Identyfikacja produktow genow ZDHHC w komoérkach hematopoetycznych
oraz w komorkach nowotworowych pochodzenia hematopoetycznego i
nablonkowego. Wplyw bialek DHHC na cykl komorkowy komoérek
erytroidalnych

STRESZCZENIE

Wspoltczesna literatura wskazuje na to, ze palmitoilotransferazy nalezace do rodziny
biatek DHHC sa niezmiernie istotne dla poprawnej funkcji komorek, poniewaz sa to enzymy
katalizujace palmitoilacj¢ - jedna z najpowszechniejszych posttranslacyjnych modyfikacji
biatek poprzez lipid. Wykazano, ze mutacje w genach kodujacych niektore
palmitoilotransferazy DHHC, ktére znosza ich aktywno$¢ enzymatyczna, sa przyczyna wielu
powaznych anomalii. Mutacje te sa zwiazane zar6wno z zaburzeniami psychicznymi takimi,
jak niedorozwdj umystowy (DHHC9, DHHCI15), choroba Huntingtona (DHHC17),
schizofrenia i choroba afektywna dwubiegunowa (DHHCS), jak i z procesem kancerogenezy o
réznej etiologii 1 umiejscowieniu ogniska pierwotnego (DHHC2, DHHC9, DHHC11,
DHHC17). Do dzi$§ szczatkowe pozostaja jednak informacje o tym, jakie skutki moga
powodowa¢ mutacje w genach kodujacych takie palmitoilotransferazy, jak DHHC1, DHHC4,
DHHC6, DHHC16, DHHC18, DHHC19, DHHC20, DHHC22, DHHC23, czy DHHC24.

Zgodnie z danymi pis$miennictwa, jak do tej pory nie oznaczono, ktére z ludzkich
genow palmitoilotransferaz ulegaja ekspresji w komorkach z poszczegdlnych etapow
erytropoezy. Szczatkowe sa roéwniez dane na temat ekspresji gendow tych enzymow w
komorkach innych typow. W zwiazku z tym skonstruowano nowa bibliotekg
oligonukleotydowych starterow zapewniajacych selektywna amplifikacj¢ nie tylko
transkryptow poszczegdlnych genow ZDHHC, ale réwniez wszystkich (,,aktywnych”) izoform
tych genow. Ponadto, dobrano system detekcji produktéw gendw kontrolnych o stale niskim
oraz stale wysokim poziomie ekspresji w komorce oraz system swoistej detekcji w okreslonej
populacji komoérek hematopoetycznych zanieczyszczen komdrkami innymi niz oczekiwane w
efekcie danej izolacji. Doswiadczenia prowadzone w niniejszej pracy wykazuja przede
wszystkim, ktore z genow ZDHHC ulegaja ekspresji w ludzkich komorkach linii erytroidalne;.
W toku badan ustalono takze, ze jedynym erytrocytarnym biatkiem nalezacym do rodziny
DHHC jest palmitoilotransferaza DHHC17. Wpykazano ponadto, ze wsrdd komorek



hematopoetycznych enzym ten wystepuje jedynie w komorkach erytroidalnych oraz ptytkach
krwi, ktére podczas hematopoezy roznicuja si¢ ze wspdlnej komorki prekursorowej MEP
(progenitor megakariocytowo-erytrocytowy, ang. megakaryocyte/erythrocyte progenitor).

Na uwage zastuguje takze fakt, ze komodrki w ktorych, za pomoca specyficznej
sekwencji wyciszajacej (DNAzymu), obnizono poziom ekspresji gendw nalezacych do rodziny
ZDHHC, charakteryzuja si¢ zaburzeniem normalnego rozktadu faz cyklu komoérkowego. Pod
wzgledem morfologicznym komorki te charakteryzuja si¢ zwigkszeniem $rednicy w stosunku
do komorek kontrolnych. Ponadto w toku badan wykazano, ze komoérki poddane transfekce;ji
DNAzymem wykazuja mniejsze tempo proliferacji w pordwnaniu z komoérkami kontrolnymi.

Kolejnym zadaniem niniejszego projektu byta detekcja transkryptow poszczegdlnych
genéw ZDHHC w réznorodnych, innych niz erytroidalne, komoérkach hematopoetycznych, co
pozwolito wnioskowac, ktore z genow ZDHHC ulegaja w nich ekspresji. Przeprowadzono
takze analiz¢ ekspresji genow kodujacych poszczegélne palmitoilotransferazy w komoérkach
wybranych ludzkich linii nowotworowych wywodzacych si¢ ze wszystkich trzech listkow
zarodkowych. Zatem, w wyniku tych badan uzyskano jakosciowe ,profile” badanych
enzymoéw DHHC w komorkach wielu réznych typow.

Biorac pod uwage dostgpne w literaturze informacje na temat zwiazku defektow
genow kodujacych enzymy DHHC z r6znorodnymi stanami patologicznymi, ich detekcja
moze okazac¢ si¢ kluczowa w poznaniu molekularnych podstaw niektérych schorzen, a co za

tym idzie, do postepu w terapii chorob z nimi zwiazanych.



