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Lipopolisacharyd (LPS) jest sktadnikiem budulcowakterii Gram-ujemnych. W czasie infekcji LPS
staje s¢ czynnikiem, ktory wywoluje reakejzapalm organizmu, utatwiajca zwalczenie zakaenia. Do
najwazniejszych typéw komorek odpowiedzialnych za tercpeonalegg makrofagi. Komorki te wypogane
Sa W receptory rozpozngge casteczki budulcowe patogendw, takie jak LPS. W rampoiu LPS
uczestniczy przede wszystkim biatko btony komorkp@®14 i receptor TLR4 zasocjowany z biatkiem
MD2. Aktywowany przez LPS receptor TLR4 uruchamisadszlaki sygnatowe prowagtz do produkcji
mediatorow reakcji zapalnej, w tym cytokin. Aktyyecmakrofagow musi podledascistej kontroli,
poniewa nadmierna odpowigdkomorek na LPS mie prowadzi do ogdlnoustrojowej reakcji zapalnej,
sepsy, na ktéra narani g m.in. pacjenci poddani zabiegom chirurgicznyneza sepsa i szok septyczny
koncza sie smiercia w 30-50% przypadkow. Niestety, dieta bogata wzitae nasycone, tzw. diefaiata
zachodniego, sprzyja pojawianiw swe krwi niskich dawek LPS pochagzgo z mikroflory jelitowej, co
prowadzi do chronicznej reakcji zapalnepaanej m.in. z rozwojem cukrzycy typu Il i arteritesiozy.

Nasz projekt zmierza do ujawnienia nowego mechamiZontrolupcego odpowiedl prozapaln
makrofagow na LPS. Opierasin na regulacji funkcjonowania enzymu, kinazy diaglicerolowej epsilon
(DGKe), ktérej aktywnéé wplywa na poziom okbonych lipidéw, fosfatydyloinozytoli, w komorce.
Wyniki naszych wcz@iejszych bad@ ujawnilty, ze jeden z tych lipidéw, fosfatydyloinozytolo-4,5-
bisfofosforan [PI(4,5)R, wzbogaca si w blonie komorkowej makrofagéw stymulowanych prZe2S.
Wiadomo te, ze PI(4,5)R kontroluje przebieg szlakéw sygnatowych indukowanyrzez LPS, gdyon
sam jak i jego pochodne wplyvgana aktywné¢ i lokalizacg szeregu biatek, ktore skladagie na kaskael
przenoszca sygnat od receptora dedra, prowadzc ostatecznie do ekspresji gendw kadygh cytokiny.
Fosfatydylionozytole ulegajwzajemnym przemianom, a Pl(4,5)podlega teé waznej w punktu widzenia
przekazywania sygnatu hydrolizie, po ktorej musstab w komorce odtworzony. Taki obieg lipidow
nazywa s} cyklem fosfatydyloiozytolowym (Pl). W tym cyklu,iraza DGk fosforyluje diacyglicerol
powstagcy w wyniku hydrolizy P1(4,5)F do kwasu fosfatydowego, umiwiajac jego recykling do PlI,
nastpnie do PI(4)P, a ostatecznie do PI(4;5)P

W naszym projekcie chcemy wykdzaze okrélona modyfikacja kinazy DGK -palmitoilacja- jest
kluczowym modulatorem funkcjonowania tego enzymumakrofagach stymulowanych przez LPS. Tym
samym ta modyfikacja kinazy DGKmaze by istotna dla utrzymania wdaiwego poziomu PI(4,5Pw
makrofagach poddanych dziataniu LPS. Nasze ostatmi@nia proteomiczne wykazaly, ze pod wptywem
LPS poziom palmitoilowanej formy kinazy DGKw makrofagach wzrasta. Palmitoilacja polega na
przylczeniu reszty kwasu tluszczowego -kwasu palmityrgowelo biatka. Taka modyfikacja diametralnie
zmienia wiaciwosci biatek. Utatwia ich interakcje z btonami, zmiardaktywnd¢ enzymaow i ich lokalizaej
w komorce Uwazamy, ze palmitoilacja decyduje o whczaniu kinazy DGKe do cyklu Pl w makrofagach
stymulowanych przez LPS, a przez to jest istotna dlprzebiegu prozapalnych szlakéw sygnatowych.

Palmitoilacja kinazy DGK nie byta dodd badana, ale nasza hipoteza ma uzasadnienie whdaaytemat
struktury i funkcji tego enzymu w komarce, azakv wynikach naszych ba@lastepnych. Chcemy wykrg;
ktére aminokwasy DGK s3 modyfikowane przez przgtzenie reszty kwasu palmitynowego. Nasie,
chcemy ustadi czy palmitoilacja DGK jest istota dla jej udziatlu w szlakach sygnatowyafukowanych w
makrofagach przez LPS. W tym celu otrzymamy fornfyKa zmutowane w miejscach palmitoilacji, ktére
nastpnie wprowadzimy do komorek.¢Ba to réwniez komorki, ktére uprzednio pozbawimy endogennej
DGKe przy pomocy wektorow wirusowych. Zbadamy, czy wkidth komorkach zmieni gi przebieg
prozapalnych szlakéw sygnatowych receptora TLR4talkke poziom badanych lipidéw. Rdéwnolegle
ustalimy jak LPS wplywa na palmitoilacjkinazy DGKe i jakie jest znaczenie tej modyfikacji dla
oddziatywania DGK z btonami komorkowymi, jej lokalizacji w komorceaktywnagci enzymatycznej.
Zidentyfikujemy enzym(y) katalizage palmitoilacg DGKe. Uwazamy, ze palmitoilacja jest sygnatem
zapewniajacym wiasciwe umiejscowienie DGK komdbrce, tj. jej wigzanie z btors komoérkowsa lub
retikulum endoplazmatycznym, przez co decyduje o jeudziale w cyklu PIl, a przez to w szlakach
sygnatowych indukowanych przez LPS.Nasze badania¢ha oparte na nowoczesnych technikach,
pocawszy od uycia spektrometrii mas do identyfikacji palmitoilamych aminokwaséw DGK
biochemicznych analiz palmitoilacji kinazy przyzyeiu tak zwanej reakcji ,click”, testéw
immunologicznych do analizy reakcji makrofagow, gz pomiary lipidow, do mikroskopii konfokalne;.

Calasciowo, proponowane w projekcie badania scharaktggygo raz pierwszy palmitoilagjDGKe i
odpowiedz na pytanie, jak palmitoilacja kinazy DGKmoduluje odpowiedl makrofagbw na LPS. Te
zagadnienia nie byly dgd badane, dlatego Zeproponowane badaniag soryginalne i nowatorskie.
Przyczyny si¢ one do poszerzenia wiedzy o mechanizmach regwdltjivngci prozapalnej makrofagow.
W przyszigci mogy by¢ przydatne do opracowania skutecznych lekéw przigimtapcych nadmiernej
odpowiedzi na LPS. Ponadto, dysfunkcja kinazy RG&St obecnie wizana z kilkoma chorobami, m.in.
choroly nerek, dlatego fenasze badania przynipsformacje wane w kontekcie wykraczajgcym poza

patogenegz sepsy.



