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Lipidy (tluszcze) kojarza nam sie zwykle jako zrddto energii, a ich nadmiar moze odktada¢ sie
w organizmie prowadzac do otylosci. Jednak na poziomie komoérkowym, lipidy sa takze sktadnikami
budulcowymi bton biologicznych, a niektére z nich sg przekaznikami informacji. Do lipidéw o
charakterze sygnalowym naleza pochodne fosfatydyloinozytolu (Pl), w szczegodlnosci PI(4,5)P;
znajdujacy si¢ w btonie komorkowej. Pod wptywem okreslonych bodzcow PI(4,5)P, ulega hydrolizie.
Do takich bodzcow nalezy bakteryjny lipopolisacharyd (LPS) wywotujacy odpowiedz zapalng
makrofagow, ktora utatwia zwalczenie infekcji ale tez prowadzi w okreslonych warunkach do sepsy. W
efekcie hydrolizy PI(4,5)P. powstaja dwie czasteczki sygnatowe aktywujace szereg procesOw w
komorce. Jedng z tych czasteczek jest diacyloglicerol (DAG), ktory ulega ponownemu przeksztatceniu
w PI(4,5)P, przez szereg lipidow posrednich w przebiegu tak zwanego cyklu fosfatydyloinozytolowego.
Przedstawiony projekt skupiony jest na kinazie diacyloglicerolowej-e (DGKGe), ktora przeksztatca DAG
w przebiegu tego cyklu i jest niezbedna do odpowiedzi makrofagéw na LPS. Kinaza DGKe jest tez
zaangazowana w metabolizm lipidow, a jej dysfunkcja wigze si¢ z otyto$cig. Ponadto, mutacje genu
kodujacego kinaze DGKe prowadza do choroby nerek. Wszystkie te czynniki uzasadniaja podjecie
badan nad mechanizmami regulujacymi aktywnos$¢ tej waznej kinazy.
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Projekt zmierza do wyjasnienia mechanizmoéw molekularnych, ktore kontroluja aktywno$¢
kinazy DGKe w makrofagach. Zaktadam, ze jest ona kontrolowana przez dwie odwracalne modyfikacje,
ktorym ulega kinaza DGKe - izomeryzacj¢ (zmiang struktury) jednego z jej aminokwasow, proliny, oraz
niedawno wykryta przez nasza grupe palmitoilacje (przytaczanie lipidu do czasteczki kinazy). Ponadto
aktywnos¢ DGKe moze by¢ regulowana przez interakcje z cholesterolem w btonie komérkowe;.

W badaniach wykorzystane beda linie uniesmiertelnionych komoérek makrofagopodobnych
pozbawione kinazy DGKe oraz wyposazone w zmutowane formy tej kinazy, a takze komorki modelowe
produkujace rézne formy kinazy wraz z enzymami katalizujacymi jej wspomniane modyfikacje.
Zmierzam do wykrycia, ktora prolina ulega izomeryzacji istotnej dla aktywacji kinazy DGKe, jaki
enzym katalizuje t¢ reakcj¢ 1 jak wspotdziata ona z palmitoilacjg kinazy. Zweryfikuje tez tezg, ze za
wigzanie cholesterolu odpowiada motyw aminokwasowy zidentyfikowany przez mnie w obrebie
fragmentu transblonowego kinazy DGKe, w sgsiedztwie aminokwasow ulegajacych dwom badanym
modyfikacjom. Réwnolegle zbadam jak zaburzenia mechanizmoéow regulujacych aktywnos¢ kinazy
DGKe wptywajg na odpowiedz prozapalng makrofagow wywotang przez LPS.

Jak dotad, zaden z proponowanych mechanizmow regulacji aktywnos$ci kinazy DGKe (z
wyjatkiem palmitoilacji, ktora niedawno odkrylismy) ani ich biologiczne znaczenie nie byto badane. W
wyniku proponowanych badan zidentyfikowane zostang nieznane wczesniej czynniki kontrolujace
wazny szlak prozapalny w makrofagach. Ponadto, wykryte mechanizmy zapewne reguluja aktywno$¢é
kinazy DGKe w innych komorkach i sa potencjalnie powigzane z rozwojem szeregu schorzen
wynikajacych z jej dysfunkcji.



