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1. Bevezetés

1.1. A neutrofil granulocita kemotaxis és effektor miikodés

A kemotaxis olyan iranyitott sejtmozgas, melynek irdnyat €és sebességét kiilonbozo ké-
miai 4gensek extracellularis eloszldsa hatdrozza meg'. A doktori értekezésem 6 témajat
ado leukocita kemotaxist el6szor Theodor Leber irta le 1888-ban, Wilhelm Pfeffer proka-
ridtdkon alapulé munkainak figyelembevételével. Leber nyulakon végzett kisérleteiben
megfigyelte, hogy szaruhértya irritaciot kovetden a leukocitak kiilonb6zd tavolsagokbol
¢és iranyokbdl egyenes vonalban haladnak a gyulladasban 1évo teriilet felé. Ezen kisérlet
alapjan sziiletett a hipotézis, miszerint a szovetsériilés kovetkeztében felszabadulo diffu-
zibilis anyagok iranyitjak a fehérvérsejtek mozgasat®. Az elsd kemoattraktans molekula-
kat tobb évtizeddel kés6bb azonositottak; az N-formilmetionin-leucin-fenilalanint (fMLP)
1976-ban, majd az elsé citokint, a CXC-kemokin ligand 8 -at (CXCLS) 1987-ben**. A
kemotaxis fontossaga napjainkban mar ismert; szdmtalan élettani és fejlodési folyamat-
ban tolt be elengedhetetlen szerepet, a limfocitak aktivacidjatdl és mozgasatol egészen az
embriogenezisen at; patoldgids esetekben a tumor metasztazisok kialakulasaig®~”’.

A sériilés helyén megjelend kemoattraktansok hatésara a fehérvérsejtek koziil els6ként
a neutrofil granulocitak jelennek meg a gyulladas helyszinén®. Els6dleges kemoattrak-
tansokként funkcionalnak a baktériumokbol és a sériilt szovetekbdl felszabaduld formil-
peptidek, példaul az fMLP, vagy a komplement kaszkad részét képezd komplement kom-
ponens 5a (C5a)*. Az elsédleges kemoattraktansok jelenlétére a kdrnyezd szdvetek és
rezidens immunsejtek masodlagos kemoattraktansokat és gyulladasos citokineket termel-
nek. Ezek részt vesznek a kozeli endotél sejtek aktivacidjaban, elinditva a neutrofil gra-

A gyulladas hatasara az endotél sejtek felszinén adhézios molekuldk, szelektinek je-
lennek meg. A Weidel-Palade testekben tarolt P-szelektinek a citokin stimulust kovetd
par percben kihelyezddnek az endotél felszinére, miutan gyenge kdlcsonhatasba lépnek
a neutrofil granulociték citoplazmatikus membranjaban taldlhato P szelektin glikoprotein
ligand 1 (PSGL1) fehérjékkel. A két fehérje kozotti kdlesdnhatas révén a neutrofil granu-
locitdk mozgasa lelassul, majd gordiilni (rolling) kezdenek az endotélium felszinén®. Az

endotél sejtekben elkezd6dd E-szelektin expresszid €s kihelyezddés, a neutrofil granulo-



citdkon talalhat6 szialil-Lewis-X (sLeX) tetraszachariddal kapcsolodva tovabb erdsiti a
folyamatot (slow rolling)'?. Gordiilés kdzben a neutrofilek kapcsolatba 1épnek az endotél
felszinen rogziild proinflammatorikus citokinekkel (példaul az interleukin-8-cal) melyek
a még szorosabb endotél-neutrofil kapcsolat kialakitasa mellett, részt vesznek az immun-
sejtek aktivacidjaban is.

Kovetkezd 1épésként megtorténik a neutrofil granulocitk letapadésa'!. Az adhéziot
kovetden a sejtek a gyulladasos citokinek gradiensét kdvetve mozognak az érfalon. Ezzel
egy idében a neutrofilek felszinén megjelennek a limfocita funkcio-asszocialt antigén 1
(LFA-1) ¢és késoi aktivacios antigén-4 (VLA4) integrinek, melyek az endotél eredetli int-
racellularis sejtadhézios molekula 1 (ICAM-1) és a vaszkularis sejtadhézidés molekula 1
(VCAM-1) fehérjékkel szoros kapcsolatot 1étrehozva megallitjak a gordiilést'2. A folya-
mat ezen szakaszaban a neutrofilek makrofag-1 antigén (MAC-1) és ICAM-1 fiiggd mo-
don az érfalon kuszva (crawling) keresik meg az extravazacidhoz legalkalmasabb helyet.
Ezt kdvetden a sejtek polarizalddnak, és altaldban két endotél sejt kozott (paracellulari-
san), de olykor az endotél sejten keresztiil (transzcellularisan) megtorténik az érfalon valo
atjutas, a diapedézis. Ezt a folyamatota VLA4, ICAM-1, VCAM-1, JAM-A és PECAM-1
integrinek és a CD99 fehérjék koordinaljak!>-!14,

Az intersticialis térben a neutrofil granulocitdk kemotaxis segitségével, G-fehérje kap-
csolt kemoattraktans receptoraik aktivacidjaval jutnak el a gyulladas helyszinéhez'®.

A neutrofil granulocitdkat a szovetbe torténd belépését kovetden a masodlagos ke-
moattraktansok koncentracio gradiensei irdnyitjadk a gyulladas kozelébe, ezt kdvetden a
sejtek az elsddleges kemoattraktansok gradienseit kovetve jutnak el a gyulladas pontos
helyére*. A neutrofilek ekdzben pozitiv visszacsatolas révén tovabbi fehérvérsejteket to-
borozva amplifikdljdk a gyulladas folyamatat. A masodlagos hirviviok feltehetden egy-
mast kovetd hullimokban szabadulnak fel, kdziiliik elséként a leukotrién B4 (LTBy4)'>16,
amely a neutrofil granulocitdk egy specialis migracios formdjat a neutrofil rajzast (swarm-
ing) is eldidézi!”. A neutrofil rajzas egy dnszervezdd6 folyamat, mely sordn a neutrofilek
altal termelt LTB, serkenti a neutrofil granulocitdk felhalmozodasat, valamint fokozza a
sejt klaszterek kialakulasat a gyulladas helyszinén.!”.

A sériilés kornyezetében 1évo korokozok jelenlétét a neutrofil granulocitak kozvetlen

moédon a mintézatfelismerd receptoraik, kdzvetett modon pedig az Fcy-és komplement-



receptorokon keresztiil ismerik fel. A mintazatfelismerd receptorok, mint példaul a toll-
like receptorok, NOD-like receptorok és lektin receptorok, patogén-asszocialt molekularis
mintazatokat (PAMP) ismernek fel. PAMP szignélok lehetnek példaul bizonyos baktéri-
umokra jellemzd szénhidratok, peptidoglikdnok, lipoproteinek, a dupla szalad RNS mo-
lekuldk de a flagellin is. Az Fcy-és komplement-receptorokon keresztiil a neutrofilek a
szervezet altal antitestekkel, vagy komplementfragmentumokkal opszonizalt patogéneket
tudjak azonositani'®,

A gyulladas helyén felismert korokozokkal szemben a neutrofil granulocitak harom is-
mert modon 1épnek fel: fagocitozissal, degranuldcioval és a neutrofil extracellularis csap-
da (NET) képzés folyamataval'® (1. 4bra).

A neutrofilekben a fagocitotikus receptorok, mint példaul az Fcy receptorok aktivacio-
ja inditja el a fagocitozis folyamatat. A sejtekben a citoplazma bizonyos fehérjéi (példaul
aktin mikrofilamentumok) atrendezddnek és kialakul a fagocitotikus serleg. A patogéne-
ket a neutrofilek allabakkal veszik koriil, majd a plazmamembran lefliz6dését kovetden
kialakul a fagoszoma'®. A fagoszomahoz kiilonboz6 granulumok fizionalnak, melynek
kovetkeztében a NADPH-oxid4az-dependens folyamatok és antibakterialis fehérjék (katep-
szinek, defenzinek, laktoferrinek, lizozimek) hatdsara a bekebelezett patogén eliminalodik.
A szekunder (specifikus) granulumok a fagoszéman kiviil az extracellularis térbe is tirtil-
nek, a benniik 1év6 antibakterialis hatasu laktoferrinek, lizozimek és B12-t kotd fehérjék
4z szekrécidja segiti a neutrofilek mozgését az extracellularis matrixban?’. Amennyiben
a korokozd mérete tul nagy, a gyulladas kornyezetében a neutrofilekben megindulhat a
NET képz6dés®'. A NET6zis soran a kondenzalt kromatinallomany fellazul, DNS, an-
timikrobidlis fehérjék, protedzok ¢és kiillonb6zd enzimek (tobbek kozott a reaktiv oxigén
gyokok termeléséért felelés myeloperoxidaz) keriilnek a kiilvilagba, melyek egyiitt egy

extracellularis halozatot hoznak 1étre??. A NET fizikailag akad4lyozza a baktériumok és

crer

a patogének elpusztitasaban®>*,

A gyulladas megsziinése sordn a neutrofil granulocitdk tobbsége apoptotikus sejthala-
lon megy keresztiil, mig a sejtek kis populacioja forditott, mas néven reverz migracioba

(reverse migration) kezd, és visszatér a vérkeringésbe?>»?32°. A makrofagok altal termelt

10



gyulladascsokkent6 lipid mediator prosztaglandin E2 (PGE2) hatasara a neutrofil granulo-
citdk enzimaktivitdsa megvaltozik. Az LTB, termelés csokken, mig a lipoxin A4 (LXA,)
mennyisége fokozodik, ezzel nd a forditott migracié bekdvetkezésének esélye?’. Ezen
feliil a jelenség kialakuldsat magyardzhatja a kemoattraktansok G-fehérje fliggd recepto-
rainak deszenzitizacioja. Erre példaa CXCRI1 és CXCR2 receptorok sejtfelszini eloszlasa-
nak megvaltozasa a gyulladas kiilonb6z6 szakaszaiban. A vérkeringésben jelenlévo érett
neutrofil granulocitak sejtfelszinén kezdetben mindkét receptor megtalalhato. A sériilés
kialakulasat kovetéen a CXCL8 gradiens foként a CXCR1 receptoron keresztiil fejti ki ke-
motaktikus hatdsat, serkenti a neutrofilekbdl all6 klaszterek képzddését a gyulladas helyén.
A ligandkotés hatasara a CXCRI1 receptor internalizalodik, igy a neutrofilek felszinén a
CXCR2 receptor aranya megnd. A megvaltozott receptor eloszlas révén a gyulladas ké-

sObbi szakaszaban, a CXCL8 a CXCR?2 receptorhoz kétddve ndveli a sejtek mobilizacios

""t28
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1. abra. A neutrofil granulocitak migracidja és korokozokkal szembeni fellépése.

A neutrofil granulocitak az elsodleges kemoattraktansok hatasara az érfalon keresztiil a
gvulladas helyére vandorolnak. A sériiléshez érkezo sejtek masodlagos kemoattraktanso-
kat termelnek, ezzel tovabb fokozva a neutrofilek vandorlasat. A gyulladas helyén talalha-
to mikroorganizmusok ellen fagocitozissal, NET-képzodéssel vagy degranulacioval lépnek
fel a neutrofilek. A gyulladas felolddsa soran a neutrofil granulocitak vagy apoptotizal-
nak, vagy reverz migrdcio révén visszatérnek a vérkeringésbe. Az dbra a (*?) kozlemény

alapjan késziilt.

Bér a neutrofil granulocitak migracios tulajdonsagair6l szamos ismeret all a rendelke-
zéslinkre, a neutrofil rajzés és a reverz migracio jelenségeinek jelentésége €¢s mechaniz-

musai még napjainkban is tisztazatlanok.

1.2. az LTB, szintézise

A szdveteket ért trauma, kiilonbozé mikrobialis peptidek (példaul az fMLP), allergének,
citokinek ¢és egyes novekedési faktorok jelenléte aktivalja a sejtek de novo LTB, szinté-

zisét?>*0. A sejtfelszini receptorok ligandkétése, a kalciumion citoplazmatikus és sejtma-
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megnyulasa egyiittesen valtja ki az LTB,4 bioszintézisét®!*2.

A kemoattraktans prekurzorat az arachidonsavat (AA) a citoszolikus foszfolipaz A2
(cPLA2) hasitja le a sejtmembran foszfolipidjeirdl, a citoplazmatikus-és magmembranhoz
transzlokalédva®!. Ezutan az 5-lipoxigenaz (5-LOX) enzim helyezédik ki a magmembran-
hoz, és a 5-lipoxigenaz aktivalo fehérje (FLAP) segitségével az AA-at leukotrién A4-gyé
(LTA,) alakitja?.

A cPLA2 és az 5-LOX enzimek szerkezete hasonld. Mindkét enzim két fehérje do-
ménbdl tevédik 6ssze. A cPLA2 C2-es és az 5-LOX C2-like doménjei a kalciumion meg-
kotéséért feleldsek, mig a fehérjék katalitikus régioi az enzimaktivitast végzik.34*°. Az
valo kotodése altal kivaltott konformaciovaltozas, valamint a sériilt szovetek ozmotikus
tulajdonsagainak valtozasa miatt megduzzadé sejtekben bekdvetkezd citoplazmatikus és
magmembranok megnytlasa egyiittesen teszik lehetdvé*?. Az LTB, bioszintézisében a
FLAP, mint horgony fehérje a magmembranban tartja az 5-LOX-ot. Ezzel egy idében
megkoti az AA-t, ezaltal térben kozel hozza egymashoz az enzimet és annak szubsztratjat,
igy gyorsitja az LTA,4 termelddését. A folyamat utolso Iépéseként a leukotrién A4-hidrolaz

(LTA4H) az LTA, hidrolizis katalizalasaval LTBy-et allit el6*° (2. 4bra).
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2. abra. Az LTB, bioszintézis folyamata.

A trauma hatasara megemelkedo citoplazmatikus kalciumion koncentracio révéen a cPLA2
és 5-LOX enzimek a magmembranhoz transzlokalodnak. A megnott cPLA2 aktivitas hata-
sara AA keletkezik, melybdl az 5-LOX-FLAP fehérje komplex LTA ;-et képez. A folyamat
utolso lépéseként az LTA, H enzim az LTA-et LTB;-gyé alakitja. Az dsszefoglalo dbra

a (**3?) publikaciok felhaszndldsdval késziilt.

A mieloid sejtek koziil az 5-LOX enzimet legnagyobb mértékben a neutrofil granuloci-
tak fejezik ki, mig az LTA4H expresszioja altalanosabb. A leukocitdk a termelt LTA4 tobb
mint 50%-at az extracelluléris térbe szekretaljak, melyet felvéve a kornyezd sejtek képes-
sé valnak az LTB, termelésére, ezzel fokozva az intracellularis térbe juté LTB, mennyisé-
ét2930.36.37,

Osszességében az LTB, szintézis gyorsasigat és mértékét az AA mennyisége, a terme-
Iésben résztvevo sejtekben az 5-LOX, FLAP és LTA4H fehérjék megléte és mennyisége,
az enzimek katalitikus aktivitasa és az azok miikodését befolyasolo kis molekulak (ATP,

NO és reaktiv oxigén gyokok) és ionok (kalciumion) mennyisége hatirozza meg>°.

1.3. Az LTB4 receptorai: a BLT1 és a BLT2

Az LTB, ¢élettani hatasat elsOsorban receptoraihoz, a leukotrién B4 receptor 1 és leuko-
trién B4 receptor 2-hoz (BLT1 és BLT2) kétodve fejti ki>****!. Mind a két receptor a

hét transzmembran doménnel rendelkez6 G-fehérje kapcsolt receptorok rodopszin-tipusu
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csaladjaba tartozik, aminosav-szekvenciajuk azonban csak 45,2%-nyi egyezést mutat*>*+,

A BLT1 és BLT2 szoveti eloszlasa, specificitdsa és LTB, irdnti affinitdsa nagyban eltér
egymastol. A BLT1 az LTB, nagy affinitasa (Kd = 0,1-2 nM), ligand specifikus receptora,
amely elsddlegesen fehérvérsejtekben, kis mértékben szoveti strukturalis sejtekben (pél-
daul fibroblasztokban) fejezddik ki. Ezzel ellentétben a BLT2 ligand iranti specificitasa
¢s affinitasa alacsonyabb (Kd = 23 nM), az LTBy-en kiviil tobb eikozanoid is aktivalja,
expresszios mintazata pedig sokkal altalanosabb*0-44,

Az LTBy, kotése soran a BLT1 elsddlegesen Gi ¢s Gq medialt jelatviteli itvonalakat
indit el. A Gi aktivacio az intracellularis cAMP szint csokkenését, mig a Gq a kalciumion
szint citoplazmatikus megnovekedését eredményezi. A kifejtett hatdsok tobb protein kinaz
aktivaciojat idézik eld, melyek széleskorti szoveti és celluléris véaltozasokat hoznak 1étre?’.

A neutrofil granulocitdkban l1étrejovo BLT1 jelpalya elinditja és szabalyozza a sejtmig-
raciohoz sziikséges folyamatokat. A BLT1 aktivacioja soran a kapcsolddott G-fehérje B
¢és vy alegysége aktivalja a foszfolipaz CBB (PLCB) fehérjét, amely a foszfatidil-inozitol-4,5-
biszfoszfat (PIP2) hasitasaval inozitol-trifoszfatot (IP3) és diacil-glicerolt (DAG) hoz 1étre.
A masodlagos hirvivok hatdsara megnd a citoplazmatikus kalcium koncentrécio és aktiva-
16dik a PKC*+#¢, Ezzel parhuzamosan aktivalodik a Ras fehérje is, ami a foszfoinozitid-3-
kinaz (PI3K) enzim kozvetitésével foszfatidil-inozitol-3,4,5-trifoszfat (PIP3) képzodéshez
vezet?’. A két folyamat egyiittesen segiti el6 a kis G-fehérjék aktivacidjat, ezzel a sejtek
polarizaciojat €s a sejtmigracio létrejottét. A neutrofil granulocitdk kemotaktikus gradiens
felé nézo eliilsd részén (leading edge) elhelyezkedd Racl és Cdc42 fehérjék aktivacioja
az Arp2/3 fehérjekomplexen keresztiil szabalyozza az aktinpolimerizaciot, 1étrehozva a
sejtek pszeudopddiumait*. Ezzel szemben a sejt hatulsé részén (uropod) a migracidhoz
szlikséges kontrakcidt a RhoA, Rho-asszocidlt protein kindz (ROCK),miozin kénnyiilanc
kinaz (MLCK) és a miozin II fehérjék révén a miozin kdnnytilanc foszforilacidja hozza
létre*®*?. Ez a finom tér-idébeli szabalyozas biztositja az eliils6 és hatulsé sejtrégiok dssze-
hangolt miikddését. A tartdés kemotaxishoz sziikséges sejtpolarizaciot az LTB, autokrin

és parakrin termel8dése egyiittesen tartja fent*® (3. 4bra).
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3. ébra. A BLT1 jelpalya szerepe a neutrofil granulocita migraciéban.

A BLTI aktivalodasa a sejt eliilso részeén (leading edge) a Ras és PI3K utvonalon keresztiil
PIP3 felhalmozoddshoz, majd a Racl és Cdc42 aktivalasa aktinpolimerizaciohoz vezet,
ami kialakitja a pszeudopodiumokat. Ezzel egy idoben a sejt hatulso részén (uropod) a
RhoA/Rock utvonal az MLCK aktivacioja altal, majd a miozin Il foszforilacioja révén

kontrakciohoz vezet. A neutrofil granulocitik ezen polarizdcidja hozza létre a sejtek LTB,

crer

A BLT1 tovabbi funkcioi kozott szerepel a gyulladas kialakulasahoz vezeté molekula-
ris kaszkadok elinditasa, a fagocitozisban fontos kinazok (Syk, PKC és ERK 1/2) foszfori-
lacioja. Az LTB4-BLT1 jelpalya ezen feliil hatassal van az eozinofil granulociték, hizosejt
progenitorok, dendritikus sejtek, T- €s B-limfocitak és simaizom sejtek migraciés minta-
zataira, valamint egyes immunsejtek (neutrofil granulocitdk, makrofagok) aktivacidjara

és proliferacios folyamataira?®->0-!,

16



A BLT?2 élettani szerepe kevésbé ismert, feltételezések szerint funkciojat elsédlegesen

az epitél sejtek barrier szerepének szabéalyozasaban fejti ki*>>*,

1.4. A BLT receptorok internalizacioja és az LTB,4 lebontasa

Az LTB, mennyiségének felhalmozdodasat és a jelatviteli utvonalak tulzott aktivaciojat
tobb szabdlyozd mechanizmus kontrolldlja. Az LTB4 BLT1 receptorhoz val6 kotodését
kovetden, a tartds aktivacio elkeriilése érdekében a G-protein receptor kindzok (GRK),

elsésorban a GRK2, GRKS5 és GRK6, foszforilaljak a receptor harmadik intracellularis

crer

tSS

savakat™. Az intracelluléris hurok foszforilacioja a receptor deszenzitizaciojat idézi eld,

mig a C-terminalis szakasz foszforilacidja el0segiti a S-arresztin altal medialt internaliza-
Cio6:55-57
Az internalizéaci6 sordn az LTB4-BLT1 komplex el6szor a korai endoszoéméba kertil,

rrrrrr

a receptor vagy visszakeriil a sejtfelszinre, vagy lebomlik a sejtek lizoszomaiban*®->8.

Ekdzben a citoplazmaban megkezdddik a receptorrdl disszocialt LTB, metabolizmusa.
A neutrofilek és makrofagok citoplazmajaban talalhato, a citokrom P450 fehérjecsaladba
tartozo CYP4F3A enzim katalizdlja az LTB, w-oxidacigjat, amelynek eredményeként ke-
letkezik a 20-hidroxi-leukotrién B4 (20-OH-LTB,4)>®. Bar a 20-OH-LTB, bioldgiai akti-
vitasa alacsonyabb, mint az LTB4-¢, képes kotddni a BLT1 receptorhoz és aktivalni annak
jelatviteli Gtvonalat®'. A 20-OH-LTB, inaktivalasa tovabbi oxidacios 1épésekkel torténik.
Az aldehid-dehidrogendz enzim miikddése révén a metabolizmus inaktiv végterméke a
20-karboxi-leukotrién B4 (20-COOH-LTB,), amely konjugaciot kovetden valasztodik ki

a szervezetbd1%? (4. abra).
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4. abra. A BLT1 receptor internalizacioja és az LTB, metabolizmusa.

Az aktivalodott BLTI az LTB ,-gyel [3-arrestin fiiggé modon internalizalodik és a korai
endoszomaba keriil. Az endoszomdban a savas pH hatasara a receptor és ligandja szét-
valik. A BLTI vagy visszakeriil a plazmamembranba, vagy ubikvitindaciot kévetoen lebom-
lik a sejt lizoszomdiban. Az LTB;-bol a CYP4F3A és az aldehid-dehidrogendz (ALDH)
enzimek katalizalta folyamatok soran eloszér a biologiailag aktiv 20-OH-LTB,, majd az
inaktiv 20-COOH-LTB keletkezik, amely konjugaciot kévetéen kiiiriil a szervezetbdl. Az

osszefoglalé abra a (*%°%%) publikdciok felhasznalasdaval késziilt.

Er6s gyulladasos valasz esetén, a fokozott receptor aktivacio megnoveli a leukocitak
aktivator receptor alfa (PPAR«) transzkripcids faktor aktivacidja révén fokozza az LTB,
metabolizmusban résztvevd enzimek expresszidjat. Ez a negativ visszacsatolasi hurok
megakadalyozza az LTB, talzott felhalmozddasat és mérsékli a gyulladasos valasz terje-

dését és intenzitasat®?.

1.5. Genetikailag kodolt fluoreszcens bioszenzorok

A z0ld fluoreszcens fehérjét (GFP) és a biolumineszcens aequorint el0szor 1962-ben Shi-
moura és munkatarsai izolalték az Aequorea victoria medizabol®. A kdvetkez6 mérfold-
kovet az Aequorea victoria GFP-jének klonozasa, majd jelz6é molekulaként val6 elso fel-

hasznalasa jelentette 1992-ben, valamint 1994-ben®-%. Ezt kdvetden szdmos munkacso-
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port kezdett foglalkozni a fluoreszcens fehérjék fizikai és kémiai tulajdonsagaival. En-
nek koszonhetden a kovetkezo években kiillonbozo gerjesztési és emisszids spektrummal
rendelkezd fluoreszcens fehérjék széles skaldjat fedezték fel. Méra a fluoreszcens mik-
roszkopok folyamatos fejlodése révén a fluoreszcens bioszenzorok alkalmazasa az alap-
kutatas szerves részévé valt. A fluoreszcens fehérjéken alapuld modszereket rendszeresen
hasznaljak tobbek kozott nukleinsavak, sejtorganellumok és szovetek jelolésére, fehérjék
sejten beliili lokalizacidjanak és interakcioinak vizsgalatara, valamint az egyes ionok ¢és
ligandok koncentraciovaltozasainak meghatarozasara®’.

A genetikailag kodolt fluoreszcens bioszenzorok két részbdl allnak; tartalmaznak egy
a vizsgalt ligandot érzékeld egységet (sensing unit) és egy jellemzden fluoreszcens fehér-
jékbol allo jelzd egységet (reporter unit). A szenzorok mitkddésének alapjat az érzékeld
egyseg €s az érzékelt vegyiilet kozotti kapcesolat kialakuldsa képezi. Ez az érzékelt anyag
lehet egy ion, egy enzim szupsztratja, de akar egy GPCR receptor ligandja is. A kotodést
kovetden az érzékeld egység szerkezetében bekdvetkezd valtozas konformaciovaltozast
1déz eld a fluoreszcens jelzd egységben. Ez a detektalhato valtozas legtobbszor a fluoro-
forok intenzitasdban, excitacios vagy emisszios spektrumuk eltolodasaban nyilvanul meg.
Egyedi esetekben az érzékeld egység valtozasa a jelzd fluorofor lebomlésat, vagy transz-

lokaciojat is eléidézheti®®®,

1.5.1. A fluoreszcens bioszenzorok érzékeld alegysége

A bioszenzorok érzékeld alegységét természetes és szintetikus fehérjék alkothatjak®®. Nap-
jainkban a szenzorfejlesztésben alkalmazott fehérjék kozott tobb tartozik a bakterialis
eredetli periplazmikus kotd fehérje (PBP), szolubilis kotd fehérje (SBP) (5.a abra) és G-
fehérje-kapcsolt receptor (GPCR) (5.b abra) proteincsaladokba. Ezen fehérjék eldnyos
tulajdonsaga, hogy ligandkotés soran, mindben erdteljes konformacidovaltozas megy vég-
be’®72. A PBP és SBP fehérjén alapuld szenzorok, mint a glutamat érzékeld iGluSnFR
vagy a glicin specifikus GlyFS, szolubilis mivoltuk révén kiilonb6z6 sejtkompartmentek-
ben is kifejezhetdek. Ezzel ellentétben a GPCR alapt szenzorok, mint példaul a dopamin
specifikus dLight, vagy az altalunk fejlesztett GEM-LTB, a sejtek plazmamembranjdhoz
kotott formdaban talalhatoak meg’>7S. Bar lokalizacidjuk kotott, a GPCR-ek szenzorfej-

lesztésben valo alkalmazasa tobb eldnyt is rejt magaban. A fehérjecsaldd a transzmemb-
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ran fehérjék egyik nagy csalddjaként neurotranszmittereket, kiilonb6zé hormonokat és ke-
mokineket kto receptorokat is tartalmaz. A széles ligandkotési spektrum mellett, a GPCR
alapt bioszenzorokban 1év0 konformaciovaltozasra fluoreszcencia intenzitas novekedés-
sel reagalo cirkularisan permutalt fluoreszcens fehérjék (cpFP) alkalmazaséaval érzékeny,
egyetlen fluoreszcens fehérjén alapuld, jo detektalhatésaggal rendelkezd bioszenzorok fej-
leszthetéek’76. A fesziiltség-érzékeld domének (VSD) (5.c abra) és a ciklikus nukleotid
koté domének (CNBD) (5.d abra) szintén alkalmasak szenzorfejlesztésre””’8. Az elmult
években tobb kiilonbozo fajbol szarmazé CNBD alapu cAMP szenzor kertilt fejlesztésre,
melyek koziil a legajabb egy FRET-alapi cAMP szenzor, a cAMPFIRE.

A teljes fehérjék és domének mellett, példaul a ho és fesziiltségszenzitiv révidebb pep-
tidek, a donor és az akceptor fluoroférok dsszekapcsoldsa révén, egyarant alkalmazhatoak
FRET-alapu szenzorok 1étrehozasara. Kis peptideket tartalmaznak a proteazok vizsgalata-
ra hasznalt bioszenzorok is, mint példaul az apoptotikus kaszpazok enzimaktivitas méré-
sére fejlesztett FRET-alapon miikdd® fluoreszcens szubsztratok 8!,

A szenzorok érzékeld egységének masik csoportjat a szintetikus fehérjék képezik, me-
lyek legtobbszor a természetben fellelhetd fehérjedoménekbdl tevédnek dssze®®. A szin-
tetikus fehérjék egyik tipusa az tigynevezett affinity clamp szenzorok, ezek két doménbdl
allnak, melyek stimulust kovetden reverzibilisen, fogd szeriien kapcsolodnak egymashoz
(5.e abra). Az affinity clamp szenzorok jellegzetes képviseléi a GCaMP kalcium szenzo-
rok, amik a calmodulin fehérjébdl és a miozin konnyt lanc-kinaz calmodulin koté részé-
bdl vagy a calmodulin kindz I1-bél allnak. A GCaMP-ek legfrissebb valtozata a GCaMPS,
amely szenzitivitasa €s kotési kinetikdja révén, ezredmasodperces idétartoméanyban tudja
jelezni a kalcium koncentracié valtozasat®?.

Az affinity clamp elvén alapuld bioszenzorok, a kalcium koncentraciok detektdlasa
mellett, enzimek kindz vagy foszfatdz aktivitdsanak mérésére is alkalmasak. Ebben az
esetben a szenzorok egy enzimre specifikus szubsztratot és a foszforilalt aminosavat kotni
tudé PAABD doménbdl allnak, amik foszforilaciora kapcsolodnak egymashoz. A legtobb
enzimaktivitast vizsgalo bioszenzor FRET alapon miikddik, de mara egyetlen fluoreszcens
fehérjén alapuld szenzorok is megjelentek, példaul az ExRai-AKAR2, amit a protein kindz
A aktivitdsanak mérésére hoztak 1étre® %5,

Alternativ moédszer a kompetitiv kotédésen alapuld szenzor egységek alkalmazasa,
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ahol a vizsgalt ligand egy a szenzorhoz kot6dé masik kotd partnerrel all versenyben (5.f
abra). A pszeudoligand lehet természetes, mint a RasAR szenzor esetén, vagy mestersé-

ges, mint amit a CoA-Snifit vagy a LOCKR rendszerekben hasznalnak®¢-®’,

ligand
ligand Q ligand
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5. dbra. A genetikailag kodolt bioszenzorok érzékeld egységei.

a) A szolubilis periplazmikus kéto feheérje (PBP) miikodésének sematikus dabraja. b) A
G-fehérje-kapcsolt receptor (GPCR) miikédési elve. ¢) A fesziiltség-érzékelo domének
(VSD) a membranpotencial megvaltozasara konformdaciovaltozason mennek keresztiil. d)
A ciklikus nukleotid koté domének (CNBD) a ciklikus nukleotidok, mint példaul a cAMP
kotésére képesek. A szintetikus érzékelo egységek koziil az e) affinity clamp esetén a két
domén fogoszeriien zarja kézre ligandjat a kotodés soran, mig a f) kolcsondsen kizaro-
lagos kétodeés alapjat az egymdssal kompetitiven kétodo fehérjék kozotti verseny képezi.
Az dbrdkon a fekete nyil a jelzé egység lehetséges beillesztési helyét jelzi. Az dbra a (%)

kézlemeény alapjan késziilt.

1.5.2. A fluoreszcens jelz6 alegységek fajtai

A jelzd egységek koziil szintén két csoportot kiilonboztethetiink meg. A fluoreszcens fe-

hérjéken és a szintetikus fluoroférokon alapulé bioszenzorokat®®. A fluoreszcens fehérjék
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két kiilonb6z6 mddon johetnek 1étre, a fehérje vagy tartalmaz egy érett kromofor régiot,
vagy a fluoreszcenciat egy kotddo kofaktor hozhatja Iétre.
A fluoreszcenciat ado kromofor, mint a GFP esetében is, poszttranszlacids tton egy

autokatalitikus folyamat soran keletkezik, oxigén fliggd médon®® (6.a 4dbra). A folyamat

crcr

rom aminosav oxidacidjabol.¥. Az érett kromoforral rendelkezé fehérjéket tartalmazo
bioszenzorok koziil a zold-sarga tartomanyba esdk kozott talaljuk a legnagyobb alap in-
tenzitassal birdkat. Ilyen példaul, az mNeonGreen fehérjét tartalmazé NEMO kalcium
szenzor’. A fényerd mellett a szenzorok alkalmazhatosagat a benniik 1év6 fluoreszcens
fehérjék fotostabilitasa és érési ideje is meghatarozza. A fehérje fotostabilitdsa adja meg,
hogy a gerjesztd fény hatasara mikor kovetkezik be a fotobleaching, azaz a fluoreszcencia
képességének irreverzibilis elvesztése. A kedvezd fotostabilitas elengedhetetlen a hosszu
ideig tarto képalkotasi kisérletekben. A kromofor érési ideje szintén a fehérje fontos para-
métere. A GFP kromofor érése tobb orat vehet igénybe, ami a gyorsan zajlé folyamatok,
mint példaul azonnali génexpresszidk vizsgalata, vagy a protein degradacion alapuld mére-
fehérje (EGFP) és annak cirkuldrisan permutalt verzioja minden paraméterben jobban tel-
jesit elédjénél®.

Napjainkban ezen fluorofor tulajdonsdgok optimalizaldsa tovabb folytatodik, fotos-
tabilitas terén érdemes megemliteni az mGold fehérjéket, mig az érési id6 javulasat az

L2 A vOros

Achilles néven elnevezett fluoreszcens fehérje esetében figyelhetjiik meg
tartomanyban miik6do fluorofor fehérjek, kiilondsen az infravords tartomany elérése nagy
elorelépést jelent a mélyszoveti képalkotas teriiletén.

Bar az érett kromoforral rendelkezd fehérjék kozott taldlunk a vorods tartomanyban flu-
oreszkal6 darabokat, mint példaul az mCherry vagy az mKate2, a 700 nm hulldmhosszhoz
kozeli infravords tartomany eléréséhez mar biliverdin alapu fluoreszcens fehérjéket vagy
hibrid technikékat kell alkalmaznunk®*4,

A fluoreszcens fehérje fluoreszencidja szdrmazhat egy endogén cellularis kofaktor,
mint a mar emlitett biliverdin k6t6désébdl is” (6.b dbra). Ebben az esetben a fehérje érése

nem oxigénfiiggd mdédon megy végbe, viszont a fluoreszcencia kialakulasahoz a kofaktor

jelenléte elengedhetetlen. Elénye még, hogy méretében kisebb a tradiciondlis fluoresz-
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cens fehérjéknél, valamint a mar emlitett biliverdin kofaktorral miikodo fehérjék képesek

96.97 Ezek az infravoros

a tavoli vords, és az infravords tartomany kozelében fluoreszkalni
fluoreszcens fehérjék (iRFP) mar tobb bioszenzorban megjelentek®. Alkalmazzak Sket
FRET donor ¢és akceptor molekulaként, mint példaul a miRFP670-et és miRFP720-et a
kalcium szenzor iGECI, vagy a Racl GTPaz, kindz NIR Racl bioszenzorok esetén”>"?.
Az iRFP-k haszndlata, bar sok elénnyel bir, az endogén biliverdintdl valo fiiggés bizo-
nyos esetekben korlatozo tényezd lehet. Olyan mérési koriilmények kozott, ahol a kofak-
tor limitaltan vagy egyaltalan nem 4ll rendelkezésre, mint a kiilonbozo sejtkulturdk vagy a
Drosophilia esetében, a biliverdin rendszerhez adasa vagy a kofaktor képzddését eldsegitd
hem-oxidaz koexpresszioja javasolt™.

Az infravords tartomany elérése hibrid rendszereken alapuld bioszenzorok alkalmaza-
saval szintén lehetséges. Ezekben a bioszenzorokban a mért jel, a természetes biologiai
folyamatok megzavarasa nélkiil, bioortogonalis konjugacioé révén szintetikus fluoroférok

kozvetitésével jon 1étre!%

. A bioszenzorokban leggyakrabban hasznalt kovalens kotésen
alapul6 rendszer egy kis méretii fehérje domént, igynevezett 6njel6ld fehérje (SLP) tag-
et tartalmaz, amely specifikus kovalens kotést hoz 1étre kémiai ligandjaval, kialakitva a
mért fluoreszcens jelet. Az SLP tagek koz¢é tartozik a benzilguanint kotd SNAP tag, vagy
a kloralkannal kdlesonhaté HaloTag!!-192 (6.c 4bra). Az SLP tag alapjan miikodé bioszen-
zorok, az endogén fluoroforokhoz hasonléan, mind Froster-féle energia transzfer (FRET)
akceptor és donor parként, mind pedig egyetlen fluoroféron alapulé rendszerként alkal-
mazhat6ak®®. SLP tag alkalmazasival miikodnek példéul a HaloTag cirkuléris permuta-
ciojaval és a Janelia Fluor 635 szintetikus ligand alkalmazasaval 1étrejott a tavoli voros
tartomanyban miikodé HaloCaMP kalcium és a fesziiltségérzékel6 HASAP és HArcLight
bioszenzorok®*.

A kovalens kotésen alapulo rendszerekben a ligand és az SLP tag kozott kialakul6 ko-
tés irrevezibilis, ez azonban a nem kovalens rendszerekben nem all fent. A nem kovalens
kotésen alapuld bioszenzorokban a szintetikus fluoroférok folyamatosan cserélédhetnek,
ezzel ndvelve a szenzorok fotostabilitasat. A leggyakrabban hasznalt nem kovalens hibrid
rendszer a fluorogén aktivalo fehérje (FAP) alapt fluoreszcens aktivald €s abszorpcioelto-

16 tag (FAST)!® (5.d 4bra). Ez a 14 kDa méretii fehérje hidroxibenzilidén rodaninokat kot

meg, amelyek csak akkor valnak fluoreszcenssé, miutan a FAST fehérjéhez kotodtek. A
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HaloTag-hez hasonloan a FAST cirkularisan permutalt valtozataval késziilt mar kalcium
szenzor, de ezen a rendszeren alapul6 bioszenzorok alkalmasak a tranziens fehérje-fehérje
kolesdnhatasok és a sejtciklus vizsgalatara is'®1%. A hibrid bioszenzorok alkalmazésa
tobb eldnnyel is jar: intenzitasuk és fotostabilitasuk képes meghaladni az endogén szenzo-
rokét, nincs érési idejiik, valamint az egyes benniik megjelend fluoroforok a tavoli vords
tartomanyban miikodnek. A hibrid rendszerek hatranyat az exogén modon adagolt flu-
oreszcens ligandok képezik, melyek penetracids és diffuzios képességei limitalhatjdk az
alkalmazhaté modellorganizmusok szdmat, ezen feliil a nem kotott formaban jelenlévd

ligand és az aspecifikus kotddés ronthatja a jel-zaj aranyt®s.
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érett kromoférral rendelkezé kofaktor fiiggé FP

6. abra. A genetikailag kodolt bioszenzorok jelzo egységei.

a) Erett kromoforral rendelkezd fluoreszcens fehérjék, mint példaul az EGFP. Az EGFP
kristalyszerkezete (PDB ID:6YLQ) b) A biliverdin kofaktor fiiggo kozel infravords fluo-
reszcens protein miRFP670nano szalagmodellje (PDB ID: 6MGH) c¢) A szintetikus on-
jelolo feherje (SLP) Halolag7 szerkezeti rajza (PDB ID:8B6N). A HaloTag7 kovalensen
kotodik a kloralkan alapui fluoreszcens ligandjaihoz. d) A fluorogén aktivalo fehérje (FAP)
és szintetikus ligandja kozotti nem kovalens kotés hozza létre a mért fluoreszcens jelet. A

FAP kristalyszerkezete (PBD ID:7AVA). Az abra a (°®) kézlemény alapjan késziilt

1.6. A zebrahal mint modellorganizmus

A zebradanidkat (Danio rerio) mint a genetikai kutatdsokhoz hasznalhatd gerinces allat-
modellt Streisinger Gyorgy munkassaga tette ismertté az 1970-80-as években'?’. A 2000-
es évek elején a human ¢€s a zebrahal referencia genomok meghatarozasa, azok 70 %-os
megegyezése réveén a zebradaniok tudomanyos alkalmazasi teriiletei egyre szerteagazob-

bak lettek!%%1%°, Napjainkban ezen kisméretli édesvizi halak, az egyedfejlédésen 4t a tu-
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morbiologian €s toxicitasi vizsgalatokon keresztiil, egészen a velesziiletett immunrendszer
tanulméanyozasaig elfogadott modellorganizmusként jelennek meg!!%112,

A zebrahalak népszeriisége szamos eldnyos tulajdonsaguknak koszonhetd. Egy zebra-
hal par egyetlen ivataskor tobb szaz megtermékenyitett ikrat képes vilagra hozni, melyek
a modern technologia révén egysejtes allapotban konnyen génmodosithatdéak. Larvaik
transzparensek, igy mikroszkopidra alkalmasak, valamint velesziiletett immunrendszeriik
harom-négy napos korukra kialakul. A zebrahalak generécios ideje szintén kedvezd; ko-
rlilbeliil harom honap alatt €rik el az ivarérett kort, és allathdzi koriilmények kozott masfél-
két éves korukig megorzik termékenységiiket.

Az els6 fluoreszcensen jelolt proteineket expresszald zebrahalakat 1997-ben hozta 1ét-
re a Lin kutatocsoport. A GATA-1 vorosvértest specifikus promoterrel meghajtott zold
fluoreszcens fehérjét egysejtes allapotban a zebrahal embridok genomjaba injektaltak. Ké-
sObb az igy létrehozott egyedek keresztezése Utjan tovabb orokitették a bejuttatott gént

113

az F1 és F2 generaciokra''°. Az elsé GFP-t expresszalo neutrofilekat hordozé vonalra

2006-1g, mig a fluoreszcensen jelolt makrofagokat tartalmazo6 egyedekre 2010-1g kellett
varni14115.

A Tol2kit rekombinécios rendszer kifejlesztése stabilabbd tette a transzgenezis folya-
matat. A mikroinjektalast kdvetden tobb egyedben, erésebb fluoreszcencia intenzitassal
jelentek meg a bevitt fehérjek, az FO generdciora jellemz6 mozaikos kifejezddési mintazat
mértéke szintén lecsokkent!'!®. A Tol2kit rendszer lehetéséget biztosit, mar nemcsak a sejt-
specifikus fluoreszcens jelolésre, de nagyobb fluoreszcens tag-gel ellatott fehérjék és kii-
16nb6z6 bioszenzorok, mint a kalciumindikator GCaMP er6teljesebb expresszidjara®?. A
transzkripcids faktor és promoter parokon alapulo GAL4-UAS és QF2-QUAS rendszerek
zebrahalakra adaptalasa lehetvé tette a GPCR alapu bioszenzorok, mint a GRAB, dLight,
és az altalunk fejlesztett GEM bioszenzorok sejtspecifikus alkalmazasat’>’®!!7 (7.a és b
abra).

Egyes fehérjék hianyanak vizsgalata szintén lehetséges. A teljes egyedben a vizsgalt
protein mRNS-ének blokkolasa szintetikus, igynevezett morpholino nukleotid szekvenci-
akkal, mig a szovetspecifikus génkitités a CRISPR-Cas9 rendszer alkalmazasaval valosit-

haté meg!'®!1%,
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7. abra. A QF2-QUAS rendszer miikodési elve.

a) A QUAS promoter régio a kifejezni kivant gén elott helyezkedik el. A génexpressziohoz
a QF2 transzkripcios faktor jelenléte elengedhetetlen, a fehérje hianyaban nem torténik
meg a génatirodas. A QF?2 szekvencia elotti promoter régio segitségével a QF2 fehérje
és 1gy a kifejezni kivant fehérje sejtspecifikusan fejezhetd ki a modellorganizmusokban.
Az dbra a (1?°) kézlemény alapjan késziilt. b) A QF2-QUAS rendszer miikodése harom
napos zebrahal larvaban. Az ubiquitin promoterrel meghajtott QF2 expresszio révén a

larva minden szovetében megjelennek az mNeonGreen zold és mKate?2 piros fluoreszcens

fehérjék'!, skala=100 pm.
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2. Ceélkituzések

Az LTB, egy leukocitak altal termelt lipid mediator, mely kemoattraktans hatasa révén
gyulladasos folyamatokban, elsédlegesen a neutrofil granulocitdk kemotaxisanak iranyi-
tasaban tolt be kiemelkedd szerepet. Bar az LTB, jelatviteli ttvonalait és hatasmechaniz-
musait részletesen feltartak, a steril szoveti sebzést kovetd szerepe, valamint az aktivalt
valtozasa és a mediator szoveti eloszlasa kevéssé ismert: nem tisztazott, hogy fehérvérsej-
tekbdl felszabadulva milyen messze diffundal és milyen tavoli sejtekre hat.

Ezek alapjan kutatasunk céljai a kovetkezok voltak:

* Egy LTB, detektalasara alkalmas fluoreszcens bioszenzor 1étrehozasa €s karakteri-
zalasa, mely specifikusan és nagy érzékenységgel jelzi a mediator molekula jelen-

1étét.

» Az izolalt egér neutrofilekbdl fMLP hatasara felszabadul6 LTB, valds idejii kimu-

tatdsa a bioszenzort expresszalo stabil sejtvonal alkalmazasaval.

* Az LTB, bioszenzort transzgenikusan kifejezd zebrahal egyedekben az exogén
LTB, diffuzios gradiensének detektalasa, valamint a neutrofilekbdl sértilést kove-

téen felszabadul6 endogén LTB, vizualizacidja.
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3. Modszerek

3.1. Plazmid konstrukciok létrehozasa

Az LTB4 szenzor prototipusok alapjat képezd, LTB,-re nagy affinitassal €s specifitassal
rendelkez6 BLT1 fehérjét kodolo szekvenciat periférias vérbol szarmazé huméan mononuk-
learis sejtek cDNS-ébdl sokszoroztuk fel polimeraz-lancreakcié (PCR) alkalmazasaval,
majd illesztettiik be a pEGFP-N1 (Clontech) plazmid Xhol és HindIII restrikcids enzim
hasitasi helyei kozé.

elészor a BLT1-et a pmScarlet-N1 vektorba klénoztuk. Ezutan az igy kapott plazmidban
a piros fluoreszcens mScarlet fehérjét az Agel €s BsrGI restrikcios enzimek segitségével
a zold fluoreszcens fehérjére cseréltiik.

A szenzorvariansok létrehozasa sordn kiilonb6z6 aminosav dsszetételii €s hosszusagu
linker régiok hasznalataval illesztettiik be a konformacidvaltozasra érzékeny cpEGFP-t a
lalanin (213F) aminosavak koz¢é. Ehhez a folyamathoz a beillesztésre kijelolt hely N és
C-termindlis végein silent mutaciokkal kialakitott egyedi Pstl és Sall restrikcids enzim
hasitasi helyeket hasznaltuk. Az elsé prototipusok esetében a hosszit LSSLE, valamint a
rovid GG aminosavakbol all6 linker régidkat és azok kiilonb6z6 kombinacidit alkalmaz-
tuk, majd a késdbbi varidnsok esetén a cpEGFP-t N-terminalis oldalrol LSSLI, mig C-
termindlis oldalr6]l NHDQL aminosavakat tartalmazo kapcsolorégiokkal, és ezen linkerek
rovidebb, akar egyetlen aminosavra lecsokkentett hosszisagu, valtozatainak permutacioi-
val vettiik kozre (8.a abra).

A GEM-LTB,4 muténs verzidjaban a BLT1 fehérje 156. argininjanak alaninra valo
cseréjével gatoltuk az LTBy4 szenzorhoz val6 kotédését!?2.

Mind a GEM-LTB,, mind annak muténs verzidjanak esetében a fehérje plazmamemb-
ranba valo lokalizacidjanak novelésére a szenzorok N-termindlis végét egér immunglo-
bulin kappa lanc (Igx) lokalizacios szekvencidjaval (METDTLLLWVLLLW VPGSTGD)
fazionaltuk!!”.

A stabil sejtvonalak 1étrehozasahoz alkalmazott végleges plazmidkonstrukciok kiegé-

sziiltek egy membran-targetalt normalizacids szignallal. Ezt a funkcidt az Lck fehérjébdl
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szarmaz0, plazmamembran-lokalizaciét meghataroz6 MGCVCSSNPENNNN szekvenci-
aval ellatott mKate?2 piros fluoreszcens fehérje latta el. A normalizacids szignal és a szen-
zorok 1:1 aranyu koexpressziojat a két fehérje az eukaridta genomba vald beépiilést lehe-
tové tevo pSB-CMV-MCS-Puro vektorban ugyanazon promoéter mogott valo elhelyezke-
dése, valamint a fehérjék kozé behelyezett P2A virdlis, tgynevezett ribosome-skipping

szekvencia biztositotta'?* (8.b abra).
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8. abra. Az LTB, szenzor prototipusok létrehozasa. a) A szenzor prototipusok létreho-
zasa soran eloszor a human BLTI receptort az Xhol-HindlIIl enzimek hasznalataval behe-
lyeztiik a pEGFP-NI plazmid vektorba. A kovetkezo lépésben a BLTI receptor harmadig
ker régiokat alkalmaztunk. A hasznalt N és C-terminalis linker régiok az abra jobb oldalan
lathatok. b) A stabil sejtvonalak létrehozasahoz hasznalt plazmidkonstrukcio sematikus

abrdja. Az dsszefoglalé dbra a (7°) kozlemény alapjan késziilt.

A sejtvonalak megalkotasakor a SB100x Sleeping Beauty transzpozaz enzimet, és a
Sleeping Beauty transzpozon vektor IR/DR szekvenciai kozé beillesztett CMV promotert,
az altalunk kifejezni kivant szenzorfehérjét és a szelekcids markerként szolgald puromicin-

rezisztenciat kodolo génszakaszt tartalmazo plazmidokat hasznaltuk fel.
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A GEM-LTB, jelatviteli tulajdonsagainak vizsgéalata soran hasznalt pEGFP-N1 NES-
JRGECO1a az Addgene-t6] szarmazott (CAT#:1052161563), mig a pEYFP-N1 [-arrestin-
2-mScarlet plazmid Dr. Turu Gébor ajandéka volt.

116 alkalmaza-

A zebrahal transzgenezishez alkalmazott plazmidok a Tol2kit rendszer
saval, gateway klonozassal késziiltek el. A rekombinacios klonozas sordn harom belépd
(entry) vektort épitettiink be a lambda fagbol szarmazo att rekombinans szekvenciak men-
tén a pDestTol2 célvektorba, melyek koziil a pSE a kivant promotert, a pME a kifejezni
kivant fehérjét, mig a p3E a transzkripcid stabilitasanak biztositdsa érdekében egy poli-
A szignalt tartalmazott. A hasznalt pDestTol2 plazmidok mindegyike, a transzgenikus
egyedek azonositasanak segitésére, tartalmaztak egy cmlc2 szivspecifikus promoter altal
meghajtott fluoreszcens szelekcids marker szekvenciat.

A GEM-LTB, és mutéans verzidjanak megfeleld intenzitasu expresszidjat a QF2-QU-
AS rendszer'?® hasznalata tette lehetdvé. Az alkalmazott rendszer két komponensbdl 4ll,
egy szovetspecifikus promoterbdl, ami a QF2 transzkripcios aktivator atirdsat serkenti,

valamint a kifejezendd fehérje elétt megtalalhaté QUAS enhancer régiobol, ami a QF2

DNS-kot6 helye (7.a abra).

3.2. LTBy szenzor prototipusok tesztelése

A kisérletekben hasznalt human embrionalis vese sejtvonal 293 A altipusat (HEK293A) a
ThermoFisher (CAT#:R70507) cégtdl rendeltiik. A sejteket 10 % -os FBS-sel, 50 U/ml
penicillinnel és 50 pg/ml streptomycinnel kiegészitett magas gliikdz tartalmit DMEM mé-
diumban tartottuk fent, 37°C-os hémérséklet és 5 % -os szén-dioxid koncentracié mellett.

A szenzorvaridnsok tesztelése soran, a HEK293A sejteket 30.000 sejt/well koncetra-
cidban poli-D-lizinnel kezelt p-slide 8-well platere (Ibidi) tapasztottuk le és a fent leirt,
komplett DMEM médiumban inkubaltuk 6ket 16-24 6ran keresztiil. Az inkubaciot kove-
tden, a sejtekbe a kiilonb6zd szenzor konstrukciokat kodold plazmidokat lipofectamine
2000 (ThermoFisher) liposzoma-formald reagens segitségével juttattuk be. A gyarto al-
tal ajanlott protokollnak megfelelden a transzfekcidt szérummentes DMEM-ben végeztiik.
Széleszté feliiletre vetitve minden 2,5 cm?-re 1 ul lipofectamine 2000 reagenst és 500 ng
plazmidot alkalmaztunk, amit 6 6ra utan komplettalt médiumra cseréltiink.

A mikroszképos méréseket 16-24 oraval a transzfekciot kovetden végeztiik el, melyek
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megkezdése eldtt a sejteken a komplett médiumot extracellularis médiumra (EC) cseréltiik
(3,1 mM KCI, 133,2 mM NaCl, 0,5 mM KHyPOy, 0,5 mM MgSO,, 5 mM Na-HEPES,
2 mM NaHCOj3;, 1,2 mM CaCl,, 2,5 mM gliikoz). Az EC médium puffer dsszetétele
ugy lett kialakitva, hogy a HEK293A sejtek ¢életben maradjanak szobahdmérsékleten és
csokkentett szén-dioxid koncentracidban, mikdzben a mérések soran nem befolyasolja a
fluoreszcens jelek észlelését, koszonhetden a puffer transzparens mivoltanak.

A mikroszkopos mérések alatt, a két perces alapvonal felvételét kovetéen 100 nM
LTB4-gyel stimulaltuk a kiilonb6z0 szenzorvariansokat expresszalo HEK293A sejteket és
tovabbi két percig monitoroztuk a ligand hataséara bekovetkezd fluoreszcencia intenzitds-

valtozasokat.

3.3. A GEM-LTBg4-et stabilan expresszalo HEK293A sejtvonal 1étre-

hozasa

A karakterizalds soran hasznalt, GEM-LTB-et, vagy annak mutans verziojat a membranba
targetalt mKate2 fluoreszcens proteinnel 1:1 ardnyban stabilan koexpresszalo HEK293A

sejteket a Sleeping Beauty transzpozaz rendszer hasznalatival hoztuk létre!?*

. A plaz-
midok kotranszfekcigjat kovetd 48 oras inkubécid soran a transzpozaz enzim a kifejezni
kivant fehérjék kodolo régidit, valamint az antibiotikum-rezisztenciaért felelds gént tobb
kopidban, véletlenszeriien integralta a sejtek genomjaba. Az inkubdacios id6 leteltével a sej-
tek szelekcidjat két héten keresztiil 2 pg/ml puromicinnel (Sigma-Aldrich, CAT#:P8833-
25MG; CAS:58-58-2) kiegészitett komplett médiummal végeztiik. A tovabbiakban a ki-
vant fehérjéket nagy mennyiségben expresszalod sejteket BD FACSAria™ III aramlési

citométerrel valogattuk ki, 488 és 561 nm-es excitacids, valamint 530/30 és 670/30-as

emisszids hullamhossz beallitasok mellett.

3.4. A GEM-LTB, karakterizalasa HEK293A sejtekben

A BLT1 és a GEM-LTB, jelatviteli itvonalainak 6sszehasonlitasa a HEK293A sejtekben
megjelend kalcium szignalizacid, valamint a receptor aktivitast koveto [-arrestin-2 medi-
alt internalizacié megfigyelésével tortént.

A BLT1-EGFP-t és a GEM-LTB,-et, a piros fluoreszcens kalcium indikator jRGE-
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COla-val vagy az N-terminalisan mScarlet piros fluoreszcens fehérjével jelolt S-arrestin-
2 fehérjével kotranszfektaltuk HEK293A sejtekbe. A mikroszkopos mérések sordn a
harom perces alapvonal felvétele utan a sejteket 100 nM LTB,4-gyel kezeltiikk. Az ezt
kovetd percekben a JRGECOla citoplazmatikus kalciumszintemelkedésre bekdvetkezd

fluoreszcencia intenzitasvaltozasait, vagy a [-arrestin-2 a citoplazmabdl a plazmamemb-

crer

cre

CAT#:10004974; CAS:56092-81-0) stimulussal hataroztuk meg.

A szenzor specificitasvizsgalata kozben, a GEM-LTB,-et stabilan kifejezd sejteken
3 perces alapvonal felvétele utan a sejteket az LTB4-hez molekulaszerkezetileg hasonlo
arachidonsav szarmazékokkal stimulaltuk 100 nM-os végkoncentracioban 3 percen ke-
resztiil'>>. A kisérletben felhasznélt eikozanoidok a kdvetkezOk voltak: arachidonsav
(AA) (Cayman Chemicals, CAT#:90010; CAS:506-32-1), 5-oxo-eikozatetraénsav (5-oxo-
ETE) (Cayman Chemicals, CAT#:34250; CAS:106154-18-1), 5(S)-hidroxi-eikozatetraén-
sav (5(S)HETE) (Cayman Chemicals, CAT#: 34230; CAS:70608-72-9),12(S)-hidroxi-
eikozatetraénsav (12(S)HETE) (Cayman Chemicals, CAT#:34570; CAS:54397-83-0) és a
20-hidroxi-leukotrién B4 (20-OH-LTB,) (Cayman Chemicals, CAT#:20190; CAS:79516-
82-8).

A dozis-hatas gorbe felvétele soran a GEM-LTB4-et vagy annak mutans verziojat ki-
fejezd sejteket egy-két perces alapvonal felvétele utan egyszeri 1-10-100 pM, 1-5-10-25-
50-100-250 ¢és 500 nM, valamint 1 M végkoncentracidban kezeltiik LTB4-gyel, majd
tovabbi 2 percig monitoroztuk a szenzorokban bekovetkezd intenzitasvaltozas mértékét.
A szekvencidlis LTB, adagolas soran az alapvonal felvétele utan 3 perces idokdzonként
1-10 majd 100 nM végkoncentraciora noveltiik a stimulus mértékét. A szenzorvalasz ga-
tolhatosdganak tesztelésére a 100 nM-os LTB, stimulust kdveto 2. percben 1 M mennyi-
ségben CP-105,696 (Sigma-Aldrich, CAT#:PZ0363; CAS:158081-99-3) vagy BIIL 260-
hidroklorid (Sigma-Aldrich, CAT#:SML2286; CAS:204974-93-6) BLT1 kompetitiv anta-
gonistakkal kezeltiik a szenzort expresszalo sejteket®®!126,

Az LTB, GEM-LTB4-hez val6 kotddésének és a szenzor ismételt aktivalhatésaganak

vizsgélata sorén, az alapvonal felvétele utan egy altalunk tervezett perfizids rendszeren
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keresztiil, 2 percig 100 nM mennyiségben aramoltattunk LTB4-et a stabilan expresszalo
HEK293A sejtvonalra, mely stimulust egy két perces EC1 médium perfuzioval sziintet-
tiink meg. Amint a szenzorintenzitas Ujra elérte a mérés elején felvett alapvonal értékét,
1jboli 100 nM-os LTB, stimulusnak vetettiik ala a sejteket. Az egyszeri 100 nM-os ligand
stimulaci6 szenzor fluoreszcencidra gyakorolt hosszabb tava hatasat, percenkénti minta-
vétellel egy hatvan percen keresztiil tarté mérésben vizsgaltuk.

A kiilonboz6 pH értékkel rendelkez6 oldatok a szenzor fluoreszcenciajara és aktivalha-
tosagara gyakorolt hatdsanak tanulmanyozasat, a plazmamembran atjarhatosdganak eldse-
gitéséért, 5 pg/ml nigericinnel €s 5 uM monensinnel kiegészitett intracellularis médium-
ban (IC) (125 mM KCI, 20 mM NaCl, 0,5 mM MgCl,, 0,2 mM K-EGTA) végeztiikk. A
GEM-LTBy-et stabilan expresszalo sejteken a mikroszkopos mérés kezdete el6tt 10 perc-
cel a komplett DMEM médiumot 7,4-es pH-ji IC-re cseréltiik. A mikroszkopos mérés
soran a két perces alapvonal felvétele utan kiilonb6z6 pH értékti IC médiumot aramoltat-
tunk 4t a sejteken és tovabbi 2 percen keresztiil monitoroztuk a szenzorban bekdvetkezd
fluoreszcencia intenzitasvaltozast. A perfuziohoz hasznalt pH értékek €s annak elérésére
alkalmazott puffer vegyiiletek a kovetkezdek voltak: pH 6,2-6,6 esetén MES, pH 7,0 ese-
tén MOPS, pH 7,4-7.8 esetén HEPES mig pH 8,2-8,6 esetén TRIS reagenst hasznaltunk.
Ahhoz, hogy meghatarozzuk a kornyezet pH értékének a szenzor LTB, stimulusra adott
valaszanak hatésat, a szenzor sejteket expresszalo sejteket 10 percen keresztiil inkubaltuk

a fent mar emlitett pH értékeken, majd egyszeri 100 nM-os LTB, kezelésnek vetettiik ala.

3.5. Egér neutrofilek izolalasa és az fMLP hatasara felszabadulo endo-
gén LTB,4 mérése

Az endogén LTB,; mérését célzd ex vivo kisérleteinkhez 6-12 hetes, vad tipusi egér
csontvel6bol szarmazd neutrofil granulocitakat hasznaltunk. Az izolalast 20mM HEPES-
t (Sigma-Aldrich, CAT#:H0887, CAS:7365-45-9) és fenolvordst (Capricorn Scientific,
CAT#:HBSS-2A) tartalmazo, kalcium- és magnézium mentes Hank’s Balanced Salt So-
lution (HBSS) oldattal végeztiik. Az eljaras els6 1épéseként a femurbol és a tibiabol ki-
mostuk a csontveldt, majd 5 percen keresztiil, 500 g-vel centrifugaltuk. A feliiluszo elta-

volitdsa utan a sejtpelletet Sml 0,2%-o0s NaCl oldatban vettiik fel, mely 40 masodperces
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inkubéacios id6 mellett lizalta a vorosvértesteket. A folyamatot az inkubacios id6 letelte
utan 1,6%-0s NaCl oldattal allitottuk le. A sejttormelékek és az izolalas soran megmaradt
csontdarabkak eltavolitasa érdekében 70 pum-es szlir6t haszndlva tisztitottuk meg a min-
tat. A neutrofil granulocitak egyéb fehérvérsejtektdl valo elkiilonitése 62,5%-os Percoll-
(Sigma-Aldrich, CAT#:GE170891-02) gradiens centrifugalassal (30 percig, 1300 x g-vel)
tortént'?’. A szeparaci6 befejeztével az immunsejteket EC médiumban vettiik fel.

Az aktivalt neutrofilekbdl felszabadul6 endogén LTB, szignalok detektalasahoz a
GEM-LTBy-et stabilan expresszal6 HEK293A sejtvonalunkat hasznaltuk. A mérések
35 percig tartottak, melyekben a két perces szenzor alapvonal felvételt kovetden, a ne-
utrofileket 1x10°/cm?-es slirliségben helyeztiik a szenzort expresszalé sejtvonal tetejére,
majd azonnal aktivaltuk egy egyszeri 2 ;M N-formilmetionin-leucin-fenilalanin (fMLP)
(Sigma-Aldrich, CAT#:F3506, CAS:59880-97-6) stimulussal. Pozitiv kontrollként, a szen-
zor fehérjék megfeleld miikodésének ellendrzésére, a 30. percben 100 nM LTBy-et adtunk
a sejtekhez. Negativ kontrollként a kisérletet a GEM-LTB, mutans valtozatat kifejezd also
sejtréteggel szintén elvégeztiik.

A neutrofil granulocitak altal fMLP hatasara termelt LTB, mennyiségét, LTB, specif-
kus enzimhez kotott immunszorbens assay (ELISA) eljarassal (Thermo Fisher Scientific,
CAT#:EHLTB4), a sejtek feliiliszojabol hataroztuk meg. A mérés soran a neutrofilek
mennyisége, valamint az fMLP stimulus koncentracidja és az azzal vald inkubécios 1d6

megegyezett a fentebb leirt kisérletben foglaltakkal.

3.6. Transzgenikus zebrahal vonalak létrehozasa

Az éltalunk hasznalt transzgenikus zebrahalvonalak létrehozadsat, valamint a zebrahal
larvakon végzett allatkisérleteket a Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bi-
zottsdga és a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal engedélyezte (Engedélyszam:
PE/EA/1027-7/2019).

A kiilonboz6 genetikailag moddositott vonalainkat vad tipusu (AB), és pigmenthianyos
mutéciot hordozé Casper!?® tipust zebrahalak keresztezésébdl szarmazé ikrakon hoztuk
l1étre. A transzgenikus egyedek megalkotasa soran 25-25 pg pDestTol2 vazzal rendelkez6
plazmid és Tol2 transzpozdz mRNS 100 mM-os kalium-kloridban oldott keverékét, 2,3

nl térfogatban mikroinjektaltuk az egysejtes allapotban 1évé megtermékenyitett embriok
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citoplazméjaba''®. Az injektalasi folyamaton atesett ikrdkat E3 (5 mM NaCl, 0,17 mM
KCl, 0,33 mM CaCls, és 0,33 mM MgSO,) médiumban neveltiik 28 °C-os hémérsékleten.
Azok a larvak, amelyek szivében 4 napos korukra mozaikosan megjelent az EGFP vagy
az RFP fluoreszcens szelekcios szignal, felndvesztésre keriiltek.

Az ivarérettséget elért egyedek utdodainak fehérje expresszidos mintazatanak tesztele-
se utan, a legerdsebb jelet mutatd founder (FO) egyedekbdl Casper tipusu zebrahalakkal
valo keresztezés itjan 1étrehoztuk a kisérletekben hasznalt F1 generaciokat. A felndtt zeb-
rahalakat 7,4 pH-val és 500 uS elektromos vezetéképességgel rendelkezd, a zebrahalak
tartasara alkalmas allvanyrendszer segitségével folyamatosan tisztan tartott vizben, 28 °C-
os hdmérsékleten, valamint 14/10 oras fény-sotét ciklus mellett tartottuk'°.

A mikroszkopidra szant zebrahal larvakat 24 oraval a megtermékenyitést kove-
téen 1% 1-fenil-2-tiokarbamidot (PTU) (Sigma-Aldrich, CAT#:P7629-10G , CAS:103-
85-5) tartalmazo E3 oldatba helyeztiik 4. A PTU jelenléte gatolta a larvak me-
lanogenezisét, megakadalyozva az er6sen autofluoreszcens pigmentek képzOdését!' .
A kisérletekben felhasznalt 3-4 napos zebrahal larvédkat a QF2 fehérjét expresszalo
Tg(krt4:QF2,Tg(krtticl19e :QF2), Tg(itgalla-cFos:QF2)) és a QUAS promdtert tartalma-
76 Tg(QUAS:PM-mKate2-P2A-GEM-LTB,), Tg(QUAS:PM-mKate2-P2A-GEM-LTB;-
mut), Tg(QUAS:GEM-LTB,) F1 egyedek kozos, vagy az adott F1, esetleg F2 generaciobol
szarmazé testvér egyedek egymassal valo ivatasabol szarmazo Tg(mpx:GFP)!'%) utddaik

alkottak.

3.7. Exogén LTB, gradiens vizualizacidoja zebrahalakban

Az exogén LTB, kimutatasdra a GEM-LTB, bioszenzort epitelidlisan, valamint mezenchi-
malisan expresszalo zebrahal larvakat alkalmaztunk. A kisérlet elott a larvakat, a megfele-
18 érzéstelenités biztositasa érdekében, 0,2 mg/ml mennyiségben trikaint (Sigma-Aldrich,
CAT#:10521; CAS:886-86-2) tartalmaz6'®! izotonias E3 (145 mM NaCl, 0,17 mM KCl,
0,33 mM CaCls, és 0,33 mM MgSQO,) oldatba tettiik. Az izotonids E3 alkalmazasa gatol-

t132

ta a korai leukocita migraciot!¥ és késleltette a sebzarodast!'*?, ezzel biztositva az exogén

crer

ran az intakt, vagy kozvetleniil a mikroszkopia megkezdése eldtt faroklszd amputacion

atesett larvakat izotonias E3 alapti 1%-os alacsony olvadaspontl agar6z gélbe agyaztuk.
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ti 4llatra, majd tovabbi 40 percig monitoroztuk az LTB, szdveti eloszlasanak alakulasat. A
GEM-LTB4 specificitasat bizonyitando a kisérletet a szenzor muténs varidnsat expresszalo

halakon is elvégeztiik.

3.8. Endogén LTB, felszabadulas mérése zebrahalakban

A leukocitakbol felszabaduld endogén LTB, mérése soran, eldszor a 4 napos larvak hasi
uszdjan ejtettiink bemetszést. Ezt kovetden, hogy minél tobb immunsejtet gytijthessiink a
nias E3 oldatba'*>!3* helyeztiik a kisérleti dllatokat. Az inkubécids id6 leteltével a larvakat
izotonias E3 alapu 1%-os alacsony olvadasponti agardz gélbe agyaztuk. A mikroszko-
pos felvételek készitésének megkezdése utan 3 perccel hipotonias E3-ban oldott A23187
(Sigma-Aldrich,CAT#:C7522-5mg; CAS: 52665-69-7) kalcium-ionofoér stimulust alkal-
maztunk. A kontroll kisérletek soran vagy az LTB, termelést gatoltuk a mérést megel6z6
40 perces 20 uM zileutonnal (Sigma-Aldrich, CAT#:1724656; CAS:111406-87-2) torténd
inkubacioval, vagy az éallatokat a GEM-LTBsmut-ot expresszalo larvakkal helyettesitet-
tiik.

3.9. Az exogén LTB4 és a GEM-LTB4 expresszio leukocita migraciora

gyakorolt hatasanak vizsgalata

A neutrofil migraciét nyomon kdvetd mérések elején izotonias E3 oldatban amputéltuk a
larvéak farokiszojat, majd izotonids E3 alapu 1%-o0s alacsony olvadaspontt agardz gélbe
agyaztuk Oket. A mérések kezdete utan 5 perccel 1 uM izotdnias E3-ban oldott LTB,-et
pipettdztunk a larvakra, majd 1 perces felbontasban, 55 percen keresztiil monitoroztuk a
leukocitak sebszélhez vandorlasat.

A GEM-LTB, expresszio leukocita migraciora gyakorolt hatasat intakt farokszoja
zebrahalakon végeztiikk. A 4 napos vad tipusi, GEM-LTB,-et vagy annak mutans valto-
zatat kifejez6 larvakat 0-10-30 és 100 nM LTB, koncentracioja E3 oldattal kezeltiik. A
migralé leukocitdk darabszamat a stimulust koveto 60 percig kovettiik nyomon.

Azt, hogy a steril sebzés 4ltal indukalt leukocita vandorlds hogyan véltozik a GEM-

37



LTB, jelenlétében, szintén hipotonias koriilmények kozott vizsgaltuk. A farokiszé ampu-
taciot kovetden 60 percig kovettiik a leukocitak sebszélhez vandorlasat és meghataroztuk
a migraciot leird paramétereket a vad tipust és a GEM-LTB,-et epithelialis sejtekben ki-

fejez6 egyedekben.

3.10. Mikroszkopos mérések kvantifikalasa és értékelése

Meéréseinket 488 nm-en és 561 nm-en miikodd 1ézerekkel ellatott Yokogawa CSU-W1
spinning disk szkennerrel kiegészitett, invertalt Nikon Eclipse Ti2 mikroszkdéppal végez-
tiik. A zold és piros fluoreszcens jeleket 525/50 nm és 600/30 nm emisszios filterek haszna-
lataval rogzitettiik. Méréseinkhez 40x ApoLambda/NA1.15 és 20x ApoLambda/NA0.85
viz-immerzios objektiveket hasznaltunk. A képeket a NIS Elements AR 5.4 szoftver se-
gitségével rogzitettiik.

A képek feldolgozasat és kiértékelését Python programnyelven megirt analizis
pipeline-okkal végeztiik. Az analizis elsd 1épéseként a felvételek hattér intenzitasat auto-
1135

matikusan levontuk az SMO szoftver segitségéve

pyStackReg!3® hasznalataval regisztraltuk. A GEM-LTBy-et és GEM-LTB,mut-ot kifeje-

crer

, az esetleges elmozdulasokat pedig

fluoreszcens fehérje emisszids tartomanyaban kapott jel alapjan végeztiik a Cellpose szoft-
ver hasznalataval'>’, majd a sejtek mozgasat egy Loffler és munkatarsai altal fejlesztett
program'3® segitségével kovettiik. Ezen maszkok alkalmazasaval egyedi sejtek szintjén
elemeztiik azok piros és z61d spektrumt fluoreszcencia intenzitdsvaltozasait, amihez a Py-
thon pandas konyvtarat hasznaltuk. Mivel az alkalmazott plazmid konstrukciok révén a
szenzor ¢s a piros mKate2 fehérje expresszios mintazata megegyezik, a piros fluoreszcens
jelet a kiértékelés soran normalizacids szignalként alkalmaztuk és a kiértékelésekben az
Fienzor/Fmkatez €rtékkel végeztiik el a szamitasainkat. Az intracellularis pH szenzorra
gyakorolt hatasanak kiértékelése soran egyediill a GEM-LTB, adott iddpontban mért fluo-
reszcens értékeit hasznaltuk fel.
Az igy kapott adatokat AF /F értékként mutatjuk be abrainkon, amit az

(Fy — Fo)/Fq egyenlet segitségével kaptunk, melyben az F; az adott t id6pillanatban mért,

az Fy értéket pedig az alapvonal felvételekor mért intenzitasok atlaga adja. A citoplazma

crer
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tuk, ahol az F ., érték megegyezik a kalciumionofér ionomycin stimulus utan mért leg-
magasabb fluoreszcencia intenzitas mértékével.

A GEM-LTB, variansok és az LTB, stimulusra bekovetkezo S-arrestin2 plazmamemb-
ranban valo elhelyezkedését az F 1, mamembran/ Fcitoplazma Vagy az
Fplazmamembran/ Fseje hdnyadosok adtdk meg. A fluoreszcencia értékek meghatarozasa so-
ran a sejtekrol az ImagelJ/Fiji program hasznalataval egyedi maszkokat generaltunk, majd
az igy kapott maszkokbol egy, a plazmamembrant koriilvevd gytirti alaku kijeldlést hoz-
tunk 1étre. Ez adta meg a plazmamembran, mig a belsé régio a citoplazma fluoreszcens
értekeit.

A dozis-hatas gorbe felvétele soran az EC50 érték meghatarozésa a négyparaméteres
logisztikus novekedési fliggvény alkalmazésaval tortént.

Az egér neutrofil granulocitak altal termelt lokalis LTB, felszabadulas kimutatasdhoz
a diplip.org konyvtarat hasznaltuk, amivel a mért GEM-LTB, fluoreszcencia intenzitas
tavolsagat a felszabadulas kozéppontjatol mért tavolsag fliggvényében fejeztiik ki.

In vivo kisérletek esetében a mérések feldolgozasakor, a fentiekhez hasonl6an a piros
mKate2 csatorna alapjan, a hattér intenzitds kivondsa utan egy, az expresszalo sejteket
jelz6 maszkot hoztunk létre. A sebszél vonalanak megaddsa utdn a ,,mahotas” konyv-
tar'3? segitségével a szenzorokat expresszald epitél sejtekben mért intenzitést a sebszéltdl
mért tdvolsag fiiggvényében fejeztiik ki. Ezutan a fentieknek megfeleléen kiszamitottuk
az aranyt Fg,ensor/Frukatez €8 az eredményeket AF /Fy-ként hdtérképen abrazoltuk. A
mezenchimalis sejtekben az mKate2 fehérje hidnya miatt, egyediil a GEM-LTB, szignal
AF /F, értékeit alkalmaztuk. A neutrofilek és a leukocitak migracios tulajdonsagainak
kiértékelését az Imagel/Fiji MTrack] plugin hasznalataval végeztiik el'*. A sejteket min-
den idépontban, a GFP-t expresszalo neutrofilek esetén a zold, mig a leukocitakat a ”bright
field” csatornan kovettiik nyomon és adtuk meg a pozicidjukat manuélisan minden egyes
mérési idOpontra. A sejtek sebsz¢€ltdl vett relativ tavolsdganak meghatdrozasdhoz az ampu-
talt zebrahal farokuszora egy maszkot illesztettiink minden idépontra. Ehhez a maszkhoz
viszonyitva adtuk meg a sejtek mozgésat jellemz6 sebesség (v), a megtett it hosszatlagat
(), amozgas direkcionalitasat (Dw) és annak lineéris mivoltat (Dp) leird paramétereket!*!.

Az analizis sordn azokat a sejteket zartuk ki, melyekben a szenzor alapintenzitasa

olyan alacsony volt, hogy nem érte el az altalunk meghatarozott kiiszobértéket. Minden
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kisérletet legalabb harom mérést tartalmazé elemszammal végeztiink el, ezt a szamot min-
den dbran feltiintettiik. A feldolgozott adatokat a ,,seaborn” konyvtarral készitett grafiko-
nokon, a mérési képekbdl késziilt montazsokat az Imagel/Fiji programmal készitett dbra-
kon tiintettiik fel'4*142, A szignifikanciaszintek meghatarozasahoz kétmintas pérositatlan
Welch korrekcids Student t-probat és egyoldali Fisher, valamint Dunnett korrekcios ANO-

VA varianciaanalizist végeztiink a Python ,,Pingouin” kdnyvtaranak hasznalataval'**.
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4. Eredmények

4.1. A GEM-LTB; fejlesztése

Az LTB, detektalasara fejlesztett bioszenzor prototipusok alapjat az LTB, magas affinitasu
hét transzmembran doménnel rendelkezd, G-fehérje kapcsolt receptora, a BLT1 alkotta’®.
lalanin aminosavjai koz¢ illesztettiik be a konformacidvaltozasra érzékeny cirkularisan
permutélt zold fluoreszcens fehérjét (cpEGFP) (9.a dbra). Ahhoz, hogy a ligand k6to-
dés megfeleld konformaciovaltozast, és ezaltal fluoreszcencia intenzitasvaltozast tudjon
kivaltani a cpEGFP-ben, tigynevezett ”linker”, azaz par aminosavbol 4116 kapcsolorégiok-
kal illesztettiik be a fluoreszcens fehérjét a BLT1 receptorba. Az elsd prototipusok esetén
egy rovid GG aminosav €s egy-egy hosszabb, a cpEGFP N- és C-termindlis oldalan kiilon-
b6z6 LSSLE ¢és LPDQL aminosav 6sszetétell linker varidnst alkalmaztunk (9.b abra). A
HEK293A sejteken végzet tesztek sordn az igy kapott szenzorok koziil az N-terminalison
hasznalt hosszu és a C-terminélishoz kapcsolt rovid linker szekvencidk egytittes haszna-
lata eredményezte az LTB, stimulusra bekdvetkezo legnagyobb fluoreszcencia intenzitas-
valtozast (AF/Fy=35,9 + 2,5%, atlag + standard hiba) (9.c abra). A szenzor fejlesz-
tés kovetkezd szakaszaban a linker régiok aminosav szekvenciajat (N-terminalis oldalon:
LSSLI mig C-terminalis oldalon NHDQL) a hasonlé elven miik6dé ,,dLight1” dopamin
szenzorok alapjan terveztik meg”. Elészor ezen 6sszekotd szakaszok 3-5 aminosavbol
allé hossz permutacioit teszteltiik, dsszesen 9 kiillonbozd szenzorvarians 1étrehozasaval.
A mérési eredmények alapjan az N-terminalis oldal négy (SSLI) aminosavbol allo lin-
kere hatarozta meg leginkabb a ligand jelenlétére adott intenzitasvaltozas mértékét. A
fixen megtartott N-terminalis linker mellett a C-terminalison a mar emlitett 3-5 aminosav
hosszusagt linkerekkel egyiitt, az 6sszekotd régid teljes hidnyat, valamint az 1-2 amino-
sav hosszu 0sszekotd szakaszok alkalmazasat is teszteltilk. Az eredményeink alapjan a
C-termindlis hosszanak ndvekedése pozitiv korrelaciét mutat az intenzitasbeli valtozas
mértékével (9.d abra). A végleges szenzor kivalasztasa soran a AF/F, érték mellett az
adott prototipus plazmamembran-lokalizacidjanak mértékét is figyelembe vettiik, amit a
variansok HEK293A sejtekbe vald transzfektalasa utan a plazmamembranban és a teljes

sejtben mért fluoreszcencia intenzitas érték hanyadosaként hataroztunk meg (9.e és f abra).
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9. ébra. Genetikailag kédolt LT B, bioszenzor fejlesztése.

ba illesztett cpEGFP fluoreszcencia intenzitasa ligandkotés hatdasara megvaltozik. b) A
szenzor fejlesztése soran hasznalt N és C-terminalis linker variansok sematikus aminosav
sorrendje. ¢) Az elsé linker prototipusokat tartalmazo szenzorok LTB, stimulusra adott
vdlaszainak AF | Fy értékei (atlag + SEM, n=106, 134, 135 és 139 sejt). d) “dLight”
linker variansokat tartalmazo szenzorok AF | Fy értékei (dtlag + SEM, n=17, 61, 90, 30,
47, 62, 26, 97, 86, 62, 105 és 98 sejt). €) A legmagasabb AF | F értékeket mutato vari-
ansok membran lokalizaciot kifejezé F o emprin/ Fsejt értékei (atlag = SEM, n=54, 51, 23,
57 és 55). 1) Reprezentativ konfokalis mikroszkop képek a szenzorvariansok HEK293A

sejtekben mutatott membrdn-lokalizdciés mintdzatairdl, skala=25 pum’°.

Ezen két feltétel alapjan a cpEGFP-t kozrefogd N-terminalis oldali LSSL és C-
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termindlis oldali NHDQ aminosav Osszetételli linkerek bizonyultak a legidealisabbnak
(AF/Fy=103 £ 1%, atlag + standard hiba).

A plazmamembranba vald kihelyezddés tovabbi javitasaért a kivalasztott szenzor N-
terminalis végéhez fuzionaltuk az egerekbdl szarmazo Igk lokalizacios szekvenciat (M-
ETDTLLLWVLLLWVPGSTGD)!'. Az igy kapott végleges szenzort GEM-LTB,4-nek
(GPCR-based Extracellular Mapping/G-fehérje kapcsolt receptor alapu Extracellularis
Feltérképezés) neveztiik el (10.a dbra).

Kontroll kisérleteinkhez a szenzor 156. argininjanak alaninra valé cserélésével, 1étre-
hoztuk a GEM-LTB, mutans, LTB, kdtésére nem képes valtozatat'??. Ez a szenzorvarians,
bar a lokalizacid és a fluoreszcens alapszignal tekintetében a GEM-LTB4-hez hasonlo tulaj-

donséagokkal rendelkezik, a ligand jelenlétében nem mutat intenzitasvaltozast (10.b ébra).

10. dbra. A GEM-LTB, és mutans valtozata HEK293A sejtekben. a) Reprezentativ
konfokalis mikroszkdpos képek a végleges GEM-LTB, és b) annak R156A4 pontmutdciot
tartalmazo, ligandkoétésre nem képes vdltozatanak 100 nM LTB, stimulusra adott inten-

zitasvaltozdsairdl, skala=25 um’®.

Normalizacios szignal gyanant, az altalunk 1étrehozott stabil HEK293A sejtvonalban,

valamint a transzgenikus halvonalainkban, a szenzorral egy plazmamembran lokalizacios
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szignallal ellatott piros fluoreszcens mKate2 fehérjét koexpresszaltattunk. A fluoreszcens
proteinek 1:1 aranyu kifejezddését a két fehérje szekvencidja koz¢é behelyezett viralis, sa-
jat peptidlancat bontani képes P2A peptid biztositotta!?}. Ez a konstrukcié a GEM-LTB,-
mKate2 direkt fuzids fehérjével ellentétben nem csokkentette a szenzor alap fluoreszcen-

cigjat (fliggetlen mintas t-préba, p = 0,003) (11.a és b abra).

nm

nm

11. dbra. Normalizacios szignallal ellatott GEM-LT B, bioszenzorok kifejezédésének
osszehasonlitisa HEK293A sejtekben. a) Reprezentativ konfokalis mikroszkopos képek
a GEM-LTB,-direkt C-termindlis mKate2 és N-terminalis P2A-mKate?2 fuzios valtoza-
tainak expresszios mintdzatairdl HEK293A sejtekben, skala=25 pum. b) A GEM-LTB,
fluoreszcencia intenzitasanak 6sszehasonlitasa (atlag + SEM, n=15-15 sejt, parositatlan

t-préba p=0,003)’°.
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4.2. A GEM-LTB,4 karakterizalasa HEK293A sejtekben

A végleges szenzorvarians tulajdonsagait a GEM-LTBy-et stabilan kifejezd HEK293A
sejtvonalban vizsgaltuk.

A szenzor szenzitivitdsat az 1 pM és 1 uM kozotti LTB4 koncentracidtartomanyban
vizsgaltuk. A mérések alapjan a szenzor az 5 és 100 nM kozotti LTB, stimulusra fo-
lyamatosan ndvekvd fluoreszcencia intenzitasvaltozassal reagal, mig a maximalis hatés
felét kivaltd dozis (EC50) érték kozelitdleg 19,8 nM-nak felelt meg (12.a és b dbra). Az
egyszeri 100 nM-os LTB, stimulus hatasara kialakuld szenzorvalasz 45 percen keresztiil
véltozatlan mértékben fennmaradt a sejtekben. A ligand hatdsa azonban az LTB, sejtek-
6l vald lemosasa révén, valamint a BLT1 specifikus CP-105,696 és BIIL 260-hidroklorid
inhibitorok jelenlétében reverzibilisen visszafordithat6 (12.d-h abra).

A GEM-LTB4, specificitasvizsgalatahoz tobb, az arachidonsav kaszkadban megtalalha-
t0, az LTBy4-hez szerkezetileg hasonl6 eikozanoidot alkalmaztunk. A felhasznalt ligandok
koziil az LTB, kivételével, annak metabolitja a 20-OH-LTB, tudott jelentds intenzitas-
beli valtozast indukalni (egyszempontos varianciaanalizis, p=0,000). Az altaluk kapott
ligandkdtési mintazat teljes mértékben megegyezett a szenzor alapjaul szolgalé BLT1 re-

ceptoréval®® (12.c 4bra).
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12. abra. A GEM-LTB, karakterizalasa HEK293A sejtekben.

a) A GEM-LTB és annak mutdans valtozatanak L'TB, stimulusra adott dozis-hatas gorbé-
je. A szenzor ECY értéke, a négyparameéteres logisztikus novekedesi fiiggveny alkalma-
zasaval 19,8 nM-nak adodik (atlag+ SEM, n=66-218 sejt, 3 kiilonbozé mérésbol). b)
A GEM-LTB, és GEM-LTB;mut szekvencialisan novekedé LTDB, dozisokra adott at-
lagos AF[F, vdlaszai (atlag+ SEM, n=113 és 181, sejt 3 kiilonbozé mérésbdl). ¢) A
GEM-LTB, és GEM-LTB;mut kiilonbozo eikozanoid stimulusokra adott valaszreakcioi
(atlag+ SEM, n=45-88 sejt, 3 kiilonbozo mérésbol, varianciaanalizis F=761,3,p=0,00. d)
Reprezentativ mikroszkopos felvételek a HEK293A sejtekben kifejezédé GEM-LTB,; 100
(skala= 25 pm). €) A GEM-LTB, 100 nM LTB, stimulusra adott AF|F, értékei a li-
gand hozzaadast koveto 0-15-30 és 45. percben (n=49 sejt, varianciaanalizis F értéke
679,72, p=0,00). £) 100 nM LTB, stimulust koveté I M BLTI inhibitor CP-105,696
vagy g) BILL-260 kezelésre adott GEM-LTB, vdlasz reakcio (dtlag: SEM, n=85-835 sejt,
3 kiilonbozo kisérletbdl). W) A GEM-LTB, AF/F, értékeinek valtozdasa periodikusan
valtakozo 100 nM mennyiségii L'TB, stimulust, majd EC1 médiummal torténd mosast ko-

vetben (dtlag+ SEM, n=344 sejt, 3 kiilonbozd kisérletbdl)’®.
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A szenzorban talalhaté cpEGFP intracellularis pH érzékenységét a 6,2 és 8,6 kozotti
pH tartomanyban vizsgaltuk. Az adott pH-ra beallitott intracellularis puffer nigericin és
monensin tartalma enyhén roncsolta a sejtek membranjat, igy teremtve meg a szenzor
koriil vizsgalni kivant pH értéket. A savas pH tartomany az alapszignal csokkenését valtja
ki, melynek a vizsgalatok soran a maximalis értéke -66% volt a normal értékként kezelt
7,4-es pH-n mértekhez képest, mig a lugosabb kdzeg akar 38%-o0s ndvekedést is eldidézhet
a szenzor fluoreszcencidban (13.a abra). Bar az alapszignal nagy mértékben véltozhat az
aktualis pH értékek fliiggvényében GEM-LTB, LTB,-re adott valaszkészsége megmaradt
(13.b abra).

+ LTB4
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13. abra. A kiilonb6zo pH értékii kornyezet szenzor miikodésére gyakorolt hatasa

a) A GEM-LT B, alap AF' | Fy intenzitdsvadltozdsa a diagramon megjelolt pH értékii, ni-
gericint és monensint tartalmazo intracellularis oldatok szenzor expresszalo sejtekre va-
16 dramoltatasa kozben (atlag+ SEM, n=226-596 sejt, 3 kiilonbozo kisérletbol). b) 100
nM LT By stimulusra bekovetkezo szenzor fluoreszcencia intenzitasvaltozasok kiilonbozo
pH értékil, nigericint és monensint tartalmazo intracelluldris médiumokban (atlag+ SEM,

n=>529-1256 sejt, 3 kiilonbozé kisérletbdl)’®.

Végezetiil megvizsgaltuk a GEM-LTB, BLT1 jelatviteli palyaira gyakorolt hatasait.
Mig a BLT1 receptort expresszalo HEK293 A sejtekben a ligandkotés hatasara a G-fehérje
receptorhoz kapcsolddasa kdvetkeztében nd a citoplazma kalciumszintje, addig ez a jelen-
ség a szenzort expresszalo sejtekben nem figyelhetd meg (14.a és b dbra). Hasonloképpen,
a GEM-LTB, esetében a G-fehérje aktivaciot kovetd [S-arrestin-2 vezérelt receptor inter-
nalizaci6é sem kovetkezik be. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a GEM-LTB, nem

befolyasolja a BLT1 endogén jelatviteli utvonalait (14.c és d abra).
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14. dbra. A GEM-LTB, nem aktivalja a BLT1 jelatviteli itvonalait.

a) Reprezentativ abra a kalcium indikator jJRGECO]la fehérje fluoreszcencia intenzitdsd-
nak valtozasairol 100 nM LTB, stimulust, majd a kontroll gyandnt alkalmazott 1 pM
ionomycin kezelést kovetoen, HEK293A sejtekben. A felsé sor abrain a kalcium szen-
zort a sejtek a BLTI-EGFP-vel, mig az alsé sorban a GEM-LTB-el kozosen fejezik ki,
skala= 25 um. b)y AJRGECOla AF [(F e — Fp) értékeinek idébeli valtozasa LTB,, va-
lamint ionomycin hatasara GEM-LTB,-et vagy BLTI1-EGFP-t expresszalo individualis
sejtekben (atlag+ SEM, n=7 és 8 sejt, 3 kiilonbozo kisérletbdl). ¢) Reprezentativ abra a
BLTI-EGFP (felsé sor) és a GEM-LTB, (alsé sor) dltal ligandkotés hatdasara létrejévo
B-arrestin-2-mScarlet membran transzlokaciorol HEK293A sejtekben, skala=25 pm. d)
A [-arrestin-2-mScarlet intenzitas értékeinek membranban és a citoplazmaban mért ha-
nyadosai a 100 nM LTB, stimulus elétt és azt kévetden, BLTI-EGFP-t és GEM-LTB,-et
koexpresszalo sejtekben (atlag+ SEM, n=26 és 19 sejt, a kétoldali T proba p=0,000 és
0,058)7°.
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4.3. Egér neutrofil granulocitakbol felszabadulo LTB, vizualizacigja

A GEM-LTB, exogén LTB,-re adott valaszainak feltérképezése utan, célunk a neutrofil
granulocitakbdl felszabadulé endogén LTB, detektalasa lett.

[zolalt egér neutrofileket 2 M fMLP-vel stimulaltuk, majd a GEM-LTB,-et kifejezd
HEK293A sejtekre iilepitettiik. A neutrofil granulocitak sejtekhez adasat kovetden a bio-
szenzor azonnali fluoreszcencia intenzitasnovekedését detektaltuk, ami jelezte a neutrofil
granulocitakbol felszabadulo LTBy, jelenlétét. A kontrollként alkalmazott kezeletlen neut-
rofil granulocitdk ¢s az fMLP 6nmagédban nem valtottak ki hasonl6 reakciot (15.a dbra).

A val6s iddben torténd LTB, felszabadulas vizsgalatahoz, az izolalt egér neutrofil gra-
nulocitakat eldszor nagy stiriségben a GEM-LTBy-et expresszalo sejtrétegre szélesztettiik,
majd a sejtek leiilepedése utan adtuk hozza az fMLP-t a rendszerhez. A stimulust kdvetd 5.
perc kornyékén a nagy mennyiségli neutrofil granulocitdkat tartalmazé régiokbol kiindul-
va regisztraltuk a GEM-LTB, fluoreszcencia intenzitasndvekedését, mely valtozas atlag
mértéke elérte a 38 + 5,4%-ot (atlag £ SEM). A kontrollként alkalmazott GEM-LTB,;mut
sejtekkel végzett kisérletekben ez a hatas nem kdvetkezett be (15.b-d abra).

Az eredményeink alatdmasztasara ELISA méréssel meghataroztuk a megegyezd ki-
sérleti koriilmények kozott stimulalt neutrofilek LTB, termelésének mennyiségét, ami a
korabbi irodalmi adatoknak megfeleléen a 267,25 & 31,28 pmol-os tartoméanyba esett*
(15.¢ 4bra).

49



10 q 109 — N —
— fMLP-vel inkubalt neutrofilok - ggm_gg:mm g
084 — 08 S -
— neutrofilok | +LTB LTB ¢
+ stimulus _ —_ ©
061 061 neutrofilok + fMLP g
° o ® .
L 04 E 0.4 %
S g g H
02 0.2 2 4
%
004 0.0 ey
ns. 2
-0.2 o -0.24 ;';’ .
T T T T :4 _—'—+_
1dé (perc) 1dé (perc) GEM-LTB GEM-LTB mut

neutrofilok +LTB neutrofilok +LTB

15. dbra. fMLP hatasara egér neutrofilekbdl felszabadulé LTB4 kimutatasa

brightfield
brightfield

LTB. szekrécio
pmol / 2*10 neutrofil

GEM-LTB.
AF/F

<
i |
o0 o ———— L

kontrol

AF/F
GEM-LTBsmut

a) A bioszenzort expresszalo HEK293A sejtekben mért intenzitasvaltozas fMLP inkubalt
eger neutrofilek hozzaadasa utan (fekete), fMLP stimulust kovetoen (kék) és egér neut-
rofilek egyediili sejtekhez addasa soran (z6ld). A stimulus hozzaaddsa a 4. percben, mig
a pozitiv kontrollként szolgalo 100 nM-os LTB, kezelés a 28. percben tortént (atlag+
SEM, n=42, 44 és 38 sejt, a Fischer LSD korrigadlt egyutas varianciaanalizis eredménye
a stimulust kovet6 percben, F=222.9 és p=2.6*10"41) b) GEM-LTB, és annak mutdns
valtozatat expresszalo HEK293A sejtekben mért fluoreszcencia intenzitasvaltozasok a sej-
tekre szélesztett 2*10° neutrofil granulocitak fMLP kivaltott aktivdciojat kovetden. Pozitiv
kontrollként a mérés 35. percében 100 nM LTB, keriilt a sejtekre (atlag+ SEM, n=600 és
465 sejt). ¢) A GEM-LTB, és GEM-LTB mut sejtekkel befedett 1 cm? feliileten legaldbb
50 %-os intenzitasvaltozast mutato teriiletek szazalékos aranya az egér neutrofil granulo-
citak 2 uM fMLP stimulusat kovetoen (atlag+ SEM, n=15-15 mérési pont, 3 kiilonbozo
kiserletbol, a kétoldali T proba P értéke 0,001159). d) Reprezentativ abra ab) és d) mérés
szenzort, és annak mutans valtozatat expresszalo HEK2934 sejtekrol, a neutrofilek és az
SMLP stimulus elétt, a stimulust koveto 20. percben és a 35. percben, ahol a kontrollként
alkalmazott 100 nM-os LTB, hozzaadasra keriilt (skala= 100 pum). e) ELISA méréssel
meghatarozott egér neutrofilek altal termelt LTB, koncentraciok 28 perccel egy 2 uM-os
SMLP kezelést kovetden (dtlagd= SEM, n=3-3 kisérlet, parositatlan t-préba, p=0,0012)7°.
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Az egyedi sejtekbdl felszabaduldo LTB, mérését célzo kisérleteinkben olyan mérési te-
rileteket vizsgaltunk, ahol a neutrofil granulocitdk az fMLP stimulust kovetéen elszortan,
alacsony szdmban helyezkedtek el a HEK293A sejtek feliiletén. Az LTB, detektalasara
fejlesztett szenzorunk megfelelonek bizonyult az fMLP hatasara aktivalodott, lekereke-
dett alakot felvevd, egyetlen neutrofil granulocitabol kiindulé LTB, gradiens vizualiza-
ciojara. Az LTB, jelenlétét megerdsiti azon megfigyelésiink, hogy ezen mérésekben az
aktivalodott neutrofil granulocitdk kornyezetében 1€v0 tarsaik, az altalunk vizualizalt ke-
moattraktans gradiens felé a migracidhoz sziikséges pszeudopodiumokat képeztek (16.a
¢és b abra).

A fenti eredmények alatdmasztjak, hogy a GEM-LTB, kelléen érzékeny ahhoz, hogy
ex vivo koriilmények kozott kimutassa a neutrofil granulocitakbol felszabaduld LTBy je-

lenlétét.
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16. dbra. Egyedi neutrofilekbél felszabadulé LT B, hullam tér és idobeli detektalasa.
a) A GEM-LTB-et kifejezo HEK293A sejtek és a rajuk szélesztett eger neutrofil granulo-
citdk brightfield felvételei és a HEK293A4 sejtek AF | Fyy értékeit reprezentdlo felvételek
a merés kezdetén, a neutrofilek és a 2 uM-os fMLP stimulus hozzaadasat koveto 10., 17.,
valamint a 20. percben bekovetkezett 100 nM-os LTB, stimulust kévetéen. A fehér csillag
a b) abran bemutatott kiértékelés kozéppontjaban lévé neutrofilt jeloli (skala= 20 pm).
b) Reprezentativ grafikon egy LTB, hullam kialakuldsa soran mért AF | F, értékek valto-
zasarol az x tengelyen feltiintetett idoben és a grafikon szineivel jelolt, a brihtfield képen

bemutatott kozépponttol vett tavolsdg fiiggvényében’®.
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4.4. Exogén LTB, gradiens mérése in vivo zebrahalakban

Az LTB, gradiens in vivo kimutatasait GEM-LTB, transzgenikus zebrahal vonalakon vé-
geztiik.

A szenzort feliileti és bazélis hamrétegben, valamint a mezenchimalis sejtekben fejez-
tik ki. A felhdmban val6 expresszidhoz a kreatinin 4 fehérje atirodasat krt4, a bazalis
sejtekben valo specifikus kifejezddéshez a keratin 19 termelddését szabalyozo krittici9e
a mezenchimalis sejtekben valo specifikus megjelenés eléréséhez pedig a laborunk altal
fejlesztett fuzios itgalla-cFos promotert alkalmaztuk. Az altalunk kifejlesztett promo-
ter a zebrahal integrin alfa-11 kifejez0dését eldsegitd itgalla és az egér c-Fos fehérje
expresszio mértékét befolyasold cFos promoter régiok dsszekapesolasaval jott 1étre, ami
zebrahalakban a QF2-QUAS rendszerrel egyiitt alkalmazva egy szovetspecifikus, és az
exogén LTB, kimutatasara alkalmas erdsségii expressziot eredményezett [121]. A GEM-
LTB,4 mindharom promoterrel kifejezve a HEK293A sejtekben megfigyeltekkel megegye-
z0 plazmamembran-lokalizaciét mutatott, valamint a széveti térbe bejutd 1 uM koncent-

cre

abra).
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17. dbra. A GEM-LTB, kifejezodése zebrahalakban.

a) A kisérleti feldllds sematikus abrdaja’s. Reprezentativ fluoreszcens felvételek a GEM-
LTB, kifejezodeésérdl és a farokuszo amputaciot kovetoé 1 uM LTB, stimulusra adott inten-
zitasvaltozasarol Tg(krt4d::GEM-LTB,) (fels6), Tg(krtticl9e::GEM-LTB,) (kozépso) és
Tg(itgalla-cFos::GEM-LTB,) (alsd) zebrahal larvakban (skala=100 pum). b) A kiilon-
bozé promoterekkel kifejezett bioszenzor LTB, stimulusra adott AF [ F, értékei (atlag+
SEM, n=16,12 és 15 3 kiilonbozo larvabol vett sejt, varianciaanalizis F=4,11, p=0,024.
A Tukey-tesz itgalla-cFos és krttlcl9e promoterekre kapott p=0,032).

crer

GEM-LTB, segitségével hataroztuk meg. Az ép és amputalt farokuszoju zebrahal larvakat
izotonids E3 oldatba helyeztiik, ami késleltette a sebzarddast, valamint az amputacio ko-

t132.133 A7 intakt farokuszoval rendelkezé halak-

vetkeztében kialakul6 leukocita migracio
ban kifejezett GEM-LTBy4-ben nem alakult ki az LTB, stimulust kdvetéen fluoreszcencia
intenzitasbeli valtozas, mig az amputalt egyedekben egy legalabb 200 pum mélységbe be-
terjedo LTB, gradienst detektaltunk. Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink,
hogy az intakt hamszdvet barriert képezve lassitja az exogén modon adagolt ligand szo-
vetekbe jutasat. A szenzorral mért intenzitasbeli valtozasok specificitasat a GEM-LTB,
mutans verzidjaval végzett kisérleteink igazoltak. Ebben az esetben nem kdvetkezett be
szignifikans valtozas az alap fluoreszcencia értékekhez képest (18.a-c abra).

Mindezeken feliil, az altalunk kimutatott LTB, gradiens idébeli kialakuldsa 0ssze-
egyeztethetd volt a fent ismertettel megegyez6é modon kezelt Tg(mpx:GFP) larvakban

megfigyelt, az exogén LTB, jelenlétében megjelend sebszélhez iranyuld neutrofil granu-

locita migracio iddbeli lefolyasaval 18.d abra).
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18. abra. Exogén LTB, vizualizaldsa és a kezelésre adott leukocita migracios valasz
zebrahalakban

a) Az ép farokiiszé sematikus dabraja. Atlagolt AF | Fy értékeket az id6 és a farokiiszé vé-
gétol vett tavolsag fiiggvényében abrazolo hoterkép 1 uM LTB, oldatba helyezett ép farok-
uszoval rendelkez6 Tg(krt4::GEM-LTB,) larvakrol. b) Az amputalt farokuszo sematikus
dbrdja. Atlagolt hétérkép amputalt farokiszdjii Tg(krt4::GEM-LTB,) és Tg(krt4::GEM-
LTB,mut) larvakrol exogén LTB, jelenlétében. A hotérképeken az LTB, stimulus kezde-
tét szaggatott vonal jelzi. ¢) Reprezentativ AF | F, dbra az amputdlt zebrahal farokiiszo
epithelidlis sejtjeiben kifejezett GEM-LTB, intenzitasvaltozasairol LTB, stimulus elott és
utan (skala= 100pm). d) Tg(mpx:GFP) zebrahalakban a farokiiszo amputaciot kéveto 50
percben mért 6ssz neutrofil mozgas nyomvonala, LTB, hianyaban és jelenlétében (skala=
100um) (bal). A neutrofilek altal megtett sebszélhez iranyulo tavolsagok atlaga a kontroll
és LTB, stimuluson dtesett larvakban (atlag+ SEM, n=25 és 38 sejt, 5 és 4 kiilonallo me-

résbél, a mérés végén elvégzett kétoldali T préba p=0.000)7°.
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4.5. Kalciumionofor altal kivaltott endogén LTB, detektalasa zebra-

halakban

Bér a zebrahalakon végzett steril sebzés dnmagéaban elegendd feltétele a leukocita LTB,4
termelés, €s ezaltal a neutrofil granulocita klaszter képzddés €s rajzas elinditasdhoz, iro-
dalmi adatokbol tudjuk, hogy ezen folyamatok nem minden sériilést kovetéen mennek
végbe!*,

Ezért, hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy a szenzorunk alkalmas az endogén LTB,
felszabadulés in vivo kimutatasara, egy megbizhatdé LTB, termelést biztosito kisérleti fel-
allast kellett kidolgoznunk. A kisérletekben hasznalt négy napos zebrahal larvakban a
krttlc19e promoter haszndlatdval a GEM-LTBy-et a neutrofil granulocitdkhoz térben leg-
kozelebb elhelyezkedd bazalis sejtekben fejeztiik ki. Az altalunk alkalmazott kisérleti
protokoll elsd 1épéseként izotonias E3 oldatban ejtettiink sebzést a larvak hasi farokuszo-
jan. Az izotonias E3 oldat az ozmotikus koncentracié megvaltozasanak hianyaban gétolta
for szdvetekbe jutasat'3®!%4. Az izotonids oldat nemcsak a sebzarddast, de a neutrofilek
sebszélhez vandorlasat is gatolta. Azért, hogy a szovetbe bediffundaldo A23187 a neutro-
filek aktivalasahoz sziikséges koncentracioban érje a sejteket, ezt a hatast a médiumhoz
nagy koncentracioban hozzaadott arachidonsavval ellenstilyoztuk. Az AA 6nmagaban
nem serkenti a leukocita migraciot, azonban eldanyaga olyan a sériilés hatdsdra megje-
lend kemoattraktansoknak, amik hatassal vannak a neutrofil granulociték vandorlasara!2,
Az A23187 stimulust kdvetden az el6zdleg a sebszélhez vonzott neutrofil granulocitdkban
az ionofor hatdsara megemelkedd kalciumion szint révén az 5-LOX enzim a magmemb-
ranba transzlokalodik és aktivalodik, ezaltal megkezdddik a sejtekben az endogén LTB,
termelédése!** (19.a abra).

A GEM-LTB, expresszalo larvakban az A23187 stimulust kdvetd 90 percen beliil de-
tektalhatova valt, egy a sebszél és a leukocitak kdzvetlen kdzelében megjelend LTB, gradi-
ens. Az LTBy-re adott specifikus szenzorvalaszt jelzi, hogy a 5-LOX inhibitor zileutonnal

eléinkubalt és a GEM-LTB, mutans valtozatat kifejez6 larvakkal végzett kisérletekben

nem jelentkezett fluoreszcencia intenzitasvaltozas (19.b és c abra).
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19. édbra. Zebrahalakban mért endogén LTB, felszabadulas.

a) A kiserleti felallas sematikus abrdaja. A mikroszkopos mérés megkezdése elott a zeb-
rahal larvak hasi farokuszo sebzésen estek at, majd 90 percig 20 uM arachidonsavval,
a kontroll mérésekben raadaskeént 20 M mennyiségben az 5-lipoxigendz inhibitor zile-
utonnal kiegészitett izotonias E3 oldatban inkubalodtak. Az inkubdcios ido lejarta utan a
larvak hipotonias E3 agarozba keriiltek, valamint a mérés megkezdése utani 3. percben
100 uM A23187 kalciumionoforral lettek stimulalva. b) Reprezentativ a bazalis hamsejtek-
ben mért Fepy—11B, | Frukates ardny valtozdsat idében kovetd abrak Tg(kritlcl9e :QF2
x QUAS:GEM-LTB,) (felso és also abrak), valamint Tg(krttici19e :QF2 x QUAS:GEM-
LTB,mut) (kozépso) zebrahal larvakban (skala= 50 uM). ¢) Brightfield felvételek a b)
dbrakon lathato egyedek sebszéleihez osszegyiilt leukocitakrol. A szines vonalak, a sejtek
dltal a mérés 90 perce alatt megtett utakat jelolik (skala= 50 puM). d) Atlagolt hétérképek
a GEM-LTB, és a GEM-LTB mut intenzitasvaltozasarol a tavolsag és az ido fiiggvényeé-
ben. (n=3-3-3 zebrahal larva)’®.

Ezen feliil elézetesen a szenzort stabilan expresszal6 HEK293A sejtvonalban kimutat-

tuk, hogy az A23187 egyediili alkalmazésa szintén nem eredményezi a GEM-LTB, inten-
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zitasnovekedését (20.a és b abra).

AF/Fo

amut

1d6 (perc)

20. abra. Az A23187 kezelés szenzorra gyakorolt hatasa.

a) Reprezentativ AF | Fy abrik a GEM-LTBy és a szenzor mutdns verzidjanak HEK293A
sejtekben mért intenzitasvaltozasairol 1 uM A23187 jelenlétében, majd 100 nM LTB, sti-
mulust kovetéen (skala= 50 um). by A GEM-LTB, és a GEM-LTB,mut AF' | F értékeinek
idobeli valtozasa a 2. percben adott A23157 és a 4. percben alkalmazott LTB, stimulust
kovetoen (atlag+ SEM, n=40 és 79 sejt, 3-3 kiilonallo merésbol, az LTB, hozzaaddst meg-
el6zben elvégzett kétoldali T préba, p=0,097)7°.

4.6. A GEM-LTB, expresszio leukocita migraciora gyakorolt hatasa

A GEM-LTB, a fentiek alapjan alkalmas az exogén és az endogén LTB, jelenlétének kimu-
tatasara. Azonban ahhoz, hogy a szenzort a jovoben széleskorben tudjuk alkalmazni, meg
kellett hataroznunk, hogy a GEM-LTB, expresszidja mennyire befolyasolja a leukocitak
LTBy-re adott valaszat.

A GEM-LTB, kifejezddés leukocita migraciora gyakorolt hatasat kiilonb6zé exogén
LTB,4 koncentraciok mellett vizsgaltuk. Vad tipusu zebrahalakban az LTB, koncentracio
novelésével megndvekszik a hemopoetikus szovetbdl a halak uszojaba vandorld immun-
sejtek szama'*®!'47 A GEM-LTBy-et kifejezd larvak esetében az alacsonyabb (30 nM)
nanomolaros koncentraciok esetén szignifikansan csokkent a mobilis neutrofilek szdma,
a vad €s a mutans szenzort expresszald egyedekéhez képest (21.a abra). Ez a jelenség a
GPCR alapu szenzoroknal mar leirt puffereld hatasra vezethetd vissza'*s. A GEM-LTB,
nagy mértékl és kiterjedésti epitelidlis expresszioja, a BLT1 receptoréval megegyez0 li-

gandkdtési tulajdonsagai miatt, az alacsony koncentracioban jelenlévé LTB, molekulak
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megkotése révén kisebb mértékii leukocita valaszt idéz eld. A nagyobb, szaturdlo dozis-
hoz kozelité koncentraciok esetén a vadtipustol valo eltérés mar nem bizonyult szignifi-
kénsnak, ahogy a farokiszé6 amputaciora adott korai migracids valaszok sem valtoztak a

transzgenikus egyedekben (21.b ébra).
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21. abra. A GEM-LTB, szenzorok expresszidjanak hatasa a leukocita migraciora zeb-
rahalakban.

a) Kiilonbozo LTB, dozisok hasznalatara a zebrahalak notokordjabdl kirajzo leukocitak
szamanak atlaga vad tipusu, GEM-LTB,; és GEM-LTB,mut egyedekben (atlag+ SEM,
n=>5-6 larva, a kiilonbozo koncentraciokra egyedileg elvégzett egyoldali ANOVA a kont-
roll, 10- 30 és 100 nM-os koncentracio esetében F=5,773, és p=0,016). b) A leukocita
migrdcio mértéke farokiiszo amputaciot kovetoen vad tipusu és GEM-LTB s-et expresszalo

zebrahal larvéakban (dtlagt: SEM, n=8-11 ldrva, kétoldali T préba, p=0,275)"°.
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5. Megbeszélés

Kutatasunk soran létrehoztunk egy LTB, detektalasara alkalmas fluoreszcens bioszenzort,
mely mind in vitro, mind in vivo koriilmények kozott nagy affinitassal és specificitassal
jelzi ligandja jelenlétét. A GEM-LTB, arachidonsav és eikozanoid szdrmazékainak kotési
tulajdonsagai megegyeznek a szenzor vazat ado BLT1 receptoréval, az LTB, szenzorhoz
valo kotddése azonban nem inditja el a receptor szignalizacios utvonalait. Ennek valo-
szintsithetéen a harmadik intracelluléris hurokrégioba elhelyezett cpEGFP az oka, amely
méretébdl és elhelyezkedésébdl adodoan gatolja a G-fehérje receptorhoz kotddését. Ez-
altal a GEM-LTBy, a BLT1 receptorral ellentétben, az LTB, kotését kdvetéen megdrzi
ligandkdtési képességét €és nem internalizalodik. A szenzor ezen tulajdonsagai hosszan
folyamatos jelenlét és a deszenzitivizacid hidnya elengedhetetlen az extracellularis LTB,
koncentraciok dinamikus valtozasainak nyomonkdvetéséhez.

A GEM-LTBy, hasznalata lehetdséget ad az LTB, szekrécio és disztribuciod vizsgalatara.
A kemotaxis folyamatarol szerzett tudasunk alapjat olyan szovetkultarakon végzett kisér-
letek adjak, melyekben a vizsgalt sejtek egy exogén modon alkalmazott kemokin gradiens
felé vandorolnak!'**!%°, Ezek a modellek, bar alkalmasak a tér-és idébeli kemokin gradi-
ens terjedés matematikai modellezésére, a szovetekben fiziologids koriilmények kozott
lezajlo folyamatokat csak részlegesen irjak le!®!'. Erre szolgal megoldasként a kiilonb6zd
szovetekben és sejttipusokban kifejezett bioszenzorok alkalmazasa. Kisérleteink sordn a
zebrahal farokuszo lapham, bazalis €s mezenchimalis sejtjeiben expresszalodo szenzorok
taltuk. A harom vizsgalt sejttipus koziil a mezenchimalis sejtekben mért fluoreszcencia
intenzitasvaltozasok alacsonyabb értékeket mutattak, mint amiket a lapham és a bazalis
sejtekben mértiink. Ezen eltérés egyediil a bazalis sejtekhez mérten bizonyult szignifikans-
nak (p=0,032). E jelenség okai még tovabbi vizsgalatra szorulnak, azonban magyarazatot
adhat rd a sejttipusok elhelyezkedésének és az LTB,4 penetracios és diffuzios tulajdonsagai-
nak szoveten beliili eltérése. Az eredményt okozhatja még a kiilonb6zd sejtek GEM-LTB,4
expresszios mintazatainak kiilonbsége, a gyenge vagy tal erds génkifejezddés befolyasol-

hatja a plazmamembranba val6 kihelyezodés mértékét, ezzel csokkentve a fluoreszcencia
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intenzitasvaltozas detektalhatosagat.

Egy kellden érzékeny GEM-LTB, allatmodell hasznalata lehetdséget nyljt nemcsak
az LTB, termelddés €s lebomlads dinamikajanak valos idejli vizsgalatara, hanem a kemo-
attraktans termelddés pontos sejtszintii lokalizaciojanak meghatarozéasara is.

Ezen feliil segithet a neutrofil granulocitak kiilonb6zé populdciodinak vizsgalatdban.
A neutrofil granulocitak génexpresszids mintdzatait, sejtfelszinlikon talalhatéd receptorait,
enzimkészletiiket és enzimaktivitasukat érettségiik, aktivacios allapotuk, de szoveti loka-
lizacidjuk és az Bket koriilvevd mikrokornyezet is befolyasolja'®?. A neutrofil klaszter-
képzddésben megfigyelhetdek a neutrofil populacidk LTB, termelésre gyakorolt hatasai.
A szoros kozelségben 1€v6 kiilonbozd, az LTB, szintézishez sziikséges enzimaktivitsi
szintekkel rendelkezd neutrofil granulocitak kozotti transzcellularis bioszintézis fokozza a
kemoattraktans termelését, ezaltal 1étrehozva a neutrofil rajzast!>*. Az 4ltalunk fejlesztett
szenzor pontosabb képet adhat a neutrofil populaciok kozotti LTB,4 termelés mennyiségi
eltéréseire; a termelddést és lebontast meghatarozé transzcellularis kapcsolatok leirasa-
hatésaira.

Bar a GEM-LTB, hasznalata sok kérdés megvalaszolasara szolgalhat kivalo eszkoz-
ként, hasznélata kdzben bizonyos korlatokat mégis figyelembe kell venniink. A szenzor
hatékony mukodésének alapjat szerkezete adja, melynek két komponense az LTB,4 nagy
affinitasa receptora, a BLT1 és a cpEGFP fluoreszcens fehérje. A szenzor nagyfoku ex-
presszidja, a BLT1 receptorral megegyez0 ligandkotési tulajdonsagai miatt csokkentheti
az endogén moddon felszabaduld LTB, receptoraihoz vald kotddési valoszintiségét. Kisér-
leteink soran a szenzor bazalis hamsejtekben valo kifejezése nem befolyasolta a farokuszo
amputaciora adott leukocita migraciot, de a kiilonb6z6 exogén LTB, dézisokra a migra-
cidban részt vevo leukocitdk szama az alacsonyabb koncentraciok esetén megvaltozott a
szenzort nem, vagy annak mutans valtozatat expresszalo larvakhoz képest. A GEM-LTB,
ezen tulajdonsaga nem egyedi; a GPCR-alapu szenzorok miikddési mechanizmusa révén
tobb ezen elven miikddd bioszenzor esetében, mint példaul a dopamin szenzor dLight,
vagy a GRAB 41p 1 o figyeltek meg hasonl6 puffer hatasokat!'>*.

A GEM-LTB, elengedhetetlen komponense a szenzor harmadik intracellularis hurka-

ba illesztett cpEGFP, amely pH érzékenységét nem hagyhatjuk figyelmen kiviil. Mig az
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extracellularis pH megvaltozasa minimalisan befolyasolja a GPCR-alapti szenzorok akti-
vitasat, addig a szenzort expresszalo sejtek intracellularis terében bekovetkezo pH valto-
z4s megvaltoztathatja a vizsgalt fluoreszcens szignal mértékét!>>15¢, Ezért a pH és egyéb
nem ligand specifikus kornyezeti hatasok okozta valtozasok felismeréséért a méréseink
kontrolljaként hasznalt mutans szenzorvarians alkalmazasa minden kisérleti felallasban
ajanlott.

A megfeleld immunoldgiai valasz kialakitasdban sziikséges a kemokinek jelenléte, me-
lyek koziil az LTB,4 kulcsfontossagu a neutrofil granulocitédk toborzasaban!’. Az LTBy ter-
melés indikéacidjaban és szabalyozasaban tobb kemoattraktans molekula, mint az fMLP,
C5a vagy a PGE2 vesz részt, melyek valos idejii monitorozéasa kozelebb vihet minket a
gyulladas kialakulasanak és feloldasanak megértéséhez!>%!37. Ebben segitségiinkre lehet
az egyeb kemoattraktdnsokra és kemokinekre specifikus GPCR-alapt bioszenzorok fej-
lesztése. Tovabbi lehetoségeket nyithat meg eldttiink ha a cirkularisan permutalt z61ld fluo-
reszcens protein helyett mas hulldmhosszon emittalo fluoreszcens proteint tartalmazo bio-
szenzort fejlesztiink, mint példaul a piros fluoreszcens mApple-t vagy mScarlet-et!%:!15%,
A kiilonb6z6 ligandra specifikus zold €s piros fluoreszcens bioszenzorok egyiittes alkal-
mazasa a kemoattraktansok egymashoz viszonyitott iddbeli megjelenésére, a kemoking-
radiensek egymadsra és neutrofil migraciora gyakorolt egyiittes hatdsaira is magyarazatot

adhatnak.
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6. Kovetkeztetések

A kutatémunka soran kapott eredmények alapjan a kovetkez6 megallapitasokat tehetjiik:

» Létrehoztunk egy LTB, detektaldsara alkalmas fluoreszcens bioszenzort, a GEM-
LTBy-et, mely specifikusan és nagy érzékenységgel jelzi a mediator molekula jelen-
1étét. A GEM-LTB, ligandkotési specificitasa nagy hasonldsdgot mutat a szenzor
vazat ad6 BLT1 receptoréhoz. Az altalunk vizsgalt eikozanoidok koziil az LTB,
mellett, egyediil a receptort aktivalo 20-OH-LTB, okozott mérhetd fluoreszcencia
intenzitasvaltozast. Az LTB, szenzor mér az 5SnM koriili LTB,4 koncentracio jelen-
1étét is megbizhatdan tudja detektalni. Ezen feliil 1ényeges tulajdonsaga, hogy a
ligandkotése sordn nem inditja el a BLT1 receptor jelatvitelei utvonalait, igy nem

kovetkezik be a bioszenzor deszenzitizacidja és internalizacioja.

* A GEM-LTB;-et stabilan expresszalo HEK293A sejtek alkalmazaséaval valds 1d6-
ben tudtuk az izolalt egér neutrofilekbdl fMLP stimulus hatésara felszabadulé LTB,4
jelenlétét detektalni. Méréseink soran az egyedi aktivalt neutrofilekbdl felszabaduld

LTB, gradiensek terjedését is kimutattuk.

* A transzgenikus zebrahal egyedek lapham, bazalis €s mezenchimalis sejtjeiben kife-
tuk az exogén LTB, jelenlétét, majd a Tg(krt4::GEM-LTB,) egyedeken vizualizal-
tuk az LTB, gradiens tér-¢s idébeli bejutasat a zebrahal farokszo szovetébe. Vé-
gezetlil a zebrahal larvak bazilis sejtjeiben kifejezett bioszenzorunkkal sikeresen
regisztraltuk a kalciumionofor A23187 hatasara aktivalodott leukocitakbol felsza-

badul6 endogén LTB, jelenlétét.
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7. Osszefoglalas

Az LTB, egy leukocitak altal termelt lipid mediator, mely kemoattraktans hatdsa révén
fontos szerepet tolt be a gyulladasos folyamatokban. Bar az LTB, jelatviteli utvonalait
¢s hatdsmechanizmusait részletesen feltartak, a steril szoveti sebzést kovetd szerepe, va-
lamint az aktivalt immunsejtekbdl felszabaduldo LTB, szoveti eloszlasa kevéssé ismert:
nem ismert, hogy fehérvérsejtekbdl felszabadulva milyen messze diffundal és milyen ta-
voli sejtekre hat. Kutatomunkénk céljaul egy olyan bioszenzor fejlesztését tliztiik ki, ami
lehetdséget ad az endogén modon felszabaduld LTB, szoveti eloszlasanak vizsgalatara.

Az éltalunk fejlesztett bioszenzor vazat az LTB,4 nagy affinitasu receptora a BLT1 re-
giok hasznalataval egy cirkularisan permutalt zold fluoreszcens fehérjét fuzionaltunk. A
linker régiok modositasaval szamos szenzorvaridnst hoztunk 1étre, amelyek koziil a sej-
ten beliili elhelyezkedésiik ¢és az LTB4-re adott fluoreszcencia intenzitasvaltozasuk alap-
jan kivalasztottuk a legjobb tulajdonsagokkal rendelkez6t, amit GEM-LTB4-nek nevez-
tiink el. Az LTBy, jelenlétére GEM-LTB, koncentraciofiiggé modon reagal (EC50=19,8
nM). A szenzor ligandkd6tési tulajdonsagai megegyeznek a BLT1 receptoréval, azonban
az endogén recepor jelpalyait nem aktivalja. A szenzor karakterizalast kovetéen, a GEM-
LTB,-gyel egér neutrofil granulocitdk LTB, termelését vizsgaltuk. A szenzor hasznala-
taval vizualizaltuk az fMLP stimulus hatéséara felszabaduld LTBy-et, valamint az egyedi
neutrofilekbdl szarmazo6 LTB, gradiensek megjelenését.

A QF2-QUAS rendszer alkalmazasadval a GEM-LTB, bioszenzort sejtspecifikusan fe-
jeztiik ki zebrahal larvakban. A transzgenikus zebradani6é vonalakban farokuszo sebzést
feliil sikeresen detektaltuk a kalciumionofor hatasara zebrahal neutrofilekbdl felszabadulo
endogén LTB, jelenlétét.

Osszességében, munkéank soran létrehoztunk egy LTB,-re specifikus, nagy szenzitivi-
tassal rendelkez0, konfokalis mikroszkoppal jol detektalhato szenzort, mellyel nemcsak ex
vivo, de in vivo allatmodellen is képesek voltunk az exogén és endogén LTB, jelenlétének

kimutatasara.
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8. Summary

Leukotriene B4 (LTB,) plays a prominent role in launching and propagating inflammatory
responses. Acting as a signal relay molecule, LTB, creates local and long-range gradients
to orchestrate leukocyte recruitment and neutrophil swarming during tissue damage. Des-
pite its profound biological relevance, we lack tools to directly measure and visualize
these chemoattractant gradients in vivo. Our aim was to create a genetically encoded bios-
ensor to detect and monitor levels of LTB, ex vivo and in vivo. We developed GEM-LTB,,
a GPCR-based fluorescent indicator by inserting a circularly permuted EGFP (cpEGFP)
module into the third intracellular loop of the high-affinity LTB,4 receptor, BLT1. We
optimized and increased the sensitivity of our sensor by screening different length and
amino acid composition linkers flanking the cpEGFP module. The best version, namely
GEM-LTBy, shows precise membrane localization, high affinity (EC50=19.8 nM) and spe-
cificity towards LTB,4. To measure endogenous LTB, concentrations, we isolated murine
neutrophils and seeded them on GEM-LTB, expressing cells. When activated with fMLP,
we detected an overall increase in LTB,4 production and also captured LTB, derived from
individual neutrophils. With the use of the QF2-QUAS system, we created a transgenic
GEM-LTBy expressing zebrafish lines. In these transgenic zebrafish lines, we monitored
the penetration and tissue diffusion of exogenous LTB, following tailfin injury. Additi-
onally, we successfully detected endogenous LTB, released from zebrafish neutrophils
following a calcium ionophore stimulus.

In summary, we developed a highly sensitive, LTB, specific fluorescent biosensor
that can be reliably detected with confocal microscopy. Using this sensor, we were able
to visualize both exogenous and endogenous LTB,4 not only ex vivo, but also in vivo in an

animal model.
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