»<Analiza wewngtrzkomorkowej antyapoptotycznej aktywnosci fibroblastycznych
czynnikow wzrostowych 1i2 (FGF1 i FGF2)”

FGF1 i FGF2 to biatka nalezgce do rodziny czynnikow wzrostu fibroblastow. U
kregowcow rodzina ta sktada sie z 22 homologicznych pod wzgledem sekwencji
aminokwasowej biatek. Czynniki te posiadajg dobrze zachowany ewolucyjnie rdzen
skfadajgcy sie z 6 identycznych i 28 wysoce zachowanych reszt aminokwasowych
[ltoh, 2007]. W dorostym organizmie czynniki wzrostu fibroblastow petnig funkcje
czynnikow homeostatycznych. Uczestniczg w réznorodnych procesach, jak: rozwaj,
réznicowanie i proliferacja komérek. Sg rowniez niezbedne w procesie angiogenezy.
Dodatkowo petnig funkcje w regeneraciji tkanek i uczestniczg w reakcjach na zranienie.
W niektérych przypadkach mogg sie jednak przyczyni¢ do rozwoju nowotworu
[Umemori et al., 2009]. Czynniki wzrostu fibroblastow 1 i 2 mogg wptywac na komorki
docelowe poprzez specyficzne wigzanie i aktywacje receptoréow FGF obecnych na
powierzchni komérek - FGFR (ang. fibroblast growth factor receptor). Jest to
podrodzina powierzchniowych receptoréw o aktywnosci kinaz tyrozynowych. FGF
tgczy sie z receptorem i elementami macierzy zewnatrzkomaorkowej, jak np. siarczan
heparanu [Lemaitre et al., 1995; Zhang et al., 2001] i aktywuje wewngtrzkomorkowe
Sciezki przekazywania sygnatow: szlak PLCy/PKC, szlak PI3K/Akt, a takze szlak
Ras/MAPK [Lemaitre et al., 1995]. FGF1 i FGF2 w kompleksie z receptorem ulegajg
endocytozie do wnetrza komoérki i translokacji do cytozolu i jgdra komdrkowego
[Zakrzewska et al., 2011]. To unikalny proces, ktory jest aktywowany czynnikami
stresowymi [Sorensen et al., 2006]. Pomimo wielu lat badan nie odkryto dotychczas,
jaka role w komérce petnig te dwa czynniki wzrostowe. Badania przeprowadzone w
Zaktadzie Inzynierii Biatka oraz Zaktadzie Biotechnologii Biatek UWr. wykazatly, ze
translokowane do wnetrza komérek FGF1 i FGF2 posiadajg wtasciwosci
antyapoptotyczne [Kostas et al., 2018] i oddziatujg z biatkami zaangazowanymi w

proces zaprogramowanej Smierci komérek [Bober et al., 2016].

Celem niniejszej pracy byta analiza wewnatrzkomorkowej antyapoptotycznej
aktywnosci FGF1 i FGF2.



Przy pomocy techniki powierzchniowego rezonansu plazmonowego
wyznaczono miejsca na powierzchni czgsteczki FGF2 zaangazowane w wigzanie
partneréw wewnatrzkomérkowych: p53, MDM2, PCAF, UACA, SIRT1, CDK4, MYL9,
nukleolina i Hsp90. Uzyskane wyniki potwierdzajg mozliwo$¢ tworzenia kompleksow
przez FGF1 i FGF2 ze wspomnianymi biatkami, sugerujgc wptyw tych czynnikéw na
przezywalnos¢ komorek.

Zaobserwowano, ze fosforylacja biatka FGF1 przez PKC9, i bedacy jej
konsekwencjg eksport z jgdra komorkowego moze mie¢ wptyw na antyapoptotyczne
wiasciwosci tego biatka. Czynnik FGF2, ktéry nie podlega fosforylacji i diuzej pozostaje
w jadrze komorkowym charakteryzuje sie wiekszg zdolnoscig do hamowania procesu
apoptozy niz FGF1. Uzyskane wyniki pokazujg, ze warianty mutacyjne biatka FGF1,
ktére nie oddziatujg z nukleoling i nie sg eksportowane z jgdra komérkowego do
cytoplazmy wykazujg wiekszg zdolnos$¢ do zwiekszania zywotnosci komorek niz FGF1
typu dzikiego. Jednoczes$nie, warianty mutacyjne biatka FGF2 o zaburzonym wigzaniu
do nukleoliny charakteryzujg sie podobng antyapoptotyczng aktywnoscig co typ dziki
biatka.

Wykazano, ze FGF1 i FGF2 hamujg apoptoze przebiegajgcg na drodze szlaku
zewnetrznego (zaleznego od receptorow smierci) i wewnetrznego (zaleznego od
mitochondrium), nie wptywajg natomiast na szlak zalezny od stresu ER.

Dane otrzymane po "wyciszeniu" ekspresji biatek biorgcych udziat w imporcie
FGF1 i FGF2 do jgdra komodrkowego (LRRC59 i translokiny), wskazujg na to, ze
oddziatywanie z nimi jest konieczne do zachowania antyapoptotycznych wiasciwosci
FGF1 i FGF2. Ponadto, przeprowadzono eksperymenty, w ktorych wyciszono
ekspresje wybranych biatek partnerskich i zaobserwowano, ze najprawdopodobnigj
oddziatywanie z sirtuing1, nukleoling i nukleofosming nie warunkuje wtasciwosci

antyapoptotycznych badanych fibroblastycznych czynnikoéw wzrostowych.

Wyniki uzyskane w prowadzonych eksperymentach potwierdzajg teze, ze
import FGF1 i FGF2 do jadra komoérkowego powoduje zahamowanie apoptozy
komorek NIH 3T3 przebiegajgcej za posrednictwem szlaku zewnetrznego i

wewnetrznego.



