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Aktywnos¢ biologiczna kowalencyjnych dimerow ludzkiego czynnika

wzrostu fibroblastow 2 (FGF2)

Czynnik wzrostu fibroblastow 2 (ang. fibroblast growth factor 2, FGF2) jest jednym
z najlepiej poznanych przedstawicieli rodziny biatek FGF. Bialko to odgrywa wazng role
w proliferacji, migracji i roznicowaniu komorek, a takze w procesach, takich jak angiogeneza
i gojenie ran. Sygnat przekazywany przez FGF2 do komoérek zachodzi poprzez oddziatywanie
ze specyficznymi receptorami transbtonowymi o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej (receptory
czynnika wzrostu fibroblastow 1-4, ang. fibroblast growth factor receptors, FGFR1-4) oraz
heparyng lub proteoglikanami. Jego funkcje efektorowe sa wywotywane przez powstanie
dimerycznego kompleksu 2:2:2 FGF2-FGFR1-heparyna.

W celu optymalizacji aktywacji receptora, a tym samym poprawy wiasciwos$ci
biologicznych FGF2, opracowatam kowalencyjne dimeryczne formy FGF2. Mutacje FGF2
typu dzikiego zostaly zaprojektowane w celu uzyskania wariantow z pojedyncza reaktywna
cysteing eksponowang na powierzchni biatka do chemicznej koniugacji poprzez reakcje
maleimidowo-tiolowa z bis-funkcjonalizowanymi liniowymi tacznikami PEGowymi.
Opracowalam osiem wariantow dimerycznego FGF2 o okreslonej topologii, roznigcych si¢
wzajemng orientacjg poszczegdlnych molekut FGF2. Zaprojektowane biatka pozostaly
funkcjonalne pod wzgledem aktywacji FGFR, a nastgpnie kolejnych czasteczek sygnatowych
szlaku ERK1/2. Ponadto charakteryzowaly si¢ one zwigkszong stabilnoscig, potencjatem
mitogennym i aktywnoS$cig antyapoptotyczng, a takze efektywniej indukowaly odpowiedzi
migracyjne w normalnych fibroblastach, w poréwnaniu z monomerem FGF2. Aktywnos¢
biologiczna dimeréw byla znacznie mniej zalezna od heparyny. Co wigcej, niektore
dimeryczne warianty FGF2 internalizowaly si¢ wydajniej w komodrkach nowotworowych
z nadekspresja FGFR. Wyniki zostaly opublikowane w 2020 roku w czasopismie

International Journal of Molecular Sciences.



Na podstawie uzyskanych wynikow, zidentyfikowatam jeden wariant dimeru FGF2,
jako najbardziej obiecujacy do zastosowania jako no$nik lekow w terapii ukierunkowanej na
FGFR1, ze wzgledu na jego nadzwyczajng zdolno$¢ wydajnej i selektywnej internalizacji do
komorek z nadekspresja FGFR1. Uktad FGF/FGFR stanowi optymalny cel molekularny
W terapiach przeciwnowotworowych ze wzgledu na fundamentalny charakter proceséw, za
ktoérych regulacje jest odpowiedzialny. Zaburzenia osi sygnalizacyjnej FGF/FGFR sa
zwigzane z roznymi patologiami. Mogg to by¢ amplifikacje lub mutacje genow FGFR, lub
zmiany W regulacji transkrypcji i translacji, prowadzace do nadprodukcji receptorow na
powierzchni komoérek nowotworowych. Zmiany molekularne w receptorach FGF
w komoérkach nowotworowych wptywaja na ich wzrost, proliferacj¢, angiogeneze
I inwazyjnos$¢.

W kolejnym etapie pracy doktorskiej opracowatam wysoce cytotoksyczny koniugat
skladajacy si¢ z dimeru FGF2 oraz dwoéch silnych toksyn o calkowicie niezaleznych
mechanizmach dzialania — amanityny alfa i monometylo aurystatyny E. Leki zostaly
specyficznie przylagczone do dimeru metodami ligacji enzymatycznych, w ktérych
posredniczyty enzymy Snoop ligaza (ang. SnoopLigase) i sortaza A (ang. sortase A).
Powstaly dimeryczny koniugat z dwoma silnymi lekami cytotoksycznymi selektywnie wigzat
si¢, a nastepnie internalizowat do komodrek nowotworowych z nadekspresja FGFR1. Wyniki
badan cytotoksycznos$ci pokazuja, ze opracowany podwojny koniugat dimeru FGF2
Z amanityng alfa oraz monometylo aurystatyng E wykazuje okoto 10-krotnie wyzsza
toksyczno§¢ wobec linii komérkowych nadekspresjonujacych FGFR1 niz réwnomolowa
mieszanina pojedynczych koniugatow monomerycznych z amanityng alfa lub monometylo
aurystatyng E. Zastosowanie dwoch cytostatykow o roznych mechanizmach dziatania,
zdolnosci przenikania przez btony biologiczne i podatnos$ci na aktywne wypompowywanie
z komoérki moze by¢ uzyteczne w leczeniu heterogennych guzéw 1 wykazywaé wigksza
skuteczno$¢ w stosunku do komorek o duzym potencjale do nabywania lekoopornosci.
Wyniki tej cze$ci pracy zostaly opublikowane w 2023 roku w czasopismie International

Journal of Molecular Sciences.



