Kalmodulin és az ér-reaktivitasban fontos
eNQOS és MLCK enzimek kolcsonhatasanak
szabalyozasa szfingolipid mediatorokkal
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Szfingolipid mediatorok
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Membranalkoté szfingolipidekbdl (els6sorban szfingomielinbél) keletkeznek a jelatvitelben
aktivalédo foszfolipdzok hatasdra. A sejtek ndvekedési, tulélési/apoptdzis, differenciacios és
migracios folyamatainak fontos élettani és patoldgias szabalyozé molekulai.
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Szfingolipid mediatorok: els6dleges és masodlagos hirvivok
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A HepG2 sejtek plazmamembranjan nincsenek S1P receptorok.
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Melyik fehérje kdzvetiti a receptor-fliggetlen hatast?

Az S1P és az SPC az IP,-receptortol
fuggetlenil az ER thapsigargin-
szenzitiv tartalyaibdl szabaditja fel a
Ca’*-ionokat.

A  kalmodulinrél ismert, hogy
szabalyozza az IP;-receptort.

Hipotézistink: az S1P és/vagy az SPC
a kalmodulinra hatva mobilizalhatja
intracellularisan a Ca%*-ionokat.
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Dansyl-CaM fluorescence (A.U.)
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Dansyl-CaM fluorescence

Az SPC a kalmodulin kompetitiv gatloszere
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Kalmodulin koélcsénhatasa szfingozinnal
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A szfingozin is kot6dik mind az apo-, mind a Ca?*-kalmodulinhoz és gatolja azok funkcidjat.
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A kalmodulin SPC és Sph kot6désére zart
inhibitorikus konformaciot vesz fel

M13 target
peptid

Kovacs E, Harmat V, Toth J, Vértessy BG, Mddos K, Kardos J, Liliom K (2010) Structure and mechanism of calmodulin
binding to a signaling sphingolipid reveal new aspects of lipid-protein interactions. FASEB J 24 (10): 3829-3839
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eNOS és MLCK az értdonus szabalyozasaban

szfingozin
in vivo ?

~ UU U GPCR endotélsejt ?
L} PLC - Ca**CaM -> eNOS -> NO {
. GPcRU U

sGC MLCK ¢ Ca?*CaM ¢ PLC 4J

simaizomsejt \
¢ N

Relaxacio Kontrakcio

Ruisanchez E, Dancs P, Kerék M, Németh T, Faragd B, Balogh A, Patil R, Jennings BL, Liliom K, Malik KU, Smrcka AV,
Tigyi G, Benyd Z (2014) Lysophosphatidic acid induces vasodilation mediated by LPA1 receptors, phospholipase C,
and endothelial nitric oxide synthase. FASEB J 28(2):880-90
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A projekt el6z6 fazisaban elért eredmények

A szfingozin kalmodulin-fligg6 modon gatolja
* az eNOS aktivitasat in vitro és az
 eNOS altal kozvetitett vazorelaxaciot ex vivo egér aorta-gylrikon
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Gatoljak-e a szfingozin és analogjai az eNOS és az MLCK
kalmodulin-fliggd aktivitasat in vitro és ex vivo?
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A dimetil-szfingozin és a dihidro-szfingozin is
kdtédnek a kalmodulinhoz
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A szfingozin, dimetil-szfingozin és dihidro-szfingozin kot6désének hatasara a danzil-jel6l6
fluoreszcencia intenzitasa megnd és a maximalis emisszié hullamhossza kék-eltolodast mutat.

A ceramidok kotédését nem tudtuk kimutatni a danzil-fluoreszcencias mérésben.



A szfingozin és analogjai gatoljak az MLCK
kalmodulin-figgd aktivitasat in vitro
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Az MLCK enzimet novekvd koncentraciéju kalmodulinnal aktivaltuk, illetve kozepes
kalmodulin mellett névekvé koncentracidju lipidekkel inkubaltuk. Mar 25 uM szfingozin
jelenlétében az MLCK aktivitas nagymértékben gatlddik, illetve a dimetil-szfingozin és a
dihidro-szfingozin gatlasi hatékonysaga azonos a szfingozinéval. (C.M.C ~ 10-15 uM)

A ceramid vegyuletek nem gatoltak az MLCK kalmodulin-fligg6 aktivitasat.




Gatolja-e a szfingozin és a dimetil-szfingozin az MLCK altal
kdzvetitett vazokonstrikciot?
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Szfingozin (B panel, 10 uM), dimetil-szfingozin (DMS, D panel,
10 uM) ill. vehikulumaik (A és C panelek) hatasai a fenilefrin
(PE) okozta vazokonstrikciora
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Feltételezett magyarazat:
Szfingozin, ill. dimetil-szfingozin gatolja az eNOS-fluigg6
vazorelaxaciot és ezaltal kdzvetve fokozza a vazokonstrikciot
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Szfingozin (B panel, 10 uM), dimetil-szfingozin (DMS, D panel,
10 uM) ill. vehikulumaik (A és C panelek) hatasai az acetilkolin
(ACh) okozta eNOS-fliggb vazodilataciora
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A hipotézis tesztelése eNOS-KO erek vizsgalataval

szfingozin dimetil-szfingozin
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Szfingozin (B panel, 10 uM), dimetil-szfingozin (DMS, D panel,
10 uM) ill. vehikulumaik (A és C panelek) hatasai a fenilefrin
(PE) okozta vazokonstrikciora eNOS-KO erekben
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KonklUzio

szfingozin dimetil-szfingozin
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Konkluzio

Megmutattuk, hogy a kalmodulin-antagonista hatasu
szfingozin gatolja az eNOS kalmodulin-figgd aktivitasat
in vitro és egéer aorta szegmenseken ex vivo
Megmutattuk, hogy a szfingozin és analogjai gatoljak az
MLCK kalmodulin-fugg6 aktivitasat in vitro

A ceramidok kotbédését és hatasat a kalmodulinon nem
tudtuk kimutatni

A dimetil-szfingozin a szfingozinnal azonos aktivitasu
egéer aorta szegmenseken ex vivo
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