BADANIE APOPTOZY W STWARDNIENIU GUZOWATYM

Stwardnienie guzowate, jest wielouktadowym zaburzeniem genetycznym, charakteryzujacym
si¢ wystgpowaniem rozsianych guzéw hamartomatycznych oraz tagodnych nowotworow w
wielu narzadach. Na obraz kliniczny choroby sktada si¢ szerokie spektrum i duza zmiennos¢
objawOw. Zmiany skoérne stanowia jedna z najczestszych manifestacji tej choroby, za$
najpowazniejsze powiktania zwigzane sg z osrodkowym uktadem nerwowym i dotyczg m.in.
zmian strukturalnych mézgu, padaczki oraz op6znienia rozwoju psychoruchowego. Przyczyna
choroby s3a mutacje w genach 7SC! (ang. tuberous sclerosis complex 1)1 TSC2 (ang. tuberous
sclerosis complex 2), kodujacych bialka hamartyn¢ i1 tuberyng, ktoére jako kompleks
odpowiadajg za kontrolg wzrostu i podziatéw komodrkowych zaleznych od szlaku kinazy mTOR
(ang. mammalian target of rapamycin). Kompleks ten jest regulowany potranslacyjnie przez
kilka glownych szlakow sygnalowych, takich jak stymulowane czynnikami wzrostu szlaki
kinaz AKT (kinaza biatkowa B) oraz ERK (ang. extracellular signal - regulated kinase; kinaza
regulowana sygnatem zewnatrzkomérkowym). Jednoczesnie nawet w niewielkich zmianach

chorobowych, mimo ich stopniowej progresji, obserwuje si¢ silng aktywacj¢ apoptozy.

Z uwagi na rosngce zapotrzebowanie na identyfikacj¢ nowych celow terapeutycznych i
zrozumienie korelacji miedzy aktywacja szlaku mTOR (ang. mammalian target of rapamycin)
1 apoptozy oraz brakiem $mierci komorek z mutacjami w genach 7SC, za gtéwny cel badan
obrano uzupehienie wiedzy w tym zakresie. W niniejszej pracy dokonano analizy
poréwnawczej linii komoérkowych fibroblastow pochodzacych ze skoéry niezmienionej oraz
guza hamartomatycznego od pacjentki ze stwardnieniem guzowatym. Przeprowadzono takze
analiz¢ ekspresji gendw oraz produkcji bialek pro- i antyapoptotycznych dla ww. linii
komorkowych oraz lizatéw tkankowych uzyskanych z guzoéw SEGA (ang. subependymal giant
cell astrocytoma; podwyscidtkowy gwiazdziak olbrzymiokomorkowy) 1 wiokniakow
okotopaznokciowych. Dodatkowo sprawdzono wplyw kilku chemioterapeutykéw na

wyprowadzone linie komorkowe, w tym wenetoklaksu i doksorubicyny.

Dla fibroblastéw pochodzacych z wtokniaka okotopaznokciowego, w porownaniu do
fibroblastow skory niezmienionej, po inkubacji komoérek z doksorubicyna zaobserwowano
cechy starzenia komorkowego, zahamowanie podziatéw komoérkowych, zmniejszenie stopnia
proliferacji komorek, zmniejszenie aktywnosci MMP-2 (ang. matrix metalloproteinase 2;
metaloproteinaza 2 macierzy zewnatrzkomorkowej) oraz wicksza podatno$¢ na stres

oksydacyjny. Ponadto zaobserwowano rearanzacje cytoszkieletu w komorkach obu linii.



Roéznica w stosunku ekspresji genéw kodujacych biatka pro- do antyapoptotycznych wykazata
wiekszg podatnos¢ komorek linii TSC na zastosowang terapie. Analiza bialek metodg western
blot w guzach SEGA oraz wtokniakach okolopaznokciowych wykazata wzmozone
wytwarzanie bialek proapoptotycznych, nadaktywno$¢ efektorow mTOR, znaczng
nadaktywno$¢ kinazy ERK oraz, w mniejszym stopniu, kinazy AKT.

Komorki z zaburzeniem funkcji kompleksu hamartyny i tuberyny proliferuja i sa
odporne na apoptoze z powodu ztozonych zmian w sieci ekspresji 1 aktywacji biatek pro- i
antyapoptotycznych. Z uwagi na zréznicowane mechanizmy patogenetyczne tej choroby
istnieje konieczno$¢ przeprowadzenia badan poréwnawczych na szerokiej grupie pacjentow

oraz na roznych tkankach.



