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Szfingolipid mediátorok 
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Membránalkotó szfingolipidekből (elsősorban szfingomielinből) keletkeznek a jelátvitelben 
aktiválódó foszfolipázok hatására. A sejtek növekedési, túlélési/apoptózis, differenciációs és 
migrációs folyamatainak fontos élettani és patológiás szabályozó molekulái. 



Szfingolipid mediátorok: elsődleges és másodlagos hírvivők 
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A HepG2 sejtek plazmamembránján nincsenek S1P receptorok. 
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Melyik fehérje közvetíti a receptor-független hatást? 
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Az S1P és az SPC az IP3-receptortól 
függetlenül az ER thapsigargin-
szenzitív tartályaiból szabadítja fel a 
Ca2+-ionokat. 
A kalmodulinról ismert, hogy 
szabályozza az IP3-receptort. 

Hipotézisünk: az S1P és/vagy az SPC 
a kalmodulinra hatva mobilizálhatja 
intracellulárisan a Ca2+-ionokat. 

4 Ca2+ 

apokalmodulin 

Ca2+-kalmodulin 



Az SPC a kalmodulin kompetitív gátlószere 
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Kalmodulin kölcsönhatása szfingozinnal 
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Affinitás + sztöchiometria Funkcionális esszék Sph – Ca2+-CaM 
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A szfingozin is kötődik mind az apo-, mind a Ca2+-kalmodulinhoz és gátolja azok funkcióját. 



A kalmodulin SPC és Sph kötődésére zárt 
inhibitorikus konformációt vesz fel  
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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 értónus szabályozásában 
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Tigyi G, Benyó 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 előző fázisában elért eredmények 

A szfingozin kalmodulin-függő módon gátolja 

• az eNOS aktivitását in vitro és az 

• eNOS által közvetített vazorelaxációt ex vivo egér aorta-gyűrűkön 
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Gátolják-e a szfingozin és analógjai az eNOS és az MLCK 
kalmodulin-függő aktivitását in vitro és ex vivo? 
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A dimetil-szfingozin és a dihidro-szfingozin is 
kötődnek a kalmodulinhoz 
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A szfingozin, dimetil-szfingozin és dihidro-szfingozin kötődésének hatására a danzil-jelölő 
fluoreszcencia intenzitása megnő és a maximális emisszió hullámhossza kék-eltolódást mutat. 

A ceramidok kötődését nem tudtuk kimutatni a danzil-fluoreszcenciás mérésben.  

400 450 500 550 600
0

250000

500000

D
a
n

z
il

-C
a
M

 f
lu

o
re

s
z
c
e
n

c
ia

Hullámhossz (nm)

 no lipid

 100 uM Sph 

 100 uM DMS

 100 uM diH-Sph treo

 100 uM diH-Sph treo/eritro

apo-CaM

400 450 500 550 600
0

250000

500000

750000

D
a
n

z
il

-C
a
M

 f
lu

o
re

s
z
c
e
n

c
ia

Hullámhossz (nm)

 no lipid

 100 uM Sph

 100 uM DMS

 100 uM diH-Sph treo

 100 uM diH-Sph treo/eritro

Ca2+CaM



A szfingozin és analógjai gátolják az MLCK 
kalmodulin-függő aktivitását in vitro 
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Az MLCK enzimet növekvő koncentrációjú kalmodulinnal aktiváltuk, illetve közepes 
kalmodulin mellett növekvő koncentrációjú lipidekkel inkubáltuk. Már 25 M szfingozin 
jelenlétében az MLCK aktivitás nagymértékben gátlódik, illetve a dimetil-szfingozin és a 
dihidro-szfingozin gátlási hatékonysága azonos a szfingozinéval. (C.M.C ~ 10-15 M) 

A ceramid vegyületek nem gátolták az MLCK kalmodulin-függő aktivitását.  
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 Gátolja-e a szfingozin és a dimetil-szfingozin az MLCK által 

közvetített vazokonstrikciót? 
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Szfingozin (B panel, 10 M), dimetil-szfingozin (DMS, D panel, 
10 M) ill. vehikulumaik (A és C panelek) hatásai a fenilefrin 

(PE) okozta vazokonstrikcióra 
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Feltételezett magyarázat: 
Szfingozin, ill. dimetil-szfingozin gátolja az eNOS-függő 

vazorelaxációt és ezáltal közvetve fokozza a vazokonstrikciót 
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Szfingozin (B panel, 10 M), dimetil-szfingozin (DMS, D panel, 
10 M) ill. vehikulumaik (A és C panelek) hatásai az acetilkolin 

(ACh) okozta eNOS-függő vazodilatációra 
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A hipotézis tesztelése eNOS-KO erek vizsgálatával 
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Szfingozin (B panel, 10 M), dimetil-szfingozin (DMS, D panel, 
10 M) ill. vehikulumaik (A és C panelek) hatásai a fenilefrin 

(PE) okozta vazokonstrikcióra eNOS-KO erekben 
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Konklúzió 
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Konklúzió 

• Megmutattuk, hogy a kalmodulin-antagonista hatású 
szfingozin gátolja az eNOS kalmodulin-függő aktivitását 
in vitro és egér aorta szegmenseken ex vivo 

• Megmutattuk, hogy a szfingozin és analógjai gátolják az 
MLCK kalmodulin-függő aktivitását in vitro 

• A ceramidok kötődését és hatását a kalmodulinon nem 
tudtuk kimutatni 

• A dimetil-szfingozin a szfingozinnal azonos aktivitású 
egér aorta szegmenseken ex vivo 
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Köszönjük a MedInProt támogatását! 
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