Tytut rozprawy

Udziat fibroblastycznych czynnikow wzrostu 1i 2 (FGF1 i FGF2) w procesie apoptozy

Streszczenie

Fibroblastyczne czynniki wzrostu 1 i 2 (FGF1 i FGF2) nalezg do rodziny
biatkowej, w sktad ktérej wchodzg 22 biatka kregowcéw. Biatka z rodziny
fibroblastycznych czynnikdbw wzrostu sg zaangazowane w wiele proceséw
fizjologicznych, w tym rozwdéj embrionalny, gojenie ran czy angiogeneze. Egzogenne
czynniki FGF1 i FGF2 wigzg sie do specyficznych receptorow (FGFR) na
powierzchni komorek, aktywujgc wewnagtrzkomorkowe szlaki sygnatowe, zalezne od:
fosfolipazy Cy i kinazy biatkowej C (szlak PLCy/PKC), kinazy fosfatydyloinozytolu
i kinazy Akt (szlak PI3K/Akt), a takze biatka Ras i kaskady kinaz aktywowanych przez
sygnaty mitogenne (szlak Ras/MAPK). Aktywacja receptoréw przez fibroblastyczne
czynniki wzrostowe powoduje proliferacje, migracje i réznicowanie wielu typow
komoérek. Biatka FGF1 i FGF2 ulegajg endocytozie w kompleksie z FGFR,
a nastepnie sg one translokowane przez btone endosomalng do cytozolu i jgdra
komérkowego. Jest to unikalny proces, ktéry zaobserwowano dla zaledwie kilku
biatek. Pomimo wielu lat badan, rola translokowanych biatek FGF1 i FGF2 we
wnetrzu komaorki jest nieznana. Proces translokacji nie zachodzi konstytutywnie, lecz
jest indukowany przez czynniki stresowe, takie jak brak czynnikow wzrostowych czy
stres oksydacyjny. Co ciekawe, endogenne biatka FGF1 i FGF2 obecne w jadrze
komorkowym mogg petni¢ funkcje antyapoptotyczng. Ponadto, zidentyfikowano
szereg biatek zaangazowanych w proces apoptozy, potencjalnie wigzagcych FGF1
i FGF2. Sugeruje to udziat wewnatrz-komérkowych FGF1 i FGF2 w procesach
zwigzanych z przezywalnoscig komorek.

Celem niniejszej pracy byta weryfikacja hipotezy o wptywie translokowanych
do cytozolu i jadra komérkowego biatek FGF1 i FGF2 na proces apoptozy.

Przy pomocy techniki pulldown oraz powierzchniowego rezonansu
plazmonowego potwierdzono oddziatywanie FGF1 i FGF2 z biatkami: p53, MDM2,
PCAF, UACA, Sirt1 i CDK4. Uzyskane wyniki wskazujg mozliwos¢ tworzenia



kompleséw przez FGF1 i FGF2 z wymienionymi biatkami, sugerujgc wptyw badanych
czynnikow wzrostowych na przezywalnos¢ komorek.

Sprawdzono, czy egzogenne biatka FGF1 i FGF2 wplywajg na proces
apoptozy. Apoptoze badano przy pomocy dwodch ilosciowych metod (barwienia
aneksyng V i 7AAD, a takze pomiardéw aktywnosci kaspaz w stosunku do zywotnosci)
oraz obrazowania komorek w mikroskopii swietinej. W celu rozdzielenia efektu
biologicznego translokacji czynnikow wzrostowych do cytozolu i jgdra komorkowego
od aktywacji receptoréw FGF, eksperymenty przeprowadzono przy uzyciu inhibitoréw
aktywnosci kinazowej FGFR. Zaobserowowano hamowanie procesu apoptozy
w komoérkach NIH 3T3, indukowanej gtodzeniem w nieobecnosci surowicy, przez
egzogenne FGF1 i FGF2. Zauwazono réwniez antyapoptotyczny wptyw
egzogennych FGF1 i FGF2 na komoérki BJ i NIH 3T3 przy indukcji apoptozy
staurosporyng. Ponadto obserwowano hamowanie apoptozy w obecnosci
egzogennych FGF1 i FGF2, po indukcji apoptozy w komorkach NIH 3T3 przy
pomocy aktywatorow biatka p53 (NSC348884 lub tenowiny-6).

Aby zweryfikowaé, czy za antyapoptotyczng aktywnos¢ egzogennych FGF1
i FGF2, w obecnosci inhibitorow aktywnosci kinazowej FGFR, odpowiadajg
translokowane do wnetrza komorki czynniki wzrostowe, wykonano eksperymenty
z uzyciem substancji blokujgcych translokacje FGF1 i FGF2 z endosoméw do
cytozolu (a w konsekwencji do jgdra komoérkowego): geldanamycyny, radisikolu,
SB203580 i bafylomycyny A1. W obecnosci wymienionych inhibitoréw
i jednoczesnym zahamowaniu aktywnosci FGFR nie obserwowano anty-
apoptotycznego wptywu egzogennych FGF1 i FGF2. Ponadto, przeprowadzono
eksperymenty z uzyciem monenzyny, ktora znosi blokujgcy translokacje wptyw
bafylomycyny A1. W obecnosci bafylomycyny A1 i monenzyny obserwowano
hamowanie apoptozy przez egzogenny FGF2. Otrzymane wyniki wskazujg, ze
antyapoptotyczna aktywnos¢ egzogennych FGF1 i FGF2 jest zwigzana z obecnoscig
tych czynnikéw wzrostowych w cytozolu i jagdrze komorkowym, na skutek translokac;i.

Dodatkowo wykazano, ze edogenne FGF1 i FGF2, produkowane w
transfekowanych komérkach HEK 293 i U20S, hamujg apoptoze indukowang przez
staurosporyne. Potwierdza to, ze obecne wewnatrz komoérki FGF1 i FGF2 wykazujg
antyapoptotyczng aktywnosc.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy pokazujg, ze translokacja FGF1 i FGF2

z przestrzeni zewnatrzkomorkowej do cytozolu i jgdra komoérkowego powoduje
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zahamowanie apoptozy indukowanej réoznymi czynnikami. Biorgc pod uwage, ze
translokacja FGF1 i FGF2 jest stymulowana warunkami stresowymi, mozna
postulowac hipoteze, ze rolg translokacji tych biatek do cytozolu i jgdra komdrkowego

jest zwiekszenie przezywalnosci komorek w niekorzystnych warunkach.



