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1. Bevezetés

1.1. A neutrofil granulocita kemotaxis és effektor működés

A kemotaxis olyan irányított sejtmozgás, melynek irányát és sebességét különböző ké-

miai ágensek extracelluláris eloszlása határozza meg1. A doktori értekezésem fő témáját

adó leukocita kemotaxist először Theodor Leber írta le 1888-ban, Wilhelm Pfeffer proka-

riótákon alapuló munkáinak figyelembevételével. Leber nyulakon végzett kísérleteiben

megfigyelte, hogy szaruhártya irritációt követően a leukociták különböző távolságokból

és irányokból egyenes vonalban haladnak a gyulladásban lévő terület felé. Ezen kísérlet

alapján született a hipotézis, miszerint a szövetsérülés következtében felszabaduló diffú-

zibilis anyagok irányítják a fehérvérsejtek mozgását2. Az első kemoattraktáns molekulá-

kat több évtizeddel később azonosították; az N-formilmetionin-leucin-fenilalanint (fMLP)

1976-ban, majd az első citokint, a CXC-kemokin ligand 8 -at (CXCL8) 1987-ben3,4. A

kemotaxis fontossága napjainkban már ismert; számtalan élettani és fejlődési folyamat-

ban tölt be elengedhetetlen szerepet, a limfociták aktivációjától és mozgásától egészen az

embriogenezisen át; patológiás esetekben a tumor metasztázisok kialakulásáig5–7.

A sérülés helyén megjelenő kemoattraktánsok hatására a fehérvérsejtek közül elsőként

a neutrofil granulociták jelennek meg a gyulladás helyszínén8. Elsődleges kemoattrak-

tánsokként funkcionálnak a baktériumokból és a sérült szövetekből felszabaduló formil-

peptidek, például az fMLP, vagy a komplement kaszkád részét képező komplement kom-

ponens 5a (C5a)4. Az elsődleges kemoattraktánsok jelenlétére a környező szövetek és

rezidens immunsejtek másodlagos kemoattraktánsokat és gyulladásos citokineket termel-

nek. Ezek részt vesznek a közeli endotél sejtek aktivációjában, elindítva a neutrofil gra-

nulociták extravazációját4.

A gyulladás hatására az endotél sejtek felszínén adhéziós molekulák, szelektinek je-

lennek meg. A Weidel-Palade testekben tárolt P-szelektinek a citokin stimulust követő

pár percben kihelyeződnek az endotél felszínére, miután gyenge kölcsönhatásba lépnek

a neutrofil granulociták citoplazmatikus membránjában található P szelektin glikoprotein

ligand 1 (PSGL1) fehérjékkel. A két fehérje közötti kölcsönhatás révén a neutrofil granu-

lociták mozgása lelassul, majd gördülni (rolling) kezdenek az endotélium felszínén9. Az

endotél sejtekben elkezdődő E-szelektin expresszió és kihelyeződés, a neutrofil granulo-

8



citákon található szialil-Lewis-X (sLeX) tetraszachariddal kapcsolódva tovább erősíti a

folyamatot (slow rolling)10. Gördülés közben a neutrofilek kapcsolatba lépnek az endotél

felszínen rögzülő proinflammatórikus citokinekkel (például az interleukin-8-cal) melyek

a még szorosabb endotél-neutrofil kapcsolat kialakítása mellett, részt vesznek az immun-

sejtek aktivációjában is.

Következő lépésként megtörténik a neutrofil granulociták letapadása11. Az adhéziót

követően a sejtek a gyulladásos citokinek grádiensét követve mozognak az érfalon. Ezzel

egy időben a neutrofilek felszínén megjelennek a limfocita funkció-asszociált antigén 1

(LFA-1) és késői aktivációs antigén-4 (VLA4) integrinek, melyek az endotél eredetű int-

racelluláris sejtadhéziós molekula 1 (ICAM-1) és a vaszkuláris sejtadhéziós molekula 1

(VCAM-1) fehérjékkel szoros kapcsolatot létrehozva megállítják a gördülést12. A folya-

mat ezen szakaszában a neutrofilek makrofág-1 antigén (MAC-1) és ICAM-1 függő mó-

don az érfalon kúszva (crawling) keresik meg az extravazációhoz legalkalmasabb helyet.

Ezt követően a sejtek polarizálódnak, és általában két endotél sejt között (paracellulári-

san), de olykor az endotél sejten keresztül (transzcellulárisan) megtörténik az érfalon való

átjutás, a diapedézis. Ezt a folyamatot a VLA4, ICAM-1, VCAM-1, JAM-A és PECAM-1

integrinek és a CD99 fehérjék koordinálják13,14.

Az intersticiális térben a neutrofil granulociták kemotaxis segítségével, G-fehérje kap-

csolt kemoattraktáns receptoraik aktivációjával jutnak el a gyulladás helyszínéhez15.

A neutrofil granulocitákat a szövetbe történő belépését követően a másodlagos ke-

moattraktánsok koncentráció grádiensei irányítják a gyulladás közelébe, ezt követően a

sejtek az elsődleges kemoattraktánsok grádienseit követve jutnak el a gyulladás pontos

helyére4. A neutrofilek eközben pozitív visszacsatolás révén további fehérvérsejteket to-

borozva amplifikálják a gyulladás folyamatát. A másodlagos hírvivők feltehetően egy-

mást követő hullámokban szabadulnak fel, közülük elsőként a leukotrién B4 (LTB4)15,16,

amely a neutrofil granulociták egy speciális migrációs formáját a neutrofil rajzást (swarm-

ing) is előidézi17. A neutrofil rajzás egy önszerveződő folyamat, mely során a neutrofilek

által termelt LTB4 serkenti a neutrofil granulociták felhalmozódását, valamint fokozza a

sejt klaszterek kialakulását a gyulladás helyszínén.17.

A sérülés környezetében lévő kórokozók jelenlétét a neutrofil granulociták közvetlen

módon a mintázatfelismerő receptoraik, közvetett módon pedig az Fcγ-és komplement-
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receptorokon keresztül ismerik fel. A mintázatfelismerő receptorok, mint például a toll-

like receptorok, NOD-like receptorok és lektin receptorok, patogén-asszociált molekuláris

mintázatokat (PAMP) ismernek fel. PAMP szignálok lehetnek például bizonyos baktéri-

umokra jellemző szénhidrátok, peptidoglikánok, lipoproteinek, a dupla szálú RNS mo-

lekulák de a flagellin is. Az Fcγ-és komplement-receptorokon keresztül a neutrofilek a

szervezet által antitestekkel, vagy komplementfragmentumokkal opszonizált patogéneket

tudják azonosítani18.

A gyulladás helyén felismert kórokozókkal szemben a neutrofil granulociták három is-

mert módon lépnek fel: fagocitózissal, degranulációval és a neutrofil extracelluláris csap-

da (NET) képzés folyamatával19 (1. ábra).

A neutrofilekben a fagocitotikus receptorok, mint például az Fcγ receptorok aktiváció-

ja indítja el a fagocitózis folyamatát. A sejtekben a citoplazma bizonyos fehérjéi (például

aktin mikrofilamentumok) átrendeződnek és kialakul a fagocitotikus serleg. A patogéne-

ket a neutrofilek állábakkal veszik körül, majd a plazmamembrán lefűződését követően

kialakul a fagoszóma18. A fagoszómához különböző granulumok fúzionálnak, melynek

következtében a NADPH-oxidáz-dependens folyamatok és antibakteriális fehérjék (katep-

szinek, defenzinek, laktoferrinek, lizozimek) hatására a bekebelezett patogén eliminálódik.

A szekunder (specifikus) granulumok a fagoszómán kívül az extracelluláris térbe is ürül-

nek, a bennük lévő antibakteriális hatású laktoferrinek, lizozimek és B12-t kötő fehérjék

részt vesznek a kórokozók degradációjában, míg a proteolitikus zselatináz és kollagen-

áz szekréciója segíti a neutrofilek mozgását az extracelluláris mátrixban20. Amennyiben

a kórokozó mérete túl nagy, a gyulladás környezetében a neutrofilekben megindulhat a

NET képződés21. A NETózis során a kondenzált kromatinállomány fellazul, DNS, an-

timikrobiális fehérjék, proteázok és különböző enzimek (többek között a reaktív oxigén

gyökök termeléséért felelős myeloperoxidáz) kerülnek a külvilágba, melyek együtt egy

extracelluláris hálózatot hoznak létre22. A NET fizikailag akadályozza a baktériumok és

gombák mozgását, valamint részt vesz különböző virulencia faktorok degradációjában és

a patogének elpusztításában23,24.

A gyulladás megszűnése során a neutrofil granulociták többsége apoptotikus sejthalá-

lon megy keresztül, míg a sejtek kis populációja fordított, más néven reverz migrációba

(reverse migration) kezd, és visszatér a vérkeringésbe23,25,26. A makrofágok által termelt
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gyulladáscsökkentő lipid mediátor prosztaglandin E2 (PGE2) hatására a neutrofil granulo-

citák enzimaktivitása megváltozik. Az LTB4 termelés csökken, míg a lipoxin A4 (LXA4)

mennyisége fokozódik, ezzel nő a fordított migráció bekövetkezésének esélye27. Ezen

felül a jelenség kialakulását magyarázhatja a kemoattraktánsok G-fehérje függő recepto-

rainak deszenzitizációja. Erre példa a CXCR1 és CXCR2 receptorok sejtfelszíni eloszlásá-

nak megváltozása a gyulladás különböző szakaszaiban. A vérkeringésben jelenlévő érett

neutrofil granulociták sejtfelszínén kezdetben mindkét receptor megtalálható. A sérülés

kialakulását követően a CXCL8 gradiens főként a CXCR1 receptoron keresztül fejti ki ke-

motaktikus hatását, serkenti a neutrofilekből álló klaszterek képződését a gyulladás helyén.

A ligandkötés hatására a CXCR1 receptor internalizálódik, így a neutrofilek felszínén a

CXCR2 receptor aránya megnő. A megváltozott receptor eloszlás révén a gyulladás ké-

sőbbi szakaszában, a CXCL8 a CXCR2 receptorhoz kötődve növeli a sejtek mobilizációs

képességét; serkenti a gyulladás feloldását és a neutrofil granulociták reverz migrációját28.
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1. ábra. A neutrofil granulociták migrációja és kórokozókkal szembeni fellépése.

A neutrofil granulociták az elsődleges kemoattraktánsok hatására az érfalon keresztül a

gyulladás helyére vándorolnak. A sérüléshez érkező sejtek másodlagos kemoattraktánso-

kat termelnek, ezzel tovább fokozva a neutrofilek vándorlását. A gyulladás helyén találha-

tó mikroorganizmusok ellen fagocitózissal, NET-képződéssel vagy degranulációval lépnek

fel a neutrofilek. A gyulladás feloldása során a neutrofil granulociták vagy apoptotizál-

nak, vagy reverz migráció révén visszatérnek a vérkeringésbe. Az ábra a (12) közlemény

alapján készült.

Bár a neutrofil granulociták migrációs tulajdonságairól számos ismeret áll a rendelke-

zésünkre, a neutrofil rajzás és a reverz migráció jelenségeinek jelentősége és mechaniz-

musai még napjainkban is tisztázatlanok.

1.2. az LTB4 szintézise

A szöveteket ért trauma, különböző mikrobiális peptidek (például az fMLP), allergének,

citokinek és egyes növekedési faktorok jelenléte aktiválja a sejtek de novo LTB4 szinté-

zisét29,30. A sejtfelszíni receptorok ligandkötése, a kalciumion citoplazmatikus és sejtma-

gi koncentrációjának megemelkedése, valamint a sejtek duzzadása, így a sejtmembránok
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megnyúlása együttesen váltja ki az LTB4 bioszintézisét31,32.

A kemoattraktáns prekurzorát az arachidonsavat (AA) a citoszolikus foszfolipáz A2

(cPLA2) hasítja le a sejtmembrán foszfolipidjeiről, a citoplazmatikus-és magmembránhoz

transzlokálódva31. Ezután az 5-lipoxigenáz (5-LOX) enzim helyeződik ki a magmembrán-

hoz, és a 5-lipoxigenáz aktiváló fehérje (FLAP) segítségével az AA-at leukotrién A4-gyé

(LTA4) alakítja33.

A cPLA2 és az 5-LOX enzimek szerkezete hasonló. Mindkét enzim két fehérje do-

ménből tevődik össze. A cPLA2 C2-es és az 5-LOX C2-like doménjei a kalciumion meg-

kötéséért felelősek, míg a fehérjék katalitikus régiói az enzimaktivitást végzik.34,35. Az

enzimek membránhoz történő transzlokációját a kalciumion C2 és C2-szerű doménhez

való kötődése által kiváltott konformációváltozás, valamint a sérült szövetek ozmotikus

tulajdonságainak változása miatt megduzzadó sejtekben bekövetkező citoplazmatikus és

magmembránok megnyúlása együttesen teszik lehetővé32. Az LTB4 bioszintézisében a

FLAP, mint horgony fehérje a magmembránban tartja az 5-LOX-ot. Ezzel egy időben

megköti az AA-t, ezáltal térben közel hozza egymáshoz az enzimet és annak szubsztrátját,

így gyorsítja az LTA4 termelődését. A folyamat utolsó lépéseként a leukotrién A4-hidroláz

(LTA4H) az LTA4 hidrolízis katalizálásával LTB4-et állít elő30 (2. ábra).
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2. ábra. Az LTB4 bioszintézis folyamata.

A trauma hatására megemelkedő citoplazmatikus kalciumion koncentráció révén a cPLA2

és 5-LOX enzimek a magmembránhoz transzlokálódnak. A megnőtt cPLA2 aktivitás hatá-

sára AA keletkezik, melyből az 5-LOX-FLAP fehérje komplex LTA4 -et képez. A folyamat

utolsó lépéseként az LTA4 H enzim az LTA4 -et LTB4 -gyé alakítja. Az összefoglaló ábra

a (30,32) publikációk felhasználásával készült.

Amieloid sejtek közül az 5-LOX enzimet legnagyobbmértékben a neutrofil granuloci-

ták fejezik ki, míg az LTA4H expressziója általánosabb. A leukociták a termelt LTA4 több

mint 50%-át az extracelluláris térbe szekretálják, melyet felvéve a környező sejtek képes-

sé válnak az LTB4 termelésére, ezzel fokozva az intracelluláris térbe jutó LTB4 mennyisé-

gét29,30,36,37.

Összességében az LTB4 szintézis gyorsaságát és mértékét az AAmennyisége, a terme-

lésben résztvevő sejtekben az 5-LOX, FLAP és LTA4H fehérjék megléte és mennyisége,

az enzimek katalitikus aktivitása és az azok működését befolyásoló kis molekulák (ATP,

NO és reaktív oxigén gyökök) és ionok (kalciumion) mennyisége határozza meg30.

1.3. Az LTB4 receptorai: a BLT1 és a BLT2

Az LTB4 élettani hatását elsősorban receptoraihoz, a leukotrién B4 receptor 1 és leuko-

trién B4 receptor 2-höz (BLT1 és BLT2) kötődve fejti ki29,38–41. Mind a két receptor a

hét transzmembrán doménnel rendelkező G-fehérje kapcsolt receptorok rodopszin-típusú
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családjába tartozik, aminosav-szekvenciájuk azonban csak 45,2%-nyi egyezést mutat42,43.

A BLT1 és BLT2 szöveti eloszlása, specificitása és LTB4 iránti affinitása nagyban eltér

egymástól. A BLT1 az LTB4 nagy affinitású (Kd =̃ 0,1-2 nM), ligand specifikus receptora,

amely elsődlegesen fehérvérsejtekben, kis mértékben szöveti strukturális sejtekben (pél-

dául fibroblasztokban) fejeződik ki. Ezzel ellentétben a BLT2 ligand iránti specificitása

és affinitása alacsonyabb (Kd =̃ 23 nM), az LTB4-en kívül több eikozanoid is aktiválja,

expressziós mintázata pedig sokkal általánosabb40–44.

Az LTB4 kötése során a BLT1 elsődlegesen Gi és Gq mediált jelátviteli útvonalakat

indít el. A Gi aktiváció az intracelluláris cAMP szint csökkenését, míg a Gq a kalciumion

szint citoplazmatikusmegnövekedését eredményezi. A kifejtett hatások több protein kináz

aktivációját idézik elő, melyek széleskörű szöveti és celluláris változásokat hoznak létre29.

A neutrofil granulocitákban létrejövő BLT1 jelpálya elindítja és szabályozza a sejtmig-

rációhoz szükséges folyamatokat. A BLT1 aktivációja során a kapcsolódott G-fehérje β

és γ alegysége aktiválja a foszfolipáz Cß (PLCß) fehérjét, amely a foszfatidil-inozitol-4,5-

biszfoszfát (PIP2) hasításával inozitol-trifoszfátot (IP3) és diacil-glicerolt (DAG) hoz létre.

A másodlagos hírvivők hatására megnő a citoplazmatikus kalcium koncentráció és aktivá-

lódik a PKC45,46. Ezzel párhuzamosan aktiválódik a Ras fehérje is, ami a foszfoinozitid-3-

kináz (PI3K) enzim közvetítésével foszfatidil-inozitol-3,4,5-trifoszfát (PIP3) képződéshez

vezet47. A két folyamat együttesen segíti elő a kis G-fehérjék aktivációját, ezzel a sejtek

polarizációját és a sejtmigráció létrejöttét. A neutrofil granulociták kemotaktikus gradiens

felé néző elülső részén (leading edge) elhelyezkedő Rac1 és Cdc42 fehérjék aktivációja

az Arp2/3 fehérjekomplexen keresztül szabályozza az aktinpolimerizációt, létrehozva a

sejtek pszeudopódiumait4. Ezzel szemben a sejt hátulsó részén (uropod) a migrációhoz

szükséges kontrakciót a RhoA, Rho-asszociált protein kináz (ROCK),miozin könnyűlánc

kináz (MLCK) és a miozin II fehérjék révén a miozin könnyűlánc foszforilációja hozza

létre48,49. Ez a finom tér-időbeli szabályozás biztosítja az elülső és hátulsó sejtrégiók össze-

hangolt működését. A tartós kemotaxishoz szükséges sejtpolarizációt az LTB4 autokrin

és parakrin termelődése együttesen tartja fent46 (3. ábra).
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3. ábra. A BLT1 jelpálya szerepe a neutrofil granulocita migrációban.

A BLT1 aktiválódása a sejt elülső részén (leading edge) a Ras és PI3K útvonalon keresztül

PIP3 felhalmozódáshoz, majd a Rac1 és Cdc42 aktiválása aktinpolimerizációhoz vezet,

ami kialakítja a pszeudopódiumokat. Ezzel egy időben a sejt hátulsó részén (uropod) a

RhoA/Rock útvonal az MLCK aktivációja által, majd a miozin II foszforilációja révén

kontrakcióhoz vezet. A neutrofil granulociták ezen polarizációja hozza létre a sejtekLTB4

gradiens felé irányuló migrációját. Az ábra a (46) közlemény alapján készült.

A BLT1 további funkciói között szerepel a gyulladás kialakulásához vezető molekulá-

ris kaszkádok elindítása, a fagocitózisban fontos kinázok (Syk, PKC és ERK1/2) foszfori-

lációja. Az LTB4-BLT1 jelpálya ezen felül hatással van az eozinofil granulociták, hízósejt

progenitorok, dendritikus sejtek, T- és B-limfociták és simaizom sejtek migrációs mintá-

zataira, valamint egyes immunsejtek (neutrofil granulociták, makrofágok) aktivációjára

és proliferációs folyamataira29,50,51.
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ABLT2 élettani szerepe kevésbé ismert, feltételezések szerint funkcióját elsődlegesen

az epitél sejtek barrier szerepének szabályozásában fejti ki52–54.

1.4. A BLT receptorok internalizációja és az LTB4 lebontása

Az LTB4 mennyiségének felhalmozódását és a jelátviteli útvonalak túlzott aktivációját

több szabályozó mechanizmus kontrollálja. Az LTB4 BLT1 receptorhoz való kötődését

követően, a tartós aktiváció elkerülése érdekében a G-protein receptor kinázok (GRK),

elsősorban a GRK2, GRK5 és GRK6, foszforilálják a receptor harmadik intracelluláris

hurokrégióját, valamint a C-terminális farokrégióban található szerin- és treonin amino-

savakat55. Az intracelluláris hurok foszforilációja a receptor deszenzitizációját idézi elő,

míg a C-terminális szakasz foszforilációja elősegíti a β-arresztin által mediált internalizá-

ciót46,55–57.

Az internalizáció során az LTB4-BLT1 komplex először a korai endoszómába kerül,

ahol a savas pH-jú közeg elősegíti a ligand receptorról való disszociációját. Ezt követően

a receptor vagy visszakerül a sejtfelszínre, vagy lebomlik a sejtek lizoszómáiban46,58.

Eközben a citoplazmában megkezdődik a receptorról disszociált LTB4 metabolizmusa.

A neutrofilek és makrofágok citoplazmájában található, a citokróm P450 fehérjecsaládba

tartozó CYP4F3A enzim katalizálja az LTB4 ω-oxidációját, amelynek eredményeként ke-

letkezik a 20-hidroxi-leukotrién B4 (20-OH-LTB4)59,60. Bár a 20-OH-LTB4 biológiai akti-

vitása alacsonyabb, mint az LTB4-é, képes kötődni a BLT1 receptorhoz és aktiválni annak

jelátviteli útvonalát61. A 20-OH-LTB4 inaktiválása további oxidációs lépésekkel történik.

Az aldehid-dehidrogenáz enzim működése révén a metabolizmus inaktív végterméke a

20-karboxi-leukotrién B4 (20-COOH-LTB4), amely konjugációt követően választódik ki

a szervezetből62 (4. ábra).
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4. ábra. A BLT1 receptor internalizációja és az LTB4 metabolizmusa.

Az aktiválódott BLT1 az LTB4 -gyel β-arrestin függő módon internalizálódik és a korai

endoszómába kerül. Az endoszómában a savas pH hatására a receptor és ligandja szét-

válik. A BLT1 vagy visszakerül a plazmamembránba, vagy ubikvitinációt követően lebom-

lik a sejt lizoszómáiban. Az LTB4 -ből a CYP4F3A és az aldehid-dehidrogenáz (ALDH)

enzimek katalizálta folyamatok során először a biológiailag aktív 20-OH-LTB4, majd az

inaktív 20-COOH-LTB4 keletkezik, amely konjugációt követően kiürül a szervezetből. Az

összefoglaló ábra a (46,58,62) publikációk felhasználásával készült.

Erős gyulladásos válasz esetén, a fokozott receptor aktiváció megnöveli a leukociták

intracelluláris LTB4 koncentrációját. A sejtekbe bejutó LTB4 a peroxisoma proliferátor

aktivátor receptor alfa (PPARα) transzkripciós faktor aktivációja révén fokozza az LTB4

metabolizmusban résztvevő enzimek expresszióját. Ez a negatív visszacsatolási hurok

megakadályozza az LTB4 túlzott felhalmozódását és mérsékli a gyulladásos válasz terje-

dését és intenzitását63.

1.5. Genetikailag kódolt fluoreszcens bioszenzorok

A zöld fluoreszcens fehérjét (GFP) és a biolumineszcens aequorint először 1962-ben Shi-

moura és munkatársai izolálták az Aequorea victoria medúzából64. A következő mérföld-

követ az Aequorea victoria GFP-jének klónozása, majd jelző molekulaként való első fel-

használása jelentette 1992-ben, valamint 1994-ben65,66. Ezt követően számos munkacso-
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port kezdett foglalkozni a fluoreszcens fehérjék fizikai és kémiai tulajdonságaival. En-

nek köszönhetően a következő években különböző gerjesztési és emissziós spektrummal

rendelkező fluoreszcens fehérjék széles skáláját fedezték fel. Mára a fluoreszcens mik-

roszkópok folyamatos fejlődése révén a fluoreszcens bioszenzorok alkalmazása az alap-

kutatás szerves részévé vált. A fluoreszcens fehérjéken alapuló módszereket rendszeresen

használják többek között nukleinsavak, sejtorganellumok és szövetek jelölésére, fehérjék

sejten belüli lokalizációjának és interakcióinak vizsgálatára, valamint az egyes ionok és

ligandok koncentrációváltozásainak meghatározására67.

A genetikailag kódolt fluoreszcens bioszenzorok két részből állnak; tartalmaznak egy

a vizsgált ligandot érzékelő egységet (sensing unit) és egy jellemzően fluoreszcens fehér-

jékből álló jelző egységet (reporter unit). A szenzorok működésének alapját az érzékelő

egység és az érzékelt vegyület közötti kapcsolat kialakulása képezi. Ez az érzékelt anyag

lehet egy ion, egy enzim szupsztrátja, de akár egy GPCR receptor ligandja is. A kötődést

követően az érzékelő egység szerkezetében bekövetkező változás konformációváltozást

idéz elő a fluoreszcens jelző egységben. Ez a detektálható változás legtöbbször a fluoro-

fórok intenzitásában, excitációs vagy emissziós spektrumuk eltolódásában nyilvánul meg.

Egyedi esetekben az érzékelő egység változása a jelző fluorofór lebomlását, vagy transz-

lokációját is előidézheti68,69.

1.5.1. A fluoreszcens bioszenzorok érzékelő alegysége

Abioszenzorok érzékelő alegységét természetes és szintetikus fehérjék alkothatják68. Nap-

jainkban a szenzorfejlesztésben alkalmazott fehérjék között több tartozik a bakteriális

eredetű periplazmikus kötő fehérje (PBP), szolubilis kötő fehérje (SBP) (5.a ábra) és G-

fehérje-kapcsolt receptor (GPCR) (5.b ábra) proteincsaládokba. Ezen fehérjék előnyös

tulajdonsága, hogy ligandkötés során, mindben erőteljes konformációváltozás megy vég-

be70–72. A PBP és SBP fehérjén alapuló szenzorok, mint a glutamát érzékelő iGluSnFR

vagy a glicin specifikus GlyFS, szolubilis mivoltuk révén különböző sejtkompartmentek-

ben is kifejezhetőek. Ezzel ellentétben a GPCR alapú szenzorok, mint például a dopamin

specifikus dLight, vagy az általunk fejlesztett GEM-LTB4 a sejtek plazmamembránjához

kötött formában találhatóak meg73–76. Bár lokalizációjuk kötött, a GPCR-ek szenzorfej-

lesztésben való alkalmazása több előnyt is rejt magában. A fehérjecsalád a transzmemb-

19



rán fehérjék egyik nagy családjaként neurotranszmittereket, különböző hormonokat és ke-

mokineket kötő receptorokat is tartalmaz. A széles ligandkötési spektrummellett, a GPCR

alapú bioszenzorokban lévő konformációváltozásra fluoreszcencia intenzitás növekedés-

sel reagáló cirkulárisan permutált fluoreszcens fehérjék (cpFP) alkalmazásával érzékeny,

egyetlen fluoreszcens fehérjén alapuló, jó detektálhatósággal rendelkező bioszenzorok fej-

leszthetőek71,76. A feszültség-érzékelő domének (VSD) (5.c ábra) és a ciklikus nukleotid

kötő domének (CNBD) (5.d ábra) szintén alkalmasak szenzorfejlesztésre77,78. Az elmúlt

években több különböző fajból származó CNBD alapú cAMP szenzor került fejlesztésre,

melyek közül a legújabb egy FRET-alapú cAMP szenzor, a cAMPFIRE78.

A teljes fehérjék és domének mellett, például a hő és feszültségszenzitív rövidebb pep-

tidek, a donor és az akceptor fluorofórok összekapcsolása révén, egyaránt alkalmazhatóak

FRET-alapú szenzorok létrehozására. Kis peptideket tartalmaznak a proteázok vizsgálatá-

ra használt bioszenzorok is, mint például az apoptotikus kaszpázok enzimaktivitás méré-

sére fejlesztett FRET-alapon működő fluoreszcens szubsztrátok79–81.

A szenzorok érzékelő egységének másik csoportját a szintetikus fehérjék képezik, me-

lyek legtöbbször a természetben fellelhető fehérjedoménekből tevődnek össze68. A szin-

tetikus fehérjék egyik típusa az úgynevezett affinity clamp szenzorok, ezek két doménből

állnak, melyek stimulust követően reverzibilisen, fogó szerűen kapcsolódnak egymáshoz

(5.e ábra). Az affinity clamp szenzorok jellegzetes képviselői a GCaMP kalcium szenzo-

rok, amik a calmodulin fehérjéből és a miozin könnyű lánc-kináz calmodulin kötő részé-

ből vagy a calmodulin kináz II-ből állnak. A GCaMP-ek legfrissebb változata a GCaMP8,

amely szenzitivitása és kötési kinetikája révén, ezredmásodperces időtartományban tudja

jelezni a kalcium koncentráció változását82.

Az affinity clamp elvén alapuló bioszenzorok, a kalcium koncentrációk detektálása

mellett, enzimek kináz vagy foszfatáz aktivitásának mérésére is alkalmasak. Ebben az

esetben a szenzorok egy enzimre specifikus szubsztrátot és a foszforilált aminosavat kötni

tudó PAABD doménből állnak, amik foszforilációra kapcsolódnak egymáshoz. A legtöbb

enzimaktivitást vizsgáló bioszenzor FRET alaponműködik, demára egyetlen fluoreszcens

fehérjén alapuló szenzorok is megjelentek, például az ExRai-AKAR2, amit a protein kináz

A aktivitásának mérésére hoztak létre83–85.

Alternatív módszer a kompetitív kötődésen alapuló szenzor egységek alkalmazása,
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ahol a vizsgált ligand egy a szenzorhoz kötődő másik kötő partnerrel áll versenyben (5.f

ábra). A pszeudoligand lehet természetes, mint a RasAR szenzor esetén, vagy mestersé-

ges, mint amit a CoA-Snifit vagy a LOCKR rendszerekben használnak86,87.
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5. ábra. A genetikailag kódolt bioszenzorok érzékelő egységei.

a) A szolubilis periplazmikus kötő fehérje (PBP) működésének sematikus ábrája. b) A

G-fehérje-kapcsolt receptor (GPCR) működési elve. c) A feszültség-érzékelő domének

(VSD) a membránpotenciál megváltozására konformációváltozáson mennek keresztül. d)

A ciklikus nukleotid kötő domének (CNBD) a ciklikus nukleotidok, mint például a cAMP

kötésére képesek. A szintetikus érzékelő egységek közül az e) affinity clamp esetén a két

domén fogószerűen zárja közre ligandját a kötődés során, míg a f) kölcsönösen kizáró-

lagos kötődés alapját az egymással kompetitíven kötődő fehérjék közötti verseny képezi.

Az ábrákon a fekete nyíl a jelző egység lehetséges beillesztési helyét jelzi. Az ábra a (68)

közlemény alapján készült.

1.5.2. A fluoreszcens jelző alegységek fajtái

A jelző egységek közül szintén két csoportot különböztethetünk meg. A fluoreszcens fe-

hérjéken és a szintetikus fluorofórokon alapuló bioszenzorokat68. A fluoreszcens fehérjék
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két különböző módon jöhetnek létre, a fehérje vagy tartalmaz egy érett kromofór régiót,

vagy a fluoreszcenciát egy kötődő kofaktor hozhatja létre.

A fluoreszcenciát adó kromofór, mint a GFP esetében is, poszttranszlációs úton egy

autokatalitikus folyamat során keletkezik, oxigén függő módon88 (6.a ábra). A folyamat

három részből áll, egy ciklikus gyűrű kialakulásából, annak dehidratációjából, majd há-

rom aminosav oxidációjából.89. Az érett kromofórral rendelkező fehérjéket tartalmazó

bioszenzorok közül a zöld-sárga tartományba esők között találjuk a legnagyobb alap in-

tenzitással bírókat. Ilyen például, az mNeonGreen fehérjét tartalmazó NEMO kalcium

szenzor90. A fényerő mellett a szenzorok alkalmazhatóságát a bennük lévő fluoreszcens

fehérjék fotostabilitása és érési ideje is meghatározza. A fehérje fotostabilitása adja meg,

hogy a gerjesztő fény hatására mikor következik be a fotobleaching, azaz a fluoreszcencia

képességének irreverzibilis elvesztése. A kedvező fotostabilitás elengedhetetlen a hosszú

ideig tartó képalkotási kísérletekben. A kromofór érési ideje szintén a fehérje fontos para-

métere. A GFP kromofór érése több órát vehet igénybe, ami a gyorsan zajló folyamatok,

mint például azonnali génexpressziók vizsgálata, vagy a protein degradáción alapulóméré-

sek esetében hátrányt jelent. A GFP mutációjával létrehozott enhanced zöld fluoreszcens

fehérje (EGFP) és annak cirkulárisan permutált verziója minden paraméterben jobban tel-

jesít elődjénél89.

Napjainkban ezen fluorofór tulajdonságok optimalizálása tovább folytatódik, fotos-

tabilitás terén érdemes megemlíteni az mGold fehérjéket, míg az érési idő javulását az

Achilles néven elnevezett fluoreszcens fehérje esetében figyelhetjük meg91,92. A vörös

tartományban működő fluorofór fehérjék, különösen az infravörös tartomány elérése nagy

előrelépést jelent a mélyszöveti képalkotás területén.

Bár az érett kromofórral rendelkező fehérjék között találunk a vörös tartományban flu-

oreszkáló darabokat, mint például az mCherry vagy az mKate2, a 700 nm hullámhosszhoz

közeli infravörös tartomány eléréséhez már biliverdin alapú fluoreszcens fehérjéket vagy

hibrid technikákat kell alkalmaznunk93,94.

A fluoreszcens fehérje fluoreszenciája származhat egy endogén celluláris kofaktor,

mint a már említett biliverdin kötődéséből is95 (6.b ábra). Ebben az esetben a fehérje érése

nem oxigénfüggő módon megy végbe, viszont a fluoreszcencia kialakulásához a kofaktor

jelenléte elengedhetetlen. Előnye még, hogy méretében kisebb a tradicionális fluoresz-
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cens fehérjéknél, valamint a már említett biliverdin kofaktorral működő fehérjék képesek

a távoli vörös, és az infravörös tartomány közelében fluoreszkálni96,97. Ezek az infravörös

fluoreszcens fehérjék (iRFP) már több bioszenzorban megjelentek93. Alkalmazzák őket

FRET donor és akceptor molekulaként, mint például a miRFP670-et és miRFP720-et a

kalcium szenzor iGECI, vagy a Rac1 GTPáz, kináz NIR Rac1 bioszenzorok esetén98,99.

Az iRFP-k használata, bár sok előnnyel bír, az endogén biliverdintől való függés bizo-

nyos esetekben korlátozó tényező lehet. Olyan mérési körülmények között, ahol a kofak-

tor limitáltan vagy egyáltalán nem áll rendelkezésre, mint a különböző sejtkultúrák vagy a

Drosophilia esetében, a biliverdin rendszerhez adása vagy a kofaktor képződését elősegítő

hem-oxidáz koexpressziója javasolt93.

Az infravörös tartomány elérése hibrid rendszereken alapuló bioszenzorok alkalmazá-

sával szintén lehetséges. Ezekben a bioszenzorokban a mért jel, a természetes biológiai

folyamatok megzavarása nélkül, bioortogonális konjugáció révén szintetikus fluorofórok

közvetítésével jön létre100. A bioszenzorokban leggyakrabban használt kovalens kötésen

alapuló rendszer egy kis méretű fehérje domént, úgynevezett önjelölő fehérje (SLP) tag-

et tartalmaz, amely specifikus kovalens kötést hoz létre kémiai ligandjával, kialakítva a

mért fluoreszcens jelet. Az SLP tagek közé tartozik a benzilguanint kötő SNAP tag, vagy

a klóralkánnal kölcsönható HaloTag101,102 (6.c ábra). Az SLP tag alapján működő bioszen-

zorok, az endogén fluorofórokhoz hasonlóan, mind Fröster-féle energia transzfer (FRET)

akceptor és donor párként, mind pedig egyetlen fluorofóron alapuló rendszerként alkal-

mazhatóak68. SLP tag alkalmazásával működnek például a HaloTag cirkuláris permutá-

ciójával és a Janelia Fluor 635 szintetikus ligand alkalmazásával létrejött a távoli vörös

tartományban működő HaloCaMP kalcium és a feszültségérzékelő HASAP és HArcLight

bioszenzorok94.

A kovalens kötésen alapuló rendszerekben a ligand és az SLP tag között kialakuló kö-

tés irrevezibilis, ez azonban a nem kovalens rendszerekben nem áll fent. A nem kovalens

kötésen alapuló bioszenzorokban a szintetikus fluorofórok folyamatosan cserélődhetnek,

ezzel növelve a szenzorok fotostabilitását. A leggyakrabban használt nem kovalens hibrid

rendszer a fluorogén aktiváló fehérje (FAP) alapú fluoreszcens aktiváló és abszorpcióelto-

ló tag (FAST)103 (5.d ábra). Ez a 14 kDa méretű fehérje hidroxibenzilidén rodaninokat köt

meg, amelyek csak akkor válnak fluoreszcenssé, miután a FAST fehérjéhez kötődtek. A
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HaloTag-hez hasonlóan a FAST cirkulárisan permutált változatával készült már kalcium

szenzor, de ezen a rendszeren alapuló bioszenzorok alkalmasak a tranziens fehérje-fehérje

kölcsönhatások és a sejtciklus vizsgálatára is104–106. A hibrid bioszenzorok alkalmazása

több előnnyel is jár: intenzitásuk és fotostabilitásuk képes meghaladni az endogén szenzo-

rokét, nincs érési idejük, valamint az egyes bennük megjelenő fluorofórok a távoli vörös

tartományban működnek. A hibrid rendszerek hátrányát az exogén módon adagolt flu-

oreszcens ligandok képezik, melyek penetrációs és diffúziós képességei limitálhatják az

alkalmazható modellorganizmusok számát, ezen felül a nem kötött formában jelenlévő

ligand és az aspecifikus kötődés ronthatja a jel-zaj arányt68.

24



a b

c d

érett kromofórral rendelkező 
FP

kofaktor függő FP

SLP FAP

6. ábra. A genetikailag kódolt bioszenzorok jelző egységei.

a) Érett kromofórral rendelkező fluoreszcens fehérjék, mint például az EGFP. Az EGFP

kristályszerkezete (PDB ID:6YLQ) b) A biliverdin kofaktor függő közel infravörös fluo-

reszcens protein miRFP670nano szalagmodellje (PDB ID: 6MGH) c) A szintetikus ön-

jelölő fehérje (SLP) HaloTag7 szerkezeti rajza (PDB ID:8B6N). A HaloTag7 kovalensen

kötődik a klóralkán alapú fluoreszcens ligandjaihoz. d) A fluorogén aktiváló fehérje (FAP)

és szintetikus ligandja közötti nem kovalens kötés hozza létre a mért fluoreszcens jelet. A

FAP kristályszerkezete (PBD ID:7AVA). Az ábra a (68) közlemény alapján készült

1.6. A zebrahal mint modellorganizmus

A zebradániókat (Danio rerio) mint a genetikai kutatásokhoz használható gerinces állat-

modellt Streisinger György munkássága tette ismertté az 1970-80-as években107. A 2000-

es évek elején a humán és a zebrahal referencia genomok meghatározása, azok 70 %-os

megegyezése révén a zebradániók tudományos alkalmazási területei egyre szerteágazób-

bak lettek108,109. Napjainkban ezen kisméretű édesvízi halak, az egyedfejlődésen át a tu-
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morbiológián és toxicitási vizsgálatokon keresztül, egészen a veleszületett immunrendszer

tanulmányozásáig elfogadott modellorganizmusként jelennek meg110–112.

A zebrahalak népszerűsége számos előnyös tulajdonságuknak köszönhető. Egy zebra-

hal pár egyetlen ívatáskor több száz megtermékenyített ikrát képes világra hozni, melyek

a modern technológia révén egysejtes állapotban könnyen génmódosíthatóak. Lárváik

transzparensek, így mikroszkópiára alkalmasak, valamint veleszületett immunrendszerük

három-négy napos korukra kialakul. A zebrahalak generációs ideje szintén kedvező; kö-

rülbelül három hónap alatt érik el az ivarérett kort, és állatházi körülmények között másfél-

két éves korukig megőrzik termékenységüket.

Az első fluoreszcensen jelölt proteineket expresszáló zebrahalakat 1997-ben hozta lét-

re a Lin kutatócsoport. A GATA-1 vörösvértest specifikus promóterrel meghajtott zöld

fluoreszcens fehérjét egysejtes állapotban a zebrahal embriók genomjába injektálták. Ké-

sőbb az így létrehozott egyedek keresztezése útján tovább örökítették a bejuttatott gént

az F1 és F2 generációkra113. Az első GFP-t expresszáló neutrofilekat hordozó vonalra

2006-ig, míg a fluoreszcensen jelölt makrofágokat tartalmazó egyedekre 2010-ig kellett

várni114,115.

A Tol2kit rekombinációs rendszer kifejlesztése stabilabbá tette a transzgenezis folya-

matát. A mikroinjektálást követően több egyedben, erősebb fluoreszcencia intenzitással

jelentek meg a bevitt fehérjék, az F0 generációra jellemző mozaikos kifejeződési mintázat

mértéke szintén lecsökkent116. A Tol2kit rendszer lehetőséget biztosít, már nemcsak a sejt-

specifikus fluoreszcens jelölésre, de nagyobb fluoreszcens tag-gel ellátott fehérjék és kü-

lönböző bioszenzorok, mint a kalciumindikátor GCaMP erőteljesebb expressziójára32. A

transzkripciós faktor és promóter párokon alapuló GAL4-UAS és QF2-QUAS rendszerek

zebrahalakra adaptálása lehetővé tette a GPCR alapú bioszenzorok, mint a GRAB, dLight,

és az általunk fejlesztett GEM bioszenzorok sejtspecifikus alkalmazását75,76,117 (7.a és b

ábra).

Egyes fehérjék hiányának vizsgálata szintén lehetséges. A teljes egyedben a vizsgált

protein mRNS-ének blokkolása szintetikus, úgynevezett morpholino nukleotid szekvenci-

ákkal, míg a szövetspecifikus génkiütés a CRISPR-Cas9 rendszer alkalmazásával valósít-

ható meg118,119.

26



QUAS X gén

QUAS X gén

promóter QF2

QF2

nincs
 expresszió

+
X 

fehérje

QUAS mKate2-NLSmNeonGreen-NES P2Aubb QF2 +

a

b

7. ábra. A QF2-QUAS rendszer működési elve.

a) A QUAS promóter régió a kifejezni kívánt gén előtt helyezkedik el. A génexpresszióhoz

a QF2 transzkripciós faktor jelenléte elengedhetetlen, a fehérje hiányában nem történik

meg a génátíródás. A QF2 szekvencia előtti promóter régió segítségével a QF2 fehérje

és így a kifejezni kívánt fehérje sejtspecifikusan fejezhető ki a modellorganizmusokban.

Az ábra a (120) közlemény alapján készült. b) A QF2-QUAS rendszer működése három

napos zebrahal lárvában. Az ubiquitin promóterrel meghajtott QF2 expresszió révén a

lárva minden szövetében megjelennek az mNeonGreen zöld és mKate2 piros fluoreszcens

fehérjék121, skála=100 µm.
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2. Célkitűzések

Az LTB4 egy leukociták által termelt lipid mediátor, mely kemoattraktáns hatása révén

gyulladásos folyamatokban, elsődlegesen a neutrofil granulociták kemotaxisának irányí-

tásában tölt be kiemelkedő szerepet. Bár az LTB4 jelátviteli útvonalait és hatásmechaniz-

musait részletesen feltárták, a steril szöveti sebzést követő szerepe, valamint az aktivált

neutrofil granulociták által termelt LTB4 felszabadulásának, koncentrációjának dinamikus

változása és a mediátor szöveti eloszlása kevéssé ismert: nem tisztázott, hogy fehérvérsej-

tekből felszabadulva milyen messze diffundál és milyen távoli sejtekre hat.

Ezek alapján kutatásunk céljai a következők voltak:

• Egy LTB4 detektálására alkalmas fluoreszcens bioszenzor létrehozása és karakteri-

zálása, mely specifikusan és nagy érzékenységgel jelzi a mediátor molekula jelen-

létét.

• Az izolált egér neutrofilekből fMLP hatására felszabaduló LTB4 valós idejű kimu-

tatása a bioszenzort expresszáló stabil sejtvonal alkalmazásával.

• Az LTB4 bioszenzort transzgenikusan kifejező zebrahal egyedekben az exogén

LTB4 diffúziós grádiensének detektálása, valamint a neutrofilekből sérülést köve-

tően felszabaduló endogén LTB4 vizualizációja.
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3. Módszerek

3.1. Plazmid konstrukciók létrehozása

Az LTB4 szenzor prototípusok alapját képező, LTB4-re nagy affinitással és specifitással

rendelkező BLT1 fehérjét kódoló szekvenciát perifériás vérből származó humánmononuk-

leáris sejtek cDNS-éből sokszoroztuk fel polimeráz-láncreakció (PCR) alkalmazásával,

majd illesztettük be a pEGFP-N1 (Clontech) plazmid XhoI és HindIII restrikciós enzim

hasítási helyei közé.

A BLT1 N-terminális fúzióját zöld fluoreszcens fehérjével úgy valósítottuk meg, hogy

először a BLT1-et a pmScarlet-N1 vektorba klónoztuk. Ezután az így kapott plazmidban

a piros fluoreszcens mScarlet fehérjét az AgeI és BsrGI restrikciós enzimek segítségével

a zöld fluoreszcens fehérjére cseréltük.

A szenzorvariánsok létrehozása során különböző aminosav összetételű és hosszúságú

linker régiók használatával illesztettük be a konformációváltozásra érzékeny cpEGFP-t a

BLT1 harmadik intracelluláris hurokrégiójának közepén található arginin (212R) és feni-

lalanin (213F) aminosavak közé. Ehhez a folyamathoz a beillesztésre kijelölt hely N és

C-terminális végein silent mutációkkal kialakított egyedi PstI és SalI restrikciós enzim

hasítási helyeket használtuk. Az első prototípusok esetében a hosszú LSSLE, valamint a

rövid GG aminosavakból álló linker régiókat és azok különböző kombinációit alkalmaz-

tuk, majd a későbbi variánsok esetén a cpEGFP-t N-terminális oldalról LSSLI, míg C-

terminális oldalról NHDQL aminosavakat tartalmazó kapcsolórégiókkal, és ezen linkerek

rövidebb, akár egyetlen aminosavra lecsökkentett hosszúságú, változatainak permutációi-

val vettük közre (8.a ábra).

A GEM-LTB4 mutáns verziójában a BLT1 fehérje 156. argininjának alaninra való

cseréjével gátoltuk az LTB4 szenzorhoz való kötődését122.

Mind a GEM-LTB4, mind annak mutáns verziójának esetében a fehérje plazmamemb-

ránba való lokalizációjának növelésére a szenzorok N-terminális végét egér immunglo-

bulin kappa lánc (Igκ) lokalizációs szekvenciájával (METDTLLLWVLLLWVPGSTGD)

fúzionáltuk117.

A stabil sejtvonalak létrehozásához alkalmazott végleges plazmidkonstrukciók kiegé-

szültek egy membrán-targetált normalizációs szignállal. Ezt a funkciót az Lck fehérjéből
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származó, plazmamembrán-lokalizációt meghatározó MGCVCSSNPENNNN szekvenci-

ával ellátott mKate2 piros fluoreszcens fehérje látta el. A normalizációs szignál és a szen-

zorok 1:1 arányú koexpresszióját a két fehérje az eukarióta genomba való beépülést lehe-

tővé tevő pSB-CMV-MCS-Puro vektorban ugyanazon promóter mögött való elhelyezke-

dése, valamint a fehérjék közé behelyezett P2A virális, úgynevezett ribosome-skipping

szekvencia biztosította123 (8.b ábra).

cpEGFPN-X C-X

“dLight”
linker variánsok

prototípus
 linker variánsok

NL 
NS 

LSSLE

GG

CL 
CS 

LPDQL

GG

cpEGFPN5 LSSLI C5 NHDQL

N3 C3 SLI NHD

IN1 N C1 

SSLI

LIN2 

N4 NHDQ

NH

C4 

C2 

pEGFP-N1

XhoI HindIII

BLT1 ICL3

pEGFP-N1 BLT1 IC3

PstI SalI

a

b

IgK BLT1

N4 C4 
cpEGFPP2APM-mKate2

PSB-CMV-MCS-Puro

8. ábra. Az LTB4 szenzor prototípusok létrehozása. a) A szenzor prototípusok létreho-

zása során először a humán BLT1 receptort az XhoI-HindIII enzimek használatával behe-

lyeztük a pEGFP-N1 plazmid vektorba. A következő lépésben a BLT1 receptor harmadig

intracelluláris hurokrégiójába illesztettük a cpEGFP-t, amihez különböző hosszúságú lin-

ker régiókat alkalmaztunk. A használt N és C-terminális linker régiók az ábra jobb oldalán

láthatók. b) A stabil sejtvonalak létrehozásához használt plazmidkonstrukció sematikus

ábrája. Az összefoglaló ábra a (76) közlemény alapján készült.

A sejtvonalak megalkotásakor a SB100x Sleeping Beauty transzpozáz enzimet, és a

Sleeping Beauty transzpozon vektor IR/DR szekvenciái közé beillesztett CMV promótert,

az általunk kifejezni kívánt szenzorfehérjét és a szelekciós markerként szolgáló puromicin-

rezisztenciát kódoló génszakaszt tartalmazó plazmidokat használtuk fel.
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A GEM-LTB4 jelátviteli tulajdonságainak vizsgálata során használt pEGFP-N1 NES-

jRGECO1a az Addgene-től származott (CAT#:1052161563), míg a pEYFP-N1 β-arrestin-

2-mScarlet plazmid Dr. Turu Gábor ajándéka volt.

A zebrahal transzgenezishez alkalmazott plazmidok a Tol2kit rendszer116 alkalmazá-

sával, gateway klónozással készültek el. A rekombinációs klónozás során három belépő

(entry) vektort építettünk be a lambda fágból származó att rekombináns szekvenciák men-

tén a pDestTol2 célvektorba, melyek közül a p5E a kívánt promótert, a pME a kifejezni

kívánt fehérjét, míg a p3E a transzkripció stabilitásának biztosítása érdekében egy poli-

A szignált tartalmazott. A használt pDestTol2 plazmidok mindegyike, a transzgenikus

egyedek azonosításának segítésére, tartalmaztak egy cmlc2 szívspecifikus promóter által

meghajtott fluoreszcens szelekciós marker szekvenciát.

A GEM-LTB4 és mutáns verziójának megfelelő intenzitású expresszióját a QF2-QU-

AS rendszer120 használata tette lehetővé. Az alkalmazott rendszer két komponensből áll,

egy szövetspecifikus promóterből, ami a QF2 transzkripciós aktivátor átírását serkenti,

valamint a kifejezendő fehérje előtt megtalálható QUAS enhancer régióból, ami a QF2

DNS-kötő helye (7.a ábra).

3.2. LTB4 szenzor prototípusok tesztelése

A kísérletekben használt humán embrionális vese sejtvonal 293A altípusát (HEK293A) a

ThermoFisher (CAT#:R70507) cégtől rendeltük. A sejteket 10 % -os FBS-sel, 50 U/ml

penicillinnel és 50 µg/ml streptomycinnel kiegészített magas glükóz tartalmú DMEMmé-

diumban tartottuk fent, 37°C-os hőmérséklet és 5 % -os szén-dioxid koncentráció mellett.

A szenzorvariánsok tesztelése során, a HEK293A sejteket 30.000 sejt/well koncetrá-

cióban poli-D-lizinnel kezelt µ-slide 8-well platere (Ibidi) tapasztottuk le és a fent leírt,

komplett DMEM médiumban inkubáltuk őket 16-24 órán keresztül. Az inkubációt köve-

tően, a sejtekbe a különböző szenzor konstrukciókat kódoló plazmidokat lipofectamine

2000 (ThermoFisher) liposzóma-formáló reagens segítségével juttattuk be. A gyártó ál-

tal ajánlott protokollnak megfelelően a transzfekciót szérummentes DMEM-ben végeztük.

Szélesztő felületre vetítve minden 2,5 cm2-re 1 µl lipofectamine 2000 reagenst és 500 ng

plazmidot alkalmaztunk, amit 6 óra után komplettált médiumra cseréltünk.

A mikroszkópos méréseket 16-24 órával a transzfekciót követően végeztük el, melyek
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megkezdése előtt a sejteken a komplett médiumot extracelluláris médiumra (EC) cseréltük

(3,1 mM KCl, 133,2 mM NaCl, 0,5 mM KH2PO4, 0,5 mM MgSO4, 5 mM Na-HEPES,

2 mM NaHCO3, 1,2 mM CaCl2, 2,5 mM glükóz). Az EC médium puffer összetétele

úgy lett kialakítva, hogy a HEK293A sejtek életben maradjanak szobahőmérsékleten és

csökkentett szén-dioxid koncentrációban, miközben a mérések során nem befolyásolja a

fluoreszcens jelek észlelését, köszönhetően a puffer transzparens mivoltának.

A mikroszkópos mérések alatt, a két perces alapvonal felvételét követően 100 nM

LTB4-gyel stimuláltuk a különböző szenzorvariánsokat expresszáló HEK293A sejteket és

további két percig monitoroztuk a ligand hatására bekövetkező fluoreszcencia intenzitás-

változásokat.

3.3. A GEM-LTB4-et stabilan expresszáló HEK293A sejtvonal létre-

hozása

Akarakterizálás során használt, GEM-LTB4-et, vagy annakmutáns verzióját amembránba

targetált mKate2 fluoreszcens proteinnel 1:1 arányban stabilan koexpresszáló HEK293A

sejteket a Sleeping Beauty transzpozáz rendszer használatával hoztuk létre124. A plaz-

midok kotranszfekcióját követő 48 órás inkubáció során a transzpozáz enzim a kifejezni

kívánt fehérjék kódoló régióit, valamint az antibiotikum-rezisztenciáért felelős gént több

kópiában, véletlenszerűen integrálta a sejtek genomjába. Az inkubációs idő leteltével a sej-

tek szelekcióját két héten keresztül 2 µg/ml puromicinnel (Sigma-Aldrich,CAT#:P8833-

25MG; CAS:58-58-2) kiegészített komplett médiummal végeztük. A továbbiakban a kí-

vánt fehérjéket nagy mennyiségben expresszáló sejteket BD FACSAria™ III áramlási

citométerrel válogattuk ki, 488 és 561 nm-es excitációs, valamint 530/30 és 670/30-as

emissziós hullámhossz beállítások mellett.

3.4. A GEM-LTB4 karakterizálása HEK293A sejtekben

A BLT1 és a GEM-LTB4 jelátviteli útvonalainak összehasonlítása a HEK293A sejtekben

megjelenő kalcium szignalizáció, valamint a receptor aktivitást követő β-arrestin-2 medi-

ált internalizáció megfigyelésével történt.

A BLT1-EGFP-t és a GEM-LTB4-et, a piros fluoreszcens kalcium indikátor jRGE-
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CO1a-val vagy az N-terminálisan mScarlet piros fluoreszcens fehérjével jelölt β-arrestin-

2 fehérjével kotranszfektáltuk HEK293A sejtekbe. A mikroszkópos mérések során a

három perces alapvonal felvétele után a sejteket 100 nM LTB4-gyel kezeltük. Az ezt

követő percekben a jRGECO1a citoplazmatikus kalciumszintemelkedésre bekövetkező

fluoreszcencia intenzitásváltozásait, vagy a β-arrestin-2 a citoplazmából a plazmamemb-

rán felé irányuló transzlokációját követtük nyomon. A kalcium assay során a kalcium

szenzor jRGECO1a maximális válaszképességét a mérés utolsó perceiben alkalmazott

10 µM koncentrációjú kalciumionofórként funkcionáló ionomycin (Cayman Chemical,

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

A szenzor specificitásvizsgálata közben, a GEM-LTB4-et stabilan kifejező sejteken

3 perces alapvonal felvétele után a sejteket az LTB4-hez molekulaszerkezetileg hasonló

arachidonsav származékokkal stimuláltuk 100 nM-os végkoncentrációban 3 percen ke-

resztül125. A kísérletben felhasznált eikozanoidok a következők 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-LTB4) (Cayman Chemicals, CAT#:20190; CAS:79516-

82-8).

A dózis-hatás görbe felvétele során a GEM-LTB4-et vagy annak mutáns verzióját ki-

fejező sejteket egy-két perces alapvonal felvétele után egyszeri 1-10-100 pM, 1-5-10-25-

50-100-250 és 500 nM, valamint 1 µM végkoncentrációban kezeltük LTB4-gyel, majd

további 2 percig monitoroztuk a szenzorokban bekövetkező intenzitásváltozás mértékét.

A szekvenciális LTB4 adagolás során az alapvonal felvétele után 3 perces időközönként

1-10 majd 100 nM végkoncentrációra növeltük a stimulus mértékét. A szenzorválasz gá-

tolhatóságának tesztelésére a 100 nM-os LTB4 stimulust követő 2. percben 1 µMmennyi-

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 kompetitív anta-

gonistákkal kezeltük a szenzort expresszáló sejteket38,126.

Az LTB4 GEM-LTB4-hez való kötődésének és a szenzor ismételt aktiválhatóságának

vizsgálata során, az alapvonal felvétele után egy általunk tervezett perfúziós rendszeren
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keresztül, 2 percig 100 nM mennyiségben áramoltattunk LTB4-et a stabilan expresszáló

HEK293A sejtvonalra, mely stimulust egy két perces EC1 médium perfúzióval szüntet-

tünk meg. Amint a szenzorintenzitás újra elérte a mérés elején felvett alapvonal értékét,

újbóli 100 nM-os LTB4 stimulusnak vetettük alá a sejteket. Az egyszeri 100 nM-os ligand

stimuláció szenzor fluoreszcenciára gyakorolt hosszabb távú hatását, percenkénti minta-

vétellel egy hatvan percen keresztül tartó mérésben vizsgáltuk.

A különböző pH értékkel rendelkező oldatok a szenzor fluoreszcenciájára és aktiválha-

tóságára gyakorolt hatásának tanulmányozását, a plazmamembrán átjárhatóságának előse-

gítéséért, 5 µg/ml nigericinnel és 5 µM monensinnel kiegészített intracelluláris médium-

ban (IC) (125 mM KCl, 20 mM NaCl, 0,5 mM MgCl2, 0,2 mM K-EGTA) végeztük. A

GEM-LTB4-et stabilan expresszáló sejteken a mikroszkópos mérés kezdete előtt 10 perc-

cel a komplett DMEM médiumot 7,4-es pH-jú IC-re cseréltük. A mikroszkópos mérés

során a két perces alapvonal felvétele után különböző pH értékű IC médiumot áramoltat-

tunk át a sejteken és további 2 percen keresztül monitoroztuk a szenzorban bekövetkező

fluoreszcencia intenzitásváltozást. A perfúzióhoz használt pH értékek és annak elérésére

alkalmazott puffer vegyületek a következőek voltak: pH 6,2-6,6 esetén MES, pH 7,0 ese-

tén MOPS, pH 7,4-7,8 esetén HEPES míg pH 8,2-8,6 esetén TRIS reagenst használtunk.

Ahhoz, hogy meghatározzuk a környezet pH értékének a szenzor LTB4 stimulusra adott

válaszának hatását, a szenzor sejteket expresszáló sejteket 10 percen keresztül inkubáltuk

a fent már említett pH értékeken, majd egyszeri 100 nM-os LTB4 kezelésnek vetettük alá.

3.5. Egér neutrofilek izolálása és az fMLP hatására felszabaduló endo-

gén LTB4 mérése

Az endogén LTB4 mérését célzó ex vivo kísérleteinkhez 6-12 hetes, vad típusú egér

csontvelőből származó neutrofil granulocitákat használtunk. Az izolálást 20mM HEPES-

t (Sigma-Aldrich, CAT#:H0887, CAS:7365-45-9) és fenolvöröst (Capricorn Scientific,

CAT#:HBSS-2A) tartalmazó, kalcium- és magnézium mentes Hank’s Balanced Salt So-

lution (HBSS) oldattal végeztük. Az eljárás első lépéseként a femurból és a tibiából ki-

mostuk a csontvelőt, majd 5 percen keresztül, 500 g-vel centrifugáltuk. A felülúszó eltá-

volítása után a sejtpelletet 5ml 0,2%-os NaCl oldatban vettük fel, mely 40 másodperces
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inkubációs idő mellett lizálta a vörösvértesteket. A folyamatot az inkubációs idő letelte

után 1,6%-os NaCl oldattal állítottuk le. A sejttörmelékek és az izolálás során megmaradt

csontdarabkák eltávolítása érdekében 70 µm-es szűrőt használva tisztítottuk meg a min-

tát. A neutrofil granulociták egyéb fehérvérsejtektől való elkülönítése 62,5%-os Percoll-

(Sigma-Aldrich, CAT#:GE170891-02) grádiens centrifugálással (30 percig, 1300 x g-vel)

történt127. A szeparáció befejeztével az immunsejteket EC médiumban vettük fel.

Az aktivált neutrofilekből felszabaduló endogén LTB4 szignálok detektálásához a

GEM-LTB4-et stabilan expresszáló HEK293A sejtvonalunkat használtuk. A mérések

35 percig tartottak, melyekben a két perces szenzor alapvonal felvételt követően, a ne-

utrofileket 1x106/cm2-es sűrűségben helyeztük a szenzort expresszáló sejtvonal tetejére,

majd azonnal aktiváltuk egy egyszeri 2 µM N-formilmetionin-leucin-fenilalanin (fMLP)

(Sigma-Aldrich,CAT#:F3506, CAS:59880-97-6) stimulussal. Pozitív kontrollként, a szen-

zor fehérjék megfelelő működésének ellenőrzésére, a 30. percben 100 nM LTB4-et adtunk

a sejtekhez. Negatív kontrollként a kísérletet a GEM-LTB4mutáns változatát kifejező alsó

sejtréteggel szintén elvégeztük.

A neutrofil granulociták által fMLP hatására termelt LTB4 mennyiségét, LTB4 specif-

kus enzimhez kötött immunszorbens assay (ELISA) eljárással (Thermo Fisher Scientific,

CAT#:EHLTB4), a sejtek felülúszójából határoztuk meg. A mérés során a neutrofilek

mennyisége, valamint az fMLP stimulus koncentrációja és az azzal való inkubációs idő

megegyezett a fentebb leírt kísérletben foglaltakkal.

3.6. Transzgenikus zebrahal vonalak létrehozása

Az általunk használt transzgenikus zebrahalvonalak létrehozását, valamint a zebrahal

lárvákon végzett állatkísérleteket a Semmelweis Egyetem Munkahelyi Állatjóléti Bi-

zottsága és a Nemzeti Élelmiszerlánc-biztonsági Hivatal engedélyezte (Engedélyszám:

PE/EA/1027-7/2019).

A különböző genetikailag módosított vonalainkat vad típusú (AB), és pigmenthiányos

mutációt hordozó Casper128 típusú zebrahalak keresztezéséből származó ikrákon hoztuk

létre. A transzgenikus egyedek megalkotása során 25-25 pg pDestTol2 vázzal rendelkező

plazmid és Tol2 transzpozáz mRNS 100 mM-os kálium-kloridban oldott keverékét, 2,3

nl térfogatban mikroinjektáltuk az egysejtes állapotban lévő megtermékenyített embriók
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citoplazmájába116. Az injektálási folyamaton átesett ikrákat E3 (5 mM NaCl, 0,17 mM

KCl, 0,33 mMCaCl2, és 0,33 mMMgSO4) médiumban neveltük 28 °C-os hőmérsékleten.

Azok a lárvák, amelyek szívében 4 napos korukra mozaikosan megjelent az EGFP vagy

az RFP fluoreszcens szelekciós szignál, felnövesztésre kerültek.

Az ivarérettséget elért egyedek utódainak fehérje expressziós mintázatának tesztelé-

se után, a legerősebb jelet mutató founder (F0) egyedekből Casper típusú zebrahalakkal

való keresztezés útján létrehoztuk a kísérletekben használt F1 generációkat. A felnőtt zeb-

rahalakat 7,4 pH-val és 500 µS elektromos vezetőképességgel rendelkező, a zebrahalak

tartására alkalmas állványrendszer segítségével folyamatosan tisztán tartott vízben, 28 °C-

os hőmérsékleten, valamint 14/10 órás fény-sötét ciklus mellett tartottuk129.

A mikroszkópiára szánt zebrahal lárvákat 24 órával a megtermékenyítést köve-

tően 1% 1-fenil-2-tiokarbamidot (PTU) (Sigma-Aldrich,CAT#:P7629-10G , CAS:103-

85-5) tartalmazó E3 oldatba helyeztük át. A PTU jelenléte gátolta a lárvák me-

lanogenezisét, megakadályozva az erősen autofluoreszcens pigmentek képződését130.

A kísérletekben felhasznált 3-4 napos zebrahal lárvákat a QF2 fehérjét expresszáló

Tg(krt4:QF2,Tg(krtt1c19e :QF2), Tg(itga11a-cFos:QF2)) és a QUAS promótert tartalma-

zó Tg(QUAS:PM-mKate2-P2A-GEM-LTB4), Tg(QUAS:PM-mKate2-P2A-GEM-LTB4-

mut), Tg(QUAS:GEM-LTB4) F1 egyedek közös, vagy az adott F1, esetleg F2 generációból

származó testvér egyedek egymással való ívatásából származó Tg(mpx:GFP)114) utódaik

alkották.

3.7. Exogén LTB4 grádiens vizualizációja zebrahalakban

Az exogén LTB4 kimutatására a GEM-LTB4 bioszenzort epiteliálisan, valamint mezenchi-

málisan expresszáló zebrahal lárvákat alkalmaztunk. A kísérlet előtt a lárvákat, a megfele-

lő érzéstelenítés biztosítása érdekében, 0,2 mg/ml mennyiségben trikaint (Sigma-Aldrich,

CAT#:10521; CAS:886-86-2) tartalmazó131 izotóniás E3 (145 mM NaCl, 0,17 mM KCl,

0,33 mM CaCl2, és 0,33 mM MgSO4) oldatba tettük. Az izotóniás E3 alkalmazása gátol-

ta a korai leukocita migrációt132 és késleltette a sebzáródást133, ezzel biztosítva az exogén

LTB4 szövetekbe jutását. A mérésekben az LTB4 szöveti penetrációjának vizsgálata so-

rán az intakt, vagy közvetlenül a mikroszkópia megkezdése előtt farokúszó amputáción

átesett lárvákat izotóniás E3 alapú 1%-os alacsony olvadáspontú agaróz gélbe ágyaztuk.
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Az 5 perces alapvonal felvétele után 1 µMkoncentrációjú LTB4-et csepegtettünk a kísérle-

ti állatra, majd további 40 percig monitoroztuk az LTB4 szöveti eloszlásának alakulását. A

GEM-LTB4 specificitását bizonyítandó a kísérletet a szenzor mutáns variánsát expresszáló

halakon is elvégeztük.

3.8. Endogén LTB4 felszabadulás mérése zebrahalakban

A leukocitákból felszabaduló endogén LTB4 mérése során, először a 4 napos lárvák hasi

úszóján ejtettünk bemetszést. Ezt követően, hogy minél több immunsejtet gyűjthessünk a

seb környezetébe, 90 percre 20 µM végkoncentrációjú arachidonsavval kiegészített izotó-

niás E3 oldatba132,134 helyeztük a kísérleti állatokat. Az inkubációs idő leteltével a lárvákat

izotóniás E3 alapú 1%-os alacsony olvadáspontú agaróz gélbe ágyaztuk. A mikroszkó-

pos felvételek készítésének megkezdése után 3 perccel hipotóniás E3-ban oldott A23187

(Sigma-Aldrich,CAT#:C7522-5mg; CAS: 52665-69-7) kalcium-ionofór stimulust alkal-

maztunk. A kontroll kísérletek során vagy az LTB4 termelést gátoltuk a mérést megelőző

40 perces 20 µM zileutonnal (Sigma-Aldrich, CAT#:1724656; CAS:111406-87-2) történő

inkubációval, vagy az állatokat a GEM-LTB4mut-ot expresszáló lárvákkal helyettesítet-

tük.

3.9. Az exogén LTB4 és a GEM-LTB4 expresszió leukocita migrációra

gyakorolt hatásának vizsgálata

A neutrofil migrációt nyomon követő mérések elején izotóniás E3 oldatban amputáltuk a

lárvák farokúszóját, majd izotóniás E3 alapú 1%-os alacsony olvadáspontú agaróz gélbe

ágyaztuk őket. A mérések kezdete után 5 perccel 1 µM izotóniás E3-ban oldott LTB4-et

pipettáztunk a lárvákra, majd 1 perces felbontásban, 55 percen keresztül monitoroztuk a

leukociták sebszélhez vándorlását.

A GEM-LTB4 expresszió leukocita migrációra gyakorolt hatását intakt farokúszójú

zebrahalakon végeztük. A 4 napos vad típusú, GEM-LTB4-et vagy annak mutáns válto-

zatát kifejező lárvákat 0-10-30 és 100 nM LTB4 koncentrációjú E3 oldattal kezeltük. A

migráló leukociták darabszámát a stimulust követő 60 percig követtük nyomon.

Azt, hogy a steril sebzés által indukált leukocita vándorlás hogyan változik a GEM-
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LTB4 jelenlétében, szintén hipotóniás körülmények között vizsgáltuk. A farokúszó ampu-

tációt követően 60 percig követtük a leukociták sebszélhez vándorlását és meghatároztuk

a migrációt leíró paramétereket a vad típusú és a GEM-LTB4-et epitheliális sejtekben ki-

fejező egyedekben.

3.10. Mikroszkópos mérések kvantifikálása és értékelése

Méréseinket 488 nm-en és 561 nm-en működő lézerekkel ellátott Yokogawa CSU-W1

spinning disk szkennerrel kiegészített, invertált Nikon Eclipse Ti2 mikroszkóppal végez-

tük. A zöld és piros fluoreszcens jeleket 525/50 nm és 600/30 nm emissziós filterek haszná-

latával rögzítettük. Méréseinkhez 40x ApoLambda/NA1.15 és 20x ApoLambda/NA0.85

víz-immerziós objektíveket használtunk. A képeket a NIS Elements AR 5.4 szoftver se-

gítségével rögzítettük.

A képek feldolgozását és kiértékelését Python programnyelven megírt analízis

pipeline-okkal végeztük. Az analízis első lépéseként a felvételek háttér intenzitását auto-

matikusan levontuk az SMO szoftver segítségével135, az esetleges elmozdulásokat pedig

pyStackReg136 használatával regisztráltuk. A GEM-LTB4-et és GEM-LTB4mut-ot kifeje-

ző sejtvonalakon végzett kísérleteink során a plazmamembrán szegmentációját az mKate2

fluoreszcens fehérje emissziós tartományában kapott jel alapján végeztük a Cellpose szoft-

ver használatával137, majd a sejtek mozgását egy Löffler és munkatársai által fejlesztett

program138 segítségével követtük. Ezen maszkok alkalmazásával egyedi sejtek szintjén

elemeztük azok piros és zöld spektrumú fluoreszcencia intenzitásváltozásait, amihez a Py-

thon pandas könyvtárát használtuk. Mivel az alkalmazott plazmid konstrukciók révén a

szenzor és a piros mKate2 fehérje expressziós mintázata megegyezik, a piros fluoreszcens

jelet a kiértékelés során normalizációs szignálként alkalmaztuk és a kiértékelésekben az

Fszenzor/FmKate2 értékkel végeztük el a számításainkat. Az intracelluláris pH szenzorra

gyakorolt hatásának kiértékelése során egyedül a GEM-LTB4 adott időpontban mért fluo-

reszcens értékeit használtuk fel.

Az így kapott adatokat ∆F/F0 értékként mutatjuk be ábráinkon, amit az

(Ft − F0)/F0 egyenlet segítségével kaptunk, melyben azFt az adott t időpillanatban mért,

az F0 értéket pedig az alapvonal felvételekor mért intenzitások átlaga adja. A citoplazma

kalcium koncentrációjának meghatározásához a (Ft − F0)/(Fmax − F0) képletet használ-
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tuk, ahol az Fmax érték megegyezik a kalciumionofór ionomycin stimulus után mért leg-

magasabb fluoreszcencia intenzitás mértékével.

AGEM-LTB4 variánsok és az LTB4 stimulusra bekövetkező β-arrestin2 plazmamemb-

ránban való elhelyezkedését az Fplazmamembran/Fcitoplazma vagy az

Fplazmamembran/Fsejt hányadosok adták meg. A fluoreszcencia értékek meghatározása so-

rán a sejtekről az ImageJ/Fiji program használatával egyedi maszkokat generáltunk, majd

az így kapott maszkokból egy, a plazmamembránt körülvevő gyűrű alakú kijelölést hoz-

tunk létre. Ez adta meg a plazmamembrán, míg a belső régió a citoplazma fluoreszcens

értékeit.

A dózis-hatás görbe felvétele során az EC50 érték meghatározása a négyparaméteres

logisztikus növekedési függvény alkalmazásával történt.

Az egér neutrofil granulociták által termelt lokális LTB4 felszabadulás kimutatásához

a diplip.org könyvtárat használtuk, amivel a mért GEM-LTB4 fluoreszcencia intenzitás

távolságát a felszabadulás középpontjától mért távolság függvényében fejeztük ki.

In vivo kísérletek esetében a mérések feldolgozásakor, a fentiekhez hasonlóan a piros

mKate2 csatorna alapján, a háttér intenzitás kivonása után egy, az expresszáló sejteket

jelző maszkot hoztunk létre. A sebszél vonalának megadása után a „mahotas” könyv-

tár139 segítségével a szenzorokat expresszáló epitél sejtekben mért intenzitást a sebszéltől

mért távolság függvényében fejeztük ki. Ezután a fentieknek megfelelően kiszámítottuk

az arányt Fszenzor/FmKate2 és az eredményeket ∆F/F0-ként hőtérképen ábrázoltuk. A

mezenchimális sejtekben az mKate2 fehérje hiánya miatt, egyedül a GEM-LTB4 szignál

∆F/F0 értékeit alkalmaztuk. A neutrofilek és a leukociták migrációs tulajdonságainak

kiértékelését az ImageJ/Fiji MTrackJ plugin használatával végeztük el140. A sejteket min-

den időpontban, a GFP-t expresszáló neutrofilek esetén a zöld, míg a leukocitákat a ”bright

field” csatornán követtük nyomon és adtuk meg a pozíciójukat manuálisan minden egyes

mérési időpontra. A sejtek sebszéltől vett relatív távolságánakmeghatározásához az ampu-

tált zebrahal farokúszóra egy maszkot illesztettünk minden időpontra. Ehhez a maszkhoz

viszonyítva adtuk meg a sejtek mozgását jellemző sebesség (v), a megtett út hosszátlagát

(l), a mozgás direkcionalitását (Dw) és annak lineáris mivoltát (Dp) leíró paramétereket141.

Az analízis során azokat a sejteket zártuk ki, melyekben a szenzor alapintenzitása

olyan alacsony volt, hogy nem érte el az általunk meghatározott küszöbértéket. Minden
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kísérletet legalább három mérést tartalmazó elemszámmal végeztünk el, ezt a számot min-

den ábrán feltüntettük. A feldolgozott adatokat a „seaborn” könyvtárral készített grafiko-

nokon, a mérési képekből készült montázsokat az ImageJ/Fiji programmal készített ábrá-

kon tüntettük fel140,142. A szignifikanciaszintek meghatározásához kétmintás párosítatlan

Welch korrekciós Student t-próbát és egyoldali Fisher, valamint Dunnett korrekciós ANO-

VA varianciaanalízist végeztünk a Python „Pingouin” könyvtárának használatával143.
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4. Eredmények

4.1. A GEM-LTB4 fejlesztése

AzLTB4 detektálására fejlesztett bioszenzor prototípusok alapját az LTB4magas affinitású

hét transzmembrán doménnel rendelkező, G-fehérje kapcsolt receptora, a BLT1 alkotta38.

A receptor harmadik intracelluláris hurokrégiójában található 212. arginin és 213. feni-

lalanin aminosavjai közé illesztettük be a konformációváltozásra érzékeny cirkulárisan

permutált zöld fluoreszcens fehérjét (cpEGFP) (9.a ábra). Ahhoz, hogy a ligand kötő-

dés megfelelő konformációváltozást, és ezáltal fluoreszcencia intenzitásváltozást tudjon

kiváltani a cpEGFP-ben, úgynevezett ”linker”, azaz pár aminosavból álló kapcsolórégiók-

kal illesztettük be a fluoreszcens fehérjét a BLT1 receptorba. Az első prototípusok esetén

egy rövid GG aminosav és egy-egy hosszabb, a cpEGFP N- és C-terminális oldalán külön-

böző LSSLE és LPDQL aminosav összetételű linker variánst alkalmaztunk (9.b ábra). A

HEK293A sejteken végzet tesztek során az így kapott szenzorok közül az N-terminálison

használt hosszú és a C-terminálishoz kapcsolt rövid linker szekvenciák együttes haszná-

lata eredményezte az LTB4 stimulusra bekövetkező legnagyobb fluoreszcencia intenzitás-

változást (∆F/F0=35,9 ± 2,5%, átlag ± standard hiba) (9.c ábra). A szenzor fejlesz-

tés következő szakaszában a linker régiók aminosav szekvenciáját (N-terminális oldalon:

LSSLI míg C-terminális oldalon NHDQL) a hasonló elven működő „dLight1” dopamin

szenzorok alapján terveztük meg75. Először ezen összekötő szakaszok 3-5 aminosavból

álló hossz permutációit teszteltük, összesen 9 különböző szenzorvariáns létrehozásával.

A mérési eredmények alapján az N-terminális oldal négy (SSLI) aminosavból álló lin-

kere határozta meg leginkább a ligand jelenlétére adott intenzitásváltozás mértékét. A

fixen megtartott N-terminális linker mellett a C-terminálison a már említett 3-5 aminosav

hosszúságú linkerekkel együtt, az összekötő régió teljes hiányát, valamint az 1-2 amino-

sav hosszú összekötő szakaszok alkalmazását is teszteltük. Az eredményeink alapján a

C-terminális hosszának növekedése pozitív korrelációt mutat az intenzitásbeli változás

mértékével (9.d ábra). A végleges szenzor kiválasztása során a ∆F/F0 érték mellett az

adott prototípus plazmamembrán-lokalizációjának mértékét is figyelembe vettük, amit a

variánsok HEK293A sejtekbe való transzfektálása után a plazmamembránban és a teljes

sejtben mért fluoreszcencia intenzitás érték hányadosaként határoztunk meg (9.e és f ábra).
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9. ábra. Genetikailag kódolt LTB4 bioszenzor fejlesztése.

a) A szenzor sematikus ábrája. A BLT1 receptor harmadik intracelluláris hurokrégiójá-

ba illesztett cpEGFP fluoreszcencia intenzitása ligandkötés hatására megváltozik. b) A

szenzor fejlesztése során használt N és C-terminális linker variánsok sematikus aminosav

sorrendje. c) Az első linker prototípusokat tartalmazó szenzorok LTB4 stimulusra adott

válaszainak ∆F/F0 értékei (átlag ± SEM, n=106, 134, 135 és 139 sejt). d) ”dLight”

linker variánsokat tartalmazó szenzorok ∆F/F0 értékei (átlag ± SEM, n=17, 61, 90, 30,

47, 62, 26, 97, 86, 62, 105 és 98 sejt). e) A legmagasabb ∆F/F0 értékeket mutató vari-

ánsok membrán lokalizációt kifejező Fmembrán/Fsejt értékei (átlag ± SEM, n=54, 51, 23,

57 és 55). f) Reprezentatív konfokális mikroszkóp képek a szenzorvariánsok HEK293A

sejtekben mutatott membrán-lokalizációs mintázatairól, skála=25 µm76.

Ezen két feltétel alapján a cpEGFP-t közrefogó N-terminális oldali LSSL és C-
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terminális oldali NHDQ aminosav összetételű linkerek bizonyultak a legideálisabbnak

(∆F/F0=103 ± 1%, átlag ± standard hiba).

A plazmamembránba való kihelyeződés további javításáért a kiválasztott szenzor N-

terminális végéhez fúzionáltuk az egerekből származó Igκ lokalizációs szekvenciát (M-

ETDTLLLWVLLLWVPGSTGD)117. Az így kapott végleges szenzort GEM-LTB4-nek

(GPCR-based Extracellular Mapping/G-fehérje kapcsolt receptor alapú Extracelluláris

Feltérképezés) neveztük el (10.a ábra).

Kontroll kísérleteinkhez a szenzor 156. argininjának alaninra való cserélésével, létre-

hoztuk a GEM-LTB4 mutáns, LTB4 kötésére nem képes változatát122. Ez a szenzorvariáns,

bár a lokalizáció és a fluoreszcens alapszignál tekintetében aGEM-LTB4-hez hasonló tulaj-

donságokkal rendelkezik, a ligand jelenlétében nem mutat intenzitásváltozást (10.b ábra).
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10. ábra. A GEM-LTB4 és mutáns változata HEK293A sejtekben. a) Reprezentatív

konfokális mikroszkópos képek a végleges GEM-LTB4 és b) annak R156A pontmutációt

tartalmazó, ligandkötésre nem képes változatának 100 nM LTB4 stimulusra adott inten-

zitásváltozásairól, skála=25 µm76.

Normalizációs szignál gyanánt, az általunk létrehozott stabil HEK293A sejtvonalban,

valamint a transzgenikus halvonalainkban, a szenzorral egy plazmamembrán lokalizációs
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szignállal ellátott piros fluoreszcens mKate2 fehérjét koexpresszáltattunk. A fluoreszcens

proteinek 1:1 arányú kifejeződését a két fehérje szekvenciája közé behelyezett virális, sa-

ját peptidláncát bontani képes P2A peptid biztosította123. Ez a konstrukció a GEM-LTB4-

mKate2 direkt fúziós fehérjével ellentétben nem csökkentette a szenzor alap fluoreszcen-

ciáját (független mintás t-próba, p = 0,003) (11.a és b ábra).
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11. ábra. Normalizációs szignállal ellátott GEM-LTB4 bioszenzorok kifejeződésének

összehasonlítása HEK293A sejtekben. a) Reprezentatív konfokális mikroszkópos képek

a GEM-LTB4 -direkt C-terminális mKate2 és N-terminális P2A-mKate2 fúziós változa-

tainak expressziós mintázatairól HEK293A sejtekben, skála=25 µm. b) A GEM-LTB4

fluoreszcencia intenzitásának összehasonlítása (átlag ± SEM, n=15-15 sejt, párosítatlan

t-próba p=0,003)76.
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4.2. A GEM-LTB4 karakterizálása HEK293A sejtekben

A végleges szenzorvariáns tulajdonságait a GEM-LTB4-et stabilan kifejező HEK293A

sejtvonalban vizsgáltuk.

A szenzor szenzitivitását az 1 pM és 1 µM közötti LTB4 koncentrációtartományban

vizsgáltuk. A mérések alapján a szenzor az 5 és 100 nM közötti LTB4 stimulusra fo-

lyamatosan növekvő fluoreszcencia intenzitásváltozással reagál, míg a maximális hatás

felét kiváltó dózis (EC50) érték közelítőleg 19,8 nM-nak felelt meg (12.a és b ábra). Az

egyszeri 100 nM-os LTB4 stimulus hatására kialakuló szenzorválasz 45 percen keresztül

változatlan mértékben fennmaradt a sejtekben. A ligand hatása azonban az LTB4 sejtek-

ről való lemosása révén, valamint a BLT1 specifikus CP-105,696 és BIIL 260-hidroklorid

inhibitorok jelenlétében reverzibilisen visszafordítható (12.d-h ábra).

AGEM-LTB4 specificitásvizsgálatához több, az arachidonsav kaszkádbanmegtalálha-

tó, az LTB4-hez szerkezetileg hasonló eikozanoidot alkalmaztunk. A felhasznált ligandok

közül az LTB4 kivételével, annak metabolitja a 20-OH-LTB4 tudott jelentős intenzitás-

beli változást indukálni (egyszempontos varianciaanalízis, p=0,000). Az általuk kapott

ligandkötési mintázat teljes mértékben megegyezett a szenzor alapjául szolgáló BLT1 re-

ceptoréval40 (12.c ábra).
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12. ábra. A GEM-LTB4 karakterizálása HEK293A sejtekben.

a) A GEM-LTB4 és annak mutáns változatának LTB4 stimulusra adott dózis-hatás görbé-

je. A szenzor EC50 értéke, a négyparaméteres logisztikus növekedési függvény alkalma-

zásával 19,8 nM-nak adódik (átlag± SEM, n=66-218 sejt, 3 különböző mérésből). b)

A GEM-LTB4 és GEM-LTB4mut szekvenciálisan növekedő LTB4 dózisokra adott át-

lagos ∆F/F0 válaszai (átlag± SEM, n=113 és 181, sejt 3 különböző mérésből). c) A

GEM-LTB4 és GEM-LTB4mut különböző eikozanoid stimulusokra adott válaszreakciói

(átlag± SEM, n=45-88 sejt, 3 különböző mérésből, varianciaanalízis F=761,3,p=0,00. d)

Reprezentatív mikroszkópos felvételek a HEK293A sejtekben kifejeződő GEM-LTB4 100

nM LTB4 stimulusra adott válaszreakciójáról, a stimulust követő 0-15-30 és 45. percben

(skála= 25 µm). e) A GEM-LTB4 100 nM LTB4 stimulusra adott ∆F/F0 értékei a li-

gand hozzáadást követő 0-15-30 és 45. percben (n=49 sejt, varianciaanalízis F értéke

679,72, p=0,00). f) 100 nM LTB4 stimulust követő 1 µM BLT1 inhibitor CP-105,696

vagy g) BILL-260 kezelésre adott GEM-LTB4 válasz reakció (átlag± SEM, n=85-85 sejt,

3 különböző kísérletből). h) A GEM-LTB4 ∆F/F0 értékeinek változása periodikusan

váltakozó 100 nM mennyiségű LTB4 stimulust, majd EC1 médiummal történő mosást kö-

vetően (átlag± SEM, n=344 sejt, 3 különböző kísérletből)76.
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A szenzorban található cpEGFP intracelluláris pH érzékenységét a 6,2 és 8,6 közötti

pH tartományban vizsgáltuk. Az adott pH-ra beállított intracelluláris puffer nigericin és

monensin tartalma enyhén roncsolta a sejtek membránját, így teremtve meg a szenzor

körül vizsgálni kívánt pH értéket. A savas pH tartomány az alapszignál csökkenését váltja

ki, melynek a vizsgálatok során a maximális értéke -66% volt a normál értékként kezelt

7,4-es pH-nmértekhez képest, míg a lúgosabb közeg akár 38%-os növekedést is előidézhet

a szenzor fluoreszcenciában (13.a ábra). Bár az alapszignál nagy mértékben változhat az

aktuális pH értékek függvényében GEM-LTB4 LTB4-re adott válaszkészsége megmaradt

(13.b ábra).
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13. ábra. A különböző pH értékű környezet szenzor működésére gyakorolt hatása

a) A GEM-LTB4 alap ∆F/F0 intenzitásváltozása a diagramon megjelölt pH értékű, ni-

gericint és monensint tartalmazó intracelluláris oldatok szenzor expresszáló sejtekre va-

ló áramoltatása közben (átlag± SEM, n=226-596 sejt, 3 különböző kísérletből). b) 100

nM LTB4 stimulusra bekövetkező szenzor fluoreszcencia intenzitásváltozások különböző

pH értékű, nigericint és monensint tartalmazó intracelluláris médiumokban (átlag± SEM,

n=529-1256 sejt, 3 különböző kísérletből)76.

Végezetül megvizsgáltuk a GEM-LTB4 BLT1 jelátviteli pályáira gyakorolt hatásait.

Míg a BLT1 receptort expresszáló HEK293A sejtekben a ligandkötés hatására a G-fehérje

receptorhoz kapcsolódása következtében nő a citoplazma kalciumszintje, addig ez a jelen-

ség a szenzort expresszáló sejtekben nem figyelhető meg (14.a és b ábra). Hasonlóképpen,

a GEM-LTB4 esetében a G-fehérje aktivációt követő β-arrestin-2 vezérelt receptor inter-

nalizáció sem következik be. Ezek az eredmények azt mutatják, hogy a GEM-LTB4 nem

befolyásolja a BLT1 endogén jelátviteli útvonalait (14.c és d ábra).
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14. ábra. A GEM-LTB4 nem aktiválja a BLT1 jelátviteli útvonalait.

a) Reprezentatív ábra a kalcium indikátor jRGECO1a fehérje fluoreszcencia intenzitásá-

nak változásairól 100 nM LTB4 stimulust, majd a kontroll gyanánt alkalmazott 1 µM

ionomycin kezelést követően, HEK293A sejtekben. A felső sor ábráin a kalcium szen-

zort a sejtek a BLT1-EGFP-vel, míg az alsó sorban a GEM-LTB4 -el közösen fejezik ki,

skála= 25 µm. b) A jRGECO1a∆F/(Fmax − F0 ) értékeinek időbeli változása LTB4 , va-

lamint ionomycin hatására GEM-LTB4 -et vagy BLT1-EGFP-t expresszáló individuális

sejtekben (átlag± SEM, n=7 és 8 sejt, 3 különböző kísérletből). c) Reprezentatív ábra a

BLT1-EGFP (felső sor) és a GEM-LTB4 (alsó sor) által ligandkötés hatására létrejövő

β-arrestin-2-mScarlet membrán transzlokációról HEK293A sejtekben, skála=25 µm. d)

A β-arrestin-2-mScarlet intenzitás értékeinek membránban és a citoplazmában mért há-

nyadosai a 100 nM LTB4 stimulus előtt és azt követően, BLT1-EGFP-t és GEM-LTB4 -et

koexpresszáló sejtekben (átlag± SEM, n=26 és 19 sejt, a kétoldali T próba p=0,000 és

0,058)76.
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4.3. Egér neutrofil granulocitákból felszabaduló LTB4 vizualizációja

A GEM-LTB4 exogén LTB4-re adott válaszainak feltérképezése után, célunk a neutrofil

granulocitákból felszabaduló endogén LTB4 detektálása lett.

Izolált egér neutrofileket 2 µM fMLP-vel stimuláltuk, majd a GEM-LTB4-et kifejező

HEK293A sejtekre ülepítettük. A neutrofil granulociták sejtekhez adását követően a bio-

szenzor azonnali fluoreszcencia intenzitásnövekedését detektáltuk, ami jelezte a neutrofil

granulocitákból felszabaduló LTB4 jelenlétét. A kontrollként alkalmazott kezeletlen neut-

rofil granulociták és az fMLP önmagában nem váltottak ki hasonló reakciót (15.a ábra).

A valós időben történő LTB4 felszabadulás vizsgálatához, az izolált egér neutrofil gra-

nulocitákat először nagy sűrűségben a GEM-LTB4-et expresszáló sejtrétegre szélesztettük,

majd a sejtek leülepedése után adtuk hozzá az fMLP-t a rendszerhez. A stimulust követő 5.

perc környékén a nagy mennyiségű neutrofil granulocitákat tartalmazó régiókból kiindul-

va regisztráltuk a GEM-LTB4 fluoreszcencia intenzitásnövekedését, mely változás átlag

mértéke elérte a 38± 5,4%-ot (átlag± SEM). A kontrollként alkalmazott GEM-LTB4mut

sejtekkel végzett kísérletekben ez a hatás nem következett be (15.b-d ábra).

Az eredményeink alátámasztására ELISA méréssel meghatároztuk a megegyező kí-

sérleti körülmények között stimulált neutrofilek LTB4 termelésének mennyiségét, ami a

korábbi irodalmi adatoknak megfelelően a 267,25 ± 31,28 pmol-os tartományba esett4

(15.e ábra).

49



0 4 8 12 16 20 24 28 32
Idő (perc)

−0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

ΔF
/F

0

fMLP-vel inkubált neutrofilok
fMLP
neutrofilok

+ stimulus + LTB4

****

n.s.

+ LTB4 neutrofilok
+ fMLP

G
EM

-L
TB

4

3.0

0.0

ΔF
/F

0

br
ig

ht
fie

ld

alap 20 perc 35 perc 3.0

0.0

ΔF
/F

0

G
EM

-L
TB

4m
ut

br
ig

ht
fie

ld

alap 20 perc 35 perc 

+ LTB4 neutrofilok
+ fMLP

***

0

20

40

60

80

100

R
eg

ál
ó 

se
jte

k 
fe

lü
le

tre
 v

et
íte

tt 
ar

án
ya

 (%
)

GEM-LTB4 GEM-LTB4mut
0 5 10 15 20 25 30 35

Idő (perc)

0.0

0.2

-0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Δ
F/

F0

GEM-LTB4
GEM-LTB4mut

neutrofilok + fMLP
LTB4

LT
B4

 s
ze

kr
éc

ió
pm

ol
 / 

2*
10

6  n
eu

tro
fil

**

kontrol fMLP
0

50

100

150

200

250

300

a b c

d e

15. ábra. fMLP hatására egér neutrofilekből felszabaduló LTB4 kimutatása

a) A bioszenzort expresszáló HEK293A sejtekben mért intenzitásváltozás fMLP inkubált

egér neutrofilek hozzáadása után (fekete), fMLP stimulust követően (kék) és egér neut-

rofilek egyedüli sejtekhez adása során (zöld). A stimulus hozzáadása a 4. percben, míg

a pozitív kontrollként szolgáló 100 nM-os LTB4 kezelés a 28. percben történt (átlag±

SEM, n=42, 44 és 38 sejt, a Fischer LSD korrigált egyutas varianciaanalízis eredménye

a stimulust követő percben, F=222.9 és p=2.6*10−41) b) GEM-LTB4 és annak mutáns

változatát expresszáló HEK293A sejtekben mért fluoreszcencia intenzitásváltozások a sej-

tekre szélesztett 2*106 neutrofil granulociták fMLP kiváltott aktivációját követően. Pozitív

kontrollként a mérés 35. percében 100 nM LTB4 került a sejtekre (átlag± SEM, n=600 és

465 sejt). c) A GEM-LTB4 és GEM-LTB4mut sejtekkel befedett 1 cm2 felületen legalább

50 %-os intenzitásváltozást mutató területek százalékos aránya az egér neutrofil granulo-

citák 2 µM fMLP stimulusát követően (átlag± SEM, n=15-15 mérési pont, 3 különböző

kísérletből, a kétoldali T próba P értéke 0,001159). d) Reprezentatív ábra a b) és d)mérés

szenzort, és annak mutáns változatát expresszáló HEK293A sejtekről, a neutrofilek és az

fMLP stimulus előtt, a stimulust követő 20. percben és a 35. percben, ahol a kontrollként

alkalmazott 100 nM-os LTB4 hozzáadásra került (skála= 100 µm). e) ELISA méréssel

meghatározott egér neutrofilek által termelt LTB4 koncentrációk 28 perccel egy 2 µM-os

fMLP kezelést követően (átlag± SEM, n=3-3 kísérlet, párosítatlan t-próba, p=0,0012)76.
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Az egyedi sejtekből felszabaduló LTB4 mérését célzó kísérleteinkben olyan mérési te-

rületeket vizsgáltunk, ahol a neutrofil granulociták az fMLP stimulust követően elszórtan,

alacsony számban helyezkedtek el a HEK293A sejtek felületén. Az LTB4 detektálására

fejlesztett szenzorunk megfelelőnek bizonyult az fMLP hatására aktiválódott, lekereke-

dett alakot felvevő, egyetlen neutrofil granulocitából kiinduló LTB4 grádiens vizualizá-

ciójára. Az LTB4 jelenlétét megerősíti azon megfigyelésünk, hogy ezen mérésekben az

aktiválódott neutrofil granulociták környezetében lévő társaik, az általunk vizualizált ke-

moattraktáns grádiens felé a migrációhoz szükséges pszeudopódiumokat képeztek (16.a

és b ábra).

A fenti eredmények alátámasztják, hogy a GEM-LTB4 kellően érzékeny ahhoz, hogy

ex vivo körülmények között kimutassa a neutrofil granulocitákból felszabaduló LTB4 je-

lenlétét.
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16. ábra. Egyedi neutrofilekből felszabaduló LTB4 hullám tér és időbeli detektálása.

a) A GEM-LTB4-et kifejező HEK293A sejtek és a rájuk szélesztett egér neutrofil granulo-

citák brightfield felvételei és a HEK293A sejtek ∆F/F0 értékeit reprezentáló felvételek

a mérés kezdetén, a neutrofilek és a 2 µM-os fMLP stimulus hozzáadását követő 10., 17.,

valamint a 20. percben bekövetkezett 100 nM-os LTB4 stimulust követően. A fehér csillag

a b) ábrán bemutatott kiértékelés középpontjában lévő neutrofilt jelöli (skála= 20 µm).

b) Reprezentatív grafikon egy LTB4 hullám kialakulása során mért ∆F/F0 értékek válto-

zásáról az x tengelyen feltüntetett időben és a grafikon színeivel jelölt, a brihtfield képen

bemutatott középponttól vett távolság függvényében76.
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4.4. Exogén LTB4 grádiens mérése in vivo zebrahalakban

Az LTB4 grádiens in vivo kimutatását GEM-LTB4 transzgenikus zebrahal vonalakon vé-

geztük.

A szenzort felületi és bazális hámrétegben, valamint a mezenchimális sejtekben fejez-

tük ki. A felhámban való expresszióhoz a kreatinin 4 fehérje átíródását krt4, a bazális

sejtekben való specifikus kifejeződéshez a keratin 19 termelődését szabályozó krtt1c19e

a mezenchimális sejtekben való specifikus megjelenés eléréséhez pedig a laborunk által

fejlesztett fúziós itga11a-cFos promótert alkalmaztuk. Az általunk kifejlesztett promó-

ter a zebrahal integrin alfa-11 kifejeződését elősegítő itga11a és az egér c-Fos fehérje

expresszió mértékét befolyásoló cFos promóter régiók összekapcsolásával jött létre, ami

zebrahalakban a QF2-QUAS rendszerrel együtt alkalmazva egy szövetspecifikus, és az

exogén LTB4 kimutatására alkalmas erősségű expressziót eredményezett [121]. A GEM-

LTB4 mindhárom promóterrel kifejezve a HEK293A sejtekben megfigyeltekkel megegye-

ző plazmamembrán-lokalizációt mutatott, valamint a szöveti térbe bejutó 1 µM koncent-

rációjú LTB4 stimulusra szintén hasonló mértékű intenzitásváltozással reagált (17.a és b

ábra).
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17. ábra. A GEM-LTB4 kifejeződése zebrahalakban.

a) A kísérleti felállás sematikus ábrája76. Reprezentatív fluoreszcens felvételek a GEM-

LTB4 kifejeződéséről és a farokúszó amputációt követő 1 µM LTB4 stimulusra adott inten-

zitásváltozásáról Tg(krt4::GEM-LTB4) (felső), Tg(krtt1c19e::GEM-LTB4) (középső) és

Tg(itga11a-cFos::GEM-LTB4) (alsó) zebrahal lárvákban (skála=100 µm). b) A külön-

böző promóterekkel kifejezett bioszenzor LTB4 stimulusra adott ∆F/F0 értékei (átlag±

SEM, n=16,12 és 15 3 különböző lárvából vett sejt, varianciaanalízis F=4,11, p=0,024.

A Tukey-tesz itga11a-cFos és krtt1c19e promóterekre kapott p=0,032).

Az exogén LTB4 penetrációját és szöveti eloszlását a felületi hámrétegben kifejezett

GEM-LTB4 segítségével határoztuk meg. Az ép és amputált farokúszójú zebrahal lárvákat

izotóniás E3 oldatba helyeztük, ami késleltette a sebzáródást, valamint az amputáció kö-

vetkeztében kialakuló leukocita migrációt132,133. Az intakt farokúszóval rendelkező halak-

ban kifejezett GEM-LTB4-ben nem alakult ki az LTB4 stimulust követően fluoreszcencia

intenzitásbeli változás, míg az amputált egyedekben egy legalább 200 µm mélységbe be-

terjedő LTB4 grádienst detektáltunk. Ezekből az eredményekből arra következtethetünk,

hogy az intakt hámszövet barriert képezve lassítja az exogén módon adagolt ligand szö-

vetekbe jutását. A szenzorral mért intenzitásbeli változások specificitását a GEM-LTB4

mutáns verziójával végzett kísérleteink igazolták. Ebben az esetben nem következett be

szignifikáns változás az alap fluoreszcencia értékekhez képest (18.a-c ábra).

Mindezeken felül, az általunk kimutatott LTB4 grádiens időbeli kialakulása össze-

egyeztethető volt a fent ismertettel megegyező módon kezelt Tg(mpx:GFP) lárvákban

megfigyelt, az exogén LTB4 jelenlétében megjelenő sebszélhez irányuló neutrofil granu-

locita migráció időbeli lefolyásával 18.d ábra).
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18. ábra. Exogén LTB4 vizualizálása és a kezelésre adott leukocita migrációs válasz

zebrahalakban

a) Az ép farokúszó sematikus ábrája. Átlagolt ∆F/F0 értékeket az idő és a farokúszó vé-

gétől vett távolság függvényében ábrázoló hőtérkép 1 µMLTB4 oldatba helyezett ép farok-

úszóval rendelkező Tg(krt4::GEM-LTB4) lárvákról. b) Az amputált farokúszó sematikus

ábrája. Átlagolt hőtérkép amputált farokúszójú Tg(krt4::GEM-LTB4) és Tg(krt4::GEM-

LTB4mut) lárvákról exogén LTB4 jelenlétében. A hőtérképeken az LTB4 stimulus kezde-

tét szaggatott vonal jelzi. c) Reprezentatív ∆F/F0 ábra az amputált zebrahal farokúszó

epitheliális sejtjeiben kifejezett GEM-LTB4 intenzitásváltozásairól LTB4 stimulus előtt és

után (skála= 100µm). d) Tg(mpx:GFP) zebrahalakban a farokúszó amputációt követő 50

percben mért össz neutrofil mozgás nyomvonala, LTB4 hiányában és jelenlétében (skála=

100µm) (bal). A neutrofilek által megtett sebszélhez irányuló távolságok átlaga a kontroll

és LTB4 stimuluson átesett lárvákban (átlag± SEM, n=25 és 38 sejt, 5 és 4 különálló mé-

résből, a mérés végén elvégzett kétoldali T próba p=0.000)76.
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4.5. Kalciumionofór által kiváltott endogén LTB4 detektálása zebra-

halakban

Bár a zebrahalakon végzett steril sebzés önmagában elegendő feltétele a leukocita LTB4

termelés, és ezáltal a neutrofil granulocita klaszter képződés és rajzás elindításához, iro-

dalmi adatokból tudjuk, hogy ezen folyamatok nem minden sérülést követően mennek

végbe144.

Ezért, hogy megbizonyosodjunk arról, hogy a szenzorunk alkalmas az endogén LTB4

felszabadulás in vivo kimutatására, egy megbízható LTB4 termelést biztosító kísérleti fel-

állást kellett kidolgoznunk. A kísérletekben használt négy napos zebrahal lárvákban a

krtt1c19e promóter használatával a GEM-LTB4-et a neutrofil granulocitákhoz térben leg-

közelebb elhelyezkedő bazális sejtekben fejeztük ki. Az általunk alkalmazott kísérleti

protokoll első lépéseként izotóniás E3 oldatban ejtettünk sebzést a lárvák hasi farokúszó-

ján. Az izotóniás E3 oldat az ozmotikus koncentráció megváltozásának hiányában gátolta

a sebzáródást, ezzel biztosítva a neutrofilek stimulációjára használt A23187 kalciumiono-

fór szövetekbe jutását133,144. Az izotóniás oldat nemcsak a sebzáródást, de a neutrofilek

sebszélhez vándorlását is gátolta. Azért, hogy a szövetbe bediffundáló A23187 a neutro-

filek aktiválásához szükséges koncentrációban érje a sejteket, ezt a hatást a médiumhoz

nagy koncentrációban hozzáadott arachidonsavval ellensúlyoztuk. Az AA önmagában

nem serkenti a leukocita migrációt, azonban előanyaga olyan a sérülés hatására megje-

lenő kemoattraktánsoknak, amik hatással vannak a neutrofil granulociták vándorlására132.

Az A23187 stimulust követően az előzőleg a sebszélhez vonzott neutrofil granulocitákban

az ionofór hatására megemelkedő kalciumion szint révén az 5-LOX enzim a magmemb-

ránba transzlokálódik és aktiválódik, ezáltal megkezdődik a sejtekben az endogén LTB4

termelődése144 (19.a ábra).

A GEM-LTB4 expresszáló lárvákban az A23187 stimulust követő 90 percen belül de-

tektálhatóvá vált, egy a sebszél és a leukociták közvetlen közelébenmegjelenő LTB4 grádi-

ens. Az LTB4-re adott specifikus szenzorválaszt jelzi, hogy a 5-LOX inhibitor zileutonnal

előinkubált és a GEM-LTB4 mutáns változatát kifejező lárvákkal végzett kísérletekben

nem jelentkezett fluoreszcencia intenzitásváltozás (19.b és c ábra).
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19. ábra. Zebrahalakban mért endogén LTB4 felszabadulás.

a) A kísérleti felállás sematikus ábrája. A mikroszkópos mérés megkezdése előtt a zeb-

rahal lárvák hasi farokúszó sebzésen estek át, majd 90 percig 20 µM arachidonsavval,

a kontroll mérésekben ráadásként 20 µM mennyiségben az 5-lipoxigenáz inhibitor zile-

utonnal kiegészített izotóniás E3 oldatban inkubálódtak. Az inkubációs idő lejárta után a

lárvák hipotóniás E3 agarózba kerültek, valamint a mérés megkezdése utáni 3. percben

100µMA23187 kalciumionofórral lettek stimulálva. b)Reprezentatív a bazális hámsejtek-

ben mért FGEM−LTB4 /FmKate2 arány változását időben követő ábrák Tg(krtt1c19e :QF2

x QUAS:GEM-LTB4) (felső és alsó ábrák), valamint Tg(krtt1c19e :QF2 x QUAS:GEM-

LTB4mut) (középső) zebrahal lárvákban (skála= 50 µM). c) Brightfield felvételek a b)

ábrákon látható egyedek sebszéleihez összegyűlt leukocitákról. A színes vonalak, a sejtek

által a mérés 90 perce alatt megtett utakat jelölik (skála= 50 µM). d) Átlagolt hőtérképek

a GEM-LTB4 és a GEM-LTB4mut intenzitásváltozásáról a távolság és az idő függvényé-

ben. (n=3-3-3 zebrahal lárva)76.

Ezen felül előzetesen a szenzort stabilan expresszáló HEK293A sejtvonalban kimutat-

tuk, hogy az A23187 egyedüli alkalmazása szintén nem eredményezi a GEM-LTB4 inten-
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zitásnövekedését (20.a és b ábra).
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20. ábra. Az A23187 kezelés szenzorra gyakorolt hatása.

a) Reprezentatív ∆F/F0 ábrák a GEM-LTB4 és a szenzor mutáns verziójának HEK293A

sejtekben mért intenzitásváltozásairól 1 µM A23187 jelenlétében, majd 100 nM LTB4 sti-

mulust követően (skála= 50 µm). b) A GEM-LTB4 és a GEM-LTB4mut∆F/F0 értékeinek

időbeli változása a 2. percben adott A23157 és a 4. percben alkalmazott LTB4 stimulust

követően (átlag± SEM, n=40 és 79 sejt, 3-3 különálló mérésből, az LTB4 hozzáadást meg-

előzően elvégzett kétoldali T próba, p=0,097)76.

4.6. A GEM-LTB4 expresszió leukocita migrációra gyakorolt hatása

AGEM-LTB4 a fentiek alapján alkalmas az exogén és az endogén LTB4 jelenlétének kimu-

tatására. Azonban ahhoz, hogy a szenzort a jövőben széleskörben tudjuk alkalmazni, meg

kellett határoznunk, hogy a GEM-LTB4 expressziója mennyire befolyásolja a leukociták

LTB4-re adott válaszát.

A GEM-LTB4 kifejeződés leukocita migrációra gyakorolt hatását különböző exogén

LTB4 koncentrációk mellett vizsgáltuk. Vad típusú zebrahalakban az LTB4 koncentráció

növelésével megnövekszik a hemopoetikus szövetből a halak úszójába vándorló immun-

sejtek száma146,147. A GEM-LTB4-et kifejező lárvák esetében az alacsonyabb (30 nM)

nanomoláros koncentrációk esetén szignifikánsan csökkent a mobilis neutrofilek száma,

a vad és a mutáns szenzort expresszáló egyedekéhez képest (21.a ábra). Ez a jelenség a

GPCR alapú szenzoroknál már leírt pufferelő hatásra vezethető vissza148. A GEM-LTB4

nagy mértékű és kiterjedésű epiteliális expressziója, a BLT1 receptoréval megegyező li-

gandkötési tulajdonságai miatt, az alacsony koncentrációban jelenlévő LTB4 molekulák
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megkötése révén kisebb mértékű leukocita választ idéz elő. A nagyobb, szaturáló dózis-

hoz közelítő koncentrációk esetén a vadtípustól való eltérés már nem bizonyult szignifi-

kánsnak, ahogy a farokúszó amputációra adott korai migrációs válaszok sem változtak a

transzgenikus egyedekben (21.b ábra).
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21. ábra. AGEM-LTB4 szenzorok expressziójának hatása a leukocita migrációra zeb-

rahalakban.

a) Különböző LTB4 dózisok használatára a zebrahalak notokordjából kirajzó leukociták

számának átlaga vad típusú, GEM-LTB4 és GEM-LTB4mut egyedekben (átlag± SEM,

n=5-6 lárva, a különböző koncentrációkra egyedileg elvégzett egyoldali ANOVA a kont-

roll, 10- 30 és 100 nM-os koncentráció esetében F=5,773, és p=0,016). b) A leukocita

migráció mértéke farokúszó amputációt követően vad típusú és GEM-LTB4-et expresszáló

zebrahal lárvákban (átlag± SEM, n=8-11 lárva, kétoldali T próba, p=0,275)76.
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5. Megbeszélés

Kutatásunk során létrehoztunk egy LTB4 detektálására alkalmas fluoreszcens bioszenzort,

mely mind in vitro, mind in vivo körülmények között nagy affinitással és specificitással

jelzi ligandja jelenlétét. A GEM-LTB4 arachidonsav és eikozanoid származékainak kötési

tulajdonságai megegyeznek a szenzor vázát adó BLT1 receptoréval, az LTB4 szenzorhoz

való kötődése azonban nem indítja el a receptor szignalizációs útvonalait. Ennek való-

színűsíthetően a harmadik intracelluláris hurokrégióba elhelyezett cpEGFP az oka, amely

méretéből és elhelyezkedéséből adódóan gátolja a G-fehérje receptorhoz kötődését. Ez-

által a GEM-LTB4, a BLT1 receptorral ellentétben, az LTB4 kötését követően megőrzi

ligandkötési képességét és nem internalizálódik. A szenzor ezen tulajdonságai hosszan

fennálló nagy koncentrációjú LTB4 jelenlétében sem változnak76. A membránban való

folyamatos jelenlét és a deszenzitivizáció hiánya elengedhetetlen az extracelluláris LTB4

koncentrációk dinamikus változásainak nyomonkövetéséhez.

AGEM-LTB4 használata lehetőséget ad az LTB4 szekréció és disztribúció vizsgálatára.

A kemotaxis folyamatáról szerzett tudásunk alapját olyan szövetkultúrákon végzett kísér-

letek adják, melyekben a vizsgált sejtek egy exogén módon alkalmazott kemokin grádiens

felé vándorolnak149,150. Ezek a modellek, bár alkalmasak a tér-és időbeli kemokin grádi-

ens terjedés matematikai modellezésére, a szövetekben fiziológiás körülmények között

lezajló folyamatokat csak részlegesen írják le151. Erre szolgál megoldásként a különböző

szövetekben és sejttípusokban kifejezett bioszenzorok alkalmazása. Kísérleteink során a

zebrahal farokúszó laphám, bazális és mezenchimális sejtjeiben expresszálódó szenzorok

amputációt követő 1 µM koncentrációjú exogén LTB4 stimulusra adott válaszait detek-

táltuk. A három vizsgált sejttípus közül a mezenchimális sejtekben mért fluoreszcencia

intenzitásváltozások alacsonyabb értékeket mutattak, mint amiket a laphám és a bazális

sejtekbenmértünk. Ezen eltérés egyedül a bazális sejtekhezmérten bizonyult szignifikáns-

nak (p=0,032). E jelenség okai még további vizsgálatra szorulnak, azonban magyarázatot

adhat rá a sejttípusok elhelyezkedésének és az LTB4 penetrációs és diffúziós tulajdonságai-

nak szöveten belüli eltérése. Az eredményt okozhatja még a különböző sejtek GEM-LTB4

expressziós mintázatainak különbsége, a gyenge vagy túl erős génkifejeződés befolyásol-

hatja a plazmamembránba való kihelyeződés mértékét, ezzel csökkentve a fluoreszcencia
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intenzitásváltozás detektálhatóságát.

Egy kellően érzékeny GEM-LTB4 állatmodell használata lehetőséget nyújt nemcsak

az LTB4 termelődés és lebomlás dinamikájának valós idejű vizsgálatára, hanem a kemo-

attraktáns termelődés pontos sejtszintű lokalizációjának meghatározására is.

Ezen felül segíthet a neutrofil granulociták különböző populációinak vizsgálatában.

A neutrofil granulociták génexpressziós mintázatait, sejtfelszínükön található receptorait,

enzimkészletüket és enzimaktivitásukat érettségük, aktivációs állapotuk, de szöveti loka-

lizációjuk és az őket körülvevő mikrokörnyezet is befolyásolja152. A neutrofil klaszter-

képződésben megfigyelhetőek a neutrofil populációk LTB4 termelésre gyakorolt hatásai.

A szoros közelségben lévő különböző, az LTB4 szintézishez szükséges enzimaktivitási

szintekkel rendelkező neutrofil granulociták közötti transzcelluláris bioszintézis fokozza a

kemoattraktáns termelését, ezáltal létrehozva a neutrofil rajzást153. Az általunk fejlesztett

szenzor pontosabb képet adhat a neutrofil populációk közötti LTB4 termelés mennyiségi

eltéréseire; a termelődést és lebontást meghatározó transzcelluláris kapcsolatok leírásá-

ra és ezen jelenségek a sejtek migrációjára és a neutrofil rajzás kialakulására gyakorolt

hatásaira.

Bár a GEM-LTB4 használata sok kérdés megválaszolására szolgálhat kiváló eszköz-

ként, használata közben bizonyos korlátokat mégis figyelembe kell vennünk. A szenzor

hatékony működésének alapját szerkezete adja, melynek két komponense az LTB4 nagy

affinitású receptora, a BLT1 és a cpEGFP fluoreszcens fehérje. A szenzor nagyfokú ex-

pressziója, a BLT1 receptorral megegyező ligandkötési tulajdonságai miatt csökkentheti

az endogén módon felszabaduló LTB4 receptoraihoz való kötődési valószínűségét. Kísér-

leteink során a szenzor bazális hámsejtekben való kifejezése nem befolyásolta a farokúszó

amputációra adott leukocita migrációt, de a különböző exogén LTB4 dózisokra a migrá-

cióban részt vevő leukociták száma az alacsonyabb koncentrációk esetén megváltozott a

szenzort nem, vagy annak mutáns változatát expresszáló lárvákhoz képest. A GEM-LTB4

ezen tulajdonsága nem egyedi; a GPCR-alapú szenzorok működési mechanizmusa révén

több ezen elven működő bioszenzor esetében, mint például a dopamin szenzor dLight,

vagy a GRABATP 1.0 figyeltek meg hasonló puffer hatásokat154.

A GEM-LTB4 elengedhetetlen komponense a szenzor harmadik intracelluláris hurká-

ba illesztett cpEGFP, amely pH érzékenységét nem hagyhatjuk figyelmen kívül. Míg az
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extracelluláris pH megváltozása minimálisan befolyásolja a GPCR-alapú szenzorok akti-

vitását, addig a szenzort expresszáló sejtek intracelluláris terében bekövetkező pH válto-

zás megváltoztathatja a vizsgált fluoreszcens szignál mértékét155,156. Ezért a pH és egyéb

nem ligand specifikus környezeti hatások okozta változások felismeréséért a méréseink

kontrolljaként használt mutáns szenzorvariáns alkalmazása minden kísérleti felállásban

ajánlott.

Amegfelelő immunológiai válasz kialakításában szükséges a kemokinek jelenléte, me-

lyek közül az LTB4 kulcsfontosságú a neutrofil granulociták toborzásában17. Az LTB4 ter-

melés indikációjában és szabályozásában több kemoattraktáns molekula, mint az fMLP,

C5a vagy a PGE2 vesz részt, melyek valós idejű monitorozása közelebb vihet minket a

gyulladás kialakulásának és feloldásának megértéséhez150,157. Ebben segítségünkre lehet

az egyéb kemoattraktánsokra és kemokinekre specifikus GPCR-alapú bioszenzorok fej-

lesztése.További lehetőségeket nyithat meg előttünk ha a cirkulárisan permutált zöld fluo-

reszcens protein helyett más hullámhosszon emittáló fluoreszcens proteint tartalmazó bio-

szenzort fejlesztünk, mint például a piros fluoreszcens mApple-t vagy mScarlet-et158,159.

A különböző ligandra specifikus zöld és piros fluoreszcens bioszenzorok együttes alkal-

mazása a kemoattraktánsok egymáshoz viszonyított időbeli megjelenésére, a kemoking-

rádiensek egymásra és neutrofil migrációra gyakorolt együttes hatásaira is magyarázatot

adhatnak.
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6. Következtetések

A kutatómunka során kapott eredmények alapján a következő megállapításokat tehetjük:

• Létrehoztunk egy LTB4 detektálására alkalmas fluoreszcens bioszenzort, a GEM-

LTB4-et, mely specifikusan és nagy érzékenységgel jelzi a mediátor molekula jelen-

létét. A GEM-LTB4 ligandkötési specificitása nagy hasonlóságot mutat a szenzor

vázát adó BLT1 receptoréhoz. Az általunk vizsgált eikozanoidok közül az LTB4

mellett, egyedül a receptort aktiváló 20-OH-LTB4 okozott mérhető fluoreszcencia

intenzitásváltozást. Az LTB4 szenzor már az 5nM körüli LTB4 koncentráció jelen-

létét is megbízhatóan tudja detektálni. Ezen felül lényeges tulajdonsága, hogy a

ligandkötése során nem indítja el a BLT1 receptor jelátvitelei útvonalait, így nem

következik be a bioszenzor deszenzitizációja és internalizációja.

• A GEM-LTB4-et stabilan expresszáló HEK293A sejtek alkalmazásával valós idő-

ben tudtuk az izolált egér neutrofilekből fMLP stimulus hatására felszabaduló LTB4

jelenlétét detektálni. Méréseink során az egyedi aktivált neutrofilekből felszabaduló

LTB4 grádiensek terjedését is kimutattuk.

• A transzgenikus zebrahal egyedek laphám, bazális és mezenchimális sejtjeiben kife-

jezett GEM-LTB4-gyel a zebrahal lárvák farokúszó amputációját követően detektál-

tuk az exogén LTB4 jelenlétét, majd a Tg(krt4::GEM-LTB4) egyedeken vizualizál-

tuk az LTB4 grádiens tér-és időbeli bejutását a zebrahal farokúszó szövetébe. Vé-

gezetül a zebrahal lárvák bazális sejtjeiben kifejezett bioszenzorunkkal sikeresen

regisztráltuk a kalciumionofór A23187 hatására aktiválódott leukocitákból felsza-

baduló endogén LTB4 jelenlétét.
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7. Összefoglalás

Az LTB4 egy leukociták által termelt lipid mediátor, mely kemoattraktáns hatása révén

fontos szerepet tölt be a gyulladásos folyamatokban. Bár az LTB4 jelátviteli útvonalait

és hatásmechanizmusait részletesen feltárták, a steril szöveti sebzést követő szerepe, va-

lamint az aktivált immunsejtekből felszabaduló LTB4 szöveti eloszlása kevéssé ismert:

nem ismert, hogy fehérvérsejtekből felszabadulva milyen messze diffundál és milyen tá-

voli sejtekre hat. Kutatómunkánk céljául egy olyan bioszenzor fejlesztését tűztük ki, ami

lehetőséget ad az endogén módon felszabaduló LTB4 szöveti eloszlásának vizsgálatára.

Az általunk fejlesztett bioszenzor vázát az LTB4 nagy affinitású receptora a BLT1 re-

ceptor képezi. A receptor harmadik intracelluláris hurokrégiójához különböző linker ré-

giók használatával egy cirkulárisan permutált zöld fluoreszcens fehérjét fuzionáltunk. A

linker régiók módosításával számos szenzorvariánst hoztunk létre, amelyek közül a sej-

ten belüli elhelyezkedésük és az LTB4-re adott fluoreszcencia intenzitásváltozásuk alap-

ján kiválasztottuk a legjobb tulajdonságokkal rendelkezőt, amit GEM-LTB4-nek nevez-

tünk el. Az LTB4 jelenlétére GEM-LTB4 koncentrációfüggő módon reagál (EC50=19,8

nM). A szenzor ligandkötési tulajdonságai megegyeznek a BLT1 receptoréval, azonban

az endogén recepor jelpályáit nem aktiválja. A szenzor karakterizálást követően, a GEM-

LTB4-gyel egér neutrofil granulociták LTB4 termelését vizsgáltuk. A szenzor használa-

tával vizualizáltuk az fMLP stimulus hatására felszabaduló LTB4-et, valamint az egyedi

neutrofilekből származó LTB4 grádiensek megjelenését.

A QF2-QUAS rendszer alkalmazásával a GEM-LTB4 bioszenzort sejtspecifikusan fe-

jeztük ki zebrahal lárvákban. A transzgenikus zebradánió vonalakban farokúszó sebzést

követően nyomon követtük az exogén LTB4 szövetekbe való bejutását és diffúzióját. Ezen

felül sikeresen detektáltuk a kalciumionofór hatására zebrahal neutrofilekből felszabaduló

endogén LTB4 jelenlétét.

Összességében, munkánk során létrehoztunk egy LTB4-re specifikus, nagy szenzitivi-

tással rendelkező, konfokális mikroszkóppal jól detektálható szenzort, mellyel nemcsak ex

vivo, de in vivo állatmodellen is képesek voltunk az exogén és endogén LTB4 jelenlétének

kimutatására.
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8. Summary

Leukotriene B4 (LTB4) plays a prominent role in launching and propagating inflammatory

responses. Acting as a signal relay molecule, LTB4 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 LTB4 ex vivo and in vivo. We developed GEM-LTB4,

a GPCR-based fluorescent indicator by inserting a circularly permuted EGFP (cpEGFP)

module into the third intracellular loop of the high-affinity LTB4 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-LTB4, shows precise membrane localization, high affinity (EC50=19.8 nM) and spe-

cificity towards LTB4. To measure endogenous LTB4 concentrations, we isolated murine

neutrophils and seeded them on GEM-LTB4 expressing cells. When activated with fMLP,

we detected an overall increase in LTB4 production and also captured LTB4 derived from

individual neutrophils. With the use of the QF2-QUAS system, we created a transgenic

GEM-LTB4 expressing zebrafish lines. In these transgenic zebrafish lines, we monitored

the penetration and tissue diffusion of exogenous LTB4 following tailfin injury. Additi-

onally, we successfully detected endogenous LTB4 released from zebrafish neutrophils

following a calcium ionophore stimulus.

In summary, we developed a highly sensitive, LTB4 specific fluorescent biosensor

that can be reliably detected with confocal microscopy. Using this sensor, we were able

to visualize both exogenous and endogenous LTB4 not only ex vivo, but also in vivo in an

animal model.
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