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1. Bevezetés

A szoveteket ért sériilés, fert6zés hatdsédra az elsddleges immunvélasz
részeként legeldszor a neutrofil granulocitdk jelennek meg a gyulladés
helyszinén. A neutrofilek migraciéjat a sériilt szovetekbdl felszaba-
dulé elsddleges és masodlagos kemoattraktdns molekuldk irdnyitjak.
Elsédleges kemoattraktansokként funkciondlnak a baktériumokbdl és a
sériilt szovetekbdl felszabaduld formil-peptidek, példaul az fMLP, vagy
a komplement kaszkdd részét képezé komplement komponens 5a (C5a).
Az els6dleges kemoattraktansok jelenlétére a kornyezd szovetek és a
sériiléshez érkezé immunsejtek masodlagos kemoattraktansokat termel-
nek, ezzel tovdbb fokozva a neutrofilek vandorldsat. A mdésodlagos
kemoattraktansok feltehetden egymast kdvetd hullimokban szabadul-
nak fel, koziilikk els6ként a leukotrién B4 (LTB,4), amely a neutrofil
granulocitdk egy specidlis migracids formédjat a neutrofil rajzast (swar-
ming) is el6idézi. A neutrofil rajzas egy onszervezdd6 folyamat, mely
sordn a neutrofilek dltal termelt LTB,4 serkenti a neutrofil granuloci-
tdk felhalmozddasat, valamint fokozza a sejt klaszterek kialakuldsat a
gyulladas helyszinén.

A neutrofil granulocitdk de novo LTB4 szintézisét a mikrobialis
peptidek, allergének vagy citokinek jelenléte valtja ki. A sejtfelszi-
ni receptorok ligandkotésének hatdsara megemelkedd citoplazmati-
kus és sejtmagi kalciumion koncentrici6 €s a sejtek duzzaddsa, igy
a sejtmembrdanok megnyulédsa egyiittesen aktivélja a bioszintézisben
résztvevd enzimeket. A kemoattraktans prekurzorat az arachidonsa-
vat (AA) a magmembrinhoz transzlokalédott citoszolikus foszfolipdz
A2 (cPLAZ2) hasitja le a sejtmembran foszfolipidjeir6l. Ezutin az 5-
lipoxigendz (5-LOX) enzim helyezddik ki a magmembranhoz, és a
5-lipoxigendz aktivédl6 fehérje (FLAP) segitségével az AA-at leukotrién
Ad-gyé (LTA4) alakitja. A folyamat utolsé 1épéseként a leukotrién
A4-hidrolaz (LTA4H) az LTA4 hidrolizis katalizalasaval LTB4-et allit
eld, amely foként diffizidval jut ki a sejtkozotti térbe.

Az LTB, élettani hatdsét elsGsorban receptoraihoz, a leukotrién B4
receptor 1 és leukotrién B4 receptor 2-hoz (BLT1 és BLT2) kotédve
fejti ki. Mind a két receptor a hét transzmembran doménnel rendelkezd



G-fehérje kapcsolt receptorok (GPCR) rodopszin-tipusu csaladjdba tar-
tozik, aminosav-szekvencidjuk azonban csak 45.2%-nyi egyezést mutat.
A BLT1 és BLT2 szoveti eloszlédsa, specificitdsa és LTBy irdnti affinitdsa
nagyban eltér egymastol. A BLT1 az LTB,4 nagy affinitdsd (Kd = 0.1-2
nM), ligand specifikus receptora, amely els6dlegesen fehérvésejtekben,
kis mértékben szoveti strukturélis sejtekben (péld4ul fibroblasztokban)
fejezddik ki. Ezzel ellentétben a BLT?2 ligand irdnti specificitdsa és
affinitdsa alacsonyabb (Kd = 23 nM), az LTB4-en kiviil tobb eikozanoid
is aktivdlja, expresszids mintdzata pedig sokkal dltalanosabb.

Az LTB4 kotése soran a BLT1 elsédlegesen Gi €s Gq-medialt jelat-
viteli utvonalakat indit el. A Gi aktivaci6 az intracelluldris cAMP szint
csokkenését, mig a Gq a kalciumion szint citoplazmatikus megnoveke-
dését eredményezi. A kifejtett hatdsok tobb protein kindz aktivaciéjat
idézik eld, melyek széleskorl szoveti és celluldris véltozasokat hoznak
l1étre. A BLT1 jelpdlya elinditja és szabdlyozza a neutrofil granulocita
migracidhoz sziikséges folyamatokat. A BLT1 tovédbbi funkciéi ko-
zott szerepel a gyulladés kialakuldsdhoz vezetd molekuldris kaszkddok
elinditasa és a fagocitozisban fontos kinazok (Syk, PKC és ERK1/2)
foszforilacigja.

A BLT?2 élettani szerepe kevésbé ismert, feltételezések szerint funk-
cidjat elsddlegesen az epitél sejtek barrier szerepének szabdlyozdsdban
fejti ki.

Az LTB4 mennyiségének felhalmozodasat és a jelatviteli ttvona-
lak tdlzott aktivacidjat tobb szabdlyoz6 mechanizmus kontrolldlja. Az
LTB,4 BLT1 receptorhoz val6 kdt6dését kovetden G-protein receptor ki-
nazok (példaul a GRK2 és 6 fehérjék) foszforildljdk a receptor harmadik
intracelluldris hurokrégiéjat és a C-termindlis farokrégioban taldlhat6
szerin- €s treonin aminosavakat. Az intracelluldris hurok foszforil4cidja
a receptor deszenzitizacidjat, mig a C-termindlis szakaszé a 3-arresztin
altal medialt internalizdciot idézi eld.

Az internalizici6 sordn a BLT1-LTB4 komplex a korai endoszé-
maba keriil, ahol a savas pH hatdsara a receptor és ligandja szétvalik.
Ezt kovetden a receptor vagy visszakeriil a plazmamembréanba, vagy
ubikvitindciot kovetden lebomlik a sejt lizoszomdiban.

Az LTB4-b6l a citokrom P450 4F3A (CYP4F3A) és az aldehid-



dehidrogenaz (ALDH) enzimek katalizalta folyamatok sordn eldszor
a bioldgiailag aktiv 20-hidroxi-leukotrién B4 (20-OH-LTB,), majd az
inaktiv 20-karboxi-leukotrién B4 (20-COOH-LTB,) keletkezik, amely
konjugdciot kdvetden kiliriil a szervezetbdl.

Az elmult években, elsGsorban a kézponti idegrendszerben felsza-
badul6 neurotraszmitterek tér-és idobeli terjedésének megfigyelésére,
tobb GPCR fehérjén alapul6 genetikailag kddolt fluoreszcens bioszen-
zort fejlesztettek. A bioszenzorok vazat a vizsgélt ligandra érzékeny
és specifikus GPCR fehérje, mig riporter egységét a receptor harmadik
intracellularis hurokrégidjdba illesztett konformaciovaltozasra érzékeny
cirkuldrisan permutélt fluorofér (cpFP) képezi. A ligand receptorhoz va-
16 kotddésének hatdsara a cpFP fluoreszcencia intenzitdsa megvéltozik.
E valtozas irdnya €s mértéke a cpFP-t a GPCR harmadik intracellularis
hurokrégidjdhoz kapcsolé N- és C-termindlis linker régidk hosszanak
és aminosav Osszetételének fliggvénye. Az, hogy pontosan mely linker
régiok hasznélata okozza a legnagyobb fluorecencia intenzitds véltozast
az adott bioszenzort felépité GPCR és cpFP fehérjék hatdrozzdk meg.

A neurotranszmitterekhez hasonléan az immunsejtek kemotaxisat
franyité kemokin receptorok, tobbek kozott a BLT1 is, a GPCR-ek
fehérjecsaladjaba tartoznak, igy a GPCR alapi genetikailag kédolt
fluoreszcens bioszenzorok létrehozdsa hatékony eszkoznek igérkezik a
gyulladdsos folyamatok vizsgdlatdra és mélyebb megértésére.



2. Ceélkituzések

A LTB4 egy leukocitdk éltal termelt lipid mediator, mely kemoattrak-
tans hatdsa révén gyulladdsos folyamatokban, els6dlegesen a neutrofil
granulocitdk kemotaxisdnak irdnyitdsdban tolt be kiemelked6 szerepet.
Bér az LTBy4 jelétviteli utvonalait és hatdsmechanizmusait részletesen
feltartak, a steril szoveti sebzést kovetd szerepe, valamint az aktivalt
neutrofil granulocitak éltal termelt LTB4 felszabaduldsdnak, koncentra-
cidjanak dinamikus valtozdsa és a medidtor szoveti eloszlasa kevéssé
ismert: nem tisztdzott, hogy fehérvérsejtekbdl felszabadulva milyen
messze diffundél és milyen tavoli sejtekre hat.
Ezek alapjan kutatdsunk céljai a kovetkezok voltak:

» Egy LTB4 detektdldsdra alkalmas fluoreszcens bioszenzor 1étreho-
z4sa és karakterizdldsa, mely specifikusan és nagy érzékenységgel
jelzi a mediator molekula jelenlétét.

* Az izolalt egér neutrofilekb6l fMLP hatdséra felszabadulé LTB4
valés idejti kimutatdsa a bioszenzort expresszald stabil sejtvonal
alkalmazdsaval.

* Az LTB4 bioszenzort transzgenikusan kifejez6 zebrahal egyedek-
ben az exogén LTB, diffuziés gradiensének detektdldsa, valamint
a neutrofilekbdl sériilést kovetden felszabadulé endogén LTB4
vizualizicidja.



3. Modszerek

3.1. LTB4 szenzor prototipusok létrehozasa és tesztelése

Az LTB4 szenzor prototipusok alapjat képez6 BLT1 receptort kédold
szekvenciat periférids vérbdl szarmazé humédn mononukledris sejtek
cDNS-€bdl sokszoroztuk fel, majd helyeztiik be a pEGFP-N1 plazmid-
ba.

A szenzor varidnsok létrehozdsa sordn kiilonbdz6 aminosav 0sszeté-
teld és hosszusdgu linker régidk haszndlataval illesztettiik be a konfor-
maci6 valtozasra érzékeny cpEGFP- t a BLT1 harmadik intracelluléris
hurokrégidjaba. Az elsd prototipusok esetében a hosszi LSSLE, vala-
mint a rovid GG aminosavakbdl all6 linker régidkat €s azok kiilonb6zo
kombinécidit alkalmaztuk. A késdbbi varidnsok esetén a cpEGFP-t
N-terminélis oldalrél LSSLI, mig C-termindlis oldalrél NHDQL ami-
nosavakat tartalmazo6 kapcsol6 régidkkal, és ezen linkerek révidebb
valtozatainak permutdcioival vettiik kozre.

A szenzor prototipusok tesztelése HEK293A sejtekben tortént. A
mikroszképos méréseket 16-24 6rdval a lipofectamine 2000 reagenssel
torténd transzfekcidt kovetden végeztiik el. A mikroszképos mérések
alatt, a két perces alapvonal felvételét kovetden 100 nM LTBy4 -el stimu-
laltuk a kiillonb6z0 szenzor varidnsokat expresszalé sejteket €s tovabbi
két percig monitoroztuk a ligand hatdsara bekovetkez6 fluoreszcencia
intenzitas valtozdsokat.

3.2. A GEM-LTB4 karakterizalasa HEK293A sejtekben

A szenzor variansok koziil a legkedvezdbb tulajdonsdgokkal rendelkezd
prototipust GEM-LTB4-nek neveztiik el. Kontrollként 1étrehoztuk a
GEM-LTB,4 muténs verzidjat, amiben a BLT1 fehérje 156. arginin
aminosavjanak alaninra valo cseréjével gatoltuk az LTB,4 szenzorhoz
val6 kotodését.

A karakterizalds sordn hasznédlt, GEM-LTB4-et, vagy annak mutédns
verzi6jat a membranba targetdlt mKate2 fluoreszcens proteinnel 1:1
ardnyban stabilan koexpresszal6 HEK293A sejteket a Sleeping Beauty



transzpozdz rendszer hasznalatdval hoztuk létre.

A BLT1 és a GEM-LTBy jelatviteli ttvonalainak dsszehasonlitdsa
a HEK293A sejtekben a 100 nM LTB, stimulus hatdsara megjelend
kalcium szignalizacid, valamint a receptor aktivitast kovetS -arrestin-2
mediélt internalizacié megfigyelésével tortént.

A BLT1-EGFP-t és a GEM-LTB4-et, a piros fluoreszcens kalcium
indikdtor JRGECO1a-val vagy az mScarlet piros fluoreszcens fehérjével
jelolt B-arrestin-2 fehérjével koexpresszaltattuk a HEK293A sejtekbe.
A mikroszképos mérések sordn a harom perces alapvonal felvétele
utdn a sejteket 100 nM LTBy4-el kezeltiik. Az ezt kovetd percekben a
JRGECO]a citoplazmatikus kalcium szint emelkedésre bekovetkez6 flu-
oreszcencia intenzitds valtozésait, vagy a 3-arrestin-2 a citoplazmabol
a plazmamembrén felé irdnyul6 transzlokacigjat kovettiik nyomon.

A szenzor specificitds vizsgélata kozben a GEM-LTB4-et stabilan
kifejez6 sejteket az LTB4-hez molekulaszerkezetileg hasonlé arachi-
donsav szarmazékokkal stimuldltuk 100 nM-os végkoncentracioban.
A kisérletben felhasznalt eikozanoidok a kovetkezbek voltak: AA,
5-oxo-eikozatetraénsav (5- 0xo-ETE), 5(S)-hidroxi-eikozatetraénsav
(5(S)HETE), 12(S)-hidroxi-eikozatetraénsav (12(S)HETE) és a 20-OH-
LTB,.

A dézis-hatds gorbe felvétele sordn a GEM-LTB4-et vagy a GEM-
LTBsmut-ot expresszdlo sejteket az egy-két perces alapvonal felvétele
utén egyszeri 1-10-100 pM, 1-5-10-25-50-100-250 és 500 nM, vagy
1 uM végkoncentracioban kezeltilk LTB,4-el, majd tovabbi 2 percig
monitoroztuk a szenzorokban bekdvetkezd intenzitds valtozas mértékét.

3.3. Izolalt egér neutrofil granulocitakboél felszabadulo
LTB4 mérése

Az endogén LTB4 mérését célzé ex vivo kisérleteinkhez 6-12 hetes, vad
tipusu egér csontvel8bdl izolalt neutrofil granulocitdkat hasznaltunk.
Az izolalast 20mM HEPES-t és fenolvorost tartalmazo, kalcium
és magnézium mentes Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) oldattal
végeztiik. Az eljaras els6 1€péseként a femurbol és a tibidbol kimostuk
a csontveldt, majd centrifugélést €s a feliiliszo eltdvolitasat kovetden



0,2%-0s NaCl oldattal lizaltuk a vorosvértesteteket. A sejttormelékek és
az izoldlds sordn megmaradt csontdarabkdk eltdvolitdsa utdn a neutrofil
granulocitdkat 62,5 %-os Percoll gradiens centrifugdldssal kiilonitettiik
el a tobbi fehérvérsejttol.

Az izoldlt neutrofil granulocitdkat 1%10° cm?-es siirtiségben helyez-
tiik a GEM-LTBg4-et stabilan expresszdld6 HEK293A sejtekre. Ezt kove-
téen a neutrofileket egy egyszeri 2 uM-os fMLP stimulussal aktivaltuk.
A kezelés hatdsara felszabadul6 endogén LTB, révén a GEM-LTBy
fluoreszcencia intenzitdsidban bekovetkez6 valtozasokat 30 percen ke-
resztiil figyeltiik meg. A szenzor megfeleld miikodésének ellendrzésére,
a mérés végén 100 nM LTB, -et adtunk a sejtekhez. A kisérletet a
GEM-LTB,4 muténs valtozatat kifejez0 also sejtréteggel szintén elvé-
geztiik.

A neutrofil granulocitdk dltal fMLP hatdsara termelt LTB4 mennyi-
ségét LTB4 specifikus enzimhez kotott immunszorbens assay (ELISA)
eljardssal a sejtek feliilusz6jabdl hatdroztuk meg.

3.4. Exogén és endogén LTB,4 gradiensek vizualizacioja
zebrahalakban

A GEM-LTBg4-et és annak mutins véltozatat transzgenikus médon
expresszalod zebrahal vonalainkat vad (AB) és Casper tipusu egyedek
keresztez€sébdl szdrmazé ikrdkon hoztuk létre a Tol2 transzpozdz rend-
szer alkalmazdsaval.

Az LTBy4 kimutatdsara a GEM-LTB4 bioszenzort epitelidlisan, baza-
lisan, valamint mezenhimadlisan expresszalé 4 napos zebrahal larvakat
alkalmaztunk.

Az exogén LTBy szoveti penetracidjdnak vizsgdlata sordn az intakt,
vagy kozvetleniil a mikroszkdpia megkezdése elott farokiszé amputaci-
on atesett larvakat alacsony olvaddsponti agar6z gélbe dgyaztuk. Az
alapvonal felvétele utdan 1 uM koncentraci6ji LTB,4-et csepegtettiink
a kisérleti allatokba, majd tovabbi 40 percig monitoroztuk az LTB4
szoveti eloszldsanak alakulasat.

A leukocitakbdl felszabadulé endogén LTB4 mérése sordn, eloszor
a larvak hasi uszdjan ejtettiink bemetszést. Ezt kovetden 90 percre



20 uM AA-val kiegészitett izotonids E3 oldatba helyeztiik a kisérleti
egyedeket. Az inkubdcids idd leteltével a larvakat alacsony olvadas-
pontu agardz gélbe dgyaztuk. A mikroszkopos felvételek készitésének
megkezdése utan 3 perccel 100 uM-os A23187 kalcium-ionof6r sti-
mulust alkalmaztunk. A kontroll kisérlet soran az LTB,4 termelést a
mérést megeldz6 40 perces 20 uM koncentracidju zileutonnal torténd
inkubdcidval gétoltuk.

A GEM-LTBy; specificitasat bizonyitand6 a kisérleteket a szenzor
mutdns variansat expresszalé halakon is elvégeztiik.

3.5. Mikroszkopos mérések kvantifikalasa és értékelése

Méréseinket 488 nm-en és 561 nm-en miikodo 1ézerekkel ellatott Yoko-
gawa CSU-W1 spinning disk szkennerel kiegészitett, invertilt Nikon
Eclipse Ti2 mikroszképpal végeztiik. A zold és piros fluoreszcens jele-
ket 525/50 nm és 600/30 nm emisszids filterek hasznédlatdval rogzitettiik.
Meéréseinkhez 40x ApoLambda/NA1.15 és 20x ApoLambda/NAO0.85
viz-immerzids objektiveket hasznaltunk. A képeket a NIS Elements
AR 5.4 szoftver segitségével rogzitettiink.

A képek feldolgozasat és kiértékelését a Cellpose szoftverrel, vala-
mint Python programnyelven megirt analizis pipeline-okkal végeztiik.

A szignifikanciaszintek meghatdrozdsahoz két mintds parositatlan
Welch korrekciés Student t-probat és egyoldali Fisher, valamint Dunnett
korrekcios ANOVA varianciaanalizist végeztiink a Python ,,Pingouin”
konyvtaranak haszndlatdval.



4. Eredmények

4.1. A GEM-LTB, fejlesztése és karakterizalasa

Az altalunk fejlesztett bioszenzor vazat az LTB,4 nagy affinitdsu re-
ceptora a BLT1 receptor képezte. A szenzor prototipusok létrehozasa
sordn a receptor harmadik intracellularis hurokrégidjaba illesztettiik be
a konformécidvéltozasra érzékeny cpEGFP-t. Ehhez kiilonbdz6 hosszu-
sagu és aminosav Osszetétell N-és C-termindlis linker szekvencidkat
alkalmaztunk. A linker régiok médositdsdval szdmos szenzor varidnst
hoztunk létre, amelyek koziil a plazmamembrdnban val6 elhelyezkedé-
siikk mértéke és az LTB,4-re adott fluoreszcencia intenzitas valtozasuk
alapjan kivalasztottuk a legjobb tulajdonsagokkal rendelkez6t. Ezen
két feltétel alapjdn a cpEGFP-t kozrefogd N-termindlis oldali LSSL és
C-termindlis oldali NHDQ aminosav Osszetételi linkereket tartalmaz6
bioszenzor bizonyult a legidedlisabbnak. A tovdbbi méréseinkhez ezt a
szenzor varianst alkalmaztuk, amit GEM-LTB4-nek neveztiink el.

Az endogén receptorral ellentétben a GEM-LTB,4 a ligand kotést
kovetéen nem novelte a sejtek citoplazmatikus kalcium koncentraciéjat,
valamint nem indult el a bioszenzor -arrestin-2 medidlt internaliza-
cigja sem. Ezen eredmények alapjdn arra kovetkeztettiink, hogy a
GEM-LTB,4 nem aktivalta a BLT1 receptor jelpalyait.

Az altalunk vizsgélt eikozanoidok koziil az LTB4 mellett, egyediil a
20-OH-LTB4 stimulus hatasara mértiink fluoreszcencia intenzitis ndve-
kedést. Ez a ligandko6tési mintdzat megegyezett a BLT1 receptoréval.

A GEM-LTB4 mér az SnM-os LTB4 stimulusra is jol detektdlhat6
fluoreszcencia intenzitds valtozdst mutatott. A bioszenzor ligandja
jelenlétére koncentraciéfiiggd médon reagalt (EC50=19,8 nM).

4.2. Egér neutrofil granulocitakbdél felszabadulé LTB4
vizualizacidja
A szenzor karakterizaldst kovetden, a GEM-LTB,4-gyel egér csontvels-

bdl izolalt neutrofil granulocitdk LTB4 termelését vizsgaltuk. A szenzor
hasznalataval vizualizaltuk az fMLP stimulus hatasara felszabaduld
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LTB4-et, valamint az egyedi neutrofilekbdl szdirmazé LTB,4 gradiensek
megjelenését. A kontrollként alkalmazott GEM-LTB smut sejtekkel
végzett kisérletekben nem jelentkezett mérhetd fluoreszcens intenzitds
valtozas.

Az eredményeink aldtdmasztidsara ELISA méréssel meghatiroztuk
a megegyez0 kisérleti koriilmények kozott stimulalt neutrofilek LTB4
termelésének mennyiségét, ami a 267,25 + 31,28 pmol-os tartomanyba
esett.

4.3. Exogén LTB,4 gradiens mérése in vivo zebrahalak-
ban

Az exogén LTB,4 penetracidjat és szoveti eloszlasit az ép vagy amputalt
farokisz6ju zebrahal larvak feliileti hamsejtjeiben kifejezett GEM-
LTB,4 segitségével hatdroztuk meg.

Az intakt farokuszoval rendelkez6 halakban expresszalt GEM-
LTB4-ben nem alakult ki az LTB4 stimulust kovetéen fluoreszcencia
intenzitdsbeli valtozds, mig az amputalt egyedekben egy legaldbb 200
um mélységbe beterjedé LTB4 gradienst detektdltunk. Ezekbdl az ered-
ményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az intakt hdmszovet barriert
képezve lassitja az exogén moédon adagolt ligand szovetekbe jutédsat.

A szenzorral mért intenzitdsbeli valtozasok specificitisat a GEM-
LTB4 mutans verzidjdval végzett kisérleteink igazoltdk. Ebben az
esetben nem kovetkezett be szignifikdns véltozas az alap fluoreszcencia
értékekhez képest.

4.4. Kalcium ionofér altal kivaltott endogén LTB,4 de-
tektalasa zebrahalakban

A kisérletekben hasznalt zebrahal larvakban a GEM-LTB4-et a neutrofil
granulocitdkhoz térben legkozelebb elhelyezkedd bazdlis sejtekben
fejeztiik ki.

Az altalunk alkalmazott kisérleti protokoll els6 1épéseként izotonids
E3 oldatban ejtettiink sebzést a larvak hasi farokisz6jdn. Az izoténids
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E3 oldat az ozmotikus koncentrdcié megvaltozasanak hidnyaban meg-
akaddlyozta a sebzarddést, ezzel biztositva a neutrofilek stimuldciéjara
hasznélt A23187 kalcium ionofér szovetekbe jutdsiat. Az izotOnids
oldat nemcsak a sebzardodast, de a neutrofilek sebsz€élhez vandorlasat
is gatolta. Azért, hogy a szovetbe bediffunddlé A23187 a neutrofilek
aktivdldsahoz sziikséges koncentrdcidoban érje a sejteket, ezt a hatast a
médiumhoz nagy koncentriciéban hozzdadott AA-val ellenstilyoztuk.
Az AA 6nmagdban nem serkenti a leukocita migraciét, azonban el6-
anyaga olyan a sériilés kovetkeztében megjelend kemoattraktansoknak,
amik hatdssal vannak a neutrofil granulocitdk vandorldsara. Az A23187
stimulust kovetden az el6z6leg sebsz€élhez vonzott neutrofil granulo-
citdkban az ionof6r hatdsara megemelkedd kalciumion szint révén az
5-LOX enzim a magmembranba transzlokalddott és aktivalodott, ezaltal
megkezdddott a sejtekben az endogén LTB,4 termel6dése.

A GEM-LTBy-et expresszalo larvdkban az A23187 stimulust ko-
vetden detektalhatova valt, egy a sebszél €s a leukocitdk kozvetlen
kozelében megjelend LTB, gradiens.

Az LTB4-re adott specifikus szenzorvalaszt jelzi, hogy az 5-LOX
inhibitor zileutonnal eldinkubalt és a GEM-LTB,4 mutans valtozatat
kifejezd larvakkal végzett kisérletekben nem jelentkezett fluoreszcencia
intenzitds valtozas.
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5. Kovetkeztetések

A kutatémunka sordn kapott eredmények alapjin a kovetkezd megalla-
pitasokat tehetjiik:

» Létrehoztunk egy LTB, detektédldsdra alkalmas fluoreszcens bios-
zenzort, a GEM-LTBy-et, mely specifikusan és nagy érzékeny-
séggel jelzi a medidtor molekula jelenlétét. A GEM-LTB4 ligand
kotési specificitdsa nagy hasonldésagot mutat a szenzor vazat adé
BLT1 receptoréhoz. Az éltalunk vizsgélt eikozanoidok koziil az
LTB4 mellett, egyediil a receptort aktivalé 20-OH-LTB4 okozott
mérhetd fluoreszcencia intenzitasvaltozast. Az LTB4 szenzor
mar az SnM koriili LTB4 koncentrici6 jelenlétét is megbizha-
téan tudja detektalni. Ezen feliil 1ényeges tulajdonsdga, hogy a
ligand kotése sordn nem inditja el a BLT1 receptor jelatvitelei
utvonalait, igy nem kovetkezik be a bioszenzor deszenzitizacidja
és internalizicidja.

* A GEM-LTBy-et stabilan expresszal6 HEK293A sejtek alkalma-
zasaval valds id6ben tudtuk az izolalt egér neutrofilekbdl fMLP
stimulus hatdsara felszabadul6 LTB, jelenlétét detektdalni. Méré-
seink sordn az egyedi aktivalt neutrofilekbdl felszabadulé LTB4
gradiensek terjedését is kimutattuk.

* A transzgenikus zebrahal egyedek laphdm, bazdlis és mezenhima-
lis sejtjeiben kifejezett GEM-LTBy-el a zebrahal 1arvéak farokuszo
amputacigjat kovetden detektdltuk az exogén LTB, jelenlétét,
majd vizualizdltuk az LTB,4 gradiens tér-&s id6beli bejutdsat a
zebrahal farokiszo szovetébe. Végezetiil a zebrahal larvak baza-
lis sejtjeiben kifejezett bioszenzorunkkal sikeresen regisztraltuk
a kalcium ionofér A23187 hatdsara aktivalédott leukocitdkbol
felszabadulé endogén LTB, jelenlétét.
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