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1. BEVEZETES



1.1. A magreceptorok, mint transzkripcids faktorok

A tobbsejtli €l6lényekben a kiillonbozd sejttipusok formaban €s funkcidban is erdsen
kiilonboznek egymastol. Ennek az az oka, hogy kiilonbozé fehérjéket szintetizdlnak és
halmoznak fel anélkiil, hogy kdzben DNS szekvencidjuk megvaltozna. A DNS-t6l a
funkcioképes fehérjéig vezetd ut szamos 1€pésbol all, s ezek koziil az egyik legfontosabb
a génexpresszio szabalyozasa.

Az eukariota genom nukleoszomékba rendezddik, ami kromatint alkot. Ez a
szerkezet hatdrozza meg, hogy a szabalyoz6 faktorok mennyire tudnak hozzaférni a
DNS-hez. A kromatinba csomagolva a promoterek nagy része transzkripcidsan
represszalt, sez csokkenti a  transzkripcidos faktorok hozzaférését a megfeleld
kotdhelyekhez. A magreceptorok azonban olyan transzkripcios faktorok, melyek képesek
a represszalt kromatinban is a DNS-hez kotddni, sigy szabdlyozni a génexpressziot.
Fontos jellegzetessége a magreceptoroknak, ami megkiillonbozteti 6ket egyéb
transzkripcids faktoroktol, hogy képesek kis méretii, lipidoldékony ligandok, fdleg
hormonok és anyagcseretermékek megkotésére.

A szteroid hormonok tanulmanyozasa szadzadokkal ezelott kezdddott, de a
magreceptorok kutatdsaval csak az 1900-as évek kozepén kezdtek mélyrehatobban
foglalkozni. A lipidoldékony hormonoknak ¢és az anyagcseretermékeknek az emberi
szervezetben betoltott nélkiilozhetetlen szerepe a magreceptorok, ligandjaik és az Oket
befolyasold, valamint az altaluk befolyasolt utvonalak gyors megismeréséhez vezetett.

Ma mar tudjuk, hogy a magreceptorok csaladja olyan molekuldk csoportja,
amelyek kozott szekvencidlis, szerkezeti és funkcionalis kapcsolat van. A tagjait 6
alcsaladba lehet sorolni. Bar altalanosan megtalalhatok a metazoak korében, szamuk
mégis fajonként eltérd. A magreceptorok ligandjaik szdrmazésa és jellemzdje alapjan is
csoportosithatok. Ezek a ligandok lehetnek agonista ill. antgonista jellegliek, és a
természetes ligandok mellett a szintetikus ligandok szdma is dinamikusan né. A
magreceptorok a célgének promoterének megfelelé szekvencidgjdhoz monomer,
homodimer ill. heterodimer formaban kotédnek.

A megreceptorok ligandfiiggd mikodését koregulator molekuldk kozvetitik.

Altalanossagban, ligand hidnyaban korepresszor molekulat kétnek, mely hiszton-



deacetilaz aktivitassal bir6 komplexet vonz magahoz. Ennek miikddése hipo-acetilalt
kromatint eredményez, amirdl azt tartjak, hogy transzkripciésan néma. Ezzel ellentétben,
agonsita ligand hatdsara a magreceptorok koaktivator komplexet vonzanak, ami hiszton-

acetiltranszferaz aktivitasa révén acetilélja a kromatint, s igy transzkripciot idéz eld.

1.2. Retinoidok és receptoraik

Az A-vitamin ¢és biologiailag aktiv szarmazékai (a retinoidok), s ezek koziil is a reténsav
(RA) kdzponti szerepet tolt be szdmos alapvetd biologiai folyamatban, igy tobbek kozott
hatdssal van a gerincesek fejlédésére, novekedésére, a sejtdifferencialodasra és a
homeosztazis fenntartasara. Hoszzu idon keresztiil a retinoidok szerepére csak foként az
A-vitamin hiadnyos allatok vizsgalatabol tudtak kovetkeztetni. A retinoid receptor
felfedezése (1987) azonban az ismeretek széles korii kiterjedéséhez vezetett.

1.2.1. Retinoid receptor. A reténsav hatdsat a megreceptorok két tipusa kozvetiti: a
reténsav receptor (RAR) és a retinoid X receptor (RXR). Mindkét osztaly 3-3 altipust
tartalmaz (o, B, v). Eltér6 térbeli és idobeli expressziojuk a fejlédé embridban és a felnott
egyedek szoveteiben, mitkodésiik sokszintli kombinacidjat eredményezi.

1.2.2. Retinoidok. A természetes reténsav szamos formdja koziil az all-transz-reténsav
¢€s a 9-cis reténsav (9-cis RA) rendelkezik a a legfontosabb hatdsokkal. Mig a ATRA az
RAR-en keresztiil fejti ki hatasat, az 9-cis RA mind az RXR-hez, mind az RAR-hez
képes kotddni. Bar a retinoidokat széles korben alkalmazzak terapids célokra,
daganatkeltd ¢és toxikus hatdsuk kiilonbozo szintetikus ligandok (mint pl. LG268,
AMS580) fejlesztéséhez vezetett. A ligandok szintézise ¢€s lebontdsa sejtenként eltérd
lehet, igy ez egy Uijabb szabalyozasi szintet jelent a magreceptorok miikodéséban.

1.2.3. Az RXR heterodimer. A megreceptorok kozott az RXR egyediilallo szerepet tolt
be, mert szdmos mas magreceptorral képes heterodimer kapcsolatot 1étesiteni. A ligand
indukalta aktivitds alapjan ezeket a heterodimereket permissziv (6nmagaban az RXR
liganddal is aktivalhat6) és nem-permissziv (olyan heterodimer, mely az aktivalashoz a
partner receptor ligandjat is igényli) heterodimer csoportokba soroljuk.

1.2.4. Szabalyoz6 molekulak. Mint a legtobb magreceptor az RAR és RXR is
szdmos szabdlyozo molekuldval 1ép kdlcsonhatdsba, melyek eltérd sejt- és szovet-

specifikus expressziot mutatnak.



1.3. A megreceptorok szerkezete és funkcioik

Az Osszes magreceptor tobb szerkezeti €s funkciondlis egységre tagolhat6. Az N-
terminalis A/B régio ligand-fiiggetlen aktivalasi képességgel rendelkezik. Ez felelds
az izoforma-specifikus valaszok kozvetitéséért. A DNS-koté domén, amely a
legkonzervaltabb régio, két cink-ujjat tartalmaz. Ez felelés a nagy affinitdsu DNS-
kotésért és a specifikus hormon valaszado elemek felismeréséért. Az ,,0sszekoto
(hinge) régio koti ossze a DNS-kotd domént a ligand kotd doménnel. A ligand-kotd
domén egy 11-13 hélixbdl allo, 3 rétegli, antiparallel ,,szendvics® szerkezet. A C-
terminalis H12 hordozza a ligandfiiggd aktivitast, s egyben kiilonb6z6 konformaciok
kialakitdsara is képes a receptor ligandjanak természetétdl fiiggden. Ez a régid a

legkonzervalddottabb a magreceptor csaladon beliil.

1.4. A ligandkot6é domén funkcidja

A ligandkotd domén (LBD) 4 funkciondlis régioval rendelkezik. Az egyik
kulcsfontossagu teriilete felelds a dimerizacioért. Emellett ez tartalmazza a ligandko6td
zsebet, mely érzékenyen és specifikusan képes a megfeleld ligandot felismerni. A
specificitast a méret mellett a ligandk6to zseb alakja is befolyasolja. A C-terminalis
rész, az AF-2 vagy H12 hordozza a ligandfliggd aktivalas képességét. A negyedik
tertilet pedig egy felszini hidrofob rész, mely a koregulator molekulak (aktivatorok és

represszorok) kotésére szolgal.

1.5. Koregulatorok
A koregulatorok olyan sejten beliili molekulak, melyek a magreceptorokhoz kotddve
kozvetitik és atalakitjdk az endokrin szigndlokat. Biokémiai és expresszids klonozod
technikak segitségével mar szamos koregulator molekulat azonositottak.

1.5.1. DRIP205/TRAP22, mint koaktivator molekulak
A DRIP/TRAP komplex 14-16 fehérjébdl all, melyek mérete 70-240 kDa kozott
valtozik, s a receptor H12-h6z a DRIP205/TRAP220 alegység interakcios doménjén
keresztiil (ID) kotddik.

1.5.2. SMRT/NCoR, mint korepresszor.



Mivel a kromatin szdmos helyen nem-specifikusan képes gatolni a transzkripciot, a
korepresszorok jelentésége abban nyilvanul meg, hogy célzottan végzik el ezt a gatld
funkciot. A SMRT szdmos, nem magraceptor jellegli transzkripciés faktor
miikddésének szabalyozasaban is részt vesz.
1.5.3. Az LXXLL meotivum.

A koaktivtorok interakciés doménjeinek vizsgalatakor kideriilt, hogy mindegyik
hordoz egy leucinban gazdag LXXLL motivumot. Hasonl6 domént azonositottak a
korepresszoroknal is, de errdl kideriilt, hogy egy hélix fordulattal hosszabb, mint a
koaktivator domén. Ez az LXXLL motivum a két leucinnal a felszinén egy hidrofob
felszint hoz létre, amely nélkiilozhetetlen a magreceptor-koregulator komplex

kialakitasahoz.

1.6. A Kkoregulatorkotés meghatarozoi

1.6.1. A H12 elhelyezkedése agonista kotéskor és az ,,egércsapda“ model
A ligand nélkiili és ligandot kotd magreceptorok szerkezetének vizsgalatabol kidertilt,
hogy a H12 ligandfiiggd konformacids valtozast szenvedhet. Agonista bekotddésével
a H12 ,egércsapdaként” lezarja a ligandkotd zsebet, se egyes esetekben meg
kozvetlen kolcsonhatast is kialakit a liganddal, ezaltal tovabb stabilizalva azt. Ezek a
szerkezeti valtozasok olyan felszin kialakitasat eredményezik, amely kedvezd a
koaktivator kotésének.

1.6.2. A ,,toltott kapocs* és a kofakorcsere.
Szerkezeti vizsgalatokbol az is ismert, hogy a H12 egy konzervalodott glutamatja és a
H3 konzervalddott lizinje hidrogénkotést létesit az LXXLL motivum 1. és 5.
helyzetben 1év0 leucinjaval. A glutamat €s a leucin kézosen egy ,,charge clamp*“-et
hoznak létre, mely poziciondlja az LXXLL hélixet. Az LXXLL motivum hossza és
orientacioja nélkiilozhetetlen a megfeleld kapcsolatok kialakitdsdhoz és a koaktivator
pozicionalasahoz. Masrészt, a H12 pozicioja a korepresszorkotést is alapvetden
meghatarozza. A korepresszor LXXLL motivuméban talalhato extra helix fordulat
kinytlik abba térbe, amit egyébként a receptor Hl12-je foglalna el az aktiv
konformacié fevétele soran. A korepresszor €s az aktiv H12 forma egyideji kotoédése

ezaltal teljesen kizarja egymast.



1.6.3. Az LBD funkcionalis teriileteinek térbeli kapcsoltsaga.

Szamos magreceptor kristalyszerkezetét mar meghataroztak. Ezek kozott talalhatd
agonista ill. antagonista kotott szerkezet, némelyik pedig koaktivator vagy
korepresszor peptidrészletet is tartalmaz. A szerkezetek nyujtotta gazdag informacid
lehetévé tette, hogy a magreceptorok ligandkotését és a ligand kozvetitette
szabalyozd folyamatokat modellezhessiik. Ezek alapjan 0gy tinik, hogy a
magreceptorok mitkddése komplex allosztérikus Osszhangot feltételez az LBD 4
funkcionalis teriilete kozott. A ligandkotés példaul konformacio-valtozast indukal a
koregulator kotd helyben és a H12 —ben, ami végiil a korepresszor molekula
koaktivatorra torténd cseréjéhez vezet. Az intramolekuldris folyamatsor, mely a
ligand kotodésével kezdddik ¢és a koreguldtor cseréjében végzodik, a HI2
pozicionalasan keresztiil valosul meg.

A génexpresszio szabalyozdsa a transzkripcid kontrolljan keresztiil az él61ények
megfeleld fejlodédének szamos sejtfolyamataban nélkiilozhetetlen. A megreceptorok
jelentdségét az egészséges folyamatok fenntartdsaban jol illusztrdlja az a szdmos
terapias modszer, amit az olyan betegségekkel vald kiizdelem érdekében fejlesztettek
ki, amik hatterében a megreceptorok nem megfelé miikodése all. Ezek a betegségek
az orvoslas szinte minden teriiletét érintik, igy megemlithetd tobbek kozott a
szaporodas, a gyulladasok, a daganatok, a cukorbetegség, a sziv-€s érrendszeri
betegségek ¢és a kovérség. Ezért a magreceptorok mind normdal, mind patologiés
mitkddési mechanizmusanak megértése a biologiai és orvosi kutatdsok egyik fontos

célja.

3. CELKITUZESEK



A megreceptorok és azok szabalyozé molekuldinak biokémiai és szerkezeti
vizsgalatai kozelebb vittek benniinket miikodésiik megismeréséhez. Ugy tinik, hogy
mukodeéstik feltétele, hogy komplex allosztérikus Osszhang legyen az LBD
funkionalis teriiletei kozott. Egy kritikus kérdés azonban tovabbra is megvalaszolatlan
maradt, konkrétan, hogy hogy mi hatdrozza meg a gatlas és az aktivalas kozotti
egyensulyt. Az nyilvanvald, hogy nagy kiilonbség tapasztalhato az egyes
magreceptorok kozott ebben a tekintetben.

Annak érdekében, hogy mélyebb betekintést nyerjiink ezekre a szabalyozo
folyamatokra RAR-RXR heterodimerek tanulméanyozéasa segitségével a kovetkezd

kérdésekre kerestiik a valaszt:

1) Egymassal atfedé felilltre kotédik-e a korepresszor ill. koaktivator mlekula
az RAR-LBD felszinén?
A felfedezés, hogy mind a korepresszor, mind a koaktivator hasonlé LXXLL
motivumot tartalmaz az interakcios doménjlikben, felveti a lehetdséget, hogy ezek a
koregulatorok egymassal atfedd régioba kotddnek a receptor LBD felszinén. Ezért
mutagenezis vizsgalatok segitségével meghataroztuk az RAR-LBD korepresszor kitd
felszinét. Ezen kiviil, 6sszehasonlitottuk a receptor korepresszor kotd felszinét a
koaktivator koté felszinével, tovabba olyan mutdciokat is kerestiink, amelyek eltéréen

befolyasoljak a receptor korepressor ill. koaktivator kotését.

2) Hogyan befolyasoljak az RAR mutansok az RAR-RXR alapaktivitasat és
talalhaté-e oOsszefiiggés az aktivitas és a megvaltozott koregulatorkotés
kozott?

Ha feltételezziik, hogy a magreceptorok aktivitisa megegyezik a koregulatorkdtés

ereddjével, tudni akartuk hogyan korreldl a mutdnsok aktivitdsa a koregultorkotd

képességiikkel.

3) Hogyan befolyasolja az RXR-H12 a korepresszor. ill koativator kotést?
Ismert, hogy az RAR-RXR heterodimer nem-permissziv heterodimerként miikodik,

igy az RXR szelektiv ligand nem képes aktivalni a heterodimert. Mig gy tiinik, hogy



az RAR-RXR miikodésének szabalyozéasa l1ényegében az RAR szerepétdl fiigg, az
RXR szerepér6l nem sokat lehet tudni. H12 deléciés RXR mutansokat hasznalva
munkank soran megvizsgaltuk, hogy milyen szabalyoz6 szerepe van a az RXR-H12—

nek a korepresszor és koaktivator molekuldk kotésére.

4) Hogyan befolyasolja a H12 delécidja az RXR heterodimere aktivitasat?

transzfekcids vizsgalatokban, részben pedig virussal fert6zott, RXR-AH12-t stabilan

expresszalo sejtvonalon vizsgaltuk.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Sejttenyésztés és reagensek
A transziens transzfekcios kisérletekhez CV-1 ¢és 293T fibroblaszt sejteket
hasznéltunk. Az RXR-DH12 stabil expresszidgjahoz MonoMac6 makrofag sejtvonalat

fertOztiink virussal.

3.2. Transziens transzfekcio és luciferaz/B-galaktozidaz mérés
A sejteket 60-80% stirliségnél transzfektaltuk. Ezt kovetden 6-8-6ra mulva tortént a
ligandkezelés, majd 36 ora elteltével a sejteket feltartuk és luciferaz ill B-galaktozidaz

mérést végeztiink a sejtlizadtumbol.

3.3. Plazmidok és mutagenezis.
A mutans plazmidokat iranyitott mutagenezissel allitottuk el6. A HI12 hianyos
plazmidokat szintén irdnyitott mutagenezis sordn, STOP-kodon beépitésével allitottuk

elo.

3.4. Transzformalas, baktérium novesztés, plazmid termelés és pucolas

A plazmidokat DHS5a tipust, ultrakompetens E.coli torzsben termeltettiik.



3.5. Fehérje expresszio és tisztitas
A GST-fuzios fehérjéket BL21 Gold tipust E.coli torzsben expresszaltattuk, majd a

sejtfeltaras utan Glutathione-Sepharose 4B affinitas oszlopon tisztitottuk.

3.6. GST-pull-down

A hRARa-LBD mutans fehérjéket TNT in vitro Traszkripcios/Transzlacios Kit
felhasznalasaval termeltik. Az igy eléallitott *°S fehérjéket ligand jelenlétében ill.
hianyaban inkubaltuk a GST-fuziés expresszalt fehérjével, majd SDS-PAGE

segitségével valasztottuk szét a mintakat.

3.7. EMSA

A teljes hossziisagh hRARa ¢és hRXRa receptorokat TNT in vitro
Traszkripcios/Transzlaciés Kit felhasznalasaval termeltik. A DNS probakat **-P-
dCTP-vel jeloltik. A jelolt probat, a receptort és a baktériumban termelt SMRT

fehérjét ligand jelenlétében ill. hidnydban inkubaltuk, majd agar6z gélen futtatuk.

3.8. Virus termelés és MonoMac sejtek fertozése
A virus termeléshez 293T sejteket hasznaltunk, melyeket a virus eléallitdsdhoz
sziikséges vektorokkal transzfektaltunk. A virus részecskeszdmot p24 Elisa kit

felhasznalasaval mértiik.

3.9. RNS pucolas és Q-PCR

A sejtbdl torténd RNS izolalasat Trizol reagens felhasznalasaval végeztiik, majd a
traszkriptek mennyiségének meghatdrozasat Q-PCR segitségével, Tagman probak
felhasznalasaval végeztiik. A traszkriptek szintjének meghatdrozdsdhoz h36B4

referencia gént hasznaltunk.

4. EREDMENYEK



4.1. Mutins RAR-LBD-k korepresszor kotésének vizsgalata és az RAR
Az RAR-LBD korepresszor kot felszinének meghatarozasahoz az RAR-LBD
felszinén pontmuticidkat tartalmazo receptorokat allitottunk eld. A hozzaférhetd
kristalyszerkezetek vizsgalata utdn 17 oldallancot vélasztottunk a mutagenezishez.
Ebbdl 15 mutaci6 a H3, H4 és HS5 hélixen, 2 mutacié pedig a H11 hélixen
helyezkedik el. A kolcsonhatdsokat mind monomer RAR-en, mind RAR:RXR
heterodimerben vizsgéltuk. Ezek az eredmények, hasonléan masok 4altal mas
receptorokon végzett kisérletekhez, azt mutatjdk, hogy hogy a receptor elsddleges

korepresszor koto felszine a H3 és H4 kozotti hidrofob arokban talalhato.

4.2. Az RAR korepresszor koto felszine megegyezik a koaktivator koto felszinnel
Kisérleteink egyik célja az volt, hogy kideritsiik vajon a korepresszor ill. a
koaktivator kotd felszinek egymassal atfedd régioban helyezkednek-e el. Ezért a
kovetkezd 1épésként a mutans receptorok koaktivator kotését vizsgaltuk. A mutdnsok
fele ugy viselkedett mint a vad tipusu receptor, mig a masik részét csokkent
aktivatorkotés jellemezte.

Osszehasonlitva a koaktivator kotésb8l szarmazé eredményeket a korepresszor
kotésbol szarmazd eredményekkel megallapithatjuk, hogy a H3-ban és H4-ben
talalhaté mutaciok mindkét koregulator kotéséhez sziikségesek. Ez azt jelenti, hogy a
korepresszor és a koaktivator kotd felszinek egymassal atfedd teriileten talalhatok.
Munkénkkal egyidoben, mas kutatocsoportok mas receptorokon hasonlo kisérleteket
végezve a mi eredményeinkkel megegyez6 eredményekre jutottak, melyek ezaltal

megerdsitették az altalunk mért eredményeket €s kovetkeztetéseket.

4.3. Az RAR alapaktivitasat meghatarozo oldallancok

Mig a muticiok nagy része kisebb valtozast eredményezet a korepresszor ¢és
koaktivator kotés egyenstlyaban, néhany ,,masodrend(i* mutacié dramai valtozsokat
eredményezett. Meglepd és kozos ezekben a mutdciokban, hogy ezek nem a kofaktor
koto felszinen talalhatok, hanem attol tavolabb, a H12 kozelében. A H3-en talalhatd

W225 mutans erds korepresszor kotést €s emellett nagyon gyenge koaktivator kotést



mutat. Az RARy szerkezetének vizsgélatabol kideriil, hogy ez az oldalldnc van der
Waals kolcsonhatast létesit az 1398, 1402, M406 ¢és P407 oldallancokkal. Az
oldallanc kicsrélése alaninra megsziinteti ezekez a stabilizald kolcsonhatasokat a
HI11-t és H12-t 0sszekotd hurkon beliil és nagy valdsziniiséggel destabilizalja a H12
hatasasra sem lehet ebbdl a kedvezd konformacidbol kimozditni. Ez a mutacié igy a
korepressor kotés iranyadba mozditja el a kofaktor kotés egyensulyat, mikdzben
teljesen elveszti koaktivator koto képességét.

A masik mutacid, amely teljesen megvaltoztatjia az RARa alap aktivitasat az
A392R. Ez a mutans receptor minimalis korepresszor kotést mutat, mikdzben
koaktivator kotése erdsen fokozddott. Az RARy szerkezet vizsgalata azt mutatja,
hogy a nagyobb méretii arginin oldallanc koénnyen beilleszthetd ebbe a pozicidba,
s kdzben kedvezd kdlcsonhatasokat alakit ki a H4 és H12 egyes oldallancaival. Ez
tartalmazza az L266-tal ¢és L414-gyel kialakitott van der Waals kolcsonhatast,
valamint egy hidrogén kotés létrejottét a H12—0n taldlhatdo N416 oldallanccal. A mért

aktivitassal megegyezden, ez a mutans valosziniileg ligand hidnyaban is stabilizalja a

crer

4.4. A mutans receptorok transzKkripcios aktivitasa

Lényeges annak a ténynek a megallapitdsa, hogy vajon a receptorok aktivitasat
egyszerlien azok koregulator kotésésébdl le lehet-e vezetni. Ezért Ggy dontottiink,
megvizsgaljuk, hogyan befolyasoljdk a mutaciok a receptorok transzkripcids
aktivitasat. 6 mutanst hasonlitottunk 6ssze, melyek koziil harom mind a korepresszor,
mind a koaktivator kotésben deficiensnek mutatkozott, tovabba harom olyan mutanst,
melyek a koregulator kotésben ellentétes valtozasokat mutatott (W225A, A392R,
V395A). Ezen mutans receptorok transzkripcios vizsgalata azt mutatta, hogy azok a
mutansok, amik a koregulator kdtésben deficiensek voltak, nem voltak aktivalhatok.
Ezzel ellentétben, az A392R mutans, amely ligand hidnyaban is képes volt
koaktivator kotésére, konstitutivan aktivnak bizonyult, mig a W225A mutéans, mely
folyamatos korepresszot kotést mutatott a kordbbi vizsgalatokban, konstitutivan

represszalt allapotban volt az aktivalasi vizsgalatainkban.



4.5. Az RXR gyengiti az RAR korepresszor kotését és ez az RXR-H12 jelenlétét
igényli
Korabbi eredményekbdl ismert, hogy az RXR nem mutat alapallapotban repressziot,
ellentétben szdmos mas receptorral (RAR, TR, LXR), melyek erdsen represszalnak
alapallapotban is.Megvizsgaltuk, hogy az RXR korepresszor kotése parhuzamba
allithato-e az alaprepresszioval. Azt talaltuk, hogy az RXR korepresszor kotése joval
gyengébb a tobbi receptor korepresszor kotésénél. Igy ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy van parhuzam az RXR korepresszorkotése és alapaktivitasa kozott.

Kivancsiak voltunk arra, hogyan valtozik a korepresszor kotés egy olyan
heterodimerben, ahol az egyes receptorok (RAR és RXR) ennyire eltérd kotést
mutatnak. Azt talaltuk, hogy az RXR jelenléte kb. 35-50%-kal gyengitette az
eredetileg er6s RAR — korepresszor kolcsonhatast. Mivel eredetileg a korepresszor
interakcios doménjeinek additiv kotdédését vartuk az RAR-RXR heterodimer
esetében, a kapott eredmény azt mutatja, hogy a receptorok kozott 1étezik egyfajta
allosztérikus kommunikacio és egymassal egyiittmiikodve kotik a korepresszort.

Bar a szerkezeti vizsgalatokbol és a molekula felszini térképezésébdl ismert, hogy
a heterodiemrizald felszin és a korepresszor kotd felszin kiilon-kiilon régidban
talalhat6, azt is feltételezik, hogy a nem-permissziv heterodimernek szamité6 RAR-
RXR heterodimerben, az egyik receptor befolyasolni képes a masik recetor
koregulator kotését. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az RAR-korepresszor
kolcsonhatas gyengitése az RXR-HI12 jelenlétét igényli, igy ez alatamasztja azt a

hipotézist, miszerint a heterodimerek kozotti kommunikacié mediatora az RXR-H12.

4.6. Az RXR-H12 delécidoja lehetséges, hogy egy kriptikus korepresszor
kotéhelyet nyit meg a az RXR felszinén

Az elmult években szamos eréfeszités tortént abba az iranyba, hogy valahogyan
modellezzék Az RXR és H12-je szerepét a koregulator kotésben. Lazar és kollégai
feltételezése szerint az RXR azért koti gyengén a korepresszort, mert a H12 térben
akadalyozza a korepresszor kotddését. Ugy tiinik két médja van az RXR korepresszor

kotésének. Az egyik, hogy az RAR-rel ill. TR-ral heterodimerizacié soran az RXR-



H12 poziciét valt, s ezaltal hozzaférhatdvé valik a korepresszor koto feliilet az RXR-
korepresszor koto felszin. Ezek azt feltételezik, hogy a két eltéré koriilmény azonos
kotohelyeket tarna fel. Eredményeink alapjan azonban azt feltételezziik, hogy a
korepresszor kotd felszin H12 delécios allapotban ill. heterodimerizacids allapotban
kotéhelyet nyitunk meg, mely bar lehetévé teszi a korepresszor kotést, de ez a

kotohely eltér a H12 heterodimerizacidjabol eredd korepresszor kotd felszinnel.

4.7. Az RXR korepresszor kotésének megsziintetése mind a ligand, mind a
koaktivator egyiittes jelenlétét igényli

Korabbi vizsgalatok megmutatdk, hogy a koaktivator kotés feltétele a H12 aktiv
H12 ne legyen az aktiv pozicioban. Arrol is vannak elméletek, hogy a H12 aktivan is
képes részt venni a hormon indukélta korepresszor eltavolitasban. Ezek szerint az
RXR ugy tiinik, hogy kivételes helyen all a magreceptorok kozott, mivel az LG268
kotott hRXRP szerkezetében a H12 nem veszi fel az aktiv poziciot. Ezeket az
eredményeket EMSA ¢és eml0s kettds hibrid vizsgalatokkal is megerdsitettiik. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy ellentétben mas receptorokkal (TR, RAR), melyekben
a ligandkotés hatasara megsziinik a korepressor kotés, az RXR ligand jelenlétében
tovabbra is koti a korepresszort. Ugyanakkor azt talaltuk, hogy a koaktivator és a

ligand egyiittes jelenléte képes volt leszoritani a korepresszort.

4.8. Az RXR-H12 nem sziikséges az 1.G268 indukalta korepresszor kolcsonhatas
megsziintetésére

Tudni szerettiik volna, milyen hatdssal van a ligand jelenléte a mutins RXR-
korepresszor kolcsonhatasra. Meglepd modon azt talaltuk, hogy az LG268
megsziintette a mutdns RXR ¢és korepresszor kozotti kolcsonhatast. Ezek az
eredmények azt mutatjadk, hogy a az RXR-DH12 korepresszor elengédéséhez nem

szlikséges az RXR-H12 jelenléte. A szintetikus agoinsta (LG268) hatdsahoz hasonld



eredményeket kaptunk természetes agonista (9-cisRA) és szintetikus antagonista

kezelésre is (LG1208).

4.9. Az RXR-H12 delécioja megvaltoztazja az RAR-RXR  heterodimer
koregulator koté egyensilyat és gyengitett RAR valaszt eredményez

Mivel a H12 sziikséges a koaktivator kotéshez, valamint az az eredmény amely azt
mutatja, hogy az RXR-H12 delécioja megvaltoztatja a korepresszor kotést felveti azt
a kérdést, hogy valtozik a mutans RXR esetében a koaktivator kotés. Kisérleteinkben
azt talaltuk, hogy az RXR-H12 delécioja csokkenti a koaktivator ktést. Ugyanakkor
meglepd, hogy ezt a hatast tapasztaluk partner receptor, vagyis RAR-specifikus
ligand kezelés hatisara is, ami azt jelenti, hogy RAR-RXR a heterodimerben a
funkciondlis RXR-H12  sziikséges az RAR megfeleld koaktivator kotéséhez.
Osszegezve a koaktivéator és korepresszor vizsgilatainkat azt mondhatjuk, hogy az
RXR-H12 delécioja megvaltoztatja a korepresszor és koaktivator egyensulyt olyan

iranyba, ahol a korepresszor kotés valik dominanssa a koaktivator kotéssel szemben.

4.10. Az RXR-H12 delécidja a pertner receptor gyengitett valaszat eredményezi

A méréseink soran tapasztalt, megvaltozott koreguldtor kotd egyensuly vezetett
minekt arra, hogy vizsgaljuk a mutans receptorok aktivitdsat. Ehhez kétféle rendszert
valasztottunk: kotranszekcios rendszert, valamint virusfertézéssel megkiséreltiink
eldallitani egy olyan sejtvonalat, mely stabilan expresszalja az altalunk vizsgélni
kivant RXR-H12 receptor. Eredményink azt mutatjdk, hogy a heterodimerben az
aktivalasi valaszok gyengébbek voltak, még a partner receptor specifikus ligandjanak

jelenlétében is.

4.11. A koregulator kotésben bekovetkezo kis mértékii valtozasok a
transzKkripcios aktivitas nagy mértékii valtozasait eredményezheti

Az RAR pontmutans ¢s az RXR delécidos mutans receptorok vizsgalataibol kidertil,
hogy a koreguldtor kotés ismeretébdl meglehetdsen jol megjoésolhatd a receptorok
aktivalasi képessége. Kiilonosen meglepd, hogy a koregulatorban bekdvetkezd kis

mértékli valtozasok, a transzkripcid6 meglehetésen nagy mértékii valtozasat



eredményezheti. Ebben az értelemben a receptorok LBD-je egy biologiai erdsitéhoz
hasonlit, ahol a kis strukturalis valtozasok, melyek a koreguldtor iranti affinitast
befolyasoljak, jelentds biologiai kovetkezményekkel jarnak. Ez  még nagyobb

jelentdséget ad a koregulator egyenstly-szabalyozas ismeretének.

5. OSSZEFOGLALAS

A génexpresszid szabalyozéasanak transzkripcios kontrollja az ¢€l6lények megfeleld
fejlodése szempontjabdl nélkiilozhetetlen. A magreceptorokon €s azok koregulatorain
végzett biokémiai és szerkezeti vizsgalatok segitséget nyujtottak miikodésiik
mechanizmusanak megértésében. A modszerekkel nyert informacié vilagossa tette, hogy
a magreceptorok megfeleld miikodése egy komplex, allosztérikus 6sszhangot feltételez az
LBD funkcionalis doménjei kdzott.

Doktori munkdm sordn azt a célt tlztiik ki, hogy tanulmanyozzuk az RAR és
RXR molekuldk koregulator kotd képességét, a tényezoket melyek meghatarozzak és
befolyasoljak mukodésiiket, tovabba megkiséreltiink kapcsolatot taldlni a koregulator
kotés és a transzkripcids szabalyozas kozott. Ezen munkék soran lehetdségem volt
szamos modern molekularis bioldgiai ¢és biokémiai modszer elsajatitasara és
felhasznalasara. Ezen technikak segitségével (1) meghataroztuk az RAR-LBD felszinén a

korepresszor kotd teriiletet. Osszehasonlitva a korepresszor- és koaktivator kotd felszint



(2) megallapitottuk, hogy ezek atfedd régioban kotddnek egymashoz. A koregulator
kotohely mellet (3) olyan oldallancokat is azonositottunk, melyek a H12 pozicionalasan
keresztiil befolyasoljak a koregulator kotodését. H12 deléciés mutdn RXR moolekulat
hasznéalva (4) azt taldltuk, hogy az RXR csokkenti a partner receptor korepresszor
kotését. Eredményeink tovabba azt is mutatjadk, hogy (5) az RXR-H12 delécigja
megvaltoztatja a koregulatorkotd egyensulyt és (6) ez a partner receptor aktivitdsanak
gyengitését eredményezi.

Végeredményben azt mondhatjuk, hogy vizsgélataink hozzéjarultak ahhoz az
erds6dd nézethez, miszerint a H12 pozicidja, dinamikaja és stabilitdsa jelentds szerepet
jatszik magreceptorok transzkripcids aktivitasdnak szabdlyozdsdban. Eredményeink
tovabba megegyeznek azokkal a korabbi eredményekkel, melyek bizonyitjdk a H12

sziikségességét a transzaktivacioban, a koaktivator kotd felszin kialakitdsdban, valamint a

crer

hogy a HI2 aktiv pozicidjat befolydsoldo oldallancok szintén nagy mértékben
hozzajarulnak a korepresszor és koaktivator kotés egyensulyanak kialakitasahoz. Ezek az
eredmények a késdbbiekben hozzdjarulhatnak olyan mutans receptorok tervezéséhez,

melyek joval szélesebb spektrumu aktivalasra képesek, mint amit korabban fetételeztek.
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