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1. BEVEZETES

Magreceptorok szupercsaladja

A magreceptorok szupercsaladjaba olyan transzkripcios faktorok tartoznak,
melyek ligandfiiggé modon képesek befolyasolni célgénjeik atirasat. Szerepiik
van szamos folyamatban, ilyen példaul a sejtek homeosztazisanak,
osztddasanak, anyagceseréjének, illetve haldlanak szabalyozasa.

A teriileten zajl6 intenziv kutatasok eredményeként emberben 6sszesen 48 db
magreceptort sikeriilt azonositani.

Természetes ligandjaik kozé olyan kis meéretii, lipidoldékony molekulak
tartoznak, melyek képesek szabadon atdiffundalni a sejtmembranon. Ezek a
molekulak elsésorban zsiroldékony vitaminok, hormonok, szteroidok.
Bizonyos magreceptorok endogén ligandjait nem ismerjiik, ezeket arva

receptoroknak nevezziik.

Magreceptorok doménszerkezete

A magreceptorok moltdmege 50-100 kDa kozé esik. Legtobbjiik 5 doménre
oszthato, doménszerkezetiik nagyfoku homologiat mutat.

A receptorok N-terminalis végén talalhatdo az A/B domén. Ez a legkevésbé
konzervalt szekvencia a magreceptorok szerkezetében.

Az A/B domént koveti a leginkdbb konzervalt DNS-kot6 domén (DNA-
binding domain, DBD), mely két darab, egyenként 4-4 konzervalt ciszteint
tartalmazé cink-ujjal rendelkezik. A két Zn-ujj altal 1étrehozott hélix a DNS
nagyarkahoz képes kapcsolodni, amennyiben specifikus véalaszad6 elemet
ismer fel.

A D-régio flexibilis hidat képez a DBD és a ligand-koté domén (LBD) kozott.
A ligandkoté domén (LBD) igazi multifunkciés domén. Nemcsak a ligand

kotésében, hanem a dimerizacidban, a ligandfiigg6 transzkripcios aktivalasban



(activation function 2, AF2), és a koregulator kdtésben is meghatarozé szerepe
van.
Az F-domén nagyfokt variabilitdst mutat az egyes magreceptorok kozott,

olyannyira, hogy egyes magreceptorok F-doménje hianyzik.

Magreceptorok csoportositasa szerkezetiik alapjan

Az emberben eléfordulé 48 féle magreceptort szekvencia homoldgia alapjan 7
nagy csoportba oszthatjuk. Az NRI1 csoportba tobbek kozott a reténsav
receptorok (RAR), a D-vitamin receptor (VDR) tartoznak.

A reténsav természetes ligandjai az A-vitamin aktiv metabolitjai, a
lipidoldékony csupa-transz-reténsav ¢és a 9-cisz-reténsav. Szamos
sejtfolyamatban részt vesz, tobbek kozott a sejtek ndvekedésében és
differencialodasaban, de immunmodulaciés szerepe is van. A retinoid
szignalizacié kéros miikddését szamos malignus betegségben, tobbek kozott
leukémidkban, melanoméaban, tiidé-, mell-, petefészek-, prosztata-,
hasnyalmirigy- €s majdaganatban kimutattdk, ezaltal az RAR potencialis
kemoterapias célpontta valhat. Az RAR miikddése soran rexinoid receptorral
(RXR) dimerizalodik.

A D-vitamin receptor is RXR-rel képez heterodimert, endogén ligandja a D-
vitamin aktiv metabolitja, a kalcitriol. Az RAR-rel ellentétben a VDR nem
csak a sejtmagban, hanem a citoszolban is megtaldlhatd, de egyes
kutatdcsoportok a sejtmembranban is leirtak eléfordulasat. A VDR részt vesz
a szervezet kalciumtranszportjdban, de szdmos tanulmany utal arra, hogy az

immunvalaszban és a tumorigenezisben is jelentds szerepe van.

Molekularis kapcsolé modell
A magreceptorok mitkodését tradicionalisan a molekuléris kapcsolé modell

irja le. A modell értelmében a receptorok ligand hidnyaban a kromatinhoz



kotddnek és korepresszor komplexszel asszociadlnak, mely hiszton-deacetilaz
aktivitasa révén gatolja célgénjeik atirasat.

Ligand jelenlétében az agonista a ligandkotdé zsebbe kotodik, ami
konformaciovaltozast valt ki, mely soran a H12 hélix racsukodik a ligandkotd
zsebre. Ez a konformaciovaltozas csokkenti a magreceptor korepresszorok
iranti, de ugyanakkor fokozza a koaktivatorok iranti affinitasat, igy
koregulatorcsere zajlik le.

A koaktivatorok tovabbi fehérjéket kotnek, melyek hiszton-acetiltranszferaz
aktivitasuk révén a kromatin szerkezetét lazitjak, lehet6vé téve a transzkripcids

gépezet aktivalodasat.

Magreceptor-miikddés dinamikus modelljei

A terlileten zajlé intenziv kutatdsok eredményeként a fenti molekularis
kapcsold modellt egyre dinamikusabb kép kezdi felvaltani. Kimutattdk, hogy
a transzkripciés faktorok a kromoszéman haromdimenzids letapogatast
végeznek, mig el nem érnek egy valaszadoé elemet, ahol megfeleld feltételek
esetén hosszabb id6t tolthetnek, és eldsegithetik a transzkripcio beinditasat. Az
Osztrogén receptor esetében kimutattak, hogy a sejtmagon belil eltérd
mobilitdsi magreceptor komplexek vannak jelen. A leggyorsabbak a nem
kromatinhoz kotott magreceptor dimerek, mig a leglassabbak azok, melyek a
kromatinhoz  tranziensen  kotédnek és  koregulator  komplexszel
asszocialodnak. A magreceptorokkal folytatott FRAP, ChIP és FCS
vizsgéalatok soran 0j dinamikus modellt alkottak, melyet ,hit-and-run”
modellnek neveztek el. A modell alapjan a receptorok ligand hidnyaban
korepresszorokat kotnek, majd a kromatint szkennelve tranziensen kdtédnek
specifikus és nem specifikus valaszadd elemekhez. Ligand hatasara
koregulatorcsere torténik, a magreceptorok az AF-2 doménen keresztiil nagy

tomegt koaktivator komplexhez kotédnek. Specifikus véalaszado elemhez érve



a magreceptorok a kromatinhoz stabilabban koétddnek és aktivaljak a

transzkripcios gépezetet.

Konfokalis mikroszkopia

Az epifluoreszcens mikroszkopia legnagyobb hatranya, hogy a gerjesztd
fényforras a minta teljes vastagsagaban gerjeszti a fluoroforokat, ezaltal a
fokuszsikon kiviil es6 fotonok is detektalasra keriilnek. Amennyiben a minta
vastagsadga elhanyagolhat6, ez nem okoz jelentds képmindség romlast,
azonban vastagabb mintak, példaul sejtek vizsgalata soran, a fokuszsikon
kiviilrol szarmazo fluoreszcens szignal elkiilonitése nehézkes.

Fentiek miatt szamos j mddszer keriilt kifejlesztésre, mellyel a fokuszsikon
kiviil es6 fotonok a detektalasbol kizarhatoak. Ilyen modszer a konfokalis 1ézer
pasztdzd mikroszkopia (CLSM), mely soran a mintat fokuszalt 1ézerfénnyel
vilagitjuk meg, majd ezt kovetéen az emittalt fotonok egy sziik résen, pinhole-
on haladnak keresztiil. A pinhole biztositja, hogy csak a fokuszsikbol érkezd
fotonok érkezzenek a detektorba. Mivel a gerjesztés egy pontszerl
lézernyalabbal torténik, a mikroszkopos kép a minta letapogatasaval jon létre,
mely soran a lézerfényt tiikrok segitségével a minta pontjaira iranyitjuk, majd

az egyes pontokon gerjesztett fluoreszcencia intenzitast detektaljuk.

Szelektiv sik-megvilagitasu mikroszképia (SPIM)

Az tradiciondlis konfokalis mikroszkdpidval szemben sik-megvilagitast
mikroszkopia a minta vékony sikjat vilagitja meg. A gerjesztés soran hengeres
lencsével egy lézerfény-sikot képeziink, mely a detektalas iranyara merdleges.
A gerjesztés szinte kizarolag a fokuszsikban torténik, ezaltal a hattér
gerjesztése minimalis. A fenti modszerrel lehetdség nyilik optikai szeletelésre,
jelentésen csokkenthetd a fotohalvanyitds, valamint a sejtekre kifejtett
fototoxicitas. Mivel a gerjesztés és detektalas egy egész sikban egyszerre
torténik, a CLSM-hez képest 100-1000x gyorsabb képalkotas érhet el.
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Fluoreszcencia korrelacids spektroszkopia (FCS)

Fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia soran konfokalis mikroszkoppal
mérjiik a kicsiny, femtoliteres gerjesztett térfogatba be- és kilépd fluoroforok
altal okozott fluoreszcencia intenzitas valtozasat.

FCS vizsgalatok sordn a gerjesztd fotonokat egy fokuszalt lézernyalab
biztositja, melyet egy nagy numerikus apertaraval (NA>0,9) rendelkez6
objektiv vetit a mintara. A mintabol kibocsajtott fluoreszcens jel az objektiven
keresztiil egy dikroikus tlikron és egy emisszios szilirén halad at, majd egy
pinhole-on keresztill jut a detektorba. A mintavételezés hosszabb ideig, szub-
mikroszekundumos felbontassal torténik, ezaltal megkapjuk a minta F(t)
id6fiiggd fluoreszcencia intenzitdsat, mely adott iddben a detektalasi
térfogatban talalhato fluoroférok szdmaval aranyos. A fluktuaciok hossza a
molekulak sebességétdl, tehat diffuzios allandojatol fiigg.

Az autokorrelacios fiiggvény kiilonféle modellfiiggvényekkel illeszthetd, és az
illesztési paraméterekb6l a diffuziot jellemzoé fizikai tulajdonsagok
kinyerhetéek. A modellvalasztas soran a rendszert a lehetd legegyszeriibben,

de megfeleld pontossaggal leiré modellt keressiik.

Fluoreszcencia keresztkorrelacios spektroszkdpia (FCCS)

Fluoreszcencia keresztkorrelacios spektroszkopiaval vizsgalhatjuk két egytitt
soran a fokusztérfogatot két atfedé lézernyalabbal gerjesztjiik, a beérkezd
fluoreszcencia jeleket pedig két kiilonallo detektorral detektaljuk. Amennyiben
a két fluorofoérral megjel6lt molekula egymassal asszocidl, a keresztkorrelacios
fliggvény amplitidéja magas lesz, igy a fiiggvény amplitiddjabol

kovetkeztethetiink az asszociacio mértékére.



Forster rezonancia energia transzfer (FRET)

A FRET érzékeny moédszer két molekula kdzelségének meghatarozasara. A
FRET a gerjesztett allapotban 1évé donor, valamint egy megfeleld
spektroszkopiai paraméterekkel rendelkez6 akceptor kozott dipol-dipol
kolesonhatas révén sugarzas nélkiili energiadtadas formajaban jon 1étre. Az
energiaatadas feltétele, hogy a donor-akceptor tavolsag kb. 1 és 10 nm kozé
essen, a donor emisszios spektruma és az akceptor abszorpcids spektruma
atfedést mutasson, valamint sziikséges még hozza a molekuldk megfeleld

relativ orientécidja.



2. CELKITUZESEK
Dolgozatomban elsésorban az RAR, VDR ¢és RXR magreceptorok
dinamikajanak  vizsgalataval foglalkozom, ¢él6-sejtes  kornyezetben,
fluoreszcencias vizsgalati modszereket felhasznalva.
Kisérleteink soran az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:
e Mobilitds szempontjabél homogén-e a sejtmagban talalhatd
magreceptor populaci6d?
e Hogyan valtozik a magreceptorok mobilitdsa heterodimerizald
partner, illetve agonista ligand hatasara?
e A mobilitasban bekovetkezd valtozas a heterodimerizacio vagy a
fokozott DNS kotédés kdvetkezménye?
e Megjelenik-e az RXR kotéséért folytatott versengés a VDR és RAR
kozott a kromatin-kotédés szintjén?
A fenti kérdések megvalaszolasdhoz els6sorban konfokalis mikroszkoppal
végeztlink fluoreszcencia korrelacids vizsgalatokat, de tovabbfejlesztettiink
egy olyan szelektiv sik-megvilagitasu mikroszkopidra (SPIM) épiild mddszert
valamint a kdlcsonhato részecskék mobilitasa (SPIM-ALEX-FRET-FCCS) is.
A jelen disszertacid eredményei a késobbiek folyaman segithetnek a
magreceptorok miitkodését befolyasolo terapias célpontokat talalni, valamint
felhivja a figyelmet a magreceptorokat célzo terapidk esetében a kompeticid
fontossagara. Az altalunk tovabbfejlesztett mikroszkéopos modszer mas
fehérjek esetében is segithet a molekularis kolesonhatasok és mobilitas

feltérképezésében.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés

A mikroszkopos vizsgalatok soran human embrionikus vese karcindma
(HEK293), humén méhnyakrak sejteket (HeLa) és human kolorektalis
adenokarcinoma (Caco-2) sejteket hasznaltunk. A sejteket fenolvoros festéket
tartalmazo, 10% FBS-el, 50 mg/l gentamycinel és GlutaMax-al kiegészitett
DMEM-ben névesztettik 37°C-os inkubdtorban 5% CO»-t tartalmazd
atmoszféraban. A sejteket hétfo-szerda-pénteki napokon passzaltuk.

48 oraval a konfokalis mikroszkopiai méréseket megel6zden a sejteket 8-lyuka
ibidi kamrakban szélesztettiik. A sejteket ezt kovetden 300 pl fenolvords-
mentes médiumban novesztettiik. 24 6raval a mérések elétt a sejtekhez 65 ng
magreceptor-plazmidot és 0,3 ng FuGene transzfekcios reagenst, valamint 5 pl
szérum-mentes DMEM-et tartalmazo oldatot adtunk a gyartd eldirasainak
megfelelden.

SPIM-méréseink soran a sejteket egyedileg elkészitett, elézéleg 0,01%-0s
poli-L-lizint tartalmazo oldattal kezelt fedélemezekre szélesztettiik. Ehhez 48
oraval a mikroszképos vizsgalatok elétt 3 db, elézetesen poli-lizinezett
fedélemezt tartalmazo, 35 mm-es petri-csészékre 120000 sejtet helyeztiink at.
Ezt kovetden a sejteket 400 ng plazmidot, 3 pl FuGene-t, valamint 50 pl
szérum-mentes DMEM-et tartalmaz6 oldattal transzfektaltuk.

Kompeticios vizsgalatainkhoz a korabban munkacsoportunk altal 1étrehozott,
TagBFP-vel jelolt RXRa-t expresszald HEK293 sejteket hasznaltunk,
melyeket a fentebb ismertetett modon transzfektaltunk tovabbi
magreceptorokkal. A mikroszkopos mérésekre minden esetben a transzfekciot

kovetben 24 o6raval keriilt sor.

10



Konfokalis mikroszkopia

Konfokalis mikroszkopiai méréseinket Zeiss LSM880 — AiryScan konfokalis
lézer pésztazd mikroszkopon végeztiik, 40-szeres nagyitasu, 1,2 numerikus
apertiraval rendelkezd vizimmerzioés objektivvel. A képfelvételek 70,85
umx70,85 um latdémezordl 512x512 pixel felbontasban 16 bit mélységben
késziiltek. A fluroforral megjelolt magreceptorok relativ expresszios szintjét
EGFP-mCherry és TagBFP-EGFP fuziés fehérjék hasznalataval hataroztuk
meg. HEK293 sejtekben az endogén és transzfektalt magreceptorok relativ
expresszios  szintjének meghatarozasdhoz ~ Western-blottal kombinalt

konfokalis mikroszkdpiai méréseket végeztiink.

Pont FCS mérések

FCS mérések soran a vizsgalni kivant sejtrdl elészor konfokalis képet vettiink
fel a korabban ismertetett modon, majd a sejtmagban 2 szabadon valasztott
pontban az EGFP-vel jelolt magreceptorokkal FCS méréseket végeztiink. Az
EGFP gerjesztése 488 nm-es Ar-ion lézerrel tortént. Az objektivnél észlelhetd
1ézerintenzitast minden mérési nap elején 1.7 uW-ra allitottuk be. Ezt kdvetden
a kivalaszott pontokban 10x8 masodpercen keresztiil mértiik a fluoreszcencia
intenzitast, amibdl a mikroszkop Zen szoftvere kiszdmitotta az autokorrelacids
fliggvényeket. A mérések minden esetben szobahémérsékleten torténtek
(22.5°C).

Az autokorrelacios fiiggvények kiértekeléséhez a QuickFit3 szoftvert

hasznaltuk.

SPIM mikroszképia

SPIM mikroszkopiai méréseinkhez egy egyedileg dsszedllitott mikroszkdpot
hasznaltunk. Specialis kialakitdsti mintatartoban a mar korabban ismertetett
targylemezekre kirakott sejteket az objektiv sikjahoz képest kb. 45 fokkal

elforditottuk. A mintatartot DMEM médiummal t61t6ttiik meg. A mintakat 488
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nm-es és 561 nm-es szilardtest 1ézerrel gerjesztettiik, a fokusztérfogatban
sikkal kozelithetd gerjesztési nyalabot cilinderes lencsékkel és egy objektivvel
hoztuk 1étre. Az optikai szeletek 1,28 pm és 1,35 um vastagsaguak voltak 488
nm-es ¢és 561 nm-es megvilagitas esetében. Az objektivnél mért
lézerintenzitasok 910 és 4750 uW-nak adodtak.

A fluoroférok altal kibocsajtott fluoreszcens fotonokat a gerjesztésre
merdlegesen, 60x-0s nagyitasu vizimmerzids objektivvel gytjtottikk dssze. A
fluoreszcens fotonokat spektralisan kettéosztottuk (500-550 nm, >593 nm) egy
DualView nyaldbosztoval, majd a zold €s vords fotonokbdl alkotott képeket
egyazon EMCCD kameraval rogzitettiik egymas mellett a fényérzékeny chip
két térfelén 530 ps-os mintavételezéssel, 51 um x 8 pm (128 x 20 pixel)
méretben.

A FRET és FCCS mérések ugyanabban a sikban torténtek, a kiértékelés mindig
pixelenként tortént. FRET mérésekhez olyan eldnézeti képeket hasznaltunk,
melyeket az FCCS mérés elott kozvetleniil vettiink fel, és a beallitasokat a
FRET méréshez optimalizaltuk. Ezt kdvetden két 1ézerrel torténd folyamatos
gerjesztés mellett FCCS képeket vettiink fel, mely soran minden egyes pixelre

z6ld- és piros autokorrelacios és keresztkorrelacios gorbe keriilt kiszamitasra.

Alternalé gerjesztés (ALEX)

A fentebb ismertetett modszer hatranya, hogy az elénézeti képekbdl szamitott
FRET hatasfokot, valamint az FCCS amplitadét kiilonb6z6 id6pontban,
kiilonboz6 képekbdl szamitjuk ki. A sejtek mozgasabol, vagy a
fotelhalvanyodasbol szarmazd intenzitds kiilonbségek miatt a két mérés
kozvetleniil nem 6sszehasonlithato. Raadasul az FCCS mérésekor alkalmazott
kétlézeres folyamatos gerjesztés soran szdmolnunk kell a csatornak kozotti

atvilagitassal és a fokozott fotoelhalvanyitassal is.
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Hogy ezeket a miitermékeket elkeriiljiik, SPIM mikroszkdpiai méréseink soran
alternalé gerjesztést (ALEX) vezettink be. ALEX soran id6ben
kiilonvalasztjuk a két 1ézerrel torténd gerjesztést, 488 nm-es gerjesztés soran
donor és transzfer képet (500-550 nm, illetve >593 nm detektalas), 561 nm-es
gerjesztés soran akceptor képet (>593 nm detektalas) kapunk, melyet FRET
vizsgélatainkhoz hasznaltunk. Az egymast kovetden felvett donor- és az
akceptor képek korrelaltatasaval FCCS vizsgalatokra nyilt lehetdségiink. A
fenti modszerrel a FRET ¢és FCCS vizsgalataink egy iddben, ugyanazon
fluoreszcens fotonok felhasznalasaval torténnek, igy kozvetleniil

Osszehasonlithatoak.

Ligandkezelés

Ligandkezeléshez a magreceptorok szintetikus ligandjait hasznaltuk, AM580-
at az RAR, LG268-at az RXR és kalcitriolt a VDR aktivalasahoz.

A ligandkezelés sordn a ligandokat 100 nM koncentracidban adtuk a sejtekhez,
a méréseket 20 perc inkubaciot kovetden végeztiik. A sejteket a ligandkezelést
kdvetéen maximum 1 oran keresztiil vizsgaltuk, ezt kdvetéen 0j mintan ujabb

ligandkezelést végeztiink.

13



4. EREDMENYEK

Fluoreszcensen jel6lt ~magreceptorok eloszlasanak és diffuzids
paramétereinek meghatarozasa HEK293 sejtekben

Mikroszkopos vizsgalataink kimutattak, hogy az RAR ligand hianyaban foként
a sejtmagban helyezkedik el.

A sejtmagban elhelyezkedd magreceptorok szabadon diffundalhatnak,
tranziensen vagy stabilan kotddhetnek a kromatinhoz. Ezeknek a mozgasoknak
a dinamik4jat a fluoreszcencia id6 szerinti autokorrelacios fliggvénye fejezi ki.
Az autokorrelacios fiiggvényt a Mddszerek fejezetben bemutatott egy- vagy
kétkomponensii, normal- és anomadlis diffizidés modellekkel illesztettiik.
EGFP-RAR esetében az egykomponensii modellfiiggvény nem illeszkedett
megfeleléen a mért ACF-re. Kétkomponensti modellekkel a fiiggvény jol
illeszthetd volt, a 2-komponensti anomalis diffuzioés modell a 2-komponensii
normal diffiziés modellhez képest viszont szignifikansan nem adott jobb
illesztést.

Eredményeink alapjan teljes hosszusdgi magreceptorok esetében a

tovabbiakban a 2-komponensii normal diffiziés modellt alkalmaztuk.

Agonista kezelés, vagy ko-expresszalt heterodimerizalé partner fokozza az
RAR kromatin kotését

Az RAR diffuzidés paramétereinek vizsgalatdhoz HEK293 sejtekbe EGFP-vel
megjelolt RAR és mCherry-vel jeldlt RXR magreceptorokat transzfektaltunk,
majd a sejteket az RAR szintetikus ligandjaval, AM580-al kezeltiik. Agonista
ligand ¢és heterodimerizal6 partner hianyaban az EGFP-RAR lassu
populdcidjanak (p,) aranya, kb. 22%-nak adoédott, ez az ardny
munkacsoportunk korabbi méréseivel megegyezik. Amennyiben a sejteket

AMS580 liganddal kezeltiik, a lassu populacié aranya novekedett, mig a lassu

populacié diffuziés allanddja (D,) csokkent, mely a kromatinhoz torténd
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erésebb kotédés, a kromatinhoz kotott allapot meghosszabbodasanak
kovetkezménye lehet.

Amennyiben az EGFP-RAR mellé mCherry-RXR-t transzfektaltunk, az RAR
lasstt komponensének aranya még nagyobb mértékben emelkedett, mig a lassu
populacio  diffizios allanddja jelentésen csokkent, ez a fokozott
heterodimerizaciora, valamint fokozott kromatinkotésre utal. AMS80
ligandkezelés additiv médon novelte a lasst populacio aranyat.

Az RXR altal indukalt fokozott kromatin kotédés mechanizmusdnak
megértésé¢hez az EGFP-RAR mellé mCherry-vel jelolt RXR ligandkotd
doméneket (RXR-LBD) transzfektaltunk. Az RXR-LBD képes RAR-rel
heterodimerizalddni, DNS-k6t6 domén hijan viszont dnmagaban nem képes
kromatinhoz kotédni. A teljes hosszasagti RXR-rel ellentétben az RXR-LBD
kotranszfekcidja nem novelte a lasst populacio aranyat; AMS80 hozzaadasa is
csak minimalis valtozast idézett el. Ebbdl kovetkezik, hogy az RAR RXR-rel
torténd dimerizacidja csak akkor fokozza a komplex kromatinkotését, ha az

RXR is rendelkezik DNS-koto képességgel.

A VDR mobilitasa csak heterodimerizal6 partner és agonista ligand egyiittes
jelenléte esetén csokken

Agonista ligand hianyaban - az EGFP-RAR-rel ellentétben - az EGFP-VDR a
sejten beliil homogén eloszlast mutat. mCherry-RXR ko-transzfeckiot
kovetben, illetve kalcitriol kezelés hatasara az EGFP-VDR a sejtmagba
vandorol, ahogy ezt korabban munkacsoportunk, illetve egyéb
kutatdcsoportok is kimutattak.

Az EGFP-RAR-rel ellentétben az EGFP-VDR lasst populacidjanak aranya
igen alacsony volt, tehat a VDR affinitdsa a kromatinhoz joval kisebb, mint az

RAR esetében. Ligandkezelés és mCherry-RXR kotraszfekcid hatasara a lassu
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populaci6 aranya csak kismértékben nott, a lasst populacioé diffuzios allanddja
nem valtozott.

Agonista ligand és mCherry-RXR ko-transzfekcio egylittes hatasara a lassu
populécio6 aranya csaknem kétszeresére nétt, mig a diffuzios allando csokkent,

ami a kromatinkotés megnovekedett idotartamara utal.

Az RAR és VDR ligand-medialt kompeticidja

Munkacsoportunkban  kordbban magi transzlokacidés  vizsgalatokkal
kimutattuk, hogy kiilonbdz6 magreceptorok versengenek az RXR kotodéséért.
Ezért kivancsiak voltunk, hogy a fent leirt kompeticié megjelenik-e a DNS-
kétés szintjén is RAR és VDR kozott.

Méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy mindharom magreceptor jelenléte
mint csak RAR és RXR jelenlétében (p> ~ 0,38). Ez arra utal, hogy az RXR
készlet egy része VDR-hez kotddik, ezaltal csokkentve az RAR/RXR
heterodimerek aranyat.

A VDR esetében RXR hozzadadasakor nem tapasztaltunk fokozott
kromatinkotést, és ugyanezt az eredményt kaptuk mindharom magreceptor
egyilittes jelenléte esetén is.

AMS580 ligand hozzdaadasara nem tapasztaltunk szignifikans valtozést az
aranya kissé csokkent. AM580 ¢és kalcitriol egyiittes alkalmazasa esetén nem
tapasztaltunk érdemi valtozast a liganddal nem kezelt mintahoz képest.

A VDR lassu populacigja kalcitriol hatasara jelentdsen emelkedett, mig
AMS580 hatasara mérsékelten csokkent. AMS80 és kalcitriol egyiittes
alkalmazasakor a lassu populacié aranya a két kiilon-kiilon végzett kezelés

értéke kozé esett.
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Fentiek alapjan elmondhat6, hogy amennyiben az RAR és VDR egyszerre
vannak jelen, az RXR inkabb az RAR-t részesiti eldnyben a VDR-rel szemben,
¢s ez a kromatinkotésben is megjelenik.

Mindharom magreceptor jelentlétében az LG268 az RAR esetében minden
kombinacioban emelte, mig VDR esetében minden kombinacioban
csokkentette a lassti populaci6 aranyat.

RAR esetében a kromatinkotott lassi populdcid aranya LG268 hatisara
emelkedett, ellentétben a VDR-rel, melynél csokkenést tapasztaltunk; ez az
RXR RAR-hez torténd fokozott affinitasat jelzi. AMS580 és LG268 egyiittes
alkalmazésa tovabb ndvelte az RAR lassi komponensének aranyat az AMS580
kezeléshez képest, mig VDR esetében kalcitriol és LG268 dupla kezelés
hatasara csokkenést tapasztaltunk a kalcitriol kezeléshez képest.

Az RXR RAR-hez torténd fokozott affinitdsa abban az esetben is kimutathato
volt, ha az RXR ligandjat a kompetalo partner ligandjaval egyiitt alkalmaztuk:
az RAR lasst komponensének aranya LG268 ¢és Kkalcitriol egyiittes
alkalmazéasakor magasabb volt, mint csak kalcitriol kezelés esetén; ezzel
szemben a VDR lassi komponensének aranya LG268 és AMS80 kezelés
mellett érdemben nem valtozott a csak AMS580 kezeléshez képest.
Osszességében mérési adataink arra utalnak, hogy a ligand-vezérelt
kompeticié az RAR és VDR kozott nemcsak fehérje-fehérje kolesonhatasok,
hanem a kromatin k6tddés szintjén is megjelenik. Az RAR ligand hidnyéaban,
illetve VDR ¢és RAR ligand egyiittes jelenlétében is nagyobb affinitassal
kotddott az RXR-hez, mint a VDR, az RAR-RXR komplex pedig erésebben
kotédik a kromatinhoz, mint a VDR-RXR komplex.
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Alternalé gerjesztés bevezetése SPIM méréseink soran (SPIM-ALEX-FRET-
FCCS)

Korabbi FCCS meérések soran a két l1ézerrel torténd egyiittes és folyamatos
gerjesztés tovabbi korrekciokat igényelt: tobbek kozott a donor vords
csatorndba torténd atvilagitasat, a FRET-et és a voros festék 488 nm-es 1ézerrel
torténd gerjesztését is figyelembe kellett venniink.

Ezen problémak kikiiszobolésére a SPIM mikroszkopot alkalmassa tettiik
alternald gerjesztés (ALEX) hasznalatara. Ezzel a médszerrel a 488 nm-en
torténd gerjesztés soran donor €s transzfer jeleket kapunk, mig az 561 nm-es
lézerrel torténd gerjesztés atvilagitastol mentes akceptor képet hoz létre. A
donor és akceptor képek 0,53 ms-os kiilonbséggel keletkeznek, ezek tovabbi
FCCS analizisre is hasznalhatoak.

A modszer hitelesitésére folyamatos ¢és alternald gerjesztéssel végeztiink
méréseket kiilonbozo kontroll mintdkon.

Az ALEX alkalmazasaval szamitott E értékekek szordsa magasabb, mint az
elonézeti képekbdl szamolt E értékeké. Ez a kisebb jel/zaj aranya
kdvetkezménye, azonban javithato tobb ALEX mérés soran keletkezett kép
szummazasaval.

Folyamatos gerjesztéssel még a negativ kontroll esetében is viszonylag magas
relativ keresztkorrelacios amplitadd (rCCF) értéket kapunk, a csatornak
kozotti atvilagitasbol adoddéan. Amennyiben az atvilagitast szoftveresen
korrigaljuk, az »CCF értéke alacsonyabb lesz.

ALEX alkalmazasaval a pozitiv kontrollok esetén a korrigalt »CCF értékhez
képest magasabb, mig a negativ kontroll esetében alacsonyabb értékeket
kaptunk, ezaltal a mérés dinamikus tartomanya kb. 45%-kal emelkedett, igy
dimerizacioé mértéke jobban kvantifikalhato, valamint a modszer szenzitivitasa

is fokozddik.
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Mivel a gerjesztés idotartama rovidebb, ALEX alkalmazéasaval a kiégés
meértéke is csokkentheto.

Alternal6d gerjesztés soran a FRET és FCCS mérések egyidejlileg torténnek,
igy lehetdségiink van az E és rCCF paramétert kdzos koordinata rendszerben
abrazolni, ezaltal egyszerre kvantifikalhaté a molekularis tavolsag és a ko-

diffuziéo mértéke.

Magreceptorok dimerizaciéjanak és kromatin kotésének egyidejii vizsgalata
SPIM-ALEX-FRET-FCCS alkalmazasaval

Az 1j mddszer hasznalhatosagat eldszor EGFP-vel és mCherry-vel megjelolt
magreceptorokon teszteltilk HeLa sejtekben.

A magreceptorok kozotti FRET hatasfok megallapitasahoz az FCCS mérést
megeldzden készitett elonézeti képeket hasznaltuk a magreceptorok kozotti
alacsony E érték miatt. Teljes hosszusagli magreceptorok esetében ligand
hianyaban a FRET hatasfok 1,6%-nak adodott, ami AM580 kezelés hatasara
szignifikansan novekedett. LG268 ¢és dupla ligandkezelés hatdsara nem
tapasztaltunk szignifikans novekedést.

Az E értékével ellentétben a magreceptorok kdzotti komobilitas (#CCF) mar
ligand hidnyaban is magas volt. AM580 hozzaadasakor az rCCF értékében
markans, mig LG268 esetében kisebb ndvekedést tapasztaltunk. Dupla
ligandkezelés hatasara szignfikans valtozast nem sikeriilt kimutatnunk. LG268
hatasara az RXR endogén receptorokkal is dimerizalodhat, mely az AMS580-
nal gyengébb hatast magyarazhatja.

A diffuzioés paraméterek pixelenkénti meghatdrozasahoz az autokorreldcios
fliggvényeket két-komponensiti normal diffuziés modellel illesztettiik. A gyors
populacio diffuzids allanddja (D;) 4-9 um?/s-nak, mig a lasstt populacidé (D-)
0,2 pm?/s-nak adddott. Ezek az eredmények kordbbi konfokalis FCS

vizsgalatainkkal —megegyeznek. A keresztkorrelacios  fliggvényeket
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egykomponensti normdl diffuziés modellel illesztettiik, a sejtek diffuzios
allandéja 0,3 um?/s koriil alakult, mely a dimer kromatinkdtésére utal.

A lassu komponens aranyanak (p2) meghatarozasabol kitiinik, hogy az RAR
kromatinkotése kevésbé fligg a ligand hozzaadasatol, a p, mar ligand
hianyaban is igen magas, mint ahogy ezt korabbi konfokalis FCS vizsgalataink
is kimutattdk. RXR esetében azonban a lassi komponens aranya 23%-r6l
AMS580 hozzdadasakor 29%-ra, mig LG268 hozzaadasara 35%-ra novekedett.
A fenti diffuziés paramétereket és ezek véaltozasat is figyelembe véve
elmondhat6, hogy AMS80 és LG268 hatasdra fokozddik az RAR-RXR
dimerizacio, de LG268 esetében kisebb mértékben, mely nagy valoszinliséggel
annak koszonhetd, hogy az RXR nemcsak az EGFP-vel jelolt RAR-rel, hanem
mas jeldletlen, endogén magreceptorokkal is dimerizalodik és igy kotddik a
kromatinhoz.

Ezek az eredmények bizonyitjak a SPIM-FRET-FCCS modszer elényeit: csak
FRET alkalmazasaval a dimerizacid mértékét alulbecsiilnénk, valamint az

RAR ¢s RXR kromatinkdtodésének kiilonbségeit sem tudnank kimutatni.

Magreceptorok ligandkoté doménjeinek vizsgadlata SPIM-FRET-FCCS
mddszerrel

Hogy a dimerizaciot a kromatinkotés ‘“zavard” hatasa nélkiil tisztan
vizsgalhassuk, a magreceptorok ligandkdté doménjeivel is elvégeztiik
kisérleteinket. Ehhez EGFP-vel jelolt RAR-LBD-t és mCherry-vel megjeldlt
RXR-LBD-t kotranszfektaltunk.

Ligand hidnyaban a két magreceptor LBD kozott mért FRET hatasfok
magasabbnak adddott, mint a teljes hossziisdgii magreceptorok esetében. Ez
egyrészt utalhat a magasabb dimerizacidra, de okozhatja a két fluorofor
elonyosebb relativ orientacioja, vagy a két fluorofor kdzotti kisebb tavolsag is.

A két magreceptor LBD kozotti keresztkorrelacios amplitidd a teljes

20



hosszusadgu magreceptorokndl mért értékhez képest alacsonyabb volt, ami arra
utal, hogy a kromatinkotédés vagy a DNS-kotd domének kolcsdnhatasa is
hozzéjarul a dimerizaciohoz.

AMS580 kezelés hatasara a FRET hatasfok kozel kétszeresére nétt, azonban az
rCCF nem ndvekedett szignifikans mértékben, ami arra utal, hogy a FRET
hatasfok novekedését részben a két fluorofor tdvolsaganak csokkenése vagy
kedvezdbb orientacidja, mintsem a fokozott dimerizacié okozta. LG268
hatasara az E kismértékben ndvekedett, mig az rCCF értéke nem véltozott.
Dupla ligandkezelés hatasara a FRET hatdsfok majdnem kétszeresére nétt, mig
az rCCF nem valtozott.

A lasst populacio aranya az LBD-k esetében minden esetben alacsonyabb volt,
mint a teljes hosszusagli magreceptorok esetében. Mivel az LBD-k nem
képesek a kromatinhoz kotddni, a lassi populacio kizardlag olyan LBD
dimereket tartalmazhat, melyek nagy moltdmegli koaktivator komplexet
kotnek, vagy indirekten, nem jelolt endogén partnereken keresztiil ktddnek a

kromatinhoz.
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5. OSSZEFOGLALAS

A magreceptorok miikodését leird viszonylag statikus molekularis kapcsolo
modellt a teriileten zajlé intenziv kutatasok eredményeképpen egyre
dinamikusabb kép kezdi felvaltani.
FCS vizsgalataink arra utalnak, hogy a magreceptoroknak két eltéré mobilitasa
populécidja van jelen a sejtmagban: a gyors populacié rovid ideig kotddik a
kromatinhoz, ez felelhet meg a kromatint pasztdz6 egydimenziés mozgasnak.
Ezzel szemben a lassi populacidba tartozd magreceptorok hosszabb ideig

kotédnek a kromatinhoz, feltehetden specifikus moédon a valaszadoé elemekhez.

Agonista ligandkezelés vagy RXR kotranszfekcio hatdsdra RAR esetében a
lasst populaci6é aranya jelentdsen ndvekedett, mely a kromatinhoz torténd
er6sebb kotédés, a kromatinhoz kotott allapot meghosszabbodasanak
kovetkezménye lehet. Ezzel szemben VDR esetében a lassti populdcio aranya
csak ligand és RXR egyiittes hozzdadasa mellett novekedett, vagyis a VDR
kromatinkotése csak ligandkotott allapotban, RXR-rel heterodimert képezve
stabil.

Hérom magreceptort (RAR, VDR, RXR) egy sejtben vizsgalva kimutattuk,
hogy az RAR és a VDR versengése az RXR kotddéséért a kromatinkotés
szintjén is megjelenik, ami felel6ssé tehetd a magreceptorokon haté human
terapiak mellékhatasaiért. Ligand hianyaban az RXR az RAR-t preferalja a
VDR-rel szemben, ligand jelenlétében pedig mindig a ligandkotott receptor

képezett heterodimert az RXR-rel.

Munkam masodik fazisaban tovabbfejlesztettiink egy mikroszkdpos modszert,
mely lehetdvé tette, hogy a sejt egy adott sikjaban egyiddben vizsgaljuk a
molekulak  diffuziés  tulajdonsagait, valamint a  kozottik  1évo
kolcsonhatasokat. A SPIM-FRET-FCCS modszert hasznalva lehetévé valt a
magreceptorok dimerizaciojanak és komobilitdsanak egyidében torténd

22



mérése, valamint a magreceptor populacidk diffuziés paramétereinek
meghatarozasa a sejt egy adott sikjaban. A két modszer kombinalasaval
lehetéség nyilt olyan interakciok megfigyelésére, melyek vizsgalata FRET
vagy FCCS kiilon-kiilon torténd alkalmazasaval félrevezetd eredményt adott
volna. Alternalo gerjesztés (ALEX) bevezetésével tovabb finomitottuk
mddszeriinket, ezaltal csdkkent a fluoreszcens fehérjék kiégése és jelentdsen

javult az FCCS dinamikus tartomanya és érzékenysége is.

A jelen disszertacid eredményei a késobbiek folyaman segithetnek a
magreceptorok miitkodését befolyasold terapias célpontokat talalni, valamint
felhivjak a figyelmet a magreceptorokat célzd terapiak esetében a kompeticid
fontossagara. Az altalunk kifejlesztett 0j mikroszkdépos modszer mas fehérjék
esetében is segithet a molekuldris kolcsonhatasok ¢és mobilitas

feltérképezésében.
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