed in BRG1 deficient 
A549 cells becomes BRG1 and HIF1A-dependent in the PTX-resis
tant phenotype, where BRG1 is restored by a reversal mutation in 
the stop codon, despite no considerable alteration in the gene tran
scription. This again suggests that HIF1A occurrence or enrichment 
in the regions adjacent to BRG1-bound chromatin may trigger chro
matin rearrangement producing transcription machinery dependent 
on BRG1 and HIF1A. The increased abundance of this transcription 
factor in response to chemotherapy drugs may serve as a switch for 
drug-induced overexpression of ABCC genes. Some concerns on the 
mechanism underlying HIF1A-p300-BRG1 function remain, how

ever, since the inhibition of p300 considerably reduces the transcrip
tion of ABCC3 in BRG1-deficient A549 cells and BRG1-proficient 
MDA-MB-231 non-resistant cell lines where the initial HIF1A level 
is relatively low. Molecular interdependence between BRG1, p300, 
and HIF1A needs further experimental studies for disclosure of their 
mutual intertwining and drug-induced overexpression of MDR 
genes.

The co-occurrence of HIF1A with BRG1 on the chromatin in tumors 
formed from PTX-resistant MDA-MB-231 is considerably higher in 
the deeper tumor layers. This observation suggests that a hypoxic 
condition inside the tumor favors DNA binding by HIF1A and the 
transcription-regulating role of this factor is supported by BRG1. 
Therefore, the number of transcriptionally activated or enhanced 
genes by HIF1A-BRG1 interaction may differ across tumor, with 
the HIF1A-dependent transcriptomes differing between inner and 
outer tumor regions. As documented previously, the role of HIF1, 
a helix-loop-helix transcription factor, was essential in regulating 
the transcription of various target genes in response to a limited ox
ygen supply.44 This was a significant characteristic of human solid 
tumors due to the combination of uncontrolled, rapid growth of tu
mor cells and the inability of the local vasculature to fuel fast prolif
erating cells. Studies with laryngeal cancer cells, human colon cancer 
cells, and breast cancer cells cultured as 3D spheroids linked HIF1A 
occurrence at the promoter of ABCB1 with its expression and resis
tance to numerous drugs.44–47 However, the aforementioned hy
pothesis on the HIF1A-BRG1-dependent transcriptome variability 
under normoxic and hypoxic condition of PTX-resistant cells re
quires verification. Although the specific sequence for BRG1 binding 
has been reported, it differed from the 3 motifs identified for the 
BRG1 enriched regions in PTX-resistant cells. The 2 sequences, 
which occurred at the promoters of these ABCC genes, were localized 
in the proximity of 4 transcription factors such as ISL1, HIF1A, 
MAF, and ZNF96. The functional study led to the conclusion about 
the co-regulatory role of HIF1A in BRG1-dependent transcription of 
ABC genes that was responsible for drug sequestration in lysosomes 
in PTX-resistant cancer phenotypes. BRG1 activity and its transcrip
tion-activating role was only observed in HIF1A-proficient, PTX- 
resistant cells.

These studies have described the functional association or at least a 
correlation between the expression of BRG1 (SMARCA4) and p300 
(P300) with some tumor features,40 patient survival and treatment 
response; however, nothing is known about the disease prognosis 
for HIF1A-BRG1-p300 highly expressed cancers. Based on the data 
deposited in TCGA and GTEX databases, we provided evidence 
that high expression of these 3 proteins could serve as a prognostic 
marker of breast cancer patients response to chemotherapy involving 
taxens. Simultaneously, the high transcription of HIF1A, EP300, and 
SMARCA4 can be clinically important and affect treatment out
comes. Therefore, quantification of their expression profile may 
help to decide on treatment schemes, replacement of chemotherapy, 
or combination of chemotherapy drugs with ABCC inhibitors or 
BRG1 and p300 inhibitors.
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In summary, PTX-induced drug resistance involves 3 key players, 
namely BRG1, p300, and HIF1A, which define the strong expression 
of ABCC3, ABCC5, and ABCC10 in the 2 studied cell lines. The 
silencing of HIF1A substantially reduced the expression of the 
ABC transporter subset and augmented the cytotoxicity of numerous 
anticancer drugs. This study provides a new target—namely 
HIF1A—for anticancer combinatorial interventions with chemo
therapy drugs in PTX-induced multidrug-resistant cancer pheno
types. Moreover, simultaneous overexpression of HIF1A, BRG1, 
and p300 may serve as clinical response predictor.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Non-small-cell lung cancer cell line A549 was purchased from ATCC. 
Breast cancer cell line MDA-MB-231 was purchased from Sigma- 
Aldrich (Poznan, Poland). DMEM high glucose w/l-glutamine w/ so
dium pyruvate, fetal bovine serum, and antibiotics (penicillin and 
streptomycin) were from Biowest (CytoGen, Zgierz, Poland). Oligo
nucleotides for real-time PCR, resazurin sodium salt, Immobilon 
Signal Enhancer, doxorubicin hydrochloride, cisplatin, PTX, etopo
side, MK-571 (M7571), and MG132 were from Sigma-Aldrich. siRNA 
control (sc-37007), anti-MRP5 (E-10) (sc-376965), anti-p300 (F-4) 
(sc-48343), and anti-HIF-1α (28b) (sc-13515) antibodies was pur
chased from Santa Cruz Biotechnology (AMX, Lodz, Poland). 
SMARCA4 Silencer Select siRNA (s13141), HIF1A Silencer Select 
siRNA (n336611), MAF Silencer Select siRNA (s194604), ISL Silencer 
Select siRNA (s7526), EP300 Silencer Select siRNA (s534247), Lipo
fectamine RNAiMAX, OptiMem, Dynabeads Protein G, UltraPure 
Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol (25:24:1, v/v) (no. 15593031), 
TRI Reagent, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, 
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, PageRuler Pre
stained Protein Ladder (no. 01154870), Pierce Protease Inhibitor 
Tablets (EDTA-free; PIC), Paclitaxel Oregon Green 488 conjugate 
(Flutax-2), Lysotracker Deep Red, SlowFade Glass Soft-set Antifade 
Mountant (with DAPI), anti-MRP3 (ABCC3) Polyclonal Anti
body (PA5101482), anti-MRP10 (ABCC10) Polyclonal Antibody 
(PA5101678), PowerUp SYBR Green Master Mix, and Geltrex 
LDEV-Free Reduced Growth Factor Basement Membrane Matrix 
were from Thermo Fisher Scientific (Warsaw, Poland). Anti-BRG1 
(D1Q7F) Rabbit mAb (no. 49360), anti-p300 (E8S2V) Rabbit mAb 
(no. 57625), anti-HIF-1 alpha (D1S7W) Rabbit mAb (no. 36169), 
anti-Histone H3 (1B1B2) Mouse mAb (no. 14269), anti-rabbit IgG, 
HRP-linked Antibody (no. 7074), Anti-mouse IgG, HRP-linked Anti
body (no. 7076), Anti-rabbit IgG (H + L), F(ab′)2 Fragment (Alexa 
Fluor 488 Conjugate) (no. 4412), Anti-mouse IgG (H + L), F(ab′)2 
Fragment (PE Conjugate) (no. 59997S), and Anti-rabbit IgG Fab2 
Fragment Alexa Fluor 594 Probes (no. 8889S) were from Cell 
Signaling Technologies (LabJOT, Warsaw, Poland). BIOFLOAT 
FLEX coating solution was purchased from FaCellitate (faCellitate. 
com). Caspase-Glo 3/7 Assay System was purchased from Promega.

Cell culture

A549 cells were cultured in DMEM supplemented with 10% fetal 
bovine serum (FBS) and penicillin/streptomycin (50 U/mL and 

50 μg/mL, respectively) in 5% CO2. Initially, MDA-MB-231 cells 
were cultured in F15 medium supplemented with 15% FBS and peni
cillin/streptomycin (50 U/mK and 50 μg/mL, respectively) without 
CO2 equilibration. After 5 passages, the cells were adapted to grow 
in DMEM supplemented with 10% FBS and penicillin/streptomycin 
(50 U/mL and 50 μg/mL, respectively) in 5% CO2. PTX resistance 
induction and characteristics of resistant cell lines was described 
previously.15,48

Bioinformatic analysis of ChIP-seq and RNA-seq data

Original raw NGS data files containing sequence reads and quality 
scores, submitted to the NCBI Sequence Read Archive (SRA) data
base under the SRA: PRJNA1095909 and SRA: PRJNA1096152 and 
describe in Gronkowska et al.,16 were analyzed. Adapters were 
trimmed during FASTQ generation as an option of Illumina pipeline 
in BaseSpace. All other analyses were performed in Galaxy.org
(Galaxy version 24.0.rc1).49 The read quality was checked with 
FastQC and reads with Qphred <30 were removed with Trimmo
matic (AVGQUAL:30). Reads were mapped with BWA against 
human genome (hg19). Mapped reads were normalized to counts 
per million (-bamCoverage). Peaks were called with MACS2 at 
p < 0.001. Blacklist regions for hg19 were downloaded from 
ENCODE: ENCSR636HFF).50 Motif-spacing analysis was per
formed using MEME Suite Programs.51 BRG1-enriched gene pro
moters (TSS ±2 kbp) were plotted against genes considerably 
activated and downregulated by BRG1 (1<log2FC < − 1; CuffDiff 
on RNA-seq data derived from BRG1 proficient-siCTRL and 
deficient-siBRG1 MDA-MB-231-PTX). BRG1 peaks at the pro
moters of genes transcriptionally co-activated by this enzyme served 
as input, whereas BRG1 peaks at the promoters of genes suppressed 
by BRG1 served as negative control. BRG1-enriched motifs 
were searched in XSTREME for the subset of BRG1 peaks. 
HOCOMOCO Human (v11 core) was selected as input motifs. 
The occurrence of identified STREME motifs at the promoters of 
considered ABC genes was checked in FIMO, but only gene pro
moters with q < 0.01 are listed. The list of secondary known 
HOCOMOCO Human (v11 core) motifs for transcription factors 
with significantly enriched spacings (Significant Secondaries), which 
may indicate formation of protein complexes with BRG1, were 
generated in SpaMo.

The motif matrix for HIF1A was downloaded from JASPAR: 
MA0259.1 and converted into memexml file. HIF1A consensus 
binding sites were searched through human hg19 genome with 
FIMO. The output chromosome coordinates were narrowed down 
to these overlapping gene promoters, which were assumed as 
TSS ±2 kbp. Heatmaps for H3K4me3, p300, and BRG1 distribution 
around HIF1A motifs were plotted from score matrix for HIF1A ± 

2.5 kbp and H3K4me3, p300, and BRG1 score files in BAM. The 
number of HIF1A ± 1 kbp genomic regions characterized by 
H3K4me3, p300 and BRG1 in MDA-MB-231 non-resistant and 
PTX-resistant were compared by generating intersects of HIF1A 
and other datasets as intervals. The coverage of HIF1A ± 1 kbp (as 
BED) with H3K4me3, p300, and BRG1 (as BAM) was computed 
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using bedtools MultiCovBed. The coverage of MACS2 called peaks 
for H3K4me3, p300, and BRG1 were used to compare their enrich
ment with regions adjacent to HIF1A motif.

HIF1A motif at the promoters of some ABCC genes (TSS ±5 kbp as 
BED) were searched with nucleotide subsequence search using 
“KACGTGS” nucleotide ambiguity code. The coverage of the identi
fied HIF1A sites for individual gene promoters was computed with 
bedtools MultiCovBed as described previously.

Clinical data analysis

The correlations between SMARCA4 and some ABC gene expression 
in TCGA PANCAN dataset of 12,839 samples was explored in 
UCSC Xena Functional Genomics Explorer.52 Samples with nulls 
were removed and data for SMARCA4 expression, which comprised 
log2(norm_value + 1) between 9.6 and 14, were sub-grouped into 
SMARCA4 low (log2(norm_value + 1) < 10.7) and SMARCA4 medium 
and high (log2(norm_value + 1) > 10.7). The threshold was set to 
include most of the deleterious somatic mutation (SNP and INDEL; 
MC3 public version) in SMARCA4 low subgroup. Similarly, data for 
HIF1A, MAF, ISL1 and ZNF76 were divided into groups characterized 
by low versus medium and high mRNA level and the threshold was set 
as follows: HIF1A – < 10, MAF - < 7.7, ZNF76 < 8.5, and ISL1 < 0.5. The 
groups were further sub-grouped with regard to SMARCA4 expres
sion. For multigene overall survival analysis, the threshold was set as 
follows: HIF1A - < 11.5, SMARCA4 - < 12, and EP300 - < 11.

To compare the transcription status of SMARCA4 and HIF1A and to 
identify the possible expression changes of these genes in cancer, tu
mor and normal samples from the TCGA and GTEx databases was 
analyzed using GEPIA 2.39 Dot-plot correlation graph with expres
sion of HIF1A and SMARCA4, and between HIF1A and EP300 
was generated using PANCAN analysis of whole-genome (ICGC/ 
TCGA, Nature 2020) samples in cBioPortal.53 The link between 
HIF1A and SMARCA4 expression and tumor stage, lymph node 
stage, and metastasis stage were analyzed using TCGA-PANCAN 
datasets available in cBioPortalusing GraphPad Prism 8. The dis
ease-free survival and overall patient survival in relation to HIF1A 
and SMARCA4 were generated using GEPIA2. Validation of the pre
dictive capability of HIF1A, EP300, and SMARCA4 expression on 
taxane-based chemotherapy was prepared using transcriptomic 
data of 3,104 breast cancer patients using ROCplot tool.41 A gene 
set enrichment analysis for the cancer hallmarks of HIF1A EP300 
and SMARCA4 was prepared using Hallmark Enrichment Plot avail
able at CancerHallmarks.com and described in Menyhart et al.54

Transient gene silencing

Cells seeded per well at a density of 100,000 cells on the 24-well plate, 
10,000 cells on Nunc Lab-Tek Chamber Slide and 96-well plate, or 
three-week spheroids were transfected using siRNA-RNAiMAX 
complexes according to the previously described protocol.55 After 
6 h incubation with the complexes, DMEM supplemented with 
10% FBS and antibiotics was added to the desired volume and cells 
were grown for another 48 h to obtain transient gene silencing.

Real-time PCR

For mRNA expression evaluation, total RNA was extracted from 
cells using TRI Reagent. Afterward, mRNA was reverse transcribed 
with the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. The 
expression of selected genes was measured in Bio-Rad CFX96 
C1000 Touch Real-Time system, using PowerUp SYBR Green Mas
ter Mix and the manually designed primer pairs (GAPDH forward: 
5′-TTCTTTTGCGTCGCCAGCCGA-3′, reverse: 5′-GTGACCAGG 
CGCCCAATACGA-3′; ACTB forward: 5′-TGGCACCCAGCACA 
ATGAA-3′, reverse: 5′-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA- 
3′; HPRT1 forward: 5′-TGACACTGGCAAAACAATGCA-3′, reverse: 
5′-GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT-3′; ABCC3 forward: 5′-TCC 
TTTGCCAACTTTCTCTGCAACTAT-3′, reverse: 5′-CTGGATCA 
TTGTCTGTCAGATCCGT-3′; ABCC5 forward: 5′-AGAGGTGA 
CCTTTGAGAACGCA-3′, reverse: 5′-CTCCAGATAACTCCACCA 
GACGG-3′; ABCC10 forward: 5′-CGGGTTAAGCTTGTGACAG 
AGC-3′, reverse: 5′-AACACCTTGGTGGCAGTGAGCT-3′; HIF1A 
forward: 5′-GATCACCCTCTTCGTCGCTT-3′, reverse: 5′-AAAGG 
CAAGTCCAGAGGTGG-3′) according to the protocol provided by 
the manufacturer.

mRNA level of particular genes was first normalized to housekeeping 
genes. The ratio between the studied and housekeeping genes was 
assumed to be 1 for control cells.

Western blot

For protein expression evaluation cells were lysed in RIPA buffer 
(supplemented with 1 mM PMSF and PIC) and sonicated (Bandelin 
Sonopuls HD2070). Next, proteins were separated by SDS-PAGE, 
transferred into a nitrocellulose membrane, and stained with pri
mary antibodies (1:5,000) at 4◦C overnight. After subsequent stain
ing with HRP-conjugated secondary antibodies (1:5,000 for anti-rab
bit and 1:2,500 for anti-mouse antibodies; room temperature; 2 h), 
the signal was developed with the SuperSignal West Pico Chemilu
minescent Substrate and pictures were acquired using ChemiDoc- 
IT2 (UVP, Meranco, Poznan, Poland). H3 was used as the control.

Formation of cell spheroids

Nunc Lab-Tek Chamber slides were coated with faCellitate 
BIOFLOAT FLEX coating solution according to the manufacturer 
protocol. After 30 min of air-drying of the chambers, within the 
laminar flow hood, the cells were seeded per well at a density of 
20,000 cells. Cells grow in DMEM supplemented with 10% FBS 
and penicillin/streptomycin (50 U/mL and 50 μg/mL, respectively) 
in 5% CO2 to allow spheroids formation for 21 days.

Confocal microscopy

For the confocal imaging of proteins, cells were seeded on a Nunc 
Lab-Tek Chamber slide. 2 h before cells fixation Lysotracker Deep 
Red was added to the final volume of 75 nM, and cells were incubated 
1 h at 37◦C. Cells were fixed with a 1% formaldehyde solution in PBS 
at room temperature for 15 min, permeabilized and blocked with 1% 
FBS solution in PBS with 0.1% Triton X-100 at room temperature for 
1 h. Primary antibodies (1:400) were added in 1% BSA solution in 
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PBS with 0.1% Triton X-100 and incubated at 4◦C overnight. Next, a 
secondary antibody (1:400) was added in 1% BSA solution in PBS 
with 0.1% Triton X-100 at room temperature for 2 h. After washing, 
the slides were mounted with SlowFade glass soft-set antifade 
mountant (with DAPI). TCS SP8 (Leica Microsystems, Germany) 
with a 63×/1.40 objective (HC PL APO CS2, Leica Microsystems, 
Germany) was used for sample visualization. The samples were 
imaged with the following wavelength values for excitation and emis
sion: 485 and 500–550 nm for Alexa Fluor 488, 550 and 570–580 nm 
for Alexa Fluor 546, 480 and 570–580 nm for R-phycoerythrin (PE), 
660–670 for Lysotracker Deep Red, and 405 and 430–480 nm for 
DAPI. The fluorescence intensity and colocalization was determined 
in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X (LAS X, Leica 
Microsystems, Germany). The scans of cells were deconvolved using 
3D-Deconvolution accessible in Leica Application Suite X software 
(LAS X, Leica Microsystems).

For the visualization of drug accumulation cells seeded on Nunc Lab- 
Tek Chamber slides were treated with anticancer drugs. Next, Lyso
tracker Deep Red (75 nM for 2 h), was added to the culture media. 
After incubation and cell washing with PBS, cells were mounted 
with SlowFade glass soft-set antifade mountant (with DAPI). PTX 
Oregon Green-treated 3-week-old 3D cell cultures were fixed with 
a 4% formaldehyde solution in PBS, at room temperature for 
30 min. After fixation, the spheroids were washed with PBS and incu
bated with 1 μg/mL DAPI for 30 min, at room temperature. Spher
oids were analyzed immediately.

TCS SP8 (Leica Microsystems) with a 63×/1.40 and 10×0.40 DRY 
objectives (HC PL APO CS2, Leica Microsystems) was used for sam
ple visualization. The samples were imaged with the following wave
length values for excitation and emission: 485 and 500–550 nm for 
Alexa Fluor 488 conjugated PTX and 405 and 430–480 nm for 
DAPI. The fluorescence intensity was determined in a.u. with Leica 
Application Suite X (LAS X, Leica Microsystems).

Human xenografts and tumor sampling

PTX-resistant MDA-MB-231 and A549 cells (100,000 cells) sus
pended in Geltrex LDEV-Free Reduced Growth Factor Basement 
Membrane Matrix were injected subcutaneously into 6-week-old fe
male athymic, immunodeficient mice (Crl:NU(NCr)-Foxn1nu; Ani
malab, Poland). Six weeks after inoculation, the tumors that arose 
were isolated, transferred, and stored in PBS with 10% paraformalde
hyde. The entire experiment with animals was performed in the An
imal Facility of Faculty of Biochemistry, Biophysics and Biotech
nology, Jagiellonian University, Poland, under permission no. 72/ 
2023 issued on 06.04.2023 by the 2nd Local Ethical Committee in 
Krakow.

Tumors were placed in water-soluble embedding medium (Frozen 
Section Media 22; Leica Biosystems Inc., Buffalo Grove, IL, USA), 
frozen in − 20◦C, and then sectioned on a cryostat (Leica CM1950, 
Leica Biosystems Inc.) in − 10◦C to 10-μm-thick slides. The slides 
were washed with distilled water to remove the sectioning media 

and the heat-induced epitope retrieval method was used. The slides 
were incubated with EDTA buffer (1 mM EDTA, 0.05% Tween 20 
[pH 8.0]) and heated 20 min in 96◦C. Next, samples were permeabi
lized and blocked with 1% FBS solution in PBS with 0.4% Triton 
X-100 at room temperature for 1 h. Primary antibodies (1:400) 
were added in 1% FBS solution in PBS with 0.1% Triton X-100 
and incubated at 4◦C overnight. Next, a secondary antibody 
(1:400) was added in 1% FBS solution in PBS with 0.1% Triton 
X-100 at room temperature for 2 h. After washing, the slides were 
mounted with SlowFade glass soft-set antifade mountant (with 
DAPI). TCS SP8 (Leica Microsystems,) with a 63×/1.40 objective 
(HC PL APO CS2, Leica Microsystems) was used for sample visual
ization. The samples were imaged with the following wavelength 
values for excitation and emission: 485 and 500–550 nm for Alexa 
Fluor 488 and 550 and 570–580 nm for Alexa Fluor 546.

Chromatin immunoprecipitation

ChIP was carried out according to the protocol previously 
described.56 DNA was extracted using phenol:chloroform:isoamyl 
alcohol (25:24:1). HIF1A was immunoprecipitated with anti-HIF-1 
alpha (D1S7W) Rabbit mAb in PTX-resistant MDA-MB-231 cells.

BRG1 binding motifs at the selected gene promoters were amplified 
using KAPA SYBR FAST Universal Master Mix, 0.1% DMSO and the 
following primer pairs: ABCC3 forward: 5′-GATTTGAGACTGAT 
CAGAACGGC-3′, reverse: 5′-ATAATATTCCAGAGGTAACTGC 
CA-3′; ABCC5 forward: 5′-CTTCCGGGTTCAAGCAGTTC-3′, 
reverse: 5′-AAAATACGGCGGGGTGAGG-3′; ABCC10 forward: 
5′- TACCCTTGGTACCGCGAGA-3′, reverse: 5′-GTAACAGGCA 
CTGAGCACGG-3′. As a control, manually designed fragments of 
promoters not containing BRG1 binding motifs was used: ABCC2 
forward 5′-AGGTCAAGGCTGCAATGAAT-3′, reverse: 5′-CTGTC 
ATCGACCCAACCTTT-3′.

Protein co-immunoprecipitation

A549 and MDA-MB-231 PTX-resistant cells were washed three 
times with PBS and lysed on ice in IP buffer composed of 20 mM 
HEPES—KOH, 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA, 20% glyc
erol, 0.1% NP-40 and protease inhibitors; sonicated with the ultra
sonic homogenizer Bandelin Sonopuls (HD 2070; 10 impulses, 
60%); and centrifuged (3,000 rpm, 4◦C, 10 min). Supernatant was 
incubated with anti-HIF1a antibody and control IgG at 4◦C for 
2 h. For another 1 h, lysates were added with Dynabeads (10 μL); 
then, they were washed 5× with the IP buffer and suspended in 
RIPA buffer in RIPA buffer (supplemented with 1 mM PMSF and 
PIC) with 5% β-mercaptoethanol and gel loading buffer and heated 
at 70◦C for 10 min. Beads were collected on a magnetic stand and su
pernatant was separated by SDS-PAGE electrophoresis followed by 
transfer of proteins on nitrocellulose membranes. BRG1, EP300, 
and HIF1a were detected on nitrocellulose membranes after over
night staining with corresponding primary antibodies (1:5,000) in 
Immobilon Signal Enhancer buffer. After subsequent staining with 
HRP-conjugated secondary antibodies (1:5,000 for antirabbit and 
1:2,500 for anti-mouse antibodies; room temperature; 2 h) in 
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Immobilon Signal Enhancer, the signal was developed with the 
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate and pictures 
were acquired using ProXima 2750 (Isogen Life Science).

Resazurin toxicity assay

The day prior to transfection, cells were seeded at a density of 10,000 
cells per well on 96-well black plates. After transfection and incuba
tion with drugs, cells were incubated with resazurin solution (5 μM) 
in the growth medium at 37◦C for 2 h. The fluorescence that corre
sponds to the metabolic activity of living cells was measured with a 
fluorescence microplate reader (BioTek Synergy HTX, Biokom, 
Poland) at excitation 530 and emission 590 nm. The fluorescence 
value for control cells was assumed to be 100%.

Caspase 3/7 activity assay

The day prior to transfection, cells were seeded at a density of 
2,000 cells per well on 384-well white plates. After transfection 
and incubation with inhibitor and PTX, cells were incubated 
with Caspase-Glo 3/7 Reagent (according to manufacturer proto
col) or resazurin solution (5 μM) in the growth medium at 37◦C 
for 1 h. The luminescence that corresponds to caspase 3/7 activity 
and fluorescence (excitation 530 and emission 590 nm) that cor
responds to the metabolic activity of living cells was measured 
with microplate reader (BioTek Synergy HTX, Biokom). The 
luminescence values were normalized to cell fluorescence in order 
to estimate the ratio between caspase activity and relative number 
of viable cells.

Statistical analysis

Data are shown as mean ± standard deviation (SD). Parametric or 
non-parametric test was conducted after testing Gaussian distribu
tion of data with the Shapiro-Wilk test. Student’s t test or the 
Mann-Whitney test was used to calculate statistically significant dif
ferences between two samples, while one-way analysis of variance 
(ANOVA) or Kruskal-Wallis test followed by corresponding post 
hoc test was carried out to compare multiple samples. Statistics 
were calculated using GraphPad Prism 8.01 software. Statistically 
significant differences were marked with * when p < 0.05, ** when 
p < 0.01, and *** when p < 0.001.
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Figure S1 Impact of MAF and ZNF76 on expression of some ABC genes in human cancers.  

Pan-Cancer (PANCAN) dataset was used to compute the mRNA level of selected ABC genes with respect to MAF (A) and ZNF7 (B) transcription 

yield in Xena Functional Genomics Explorer.
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Figure S2 Impact of ISL on expression of some ABC genes in human cancers.  

Pan-Cancer (PANCAN) dataset was used to compute the mRNA level of selected ABC genes with respect to ISL transcription yield in Xena Functional 

Genomics Explorer.
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Figure S3 Correlation between mRNA level of MAF, ZNF76, SMARCA4 and some ABC genes in human cancers.  

Pan-Cancer (PANCAN) dataset was used to compute the mRNA level of SMARCA4 and selected ABC genes with respect to MAF (A) or ZNF76 (B) 

transcription yield in Xena Functional Genomics Explorer.
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Figure S4 Correlation between mRNA level of HIF1, ISL, SMARCA4 and some ABC genes in human cancers.  

Pan-Cancer (PANCAN) dataset was used to compute the mRNA level of SMARCA4 and selected ABC genes with respect to HIF1 (A) or ISL (B) 

transcription yield in Xena Functional Genomics Explorer.
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Figure S5. Impact of HIF1A on ABCC transporter expression in A549 and MDA-MB-231 paclitaxel sensitive cells

mRNA level of some ABC genes was compared in cells following their transfection with siCTRL or siHIF1A, siMAF, siISL1 (72 h) by real-time PCR in

MDA-MB-231 (A) and A549 (B) cells. Raw values were normalized first to housekeeping genes (ACTB, GAPDH and HPRT1), and then the ratio was

assumed as 1 in control sample. The difference between two means was tested with Student’s t-test, and statistically significant differences are

marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001.
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10 μm

Figure S6. Transient silencing of HIF1A reduces expression on ABCC transporters overrepresented in lysosomes of paclitaxel-

resistant cells and decreases drug lysosomal uptake

(A)The expression and intracellular localization of ABCC5 and ABCC10 in HIF1A proficient and deficient A549-PTX cells were analyzed by

immunocytostaining followed by confocal microscopy. Green fluorescence corresponds to ABCC5 and ABCC10, DNA was stained with DAPI (blue), whereas

lysosomes with LysoTracker (red). The green fluorescence intensity, which corresponds to intracellular ABCC5 and ABCC10 protein abundance (B), and

colocalization between ABCC5 or ABCC10 and lysosomes (C) were determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. The difference between

two means was tested with Student’s t-test, and statistically significant differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001.

(D) HIF1A causes lysosomal sequestration of doxorubicin in lysosomes of paclitaxel-resistant cancer cell lines. Colocalization of autofluorescent doxorubicin

and lysosomes was compared between HIF1A proficient and deficient cells. Doxorubicin is marked red, lysosomes in green (LysoTracker Deep Red), DNA in

blue (DAPI). The colocalization (E) was determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. The difference between two means was tested with

Student’s t-test, and statistically significant differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001. (F) Comparison of HIF1A

mRNA level in non-resistant and paclitaxel- resistant A549 and MDA-MB-231 cells by real-time PCR. Raw values were normalized first to housekeeping

genes (ACTB, GAPDH and HPRT1), and then the ratio was assumed as 1 in control sample. The difference between two means was tested with Student’s t-

test, and statistically significant differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001. (G) Comparison of HIF1A and EP300

protein level in non-resistant and paclitaxel- resistant A549 and MDA-MB-231 cells was studied by Western Blot. Histone H3 was used as a loading control.

(H) The HIF1A stability was compared in basal and paclitaxel resistant cells control and cells pre-treated with proteasome inhibitor (MG132; 1 µM). HIF1a

protein level was studied by Western Blot. Histone H3 was used as a loading control.
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Figure S7. BRG1 and p300 associate with HIF1A in promoters of transcriptionally active ABCC genes

(A) Diagram presenting HIF1A binding motif (“KACGTGS”) at the promoter of ABCC2 with respect to transcription start site (TSS). (B) Column chart

presents mapped reads of H3K4me3, p300 and BRG1 counted on HRE motif (±1 kbp) the promoter of ABCC2 in resistant and non-resistant cells. (C)

HIF1A is not enriched at the promoter of ABCC2 in paclitaxel-resistant A549 and MDA-MB-231 phenotypes. The abundance of HIF1A at the gene

promoters was compared and quantified by ChIP-qPCR in basal and paclitaxel resistant cell lines. Raw values were normalized to IgG. The difference

between two means was tested with Student’s t-test, and statistically significant differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, ***

when p < 0.001. (D) The colocalization between HIF1A and p300 and DAPI representing proteins abundance in chromatin was determined in arbitrary

units (a.u.) with Leica Application Suite X. The difference between two means was tested with Student’s t-test, and statistically significant differences are

marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001. (E) The BRG1 abundance on chromatin in HIF1A silencing MDA-PTX and A549-

PTX cells. The fluorescence intensity of labelled-antibodies was determined in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. The difference

between two means was tested with Student’s t-test, and statistically significant differences are marked with * when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, ***

when p < 0.001. (F) HIF1A and BRG1 as well as HIF1A and p300 co-silencing do not act synergistically and phenocopy the effect of single HIF1A

silencing on transcription of ABCC5 and ABCC10 in paclitaxel-resistant MDA-MB-231 and A549 cells. mRNA level was compared in cells 72h after their

transfection with siCTRL, siHIF1A alone or in combination with siSMARACA4 and siEP300 by real-time PCR in paclitaxel resistant MDA-MB-231 and

A549 cells. Raw values were normalized first to housekeeping genes (ACTB, GAPDH and HPRT1), and then the ratio was assumed as 1 in control

sample. The difference between means was tested using one-way ANOVA Kruskal-Wallis test, and statistically significant differences are marked with *

when p < 0.05 *, ** when p < 0.01, ***
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Abstract: 

p53 is a transcription activator or repressor that acts mainly by having direct control over the 

expression of CDK inhibitor – p21 in response to DNA damage. In this study, molecular 

evidence was provided for the occurrence of p53 at the subset of E2F1-driven promoters and 

their suppression, despite the co-occurrence of p53 with p300. P53 repressed promoters were 

characterized by relatively high nucleosome density and demethylation of H3K4, followed by 

low H3K27 acetylation and trimethylation of H3K4. Induction of the ATM/ATR-Chek1/2-p53 

pathway by sub-lethal doses of cisplatin caused the release of p53 from gene promoters, 

chromatin relaxation and the gain of transcription permissive histone marks. Mechanistically, 

p53 maintained the KDM5B that is associated with gene promoters, thereby conditioning the 

demethylation of H3K4me3. P53 formed an immunoprecipitable complex with KDM5B, E2F1, 

p300 and H3K4me2 in intact cells, which decomposed with cisplatin and substantially 

increased the level of H3K4me3 in the p300 interactome. The extrusion of KDM5B from the 

chromatin was triggered by cisplatin, transient p53 silencing or KDM5B inhibition, also enabled 

p300 enrichment and increased gene transcription. In summary, p53 directly suppressed the 

subset of E2F1-driven genes in proliferating cells by maintaining KDM5B associated with gene 

promoters and inhibiting p300-mediated transcription. 

Keywords:  DNA damage response, cisplatin, p53, p300, KDM5B
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Introduction:

 Tumor suppressor p53 is best known as a transcription factor that controls cell fate after 

multiple stress signals,  including DNA damage, oncogenic stress, replication stress, oxidative 

stress, hypoxia and ribosomal stress. The core set of the p53 known target genes have diverse 

biological functions such as apoptosis, cell cycle arrest, differentiation, metabolism, autophagy 

and DNA repair (1). p53 is a transcription factor that binds to the genome by its DNA recognition 

motif, the p53 response element (p53 RE), and facilitating or preventing the formation of active 

transcription complexes thereby activating or repressing genes (1,2). Despite protracted 

studies on this protein, there has not been a proven universal model of p53-dependent gene 

activation or suppression, with these 2 opposed impacts seeming to be conditional and signal-

specific. The sequence differences in p53REs were thought to determine gene induction or 

repression, but later genome-wide data has demonstrated that p53 is actually associated with 

transcriptional activation at the binding sites (2). The repression of genes transcriptionally 

controlled by the E2F family of TFs is frequently assigned to indirect p53-dependent 

transactivation of p21 (CDKN1A), which inhibits CDK and stops mitotic divisions by recruiting 

the transcriptional repressor Rb to E2F1-driven promoters. p53 also directly 

transactivates E2F7 that encodes a repressive member of the E2F family. p53 also activates 

the expression of various miRNAs and long non-coding RNAs, which in turn impacts 

transcription yield (1,3). The analysis of the p53 direct transcriptional program using Global 

Run-On sequencing (GRO-seq) showed that p53 represses a subset of its activation targets 

(e.g. PTP4A1, HES2, GJB5) before its activation in the steady state of proliferating cells (4). 

However, many concerns have been raised regarding the mechanism by which p53 is localized 

to the repressed promoters and how it switches from activation to repression. The co-repressor 

interaction with chromatin remains controversial, despite good experimental evidence. The 

tight link between the p53 mode of action and enhancer activation may explain the lack of 

perfect overlap between p53-dependent genes among various cell types and conditions, often 

referred to as proof of misinterpreted p53 targets. 

Since p53 peaks are usually smaller on repressed genes when compared to activated ones, 

Peuget and Selivanova suggested that the low occupancy of p53, probably at the repressed 

promoter, reflected a more transient binding mode that was necessary to establish the 

repressive chromatin landscape but not to maintain it (1). Furthermore, p53-repressed genes 

frequently displayed lower affinity p53 RE in their promoters, whereas most cell types which 

are independent of the type of activating stimuli largely comprise of high affinity p53 RE. 

Regarding the p53 repressive role and its interaction with DNA in a steady state, we identified 

and characterized some of the p53 repressed gene promoters in proliferating cells. MCF7 

breast cancer cells were used as they express wild-type p53. These cells were characterized 
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by a p53-dependent resistance to cisplatin, proved by the sensitization of the cells to drugs 

after the disruption of p53 by human papilloma virus (HPV) infections (5). To avoid the 

complexity caused by cell cycle inhibition and likely impact of E2F-Rb at gene transcription, 

the  cells were exposed to cisplatin at a dose which induced the arrest of mitotic divisions or 

cell death, but at the same time was high enough to activate ATM/ATR-Chek1/2-p53 pathway 

and trigger the redistribution of p53 in the genome. 

The cytotoxic effect of the anticancer drug cisplatin arises through the formation of intra- and 

inter-strand DNA and DNA-protein crosslinks blocking the progression of DNA replication 

during the S-phase and thereby causing double-strand breaks (DSBs) that gave rise to 

insertions, deletions or even translocations (6,7). While ataxia telangiectasia mutated (ATM) 

was activated by DSBs, ATM-related (ATR) was activated by stalled DNA replication forks after 

cisplatin treatment (7). Phosphorylation of downstream targets, including Chek1/2 kinases and 

p53, lead to p21-mediated arrest in G1, whereas the phosphorylation of H2Ax at sites of DNA 

lesions enabled the recruitment of DNA repair proteins (8). Although treatment conditions were 

chosen to avoid cell cycle inhibition, the chromatin rearrangement at the site of  p53 binding in 

a steady state was observed. Previous reports linked p53-dependent gene suppression with 

the recruitment of corepressors such as histone deacetylases (HDACs), to inverted (head-to-

tail) or imperfect p53REs that imparted repressive activities on p53 and enhanced competition 

with transcriptional activators by p53 (1,3). Several factors were suggested that cooperated 

with p53 mediated repression, including NF-Y, mSin3a and HDAC1. The competition of p53 

with SP1 for the repression of genes encoding telomerase and nestin was also reported (1). 

In this paper we provided experimental, mechanical evidence on the role of p53 in KDM5B-

mediated chromatin remodelling and repression of genes that were activated by p300 and 

characterized by motifs for the E2F family of transcription factors in their promoters. Attention 

was paid to any functional p53-p300 crosstalk, as p53-p300 interaction triggered by cisplatin 

has previously been described where p53 emerged as being required to recruit p300 to the 

promoter of ABCC10 and hence, served as a gene activator (9). CITED2/p300 recruitment by 

p53 to the promoter of the DNA repair gene ERCC1 in response to cisplatin facilitated DNA 

repair is another example (7). In this current model, the cisplatin-induced extrusion of p53 from 

the promoters of some E2F-dependent genes, which were characterized by the presence of 

p53 binding motifs, upregulated gene transcription in a way similar to p53 silencing. In the 

subset of p53 repressed genes, we observed previously undescribed relationships between 

p53 interaction with DNA, lysine acetylation and methylation of histone H3, resulting from the 

physical and functional interaction between p53, p300 and KDM5B.
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2. Methods:

2.1 Materials

Breast cancer cell line MCF7 was purchased from ATCC. DMEM High Glucose w/ L-Glutamine 

w/ Sodium Pyruvate, fetal bovine serum and antibiotics (penicillin and streptomycin) were from 

Biowest (CytoGen, Zgierz, Poland). Resazurin sodium salt (#R7017), DAPI (#10236276001) 

cisplatin (#232120), KU-60019 (SML1416) and sodium butyrate (#303410) were from Sigma 

Aldrich (Poznan, Poland). C646 (#10549), PBIT (#16272), GSK-LSD1 (#16439) from Cayman 

Chemical, were ordered in Biokom (Janki/Warsaw, Poland). siRNA Control (sc-37007) was 

purchased from Santa Cruz Biotechnology (AMX, Lodz, Poland). Nunc™ Lab-Tek™ Chamber 

Slide, oligonucleotides for Real-time PCR, TP53 Silencer Select siRNA (#106140), 

Lipofectamine RNAiMAX, OptiMem, Dynabeads™ Protein G, UltraPure™ 

Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol (25:24:1, v/v), TRI Reagent™, High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit, SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate, 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (#01154870), Pierce™ Protease Inhibitor Tablets 

(EDTA-free; PIC), Pierce™ Phosphatase Inhibitor Mini Tables, SlowFade™ Glass Soft-set 

Antifade Mountant (with DAPI), Phosphoserine/threonine/tyrosine polyclonal antibody 

(#XF342757), Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ 

546 (#A-11010), PowerUp™ SYBR® Green Master Mix, were from Thermofisher Scientific 

(Thermofisher Scientific, Warsaw, Poland). DNA Damage Antibody Sampler Kit (#9947), p300 

(D2X6N) Rabbit mAb (#54062), p53 (7F5) Rabbit mAb (#2527), p53 (1C12) Mouse mAb 

(#2524), E2F1 Rabbit Ab (#3742), JARID1B (E2X6N) Rabbit mAB (#15327), PCNA (D3H8P) 

XP ® Rabbit mAB (#13110), Acetylated-Lysine Rabbit Ab (#9441), Mono-Methyl Histone H3 

(K4) (D1A9) XP ® Rabbit mAb (#5326), Di-Methyl-Histone H3 (K4) (C64G9) Rabbit mAb 

(#9725),Tri-Methyl-Histone H3 (Lys4) (C42D8) Rabbit mAb (#9751), Acetyl-Histone H3 

(Lys27) (D5E4) XP® Rabbit mAb (#8173), Histone H3 Rabbit Ab (#9715), Histone H3 (D2B12) 

XP® Rabbit mAb (ChIP Formulated) (#4620), anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody (#7074), 

Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody (#7076), Anti-rabbit IgG (H+L), F(ab')2 Fragment (Alexa 

Fluor® 488 Conjugate) (#4412), Anti-mouse IgG (H+L), F(ab')2 Fragment (PE Conjugate) 

(#59997), were from Cell Signaling Technologies (LabJOT, Warsaw, Poland). NEBNext® 

Ultra™ II DNA Library Prep with Sample Purification Beads (#E7104), NEBNext® Poly(A) 

mRNA Magnetic Isolation Module (#E7490), NEBNext Ultra II RNA First Strand Synthesis 

Module (#E7771), NEBNext Ultra II Non-Directional RNA Second Strand Module (#E6111), 

NEBNext® Ultra™ II DNA Library Prep with Sample Purification Beads (#E7103) and 

NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina® (Index Primers Set 3) (#E7710) were from New 

England Biolabs (LabJOT, Warsaw, Poland). MGIEasy PCR-Free DNA Library Prep Set and 
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DNBSEQ-G400RS High-throughput Sequencing Kit (FCL SE100) were from Perlan 

Technologies (Perlan Technologies Poland, Warsaw, Poland).

2.2 Cells and treatment

MCF7 breast cancer cells were cultured in DMEM supplemented with 10% FBS and 

penicillin/streptomycin (50 U/ml and 50 µg/ml, respectively) in 5% CO2. iEP300 (C646, 5 µM), 

iATM/ATR (KU-60019, 5 µM), iLSD1 (GSK-LSD1, 0,1µM), iKDM5B (PBIT, 5 µM) and iHDAC 

(Sodium butyrate, 100 µM)  were added to cells 6h or 24h before analysis (depending on the 

tested parameters) or 2h before treatment with cisplatin.

2.3 Gene transcription with real-time PCR

For mRNA expression evaluation, total RNA was extracted from cells using TRI Reagent™. 

Afterwards, mRNA was reverse transcribed with the High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit. The expression of selected genes was measured in Bio-Rad CFX96 C1000 

Touch Real-Time system, using: PowerUp™ SYBR® Green Master Mix and the manually 

designed primer pairs: (ACTB Forward: 5’ TGGCACCCAGCACAATGAA 3’, Reverse 5’ 

CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA 3’, TBP1 Forward: 5’ CACGAACCACGGCACTGATT 

3’, Reverse: 5’: TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC’ DUSP12 Forward: 5’ 

TCCATGCTTACCACAGGGAG 3’, Reverse: 5’: AACCCAACTTGGCACTGCAT’, FANCI 

Forward: 5’ CCACCTTTGGTCTATCAGCTTC 3’, Reverse: 5’: 

CAACATCCAATAGCTCGTCACC’) according to the protocol provided by the manufacturer.

mRNA level of particular genes was first normalized to housekeeping genes (ACTB, TBP1). 

The ratio between the studied and housekeeping genes was assumed to be 1 for control cells.

2.4 Protein detection with western blot

For protein expression evaluation cells were lysed in RIPA buffer (supplemented with 1 mM 

PMSF, Phosphatase Inhibitor and PIC) and sonicated (Bandelin Sonopuls HD2070); Next, 

proteins were separated by SDS–PAGE, transferred into a nitrocellulose membrane, and 

stained with primary antibodies (1:5000) at 4°C overnight. After subsequent staining with HRP-

conjugated secondary antibodies (1:5000 for antirabbit and 1:2500 for anti-mouse antibodies; 

room temperature; 2 h), the signal was developed with the SuperSignal™ West Pico 

Chemiluminescent Substrate and pictures were acquired using ChemiDoc-IT2 (UVP, Meranco, 

Poznan, Poland). H3 was used as the control.

2.5 Confocal imaging

For the confocal imaging of chromatin associated proteins, cells were seeded and treated with 

inhibitors and cisplatin on a Nunc™ Lab-Tek™ chamber slide. Cells were fixed with a 1% 
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formaldehyde solution in PBS at room temperature for 15 min, permeabilized and blocked with 

1% FBS solution in PBS with 0.1% TritonX-100 at room temperature for 1h. Primary antibodies 

(1:400) were added in 1% BSA solution in PBS with 0.1% TritonX-100 and incubated at 4 °C 

overnight. Next, a secondary antibody (1:400) was added in 1% BSA solution in PBS with 0.1% 

TritonX-100 at room temperature for 2h. After washing, the slides were mounted with 

SlowFade™ glass soft-set antifade mountant (with DAPI). TCS SP8 (Leica Microsystems, 

Germany) with a 63x/1.40 objective (HC PL APO CS2, Leica Microsystems, Germany) was 

used for sample visualization. The samples were imaged with the following wavelength values 

for excitation and emission: 485 and 500-550 nm for Alexa Fluor® 488, 550 and 570-580 nm 

for Alexa Fluor® 546, 480 and 570-580 nm for R-phycoerythrin (PE), 405 and 430-480 nm for 

DAPI. The fluorescence intensity and colocalization was determined in arbitrary units (a.u.) 

with Leica Application Suite X (LAS X, Leica Microsystems, Germany). 

2.6 Co-immunoporecipitation

After treatment with inhibitors and cisplatin cells were washed three times with PBS and lysed 

on ice in IP buffer composed of 20 mM HEPES – KOH, 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0.2 mM 

EDTA, 20% glycerol, 0.1% NP-40 and protease inhibitors; sonicated with the ultrasonic 

homogenizer Bandelin Sonopuls (HD 2070; 10 impulses, 60%); and centrifuged (3 000 rpm, 4 

°C, 10 min). Supernatant was incubated with anti-p53, anti-E2F1 or anti-EP300 antibodies and 

control IgG at 4 °C for 2 h. For another 1 h, lysates were added with Dynabeads (10 µL); then, 

they were washed 5× with the IP buffer and suspended in RIPA buffer (supplemented with 1 

mM PMSF and PIC) with 5% β-mercaptoethanol and gel loading buffer and heated at 70 °C 

for 10 min. Beads were collected on a magnetic stand and supernatant was separated by SDS-

PAGE electrophoresis followed by transfer of proteins on nitrocellulose membranes. 

Interacting partners were detected on nitrocellulose membranes after overnight staining with 

corresponding primary antibodies (1:5000; 4°C; overnight) and subsequent staining with HRP-

conjugated secondary antibodies (1:5000; room temperature; 2h). The signal was developed 

with the SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate and pictures were acquired 

using ChemiDoc-IT2 (UVP, Meranco, Poznan, Poland).

2.7 Chromatin immunoporecipitation (ChIP)

Chromatin immunoprecipitation was carried out according to the protocol previously described 

(10). DNA was extracted using phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1). P53 was 

immunoprecipitated with p53 (7F5) Rabbit mAb, EP300 with p300 (D2X6N) Rabbit mAb, 

KDM5B with JARID1B (E2X6N) Rabbit mAB, H3K4me3 with Tri-Methyl-Histone H3 (Lys4) 

(C42D8) Rabbit mAb and H3K27ac with Acetyl-Histone H3 (Lys27) (D5E4) XP® Rabbit mAb 

in non-treated MCF7 cells and treated with cisplatin/inhibitors/siRNA MCF7 cells. 
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1μg of immunoprecipitated DNA fragments was converted into library for sequencing using 

NEBNext® Ultra™ DNA Library Prep Kit with Sample Purification Beads for Illumina® and 

NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina® (Index Primers Set 3) according to instruction 

provided by manufacturer. DNA library was sequenced on NextSeq 550 in the Department of 

Clinical Genetics, Medical University of Lodz, and data were released as fastq files. 

Histone modifications and transcriptional regulators on DUSP12 and FANCI promoters was 

analyzed using ChIP-qPCR using PowerUp™ SYBR® Green Master Mix, 0.1% DMSO and 

manually designed primer pairs. Primers were designed based on p53 binding motifs from 

ChIP-seq data : FANCI Forward 5’ CAGGAGGGAAGCTGAACCTG 3’, Reverse 5’ 

ATGAAGACTGAAGGGGTGCC  3’; DUSP12 Forward: 5’ CCAAGAGAGGAGGAGGGTTG 3’, 

Reverse: 5’ CAATAATCGGGGTGGGTGTCT 3’, Data were normalized to samples containing 

non-specific IgG or histone H3 (for H3K4me3 and H3K27ac).

2.8 Library preparation for RNA-seq

Total RNA was isolated using TRI Reagent™. Next, 10 ng of DNA-free total RNA was used 

to isolate mRNA using NEBNext® Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module.Next mRNA 

was converted do cDNA using NEBNext Ultra II RNA First Strand Synthesis Module and 

NEBNext Ultra II Non-Directional RNA Second Strand Module according to manufacturer 

instructions. The purified cDNA was used for RNAseq library preparation using MGIEasy 

PCR-Free DNA Library Prep Set according to manufacturer’s protocol. Sequencing was 

performed using DNBSEQ-G400 in the Department of Clinical Genetics, Medical University 

of Lodz, and data were released as fastq files. 

2.9 Bioinformatic analysis in usegalaxy.org (server version 25.0.2.dev0)

After the quality control in FastQC the raw reads (as fastq.gz) derived from ChIP- and RNA-

Seq were trimmed to reads with Qphred>30. 

ChIP-Seq-derived reads were mapped to human genome (hg19) with Bowtie2. For peak 

calling we use MACS2 callpeak with peak detection based on p<0.001. The genome coverage 

was normalized to counts per million (CPM) with bamCoverage and saved in bigwig for further 

visualization in UCSC Human Genome Browser. Gene promoters were assumed as regions ± 

5kbp from transcription start sites (TSS), which were derived from UCSC GTEx Gene V8 

(Table: gtexGeneV8). Heatmap and plot distribution of proteins were generated by 

computeMatrix with bigwig as score files, regions to plot in bed from MACS2 peaks or USCS 

tables, a reference-point (center of region) and selected distance upstream and downstream.  

Pearson correlation coefficient and correlation heatmap for E2F1 motifs in the genome (filtered 

out from UCSC table wgEncodeRegTfbsClusteredV3) and gene promoters (from Table: 
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gtexGeneV8). Overlapping region in genome were searched with Intersect tool for data saved 

in intervals or bedtools Intersect intervals for data saved in bed. The coverage with mapped 

reads (as BAM) for specific genomic regions or promoter subsets (as BED) and considered 

features (proteins or H3 modifications) was counted with bedtools MultiCovBed. The FASTA 

sequences for p53 peaks in activated and repressed promoters (as BED) were derived from 

server indexed file (fasta id: Human (Homo sapiens): hg19) using bedtools getfasta. P53 

binding motif was taken from JASPAR (MA0106.3) and aligned to FASTA sequences in MEME 

Suite 5.5.8 tool: Find Individual Motif Occurences (FIMO). Top20 transcription factors and co-

factors for the promoter subsets and, then, for p300-p53 promoters were identified and counted 

by comparing promoter regions with wgEncodeRegTfbsClusteredV3 table (as BED), and 

transcription factors were sorted by frequency of their occurrence. 

RNA-Seq-derived data were mapped to hg19 reference genome with HISAT2 with default 

parameters, and gene expression was measured by featureCounts using built-in hg19 

genome. Differential gene expression analysis and normalization (filtered and normalized 

counts tables) were carried out with limma-voom using the following parameters: normalization 

method – TMM; filtering on count-per-million (CPM) with CPM below 1 in minimum 3 samples; 

minimum Log2 fold change – 1; p value adjusted threshold – 0.05; p value adjustment method 

– Benjamini and Hochberg (1995). Normalized counts were then plotted using Heatmap2 and 

the following parameters: compute z score on columns; clustering rows and not columns; 

distance method – Euclidean; clustering method – average (UPGMA). 

Datasets from SRA for MCF7 cell line: 

H3K27ac SRR12349339 and SRR10887027

H3K4me3 SRR12349279 and 10886967

H3K4me2 SRR7686906

H3K4me1 SRR7952790, SRR7952791, SRR7952792 and 

SRR7952793

H3K9me3 SRR14678506 and SRR14678507

H3K27me3 SRR3159919 and SRR3159920

ER SRR23071683 and SRR23071681

POLR2A SRR10320030

POLR2A Ser2P SRR10320034

LSD1 SRR14213437

EZH2 SRR15724297

KDM5B SRR827515
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HDAC1 SRR14777638

MLL1 SRR4011725

MLL2 SRR4011726

MLL3 SRR3561357

MLL4 SRR19782007

H3K4m3e in WT SRR7686907

H3K4m3e in KDM5B KO SRR7686919

2.10 Cell cycle analysis

Cells treated with different cisplatin concentrations was trypsinized and washed with PBS. Next 

cells were fixed with 0,5% formaldehyde solution in PBS,15 min at room temperature. In the 

next step cells was incubated with 0,1% Triton X-100 solution. After subsequent washing cells 

were treated with RNAse A solution in 1% BSA solution and incubated 2h in 37°C. After 

incubation cell suspension was staining with DAPI (1 ug/mL).The fluorescence intensity was 

measured by a flow cytometer LSR® II (Becton Dickinson) at ex: 405nm / em: 480 nm/nm. The 

cell population was discriminated based on FSC-A and SSC-A parameters in Flowing Software 

2.

2.11 Resasurin toxicity assay

The day prior to treatment, cells were seeded at a density of 2000 cells per well on Nunc® 

MicroWell™ 384-well optical bottom plates. After incubation with cisplatin cells were incubated 

with the resazurin solution (5 µM) in the growth medium at 37 °C for 2 h. The fluorescence that 

corresponds to the metabolic activity of living cells was measured with a fluorescence 

microplate reader (BioTek Synergy HTX, Biokom, Poland) at excitation 530 and emission 590 

nm. The fluorescence value for control cells was assumed to be 100%.

2.12 Statistical analysis

Data are shown as mean ± standard deviation (SD). Parametric or non-parametric test was 

conducted after testing Gaussian distribution of data with the Shapiro–Wilk test. Student’s t 

test or the Mann–Whitney test was used to calculate statistically significant differences 

between two samples, while one-way analysis of variance (ANOVA) or Kruskal-Wallis test 

followed by corresponding post hoc test was carried out to compare multiple samples. 

Statistics were calculated using GraphPad Prism 8.01 software. Statistically significant 

differences were marked with * when p < 0.05, ** when p < 0.01, *** when p < 0.001.
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3.Results:

3.1 Activation of ATM/ATR-Chek1/2-p53 pathway by cisplatin causes redistribution of 
p53 in the genome

In the search for genes repressed by p53 in MCF7 cells, a range of cisplatin concentrations 

(0.5-80 µM) were first tested to find the correct dose of the drug which activated the ATM/ATR-

Chek1/2-p53 pathway without any considerable impact on cell cycle progression. There was 

no cell cycle arrest for up to cisplatin concentrations of 5 µM, as shown by the expression of 

mitotic markers, cell cycle analysis and viability test (Fig.1A, Supplem. Fig. 1A -B). At a 

concentration of 5 µM the considered drug induced mild genotoxic stress was confirmed by 

increased DNA double strand breaks (pH2Ax) and the phosphorylation of ATM/ATR-Chek1/2-

p53 cascade components, while the level of p53 remained unchanged (Fig.1A, Supplem. Fig 

1C). Surprisingly, the fluorescence of p53 in the nucleus substantially declined after cisplatin, 

quantified by confocal imaging (Fig. 1B). This suggested that p53 is bound to DNA in a steady 

state and that activation of ATM/ATR-Chek1/2-p53 triggered redistribution of p53 from the 

chromatin, which was followed by the extrusion of a considerable portion of p53. 

Pharmacological inhibition of ATM/ATR prevented the p53 eviction and maintained any p53 

that was bound to DNA (Fig. 1C). This indicated that p53 activation induced a decrease in p53 

interaction with DNA. This was also observed in the ChIP-Seq experiment, where the total 

number of p53 peaks in the genome and at the gene promoters declined after cisplatin (Fig. 

1D). P53 enriched regions were shifted in the genome and detected upstream closer to TSS 

and downstream further from TSS (Fig. 1E). p53 enriched regions were created one peak right 

before TSS in untreated cells, whereas after cisplatin, p53 split into 2 peaks adjacent to TSS, 

which may point to the formation of transcription initiation complex in the proximity to the first 

exon (Fig. 1F). This observation  suggested that p53 is associated with repressed promoters 

in proliferating, untreated cells, whereas its activation with the drug moves the protein 

transcriptionally permissive promoters. As a control, the p53 occurrence at the promoter of 

CDKN1A was monitored, as a known direct target of p53 (Fig. 1G). In the steady state, p53 

was found at 3 regions upstream of CDKN1A, with the peak localized directly at TSS 

considerably erased and split after cisplatin (cropped, red box). This corresponded to the p53 

redistribution around TSS shown in Fig. 1F. In a Venn diagram the peak enriched regions 

between untreated and cisplatin treated cells in the genome were compared, specifically at the 

gene promoters assumed to be TSS ± 5 kbp (Fig. 1H-I). Only 26% of p53 peaks detected in 

untreated cells remained unchanged after cisplatin, which caused both p53 extrusion and de 

novo recruitment to chromatin. The prevailing number of mobile peaks were detected in the 

intergenic regions. 
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These results suggest that p53 is bound to the subset of genomic regions in proliferating, 

untreated cells and is mostly redistributed to other locations after cisplatin. 

 
Fig. 1 Activation of ATM/ATR-Chk1/2-p53 pathway by cisplatin induces substantial p53 extrusion from the 
chromatin

(A) Cisplatin causes DNA lesions and activates DNA damage response cascade as evidenced by western blot 
detection of phosphorylated p-H2AX and components of ATM/ATR-Chk1/2-p53 pathway. Histone H3 served as 
loading control. Treatment condition: 5 µM cisplatin for 6 h. (B-C) Association of p53 with chromatin declines after 
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cisplatin but (D-E) it is prevented by iATM/ATR (KU-60019, 5 µM added 2 h prior to cisplatin). Immunostaining of 
p53 bound to chromatin was visualized by confocal microscopy (B), and (C) fluorescence intensity was quantified 
in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. (D) Extrusion of p53 from the chromatin in response to cisplatin 
is confirmed by decreased p53 peak number. p53-enriched regions were scored after MACS2 peak calling at 
p<0.001. Gene promoters were assumed as regions ± 2 kbp from TSS. (E-F) Cisplatin triggers p53 redistribution in 
the genome. (E) The most significant shift in localization of p53 peaks is observed for regions furthest from TSS. 
(F) Cisplatin causes also considerable change in the profile of p53 occurrence around TSS. (G) In untreated cells 
p53 is bound to chromatin at the regulatory regions of CDKN1A, which are marked by massive H3K27 acetylation. 
The level of p53 at TSS declines after cisplatin. p53 ChIP-Seq data as bigwig are visualized in UCSC Human 
Genome Browser (hg19) and align to H3K27ac from ENCODE. (H) Genome-wide response of chromatin to cisplatin 
is followed by substantial p53 extrusion and considerably smaller number of de novo enriched regions. Localization 
of p53 peaks (p<0.001) is compared on venn diagram between untreated and cisplatin treated cells. (I) Division of 
peaks into specific locations in the genome (intragenic vs intergenic) and gene promoters show the strongest p53 
redistribution in the intergenic regions. 

3.2 p53 extrusion from p53-p300-E2F1 assembled complexes in steady state is followed 
by p300 enrichment at the gene promoters

In the search for possible interacting transcription co-factors , the Top 20 motifs were identified 

that overlap with the 3 p53 peak types: extruded, remaining and de novo (Fig. 2A). All 3 peak 

types shared 18 transcription factor motifs. p53 extruded peaks were frequently found at E2F4 

and EGR1 binding sites, whereas unchanged and de novo deposited peaks were at p300 and 

RCOR1 motifs. When supported by  previous studies, this observation may suggest that p53 

recruitment to chromatin in response to cisplatin could activate transcription by interacting with 

p300. However, when p53 peaks at the gene promoters featured by p300 motifs were counted, 

we surprisingly found their prevailing number in untreated cells (Fig. 2B). In untreated cells, 

p53 peaks on p300 motifs were also featured by more frequent occurrences of the binding 

sites for E2F family members, specifically E2F1, E2F4 and E2F7 (Fig. 2C), as well as for 

chromatin remodelling enzymes such as KDM5B and HDAC1. The confocal imaging of p53 

and p300 in cell nuclei confirmed the co-localization on the chromatin of untreated cells, and 

declined in co-distribution after cisplatin (Fig. 2D-E). Although the total level of p53 

considerably decreased in cells challenged with the anticancer drug, the p300 occurrence on 

chromatin substantially increased (Fig. 2F). This finding was also confirmed by a ChIP-Seq 

experiment for p300, where the enzyme was enriched at considered E2F1 motifs after 6 h cell 

treatment with cisplatin, but was erased strikingly after longer incubation (Fig. 2G). This was 

confirmed by confocal microscopy (Supplem. Fig 1D-F) and protein co-immunoprecipitation 

(Supplem.Fig 1G-H) and showed an increase in the interaction between p300 and E2F1 after 

treatment of the cells with cisplatin. However, as suggested by the p53 distribution on the p300 

motifs (in Fig. 2B) and p53-p300 colocalization in the genome, cisplatin caused a substantial 

decline in the number of p53-p300 overlapping peaks at the E2F1 motifs (Fig. 2H). This 

indicated that p53 could interact with p300 at the promoters with E2F motifs in intact cells and 

that p53 de novo recruitment to chromatin in response to cisplatin may not be linked with co-

recruitment of p300. The Pearson correlation coefficient between p53 and p300 at the gene 
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promoters (genome wide) were similar, regardless of the cisplatin treatment (Fig. 2I), but 

dropped substantially at the promoters with E2F motifs from 0.6 to 0.48. Co-

immunoprecipitation of p53 indicated the assembly of p53, p300 and E2F1, but cisplatin 

caused the decomposition of the complex and a confirmed decline in p53-p300 co-occurrence 

at the gene promoters with E2F1 motifs (Fig. 2J). Inhibition of ATM/ATR enhanced p53-p300-

E2F1 interaction and prevented the disassembly of the complex in response to cisplatin. A 

prevailing number of pre-existing p53-p300 complexes enriched at E2F1 promoters were lost 

after cisplatin and lower numbers occurred de novo (Fig. 2K). Despite the extrusion of p53 

from p53-p300-E2F1 promoters, p300 remained bound to the DNA after exposure of the cell 

to cisplatin. The quantification of p300 at the p53 extruded and de novo enriched promoters 

indicated an increase in p300 after 6 h, which was considerably higher at p53 extruded than 

de novo recruited p53 (Fig. 2L). Therefore, p53 extrusion from pre-existed p53-p300-E2F1 

complexes is associated with a substantial enrichment of p300. 
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Fig. 2 p53 extrusion from the subset of p300-bound promoters leads to significant p300 enrichment in 
response to cisplatin

(A) Extruded, maintained and de novo enriched p53 genomic regions were searched for transcription factors in 
UCSC table wgEncodeRegTfbsClusteredV3. TOP20 most frequently occurred TFs are compared on venn diagram. 
(B) p53 enriched region in untreated cells frequently overlap p300 binding motifs. (C) Analysis of TF binding sites 
indicates that p300 motifs more often co-occur with E2Fs and histone remodeling enzymes such as HDAC1 and 
KDM5B at p53 peaks, which are erased after cisplatin. The difference in frequency of motif occurrence at p300 
motifs was compared between p53 peaks, which are extruded, maintained or deposited de novo after cisplatin. (D-
E) Nuclear colocalization of p300 and p53 declines after cell treatment with cisplatin. (D) Confocal images show 
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nuclear distribution of p300 (green – AlexaFluor488) and p53 (red – PE). DNA (blue) is stained with DAPI. (E) 
Quantification of fluorescence of p300 bound to DNA indicates its recruitment to chromatin in response to cisplatin. 
(F) Decline of red to green fluorescence ratio after cisplatin suggests spacial separation of p53 and p300. (G) p300 
binds to chromatin at E2F1 motifs 6 h after cisplatin, but is substantially extruded after another 18 h. Heatmap of 
p300 distribution was plotted from matrix of E2F1 motifs (filtered out from UCSC table 
wgEncodeRegTfbsClusteredV3 table ± 2.5 kbp) as bed and p300 scores as bigwig after p300 peak calling in 
MACS2. ChIP-Seq for p300 was carried out after 0, 6 and 24 h cell treatment with cisplatin. (H) p53 is extruded 
from p300 peaks at E2F1 motifs 6 h after cell treatment with cisplatin. (I) Correlation plot shows the decline in p53 
and p300 co-distribution at E2F1 motifs after cisplatin. For multiBigwigSummary, E2F1 motifs and gene promoters 
(± 2 kbp around TSS of gtexGene table) served as genomic regions, whereas p53 and p300 bigwig files were used 
for scoring. (J) p53 forms immunoprecipitable complexes with p300 and E2F1, which dissociate after cisplatin. 
ATM/ATR inhibitor (KU-60019,5 µM) prevents cisplatin-induced decomposition of p53-p300-E2F1. P53 was co-
immunoprecipitated with primary antibody and magnetic beads, whereas proteins were detected by western blot. 
(K) p300 remains bound to promoters characterized E2F1 motifs enriched in p53 and p300 after cisplatin-induced 
extrusion of p53. Genomic distribution of p53-p300 at E2F1 motifs was compared on venn diagram between 
untreated and cisplatin-treated cells. Table shows the number of p300 peaks overlapping p53-E2F1 sites before 
and after p53 extrusion. (L) DNA bound p300 is considerably enriched at p53-p300-E2F1 gene promoters after 6 h 
cell treatment with cisplatin. Individual p300 peak high (MACS2 score file) was normalized to median p300 peak 
high and plotted. p53-p300-E2F1 promoters were divided into p53 extruded and de novo recruited, further 
subdivided into 3 time points after administration of cisplatin.  

3.3 p53 extrusion from p53-p300-E2F2 promoters in response to cisplatin is associated 
with increased gene transcription in a p300-dependent fashion 

Functional analysis of the genes characterized by the occurrence of p53-p300-E2F1 at their 

promoters in a steady state showed a contribution to crucial intracellular processes associated 

with cell response to genotoxic agents (Fig. 3A). These included an inter alia DNA damage 

response, DNA repair or regulation of mitotic nuclear division. This suggested that p53 

extrusion functionally contributed to cell protection from genotoxic stress. While trying to check 

the basic transcription level and transcriptional gene response to p53 extrusion RNA-Seq, data 

from untreated and cisplatin treated cells was used (Fig. 3B-D). The normalized mRNA level 

of genes characterized by p53 erasing and recruitment did not significantly differ (Fig. 3B), but 

their transcription increased substantially after the cell treatment with cisplatin (Fig. 3C). 

Differential gene expression indicated an almost complete overlap in both direction and 

intensity of the observed alteration in gene transcription after cisplatin and upon p53 deficiency 

(Fig. 3D). A comparable number of genes were up- and downregulated under the tested 

conditions (Log2FC>2, adj p < 0.05). When aligned with ChIP-Seq data on the p53 extrusion 

from p53-p300-E2F1 promoters, the gene subset responding to cisplatin with increased (146) 

and declined (45) transcription was identified (Fig. 3E). For further mechanistical study we took 

2 genes from a list of 146 as the examples:  DUSP12 and FANCI , which are functionally linked 

to signaling and DNA repair, respectively. Bearing in mind that p53 erasing was followed by 

p300 enrichment, we tested the impact of pharmacological inhibition of p300/CBP on the 

transcription of genes activated by cisplatin and p53 transient silencing. In both cases, 

ip300/CBP completely prevented the increase in gene transcription, thereby indicating the role 

of p300/CBP in the observed gene activation (Fig 3F). This suggested the enrichment of p300 
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at the p53-p300-E2F1 promoters after p53 extrusion reversed p53-mediated gene 

suppression. Although p300 pre-existed with p53 at the subset of gene promoters its 

occurrence was insufficient for a high transcription yield. 

 
Fig. 3 p53 extrusion from the subset of p300-bound promoters augments p300-dependent gene 
transcription

(A) p53 is extruded from p53-p300-E2F1 promoters, which control transcription of genes functionally linked to DNA 
damage response and repair, mitotic divisions and gene transcription. (B) Transcription of genes characterized by 
promoters extruded or de novo recruited p53 after cisplatin is comparable in untreated cells. Log10 normalized 
counts (counts per million) was taken for plotting and statistical analysis (t-test, ns when p>0.05). (C) Transcription 
of genes controlled by p300-E2F1 promoters extruded with p53 increases in response to cisplatin. Differential gene 
expression between cisplatin treated (24 h) and untreated cells was analyzed for promoters with p53 extruded, 
maintained and de novo recruited using limma-voom. Statistical analysis with Kruskal-Wallis test indicates 
significant differences in gene response to cisplatin among the three groups. (D) Cisplatin and transient silencing 
of p53 similarly affects the gene subset. Differential gene expression was carried out using limma-voom, and 
compared cells transfected with siCTRL,  siCTRL treated with cisplatin for 24 h, cells transfected with sip53 for 48 
h. Heatmap shows differentially expressed genes, when Log2FC≥1 and adj p value < 0.05. (E) 146 upregulated 
genes and 45 repressed genes are characterized by p53 extrusion from their p53-p300-E2F1 promoters after 
cisplatin. p53-p300-E2F1 promoters, which respond to cisplatin with p53 extrusion, were compared with genes up 
and down regulated on venn diagram. (F) p300 prevents cisplatin- and sip53-induced overexpression of DUSP and 
FANCI. P300 inhibitor (C646, 5 µM) was added for 2 h prior to cisplatin or 24 h after cell transfection with sip53, 
whereas gene transcription was quantified with real-time PCR. 
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3.4 P53 extruded promoters carrying p53-p300-E2F1 assembly are characterized by a 
higher frequency of H3K4me2 occurrence with simultaneously low transcription 
promoting other histone marks

In order to identify specific features of the p53 repressed promoters, publicly available datasets 

were used and compared with the number of overlapped peaks of selected histone 

modifications and proteins with p53 repressed and activated promoters (Fig. 4A). The most 

striking difference was observed in the H3K4 methylation pattern, particularly in the H3K4me2 

to H3K4me3 ratio. Approximately 90% of repressed promoters were hallmarked with H3K4me2 

and slightly higher POL2R, which suggested the pausing of this enzyme, particularly when the 

marker of transcription elongation represented by phosphorylated serin 2 of POLR2A, 

remained relatively low and comparable between the 2 promoter subsets. In contrast, p53 

activated promoters were more often featured with H3K4me3. Chromatin remodelling enzymes 

KDM5B and HDAC1 occurred more frequently at the repressed gene promoters. Although 

acetylation of H3K27 was observed in all the considered promoter types, its intensity 

considerably varied and was lowest in p53 promoters (Fig. 4B). A similar situation was 

observed for di- and three-methylated H3K4. Surprisingly, the coverage of p53 activated 

promoters with H3K4me2 was highest in the p53 activated promoters. The transcription 

promoting histone marks substantially increased at the promoters of DUSP12 and FANCI after 

cell treatment with cisplatin (Fig. 4C-D). These results suggested that p53 repressed promoters 

were weakly primed for transcription, with p53 extrusion by cisplatin being associated with 

nucleosome enrichment in transcription promoting histone marks. 
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Fig. 4 The subset of p53 repressed promoters is characterized by relatively low level of H3K27 acetylation 
and H3K4 trimethylation

(A) Genes activated and repressed by p53, which are controlled by p53-p300-E2F1 promoters extruded with p53 
after cisplatin, are characterized by considerably distinct profile of histone marks and promoter-associated proteins 
in intact cells. MACS2 called peaks of considered histone marks and proteins (ChIP-Seq data downloaded from 
SRA) were overlapped with p53-p300-E2F1 promoters extruded with p53 after cisplatin, which were assumed as 
100%. Red, cropped boxes indicate the highly variable marks. (B) Promoters of genes repressed by p53 in intact 
cells reveal relatively low level of transcription-promoting histone marks. The coverage of p53 peak subsets with 
the mapped reads of H3K27ac, H3K4me2 and H3K4me3 was calculated by bedtools MultiCovBed and compared 
to mean coverage of all histone mark peaks. * indicates statistical difference when p<0.05 (Kruskal-Wallis). (C-D) 
Cisplatin causes increased acetylation of H3K27 (C) and trimethylation of H3K4 (D) at the p53 binding sites in 
promoters of DUSP and FANCI. 

3.5 p53 maintains KDM5B bound to p53 repressed promoters, thereby preventing p300 
recruitment and conditioning low transcription yield in the steady state

Bearing in mind that the status of H3 methylation and acetylation changes after p53 extrusion, 

and that chromatin remodelling enzymes such as HDAC1 and KDM5B occur more frequently 

at the p53 repressed rather than for activated promoters, the impact of these pharmacological 

inhibitors on transcription of DUSP12 and FANCI were compared (Fig. 5A-B). The inhibitor of  

LSD1 was also considered, since this enzyme erases methyl groups from mono- and 

dimethylated H3K4. Among the tested inhibitors, only iKDM5B phenocopied cisplatin and p53 

silencing in upregulation of DUSP12 and FANCI transcription with its combination with cisplatin 

did not further augment gene transcription. In intact cells where KDM5B overlapped p53 peaks 

at the promoters of DUSP12 and FANCI (Fig. 5C), cisplatin caused substantial extrusion of 

KDM5B (Fig. 5D). To confirm the molecular link between the cisplatin-induced loss of p53 and 
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KDM5B, enrichment of p300 and gene transcription, it was firstly confirmed that p53 deficiency 

at the promoters of DUSP12 and FANCI caused a massive decline in the KDM5B association 

with chromatin, similar to cisplatin (Fig. 5E). Co-immunoprecipitation of p300 confirmed the 

existence of p53-p300-KDM5B complexes in a steady state, decomposing after cisplatin. 

Importantly, cisplatin caused a visible decline in H3K4me1 and H3K4me2 with simultaneous 

enrichment in H3K4me3 in p300 immunoprecipitates (Fig. 5F). KDM5B inhibition phenocopied 

cisplatin by increasing the level of H3K4me3 and H3K27ac (Fig. 5G-H), thereby suggesting 

that demethylase acts upstream of p300. This agreed with data described by Hinohara K. et 

al.(11), where the knockout of KDM5B was followed by the enrichment of H3K4me3 at p53 

repressed promoters (Suppl. Figure 1I). Inhibition of p300 reverted iKDM5B-induced 

upregulation of the gene transcription (Fig. 5I) and provided a functional link between these 2 

enzymes. Furthermore, pharmacological inhibition of KDM5B significantly increased the level 

of p300 at the gene promoters (Fig. 5J). 
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 Fig. 
5. Cisplatin induces extrusion of KDM5B from the subset of p53 repressed promoters, which allows for 
p300-mediated overexpression of DUSP and FANCI

(A-B) Inhibition of KDM5B phenocopies increased transcription of DUSP and FANCI caused by cisplatin (A) and 
sip53 (B). iLSD1 (GSK-LSD1, 0,1µM), iKDM5B (PBIT, 5 µM), iHDAC (Sodium butyrate, 100 µM) were added for 2 
h prior to cisplatin and 24 h after cell transfection with siCTRL. Gene transcription was measured with real-time 
PCR. (C) The occurrence of KDM5B and p53 (as bigwig) was visualized in steady state at the promoters of DUSP12 
and FANCI. P53 track after cisplatin was aligned. (D) Cisplatin indices extrusion of KDM5B from p53 binding sites 
at the promoters of DUSP and FANCI. KDM5B association with selected genomic regions was quantified by ChIP-
qPCR. * marks significant changes when p<0.05 (t-test). (E) p53 knockdown induces KDM5B extrusion from 
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chromatin. KDM5B level at the p53 binding sites in promoters of DUSP and FANCI was compared by ChIP-qPCR 
between cells transfected with siCTRL and sip53 for 48 h. (F) Cisplatin causes decomposition of immunoprecipitable 
p300-KDM5B complex, but association of p300 with chromatin regions characterized by trimethylation of H3K4. 
Immunoprecipitation of p300 was followed by western blot detection of KDM5B, H3K4me1, H3K4me2 and 
H3K4me3. (G-H) Inhibition of KDM5B substantially increases the level of transcription-promoting histone marks at 
the promoters of DUSP and FANCI. Acetylation of H3K27 (G) and trimethylation of H3K4 (H) were compared by 
ChIP-qPCR in cells treated and not with iKDM5B (PBIT, 5 µM) for 6 h. (I) Inhibition of p300 prevents an increase in 
transcription of DUSP and FANCI caused by KDM5B. Combination of p300 and KDM5B inhibitors (C646, 5 µM; 
PBIT, 5 µM, respectively) was added to cells for 24 h and gene transcription was quantified by real-time PCR. (J) 
Inhibition of KDM5B allows for recruitment of p300 to the promoters of DUSP and FANCI. The level of chromatin-
bound p300 was compared between cells untreated and treated with iKDM5B (PBIT 5 µM; 6h incubation) by ChIP-
qPCR.

To summarise, cisplatin-induced p53 extrusion from the subset of gene promoters was 

associated with a decline in KDM5B occurrence allowing for recruitment of p300, the gaining 

of the transcription permissive chromatin structure and elevated gene transcription as shown 

by the examples of DUSP12 and FANCI. 

4.Discussion:

P300 is one of the most frequently altered histone acetyltransferases in cancers with increased 

expression in some tumors and has been shown to co-activate gene transcription, together 

with p53. This enzyme modifies histones within proximal and distal gene regulatory elements 

and its activity is closely linked to H3K27 acetylation at the enhancer loci, which promotes gene 

expression (12). Substantial evidence points to a critical role for p300 interaction with p53, 

particularly during responses to DNA damage, where p300 binds to and acetylates p53 leading 

to full p53 transactivation (13).  p300 binding by p53 results in the acetylation of histones and 

facilitated gene transcription (14). Several factors that are activated in response to DNA 

damage, including CHK1 (15), SOX4 (16), MAP9 (17), PI3K (18) and RSF1 (19), were shown 

to act as cofactors of the p53-p300-dependent gene transcription. In this paper we provided 

molecular and mechanistical evidence for a p300-p53 pre-existence at the subset of gene 

promoters in unstressed cells and that co-occurrence of p300 with p53 was insufficient for 

active gene transcription. It was also reported that recruitment of p300 did not always correlate 

with gene activation and was occasionally associated with repression. A large number of 

chromatin regions enriched in p300 were not featured by canonical H3K27ac modification, 

indicating that histone acetyltransferase (HAT) activity at such sites was blocked, however any 

substantial functional explanation for this is missing (20). In our model of proliferating cells, 

p300-mediated transcription activation was opposed by KDM5B, which co-occured with p53 

and p300. However, the collected results did not show that the sole KDM5B extrusion from 

these promoters triggered catalytic activity of p300, and that under such conditions the pre-

existing p300 was sufficient to enhance gene transcription. This is particularly the case when 

cisplatin-induced KDM5B and p53 erasure, as well as KDM5B inhibition, are followed by further 
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p300 enrichment. Undoubtedly, the observed histone acetylation in response to the drug was 

catalyzed by p300. 

The direct, enzymatic interaction between KDM5B and p300 has not been reported before, 

with these 2 epigenetic proteins being described in a negative feedback loop in the context of 

gene transcription rather than in regulating the activity of each other. KDM5B specifically 

demethylates lysine 4 of histone 3 (H3K4), often targeting trimethylated K4, which marks 

transcriptionally active promoters. The deregulated expression of this enzyme has been 

implicated in numerous cancer types, including breast, lung, liver, prostate and skin cancer 

(21,22). Therefore, a direct, inhibitory impact of KDM5B on p300 activity seems unlikely, since 

lysine methylation of this acetyltransferase has not yet been described. The only reported 

arginine methylation by CARM1 in the N-terminal region of p300 inhibited the binding of the 

transcription factor CREB and in the C-terminal region of p300 inhibited the bimolecular 

interactions between p300 and the p160. Removal of this mark by PAD4 enhanced bimolecular 

association (23) and acted in opposition to the hypothesized p300 demethylation by KDM5B, 

erasing lysine methylation. However, it has been  shown that lysine demethylases also have 

arginine demethylase activity, from studies both on histone fragment peptides, histone H4 from 

calf thymus (with KDM4E) and non-histone substrates (G3BP1 with KDM5C and KDM5D). 

Catalytic domains of all the identified human KDM5 members (A–D) have dual lysine and 

arginine demethylase activities in their isolated forms (24). This suggests that further studies 

on p300 methylation sites and their impact on p300 activity are needed, particularly as 

methyltransferases are an important part of the complexes that regulate p300-dependent 

expression. The analyses revealed significant doxorubicin-induced enrichments of p53, 

H3K18ac, H3K27ac, and H3K4me1 at the enhancers, as well as Pol II, the SET1C and 

H3K4me3 at the gene promoters. However, p300 and SET1C seemed to act synergistically on 

gene transcription by the deposition of transcription promoting histone marks rather than by 

SET1C depositing methyl groups on p300 (25).

During DNA damage response, the ATM-mediated phosphorylation of S106 in p300 allowed 

interaction of p300 with NBS1, thereby enhancing DNA damage repair (26). Much evidence 

has been provided on p300 phosphorylation under certain specific conditions, which opposes 

the impact on p300-dependent gene transcription (27–29) and stability (30,31). In our study, 

activation of ATM/ATR-Chk1/Chk2-p53 did not affect p300 abundance to much degree inside 

the cell, but it did enhance p300 interaction with chromatin, particularly with the gene promoters 

characterized by motifs for E2F transcription factors. Interestingly, this was followed by a 

massive p300 extrusion from chromatin at a later time point after cisplatin, which suggested 

chromatin compaction and gene repression after the initial chromatin relaxation and gene 

activation. In the subset of E2F-driven promoters the existence of SWI/SNF-p300-HDAC1 
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complexes have been documented where the balance between p300 and HDAC1 activity was 

tightly controlled by cell cycle progression (32,33). In this study one of our exemplary genes, 

DUSP12, was activated comparably by cisplatin, iKDM5B and iHDAC. This suggested that 

some HDAC family members may directly or indirectly co-repress some of the p53-p300-

KDM5B controlled genes. KDM5B has been shown to physically recruit class I and class IIa of 

HDACs (34). Approximately 50% of ~140,000 KDM5B enriched regions overlap with the 

HDAC1 peaks. The cooperative action of the KDM5B and HDAC1 linked H3K4 demethylation 

and lysine deacetylation to provide a powerful mechanism for a rapid shutoff of actively 

transcribed genes (35). Some of the HDAC family members also deacetylated p300, thereby 

causing its enzymatic inactivation (36). If the gene was simultaneously repressed by HDAC, 

KDM5B, p53, which co-occurred with p300, the whole picture became more complex and the 

writing/erasing/reading processes comprised of more possible substrates. 

In this study, p53 acted more as co-repressor together with KDM5B, since it supported the 

KDM5B binding to chromatin, but the basics of p53-KDM5B-p300 interaction remains 

unknown. The p53 and KDM5B did not coincide randomly, but formed an immunoprecipitable 

complex at a steady state with p53 occurrence being causative for KDM5B maintenance on 

chromatin. Previous data has shown that KDM5B represses E2F-target genes during 

senescence. Increased binding of KDM5B to E2F-target genes during senescence was 

correlated with a strong reduction of the H3K4me3 of these E2F-target genes. The suppressed 

transcription in senescent cells was restored and was comparable between Rb1, KDM5B and 

p53-knockdowns (37). However, in that model the functional interaction between the listed 

proteins was observed in cell cycle arrested cells. This varied from our experimental settings, 

where we intentionally applied a low concentration of cisplatin to avoid the Rb-E2F-co-

repressor complex formation in response to mitotic arrests. In contrast to previous reports, 

which focused on p53 recruitment to chromatin in response to genotoxic stress, we also 

showed a considerable p53 extrusion from the genome. This supported some former 

observations and hypotheses on the role of p53 in maintaining the transcription repressive 

chromatin structure (1,4), further evidenced by molecular and functional analysis. Even though 

p53 was thought to bind to the CDKN1A promoter and upstream regulatory regions, thereby 

activating its transcription and inhibition of mitotic divisions by the CDKN1A product – p21 

protein, we found  p53 enriched in 3 regions upstream of the CDKN1A transcription start site. 

Cisplatin caused a redistribution of p53 from location proximal to more upstream of TSS, which 

was associated with the decline in CDKN1A transcription. Of note, KDM5B has been 

documented as being the promoter of cancer cell proliferation by acting as a corepressor of 

CDKN1A (38). Therefore, the dose of the drug aimed to cause DNA damage might be crucial 

in the transcription response of the p53-p300-KDM5B promoters characterized by E2F motifs. 
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While low doses likely activated transcription by extrusion of KDM5B and p53, the higher doses 

likely repressed these genes by recruiting retinoblastoma-based chromatin remodelling 

complexes. However, this hypothesis requires further experimental verification.

The dose-dependent role of p53 in regulating gene transcription is particularly important when 

considering the functional association of p53-regulated genes. Although only a small subset of 

p53-KDM5B repressed promoters was focused on, the 866 promoters which responded to 

cisplatin with p53 extrusion were linked to intracellular processes that are crucial for inter alia 

DNA damage response and DNA repair. This protein has already been considered as a 

double-edged sword depending on the severity of damage. Early in the DNA damage 

response, p53 relays a wide range of pro-survival signals including cell cycle arrest, allowing 

the cells to repair the damage at various, also non-transcriptional levels. But if damage 

continues to accumulate, p53 promotes apoptosis or senescence. It contributes to several 

repair mechanisms including nucleotide excision repair, base excision repair, mismatch repair, 

homologous recombination repair and non-homologous end joining (39). p53 also interacts 

with repair proteins like BRCA1 and DNA polymerase β, thereby enhancing the repair 

efficiency. As a transcription co-factor, p53 promotes the transcription of DDB2, TP53I3, 

XRCC5 and XPC, facilitating DNA repair (40,41). Previous reports also showed the p53-

mediated repression of RECQ4 during DNA damage resulting from the modulation of the 

promoter occupancy of transcription activators and repressors, specifically from recruitment of 

HDAC1 and the loss of SP1 and p53 binding to the promoter (42). p53 also inhibits DNA repair 

by transactivating the base excision DNA repair inhibitory phosphatase PPM1D and by 

negatively regulating expression of DNA repair proteins BRCA2, RAD51, MSH2 and XRCC4 

after genotoxic stress induced by anticancer drugs (43–45). The activation and repression of 

the gene subset functionally linked to the DNA damage response by p53, allows the cell to 

have quick and precise activation of the most desired response pathway, that may differ in 

normal and cancer cells as well as strongly depend on the stimuli intensity. 

In summary, p53 may pre-exist on the chromatin in proliferating, undamaged cells together 

with p300 and KDM5B and repress transcription of some E2F-driven genes. Mild genotoxic 

stress, which activates the ATM/ATR-Chk1/Chk2-p53 cascade, triggers extrusion of KDM5B 

in a p53-dependent fashion for p300 enrichment and activation of the gene transcription. P53 

interaction with chromatin in a steady state may determine the cell response to damaging 

agents. 

5.Glossary: 

DSBs- double strand breaks; HAT – histone acetyltransferase; HDAC – histone deacetylase; 

p53 RE – p53 response element
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(A) The impact of the cisplatin on the cell cycle was determined using  flow cytometry. The results obtained was analyzed using Flowing Software 

based on the dependence of the fluorescence of the DAPI marker on intracellular DNA content corresponding to specific phases of the mitotic 

cycle. (B) Cell metabolic activity that serves as a readout of cell viability was assayed with resazurin assay. Range of cisplatin concentrations

were administrated to the culture for 24h. Untreated cells was assumed as 100%. (C) p-H2ax activation after Cisplatin treatment visualised using

confocak microscopy. pH2aX was stained using Alexafluor 488 – labeled secondary andibody, nucleus was stained DAPI.  (D-F) Association of 

p300 and E2F1 with chromatin after cisplatin treatment (5 µM). Immunostaining of proteins bound to chromatin was visualized by confocal 

microscopy (D). Colocalisation (E), and (F) fluorescence intensity was quantified in arbitrary units (a.u.) with Leica Application Suite X. (G) 

Detection of E2F1 modifications by Co-immunopredcipitation of E21 followed by Western Blot modifications detection. (H) Impact of p300 on 

acetylation status of E2F1. The effect of pretreatment with iEP300 (C646, 5 uM, 2h before cisplatin) on acetylation status of E2F1 was analysed

using protein co-immunoprecipitation followed by Western Blot (I) H3K4me3 coverage on p53 repressed p53-p300-E2F1 promoters was 

quantified by bedtools MultiCovBed for MCF7 with wild type (SRR7686907) and knockout (KO; SRR7686919) KDM5B. 
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